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Introduccion. Las bacteriocinas son péptidos
antimicrobianos sintetizados y excretados por
bacterias, y por su efecto inhibitorio sobre
microorganismos patdgenos se considera su
potencial aplicacibn como conservadores
naturales en alimentos (1). La eficiencia y
rapidez en la determinacion de la actividad de
bacteriocinas se ven comprometidas cuando se
sustentan en los métodos tradicionales
enzimaticos (2) y no enzimaticos como la
prueba de difusion de pozos (3, 4).

En este trabajo desarrollamos una nueva y
rapida metodologia para determinar eficazmente
la actividad de bacteriocinas basadndonos en la
fuorescencia intrecelular de la berberina.

Metodologia. Para comprobar que la berberina
fluoresce en células dafladas a nivel de
membrana, Bacillus cereus 183 (cepa
indicadora) fue permeabilizado con
tolueno:acetona, mezclada con sulfato de
berberina y la fluorescencia determinada por
triplicado. Células no tratadas con tolueno:
acetona fueron mezcladas con diferentes
volimenes de extracto crudo de morricina 269
sintetizada por Bacillus thuringiensis subsp.
morrisoni (LBIT 269) mas berberina. Se midié
el efecto inhibitorio de la bacteriocina como una
medida de la fluorescencia emitida por ese
compuesto cuando ingresa a células dafiadas por
la bacteriocina. La actividad determinada por el
método anterior fue comparada con el
tradicional por difusién en pozos usando la
misma bacteriocina y la correlacion entre ellos
fue determinada.

Resultados y Discusién. Se comprobd la
eficacia de la berberina al fluorescer
intracelularmente en células de B. cereus
permeabilizadas con compuestos quimicos, lo
cual nos indic6 que dicho compuesto era (til
para determinar el dafio a nivel de membrana en
las células bacterianas. Por otro lado, la
actividad de la morricina 269 sobre B. cereus,
evaluada por la fluorescencia emitida por la
berberina, mostré un efecto similar y
proporciond un incremento lineal en la
determinacion de fluorescencia (coeficiente de
correlacién, r=0.998). Cuando se compar6 el
método anterior con la actividad evaluada por

los mm? de inhibicién (prueba de difusion), se
observé un comportamiento lineal (Fig.1) con
un alto grado de correlacion (r=0.983). Lo
anterior mostré la eficacia y rapidez de nuestro
método para evaluar la actividad de
bacteriocina.
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Fig. 1. Correlacion entre la actividad en mm? de area
de inhibicién y fluorescencia.

Conclusiones. EI  método  fluorogénico
propuesto en este trabajo, es eficaz para la
rapida cuantificacién de bacteriocinas que dafian
membrana celular. Esta nueva metodologia
puede sustituir a la prueba de difusion de pozos,
método tradicionalmente usado para evaluar la
actividad de bacteriocinas.
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