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RESUMEN: Plantaricina 149 es una bacteriocina producida por Lactobacillus plantarum NRIC 149, cepa aislada de muestras de
anana [Kato, Ty col. (1994)]. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la estructura conformacional y el espectro de inhibicion
de un analogo sintético identificado como Pin149a, a fin de contribuir al conocimiento de este lipo de bacteriocinas, considerando
sus polenciales aplicaciones como biopreservadores de alimentos. El andlogo presento actividad inhibitoria hacia una cepa de
Staphylococcus aureus coagulasa (+) y cuatro cepas del genero Listeria. a pH 7.4 y 5.5 Los estudios por DC indican que el péptido
no esla estruclurado en solucion acuosa, pero que en presencia de Irifluoretanol y particularmente en micelas inversas de AOT se
produce un notable aumento en el contenido de a-hélice.

El elevado caracter cationico de Pin149a conjuntamente con su estructura helicoidal anfipatica estarian relacionados con su
actividad antimicrobiana.

Palabras clave: péplido antimicrobiano; Plantaricina 149; dicroisma circular; w-hélice.

SUMMARY: Conformational preference and antimicrobial activity of a synthetic analog of Plantaricin 149. Miiller, M.M",
Carrasco, M.S.% Simonetta, A.C.%; Campana, RT3, Beltramini, L.M.%; Tonarelli, G.G'. Plantaricin-149 is a bacteriocin produced
by Lactobacillus plantarum NRIC 148 which was isolated fram pineapple [Kato, T et al (1994)]. The aim of this work was to study
the conformational structure and the inhibition spectrum of a synthelic Plantaricin 149 analog identilied as Pin143a in order to
contribute to the general knowledge of this type of bacteriocins, which have potential applications as food biopreservatives.
The analog showed inhibilory activity against one strain of Staphylococcus aureus coagulase (+) and four strains of Listeria at pH
7.4 and 5.5.

CD sludies have shown that the peptide is unstruclured in aqueous solution, but in the presence of tifluorocthanol and reversed
miceles of AOT in particular, a remarkable increase in the cc-helix content was detecled.

The high cationicity combined with an amphipathic alpha helical structure may be related 1o Pin149a anlimicrobial activity.
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Introduccion

Las bacterias del &cido lactico (LAB) producen
extracelularmente péptidos antimicrobianos denomi-
nados bacteriocinas. La familia de las bacteriocinas
incluye una gran diversidad de péptidos en términos
de peso molecular, estructura primaria, secundaria
y espectro antimicrobiano [1, 2].

Dada su potencial aplicacién como biopre-
servadores alimentarios, es importante estudiarlas
a nivel estructural a fin de entender mejor el modo en
que actuan. Entre las LAB, existe particular interés
en las cepas de Lactobacillus plantarum, debido a su
uso como bacterias starter para la fermentacion de
productos vegetales, camicos y de pescados [3]. Se
han aislado y caracterizado parcialmente algunas
bacteriocinas de cepas de Lactobacillus plantarum,
procedentes de diversos alimentos tales como car-
ne y productos derivados; entre las mas importantes
se encuentran: Plantaricina A [4], Plantaricina E/F y
J/K [5]. Plantaricina C [6], Plantaricinas Sy T [7].
Plantaricina SA6 [8], Plantaricina KW30 [9],
Plantaricina D [10], Plantaricina 149 [11], Plantaricina
1.25 (alfa y beta) [12], Plantaricina C19 [13],
Plantaricina W (alfa y beta) [14], Plantaricina 35D
[15] y Plantaricina NC8 [16).

En general son activas contra especies
bacterianas relacionadas estrechamente a la cepa
productora desde el punto de vista taxonomico, pre-
sentando una amplia variedad estructural, lo que no
permite agruparias en una Gnica clase de
bacteriocinas.

Solamente algunas plantaricinas han sido puri-
ficadas y secuenciadas en forma completa; conse-
cuentemente, a excepcién de Plantaricina A,
Plantaricina E/F, Plantaricina J/K, y Plantaricina C, la
informacion disponible sobre estructura secundaria
de bacteriocinas producidas por cepas de
Lactobacillus plantarum es limitada.

Plantaricina 149 es producida por la cepa de
Lactobacillus plantarum NRIC 149 aislada de mues-
tras de anana. ES un péptido de 22 residuos
aminoacidicos, de naturaleza cationica, termoestable,
sensible a papaina, tripsina y pepsina y su actividad
es pH-dependiente (maxima a pH 5). Su espectro
inhibitorio es amplio frente a géneros y especies de
bacterias acido lacticas: L. plantarum, Lactobacillus
delbrueckii, L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
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Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei,
Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
acidilactici, P cerevisiae, Enterococcus hirae y
Lactococcus [11].

L. plantarum C11 produce tres variantes de
Plantaricina A con 26, 23 y 22 residuos aminoacidicos,
denominadas Pin A-26, Pin A-23 y PIn A-22. Los tres
péptidos presentan actividad antimicrobiana y de
ferohormona [17]. Pln A-22 posee un espectro de
inhibicion dirigido fundamentalmente hacia cepas
cercanas ala cepa productora (L. plantarum C11):L
plantarum, L. casei, L. sake, Pediococcus
pentosaceus, Carnobacterium piscicola, y
estructuralmente presenta un 89 % de homologia de
secuencia con Plantaricina 149 [4].

Para la mayoria de estas bacteriocinas, el me-
canismo de interaccion péptido-membrana involucra
la adsorcion sobre la superficie de la célula
bacteriana y el paso de una conformacion no
estructurada soluble a una de tipo c-hélice; luego
ocurre la insercion de dicha hélice en la membrana
celular y en algunos casos la asociacion con otras
moléculas de bacteriocina cercanas [18). El estudio
de todos estos eventos requiere del desarrollo de
técnicas especificas, como sistemas micelares, las
que difieren de otras mas convencionales usadas en
soluciones homogéneas. El sistema de micelas in-
versas representa una de las estructuras interme-
dias que se observan durante el acomodamiento de
la bicapa lipidica de la célula viva [19, 20].

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la
actividad antimicrobiana y la estructura
conformacional de un analogo sintético de
Plantaricina 149, identificado como PIn149a, en dife-
rentes medios (acuosos y organicos), a fin de contri-
buir al conocimiento general de este tipo de
bacteriocinas. La sintesis se realizo de acuerdo con
la secuencia reportada por Kato y col.[11], mediante
quimica en fase sélida, empleando la estrategia del
9-fluorenil-metiloxicarbonilo (Fmoc), funciona-
lizdindose el extremo C- terminal como amida, a dife-
rencia del péptido nativo. La actividad antimicrobiana
se ensayo mediante el método de difusion en agar.
Se realizaron estudios conformacionales por DC en
medios acuosos, en presencia de solventes organi-
cos y de micelas inversas de AOT, un sistema que
simula a la membrana celular bacteriana.
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Materiales y métodos

Sintesis de Plantaricina 149

El andlogo de Plantaricina 149 (PIn149a) fue
sintetizado mediante quimica en fase sélida [21] em-
pleando la estrategia del 9-fluorenil-metiloxicarbonilo
(Fmoc), bajo la forma de péptido C-terminal
carboxamida, segun la secuencia reportada en la bi-
bliografia [11]: YSLAMGATAIKQVKKLFKKKGG. Como
soporte solido se utilizé una resina tipo Rink 4-(2',4'-
dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxi-resina
(Novabiochem, USA) y |a sintesis se realizd en for-
ma manual. Los Fmoc aminoécidos (Novabiochem,
USA) se acoplaren al soporte sélido utilizando PyBOP
en presencia de NMM como catalizador. El grupo
Fmoc fue eliminado en las etapas de desproteccion
empleando piperidina al 20% en DMF. Los solventes
usados fueron de calidad grado HPLC. El monitoreo
de las reacciones se realizd por los métodos con-
vencionales para este tipo de sintesis [22, 23)].

El péptido fue desprotegido y simultaneamente
separado de la resina en un Unico paso empleando
una mezcla de TFAVEDT/H,0/TIS (94.5/2.5/2.5/1) (v/
v). El producto de sintesis fue separado de la mezcla
de reaccion por precipitacin con éter etilico a 4°C,
centrifugacion y liofilizacion.

Purificacion y caracterizacion del producto
de sintesis

El producto de sintesis fue analizado y purifica-
do por Cromatografia Liquida de Alta Perfomance
(HPLC) en un Equipo analitico-semipreparativo mar-
ca Gilson (USA), con detector UV-Vis.

Para la purificacion se empledé una columna
Vydac C18 (250 x 10 mm, 300 A, 10u), equilibrada
con dos sistemas solventes: (A) TFA/H,0 0.1%y (B)
ACN/H,0 conteniendo 0.1%TFA. Se utilizo el siguien-
te programa de gradientes: 10-25 % B, 5 min; 25-40
%B, 20min.y40-60%B, 5 min; velocidad de flujo
2mL/min, volumen de inyeccion 1 mL, deteccion UV
a220nm.

Los diferentes picos fueron colectados y se
ensayo su actividad antimicrobiana.

El andlisis de pureza se realizé por HPLC em-
pleando una columna analitica de C,; (Delta Pak, 5 p,
300 A, 3.9%150 mm), equilibrada conlos solventes A
y B, y empleando condiciones de elucion similares a
las descriptas para su purificacion,

Espectrometria de masas y Secuenciamiento

El espectro de masas MALDI-TOF de Pin149a pura
se obtuvo en un equipo Voyager-DE STR Biospectrometry
Workstation (Perseptive Biosystems), equipado con un
laser de nitrégeno que operaa 337 nm.

Se empled una solucion matriz preparada me-
diante disolucién de dcido c-ciano-4-hidroxicindmico
en una mezcla de ACN/agua (70/30, v/v) con 1 uL de
TFA. Se utilizaron 2 pL de una mezcla 1:1 de solucién
matriz a muestra para la realizacion del espectro. El
equipo se calibro externamente con una mezcla de
péptidos standards, Cal Mix 1 y 2 de Applied
Biosystems. La secuencia de PIn149a pura fue confir-
mada mediante degradacion de Edman automatica
empleando un secuenciador Shimadzu PPSQ-23 A,

Ensayos de actividad antimicrobiana

Cepas ulilizadas y modo de conservacidn:

De la coleccion de la Ctedra de Microbiologia
(FIQ, Universidad Nacional del Litoral, Argentina) se
utilizaron: cuatro cepas de Lactobacitlus plantarum
identificadas como DBFIQ LP 22, DBFIQ LP 28, DBFIQ
LP 38y DBFIQ LP 41; Lactobacilius delbrueckii subsp.
butgaricus DBFIQ LB 42; Pseudomonas sp. DBFIQ P
55; Staphylococcus aureus DBFIQ S 21; Listeria
monocytogenes DBFIQ LM 3; Bacillus cereus DBFIQ
B 28, y cuatro cepas del género Enterococcus identi-
ficadas como DBFIQ E 13; DBFIQ E 23; DBFIQE 24y
DBFIQ E 25. De la coleccion de CERELA (CONICET,
Argentina): Lactococcus factis subsp. factis CRL G3.
De la American Type Culture Collection: Lactobacilius
plantarum ATCC 8014. De la coleccion del Departa-
mento de Tecnologia (Universidad Nacional de Lujan,
Argentina): tres cepas de Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum identificadas como NCDO 529,
DTUNLu 223 y DTUNLu 245; Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris NCDO 543; Listeria
monocytogenes tipo | DTUNLu 328; Listeria
monocytogenes DTUNLu 335 BsAs; Listeria seeligeri
DTUNLu 340.

Todas estas cepas fueron liofilizadas y conser-
vadas en freezer a -20° C en Caldo Nutritivo (Merck)
para |as bacterias no licticas, mientras que para las
bacterias lacticas se uso Caldo MRS (Merck) o Cal-
do M17 (Merck), en todos los casos con el agregado
de 15 % de glicerol a los respectivos medios, como
agente crioprotector,
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Condiciones de Cultivo

Previo a su uso, las bacterias no lacticas fue-
ron propagadas 12-16 h a 37°C en Caldo Nutritivo
(Merck), mientras que las LAB usadas como
indicadoras se propagaron también 12-16 ha 37°C
en Caldo MRS (Merck) o en Caldo M17 (Merck).

Ensayo de difusion en agar

Para la deteccion de actividad antimicrobiana
se uso el ensayo de difusion en agar [24], para lo
cual se agrego 1 mL del cultivo de 12-16 h de cada
cepa prueba usada a 19 mL de Agar Nutritivo (Difco),
vertiéndolos luego en una placa de Petri estéril. Des-
pués de solidificar a temperatura ambiente, se reali-
zaron pozos de 7 mm de didmetro en las placas, y se
colocaron 80 uL de solucion acuosa de PIn149a
0.42 M, pH 5, en cada pozo. Las placas seincubaron
a 37° C durante 24 h y luego se midieron los diame-
tros correspondientes a los halos de inhibicion. La
actividad antimicrobiana se determiné siempre a pH
5, excepto para las cepas de L. monocytogenes DBFIQ
LM 3 y S. aureus*DBFIQ S 21, con las cuales se
realizaron ademas ensayos de inhibicion a pH 7.4,
en buffer fosfato de sodio 50 mM. Cada ensayo fue
realizado por triplicado, y los resultados se expresa-
ron como el promedio de los valores medidos.

Se determind también el titulo del analogo sin-
tético frente a Listeria monocytogenes DBFIQLM 3y
Staphylococcus aureus DBFIQ S 21, el cual se define
como la reciproca de la mayor dilucion de una solu-
cion de la muestra, con la cual se observa inhibicién
de la cepaindicadora. Se partio de una solucion 1mg/
mL de Pin149a y las diferentes muestras obtenidas
por dilucién fueron evaluadas por el ensayo de difu-
sion en agar, siguiendo la metodologia descripta
anteriormente. El titulo se expresé como unidades
arbitrarias de actividad por mililitro de solucién de
Pin 149a (AU/mL) [1, 25].

Ensayos de inhibicion de cultivos bacterianos
en medio liquido

A fin de estudiar el efecto de Pin149a sobre las
células sensibles, se agregd 1 mL de una solucion
0.84 M del péptido disuelto en buffer fosfato de sodio
50 mM, pH 7.4, sobre 10 mL de cultivos en fase
logaritmica en Caldo Nutritivo (Merck) de
Staphylococcus aureus DBFIQ S 21 y Listeria
monocytogenes DBFIQ LM 3, con concentraciones
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celulares iniciales del orden de 10% UFC/ mL, deter-
minandose el nimero de células viables por el mé-
todo de conteo en placas de Petri a intervalos de
tiempo de 2h 30min. y durante 24 h.

Se realizaron cultivos controles preparados
mediante el agregado de buffer fosfato de sodio
50 mM pH 7.4 sobre 10 mL de cultivos en fase
logaritmica de cada uno de los microorganismos
indicadores en Caldo Nutritivo (Merck). Cada ensa-
yo fue realizado por triplicado, y los resultados se
expresaron como promedio de los valores medidos
[25-28].

Dicroismo Circular

Los espectros de DC fueron obtenidos en un
espectropolarimetro Jasco J715 (Jasco Corporation,
Japon), trabajando en el rango de longitudes de onda
de 190 2250 nm, a 25°C, mediante el empleo de una
celda de cuarzo de 1 mm de paso dptico, a concen-
traciones 20 1M de PIn149a en agua, TFE al 20% en
agua (v/v), buffer fosfato de sodio pH 5.5, y en pre-
sencia de micelas inversas de AQT con W,,= 76.
Todos los espectros fueran obtenidos luego de la
acumulacién de los datos de 16 medidas. A fin de
eliminar efectos de ruido se restaron los espectros
de DC correspondientes a un blanco de micelas in-
VErsas.

Estimacion del contenido de estructura secundaria

La deconvolucion de los espectros obtenidos
se realizo empleando el programa Self Consistent
Method (SELCON), desarrollado por Sreerama y
Woody, que permite determinar las fracciones de
estructura secundaria en las distintas secuencias.
Los espectros se expresaron en escala de elipticidad
en mdegree (0). Para el andlisis de estructura se-
cundaria los espectros fueron transformados en
elipticidad molar [0], considerando el peso molecular
del residuo medio y la concentracion [29-31].

Preparacidn de las micelas inversas

Las micelas inversas se prepararon mediante
simple solubilizacion de AQT en la cantidad necesa-
ria de ciclohexano para obtener una concentracion
final de 50 mM, agitando la suspensién mediante
vortex, a temperatura ambiente [32].

Se partio de una solucion concentrada de péptido,
10*M, en buffer fosfato de sodio pH 7.4; se agregaron
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pequenas alicuotas del orden de los uL de esta solu-
cion sobre 1 mL de la suspension 50 mM de AOT en
ciclohexano, agitando vigorosamente hasta homo-
geneizar y clarificar. La cantidad de solucion stock
que se agrego fue controlada de manera de obtener el
valor deseado de W, el cual se define como la rela-
cion entre el nimero de moléculas de agua y el nd-
mero de moléculas de AOT presentes en la micela.
Se trabajo con un valor de W, =186, que corresponde
aun tamano intermedio de micela.

Resultados y discusion

Sintesis y caracterizacion del analogo PIn149a

El rendimiento de 12 sintesis fue del orden del
34%, obteniéndose 95 mg de péptido crudo
(YSLOMGATAIKQVKKLFKKKGG-amida) a partir de
200 mg de resina, escala de sintesis 0.116 mmol.
Luego de la purificacion mediante HPLC se obtuvo
un Unico pico con pureza mayor al 95 % (Figura 1).
El peso molecular teérico de plantaricina 149 es de
2423.96 Da; en el espectro MALDI-TOF se pueden
observar los picos con relacion masa/carga (m/z)
24249, 2446.8 y 2462.6, que corresponden a los
iones (M+H)*, (M+Na)* v (M+K)" respectiva-
mente (Figura 2). Posteriormente |a secuencia com-
pleta fue confirmada mediante secuenciamiento lue-
go de 23 ciclos de degradacion por la técnica de
Edman.

PIn149a posee un 36 % de residuos
aminoacidicos hidrofobicos y 6 % de residuos de
Gly, con una carga neta de +7; el péptido nativo
(Plantaricina 149) tiene carga neta + 6, dado que su
extremo C-terminal se encuentra funcionalizado
como acido carboxilico.

Teniendo en cuenta que Ia interaccion inicial
de estos compuestos catiénicos con las membra-
nas de las bacterias sensibles es de naturaleza
electrostética, la carga es un factor que incide so-
bre la actividad, como ha sido informado en la lite-
ratura [33,34].

Actividad antimicrobiana y modo de accion
de Pin149a

EnlaTabla 1 se observa el espectro inhibitorio
de PIn149a. La misma presentd efecto
antimicrobiano contra 6 de las 22 cepas ensaya-
das, siendo mayor su actividad frente a patgenos

de origen alimentario Gram-positivos tales como
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.

De acuerdo a lo informado por los autores que
aislaron la Plantaricina 149 [11], no detectaron activi-
dad inhibitoria de la bacteriocina contra |a cepa de
Listeria monocytogenes VTU 206 ni contra
Staphylococcus aureus ATCC 4012 y ATCC 14498.

En este trabajo hemos encontrado que el analo-
go sintético PIn149a resulto ser muy activo frente a 4
cepas del género Listeria y una cepa de
Staphylococcus aureus coagulasa (+), pertenecien-
tes a la coleccion propia y ala del Dpto. de Tecnologia
de |a Univ. Nac. de Lujan.

Frente a estas bacterias, el titulo de la actividad
antimicrobiana fue de 100 UA/mL, correspondiente a
una concentracion de Pin149a de 125 pg/mL.

La actividad antimicrobiana de PIn149a frente a
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 a pH 5 fue mucho
menor que la determinada para el péptido aislado a
partir de la cepa productora.

A fin de determinar si PIn149a tenia una accion
bactericida o bacteriostatica frente a Listeria
monocytogenes DBFIQ LM 3 y Staphylococcus aureus
DBFIQ S 21, se siguio la evolucién de la viabilidad de
las dos cepas bacterianas en presencia del péptido en
una concentracion de 0.84 My apH 7.4. Se pudo deter-
minar que cuando se agregaba la solucion de Pin149a
a un cultivo en fase logaritmica de Listeria
monocylogenes o Staphylococceus aureus, el nimero
de células viables por mL disminuia desde 3.8 10°a
valores menores a 102 UFC/mL, luego de 6 h de
incubacion. El descenso de las poblaciones microbianas
continud hasta que, a partir de las 12 h de cultivo y
hasta las 24 h (tiempo maximo ensayado), ya no se
detectaron células viables por cultivo y conteo en pla-
cas de las muestras obtenidas en |os diferentes tiem-
pos ensayados. En el cultivo control, el nimero de cé-
|ulas viables de las mismas cepas indicadoras por mL
se incremento progresivamente desde 10° hasta aproxi-
madamente 3.6 10° UFC/mL, luego de un periodo de
incubacion de 24 horas (Figura 3). Estos resultados
indican que Pin149a es marcadamente bactericida fren-
te a las cepas de Listeria monocytogenes y
Staphylococceus atireus ensayadas.

Estudios conformacionales por Dicroismo circular
PIn149a presenta en medio acuoso una estruc-
tura desordenada, como es de esperar para un péptido
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pequenio en solucion (Figura 4). La deconvolucion
del espectro de DC, confirmd |o expuesto, con resul-
tados de 83 % de estructura no ordenada y 17 % de
estructura tipo B, lo cual es consistente con el mini-
mo pronunciado gue se observa en el espectro a
198 nm. Para la deconvolucion de espectros de
peptidos con alto contenido en estructura no ordena-
da, se requiere el uso de un set especial de referen-
ciaintegrado por 48 proteinas, el cual también inclu-
ye espectros de proteinas desnaturalizadas [31].

En medio buffer fosfato pH 5.5, se obtuvieron
resultados similares a los obtenidos con agua, con un
80% de estructura no ordenada, 18% de elementos
tipo By 2% de estructura a-hélice. Si bien se observo
que a pH 7.4 la estructura era ligeramente mas orde-
nada, quedo claramente evidenciada la flexibilidad
conformacional del péptido en medio acuoso.

El espectro de DC de Pin149a se modifico con
el agregado de TFE, solvente que tiene la capacidad
de inducir la formacion de estructuras secundarias,
asi como en presencia de micelas inversas de AQT.
En TFE al 20 %, se observaron dos minimos cerca-
nos a 205y 223 nm, y un maximo a 190 nm, lo cual
esta asociado basicamente a contribuciones de es-
tructuras tipo a-hélice [35]. En estas condiciones se
determind un 37% de a:-hélice, 3% de estructura By
un 60 % de no ordenada. Datos obtenidos recienta-
mente han permitido detectar porcentajes de ci-héli-
ce mas altos utilizando mezclas con mayores por-
centajes de TFE (resultados no mostrados).

En presencia de micelas inversas de AQT
(W =16) también se observaron cambios
conformacionales. El espectro de DC presentd dos
minimos a 207 y 222 nm, y un maximo a 194 nm
(Figura 4). Los resultados de la deconvolucion evi-
dencian para el casa de buffer fosfato pH 5.5 un in-
cremento en el contenido de c-hélice de hasta un
78% y 22% de estructura no ordenada.

La estructura tridimensional de Plantaricina A
de 26 residuos aminoacidicos
(KSSAYSLAMGATAIKQVKKLFKKWGW) ha sido re-
cientemente dilucidada por Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), habiéndose encontrado gue el
péptido no estd estructurado en agua y se estructura
parcialmente en presencia de micelas de
dodecilfosfocolina [17]. La regién 12-23 de
Plantaricina A adopta una estructura de o-hélice
anfipdtica en presencia de estas micelas, existiendo
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un 100% de homologia de secuencia en esta regién
(TAIKQVKKLFKK) conrelacion a Pin149a.

Pin149a en presencia de micelas inversas de
AQT, surfactante anignico, adopta una estructura pre-
dominantemente helicoidal; la deconvolucion de los
datos espectrales de DC sugieren que 16 0 17 resi-
duos aminoacidicos estarian formando parte de la
helice, en estas condiciones experimentales.

La interaccion electrostatica inicial de este
péptido cationico (carga neta +7) con los fosfolipidos
de las membranas bacterianas cargados negativa-
mente, y la posibilidad de adoptar una estructura
helicoidal en un ambiente hidrofébico, pedrian estar
relacionados con el mecanismo de accion de esta
bacteriocina, en concordancia con lo informado para
otros péptidos antimicrobianos. En particular, se con-
sidera que la combinacion de una alta cationicidad
con estructura helicoidal anfipatica son requerimien-
tos para la existencia de actividad inhibitoria frente a
bacterias Gram-positivas y hongos [36,37].

Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que el andlo-
o sintético de Plantaricina 149 (PIn149a) presenta
un espectro antimicrobiano diferente a la bacteriocina
nativa. En particular, PIn149a mostrd actividad
antimicrobiana frente a una cepa de Staphylococcus
aureus coagulasa (+) y cuatro cepas del género
ListeriaapH 7.4y 5.5, en contraste con los resulta-
dos obtenidos por otros autores con la molécula ais-
lada de fuentes naturales [11], Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que las cepas utilizadas en este
trabajo son diferentes a las utilizadas por Kato et al
(1994) y que los compuestos difieren en la
funcionalizacién del extremo C-terminal, y conse-
cuentemente en su carga neta.

Ha sido demostrado en este trabajo que PIn149a
adopta una estructura predominantemente helicoidal
en micelas inversas de AQT, siendo probable que su
actividad antimicrobiana esté asociada con la for-
macion de una hélice de naturaleza anfipatica al
interaccionar con las membranas de las células
bacterianas, en concordancia con lo descripto en la
literatura para otros péptidos antimicrobianos de si-
milar estructura,

Estudios adicionales por DC y RMN de PIn149a
en micelas constituidas por diferentes clases de
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fosfolipidos podrian aportar informacion relevante
sobre la estabilidad conformacional de esta
bacteriocina en diferentes sistemas biomiméticos.

El bajo peso molecular de Pin149a y fundamen-
talmente su actividad a pH 5 hacia bacterias
patogenas causantes de enfermedades de transmi-
sion alimentaria (ETAs) la hacen atractiva tecnoldgi-
camente para ser utilizada como preservador
alimentario.

Por otra parte, la actividad detectadaapH 7.4
despierta interés en estudiar su potencial utilidad a
nivel terapéutico. Son necesarias nuevas pruebas
con un gran nimero de cepas diferentes de las espe-
cies bacterianas frente a las cuales PIn149a mostrd
en este trabajo actividad inhibiteria, con el objeto de
dejar establecida su importancia para un futuro de-
sarrollo como antibiotico.

Tabla 1: Espectro anlimicrobiano del péptido sintético Pin149a (0.42 M)

Cepas indicadoras

Diametro de inhibicion

Didmetro de inhibicion

(mm)apH=5 (mm) apH=74
Lactobacillus plantarum - NE
DBFIQ LP 28
L. plantarum DBFIQ LP 41° - NE
L. plantarum DBFIQ LP 22° . NE
L. plantarum DBFIQ LP 38° s NE
L. plantarum ATCC 8014 8 NE
Lactobacillus delbrueckii subsp. - NE
buigaricus DBFIQ LB 42°
Lactococeus facfr‘sﬂ subsp. - NE
lactis CRL G3
Leuconostoc mesenteroides - NE
subsp. dextranicum NCDO 529°
L. mesenteroides subsg. - NE
cremoris NCDO 543
L. mesenteroides subsp. " - NE
dextranicum DTUNLu 223
L. mesenteroides subsp. - NE
dextranicum DTUNLu 245°
Pseudornonas sp. DBFIQ P 55 . NE
Staphylococcus aureus 12 13
DBFIQ S 21°
Listeria monocytogenes 9 10,5
DBFIQ LM 3"
L. monocytogenes 10.5 1
DTUNLu 335 BsAs
L monocylogenes tipo | 8 8
DTUNLu 328
Listeria seeligeri 8 8
DTUNLu 340°
Bacillus cereus DBFIQ - NE
B 28’
Enterococcus DBFIQ - NE

(E25, E13; E23,E 24)’

Didmelro de los pozos: 7 mm; NE: No Ensayado; -: Ausencia de halo de inhibicion
a- Coleccion de la Catedra de Microbiologia, Fac. Ing. Qca., Univ. Nac. del Litoral, Argentina (DBFIQ).
b- Coleccion del Departamento de Tecnologia , Univ. Nac. de Lujén, Argentina, (DTUNLu).

¢- Coleccion de CERELA, CONICET, Argentina (CRL).
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Figura 1: HPLC analitico de Pin149a purificada
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Condiciones experimentales: columna Delta-Pak C18, 5um, 300 A, 3.9 x 150 mm (Waters); gradiente: 10-25 % B
(5 min), 25-40 % B (20 min), 40-60 % B (5 min); velocidad de flujo 0.8 mL/min; deteccion: UV a 220 nm.

Figura 2: Espectro MALDI-TOF de Pin149a.
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Se observan los valores experimentales de los picos con relacion masa/carga (m/z) 24249, 2446.8 y 2462.6, que
corresponden a los iones (M+H)*, (M+Na)* y (M+K)* respectivamente.
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Figura 3: Efecto bactericida de PIn149a sobre el desarrollo de cepas de Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus apH 7.4
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Concentracidn de péptido: 0.84 M. (--) Cultivo control de Listeria monocytogenes: (~e—) Cultivo de L.
monocytogenes luego de adicionarle Pin149a; (-4A-) Cultivo control de Staphylococcus aureus; (-w-) Cultivo de S.
aureus luego de adicionarle Pin149a.

Figura 4: Espectros de DC de PIn149a
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(—) en agua; (....) en buffer fosfato pH 5.5; (- - - ) 20 % de TFE (w/v); (-=-+-+) en buffer fosfato pH 5.5 + micelas
inversas de AOT (Wo=16);
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