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A MANERA DE PROLOGO:

La Quimica de alimentos estiA dedicada al desarrollo, optimizacién y
control de productos alimenticios con el mayor valor nutricional y la maxima
aceptabilidad, al menor costo y con el nivel de calidad que prolongue la vida 1til
del alimento y disminuya los riesgos inherentes a su consumo.

Por tanto, la Quimica de alimentos participa en la atencion de las
necesidades alimentarias del pais, junto con las ciencias agropecuarias
(dedicadas a la produccién de alimentos primarios) y la ingenieria quimica de

alimentos (dedicada al procesamiento industrial}.!

El campo de accion de la Quimica de alimentos es bastante amplio.
Incluye el desarrollo de alimentos procesados, desde la materia prima hasta el
producto almacenado, ademas de su comercializacion, el disefio y optimizacion
de productos alimenticios y de sus componentes; la asesoria especializada en
los aspectos cientificos, técnicos y legales del manejo de alimentos: la
investigacion relacionada con la produccion y el desarrollo de alimentos e
insumos para €stos, y el aprovechamiento de desechos y subproductos.

Sobra mencionar la importancia que tienen para cualquier pais y para
cualquier comunidad, la conservacion de alimentos. Este aspecto ha sido
estudiado desde diversos puntos de vista, incluida la perspectiva de este
trabajo.

Sea puesta esta tesis una muestra de lo que es hoy una de las
actividades preponderantes de la Quimica de alimentos en México, la obtencion

de nueva tecnologia para la conservacién de alimentos.

E.G.E.
México, DF. febrero de 1999

| Plan de estudios 1989 Licenciatura en Quimica de Alimentos. Coordinacion Académica de Carreras.
Facultad de Quimica UNAM



INTRODUCCION.

La descomposicién de los alimentos ocurre como resultado de las reacciones
quimicas relacionadas con el proceso de envejecimiento y deterioro, por la accién de
microorganismos, o por ambas cosas. Asf, los diversos métodos de conservacién de
los alimentos tienen el fin de aprovechar los excedentes estacionales de produccion de
los mismos, mediante la prolongacion del periode en que estos se conservan en buen
estado, de manera que se les pueda consumir durante todo el afio.

En la actualidad las investigaciones se han centrade en el estudio de
conservadores naturales (biopreservadores). Sobre todo en las llamadas bacteriocinas,
las cuales constituyen una clase heterogénea de metabolitos de naturaleza proteica, de
pesos moleculares, de propiedades bioquimicas, modo de accién y de espectro de
actividad diverso. Por definicién, las bacteriocinas son inactivadas por al menos una
proteasa, por tanto son inactivadas por las enzimas gastrointestinales lo que les
confiere la propiedad de ser inocuas. (Nettles y Barefoot, 1993).

Las bacteriocinas no son definidas como antibiéticos, pues un antibiético es
usado para tratar alguna enfermedad infecciosa, por lo que estdi prohibido su uso en
alimentos, puesto que esto proporcionaria inmunidad a los microorganismos
patégenos. En cambio, la funcién de las bacteriocinas usadas en alimentos es la de
conservar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del producto en el que se
empleen.

En estudios previos se habia observado que la cepa de Lactococcus lactis 5
producia un metabolito con propiedades antimicrobianas, quedando establecido que se
trataba de una sustancia del tipo bacteriocina. Resultaba entonces interesante
caracterizar a este metabolito con el fin de conocer sus propiedades fisicoquimicas, asi
como el espectro de actividad que posee, para que de esta manera se pueda elucidar el
tipo de alimentos en los cuales su empleo es factible, tomando en cuenta el tipo de

microorganismos sobre los cuales podria tener un efecto inhibitorio.



Fue entonces que se plantearon los objetivos de este trabajo. Entre los cuales se
inclufan: estudiar a la bacteriocina producida por la cepa de Lactococcus lactis 5,
proveniente del cepario del Instituto de Investigaciones Biomédicas, asi como
optimizar su produccién y purificarla parcialmente para caracterizar su estabilidad a
factores como temperatura y pH, ademés de determinar su actividad bactericida y

establecer su espectro inhibitorio.

A lo largo de la investigacién se observé que la bacteriocina L5 es capaz de
inhibir a algunas cepas taxonémicamente relacionadas y que su produccion éptima es
cuando se crece bajo las siguientes condiciones: medio CGB, temperatura: 30 °C,
agitacién a 200 r.p.m., atmésfera gaseosa de nitrégeno burbujeada a 100 ml/min, pH
controlado en 5.5. y la adicién al medio de tween 86 al 1.0 ¥ Ademds se establecié
que la bacteriocina L5 es excretada por la célula productora al medio de cultivo, se
precipita a concentraciones de sulfato de amonio del 60 %. Tiene un P.M. mayor de 8
KDa pero menor de 200 KDa , no se adsorbe a la membrana de la célula productora a
pH 6.0 y por iltimo se encontrd que no es termorresistente {100 °C / 15 min}. Su

termorresistencia es menor de 40°C / 15 min a pH 6.0

Il



1.- ANTECEDENTES
1.1 DESCOMPOSICION Y CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

La descomposicion de los alimentos, proceso mediante el cual sufren alteraciones tanto
fisicas como quimicas que los convierte en incomestibles, ocurre principalmente como

resultado de tres factores:

a) Los cambios fisicos relacionados con la transferencia de masa, en particular la
transferencia de agua dentro del alimento, lo que provoca cambios en la textura y la pérdida de

sabores por la evaporacion de compuestos voldtiles.

b) Las reacciones quimicas y enziméticas que ocurren como resultado de los procesos
de envejecimiento y deterioro de los alimentos de origen animal o vegetal que consumimos, los
cuales estdn constituidos por compuestos organicos. En la planta o en el animal, estos
compuestos orgdnicos participan en  reacciones quimicas complejas, cuidadosamente
controladas, en la mayoria de los casos, por enzimas propias del metabolisino normal. De esta
manera, cuando se cosecha una planta o se sacrifica un animal las enzimas presentes continian
activas y , aunque se pierden los mecanismos de control, son capaces de seguir catalizando

reacciones que afectan adversamente la calidad de los alimentos. (Gould, 1990).

¢} La descomposicién microbiana de los alimentos. Debido a que la presencia de
algunos microorganismos en los alimentos es incvitable puesto que los nutrientes que éstos
necesitan para su ciclo normal de vida, tales como carbohidratos, aminoacidos, lipidos,
vitaminas, sales minerales y agua, son parte constitutiva de los alimentos que consumimos, la

descomposicién microbiana del alimento por esta via resulta inevitable, (Fox, 1992).



Algunos ejemplos de las causas de deterioro en alimentos y sus consecuencias se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla L Reacciones de deterioro de los alimentos y sus consecuencias. (Jay, 1978)

TIPO DE REACCION EJEMPLO CONSECUENCIA
Pérdida de humedad Textura seca o correosa
Cambios fisicos Exceso de humedad Hidratacién del alimento,
remojado, pérdida de la firmeza
Evaporacion Pérdida de compuestos volatiles,
sabores
Oxidacién Rancidez oxidativa
Reacciones quimicas Cambios de color
1 Reaccién de Maillard Oscurecimiento no enzimatico
cambios en textura
Pelifenol oxidasas Oscurecimiento enzimatico
Lipoxigenasas Rancidez
Lipasas Rancidez lipolitica

Actividad enzimatica
Cambio de textura

Gelificacién

Cambio en sabores

Pérdida de propiedades
funcionales

Amilasas Cambio de textura

Cambio de sabor

Proteasas

Microcrganismos de | Descomposicién de los alimentos
por bacterias (p. e]. Pseudomonas)
mohos, etc.
Actividad microbiana Intoxicacibn al consumir los
alimentos (toxinas de Clostridium
botulinum,”
C. perfringens, B. cereus. 5t
aureys, etc.}

descomposicién

Microorganismos toxigénicos

Presencia de | Infeccién al consumir los alimentos
microorganismos infecciosos | (Vibrio parahaemolyticus,
Salmonella sp.)

Debido a lo anterior, la conservacién de los alimentos se fundamenta en la necesidad de

aprovechar los excedentes estacionales de produccién de los mismos, mediante la



prolongacién del periodo en que éstos se conservan en buen estado, de manera que se

les pueda consumir durante todo el afio, sin que existan reacciones de deterioro.

Existen diversas formas de conservar en buenas condiciones un alimento. Entre elias se

encuentran las siguientes técnicas:

Tabla II. Técnicas de conservacion de los alimentos. (Gould, 1990)

OBJETIVO TECNICA O FACTOR MODO DE ACCION
Pasteurizacién
[nactivacion de Caler
MiCroorganismos y enzimas Esterilizacién comercial
Radiacitn Radurizacién, radicidacién y

Inactivacién de
microorganismos

radapertizacion

Descontaminacién gaseosa

Exposicién a éxido de etileno

Restriccién en el acceso de
microorganismos a los
productos

Empacado

En lata, plastico, aluminio

Proceso aséptico

Proceso aséptico térmico
Empacado sin contaminacién
cruzada

Prevencién de la oxidacion

Uso de antioxidantes

Adicibn de antioxidantes
orgidnicos, inorgdnicos vy
enzimaticos

Inhibicién del crecimiento de
MIiCroOrganismos

Bajas temperaturas

Almacenamientc en frio vy
congelacién

Reduccién de la actividad

acuosa

Secado
Curado por adicién de sales
Adicién de aztcares

Niveles de oxigeno bajos

Empacado al wvacio en
atmésfera de nitrégeno

Acidificacion

Reduccién det pH por adicion
de acidos
Fermentacidn lactica, acética

Fermentacion alcohélica

Incremento en el nivel de

etanol Adicién de conservadores
inorgénicos,  organicos y

Uso de conservadores | naturales.

antimicrobianos




Dentro de las diversas técnicas de conservaciéon ya mencionadas se encuentra la adicién
de conservadores. El uso de conservadores en alimentos se encuentra legislado por las
teyes de cada pais. En México el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios, publicada el
18 de enero de 1988 en el Diario Oficial de la Federacion, define a un conservador como
una sustancia o mezcla de sustancias que previenen, retardan o detienen el proceso de la
fermentacién, enmohecimiento, putrefaccién, acidificacién u otra alteraciéon de los
alimentos, causados por algunos microorganismos y por algunas enzimas. Sélo se
permite el empleo de los que a continuacién se indican.

Tabla M. Conservadores permitidos por {a Ley General de Salud para ser utilizados en

Meéxico.
CONSERVADOR PERMITIDO EJEMPLO DE UTILIZACION
Cerveza, mermelada, crema para ensalada,
Acido benzéico, benzoato de sodio bebidas sin alcohol, pulpa de fruta, pescado
marinado .
Acido sérbico Refrescos, yogur, queso procesado
Sorbato de sodio, sorbato de potasio Harina, dulces, pizza congelada

Acido propiénico, propionato de sodio y | Pan, harinas, dulces

calcio

Diéxido de azufre, sulfito de sodio, sulfito | Frutas secas, hortalizas deshidratadas, jugos y
4cido de sodio, metabisulfite de sodio, | jarabes de frutas, embutidos y productos lacteos
metabisulfito de potasio, sulfito de calcio, | con frutas, sidra, cerveza y vines. [mpide el
sulfito acido de calcio : oscurecimiento de las papas crudas peladas y

sirve para acondicionar la masa para galletas.

Metil parabeno Cremas, pastas, bebidas, jarabes y otros productos
Propil parabeno conpHentre3y7
Nisina Leche fresca, queso fresco, crema cuajada, vinos

Nitrito de potasio, nitrito de sodio, nitrato | Tocine, jamén, carnes curadas, cecina y algunos

de potasio, nitrito de sodio quesos




En los dltimos afios, con el desarrollo de los procesos biotecnolégicos, se han
realizado muchas investigaciones sobre conservadores de origen natural (bacteriano)

que ademds sean inocuos (Klaenhammer 1988; Nettles y col. 1993).

Asi, muchos de los temas de investigacién sobre conservadores de origen natural
se han centrado en el estudio de las bacteriocinas de bacterias lacticas, sustancias de
naturaleza proteica que poseen una actividad bactericida sobre especies
taxonémicamente similares y, en algunos casos, sobre un espectro més amplio (Hoover,

1993).



1.2 APLICACIONES DE LAS BACTERIAS LACTICAS EN ALIMENTOS

Las bacterias l4cticas se utilizan en productos consumidos por el hombre desde hace muchos
siglos. Los reportes més antiguos que se tienen def consumo de alimentos fermentados con

produceion de dcido lactico datan del afio 8000 a.C. (Knorr, D, 1983).

En la industria de los productos lacteos, las bacterias lacticas juegan un papel muy
importante ya que son utilizadas en la elaboracién y conservacion de leches fermentadas (yogur),
quesos madurados, algunos vinos, debido a su perfecta inocuidad higiénica y toxicolégica. Por
lo regular estas bacterias confieren un sabor agradable a los productos fermentados e inhiben
fuertemente el desarrollo de bacterias patégenas o contaminantes.

Debido a que las bacterias lécticas son utilizadas dentro de los procesos biotecnologicos,
no es necesario separarlas de los productos finales, lo que suprime las etapas posteriores de

purificacién que son cominrnente costosas.

El concepto de bacterias 4cido lacticas fue desarrollado en los primeros afios del presente
siglo. El nombre del grupo fue creado a partir de la observacion de las bacterias causantes de la
fermentacion y coagulacién de la leche, siendo formalmente definidas en 1919 por Orla-Jensen :
“ Las verdaderas bacterias lacticas forman un grupo natural de cocos y bacilos Gram positivos,
inméviles, no esporulados que fermentan aziicares produciendo 4cido lactico™.

La clasificacién més reciente de bacterias Acido l4cticas fue hecha en 1986 por Sneathy y
col. y posteriormente ampliada en 1987 por Schleifer. Esta clasificacion estd basada en sus
relaciones filogenéticas e incluye los géneros: Lactobaciilus, Lactococcus (el cual fue
propuesto como nuevo género, ya que pertenece a los estreptococos del grupo N), Leuconastoc,

Carnobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Bifidobacterium.

1.2.1 Metabolismo de los carbohidratos
En 1931, Kluyver propuso que las bacterias que fermentaban principalmente la glucosa a acido
lactico fueran llamadas homofermentativas, mientras que las que producian diversos metabolitos

se denominaran heterofermentativas.



Las bacterias lacticas homofermentativas utilizan la via Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP) (fig. 1.1) para producir 4cido lactico, por lo que dependen de la enzima
aldolasa para llevar acabo su metabolismo normal. Ejemplo de este tipo de bacterias son
los géneros Lactococeus, Streptococcus 'y Pediococcus. No asi las heterofermentativas,
que utilizan la via de las pentosas fosfato para producir cantidades equimelares de

tactato, etanol y COs.

GLUCO5A
GLUCOS5A-6-P
FRUCTOSA-6-P

FRUCTOSA-1,6-DIFOSFATO
I

—p
GLICERALDEHIDO-3-P DIHIDROXIACETONA-P
1,3-DIFOSFOGLICERATO

3-FOSFOGLICERATO
2-FOSFOGLICERATO
FOSFOENO#P[RUVATO

PIRU%ATO

FIG. 1.1 Diagrama de la via Embden-Mayerhof-Pamas (EMP). Se han omitido los nombres de las
enzimas que participan en cada reaccién para mayor claridad. Esta via tiene un costo energético

de 2 ATP’s, mientras que su ganancia es de 4 ATP’s. {Tomado de Moat, 1985)



Algunas bacterias licticas son capaces de producir diacetilo, el cual presenta un
efecto inhibitorio a altas concentraciones, sobre bacterias tanto Gram positivas como
Gram negativas, siendo las tltimas las més afectadas. Su modoe de accién no es muy
claro, pero diversos estudios realizados por Varimo y Landesborough (1979) proponen
que el diacetilo puede desactivar a las enzimas alcohol deshidrogenasa y a la adenilato

ciclasa de levaduras, mediante la modificacién de sitios cataliticos.

1.2.2 Crecimiento en presencia de oxigeno.

Los microorganismos que metabolizan glucosa u ofros aziicares por vias
fermentativas normalmente no utilizan el oxigeno molecular como aceptor final de
electrones y no generan ATP por la via de la fosforilacién oxidativa. Estos
microorganismos son metabélicamente anaerobios. En cambio a los micreorganismaos
que requieren oxigeno para crecer se le denominan aerébicos. Existe un tercer grupo de
microorganisimos que pueden tolerar un habitat con bajas concentraciones de oxigeno, a
estos se les denomina microaerofilicos (Volk y Wheeler, 1580).

En presencia de oxigeno molecular se generan compuestos téxicos como los
superoxidos por la accién de enzimas oxidativas y la autooxidacion de flavonas,
quinonas, etc.

O, + e- + enzimas oxidativas 2 Or
Oz' + H202 -2 OH+OH + O‘Z {reaccién no enzimatica)

Mucheos organismos aerobios y facultativos estan protegidos de la accién toxica de los
superédxidos por la presencia de la enzima superoxido dismutasa {SOD}:

Or +Oy +2H* > O + HiO:
El per6xido de hidrégeno es transformado en agua y oxigeno por la enzima catalasa:
2H20: 2> 2H.0 + O
Para su crecimiento, las bacterias lacticas requieren de azicares como lactosa vy glucosa

ademas de aminoacidos, vitaminas, y otros factores de crecimiento. La leche es el medio
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tipico y satisfactorio para su desarrollo. Ademés de ella, existen otros alimentos que son
medios excelentes para el desarrollo de estos microorganismos, tal es el caso de las
masas de cereales, los vegetales y las carnes. (Shirai y col., 1996)

Ademas de que su rdpido crecimiento permite que sean en poco tiempe la
poblacién dominante, las bacterias licticas tienen propiedades antagonistas que les
permiten competir exitosamente contra otros microorganismos. Las investigaciones al

respecto, muestran que los agentes inhibitorios producidos por ellas son de tres tipos:

Los metabolitos de oxigeno como el perdxido de hidrégeno, que al reaccionar
con el ion superéxido liberan radicales hidroxilo capaces de oxidar los lipidos de la

membrana celular, y alterar también el material genético (Block, 1991).

los productos provenientes del catabolismmo celular, particularmente el 4dcido
ldctico, que se caracteriza por ser un acido débil, lipofilico. Esta propiedad le permite
atravesar rapidamente la membrana celular microbiana, hasta ilegar a un equilibrio
entre su interior y el exterior, disipando el potencial de membrana y el gradiente de pH

(Gould, 1991).

los péptidos de bajo peso molecular como las bacteriocinas (Dellaglio, 1994) de

las cuales se habla con mayor detalle en la siguiente seccién.

En resumen, se puede caracterizar a las bacterias lacticas como Gram positivas,
no esporuladas, fermentadoras de carbohidratos, productoras de acido lactico, acido
tolerantes, anaerobias o microaerofilicas, catalasa negativas, no méviles y no reductoras

de nitratos (Shirai y col,, 1996).



GENERALIDADES DE LAS BACTERIOCINAS
2.1 DEFINICION.

La definicién del término bacteriocina ha cambiado gradualmente desde que la
primera bacteriocina fue descubierta por Gratia en 1925. Esta bacteriocina, producida
por una cepa de E. coli, era efectiva contra otras cepas de la misma especie. En esa
ocasién fue llamada principio V; y en 1946 Gratia y Fredericq cambiaron este término
por el de colicina. Ef nombre de bacteriocina fue usado por primera vez por Jacob y col.
en 1953. Debido a que las colicinas eran el prototipo de bacteriocinas méas ampliamente
estudiadas en ese joven campo, éstas sirvieron como molde para definir a las
bacteriocinas de otros géneros y especies de bacterias, sobre todo de bacterias Gram
positivas.

Como resultado del auge en el estudio de este tipo de bacteriocinas de bacterias
gram positivas, el grupo de Tagg (1976) propuso una nomenclatura para definir a las
bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas, siguiendo seis criterios basados
en las caracteristicas de bacteriocinas de bacterias Gram negativas (colicinas):

Las bacteriocinas deben ser proteinas. Si la actividad de la bacteriocina es inhibida por
una o ms proteasas, entonces es prueba suficiente de que el inhibidor microbiano es de
naturaleza proteica.

o Elmodo de accion es bactericida no bacterfostdtico.

» Las bacteriocinas tienen sitios especificos de unién. Se sugiere que la bacteriocina
se une a receptores especificos de la membrana citoplasmatica de la célula sensible.

« Tanto los genes que codifican para su biosintesis como los genes de inmunidad
de Ia célula productora estdn asociados a plédsmidos. Esto significa que hay genes que
codifican especificamente para cada proteina antimicrobiana.

e Las bacteriocinas son activas contra bacterias muy relacionadas
taxondmicamente.

o Las bacteriocinas son producidas por biosintesis letal.

Fue hasta 1982 cuande Konisky concluyé que solo dos de los seis criterios eran

verdaderos e indispensables para la definicién de las bacteriocinas de bacterias Gram

10




positivas, estos son: su naturaleza proteica y su auto-inmunidad, este término se define
como la nula actividad contra las células que las preducen (Hoover, 1993).

Los cuatro criterios restantes pueden ser rebatidos por diversas investigaciones
realizadas, que encontraron que:

» El modo de accién de las bacteriocinas puede ser bactericida o bacteriostético.

+ Las bacteriocinas de bacterias Gram positivas no tienen sitios especificos de unién
ya que su modo de accién es por su adsorcién en la membrana citoplasmaética de la
célula sensible; la formacién de poros o canales en la misma provoca la pérdida de
moléculas tales como K*, ATP, con lo cual se disipa la fuerza protén motriz. Este
agotamiento de las reservas energéticas de la bacteria, conduce a una disminucion en la
sintesis de macromoléculas tales como ADN, ARN y proteinas, llevando finalmente a la
muerte celular.

La localizacién del gene no es un criterio atil para la clasificacién, puesto que no
solo puede estar en un plésmido, sino también en un cromosoma.
La produccién de la bacteriocina no es por sintesis letal, ya que las células

productoras tienen un mecanismo de inmunidad.

2.2 NOMENCLATURA.

La nomenclatura de las bacteriocinas es muy sencilla. El sufijo “cina” se utiliza
para denotar la actividad bacteriocinogénica. El sufijo se une a el nombre de la especie
productora.

Tabla IV. Ejemplos de nombres de bacteriocinas que siguen
la nomenclatura del sufijo “cinas”. (Tomado de Hoover, 1993

BACTERIOCINA ESPECIE PRODUCTORA

colicina Escherichia coli

monocina Listeria monocytogenes
lactococeina Lactococcus lactis subsp. cremoris
subtilina Bacillus subtilis

estafilocina Sthaphylococcus aureus
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Aunque no en todos los casos se sigue esta nomenclatura, por ejemplo se les
denomina nisina, lactacina y Pep5 a diversas bacteriocinas producidas por ciertas cepas

de Lactococcus factis

2.3 CLASIFICACION.
En 1993 Klaenhammer propuso clasificar a las bacteriocinas en cuatro grupos:
«GRUPO 1. LANTIBIOTICOS. Grupo integrado por pequeiios péptidos que
contienen dehidroaminoédcidos y toéter aminoicidos (lantionina y metil-lantionina).
Dependiendo de la estructura de sus anillos se subdividen en:
TIPO A. Moléculas anfipaticas, en forma de rosca (2.1 a 3.5 KDa). Contiene de2a?
cargas positivas.
TIPO B. moléculas globulares (al rededor de 2 KDa). Tiene carga negativa o neutra,
«GRUPO II. PEPTIDOS PEQUENOS. (< 10 kDa). Relativamente termoestables, no
contienen lantionina. Subdivididos en
Clase II-a. Péptidos activos contra Listeria con la secuencia consenso N-terminal Tyr-
Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys
Clase II-b. Los que necesitan dos péptidos para formar complejos de poracién.
Clase II-c. Péptidos con grupos tiol (-SH) activos que requieren cisteina reducida para
activarse.
« GRUPO IIl. PROTE{NAS GRANDES. (>30 kDa) Termosensibles, incluye enzimas
extracelulares bacterioliticas.
«GRUPO 1IV. BACTERIOCINAS COMPLEJAS. Son proteinas que incluyen

carbohidratos o lipidos en su estructura.

2.4 NATURALEZA GENERAL DE LAS BACTERIOCINAS.

Un antibiético puede ser considerado como cualquier molécula quimica
producida por un microorganismo que es dafiina para el crecimiento de otro
microorganismo. Sin embargo, en términos practicos los antibidticos se definen como

metabolitos secundarios de ciertos microorganismos, que inhiben el crecimiento de
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otros microorganismos cuando se encuentran en pequeiias concentraciones, por tanto, se
excluye de éste grupo a los productos del metabolismo primario, tal como son las sales
de amonio, los 4cidos orgdnicos, el peréxido de hidrégeno, etc. los cuales también
pueden provocar inhibicién en el crecimiente de ciertos microorganismos.

En la prictica, no se considera a las bacteriocinas como antibi6ticos, pues como ya
fue mencionado, estos son usados para inhibir o tratar alguna enfermedad infecciosa,
por lo que estd prohibido su uso en alimentos ya que esto produciria inmunidad a los
microorganismos patégenos. En cambio, las bacteriocinas de bacterias lacticas usadas en
alimentos no inhiben o tratan la progresi6n clinica de una enfermedad infecciosa, sino
mds bien censervan las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del producto en el

que se empleen (Hoover y Steenson, 1993),

2.5 NATURALEZA PROTEICA.

Por definicién, todas las bacteriocinas tienen un componente proteico o peptidico
esencial para su funcién bactericida. Existen también algunas bacteriocinas que
contienen varias proteinas en su estructura o que incluso estas proteinas estdn unidas a
alguna otra macromeolécula, ya sean carbohidratos o lipides, como en el caso de las
bacteriocinas de la clase [V,

2.5.1 Sintesis.

A diferencia de la mayoria de los antibiéticos peptidicos, que son
secuencialmente sintetizados en una serie de reacciones donde participan complejos
enzimaticos, las bacteriocinas son sintetizadas por los ribosomas, durante la fase
exponencial de crecimjento de la célula productora, como péptidos precursores
(prepéptidos).

Estos prepéptidos son cortados secuencialmente de un péptido lider para formar
la molécula biolégicamente activa. En algunos casos (v.gr. lantibidticos) existen
modificaciones postraduccionales en la molécula precursora antes del rompimiento de

todo el componente lider.
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2.5.2 Composicibn.

Las bacteriocinas presentan en su estructura conglomerados de aminoacidos
cargados positivamente. Los residuos de aminoécidos tienen funciones especificas
dentro de la proteina, tal es el caso de la lantionina y la 8-metil-lantionina que confieren
una mayor estabilidad en la conformaciéon de la bacteriocina; Stros, como la
didehidroalanina, didehidrobutirina y las cistina (Cys-Cys) proveen a la molécula de

grupos reactivos que incrementan su actividad bioldgica.

2.5.3 Estructura tridimensional.
Las bacteriocinas que contienen lantibidticos en su estructura presentan
conformaciones bastante similares. Son péptidos helicoidales anfifilicos con mayor

flexibilidad en soluciones acuosas que en soluciones lipofilicas (Jack y col., 1995).

2.6 METODOS GENERALES PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD INHIBITORIA
DE LAS BACTERIOCINAS.

Las bacterias lacticas pueden competir con diversos grupos de microorganismos
por la adquisicién de los nutrientes y por la supervivencia en condiciones ambientales
especificas {tales como la atmésfera gaseosa microaerofilica y pH 4cido) ademas
producen diversos metabolitos, incluyendo las bacteriocinas, capaces de inhibir el
crecimiento de estos otros grupos. Por tanto resulta dificil determinar si la actividad
inhibitoria se debe o no a la presencia de bacteriocinas.

Asi, cuando se estudian bacteriocinas producidas por bacterias lacticas, como en
este caso, se debe tener cuidado con los demés productos metabélicos de éstas bacterias,
tales como 4cidos orgénicos y peréxido de hidrégeno.

La inhibicién por 4cidos organicos es debida al bajo pH y a las formas no
disociadas de estos acidos las cuales pueden penetrar facilmente a la célula bacteriana
causando la muerte.

La produccién de peréxido de hidrégeno es muy comin en bacterias lacticas,

sobre todo en el género Lactobacillus. Para prevenir la formacién de este metabolito es
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necesario crecer fas células productoras en ambientes anaerobios o agregar a los medios
de cultivo enzimas tales como peroxidasa y catalasa.

La mayoria de los métodos empleados se basan en la observacién de halos de
inhibicién en placas de agar que han sido previamente sembradas con una cepa
indicadora y a las cuales se les ha adicionado la bacteriocina en orificios hechos sobre el
agar. Esta zona de inhibicién es el resultado de la difusién de la proteina a través del
agar, lograndose asi la inhibicién en el crecitmiento de las células sensibles. Se debe
mencionar que la deteccién de actividad en medios sélidos es cominmente utilizada,
debido a su relativa facilidad, bajo costo y sobre todo por que da una idea muy cercana
del potencial inhibitorio de la proteina (Hoover, 1993).

Es importante no solo detectar la actividad de la bacteriocina sino también poder
cuantificarla. Para ello se ha recurrido al uso de unidades arbitrarias por mililitro
(UA/ml) definidas como el reciproco de la maxima dilucién en la cual se observa
actividad inhibitoria. Para entender el concepto es necesario hablar del método de
dilucién critica el cual se basa en la preparacién de diluciones secuenciales de la muestra
que contenga a la bacteriocina, las cuales se probardn en el medio sélido donde se
quiere observar la actividad. La dilucién maés alta donde sea posible observar el halo de

inhibicién seréd la que se usara para el calculo de las UA/ml

2.7 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION.

Como ya fue mencionado, la forma més sencilla de visualizar la actividad
inhibitoria de cualquier compuesto producido por algiun microorganismo es a través de
pruebas en placas de agar, donde se puede observar rdpidamente la influencia que
ejerce este agente en el crecimiento de un microorganismo sensible a él.

Sin embargo, es preferible monitorear la actividad inhibitoria en medio liguido que en
los medios sélidos, ya que es posible seguir la evolucién del cultivo microbiano de la
cepa sensible tratada con la bacteriocina., midiendo su D.O. a 600 nm de crecimiento

{Hoover, 1993).
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La optimizacion de las condiciones de produccién de bacteriocina es un punto

clave si el objetivo primordial es seguir un esquema de purificacién, ya sea parcial o
total, debido a que este paso nos brinda la oportunidad de obtener grandes cantidades
de bacteriocina cruda haciendo mis sencillos los subsecuentes pasos de purificacién ya
que durante ellos generalmente ocurren pérdidas notables en el rendimiento.
Muchos de los estudios realizados con los compuestos inhibitorios producidos por
bacterias ldcticas han usado medios similares a los productos con los que estin
asociadas las cepas, el ejemplo mas claro es la leche. Debido a la variabilidad en la
capacidad de algunas cepas licticas de aprovechar este producto, muchas de estas cepas
no crecen bien en medios basados solo en la composicién de la leche. Una opcién para
estos casos es el uso de medios de cultivo comerciales que han probado ser los dptimos
para €l crecimiento de las células y la produccién de la bacteriocina.

Muchos de los estudios basados en la optimizacién de la produccidén de las
bacteriocinas de bacterias licticas han utilizado medios comerciales (incluyendo algunas
modificaciones de los mismos} para proveer al microorganismos de nutrientes
indispensables para su crecimiento (Shirai y col., 1996).

Las cepas de Lactococcus lactis, cepas usadas en este proyecto, crecen en los
diferentes medios comercialmente disponibles, tales como medio Elliker, CGB, MRS,

Los estudios enfocados en la obtencién de nuevos medios de cultivo para el
crecimiento de bacterias licticas, han descubierto que muchas vitaminas del complejo B
y algunos aminodcidos purinas y pirimidinas son necesarios para su crecimiento.

La produccién de la bacteriocina también se ve afectada por las condiciones de
crecimiento como es el caso de el pH, la temperatura y la atmédsfera gaseosa que se

emplee. (Bhunia, 1991)

MODO DE ACCION.
2.8.1 Espectro antimicrobiano.
Las bacteriocinas de bajo peso molecular producidas por bacterias lacticas, han

demostrado tener actividad antibacteriana sobre otras bacterias Gram positivas. Por
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ejemplo, el lantibidtico nisina es efectivo contra muchas especies de los géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Clostridium, 'y Mpycobacterium, siendo su
nivel de sensibilidad variable en cada caso.

Similarmente, algunas bacteriocinas que no contienen lantibiéticos en su estructura,
como la pediocina AcH, tienen un espectro antimicrobiano extenso, mientras que otras,

como lactococcina A tiene un espectro muy estrecho.

2.8.2 Modo de accién primario.

A pesar del gran uso que se ha hecho de la nisina como bioconservador, hasta
hace poco se logré conocer el mecanismo por el cual es capaz de inhibir el crecimiento
de células bacterianas sensibles. Inicialmente se creia que la nisina actnaba como un
surfactante, debido a su naturaleza catiénica y a que cuando se trataban células
sensibles a ella, causaba rupturas en el material que absorbe luz UV (proteinas, DNA).

También se creia que la nisina actuaba como un inhibidor de biosintesis de la
membrana celular, sin embargo, debido a la utilizacién de grandes cantidades de
bacteriocina para realizar estos experimentos se dudé que estos resultados se definieran
como un modo de accién primario.

Se ha demostrado que el modo de accién de las bacteriocinas, tales como nisina y
Pep5 es dependiente de la concentracion, y que también se puede ver afectado por las
condiciones fisiolagicas, tales como la fuerza iénica, temperatura, y pH, asi como la fase
de crecimiento en la que se encuentran las células sensibles. Ademds, ambos
lantibiéticos inhiben la formacién de DNA, RNA, protefnas y polisacaridos, por lo que
se llegaba a la conclusién de que las células sensibles no tenian suficiente energia para
llevar acabo los procesos biosintéticos y que su membrana citoplasmética, transductora
de energia, era el blanca bioquimico primario.

Lo anterior se comprobd cuando se realizaron experimentos donde se crecia
Sthaphylococcus simulans, B. subfilis y Micrococcus luteus en presencia de precursores
marcados radiactivamente. Las células eran capaces de importar y acumular los

aminoacidos marcados pero no los podian incorporar en las proteinas intracelulares. El
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tratamiento de estas células con nisina o algin otro lantibiético resultaba en la expulsion
de los compuestos marcados radiactivamente. Algo similar sucedia cuando se trabajaba
con Rb*, un andlogo de K*, lo que indicaba que los mecanismos de transduccién de
energia habian sido afectados. Posteriormente se descubrié que cuando se trataban las
células con Pepd, el ATP (del que ninguna forma conccida de transporte existe} podia
ser detectado extracelularmente, por lo que se podia especular que el lantbiético
formaba poros en la membrana citoplasmatica bacteriana.

La medicién de ATP que se registraba, era menor cuando se trabajaba con células
no energetizadas, que cuando se trabajaba con células energetizadas con glucosa, esto
indicaba que el estado de energetizaci6én de la membrana era una determinante
importante en la accion del lantibiético. La comprobacién de la accién
desenergetizadora de !a membrana por los lantibidticos se ha dado por la medicion
directa del potencial de membrana {A¥) de las células tratadas.

El grade de energetizacién de la membrana, previo a la accién del lantibiético
parece ser critico, indicando que se requiere de un potencial de membrana minimo para
la formacién de poros.

En 1991 Sahl propuso un nuevo modelo que describia como ocurria la formacién
de poros en la membrana de las células sensibles que habifan sido tratadas con
lantibi6ticos del grupo A. En una primera etapa, los péptidos deben ser fijados sobre la
membrana, esta unién probablemente induce un cambio de conformacién, estabilizando
la estructura anfifilica completa, necesaria para la formacién de pores, La fijacién de los
péptidos en la membrana aumenta la probabilidad de que estos formen oligémeros en
la superficie membranal.

Ademds encontrd que la energetizacién de la membrana induce a los
oligomeros a un estado de conductancia, probablemente haciéndelo adoptar una
orientacién transmembranal en la que la cola hidréfoba del agregado esti expuesta al
exterior, mientras que la cola hidrofilica constituye ef lumen o cara interna del poro.

Este modelo toma en cuenta la flexibilidad y la naturaleza anfifilica de los

péptidos en solucién y considera que los poros representan los estados de
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conductividad formados por un agregado de varios péptidos, la formacién de
oligémeros con un nimero variable de moléculas es posible. En consecuencia, segin
demostré Benz y col, (1991) se ha encontrado que existen poros en diferentes estados

en la misma membrana y asf se explican los diferencias en los niveles de conductancia.
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Fig. 21 Modelo de formacién de poros en la membrana sensible debida a la accién de lantibidticos

(nisina., Pep 5, etc) Los péptidos son mds sensibles en solucién acuosa y adoptan una conformacion
amfifilica al entrar en contacto con la membrana, esta interaccion se da a través de fuerzas idnicas. En
cambio, la subtilina ( bacteriocina producida por un bacilo Gram negativo) se inserta en la parte

hidréfoba de la membrana. (Sahl, 1991).

Por otra parte es importante considerar que /in wvivo los péptidos pueden
interactuar con los componentes de la membrana, estas interacciones pueden provocar
una influencia considerable en la cinética de formacién de poros, sobre su estabilidad, su
tiempo de vida y quiza explique las diferencias en la estabilidad de especies bacterianas

que son observadas con los diferentes lantibiéticos.
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Con respecto a el modo de accién de las bacteriocinas que no contienen
lantionina, no existe tanta informacién, por ejemplo: 1) no se conoce la razén por la que,
si dos cepas sensibles son tratadas con bacteriocina, una sufre lisis posterior al
tratamiento, mientras que la otra no. 2} se desconoce el mecanismo por el cual la
bacteriocina atraviesa la pared celular para entrar en contacto cen la membrana
citoplasmatica. 3) existe evidencia de que las bacleriocinas que no contienen lantionina
se adsorben en la mayoria de las células Gram positivas, incluyendo células sensibles,
productoras, a lo cual no se ha logrado dar explicacién.

En general, las bacteriocinas que no contienen lantionina parecen ejercer su
modo de accién desestabilizando la membrana citoplasmatica de las células sensibles,
sin embargo, el mecanismo que siguen parece diferir de el usado por los lantibidticos.
Por ejemplo, el tratamiento de células con bajas concentraciones de pediocina PA-1 o
AcH y lactacina incrementa la permeabilidad de la membrana citoplasmatica,
observandose un flujo de afuera hacia adentro de pequefias moléculas y un flujo en
sentido contrario de material que absorbe en UV (aminoacidos, K+, o-nitrofenol). Sin
embargo, estas bacteriocinas parecen actuar en las células sensibles sin importar su
grado de energetizacién previa, lo que sugiere que la pérdida de permeabilidad de la

membrana ocurre de manera dependiente a su voltaje.

2.8.3 Modo de accién secundario

Adicionalmente a la capacidad de formar poros en la membrana, ia nisina y Pep5
inducen autolisis en Sthaphylococcus simufans, debido a su naturaleza fuertemente
catidnica, Incluso los péptidos sintéticos, tal como polinisina, se pueden unir a los
acidos teicoico, lipoteicoico y teicuronico de {a pared celular de esta bacteria, liberando y
activando enzimas autoliticas que estan normalmente unidas a estos sustratos. Debido a
que la actividad autocatalitica depende del grado de cationicidad de los péptidos que
interactuan con la célula, parece que las enzimas liberadas siguen un proceso tipo
intercambio idnico.

La despolarizacién de la membrana con protonéforos es insuficiente para causar lisis y
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tampoco prepara a la autolisis cuando es tratada con péptidos catiénicos, mientras que
las células pre-energetizadas, en las cuales la formacion de poros y la despolarizacion es
acelerada, muestra lisis celular mucho mayor. Adicionalmente, como los poros
formados en la membrana no son suficientemente grandes para permitir el paso de
moléculas de peso molecular alto, existe una presién osmoética ejercida por el agua
sobre los poros. El incremento en esta presién osmética traerd como consecuencia lisis
celular. En conjunto, los tres procesos no pueden ser reparados por mecanismos
celulares.

En lo que respecta a las bacteriocinas que no contienen lantionina, las
investigaciones varfan notablemente en la observacién de la lisis celular de cepas
sensibles. Algunos reportan que si existe lisis celular, por ejemplo Pucci y col. (1988)
quienes encontraron que al tratar cepas de Listeria monocytogenes con pediocina PA-1
la densidad 6ptica disminuia. Por otra parte, Bhunia y col. (1991) observaron que al
trabajar con células sensibles de Lactobacillus plantarum NCDO 955, a las que se les
adicioné pediocina AcH, dejaban de crecer, es decir no habia aumento en la densidad
6ptica (D.O.) a 600 nm, pero tampoco un decremento, lo que indicaba que no existia

lisis cetular (Jack, 1995},

2.9 APLICACIONES DE LAS BACTERIOCINAS DE BACTERIAS LACTICAS.
2.9.1 Nisina.
Propredades.

La nisina es un polipéptido antimicrobiano de aproximadamente 3500 daltons
producido por algunas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis. De todas las
bacteriocinas es a que ha demostrado la mayor aplicacién comercial, siendo utilizada
por primera vez como conservador en 1951. La nisina ha ganado aceptacion mundial,
incluso en E.U. donde recibié la aprobacion de FDA (Food and Drug Administration)
para su uso en queso procesado desde 1988. En México también estd aprobado su uso,
como se menciona en el capitulo 1 (Hoaover, 1992).

La nisina se encuentra naturalmente en la leche, por lo que ha sido consumida por los
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humanos desde hace cientos de afios sin haberse reportado problemas toxicolégicos.
Se encuentra generalmente en forma de dimeros. Siendo muy comin que las
bacteriocinas de bacterias licticas formen agregados. Contiene L-aminoicidos y 5-

aminoécidos, lantionina y 8-metil-lantionina.

Usos.

La nisina se utiliza como conservador en bebidas y alimentos dcidos, donde los
microorganismos sensibles a esta bacteriocina necesitan ser controlados. También es
muy efectiva en quesos.

Para productos lacteos, la nisina es usada como un polvo mezclado con leche
descremada deshidratada. En muchos de los paises poco industrializados, donde la
conservacion a través del uso de la refrigeracion es muy limitado, la nisina se agrega a
la leche para aumentar su vida de anaquel y su seguridad higiénica. El uso de la nisina
con tratamientos térmicos reducidos hace que la leche en polvo sea un alimento
disponible en paises donde el agua es insegura y las fuentes son escasas.

En el este de Europa la nisina se adiciona a los vegetales enlatados como una forma
adicional de prevenir el crecimiento de las células de Clostridium botulinum.
2.9.2 Otras aplicaciones de las bacteriocinas.

Ademias de su uso en alimentos, las bacteriocinas pueden ser empleadas en
pastas de dientes y enjuagues bucales, donde han demostrado tener un amplio espectro
de actividad contras las bacterias que causan la placa dental, asi como su uso en jabones
y otros productos para el cuidado de la piel.

También pueden ser usadas para el tratamiento de la mastitis bovina,
enfermedad de las ubres de las vacas que anualmente causa pérdidas millonarias en la
industria de los productos lacteos.

Recientemente se ha encontrado su aplicacién en el drea biotecnolégica, como
marcadores genéticos, donde los genes que codifican para la sintesis e inmunidad de la
bacteriocina pueden servir para identificar otros genes asociados a plasmidos en los

estudios de transferencia de genes (Hoover, 1993).
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3. METODOS DE PURIFICACION

3.1 Una visién general.

Existen diversas técnicas de purificacién de bacteriocinas de bacterias lacticas. El
método que se elija dependerd, en gran medida, de la aplicacién que se desee para la
bacteriocina estudiada. Un factor de vital importancia durante cualquier esquema de
purificaci6n es el poder medir la actividad de la proteina en cada paso del proceso.
Debido a que las bacteriocinas son secretadas al medio de cultivo, la mayoria de los
métodos inician con un paso de concentracién de la bacteriocina presel;lte en el
sobrenadante (v.gr. reduciendo el volumen de medio de cultivo).

La precipitacién puede simultineamente concentrar las bacteriocinas y  eliminar
proteinas contaminantes.

Otros métodos han sido probados para el caso de concentrar y purificar la
proteina, tal es el caso de la didlisis y la ultrafiltracién. Durante la dialisis hay un
equitibrio molecular que causa el intercambio de moléculas difusibles, mientras que la
ultrafiltracién utiliza la presién positiva para forzar el equilibrio en favor del filtrado.
Los métodos anteriores juegan un importante papel en la purificacién de la proteina,
pero si se requiere de un alto grado de pureza no son suficientes, por lo cual es
necesario emplear otros métodos, tal es el caso de los diversos tipos de cromatografia,
que incluyen: exclusién por tamafio (filtracién en gel), adsorcién (intercambio i6nico)
y/o interacciones hidrofébicas (fase reversa). La cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) también ha sido utilizada pues es un método muy eficiente. Como un paso
final, la pureza de la bacteriocina debe ser confirmada; comtinmente se utilizan geles de
electroforesis (SDS-PAGE) para este propésito.

Los diferentes pasos que se utilzaron para purificar a la proteina (bacteriocina
L5) se estudian a continuacién con més detalle.

3.2 Centrifugacién.
Esta técnica es importante para separar a las células y algunas impurezas grandes

de el el sobrenadante que contiene a la bacteriocina.
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La sedimentacién por fuerzas centrifugas es la aplicacién de la aceleracién radial
a particulas en suspensién por el movimiento rotacional. Las particulas mas densas que
su medio de suspensién se moverdn rdpidamente al perimetro de la centrifuga.
Contrariamente, las particulas mas ligeras se moveran rapidamente hacia el centro.
La velocidad de sedimentacién, Vg, de una particula en un fluide menos denso bajo la

influencia de la gravedad estd dada por la ley de Stokes:

Vg= D? did; g
18p
Donde:
D= didmetro de particula,
dy=densidad de particula,
d2= densidad del liquido,
p= viscosidad del fluido

g= aceleracién gravitacional.

En la centrifugacién, el término g se sustituye por w2R, donde R es la distancia
de la particula desde el centro de rotacién y w es la velocidad angular de la centrifuga
(radianes / s) = pi n / 30, donde n es la velocidad rotacional del rotor en revoluciones
por segundo.

De la ecuacién anterior podemos ver que la velocidad de sedimentacién de una
particula se puede incrementar si:

1. se incrementa el didmetro de particula (D);

2. se incrementa la diferencia entre las densidades de la particula y el liquido (d1-d2)

3. seincrementa la velocidad de la centrifuga (w)

4. decrese la viscosidad del liquido (i)

5. En adicién, incrementado el tiempo de exposicién de la particula a la fuerza
centrifuga, causara que la particula se aleje mas del centro de rotacién (ELV Harris,

1994).
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3.3 Precipitaciéon por salado.

La precipitacién por adicién de sales neutras es probablemente el método mias
utilizado para fraccionar las proteinas, por tanto resulta adecuado para separar a la
bacteriocina L5 (estudiada en este trabajo) del sobrenadante, si consideramos que las
bacteriocinas de bacterias lacticas son polipéptidos hidréfobos. La proteina precipitada
generalmente no es desnaturalizada y su actividad es recuperada cuando se redisuelve
el pellet. Ademds, estas sales pueden estabilizar las proteinas contra la
desnaturalizacién, proteblisis o contaminacion bacteriana, por lo cual un pase de
salado es ideal para mantener un extracto toda la noche, ya sea antes o después de
centrifugar. La precipitacién por salado depende de la naturaleza hidrofébica de la
superficie de la proteina. Los grupos hidrofébicos predominan en el interior de la
proteina, pero algunos se encuentran localizados en la superficie, generalmente en
agregados. Cuando las proteinas estin solubilizadas, el agua estd en contacto con estos
grupos (fig 3.1).

Cuando las sales son adicionadas al sistema, el agua solubiliza los iones de las
sales y mientras incremente la concentracién de estas sales, el agua es removida del
rededor de las proteinas, exponiéndose eventualmente los agregados hidrofébicos, los
cuales interactuan entre si, dando como resultado la agregacién de la proteina.
Entonces, las proteinas con mayor numerc o tamafic de agregados hidréfobos,
precipitarin antes que aquellas con menor niimero o tamado de agregados hidréfobos,
de ahi que la precipitacién por salado sea un método que pueda separar las proteinas

presentes en una mezcla.

El agregado que se forma es una mezcla de muchas proteinas, por lo gque la
naturaleza del extracto afectard la concentracién de sal requerida para precipitar la
proteina de interés. Se sabe ademds, que al incrementar la temperatura se incrementa la
precipitacién de las proteinas, a pesar de ellos, esta técnica se realiza a temperaturas de
refrigeracion (4 °C) con el fin de evitar el riesgo de inactivacién causado, en muchos de

los casos, por proteasas.
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La eficiencia de las sales estd determinada principalmente por la naturaleza del anién,
los aniones de carga maltiple son los mds efectivos; el orden de efectividad es: fosfato>
sulfato > acetato > cloruro. A pesar que el fosfato funciona mejor que el sulfato, en la
practica las sales de fosfato en solucién solo contienen los iones HPOs > y H.PO* a pH
neutro, mientras que el ion PO, >, el cual tiene mayor efectividad, no se encuentra

presente.

H:O
Catién
Andn

@@p\

@  Zona hidrofébica
2  Areanegativamente cargada
S Area positivamente cargada

Fig. 3.1 Representacién esquemdtica de una proteina que tiene zonas cargadas positiva y negativamente
v que interacta con iones en solucién. Las zonas hidrofdbicas de la proteina interactuan con las
moleculas de agua causando una matriz ordenada de moléculas de agua sobre esta zona. (Tomado de

ELV Harris, 1994)
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Por su patte, los cationes monovalentes son los mas efectivos, siendo mejor NH, * > K*
> Na*. Adicionalmente, la sal que se utilizara deber4 ser barata y con relativamente
pocas impurezas, para evitar que los pasos de purificaci6n se incrementen.

La consideracién final que debe hacerse es la densidad de la solucién resultante,
debido a que la diferencia entre las densidades del agregado proteico y de la solucion
determinardn la facilidad de separacién por centrifugacién.

En la prictica, el sulfato de amonio es la sal méds cominmente empleada, debido
a su bajo costo y a su rapida solubilidad: una solucién saturada en agua pura contiene
aproximadamente 4 moles por litro. La densidad de esta soluci6n saturada es de 1.235
g/ml (aunque en la prictica la densidad de la soluci6n saturada es forzosamente mayor
debido a los componentes del medio) en comparacién con 1.29 g/ml de un agregado
proteico en esta solucién. La concentracién de sulfate de amonio se maneja, por lo
general, en porcentaje, para ellos se asume que la misma cantidad de sal que se
disolvera en agua pura, lo hard en el sobrenadante. Existen, también, tablas con los
valores de sulfato de amonio que se deben agregar para una saturacion final deseada.
(ver anexo [II)

El sulfato de amonio acidificaré el sobrenadante de manera minima y gradual,
por lo cual se debe prever el uso de un buffer si es que se desea mantener un pH
definido.

Usualmente, para obtener un grado de purificacién mayor, la precipitacion por
salado se fracciona, es decir, el sobrenadante es llevado hasta una concentracién de sal
donde la proteina de interés no precipite, y el precipitado es removido por
centrifugacién. Posteriormente, se agrega mas sulfatoc de amonio, hasta una
concentracién donde la proteina de interés si precipite.

Dos puntos importantes en este método son la adicién lenta de la sal y la agitacién,
debido a que una agitacién muy vigorosa podria conducir a la desnaturalizacion de la

proteina.
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3.4 Dialisis.

El proceso de dializado remueve las sales de una solucién, también se utiliza
para hacer un cambio de buffer después de un paso de purificacién, con el fin de evitar
interferencias en los siguientes pasos.

El método consiste en poner la solucién que contiene a la proteina, en
membranas semi-permeables, y colocarlas en un buffer, las moléculas mas pequefias
pasaran libremente a través de la membrana mientras que las moléculas més grandes
serdn retenidas. Las membranas de didlisis estdn generalmente hechas de acelato de
celulosa, con poros de 1 a 20 nm de didmetro. El tamafio de estos poros determinara el
peso molecular mds pequefio que serd retenido por la membrana. Para asegurar que el
tamafio de poro de la membrana sea uniforme, estds deben de seguir un tratamiento
previo a su uso, lo que ademas asegurard la eliminaciéon de metales pesados
contaminantes, que suelen afectar adversamente la actividad de cualquier proteina.

Las moléculas pequefias pasan a través de la membrana libremente hasta que la
presidn osmética se iguala, por lo cual para completar la remocién de sales es necesario
hacer varios cambios de buffer de diélisis.

Para conocer la concentracién a la cual se llegard con un cambio de buffer se

tiene la siguiente ecuaci6n:

V1 X C1 = Cz
Vi+Va

Ponde:
v
C
Vs

= volumen de muestra {solucidn proteica)

-

= concentracién inicial de la muestra

volumen del buffer de dialisis

-

Ca= concentracidn final de la muestra

"

La preparacién de las membranas de dialisis utilizadas durante la purificacién parcial

de la bacteriocina L5 se describe en el Anexo IL
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3.5 Cromotagrafia liquida de alta presién (HPLC).

La cromatografia puede definirse como la técnica de separacién de una mezcla
de solutos, basandose esta separacién en la diferente velocidad con que se mueve cada
uno de los solutos a través de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en
movimiento.

La cromatografia liquida de alta presion (HPLC por sus siglas en inglés) es una
técnica relativamente reciente. La respuesta de un sistema de este tipo es muy rdpida,
tanto que los picos se registran en el cromatograma casi al mismo tiempo que enmergen
los compuestos de la columna, lo que permite una vigilancia continua de la separacion
de los componentes de la muestra. El equipo de cromatografia liquida cuenta con un
inyector, una columna, un horno, un termostato, un detector y un registrador.

Las graficas obtenidas de los registradores son llamadas cromatogramas. Estos
son registros de la concentracién o del perfil de la masa de los compuestos de la
muestra como una funcién del movimiento de fase moévil. La posicién de los picos en el
eje del tiempo puede servir para identificar los componentes de la muestra. El drea bajo
el pico nos indica la cantidad de componente, de igual forma se puede saber la

complejidad de la muestra al observar el nimero de picos (Abbot, 1983).

3.6 Cromatografia de filtracién en gel.

En la cromatrografia de filtracién en gel, también llamada cromatografia de
exclusiéon por tamaiios o de tamiz molecular, las moléculas se separan de acuerdo con
sus tamafios y sus pesos moleculares.

En esta técnica la fase estacionaria estd constituida por granulos de un material
esponjoso hidratado, que contiene poros, que comprenden un intervalo de tamanos
relativamente reducido de dimensiones moleculares. Se hace atravesar una dilucién
acuosa, que tenga moléculas de varios tamafios, por una columna que contenga estos
tamices moleculares, las moléculas que sean demasiado grandes para atravesar los
poros quedardn excluidas del volumen del disolvente contenido en el interior de los

granulos del gel. Estas moléculas méas grandes, atravesaran, por tanto, la columna mas
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rapidamente, es decir, en un velumen de eluyente menor que las moléculas gue circulan
a través de los poros.
La masa molecular de la particula mas pequefia que es incapaz de penetrar en los

poros de un gel determinado se dice que es el Ilimite de exclusion del gel (Voet, 1996).
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4. JUSTIFICACION.

Existen diversas formas de conservar un alimento, ya sea mediante la adicién de
conservadores o por el empleo de técnicas como deshidratacién, refrigeracion y congelacion,
calor e irradiaciones.

La presente investigacion esta orientada al estudio de conservadores naturales (de origen
bacteriano). Especificamente de las denominadas bacteriocinas producidas por bacterias
lacticas, metabolitos de origen proteico, cuya actividad bactericida ¢ inocuidad toxicolégica les
permite ser consideradas como conservadores en una gran variedad de alimentos.

En estudios previos se habia observado que la cepa de Lactococcus lactis 5 producia un
metabolito con propiedades antimicrobianas, quedando establecido que se trataba de una
sustancia del tipo bacteriocina. Resultaba entonces interesante estudiarla, y  caracterizarla
debido a que esto nos permite conocer sus propiedades fisicoquimicas, asi como el espectro de
actividad que posee para que de esta manera se pueda elucidar el tipo de alimentos en los cuales
su empleo es factible, tomando en cuenta el tipo de microorganismos sobre los cuales podria

tener un efecto inhibitorio.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar la bacteriocina producida por la cepa de Lactococcus lactis 5 clave BM-B-
337. proveniente del cepario del Instituto de Investigaciones Biomédicas, de acuerdo a su

capacidad para inhibir el crecimiento de cepas taxonémicamente relacionadas.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar la actividad bactericida de la bacteriocina y establecer su espectro de actividad.
o Optimizar la produccién de la bacteriocina secretada por la cepa de Lacrococcus lactis 5.
« Purificar parcialmente la proteina (bacteriocina).

s Caracterizar la estabilidad de las bacteriocinas a factores como temperatura y pH
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 CONSERVACION DE CEPAS. Las cepas utilizadas en este estudio y sus condiciones

de crecimiento se enlistan en la tabla 1.

Tabla 6.1 Bacterias lacticas usadas en la presente investigacion.

CEPA CLAVE No.*
Lactococcus lactis INRRL-B-2356 1
Lactococcus lactis subsp. lactis BM-B-147 2
Lactococcus lactis NRRL-B-633 3
Lactococcus lactis subsp. cremoris BM-B-149 4
Lactococcus Jactis 5 BM-B-337 5

Nota: todas las cepas crecen bajo las siguientes condiciones: medio Elliker, temp. 30 °C, atm.
microaerofilica. Ademds, todas las cepas pertenecen a la coleccién de microorganismos del cepario del
Instiluto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. ( * el niimero dado a cada cepa sirve para identificarlas
a lo largo de toda la investigacién.)

El stock fue conservado a -70 °C en glicerol al 20% y a - 20 °C en medio de leche

descremada, del cual se tomaban 200 pL para repicar dos veces en medio Elliker antes

de cada experimento.

6.2 CINETICAS DE CRECIMIENTO.

Las cinéticas de crecimiento y de produccién de acido, de las cinco cepas, se
{levaron acabo en tubos de ensayo que contenian 9 m! de medio Elliker, bajo las
siguientes condiciones: T= 30 °C; atmésfera: microaerofilica; sin agitacién. Se midié la
densidad 6ptica (D.0.) a 600 nm durante 24 h y la produccién de écido a través de la
variacién de pH en el tiempo, hasta la hora 24 (Cappuccino, J. 1990).
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6.3 DETECCION Y ENSAYO DE LA BACTERIOCINA.

Para medir la actividad de la bacteriocina se utiliz6 la técnica de Schiltinger &

Lucke de los pozos de agar (agar spot test, 1989).

Cepa sensible crecer en medio Elliker
18h

l Cepa productora crecer en medio

Elliker durante 18 h
Resembrar en medio fresce por
2 h (fase exponencial) l

— i T Centrifugar a 10 000 r.p.m./ 10 min /
Hacer diluciones hasta 10 Zen P
sol. NaCl (8.5 g/ L) 49C, Colectar sobrenadante

| '

Adicionar 70 L. de dilucién 10 * por Ajustar pH del sobrenadante a 6.0 */- 0.2
cada 10 ml. de agar fundido .Vertir Filtrar a través de membrana con tamafio
de 12 a 14 ml por caja petri de poro de 0.45 pm

L 4
Dejar solidificar el agar. Hacer pozos | _ Agregar de 25-40 L del filtrado
en el agar de 6 mm de diametro - en los pozos.

Mantener a 4 °C durante toda la noche para permitir la difusion del sobrenadante
Posteriormente incubar a 30°C/ 24 h

Observar la formacidn del tapiz de la cepa sensible y los halos de inhibicidn alrededor de los
pozos. Anotar la mdxima dilucidn donde se observa inhibicion para el calculo de UA/ml.
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'6.4 SELECCION CRUZADA (SCREENING).

En estudios previos (Barrena, 1996) se seleccionaron cepas de bacterias ldcticas
que fueran capaces de inhibir el crecimiento de cepas taxonémicamente relacionadas,
probablemente por la produccién de bacteriocinas. Enla tabla 6.2 se muestran las

cepas utilizadas durante estos estudios.

Tabla 6.2 Lista de bacterias lacticas usadas en la seleccién primaria

BACTERIAS LACTICAS USADAS EN LA SELECCION PRIMARIA.
CEPAS NUMERO
Lactococcus lactis NRRL-B-2356 1
Lactococcus lactis subsp. lactis BM-B-147 2
Lactococcus lactis NRRL-B-633 3
Lactococcus lactis subsp. cremornis BM-B-149 4
Lactococcus lactis BM-B-337 5
Lactobacillus pintarum 6
Lactobacillus plantarum B-39 7
Lactobacillus casei 8
Lactobaciflus lechmani B-15 9
Leuconostoc mesentoeriodes ARRLE 512 10
Lactobacillus citroborum 11

De esta selecci6n primaria se eligieron las cinco primeras cepas, con las cuales se
realiz6 una seleccién cruzada (screening secundario) con el fin de conocer cuales cepas
eran sensibles a las bacteriocinas producidas por la cepa 2 (la cual es productora de
nisina) y la cepa 5 (que en los estudios previos se habia detectado que producia una
bacteriocina que denominamos L5).

La seleccién cruzada fue monitoreada a través de las cinéticas de mortalidad de
las cinco cepas, midiendo la densidad éptica (D.O.) a 600 nm Spectronic instruments
21D ya que resultaba més rdpido cuantificar la actividad inhibitoria en medio liquide
que en medio sélido. El blanco utilizado en todos los casos fue medio de cultivo Elliker
estéril.

A sobrenadantes que contenian las bacteriocinas de las cepas 2y 5 se les ajusté el

pH a 6.0. Las cepas sensibles 1, 2, 3, 4 y 5 se crecieron en medio Elliker durante 24 b,
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posteriormente fueron sembradas en medio fresco por 2 h (fase exponencial). Un
mililitro de este medio se us6 como inéculo para 9 ml del medio Elliker estéril, donde
se llevarfa acabo la cinética. Se probaron diversas concentraciones de sobrenadante que
contenfa la bacteriocina y diferentes tiempos de adicién teniéndose una mejor actividad
inhibitoria con 400 pL adicionadas a la 4 hora, es decir en la fase exponencial de
crecimiento. Se contaba ademds, con un testigo el cual fue tratado en las mismas
condiciones exceptuando el paso de la adicién de la bacteriocina. Se midid la densidad
6ptica a 600 nm para observar el efecto de la bacteriocina sobre el crecimiento de las
cepas sensibles. La bacteriocina (nisina) producida por la cepa 2 se utilizé como control
postivo. Pero el interés se centré sobre ia bacteriocina L3. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

6.5 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION.

Se escalé la produccién de la bacteriocina L5 en un fermentador New Brunswick
Scientific de 4L (Croeger, 1989). El medio ideal para cepas del género Lactococcus, de
acuerdo a lo reportado por Meghrous y col. (1995), es el medio CGB (ver composicion
en el anexo I) por lo cual éste fue utilizado en todas las pruebas subsecuentes de
fermentador. Las condiciones constantes de la fermentacién fueron: temperatura 30 °C;
agitacién 200 r.p.m.; inSculo al 5% y tiempo de fermentacién de 24 h. Las condiciones
variables fueron: la atmésfera gaseosa (microaercfilica, atmésfera de nitrégeno y
atmésfera de biéxido de carbono); el control de pH en 5.5, y por tltimo la variacién de
uno de los componentes del medio de cuitivo, el tween 80, de 01.% al 1.0%.

En cada caso se midié la D.O. del medio de cultivo de la misma forma como se
habia realizado previamente en la cinética de crecimiento, considerando que cuando
tos valores de D.O. eran mayores de 0.8 (valor limite de linearidad de la ley de
Lambert-Beart) se hacian diluciones 1 a 10. También se midi6 la variacién del pH,
ademas se incluyo la prueba de deteccién de bacteriocina, con el fin de conocer en que
etapa se iniciaba su produccién. De esta manera se observarian las diferencias entre los

distintos fermentadores y se definirian las condiciones éptimas de crecimiento de la
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cepa 5 ¥ la produccion de la bacteriocina L5. Todos los ensayos se realizaron por

duplicadeo.

6.6 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA.

Se realizaron pruebas preeliminares con  protocolos de purificacién de
bacteriocinas de bacterias licticas desarroladas por diversos grupos de investigacién y
con base en los resultados obtenidos se disefi¢é un protocolo de purificacién para la

bacteriocina L5.

METODO MODIFICADO POR E. GRAJALESy C. BARRENA (1998).

1 L de sobrenadante del cultivo de 18 h, se ajusta a pH 6.0

y

Mantener a 4 °C para hacer precipitacién por salado at 60 % (ver anexo III),
agitacion constante durante 48 horas

Recuperar el precipitado y resuspenderio en un volumen minimo de buffer de fosfatos
25 mM, pH 6.
Centrifugar el sobrenadante a 10000 rpm / 45 min recuperar y juntaria con el anterior.

Dializar en membranas de P.M , 6000-8000 Da contra una solucidn de buffer de fosfatos
25 mM pH =6, T= 4°C durante 24 h (ver anexo IV)

|

Probar actividad en cada paso y hacer titulo por el método de dilucidn hasta extincidn
{Schillinger and Liicke, 1989}
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En cada caso se probé la actividad de la bacteriocina para definir en que paso se
perdia la actividad y en cual aumentaba, La purificacién parcial de la proteina se realizd
por triplicado.

La actividad se midié por el método de ditucién hasta extincién el cual consiste en hacer
diluciones del sobrenadante y aplicarlo en los pozos hechos en el agar previamente
sembrado con la cepa sensible.

Con este resultado se cuantific la actividad de la bacteriocina mediante el parametro
de unidades arbitrarias por mililitro UA/m! (definidas en el capitulo 2) utilizando Ia

siguiente férmula:

UA/ml= 1/ MA X 1/DL X FC
Donde:
MA = ¢L de muestra adicionada a los pozos de agar
DL = méxima dilucién donde se observa halo de inhibicién

FC = factor de conversi6én de L. a mL

El siguiente paso de purificacién consistié en pasar la proteina’ tratada en el
punto anterior, por una columna de filtracién en gel de 60-300 Sephadex G-25 y
analizarla por la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC). Las
condiciones para este ensayo fueron las siguientes: se eluyé la muestra con buffer de
fosfatos 25 mM pH=6, con una velocidad de flujo de .25 ml / min; un tiempo de
corrida de 70 min y un volumen de inyeccién de 500 uL. La lﬁgitud de onda a la cual se
monitoreo la proteina fue de 280 nm.

Las fracciones fueron ceolectadas cada dos minutos y se probé su actividad por el
método de los pozos de agar.

Cada ensayo se realizd por duplicado-.
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6.7 ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LA BACTERIOCINA LS PARCIALMENTE
PURIFICADA.

Este punto era importante para conocer el grado de purificacién de la bacteriocina y
definir con un nivel de confianza mayor, la accidn de la bacteriocina sobre la cepa sensible.

Las cepa sensible 1 se creci6 en medio Elliker durante 24 h, posteriormente fue
sembradas en medio fresco por 2 h {fase exponencial). Un mililitro de este medio se usé como
inéculo para 9 ml del medio Elliker estéril, donde se llevaria acabo la cinética de mortalidad. En
la cuarta hora de crecimiento se adicioné un mililitro de bacteriocina L5 parcialmente purificada.
El testigo fue tratado en las mismas condiciones exceptuando el paso de la adicién de la
bacteriocina. Ademas se siguié nuevamente la cinética de mortalidad de la cepa | cuando se le
adicioné el sobrenadante que contenia a la bacteriocina, con el fin de poder comparar los
resultados. Se midié la densidad éptica a 600 nm para observar el efecto de la bacteriocina sobre
el crecimiento de la cepa sensible.

Adicionalmente se realizaron conteos en placa para respaldar los resultados. Cada ensayo se

llevd acabo por duplicado.

6.8 CARACTERIZACION DE LA BACTERIOCINA PARCIALMENTE PURIFICADA A
FACTORES FISICOQUIMICOS COMO pH Y TEMPERATURA.

La caracterizacion de la bacteriocina a factores como pH y temperatura resulta
indispensable puesto que nos brinda los pardmetros necesarios para conocer en que tipo de
alimentos podria ésta ser empleada.

Por tanto, se fijaron dos valores de pH, 4.5 y 6, de acuerdo a lo que se conoce de las
caracteristicas de las bacteriocinas de bacterias lacticas y ademds se establecieron temperaturas
menores de 70°C, ya que durante los protocelos de purificacién se observo que esta temperatura

era suficiente para inactivar la bacteriocina. Después la temperatura méaxima fijada se disminuyd
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pruebas preliminares se observé que 45 °C era la temperatura mas alta donde la
bacteriocina aun presentaba actividad.

La técnica consistib en :

Ajustar el pH a 4.5 y 6.0 de 1a bacteriocina parcialmente
purificada, Calentar enunbailo a40°C

l

Tomar muestras a los 0, 5, 10, 15 y 20 min. J

|

Reajustar el pH a 6.0 y medir la actividad empleando la

prueba de los pozos de agar.

Adicionalmente se hicieron pruebas de la estabilidad de la bacteriocina a
temperaturas de refrigeracion (4°C) y de congelacién (-20°C). Estas pruebas consistieron
en medir la actividad inhibitoria durante una semana para la temperatura de
refrigeracién y durante 2 meses en el caso de la temperatura de congelacién.

Cada ensayo se realizé por duplicado.
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7. RESULTADOS

En estudios previos se realizé una seleccién primaria con 11 cepas de bacterias
lacticas (enlistadas en la tabla 6.2) con el fin de conocer cuales de ellas eran probables
productoras de bacteriocinas y cuales eran sensibles a éstas. De esta primera etapa se
descartaron 6 cepas y se trabajé con las cinco restantes (numeradas 1 a 5).

Posteriormente se realizd una seleccién cruzada {screening) con el propésito de
conocer cuales de las cepas de Lactococcus lactis (1 a 5), eran productoras de
bacteriocinas y cuales eran sensibles a éstas. Entre esas cinco cepas contabamos con un
contro] positivo, Lactococcus lactis subsp. lactis BM-B-147 (cepa 2} productora de nisina,

la Gnica bacteriocina aprobada para ser usada en alimentos (Hoover, D, 1992).

7.1 CINETICAS DE CRECIMIENTO.

Se siguieron las cinéticas de crecimiento de las cinco cepas {cuyas caracteristicas
se enlistan en la tabla 6.1) con el fin de conocer su comportamiento en las distintas
fases de desarrollo (fig. 7.1).

Las cinco cepas presentan una fase de adaptacion (fase lag) de aproximadamente
dos horas, la cepa 2 es la excepcidn, pues su fase lag es mds corta. Posteriormente se
observa un rédpido incremento en el nimero de células, medido como densidad éptica
(D.O.) a 600 nm. En esta fase, denominada fase logaritmica de crecimiento, se observa
en general que la tendencia en la cinética de crecimiento es la misma, solo se observan
algunas diferencias. La cepa 2 tiene un crecimiento muy acelerado ¥ a la cuarta hora de
iniciada la cinética se encuentra duplicado su crecimiento con respecto a las cepas 3,4 y
5, mientras que la diferencia con la cepa 1 es de 3 veces mas. Incluso, a partir de la 7*
hora ya ha alcanzado su fase estacionaria con una D.0O. a 600 nm de 1.15 unidades.

Las cepas 3 y 4 presentan cinéticas de crecimiento muy similares, solamente se
observa un ligero incremento (de 0.5 unidades) en la D.O. de la cepa 3, que incluso la

hacen quedar por encima de la D.O. final de la cepa 2.
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Por otra parte, tanto la cepa 1 como la 5 presentan un crecimiento muy lento, a
pesar de que la cepa 5 inicia su fase log a la par de las cepas 2, 3 y 4, se hace evidente
entre la 5 y 6 horas una desaceleracién en la tasa de crecimiento, que trae como
resultado que la cepa 5 tenga la D.O. final mas baja de todas las cepas, incluso menor

que la cepa 1, la cual tiene una D.O. final de 1.05 unidades.

Cinética de crecimiento de bacterias lacticas

d)

DENSIDAD OPTICA 600 nm
[}
(o]

0.7

. ——CEPA1
0.5 - —a—CEPA 2
0.4 4 —&— CEPA 3
0.3 A —a—CEPA 4
0.2 —»—CEPA S
0.1

0 T T T T T 7 T T T T T T —

0 2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24

TIEMPO (horas)

Figura 7.1 Cinética de crecimiento de bacterias lacticas en el transcurso de 24 h. Condicicnes de incubacion:
en matraz de 125 ml, vol. de llenado 50 ml de medio Elliker liquido; temperatura 30 °C, atmésfera microaero
filica, sin agitacién ni control de pH

7.2 EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE LAS CEPAS PRODUCTORAS
SOBRE LAS CEPAS SENSIBLES.

Como resultado de la seleccién cruzada se encontré que las bacteriocinas de las

cepas 5 y 2 {productoras) inhibian el crecimiento de las cepas 1, 3 y 4 (sensibles). Estas
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dos cepas no presentaban autoinhibicién, sin embargo, la cepa cinco fue sensible a la
bacteriocina de la cepa 2 (productora de nisina) y no en el caso contrario.

Se utiliz6 el sobrenadante de un cultivo de 18 horas ajustindolo a pH=6 con
NaOH 0.1 N, con lo cual se neutralizaron los 4&cidos organicos que las cepas 2 y 5
produjeron durante su crecimiento, descartando asi la posibilidad de que haya sido
éste el factor de inhibicion (Gould, 1991); asi mismo, se creci6 a las cepas productoras
en condiciones microaerofilicas con el fin de evitar la produccién de peréxido de
hidrégeno el cual es otro de los metabolitos principales que pudieran ser causantes de la
muerte celular de la cepa sensible (Block, 1991).

Enla grafica 7.2 se muestra que tanto el sobrenadante de la cepa 2 como el de la
cepa 5 inhiben el crecimiento de la cepa sensible 1 cuando se ponen en contacto con

ella, es decir a la cuarta hora.

Efecto de los sobrenadantes de las cepas 2 y 5 sobre el
crecimiento de la cepa 1

0
SN2 |
\—a— N5 ,
——TESTIGO !

0 : ! 1 ! t ! : } : |
0 2 4 6 g8 10 12 14 16 18 20 22 24
‘ TIEMPO (horas)

Fig. 7.2 Ensayo de mortalidad donde se muestra el efecto inhibitorio del sobrenadante de las cepas productoras
bacteriocinas (130 UA / ml} en el crecimiento de la cepa sensible 1, adivionados a una D.O. de 0.5 unidades,
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En las curvas de crecimiento la diferencia en la D.O. a 600 nm se hace mas notoria a partir
de la 5 hora. Los cultivos a los cuales se les adictonaron 400 ul de sobrenadante con actividad
de 130 UA/ ml, sufren una disminucién en el nimero de células presentes con respecto al cultivo
testigo, el cual sigue su crecimiento normal y llega a un valor de absorbancia de 1 unidad,
mientras que el cultivo al que se le adiciond el sobrenadante de la cepa 2 presenta una D.O. de

0.8 unidades. El cultivo al que se le adicion6 el sobrenadante de la cepa 5 presenta una D.O.

final de 0.6 unidades.

El mismo efecto se observa en el ensayo realizado con la cepa 4 (la grafica 7.3) donde la
diferencia en la D.O. de crecimiento del cultive al que se le adiciond el sobrenadante de la cepa 5
es de 0.4 unidades menos que la del cultivo testigo, una vez que ambos alcanzaron la fase
estacionaria.

En este caso ia sensibilidad de la cepa 4 solo es frente al sobrenadante de 1a cepa 5, debido a que
el cultivo al que se le adicioné el sobrenadante de la cepa 2 no presenta diferencia notable en la

D.0. a 600 nm con respecto al cultivo testigo.

Efecto de los sobrenadantes de las cepas 2 y 5 sobre el
12+ _crecimiento de la cepa 4
. ? ]
114 B
o
3 14 B
< 0.9 + e T
g 1 ——
= 0.8
[} 0.7 +
OE o6
acft )
<D: 0.5 +
= 0.4 t
Cg 0.3 4 —a—5N 2
u 02 —8—SN5
0.1 —e-TESTIGO
0+ ; } } } + t t ¢ : b } ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
TIEMPO (horas)

Fig. 7.3 Ensayo de mortalidad donde se muestra el efecto inhibitorfo del sobrenadante de las cepas
productoras de bacteriocina {130 UA / ml) sobre el crecimiento de la cepa 4.
SN 2 = sobrenadante de la cepa 2; SN 5 = sobrenadante de la cepa 5
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En lo que respecta al ensayo con la cepa 3, (fig. 7.4) se puede inferir que la
sensibilidad de esta cepa es probablemente muy baja debido a que no hay inhibicién en
las horas inmediatas posteriores a la adicién de los sobrenadantes. Solo hasta cuando la
cepa llega a su fase estacionaria se hace evidente la presencia de un efecto inhibitorio

representado por una ligera disminucién enla D.O. a 600 nm.

Efecto de la adicidn de los sobrenadantes de las cepas 2y
sobre el crecimiento de la cepa 3

E
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Fig. 7.4 Ensayo de mortalidad donde se muestra el efecto inhibitorio del sobrenadante de las cepas produc-
toras de bacteriocina (130 UA / ml) sobre el crecimiento de la cepa sensible 3, adicionados a una D.O. de 0.7
unidades SN 2 = sobrenadante de la cepa 2; SN 5 = sobrenadante de la cepa 5

Por otra parte, los ensayos de autoinhibicién de las cepas 2 y 5 se realizaron con
el propésito de comprobar que el efecto observado en los ensayos anteriores era
provocado por la presencia de la bacteriocina, ya que, segin la definicién de Tagg
(1995), una bacteriocina es una sustancia de naturaleza proteica y sin efecto inhibitorio
sobre la cepa que la produce, lo cual se comprueba en la fig. 7.5 que muestra que la cepa
2 no es autoinhibida ni presenta inhibicién por el sobrenadante de la cepa 5. En cambio
en la fig. 7.6 se puede ver que hay una pequefia disminucién en la D.O. de crecimiento

de la cepa 5 cuando fue tratada con el sobrenadante de la cepa 2 y sin embargo no hay

autoinhibicién.
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ENSAYO DE AUTOINHIBICION CEPA 2
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Fig. 7.5 Ensayo de autoinhibicién donde se muestra el nulo efecto inhibitorio del sobrenadante de las cepas
productoras de bacteriocina (130 UA / ml) sobre el crecimiento de la cepa 2, adicionados a una D.O. de 0.5 uni

ENSAYO DE AUTOINHIBICION CEPA 5
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Fig. 7.6 Ensayo de autoinhibicién donde se muestra el nulo efecto inhibiterio del sobrenadante de las cepas
prod. de bacteriocina {130 UA / ml) sobre el crecimiento de la cepa 5, adicionados a una D.O. de 0.4 unidades.
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Adicionalmente se realizaron estudies en el laboratorio (Guzmadn, S. 1998) para
comprobar que la bacteriocina L5 no es la misma que la nisina (bacteriocina de la cepa 2
usada como control positive} para ello se realizé un espectro antimicrobiane, cuyos

resultados se presentan a continuacién:

Tabla IV. Comparacién del espectro de actividad

de las bacteriocinas L5 y nisina

Bacteriocina L1 LS Lp LM3 MM2 Ps Bt Ec
L5 + - - - - - - -
Nisina + + + + + - + -

Los signos positivos representan la inhibicién de la cepa por la bacteriocina correspondiente y los signos
negativos el caso contrario. Gram positivas L1 {Lactococcus lactis B-37), LS (Lactococcus factis L5}, Lp
{Lactobacillus pentosus), LM3 (Lactobacillus plantarum y Micrococcus kristinae-varians), MM2 (cepa

en proceso de identificacién) y Bt (Brochothrix thermosphacta). Gram negativas Ps (Pseudomona

fragi), Ec { Escherichia coli).

_En este estudio se encontré que la nisina tiene la capacidad de inhibir a todas las
bacterias Gram positivas, que corresponden a las cepas de bacterias lacticas (L1, L5,
Lp, LM3 y MM2) y Brochothnix thermosphacta (cepa indicadora de descomposicion),
mientras que en Pseudomona fragi y Escherichia coli (Bacterias Gram negativas) no se
observé inhibicién. Por otra parte L5 sélo inhibié a Lactococcus lactis L1.

Una vez establecido que la bacteriocina producida por la cepa 5 inhibia el
crecimiento de varias cepas de Lactococcus factis y que su espectro de actividad era
diferente al de la nisina, se opté por estudiar y caracterizar esta proteina, por lo cual los
estudios subsecuentes se centraron sélo en esta bacteriocina, a la que se le denominé L5.
Se utilizé solo la cepa 1 como sensible debido a que sobre esta se observa el efecto mas

claro y definido de inhibicién.
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7.3 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION.

La optimizacién de las condiciones de produccién de la bacteriocina L5 fue un
punto clave para realizar los estudios posteriores de purificacién y caracterizacién de
esta proteina ya que la concentracién en la cual originalmente se producia no era
suficiente para obtener resultades confiables. Ademas de que se buscaba lograr una
mayor produccién, a la vez era necesario encontrar las condiciones mas favorables
econdmicamente hablando, ya que el interés por estudiar esta proteina es poder
aplicarla comercialmente como bioconservador de alimentos.

A continuacién se analizan los 3 parimetros con mayor repercusién en la

produccion de la bacteriocina L5 (ver anexo V :Esquema del fermentador)

7.3.1 Efecto de la atmdésfera gaseosa sobre el crecimiento de Lactococcus lactis 5.
En la grifica 7.7 se comparan las cinéticas de crecimiento de la cepa 5 crecida en

un fermentador de New Brunswick Scientific de 4 L.

( Comparacién de la cinética de crecimiento de Lactococcus
factis L5 bajo diferentes atmésferas gaseosas
14 + —a
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, O
@ 04 —&— gtm. de N2
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Fig 7.7 Cindlica de crecimiento de la cepa 5 en fermentador de 4 L. Condiciones de incubacién: temperatura=

WE, control Je pH 5.5 agitacién 200 r.p.m Tiempo 24 h. atmésfera de nitrégeno
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Las condiciones de crecimiento son iguales en todos los casos, excepto por la
atmésfera gaseosa que se emple6. Se probaron 3 tipos de atmésfera gaseosa:
microaerofilica, atmésfera de nitrégeno (100 ml/ min) y atmésfera de biéxido de
carbono (100 ml /min).

La cinética de crecimiento a nivel fermentador presenta una fase lag muy
pequefia, menor de dos horas, a diferencia de las cinética hecha a nivel matraz (fig
7.1}. Se observa que el crecimiento de Lactococcus Jactis 5 se favorece cuando la cepa es
crecida bajo una atmésfera anaerobia de nitrégeno, ya que la D.O. (a 600 nm) de
crecimiento en el fermentador con esta atmésfera es 1.75 veces mayor que la D.O. del
cultivo crecido en atmésfera microaerofilica y 0.85 veces mayor con respecto al cultivo
con atmésfera de didxido de carbono.

La produccién de la bacteriocina L5, en todos los casos, inicia durante la fase
logaritmica de crecimiento temprana, y en la 4* hora, cuando su D.O. es de alrededor

0.6, es posible detectar su actividad (fig. 7.8).

Comparacién de la actividad de ta bacteriocina L5 producida bajo
diferentes atmosferas gaseosas
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Fig. 7.8 Comparacion de la actividad de la bacteriocina L5 producida bajo diferentes atmaésferas gaseosas, co
fermentador de 4L. Condiciones de incubacion: temperatura 3(°C, agitacion 200 r.p.m. control de pH 5.5
La actividad se midié por el método de dilucion hasta extincién en placas de agar, contra la cepa sensible 1.
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A pesar de que en este punto los cultivos en las tres condiciones presentan una
D.O. de crecimiento similar, la produccién de la bacteriocina es menor en el cultivo
crecido en atmdsfera microaerofilica, mientras que los otros dos presentan una mayor
produccién, medida como UA / ml. En las horas subsecuentes hay un aumento mas
notable en las UA / ml del cultivo crecido en el fermentador con la atmoésfera de
nitrégeno, este aumento es proporcional al aumento en el namero de células del
cultive ( D.O. de la cepa 5).

Asi el cultivo donde se obtiene la mejor produccién es el de atmosfera de
nitrégeno (230 UA/ml), siendo la diferencia de las unidades arbitarias de 60 UA/ ml
con respecto a la atmésfera de diéxido de carbono y 120 UA/ mi con respecto a la

atmosfera microaerofilica.
7.3.2 Efecto del pH sobre el crecimiento de Lactococcus factis 5

Las bacterias lacticas producen volimenes muy grandes de édcido lactico al
metabolizar los carbohidratos del medio en el que se encuentren. Este producto es
excretaddo al exterior de la célula, provocando una disminucién en el pH externo
{Moat, 1985).

El efecto del pH de crecimiento sobre el cultivo de Lacfococcus lactis 5 a nivel
fermentadar, se observa en la grafica 7.9. El valor al que se controlé el pH de uno de
estos fermentadores fue de 5.5, segin Meghrous (1995) quien propene que este valor
de pH es el 6ptimo para la produccién de las bacteriocinas del género Lactococcus
lactis.

Las cinéticas de crecimiento de los fermentaderes con pH controlado y pH sin
controlar presentan un crecimiento muy similar en las primeras horas, debido a que el
valor de pH que tienen est4 por encima de 5.5. Conforme avanza el tiempo el pH sigue
disminuyendo en ambos casos, pero a partir de la 4* hora, cuando el valor de pH llega a
5.5 se observa una ligera diferencia en la D.O. de crecimiento, siendo menor en el

fermentador donde no se controlé el pH. Finalmente la D.O. a las 24 h de este
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fermentador es de 0.9 unidades, debide a que el pH en este fermentador sigue
disminuyendo hasta llegar a un valor final de 4.4 unidades. Mientras que la D.O. final

del fermentador con pH controlado es de 1.1 unidades.

Cinética de crecimiento de Lactococcus factis 5 en
fermentador
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Fig. 7.9 Cinética de crecimiento de la cepa 5 en fermentador de 4 L. Condiciones de incubacion: temperatura=
30° C, agitacion 200 r.p.m. Tiempo 24 h. atmosfera de nitrégeno. Control de pH 5.5 y pH sin controlar

El pH de crecimiento influye en la produccién de la bacteriocina. Cuando se
compard la actividad en los fermentadores no se observaron diferencias en las UA / ml
hasta que el pH de crecimiento se encontré por debajo de 5.0 unidades, es decir, en el
muestreo realizado a la 7* hora, cuando se tenfa un valor de pH en el medio de cultivo

de 4.9, la actividad encontrada fue menor (fig. 7.10). Esta diferencia en la actividad se

observa en las siguientes horas y hasta terminada la fermentacién. Es importante
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mencionar que aun cuando el pH del medio de cultivo inhibe la produccion de la

bacteriocina, su efecto no es suficiente como para cesar totalmente la produccién.

Actividad de Ja bacteriocina L5 en funcién del pH de
crecimiento.
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Fig. 7.10 Actividad de la bacteriocina L5 producida en fermentador de 4L con pH controlado en 5.5 y pH sin
controlar, Condiciones de incubacién: temperatura 30°C, agitacién 200 r.p.m. atmésfera de nitrégeno
L2 actividad se midi6 por el método de diluci6n hasta extincién en placas de agar contra la cepa sensible 1.

7.3.4 Efecto del tween 80 sobre el crecimiento de Lactococcus factis 5.

Posteriormente, cuando se habian establecido los pardmetros de control de pH y
atmésfera gaseosa, se modificé la concentracion del tween 80, el cual es uno de los
componentes del medio de cultivo CGB. La funcién de este detergente iénico consiste
en hacer mas fluida la membrana de las células productoras con el fin de liberar
facilmente a la bacteriocina producida durante la fase logaritmica de crecimiento. Este
pardmetro se tomé en cuenta debido a que en estudios previos se habia observado que
la presencia de tween 80 en el medio de cultivo es indispensable para que la

bacteriocina sea excreatada por la célula.
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El crecimiento de la cepa del cultivo que contenia tween 80 al 0.1 % (concentracién
usuaimente utilizada en el medio de cultivo CGB) fue muy parecida a la cinética de crecimiento
que se habia observado en los fermentadores anteriores, llegando a un valor de D.O. de 1.15
unidades, tal como se muestra en la grafica 7.11. Por el contrario, el crecimiento del cultivo con
tween 80 al 1.0 % sc abatid en un 23 % con respecto al anterior, lo cual significa que el tween
80 a concentraciones de 1.0 % afecta negativamente el desarrollo de la cepa productora, no

obstante permite que sea liberado al medio una mayor cantidad de bacteriocina.

Cinética de crecimiento Lactococcus lactis 5 con diferentes
concentraciones de tween 80
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Fig. 7.11 Ci_{léli.t}& de crecimiento de la cepa 5 en fennentador de 4 L. Condiciones de incubacion: temperatura=30°C
E jr.p.m. Tiempo 24 h. atmosfera de nitrogeno. Control de pH 5.5 La actividad se midi6 per
el método de dilucién hasta extincidn en placas de agar contra la cepa sensible 1.

La actividad se detectd, al igual que en los ensayos previos, a partir de la 4 hora.
Esto se puede ver en la grafica 7.12, donde se muestra que a pesar de que el nimero de
células productoras, medidas como D.0. a 600 nm de crecimiento, era menor en el fermentador al

que se le adiciond el tween 80 al 1.0%, se encontrd una mayor actividad, la cual llegd hasta
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valores de 320 UA / ml. Repitiéndose este mismo comportamiento durante todos los
muestreos hasta terminada la fermentacién a las 24 horas. Asi se demuestra que la
adicién de una concentracién 10 veces mds de lo normal de tween 80 en el medio de

cultivo, reporta grandes beneficios en el aumento de produccion de la bacteriocina,

Actividad de la bacteriocina L5 producida con diferentes
concentraciones de tween 80
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Fig. 7.12 Actividad de la bacteriocina L5 producida en fermentador de 4L con diferentes concentraciones de
tween 80. Condiciones de incubacién: temperatura 30°C, agitacién 200 r.p.m, atmésfera de nitrégeno y control
de pH 5.5. La actividad se midi6 por el método de dilucién hasta extincién en placas de agar, contra la cepa
sensible 1.
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7.4 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA.

Los pasos generales de purificacién deben contemplar el tipo de proteina de la
que se trata con el fin de obtener una metodologia 6ptima para ésta. En este caso se
probaron varios protocolos de purificacién disefiados para bacteriocinas producidas por
cepas de Lactococcus factis spp. , entre los cuales se encuentran los protocolos de Huot ¥
col. (1995); Aliy col. (1995); Yang y col. (1992); Piard y col. (1990).

El protocolo inicialmente probado fue el disefiado por Huot y col. {1995), éste
contemplaba como primer paso un tratamiento térmico a 100 °C / 15 min, debido a que
la mayoria de las bacteriocinas de peso molecular bajo son termoestables. Sin embargo
la bacteriocina L5 resultd ser sensible a esa temperatura, Posteriormente se probé el
protocolo de Piard y col. (1992) el cual tiene el mismo fundamento que el método de
Huot y col. (1995) pero adicionalmente utiliza una precipitacién fraccionada, para
lograr que la bacteriocina se precipitara entre un 60 y 80 % de saturacién.

También era necesaric conocer si toda la bacteriocina era excretada al medio o si
existia una gran cantidad que quedaba retenida en la célula. Para ello se utilizaron dos
protocolos el de Yang y col. (1992) y el de Ali y col. (1995) los cuales aunque tienen
una metodologia distinta, se basan en la adsorcién dependiente del pH de la
bacteriocina sobre la célula: la maxima adsorcién ocurre a pH de 6.0 a 6.5, mientras que
cuando el pH es muy 4cido, alrededor de 2.0, esta proteina no se adsorbe, por tanto, la
hipétesis que Yang y col. manejan es que si después de la fermentacién el pH se ajusta
al de la mdxima adsorcién (por ejemplo 6.0) y se remueven las células del sobrenadante
con la proteina adsorbida, se podrd posteriormente remover el péptido de la superficie
de celular a través de una disminucién del pH entre 1.5 y 2.0, obteniéndose grandes

cantidades de bacteriocina purificada.
Los cuatro protocolos de purificacién se probaron con un cultivo de Lactococcus

flactis 5 crecido en un fermentador de 4 L, bajo las siguientes condiciones: temperatura,

30 °C; control de pH, 5.5; agitacion, 200 r.p.m.; atmosfera de nitrégeno (100 mL/minj,

54



tiempo de fermentacién 18 horas. Los resultados de los protocolos de purificacién se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla V. Resultados de los protocolos de purificacién parcial

de la bacteriocina L5.

Método*

Fundamento

Resultado

Huot y col. (1993)

Termorresistencia,
precipitacion de {a proteina

del sobrenadante

No es termorresistente a

100°C / 15 min

Piard y col.
(1990)

Termorresistencia
precipitacion fraccionada 60
v 80 % de la proteina del

sobrenadante

No es termorresistente a

100°C / 10 min

Ali'y col. (1995)

Adsorcion de bacteriocina a

la membrana celular

No se adsorbe a la

membrana celular a pH 6.0

Yang y col.
{1992)

Termorresistencia, Adsorcién
de bacteriocina a la

membrana celular

No es termorresistente a 70
°C / 25 min, no se adsorbe
en la membrana celular a

pH 5.8-6.2

en cada caso.

* Se encuentran divididos segiin el fundamento en que se basan y se explica el resultado obtenido

Estos protocolos preeliminares nos sirvieron de base para disefiar un nuevo
protocolo de purificacién. Asi, en el protocolo de purificacién modificado se trabaj6
exclusivamente con el sobrenadante, ademas de suprimir el uso de altas temperaturas.

Se probaron diferentes concentraciones de sulfato de amonio, con el fin de conocer cual

era la 6ptima. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla VI. Actividad de la bacteriocina L5 Precipitada con diferentes
concentraciones de sulfato de amonio.

Muestra UA / ml
Sobrenadante (sin precipitar) 320
Precipitacion al 20 % 480
Precipitaci6n al 40 % 600
Precipitacién al 60 % 1280
Precipitacién al 80 % 1300

UA/ml= reciproco de la méaxima dilucién donde se encuentra actividad.

La cancentracion de sulfato de amonio donde se precipita la mayor cantidad de
proteina {bacteriocina) fue al 80 % no obstante, se utilizé un porcentaje de saturacién
del 60 % debido a que la actividad de la bacteriocina, reportada. como unidades
arbitrarias / ml, aumentaba menos de 2% en la precipitacién al 80%, lo cual significaba
un gasto innecesario de reactivos.

Posteriormente se dializé la muestra en membranas de didlisis de 6000 a 8000 Da
contra un buffer de fosfatos 25 mM pH 6.0, se realizé el titulo en el dializado y no se
observé pérdida de actividad lo cual significa que la bacteriocina tiene un peso
molecular mayor de 8000 Da.

Una vez dializada la muestra se realizé6 un paso mas de purificacién. El
sobrenadante dializado se pasé a través de un columna de filtracién en gel adaptada a
un equipo de cromatografia liquida de alta presion (HPLC). La columna de gel
filtracién Sephadex G-25 separa los componentes de la muestra (dializado que
contiene a la proteina cruda) que tengan un peso molecular menor de 300 KDa. El
detector de arreglo de diodos Waters 994 fue utilizado en un intervalo de longitud de
onda de 200 a 300 nm. Los cromatogramas fueron obtenidos a 280 nm y analizados
mediante un software de computadora Millenium 2018,

Inicialmente se realizé un ensayo (fig. 7. 13) inyectando 500 pL de muestra que

contenia a la bacteriocina LS con actividad de 320 UA / ml, obtenida de un
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fermentador de 4 L, bajo las siguientes condiciones: medio CGB con tween 80 al 0.1%;
temperatura, 30 °C; control de pH, 5.5; agitacién, 200 r.p.m.; atmésfera de nitrégeno,
tiempo de fermentacién 18 horas y que posteriormente fue purificada parcialmente con
el protocolo anterior. A una velocidad de flujo de la fase mévil de 0.25 ml/ min en un
tiempo de corrida de 70 min. Las fracciones se colectaron cada dos minutos para
realizar el ensayo de actividad.

Se pensaba que cualquier fraccién cuyo peso molecular aparente fuera mayor de
8 KDa (ver Anexo VI: Célculo de PM aparente) podria corresponder a la bacteriocina
L5. Probablemente 1a fraccion que estuviera en mayor porcentaje, en este caso 76.63 %,
es decir la fraccién cuyo tiempo de retencién era de 27.78 min, corresponderia a la
bacteriocina. La dnica forma de corroborarlo era a través de una prueba de actividad
(agar spot test, Schillinger and Lucke, 1989). A pesar de que esta prueba se realizd no
solo con la fraccién donde se observé el pico més alto, sino que también se realizé con
todas las fracciones recolectadas cada.dos minutos durante Jos 70 minutos de corrida, la
prueba resulté negativa en todos los casos, lo que se puede deber a dos razones: 1) la
bacteriocina pierde la actividad al ser manipulada durante un largo periodo, o 2) la
bacteriocida fue diluida demasiado por lo cual no es pasible observar inhibicién alguna.
La dilucién es de al rededor de 30 veces, esto se calcula por el volumen inyectado /

volumen tota), es decir, 500 pL / 17.5 ml.

Posteriormente se realizaron ensayos {fig. 7.14) inyectando 500 uL de la misma
muestra, a una velocidad de flujo de la fase movil de 0.5 ml/ min en un tiempo de
corrida de 30 min. El pico mds grande de este cromatograma muestra tiempo de
retencién es de 15.533 min y un area del 61.67 % del total de la muestra. Ademas de
una absorbancia de 0.64 a 280 nm y un peso molecular aparente muy alto, de alrededor
de 73 KDa.

Este segundo cromatograma muestra un mayor nimero de fracciones que el
primero, las cuales tienen pesos moleculares muy diversos, esto nos habla de la gran

diversidad de proteinas y péptidos presentes en la muestra.
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Fig. 7.13 Cromatograma de HPLC que muestra los diferentes componentes de una muestra que contiene bacteriocina

L5. Condiciones: 500 pL de muestra, velocidad de flujo de 1a fase mévil de 0.25 mV/min, tiempo de corrida, 70 min

Tabla VIL Resultados de las fracciones del cromatograma de HPLC

No. pico Tiempo de retencidn (min) % Area Kav P.M. aparente (Da}
1 27.780 76.63 0112 84384
2 38.330 9.75 0.331 63230
3 43313 12.55 0.436 53038
4 67.947 1.07 0.956 3038

Ver anexo V1 para el cdlculo de Kav y PM aparente.
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Fig. 7.14 Cromatograma de HPLC que muestra los diferentes componentes de una muestra que contiene bacteriocina

L5. Condiciones: 500 pL de muestra, velocidad de flujo de la fase mévil de 0.5 ml/min, tiempo de corrida, 30 min

Tabla VIIL Resultados de las fracciones del cromatograma de HPLC

No. pico Tiempo de retencidn (min) % Area Kav P.M. aparente {Da)
1 15.533 61.71 0.220 73807
2 21.283 13.63 0.532 43807
3 24.100 22.01 0.683 29288
4 27.283 1.11 0.854 12846
5 27.850 1.51 0.884 9961
6 29.817 0.04 0.990 225

Ver anexo VI para el cilculo de Kav y PM aparenie.
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En el siguiente ensayo se utilizé una muestra de bacteriocina concentrada con
actividad de 1280 UA / ml obtenida de un fermentador de 4 L, bajo las siguientes
condiciones: medio CGB con tween 80 al 1.0 %; temperatura, 30 °C; control de pH, 5.5;
agitacién, 200 r.p.m.; atmésfera de nitrégeno burbujeado a 100 ml / min, tiempo de
fermentacién 18 horas y que posteriormente fue purificada parcialmente con el
protocolo anterior. Se inyectaron 500 ul. de muestra, a una velocidad de flujo de la fase
moévil de 0.5 ml/ min en un Hempo de corrida de 70 min (fig. 7.15).

En este caso no es tan evidente la diferencia de una fraccién mas grande en este
cromatograma, €l cual tiene un drea del 41.28 % del total de la muestra, con un tiempo
de retencién de 22.82 min y un peso molecular aparente de 94 KDa, a una absorbancia
de 2.3 a 280 nm,

Los valores de PM aparente de las fracciones de este ensayo son mayores a los
dos anteriores, debido probablemente a que las proteinas presentes se encuentran

unidas al tween 80, por lo que el PM aumenta.

Por altimo, con base a los resultados anteriores, se pensé que la bacteriocina LS
es diferente a la nisina, Gnica bacteriocina aprobada para ser usada en alimentos, por lo
que se corrié una muestra que contenia esta proteina, para apoyar més esta idea. Las
condiciones fueron las mismas, se inyectaron 500 pL de muestra, a una velocidad de
flujo de la fase movil de 0.5 ml/ min en un tiempo de corrida de 70 min. {fig. 16).
Observandose varios picos con velocidades de retencién mayores de 43 min, siendo el
pico més alto el que tiene un 4drea del 49.79 % y un tiempo de retencion de 56. 57 min,
con un peso molecular aparente de 26 096 Da, bastante mayor al PM reportado para la
nisina, el cual es de 3500 Da. La fraccién que tiene un PM similar al reportado es el que
tiene un tiempo de retencién de 67.637 (ultima fraccién) y un PM aparente de 3615 Da.
Este resultado sustenta lo encontrado en los ensayos realizados durante la seleccién
cruzada (seccién 6.4) que indican que la bacteriocina producida por Lactococcus lactis 5,

denominada L5 no es la bacteriocina comercialmente utilizada, llamada nisina.
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Fig. 7.15 Cromatograma de HPLC que muestra los diferentes componentes de una muestra que contiene bacteriocina

L5. Condiciones: 500 pl. de muestra, velocidad de ftujo de la fase movil de 0.25 ml/min, tiempo de corrida, 70 min

Tabla IX. Resultados de las fracciones del cromatograma de HPLC

No. pico Tiempo de retencidn (min) % Area Kav P.M. aparente {Da)
1 22.823 41.28 0.03 94673
2 30.457 29.23 0.164 79129
3 47,707 - 15.87 0.529 44096
4 51.257 8.94 0.604 36884
5 54.523 470 0.673 30250

Ver anexo V1 para el cilculo de Kav y PM aparente.
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Fig. 7.16 Cromatograma de HPLC que muestra los diferenies componentes de una muestra que contiene nisina.

Condiciones: 500 uL de muestra, velocidad de flujo de la fase maévil de 0.25 ml/min, tiempo de corrida, 70 min

Tabla X. Resultados de las fracciones del cromatograma de HPLC

No. pico Tiempo de retencidn (min) % Area Kav P.M. aparente (Da)}

1 46.920 0.26 0.512 45154
2 47220 0.04 0.518 45153
3 47.387 0.10 0.522 44769
4 49987 477 0.577 39480
5 56.570 63.91 0.716 26046
6 60.187 7.02 0.792 18807
7 61.587 13.03 0.819 16211
8 67.637 10.88 0.950 3615

Ver Célculo de Kav y PM aparente en anexo VI.
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7.5 CARACTERIZACION DE LA BACTERIOCINA L5 A FACTORES
FISICOQUIMICOS COMO pH Y TEMPERATURA.

Esta prueba es una forma sencilla y ripida de conocer las caracteristicas
fisicoquimicas de la bacteriocina L5. Estos pardametros nos indican las condiciones
6ptimas para continuar los estudios posteriores de caracterizacién, asi como los pasos
de purificacion subsecuentes.

Ademis, cuando se hayan hecho todas las pruebas necesarias, nos daran un
indicio del ambiente ideal para la actividad antimicrobiana de Ia bacteriocina L5 y en
consecuencia el tipo de productos alimenticios en los que se podria emplear como
bioconservador.

Se realizaron pruebas fisicoquimicas que inclufan la caracterizacién de la
proteina a pH's acidos (4.5 y 6.0) , debido a que se sabia de ante mano que todas las
bacteriocinas producidas por cualquier bacteria lactica son activas a valores de pH
dcidos o cercanos a la neutralidad (Jack y col. 1995). También se probaron diferentes

temperaturas.

El efecto del tratamiento térmico sobre la bacteriocina LS confirmé la informacién
que se tenia acerca de la termosensibilidad de esta proteina, encontrada durante su
purificacién parcial.

Se realizaron pruebas preeliminares para establecer la méxima temperatura a la
que era resistente, probindose desde 25°C (temp. ambiente} hasta 100 °C. La
temperatura maxima que resiste esta bacteriocina es de 40 °C. A esta temperatura se

realizaron los ensayos de caracterizacién de pH y temperatura (fig. 7. 17) .
Observamos que cuando la bacteriocina se encuentra a un pH de 6.0 resiste una

temperatura de 40 °C hasta 15 minutos, sin embargo presenta una pérdida de actividad

del 85 % y al llegar a los 20 minutos la actividad se ha perdido totalmente.
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De manera similar, cuando se encuentra en un pH de 45 su resistencia
disminuye hasta un 89 % cuando es tratada a 40°C por 15 minutos. Al igual que en el

caso anterior, la bacteriocina sufre una pérdida total de actividad a los 20 minutos.

Efecto del tratamiento térmico y de! pH en la actividad de 1a
bacteriocina L5 parcialmente purificada

TITULO {(UA / ml)

QL5 pH 45
OILSpH B0

0 S 10 13 20
TIEMPO (minutos)

L.
Fig. 7.17 Efecto de la temperatura y el pH en la actividad inhibitoria de la bacteriocina L5 parcialmente puri
ficada. La temperatura a la cual se llevs acabo este ensayo fue de 40°C, establecida como la méxima tem
peratura en que la bacteriocina L5 presenta actividad. Las muestras se ensayaron a dos pH's 4.5 y 6.0

Adicionalmente se realizaron pruebas donde se observa el efecto de las bajas
temperaturas sobre la bacteriocina L5. Se eligieron dos temperaturas, una de
refrigeracion (4°C) oira de congelacién (-20°C), esta eleccién se fundamenté en el hecho
de que la bacteriocina no es termorresistente, por lo cual se debian buscar temperaturas
alternativas que pudieran estar acorde con el tipo de alimentos en los que la proteina se
pudiera emplear, después de todas las pruebas necesarias, como bioconservador. Asi
como las condiciones bajo las cuales se pueden continuar los estudios de

caracterizacién y purificacién subsecuentes.
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En las gréficas 7.18 y 7.19 se muestra como la temperatura de refrigeracién y
congelacién, respectivamente, afectan la actividad inhibitoria de la bacteriocina L5

sobre la cepa sensible 1.

Efecto de la temperatura de refrigeracién sobre la actividad
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Fig. 7.18 Efecto de la temperatura de refrigeracién (4 °C) sobre 1a actividad inhibitoria de ia bacteriocina L5
parcialmente purificada. Ei pH de la muestra de bacterjocina fué inicamente de 6.0

El efecto de la temperatura de refrigeracién nos deja claro que la bacteriocina L5
es una fuerte candidata a ser utilizada como biocenservador en alimentos refrigerados
va que su actividad permanece en un 96.72 % después de 14 dias a 4°C con un pH de

6.0 y disminuye a la mitad del original solo después de 28 dias (fig. 7.18).
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De la misma forma, bajo temperaturas de congelacién esta bacteriocina resulta
ser muy estable, puesto que después de 72 dias de congelacién la bacteriocina no
presenta ninguna modificacién en los valores de actividad, reportados como UA / ml.
(fig. 7.19). Solo hasta transcurridos 98 dias se hace evidente la disminucién de la

actividad inhibitoria sobre la cepa sensible 1 hasta valores de 380 UA / ml.

Efecto de la temperatura de congelacién sobre la actividad
de la bacteriocina L5 parcialmente purificada.
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Fig. 7.19 Efecto de la temperatura de congelaci6n {-20 °C) sobre la actividad inhibitoria de la bacteriocina L3
parcialmente purificada. El pH de la muestra de bactericcina fué unicamente de 6.0
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7.6 ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LA BACTERIOCINA L5 PARCIALMENTE
PURIFICADA.

La actividad inhibitoria de la bacteriocina L5 ya habia sido establecida con los
sobrenadantes del cultive de Lacfococcus lactis 5. Esta actividad bactericida se habia
estado observando implicitamente desde el inicio de los experimentos. En esta ultima
seccion se cuantificé de manera méas exacta la actividad inhibitoria de la bacteriocina L5
parcialmente purificada sobre el crecimiento de la cepa de Lactococcus lactis B-37, (cepa
1 sensible) siguiendo la evolucion de la D.O. a 600 nm después de un tratamiento con la
bacteriocina parciaimente purificada (1280 UA / ml), asi como el cultivo al que se le

adiciond la bacteriocina cruda (320 UA/ml) y el cultivo testigo. (fig. 7.20).

Cinética de mortalidad de Lactococcus factis B-37 tratada
con la bacteriocina L5 parciaimente purificada

—4—TESTIGO
—&—-SN L5
—8— L5 pp

DENSIDAD OPTICA 600 nm

0 T ¥ T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

TIEMPO (Horas)

Fig. 7.20 Cinética de mortalidad de la cepa sensible 1. Cultivo tratado con 1 ml de bacteriocina parcialmente
purificada (1280 UA/ml) adicionada en la cuarta hora de crecimiento (D.O. 0.4 unidades}. También se mues
tran las curvas de mortalidad de un cultivo al cual se le adicioné sobrenadante que contenia a la bacterio
cina cruda (320 UA/ml) y el cultivo que sirvid como testigo.

SN L5 schrenadante que contiene a la bacteriocina cruda; L5 pp = bacteriocina parcialmente purificada.
Testigo= cepa 1 a la cual no se le adiciond bacteriocina L5
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En esta cinética de mortalidad se observa un crecimiento muy similar en los tres
cultivos, durante la primera fase de crecimiento {fase lag) y hasta el tiempo anterior a
la adicién de la bacteriocina. Esta adicién ocurre una vez iniciada la fase logaritmica de
crecimiento, a la 4* hora. En este punto, se ve clafamente que la bacteriocina LS
producida por Lactococcus lactis 5 actua unos cuantos minutos después del contacto
con la cepa sensible 1, ya qﬁe en la gréafica 7.20 observamos diferencias en la D.O. de
crecimiento a la cuarta hora, debido a que la lectura en el espectrofotémetro se hizo
después de haber adicionado la bacteriocina parcialmente purificada, asi como el
sobrenadante crudo.

Este efecto es obviamente mas claro en el cultivo con la bacteriocina parciaimente
purificada puesto que su actividad es cuatro veces mayor a la encontrada en el
sobrenadante que contiene a la bacteriocina cruda. Por el contrario el crecimiento del
cultivo testigo sigue su curso normal.

En las horas posteriores a la adicién el efecto de la bacteriocina se hace mias
evidente y cuando los cultivos llegan a la fase estacionaria las diferencias en la D.O. a
600 nm con respecto al cultivo testigo, son de 0.7 unidades de absorbancia en el cultivo
al que se le adicion6 la bacteriocina parcialmente purificada y 0.3 unidades en el

cultive inhibido por la bacteriocina cruda..

Por otra parte, el efecto de la bacteriocina L5 en la viabilidad de Lacfococcus
Jactis B-37 (cepa 1) en cultivo liquido (fig 7.21), muestra que el crecimiento de la cepa
sensible se ve afectado desde el momento en que se adiciona la bacteriocina, es decir a
la cuarta hora, observandose una disminucién de una unidad logaritmica en las
unidades formadoras de colonia (UFC) en el cultivo al que se le adicioné la bacteriocina
parcialmente purificada. Mientras que en el cultivo al que se le adicioné la bacteriocina

cruda, no se aprecia una disminucién muy grande.

Finalmente se alcanza una diferencia en el crecimiento de la cepa 1 de 3 X 101

UFC / ml en el cultivo testigo y 9 x 10° UFC / ml en el cultivo al que le fue adiconada
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la bacteriocina parcialmente purificada. Esto significa que existe una diferencia en el

nimero de unidades formadoras de colonia /ml de

alrededor del.5 unidades

logaritmicas a las 24 horas de iniciado el crecimiento de la cepa 1.

bacteriocina LS

Conteo en placa de Lactococcus factis B-37 tratada con la
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Fig. 7.21 La viabilidad de la cepa sensible se modificé cuando fue tratada con la bacteriocina L3. SN L5 =
sobrenadante que contiéne a la bacteriocina L5 cruda, L5 pp= bacteriocina parcialmente purificada, Testigo=

cepa 1 a la cual no se le adicions bacteriocina L5 *-
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8. DISCUSION.

La conservacién de los alimentos es una de las principales metas para la
superacién de los problemas mundiales de desabasto y hambruna. Diversas formas de
conservar un alimento se han utilizado. Ejemplo de ello son las técnicas de
deshidratacién, refrigeracién, congelacién, calor, irradiaciones y por supuesto, el
empleo de conservadores.

Existen diferentes tipos de conservadores, entre ellos se encuentran los quimicos (tal
es el caso de los 4cidos benzoico, propiénico y s6rbico) y los llamados conservadores
naturales o bioconservadores. Estos bioconservadores son definidos como sustancias
antimicrobianas de origen bacteriano, las cuales son inocuas.

Con el desarrollo de los procesos biotecnolégicos se han llevado acabo muchas
investigaciones sobre este tipo de sustancias y en especial, el estudio se ha centrado en
las llamadas bacteriocinas.

Asi, las bacteriocinas de bacterias acido-lacticas presentan caracteristicas que les
permiten ser consideradas como potenciales conservadores en alimentos, debido a su
accion bactericida frente a bacterias contaminantes Gram positivas y a su inactivacion
por proteasas del tracto gastrointestinal, lo cual asegura su inocuidad al ser consumidas.

Este estudio comenzé con una seleccién cruzada, que inicialmente incluia 11
cepas de bacterias lacticas, y que posteriormente se redujo a cinco cepas del género
Lactococcus. La eleccién de estas cinco cepas se basé en su capacidad para producir
bacteriocinas (cepas 2 y 5) y su sensibilidad frente a estas (cepas 1,3 y 4).

Los resultados de este estudio mostraron que la cepa de Lactococcus lactis BM-
B-337 (cepa 5) produce un metabolito extracelular, durante su fase logaritmica de
crecimiento, que inhibe el desarrollo de algunas cepas de bacterias lacticas
taxonémicamente relacionadas {cepas 1, 3 y 4).

La produccion de la bacteriocina fue hecha en condiciones microaerofilicas, para
evitar la formacién del peréxido de hidrégeno, el cual reacciona con el ion superéxide,

liberando radicales hidroxilo, los que son capaces de oxidar los lipidos de la membrana
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celular, ademds de alterar su material genético, provocando, de esta manera la muerte
celular de la cepa sensible (Gould, 1991). Esta precaucioén se tomé con el fin de evitar
que se obtuvieran falsos positivos,

La actividad antibacteriana no fue el resultado del efecto de los dcidos orgdnicos
producidos por la mayoria de las bacterias lacticas, incluido el género Lactfococcus,
perteneciente al grupo de las bacterias lacticas, el cual es homofermentativo, lo que
significa que utiliza la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) para metabolizar la
glucosa principalmente a 4cido lactico. (Kluyver, 1931 en Shirai, 1996). Este efecto fue
controlade al neutralizar los dcidos orgdnicos presentes en el sobrenadante del cultivo
de esta cepa, con NaOH 0.1 N, a un pH de 6.0, donde la bacteriocina es estable, pues
recordemos que las bacteriocinas de bacterias 4cido lacticas solo tienen actividad
antibacteriana cuando el pH de su ambiente es 4cido o cercano a la neutralidad (Jack,

1995).

También es importante mencionar que con el método de dilucién hasta extinci6n,
con el cual se midi6 la actividad antimicrobiana de la bacteriocina, nos asegura que el
efecto inhibitorio que se observa tampoco es debido a la presencia de bacteriéfagos,
puesto que el incremento en las diluciones de la bacteriocina se observé en las capas de
agar como halos de inhibicién més pequefios. En cambio, si el responsable del efecto
fuera un bacteriéfago, en las placas de agar no se hubieran observado diferencias en el
tamafio de los halos de inhibicién cuando se incrementaron las diluciones de las

muestras del sobrenadante de Lactococcus lactis 5.

Por otra parte, en estudios preeliminares realizados en el laboratorio se encontrd
que la sustancia que producia la cepa de Lactococcus lactis 5 era sensible a la accion de
las enzimas tripsina y a-quimotripsina. Este es un punto importante ya que uno de las
dos criterios para denominar a una sustancia antimicrobiana como bacteriocina, es
necesario que sea de naturaleza proteica, al respecto Tagg (1976) menciona que: las

bacteriocinas deben ser proteinas y que si la actividad de la sustancia es inhibida por
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una o més proteasa entonces es prueba suficiente de que el inihibidor microbiano es de
naturaleza proteica.

Con las pruebas anteriores y el hecho de que presentaba un espectro de
actvidad estrecho solo con cepas relacionadas, pudimos considerar a este metabolito de

actividad antagonista como una bacteriocina, a la que denominamos bacteriocina L5.

El primer punto que consideramos necesario fue el conocer las caracteristicas de
desarrollo de las cinco cepas involucradas en el estudio, por ello se realizaron las
cinéticas de crecimiento. Estas cinéticas nos proporcionaron informacién necesaria sobre
el desarrollo de las cepas, incluyendo la duracién de las 3 fases de crecimiento y el
nimero méximo de células que alcanzaban, medido en funcién del la densidad 6ptica
(D.O. a 600 nm) de crecimiento. Asi como la cantidad de dcidos organicos que
producian y que, por tanto resistian. Este altimo parametro fue medido en funcién del

pH de crecimiento.

A pesar de que la forma mas sencilla de visualizar la actividad inhibitoria de
cualquier compuesto producido por algin microorganismo es a través de pruebas en
placas de agar, en el caso de la bacteriocina L5 la prueba de los pozos de agar,
(Schillinger and Liicke, 1989), se realizaron las pruebas de mortalidad de las cepas 1, 3
y 4 con el fin de conocer con precisién el efecto que se tenia sobre el crecimiento de las
cepas sensibles, puesto que el monitoreo de la actividad inhibitoria en cultivo liquido
nos permite mantener las condiciones 6ptimas de crecimiento de la cepa sensible
(Hoover, 1993) y de esta forma conocer la verdadera capacidad inhibitoria de ta
bacteriocina.

Los resultados de este ensayo nos indicaron que las cepas 1,3, y 4 a pesar de ser
cepas del mismo género presentaban diferentes grados de inhibici6n, siendo la de
mayor sensibilidad la cepa 1, por lo cual fue con esta cepa con la que se realizaron los

estudios posteriores.
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Ademads de ello, se realizaron pruebas de autoinhibicién con las cepas 5 y 2, esta
dltima utilizada como control positive productor de bacteriocina ya que de antemano se
sabia que la sustancia antimicrobiana producida por la cepa de Lactococcus factis subsp.
lactis BM-B-147 (cepa 2), es la Ginica bacteriocina aprobada para ser usada en alimentos
como bioconservador. A esta bacteriocina se le conoce con el nombre de nisina.

En esta prueba comprobamos el otro criterio indispensable para denominar
bacteriocina a una sustancia antimicrobiana producida por cualquier microorganismo.
Este criterio se refiere a su auto-inmunidad, término definide como la nula actividad
que la bacteriocina debe presentar contra las células que la producen, (Konisky, 1982).
En dicha prueba de autoinhibicién, se midié la actividad antimicrobiana que los
sobrenadantes que contenian a las bacteriocinas de las cepas 2 y 5 pudieran tener contra
su cepa productora ¥ contra la otra cepa productora de bacteriocinas. Como se esperaba,
la bacteriocina L5 no inhibié el crecimiento de su cepa productora (cepa 5) ni de la cepa
2. Deigual forma, la bacteriocina producida por la cepa 2 inhibi6 a su cepa productora
ni a la cepa 5, Estos resultados nos ayudan a reforzar la conclusién a la gue se habia
llegado desde antes, esto es, que la sustancia antimicrobiana que produce Lacfococcus
factis BM-B-337 (cepa 5) es un bacteriocina. También es posible deducir de estos
resultados que las bacteriocinas producidas por las cepas 2 y 5 no son iguales pues, los

grados de inhibicién que presentan frente a la cepas 1, 3 y 4 son distintas.

Para las pruebas posteriores de purificacién y caracterizacién de la bacteriocina
L5 era necesario optimizar su produccién, puesto que las concentraciones en las que se
producia en el matraz no eran suficientes, Por ello se escalé la produccion de la
bacteriocina a nivel fermentador y se observé el efecto que tenia la atmdsfera gaseosa,
el control de pH y la adicién de una concentracién mayor de tween 80 sobre el
crecimiento de la cepa 5 y, lo méds importante, sobre la produccién de la bacteriocina.
Para, de esta manera, establecer las condiciones éptimas de crecimiento. Las bacterias
lacticas son consideradas como anaerdbias o microaerofilicas (Shirai, 1996), por esta

razdn resultaba importante utilizar una atmésfera gaseosa adecuada.
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Se contaban con varias opciones. La condicion microaéroﬁlica, era la mas simple,
consistia en cerrar todas las entradas de gas al fermentador, solo se tendria el aire
contenido en es momento en la jarra de fermentacién. Se esperaba que se obtuviera una
buena produccién bajo esta condicién, pues ésta era la menos costosa.
Desafortunadamente las condiciones microaerfilicas variaban constantemente debido a
que para poder tomar muestras del cultivo cada determinado tiempo era necesario
inyectar aire a la jarra de fermentacién. El resultado de ello, fue que se obtuvieron
bajos niveles de produccién, debidos al bajo crecimiento que tuvo el cultivo crecido bajo
estas condiciones. Las otras dos opciones consistian en inyectar gas nitrégeno y biéxido
de carbono para mantener condiciones anaerébicas. El nitrégeno es un gas inerte que de
ninguna manera puede ser aprovechado por las bacterias lacticas, incluidas las del
género Lactococcus, su efecto en este estudio solo consistié en generar condiciones
anaerobias.

Al revisar los resultados obtenidos cuando se crecia en ambas condiciones
observamos que la mejor opcién era la atmésfera de nitrégeno, por lo cual los
siguientes estudios se realizaron en fermentadores crecidos en una atmésfera gaseosa
de nitrégeno. Se ha reportado que el control de pH es un factor necesario para mejorar
fa produccién de la bacteriocinas producidas por el género Lactococcus {Meghrous,
1995). El valor de pH al cual se debe controlar el crecimiento es de 5.5 unidades. Por
esta razén se crecieron las cepas en condiciones controladas y condiciones sin controlar.

Efectivamente, mientras el valor de pH no se encuentra por debajo de 5.5 Ia
produccién de la bacteriocina no se ve afectada pues se mantenia igual en cada uno de
los fermentadores, pero una vez que este valor empieza a descender, la produccién se
ve mermada.

Se cree adem4s que la produccidn de los 4cidos orgdnicos, las bacteriocinas y
otros metabolitos con capacidad antimicrobiana son producides por las bacterias
licticas como una forma combinada de accién contra las cepas con las que compiten

por el sustrato, por lo que se cree que la respuesta de la célula productora al control de

74



pH en 5.5 es 1a de producir més la bacteriocina en mayor cantidad para contrarrestar el
efecto del pH, que no es tan acido en el entorno.

Los resultados encontrados en este estudio concuerdan con lo establecido por
Meghrous (1995) en cuyo estudio se afirma que el tween 80, uno de los componentes
del medio de cultivo CGB, es un detergente i6nico que funciona permitiendo que la
membrana celular sea mas fluida, por lo cual serd mds ficil la liberacién de la
bacteriocina al medio. Asi, apesar de que la concentracién al 1.0 % parece afectar la
viabilidad de la cepa productora, se obtiene una mayor concentracién de bacteriocina y
esto es definitivamente debido a que fue posible liberar una mayor cantidad de

bacteriocina contenida en la célula productora,

Una vez definidos los parimetros de crecimiento de la cepa 5, donde la
produccion de la bacteriocina era la més adecuada, se purificé parcialmente a esta
proteina. Se debia establecer si la bacteriocina iba a ser recuperada del sobrenadante o
de la célula productora, por lo que se probaron diversos protocolos de purificacién. En
ese momento no se sabia que la bacteriocina LS no es termorresistente por lo cual fue
necesario establecer un protocolo modificado, .el cual utilizaba el sobrenadante para
obtener la bacteriocina.

La precipitacién por salado es uno de los pasos generales cuando se quiere
concentrar una proteina que se encuentra muy diluida. Aun asi era necesario conocer el
porcentaje de sulfato de amonio (sal empleada para la precipitacién} con el que
precipitaba la proteina, el valor ideal encontrado fue del 60 %.

El siguiente paso necesario, consistia en dializar la proteina precipitada con el
fin de eliminar las sales. Para ello se emple6 una membrana con tamaifio de poro de
6000 a 8000 Da y puesto que se encontr6 actividad se infiri6 que la bacteriocina L5 tenia
un peso molecular mayor de 8000 Da.

Posteriormente se pasé la muestra por una columna de gel filtracion adaptada a un
sistema de HPLC. Con esto se aseguraba la separacién de los componentes de la

muestra, basados en su peso molecular con ayuda de la columna de gel filtracién.
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Los resultados encontrados en los cromatogramas revelan varias fracciones importantes
que podrian pertener a la bacteriocina L5. Este seria un paso decisivo en su
purificacién, pero la dnica forma de saber si es que pertenencia o no a la bacteriocina LS
era a través de la medicién directa de la actividad antimicrobiana de las muestras
salidas de la columna. Esto no fue posible, debido tal vez a dos razones, la primera es
que al pasar por la columna de separacién, la bacteriocina se diluyé hasta una
concentracién tal que no era suficiente observar su actividad cuando era ensayada por
la técnica de los pozos de agar; la segunda es que la bacteriocina sea tan sensible a la
manipulacion que su actividad se pierde al permanecer a temperatura ambiente por

periodos de tiempo largos, incluso mayores de 70 min.

Los estudios continuaron con la bacteriocina parcialmente purificada. Se {levé
acabo la caracterizacién de la proteina a factores fisicoquimicos, probéndose el pH y la
temperatura donde su actividad es més eficiente.

Los ensayos realizados a la temperatura de 40 °C sirvieron para definir la  mdxima
termorresistencia de la bacteriocina, la cual fue de 40 °C / 15 min. Para ello se tomd en
cuenta que esta bacteriocina no era termorresistente, por lo cual era necesario pensar en
temperaturas bajas, de refrigeracién y congelacién, donde demostrd ser una buena
candidata para utilizarse como bioconservador pues en condiciones de refrigeracién
{4°C) tiene un tiempo de vida media de 28 dias, mientras que cuando se encuentra

congelada su actividad inhibitoria permanece sin cambio hasta después de 72 dias.

Con las condiciones de producci6n ya establecidas y el protocolo de purificacién
parcial bien delimitados, el siguiente paso consistié en observar cual era el efecto de
esta bacteriocina sobre la cepa sensible 1. Al igual que durante los ensayos de
mortalidad previos, durante este ensayo se observé que la bacteriocina L5 inhibia el
crecimiento de la cepa 1. Incluso, como era de esperarse, la inhibicion fue mayor, lo que
significa que un grado de purifcacién mayor, aumentara la actividad de la bacteriocina

probablemente sobre mas cepas taxonémicamente relacionadas.
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Los resultados encontrados a lo largo de este estudio nos permiten considerar a
la bacteriocina L5 como un posible bioconservador en productos refrigerados, sin
embargo se requiere de pruebas complementarias para conocer su estabilidad en
diferentes productos.

Actualmente se estd realizando un estudio en pescado para estudiar su aplicacién

{Guzman, 5. 1998)
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9. CONCLUSIONES

o Espectro de inhibicion.
La cepa de Lactococcus lactis 5 produce una bacteriocina a la que se le
denominé bacteriocina L5 la cual inhibe el crecimiento de cepas
taxondmicamente relacionadas, tal es el caso de Lactococcus lactis NRRL-B-
2356, Lactococcus factis NRLL-B-633 y Lactococcus lactis subsp. cremoris BM-B-
149.

¢ Optimizacién de la produccion.
Las condiciones 6ptimas de producci6n de la bacteriocina L5 son: medio CGB,
temperatura 30 °C, atmésfera gaseosa de nitrégeno (100 mL/min), pH
controlado a un valor de 5.5, agitacion de 200 r.p.m. y la adicién al medio de

tween80al 1.0 %

o Purificacion parcial de la profeina.
_Durante la purificacién parcial de la bacteriocina L5 se estableci6 que la proteina:
Es excretada por la célula productora al medio de cultivo
No es termorresistente ( 100 °C / 15 min}
Se precipita a concentraciones de sulfato de amonio de 60 %
Tiene un P.M. mayor de 8 KDa pero menor de 300 KDa

No se adsorbe a la membrana de la célula preductora a pH 6.0

» Caracterizacién tiempo / temperafura
Su termorresistencia es hasta 40 °C /15 mina pH = 6.0
Resiste temperaturas de refrigeracién ( 4°C) por 7 dias a pH =6.0 sin perder
actividad y hasta 28 dias con una pérdida de actividad del 53 %
Resiste temperaturas de congelacién (-20°C} por 72 dias a pH= 6.0 sin perder

actividad y hasta 98 dias con una disminucién en la actividad del 70 %
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ANEXOI

<t Formulacion de los medios y soluciones.

El medio de glicerol utilizado para conservar el stock a -70 °C  se prepara
adicionando 30 uL de glicerol esteril a 70 uL de medio de cultivo (Elliker o CGB) que
contenga a la cepa de interés en el inicio de la fase estacionaria. Esta mezcla se guarda
en tubos eppendorf a la temperatura arriba indicada.

Por otra parte, el medio de leche es el ideal para conservar el stock a -20°C, a

continuacién se describe su formulacion.

Medio leche gramos por litro

leche descremada 100
extracto de levadura 5
carbonato de calcio 10
glucosa 10
pH 7

Los medios empleados para el crecimiento de las 5 cepas lacticas usadas en esta

investigacién fueron los siguientes,

Medio Elliker gramos por litro

triptona 20

extracto de levadura 5




NaCl 5
acetato de sodio 1.5
dcido ascérbico 0.5

sacarosa 5
lactosa 5
glucosa 5

agar 15

pH 6.8

Medio CGB gramos por litro

triptona 20
glucosa 10
extracto de levadura 5
citrato de amonio 2
disodio fosfato 2
sulfato de magnesio 0.1
sulfato de manganeso 0.05
tween 80 1mi
pH 7




Las soluciones empleadas para los diferentes ensayos fueron:

Solucién salina

fisiologica
Cloruro de sodio

Agua destilada 1 litro

Buffer de fosfatos 25 mM Un litro
{Buffer Sorensen)
Fosfato monobasico de 342 en 877 mlde agua
sodio destilada

Fosfato dibasico de sodio 1.1 en 123 ml de agua
destilada
Acido fosférico 2% (pH=16)

concentrado




ANEXO II.

¥ Especificacicnes del equipo.

ESPRCIFICACION]

Spectronic instruments 21D

Espectrofotémetro.
Centrifuga. DuPont Instruments RC-5 superspeed refrigerated
centrifuge
Incubadora Control enviromental incubator New Brunswick
Scientific
Balanza analitica Ohaus E400

(HPLO)

pHmetro Beckman model 3500 digital
Fermentador 4 L New Brunswick Scientific
Liofilizadora Freeze dryer 5 Labconco

Equipo de Waters 600S Controller Millipore
Cromatografia Waters 626 pump Millipore
liquida de alta Waters 994 programmable photodiode array detector

resolucién. Columna de filtracién en gel de 60-300 SW




ANEXO I

Tabia de porcentajes de sulfato de amonio para precipitacién por saldo.

Fiasl concentration of ammesium suiphate—2) satusziion a1 0°C

20 a5 EL) 35 40 a3 0 55 60 65 70 15 89 1] 92 93 100
:-: £ solid ammonium sulphate 10 add 10 100 mi of solvlion
';| 0 106 134 164 194 226 3188 291 326 36T 9§ 36 476 516 459 603 650 697
R 29 108 137 166 197 229 262 296 131 36§ 405 464 433 526 3T0 615 662
R [ . O S 109 139 169 200 253 266 2301 337 374 412 452 493 536 5§ 627
Yas 26 540 82 01 150 172 204 2537 2% 306 343 351 4rD 460 503 M7 392
W0 0 37 %5 £3 1t-3 143 173 207 231 276 X 349 387 427 265 512 537
% 25 2 27 $6 84 I1S 146 179 A0 245 280 37 388 95 436 478 522
ER ] o 23 56 86 117 03§ 151 214 249 2ES5 323 361 402 445 4B
35 o 28 57 &7 118 151 183 318 154 291 329 6% 410 353
£0 0 29 s§ §9 120 153 187 222 256 96 35 3T6 4B
A5 0 20 59 S0 23 156 180 226 263 302 32 383
50 0 30 &0 22 125 159 194 230 268 30BN
5 0 3¢ 61 9-3 127 161 197 235 IT3 )
T 50 o 51 §r ¢5 129 164 201 239 279
£ 65 4] 1 63 97 132 168 205 244
£ 0 0 31 &5 99 13 ITL 109
n
= 75 9 32 &6 101 3T 474
50 o 367 103 139
£5 [ i4 68 105
90 . 0 4 70
95 0 >3
<]

Initial
g

Tomado de ELV Harris, 1994



ANEXO IV.

Preparacién y almacenaje de membranas de dialisis

Soluciones

NaHCO3 10rmM
Na2 EDTA 10mM
Etanoi 20-50%

1. Remover el tubo de membrana del rollo y cortar en tamafios necesarios (15-20 cm) con guantes
para evitar contaminaciones por microorganismos.

2. Hervir por varios minutos en solucién NaHCQ, 10mM

3. Hervir por varios minutos en Na,EDTA 10mM. Repetir el proceso de hervir acelera el

tratamiento
4. Lavar varias veces con agua destilada

5. Almacenar a 4°C en etanol 20-50% para evitar el crecimiento de microorganismos
celuloliticos.

« USO DE LAS MEMBRANAS DE DIALISIS

1. Se toma un tubo de membrana de dialisis del etano! y se enjuaga con agua destilada y se
coloca una pinza a uno de los extremos

2. Se lava la membrana con agua destilada, se toma el extremo sin pinza y se tapa, se oprime para

verificar la presencia de agujeros o fugas.
3. Se reemplaza el agua de la membrana con Ia solucion a dializar y se coloca la otra pinza

4. Se sumerge e! tubo de didlisis en un vaso de precipitado con 4 it de tampén fosfatos 25mM a
pH 6 y dializar con agitacién lenta a 4°C



ANEXOQ V

Esquema del fermentador New Brunswick de 4 L

GAs Comstni
m"u 3 Te MTEE/AuEs
20°C.
. 1 .
[~ [T
‘bpoA 7
pH 55 ;
3 Tubo para la
3 muestra
NaGH = esters
15N )
200

e,



ANEXO VL
CALCULO DEL PESO MOLECULAR APARENTE.

Fl peso molecular aparente es calculado a parﬁr de estindares de proteinas
procesados en un equipo de HPLC waters modelo 626 LC acoplado a un detector UV-
VIS de arreglo de diodos modelo 996, integrados a un software Millenium 2010. Se
utiliz6 una columna de filtracién en gel de 300 SW (8.0 X 300 mm). Las condiciones bajo
las cuales se analizaron los estindares fueron las mismas bajo las cuales se analizaron

las muestras problema.

Los estandares utilizados fueron:

ESTANDARES PESO MOLECULAR (Da).
Albdamina sérica bovina 67 000
QOvoalbimina 43 000
Quimotripsinégeno ’ 25000
Ribonucleasa A 13700

Tomando en cuenta las siguientes condiciones se calcul6 el Kav de cada estandar.

Volumen iniciat ; Vo= 5.669 ml

Volumen total; Vi= Xml

Volumen de elucién; V.= velocidad de flujo {ml) x tiempo de retencién
Kav = Vg -V,



Caon estos datos se construy6 una gréfica de pesos moleculares aparentes.

0.5

Kav

0.4 4

03+

0.1 -

PESO MOLECULAR APARENTE

—
i —e—Kav i

0

10000

20000 30000 40000 50000 70000 80000
Peso Molecular (Da)

Los pesos moleculares aparentes de las muestas que contenian la bacteriocina se

calcularon con la ecuacién de la recta.
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