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Resumen: uno de los desafios de la industria alimentaria es la preservacion de los alimentos; para
ello se han desarrollado técnicas que prolongan la integridad de sus nutrientes y propiedades sen-
soriales el mayor tiempo posible. Dentro de los principales problemas esta la contaminacion bacte-
riana, que ha sido tratada con antibidticos sintéticos, pero estos pueden dejar residuos toxicos para
el consumo humano. Adicionalmente, existe la preocupacién por enfermedades que causarian las
bacterias que desarrollan resistencia microbiana por el uso prolongado de antibidticos; por eso se
han utilizado alternativas naturales como la nisina, utilizada con éxito desde hace varias décadas, a
pesar de algunas limitaciones que se podrian superar investigando y probando con nuevos péptidos
antimicrobianos. El péptido BTM-P1 es una molécula policatiénica, derivada de la protoxina natural
Cry11Bb1 de Bacillus thuringiensis subespecie Medellin, que ha mostrado capacidad para destruir bac-
terias; esto lo convierte en un potencial preservante de alimentos. El propdsito de este trabajo fue
evaluar la actividad antimicrobiana del péptido BTM-P1 con bacterias tipicas de los alimentos, tales
como Escherichia coli, Salmonella sp.y Listeria monocytogenes. Dicha actividad se estudié con cultivos
a diferentes condiciones fisicoquimicas, con el fin de emular distintos ambientes del péptido en los
alimentos. Se mostro que Listeria monocytogenes fue la bacteria con mejor recuperacion después
de su incubacion con el péptido a diferentes temperaturas, y el prealmacenamiento de BTM-P1 en
ambientes acidos aumentd su actividad antimicrobiana contra Escherichia coli. Se concluye que el
péptido BTM-P1 mantiene su actividad antimicrobiana en medios de incubaciéon con pH de 3 a7y
temperaturas de 4 a 37 °C.

Palabras clave: enfermedades bacterianas y transmitidas por los alimentos; péptidos;
antimicrobiano; cultivos bacterianos
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Potential antimicrobial activity of the peptide BTM-P1 in
foods

Abstract: One of the challenges of the food industry is preserving food, for which techniques have
been developed to prolong the integrity of their nutrients and sensory properties for as long as pos-
sible. One of the main problems is bacterial contamination, which has been treated with synthetic
antibiotics but may leave toxic residues for human consumption. Additionally, there is concern about
diseases caused by bacteria that develop microbial resistance from prolonged use of antibiotics.
Therefore, natural alternatives such as nisin have been used successfully for several decades, de-
spite some limitations that could be overcome by researching and testing new antimicrobial pep-
tides. The BTM-P1 peptide is a polycationic molecule derived from the natural protoxin Cry11Bb1 of
Bacillus thuringiensis subspecies Medellin, which has shown the ability to destroy bacteria, making
it a potential food preservative. The purpose of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of the BTM-P1 peptide with typical food bacteria, such as Escherichia coli, Salmonella sp., and Listeria
monocytogenes. This activity was studied with cultures under different physicochemical conditions
to emulate different peptide environments in foods. It was shown that Listeria monocytogenes was
the bacteria with the best recovery after incubation with the peptide at different temperatures, and
pre-storage of BTM-P1 in acidic environments increased its antimicrobial activity against Escherichia
coli. It is concluded that the BTM-P1 peptide maintains its antimicrobial activity in incubation media
with pH ranging from 3 to 7 and temperatures ranging from 4 to 37 °C.

Keywords: bacterial and foodborne illnesses; peptides; antimicrobials; bacterial cultures.

Atividade microbiana em potencial do peptideo BTM-P1 em
alimentos

Resumo: Um dos desafios da indUstria alimenticia é a preservacdo dos alimentos. Para isso, desen-
volveram-se técnicas que prolongam a integridade de seus nutrientes e as propriedades sensoriais
pelo maior tempo possivel. Entre os principais problemas esta a contaminacdo bacteriana, que foi
tratada com antibioticos sintéticos, mas que pode deixar residuos toxicos para o consumo humano.
Além disso, existe a preocupacao com doencas causadas pelas bactérias que desenvolvem resistén-
cia microbiana pelo uso prolongado de antibioticos. Por esse motivo, alternativas naturais, como a
nisina, tem sido utilizadas com sucesso ha varias décadas, apesar de algumas limitagdes que pode-
riam ser superadas com investigacdes e testes com novos peptideos antimicrobianos. O peptideo
BTM-P1 é uma molécula policationica, derivada da protoxina natural Cry11Bb1 do Bacillus thuringien-
sis subespécie Medellin, que demonstrou a capacidade de destruir bactérias; isso o converte em um
conservante de alimentos em potencial. O propésito deste trabalho foi avaliar a atividade microbiana



do peptideo BTM-P1 com bactérias tipicas dos alimentos, tais como Escherichia coli, Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes. Tal atividade foi estudada com cultivos em diferentes condi¢des fisico-quimi-
cas, com o fim de simular distintos ambientes do peptideo nos alimentos. Mostrou-se que a Listeria
monocytogenes foi a bactéria com melhor recuperac¢do depois de sua incubagdo com o peptideo em
diferentes temperaturas e que o pré-armazenamento de BTM-P1 em ambientes acidos aumentou sua
atividade microbiana contra Escherichia coli. Conclui-se que o peptideo BTM-PT mantém sua atividade
antimicrobiana em meios de incubacdo com pH de 3 a 7 e temperaturas de 4 a 37 °C.

Palavras-chave: doencas bacterianas e transmitidas pelos alimentos; peptideos; antimicrobiano;
cultivos bacterianos.
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Introduccion

Uno de los propésitos de la industria alimentaria es
ofrecer alimentos seguros y de calidad para el consu-
mo humano [1], [2]. Desafortunadamente, los casos
de muertes y enfermedades ocasionadas por consu-
mir productos mal manipulados todavia son eviden-
tes en los ultimos treinta afios [3]-[6]. Por lo tanto,
la preservacion de alimentos es una tarea primordial
para asegurar la salud de los consumidores [2].

Para empezar, preservar alimentos consiste en
aplicar técnicas fisicas o quimicas que prolonguen
la integridad y los nutrientes en estos productos
[7]. Para ello es necesario reducir la degradacion
por reacciones de oxidacion de lipidos, que se pue-
de iniciar por luz, temperatura, enzimas, metales,
metaloproteinas o microorganismos [7]. Las re-
acciones de oxidacion involucran radicales libres
o especies reactivas de oxigeno, y acidos grasos,
cuyos productos generados pueden oxidar otros
compuestos como vitaminas y aminodacidos [7].
Para reducir la oxidaciéon de acidos grasos, los an-
tioxidantes son ftiles funcionando como capta-
dores de radicales libres, absorbentes de oxigeno
o quelantes [7], [8]. También estan los envasados
que bloquean el acceso del oxigeno [9] y reducen la
contaminacién bacteriana en alimentos [10]-[13].

Con respecto a las bacterias que afectan a los
alimentos y que ademas ocasionan enfermeda-
des en los consumidores estan Escherichia coli,
Salmonella sp. y Listeria monocytogenes [14]-[16].
Por ello, desde la década de 1930 se han utilizado
antibidticos de origen sintético que han favoreci-
do la produccidn, preservacion e inocuidad de los
alimentos [17]. Pero el uso excesivo de antibioticos
ha generado preocupacion por las enfermedades
que podrian provocar indirectamente desde la re-
sistencia microbiana [17], [18]. Adicionalmente, los
antibidticos pueden dejar residuos en los alimen-
tos, los cuales pueden tener efectos adversos en los
humanos por toxicidad directa, como reacciones
alérgicas, carcinogenicidad o teratogenicidad [18].
De modo que se ha sugerido y promovido el uso
de productos naturales [19] como los péptidos
antimicrobianos [20]-[23], como alternativas para
la conservacion de los alimentos.

Como producto natural, la nisina es una mo-
lécula con actividad antimicrobiana, aprobada
por la Food and Drug Administration (Fpa) de
los Estados Unidos, y conocida como el péptido
antimicrobiano utilizado para la preservacion de
alimentos [20], [24]. Hasta el momento, no se han
reportado dafos y efectos adversos causados por
la ingesta de alimentos con nisina, pero si sobre
sus limitaciones [24]. La nisina tiene una efectivi-
dad baja para preservar alimentos en algunas con-
diciones fisicoquimicas [25]-[27] que se pueden
superar parcialmente aplicando algunas técnicas
de procesamiento de alimentos. Por ejemplo, la
adiciéon de quelantes como el 4cido etilendiami-
notetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid
0 EDTA, en inglés) [28], [29], el precalentamiento
del producto alimentario [30] o la reduccion del
pH [25], [31], [32]. Por eso, es necesario investigar
nuevos productos naturales u otros péptidos anti-
microbianos que podrian superar las limitaciones
de la nisina.

Por ejemplo, el péptido BTM-P1 es una mo-
lécula policatidonica proveniente de la protoxina
natural CrylIBbl de Bacillus thuringiensis subes-
pecie Medellin [33]. BTM-P1 posee una actividad
permeabilizadora dependiente del potencial trans-
membranal, demostrada en glébulos rojos y mito-
condrias [33], [34], y, ademas, en actividad contra
algunas bacterias [34], [35]. El péptido posee una
longitud de 26 aminoacidos, cinco de los cuales
determinan su carga +5 a pH neutro [35]. La carac-
teristica anfipatica y la estructura hélice alfa de la
molécula le permiten formar canales en membra-
nas biologicas [36]. Asi, BTM-P1 se convierte en un
potencial preservante de alimentos de interés para
la investigacion.

El propdsito de este trabajo fue evaluar la ac-
tividad antimicrobiana del péptido BTM-P1 bajo
distintas condiciones fisicoquimicas. Para esto se
realizé un seguimiento al crecimiento de las bacte-
rias Escherichia coli, Salmonella sp. y Listeria mo-
nocytogenes, a diferentes temperaturas y pH, con
BTM-P1 afadido. También se estudio la actividad
antimicrobiana cuando el péptido se almacend en
medios de distintas temperaturas y pH, previo a su
adicién en cultivos bacterianos.

Potencial actividad antimicrobiana del péptido sTmM-P1 en alimentos

43



44

Materiales y métodos

1.

Péptido y microrganismos

El péptido patentado BTM-P1 [35], de secuencia
deaminoacidos(NaC) Val-Ala-Pro-Ile-Ala-Lys-
Tyr-Leu-Ala-Thr-Ala-Leu-Ala-Lys-Trp-Ala-
Leu-Lys-GIn-Gly-Phe-Ala-Lys-Leu-Lys-Ser y
peso molecular 2788,44 Da, fue sintetizado por
la empresa Biomatik con pureza HPLC > 98 %.

Las bacterias utilizadas para los cultivos fueron
cedidas por el Instituto de Medicina Tropical,
de la Universidad cks, de Medellin (Colombia),
en medio agar tripticasa de soya (rsa), a pH 7
y conservados a 4 °C. Los cultivos luego fueron
repicados y mantenidos en agar Mueller-Hin-
ton para Escherichia coli aArcc 8739 y Salmone-
lla Typhimurium atcc 14028 o agar infusion
cerebro corazon para Listeria monocytogenes
Atcc 19115, a pH 7 y 37 °C.

Curvas de crecimiento en microplacas

Inicialmente, el indculo se prepard haciendo
una suspension directa en caldo agar Mue-
ller-Hinton (MH) o en caldo infusion cerebro
corazdn (icc), desde una colonia aislada, de
un cultivo en agar nutritivo, a 24 h. Luego, el
caldo agar MH o 1cc, con indculo suspendido
directamente, se incubd a 37 °C durante 24 h.
El crecimiento de los cultivos se verific poste-
riormente con la densidad dptica (Do) usando
el espectrofotometro Biotek®. La absorbancia
del indculo fue ajustada a 0,08, equivalente a
0,5 en la escala de McFarland, con lectura a 625
nm y equivalente a una suspension de 1 x 108
a 2 x 10® unidades formadoras de colonias de
bacterias por mililitro (Urc/mL), aproximada-
mente. Finalmente, 100 pl de indculo se disol-
vieron en 100 pl de caldo agar MH o agar 1cC en
la microplaca, densidad optica (Do) final 0,04
(37].

El crecimiento de los cultivos bacterianos en
microplacas se siguié durante el primer y se-
gundo dia, por periodos de una a dos horas. Las
microplacas fueron incubadas a 37 + 1 °C y se
prepararon ocho réplicas para cada microor-
ganismo. Para cada medicién, las micropla-
cas fueron agitadas y se midid el crecimiento
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bacteriano a la longitud de onda 625 nm en el
espectrémetro para microplacas BioteK".

. Crecimiento de bacterias en presencia de diferen-

tes concentraciones de péptido

La actividad del péptido BTM-P1 fue evaluada
a diferentes concentraciones en cultivos bacte-
rianos. Indculos de Escherichia coli, Salmonella
sp. o Listeria monocytogenes fueron suspen-
didos en caldo Mueller-Hinton (MH) o caldo
infusion cerebro corazon (1cc), desde colonias
aisladas de cultivo en agar nutritivo, e incu-
bados 24 h. El péptido BTM-P1 fue almacena-
do en solucion stock a 5 mg/mL (1,8 mM), en
agua destilada, luego fue separado en alicuotas
de concentraciones diferentes, en viales de po-
lipropileno, cerrados y almacenados a -20 °C
[38], [39]. De cada alicuota se extrajeron 100
ul que fueron adicionados a 100 ul de indculo
para lograr concentraciones finales de 2,5 pM,
5,0 uM, 7,5 uM, 10 uM, 15 uM y 20 uM BTM-P1
en los pozos de las microplacas (sin péptido
para el control). El pH y la temperatura fue 7 y
37 °C, respectivamente.

. Efecto de la temperatura y el pH sobre la activi-

dad antimicrobiana del péptido BTM-P1 en el cre-
cimiento de bacterias

Se llevé a cabo el mismo procedimiento de
preparacién de cultivo descrito previamente,
1 x 10* a 2 x 10® UCF/ml, para las pruebas de
crecimiento bacteriano en presencia y ausen-
cia del péptido BTM-P1. Se adicionaron 100
ul del indculo y se mezclaron con 100 pl del
péptido disuelto en agua destilada para lograr
una concentracion final de 20 uM BTM-P1 en
las microplacas. Luego se siguio el crecimiento
bacteriano a diferentes temperaturas de incu-
bacién (4, 26, 37 0 60 °C).

En otros experimentos se adicionaron 100 ul
del inéculo con pH 3, 5 o 7, preajustado con bu-
fer fosfato, y se mezcld con 100 pl de péptido
disuelto en agua destilada hasta lograr la con-
centracién final 20 uM BTM-P1 en la micropla-
ca. Luego se sigui6 el crecimiento bacteriano a
37 °C. Aunque el bufer acetato es mds apropia-
do para pH 4cido, se mantuvo el uso de bufer
fosfato [40] en todas las pruebas, para descartar
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posibles cambios o efectos nuevos por el cam-
bio de bufer.

Para evaluar si la propiedad antimicrobiana del
péptido se afectaria durante su almacenamien-
to, se almacend en viales con medios de distin-
to pH y temperatura. El péptido se mantuvo en
agua destilada a 4, 26, 37 0 60 °C, por 10 minu-
tos, o en bufer fosfato apH 3,507, en nevera a 4
°C, antes de ser adicionado a los cultivos bacte-
rianos. Para estos ensayos se tomaron 100 pl de
solucion peptidica de los viales, y se mezclaron
con 100 pl del in6culo en las microplacas, para
luego incubar a 37 °C. La concentracién final
de péptido fue 20 uM BTM™M-P1.

5. Tratamiento de datos

Los graficos y estadisticos fueron obtenidos
desde el lenguaje R con los softwares RStudio
y Jamovi. Datos con promedio y desviacién
estandar de la densidad éptica (Do), como in-
dicador de la cantidad de bacterias en las mues-
tras, fueron reportados. Comparaciones entre
dos grupos se hicieron con prueba t de Student
(diferencia estadistica P < 0,05; Test-T). Para
comparar entre mas de dos grupos se aplico
Anova con prueba de Tukey (diferencia estadis-
tica Py, < 0,05). Los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas se verificaron
con prueba Shapiro-Wilk y prueba de Levene,
respectivamente. Algunas correlaciones se des-
cribieron con prueba de Pearson, usando el co-
eficiente de correlacién r,

pearson*

Resultados y discusion

Los resultados del crecimiento de las bacterias
con péptido BTM-P1 adicionado a diferentes

concentraciones se muestra en la Figura 1. La adi-
cion de 2,5 uM BTM-P1 no redujo significativa-
mente la cantidad de Escherichia coli a las 4 h de
estudio (P = 0,038; Test-T) pero si se observo, por
ejemplo, a las 17 h (P = 0,002; Test-T) y 25 h (P <
0,01, Test-T) de incubacién (Figura 1A). Se identi-
ficaron mayores efectos en Escherichia coli desde
5 uM BTM-P1 (P < 0,001; Test-T). Las mediciones
realizadas a las 17 h (1,e4500 = -0,958) y 25 h (eur50n
= -0,816) mostraron que a mayor concentracién
de péptido se inhibe mejor el crecimiento de Es-
cherichia coli (Figura 1A). Se observd inhibicién
en el crecimiento de Salmonella sp. desde 5,0 uM
BTM-P1, en las primeras 4 h (P = 0,033; Test-T) y
desde las 17 h (P < 0,001; Test-T) de estudio (Figu-
ra 2B). A las 17 h (f,e0s0n = -0,945) y 25 h (1,
-0,867) se observa que la poblacion de Salmonella
sp. decae con el incremento de la concentracion de
BTM-P1 (Figura 1B). Para el caso de Listeria mo-
nocytogenes, se observaron efectos por la adicion
de péptido dentro de las primeras 4 h de iniciados
los cultivos, excepto para la concentracién 2,5 uM
BTM-P1 (P = 1,000; Test-T) (Figura 1C). De las 17
horas en adelante no se encontraron diferencias sig-
nificativas, con respecto al control (P > 0,05; Test-T
comparando a una hora fija), para todas las con-
centraciones estudiadas con BTM-P1 (Figura 1C).
Por lo visto, Listeria monocytogenes muestra una
mejor recuperacion en su poblacion y resistencia al
péptido BTM-P1, si se compara con Escherichia coli
y Salmonella sp. Pero debido la complejidad de los
componentes presentes en la pared celular de estas

earson

bacterias, no es posible ofrecer todavia una expli-
cacion detallada de la interaccién péptido-mem-
brana que justifiquen diferencias en su actividad
antimicrobiana [41].

Potencial actividad antimicrobiana del péptido sTmM-P1 en alimentos
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Figura 1. Efecto de la concentracion del péptido BTM-P1 sobre el crecimiento de Escherichia coli (A) y Salmonella sp.
(B), en caldo-agar Mueller-Hinton, y Listeria monocytogenes (C) en caldo-agar infusién cerebro corazén. Cada punto
es la media de cinco réplicas de un ensayo, y su respectiva barra es la desviacién estandar.

Los péptidos y las proteinas pueden cambiar su
estructura secundaria con la temperatura o desna-
turalizarse cuando se someten a temperaturas altas
[42] [43]. Por ello, y con el fin de probar la actividad
antimicrobiana del péptido después de un trata-
miento térmico, se prealmacend BTM-P1 a diferen-
tes temperaturas (4, 26, 37 y 60 °C), por 10 minutos,

y luego se adicion a los cultivos bacterianos, en los
que logré inhibir el crecimiento en Escherichia coli,
Salmonella sp. y Listeria monocytogenes (Figura 2).
No se encontraron diferencias significativas (entre
temperaturas) dentro de las primeras siete horas y
después de 19 horas de estudio, al comparar los re-
sultados con péptido afiadido (P, > 0,05).

ukey
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Figura 2. Crecimiento de las bacterias Escherichia coli (A) y Salmonella sp. (B), en caldo-agar Mueller-Hinton, y Lis-
teria monocytogenes (C) en caldo-agar infusién cerebro corazén, en presencia de péptido BTM-P1 prealmacenado a
diferentes temperaturas. Cada punto es la media de seis réplicas de un ensayo, y su respectiva barra es la desvia-

cién estandar.

Debido a que los péptidos pueden cambiar su
carga eléctrica o estructura secundaria, segtn la
acidez o basicidad del medio donde se encuentran
[44] [45], se evalud la actividad antimicrobiana de
BTM-P1 después de estar prealmacenado en via-
les a diferentes valores de pH (3, 5 y 7). El pépti-
do logré inhibir el crecimiento de Escherichia coli,

Salmonella sp. y Listeria monocytogenes (Figura 3),
pero no se observo un efecto por el cambio del pH
dentro de las primeras ocho horas de estudio (P,
> 0,05; comparando entre distintos valores de pH)
y tampoco después de las 20 h, excepto para Es-
cherichia coli, en la que el péptido fue mas activo
cuando fue prealmacenado a pH mas acido.

Potencial actividad antimicrobiana del péptido sTmM-P1 en alimentos
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Figura 3. Crecimiento de las bacterias Escherichia coli (A) y Salmonella sp. (B), en caldo-agar Mueller-Hinton, y Lis-
teria monocytogenes (C) en caldo-agar infusién cerebro corazén, en presencia de péptido BTM-P1 prealmacenado a
diferentes valores de pH. Cada punto es la media de seis réplicas de un ensayo, y su respectiva barra es la desvia-

cién estandar.

Las Figuras 2 y 3 correspondieron a ensayos de
efecto de temperatura y pH sobre el péptido en el
stock. Se muestra que, a pesar de las variaciones
fisicoquimicas en el medio de almacenamiento,
BTM-P1 mantiene su actividad antimicrobiana.

En la Figura 4 se muestran los resultados de las
pruebas de BTM-P1 adicionado en cultivos bacte-
rianos que crecieron a diferentes temperaturas y
en medios de distinto pH. Los resultados para los
cultivos sin péptido (curvas control, Figura 4) es-
tuvieron acordes con las observaciones dadas por

Membre et al. (2005) [46]. La temperatura mas
favorable para el crecimiento bacteriano es alre-
dedor de 37 °C; reducir la temperatura conlleva a
una menor tasa de crecimiento, y por encima de 45
°C no es posible el crecimiento bacteriano [46]. La
metodologia utilizada en esta investigacion es un
acercamiento a las condiciones ambientales para el
crecimiento de las bacterias en distintos alimentos.
Esto permitié probar la actividad antimicrobiana
del péptido BTM-P1 en cultivos a distintas tempe-
raturas y pH.
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Aunque las bacterias lograron crecer a 4
°C, se observo mayor actividad antimicrobia-
na de BTM-P1 sobre Escherichia coli (diferencias
de medias con control para pH 3: -0,08833; pH
5: -0,10567; y pH 7: -0,09600. Error estandar =
0,00307) y Listeria monocytogenes (diferencias
de medias con control para pH 3: -0,3800; pH 5:
-0,3340; y pH 7: -0,4050. Error estandar = 0,00588)
respecto a Salmonella sp. (diferencias de medias
con control para pH 3: -0,04033; pH 5: -0,06967;
y pH 7: -0,05967. Error estandar = 0,00127) segtin
registros a las 23 h de estudio (Figuras 4A, 4E y 41).
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A 26 °C, y para todos los valores de pH (3, 5, y
7), se observo una caida en la poblacion de Escheri-
chia coli (Figura 4B) y Listeria monocytogenes (Fi-
gura 5J), desde 1 h a 3 h por la adicién de BT™M-P1.
No se observo actividad antimicrobiana en Salmo-
nella sp. a estos tiempos de 1 h a 3 h (Figura 4F).
Después de 17 h se observo un incremento alrede-
dor de tres veces respecto a las primeras horas de
estudio en Listeria monocytogenes (Figura 4]). Para
Salmonella sp. el incremento fue alrededor de 1,5
veces (Figura 4F), y en Escherichia coli no se obser-
v una recuperacion en la poblaciéon (Figura 4B).
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Figura 4. Efecto combinado del pH y la temperatura de incubacion en cultivos sobre la actividad inhibitoria del
péptido BTM-P1 en el crecimiento de Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella sp. Cada punto es la media
de tres réplicas de un ensayo, y su respectiva barra es la desviacion estandar.

A 37 °C, los registros obtenidos dentro de las
tres primeras horas de estudio, con péptido adicio-
nado, fueron comparables a lo observado con 26 °C
a estos mismos tiempos. A las 17 h, Escherichia coli
(Figura 4C) y Listeria monocytogenes (Figura 4K)
mostraron incrementos en la poblacion bacteriana

para todos los valores de pH estudiados, mante-
niéndose por debajo de sus respectivos controles.
Pero la poblacion de Salmonella sp. no cambid sig-
nificativamente entre las 19 h y 23 h (comparacién
entre horas; P, > 0,05) para las muestras con

péptido (Figura 4G).
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Los experimentos a diferentes valores de pH,
ajustados directamente en los cultivos, muestran
que la adiciéon de BTM-P1 servirfa para inhibir el
crecimiento de Escherichia coli (Figura 4A) y Lis-
teria monocytogenes (Figura 4I) en alimentos re-
frigerados. Ademas, los resultados a 26 °C (Figuras
4B, 4F y 4]) muestran que se podria mantener un
alimento durante mas tiempo fuera de la refrige-
racion, ya que la cantidad de bacterias fue com-
parable respecto al control a 4 °C. Pero el tiempo
adicional se reduciria si el alimento se expone a
temperaturas superiores, como los 37 °C, especial-
mente con Listeria monocytogenes, que mostr6 una
mayor recuperacion en su poblacion.
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Aunque se sabe que el tratamiento térmico a 60
°C evita el crecimiento bacteriano [46], se podria
llegar a niveles de densidad dptica comparables a
estos resultados (Figuras 4D, 4H, 4L), utilizando
concentraciones por encima de 20 uM BTM-P1 a
temperaturas mas bajas (4, 26 y 37 °C) y segun la
tendencia observada en la Figura 1. No se conocen
aun los efectos adversos por consumir alimentos
con BTM-P1, pero pruebas con el software ExPASy
PeptideCutter tool [47] mostraron que el péptido se
puede digerir con enzimas gastricas como pepsinay
tripsina (Tabla 1). Esto esta acorde con lo observado
por Lemeshko y Orduz (2013) [48], que mostraron
la sensibilidad de BTM-P1 ante proteasas naturales.

Tabla 1. Zonas de corte sobre el péptido BTM-P1* con algunas proteasas tipicas, segin ExPASy PeptideCutter tool

Nombre de la enzima

Namero de cortes

Posiciones de los sitios de corte

Pepsina (pH1,3) 7 7,11,12,17,21, 23, 24

Pepsina (pH>2) 10 6,7,11,12,14,15,17, 21,23, 24

Proteinasa K 17 1,2,4,5,7,8,9,10, 11,12, 13,15, 16, 17, 21, 22, 24
Tripsina 5 6,14,18,23,25

*Secuencia de aminodcidos del péptido BTM-P1:
10 20
VAPIAKYLAT ALAKWALKGG FAKLKS

La nisina es el péptido antimicrobiano apro-
bado para la preservacion de los alimentos, pero
posee algunas limitaciones que solo se pueden su-
perar si es adicionado junto a quelantes [28], [29],
o si el alimento es dcido [32] o precalentado [30].
De acuerdo con los resultados presentados en este
estudio, el péptido BTM-P1 presenta ventajas fren-
te a la nisina. BTM-P1 podria utilizarse tanto en
ambientes dcidos como en neutros y en medios de
temperatura ambiente y de refrigeracion.

Finalmente, se ha mostrado que el péptido
BTM-P1 posee actividad antimicrobiana sobre
Escherichia coli, Salmonella sp. y Listeria mono-
cytogenes, en medios a diferentes condiciones fi-
sicoquimicas. Determinar una relaciéon entre la
temperatura o el pH sobre la actividad de este pép-
tido estd fuera del alcance de este estudio. Se re-
comienda, para futuras investigaciones, identificar

los cambios estructurales de la molécula y anali-
zar la interacciéon péptido-membrana en modelos
simplificados como liposomas. También realizar
pruebas de actividad antimicrobiana directamente
en alimentos; es posible que BTM-P1 sea menos ac-
tivo por proteasas presentes en el medio [48], [49],
lo que implicaria utilizar mayores concentraciones
del péptido [50]. El estudio de péptidos antimicro-
bianos como potenciales preservantes de alimen-
tos es atractivo, e investigar sobre cdmo aplicarlos
y producirlos en masa es un desafio interesante
dentro de la biotecnologia.

Conclusiones

Este estudio proporciona la primera evaluacion
antimicrobiana del péptido BTm-P1 a diferentes
condiciones fisicoquimicas, ofreciendo algunas
bases para futuras investigaciones con diferentes
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bacterias y pruebas de preservacion de alimentos.
El péptido BTM-P1 posee actividad antimicrobiana
en cultivos de Escherichia coli, Salmonella sp. y Lis-
teria monocytogenes, después de estar previamente
almacenado en medios de diferentes temperaturas
y pH. No se encontraron diferencias entre los di-
versos tratamientos de temperatura y pH, aunque
aparentemente, en un medio mas acido el péptido
actu6 mejor contra Escherichia coli; se desconoce
la causa para lograr esta actividad mejorada. El
péptido también mantiene actividad antimicro-
biana en cultivos bacterianos incubados directa-
mente con medios de distintas temperaturas y pH.
Los ensayos realizados en este trabajo todavia son
insuficientes para establecer una correlacion entre
el pH y la actividad antimicrobiana del péptido
BTM-P1, debido a la complejidad de las membra-
nas y a las diferencias existentes entre bacterias.
Se propone, para futuros estudios, realizar ensa-
yos de permeabilizaciéon en membranas artificiales
como liposomas, bajo diferentes temperaturas, pH
y fuerzas ionicas en el medio con péptido anadido.
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