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1. Resumen

El queso Cotija es un alimento artesanal elaborado con leche bronca y sin la
adicién intencional de cultivos iniciadores, sin embargo después de tres meses de
maduracion, su calidad microbioldgica es aceptable. Esto es debido en parte a que
durante su maduracion se ven modificados factores fisicoquimicos como la
actividad acuosa (la cual disminuye por la pérdida de humedad), el pH y la acidez
(influenciados por el crecimiento de bacterias acido lacticas). Ademas, algunas
cepas de bacterias &cido lacticas de los géneros Lactobacillus y Enterococcus
presentes en el producto son capaces de producir compuestos extracelulares de

naturaleza proteinica que contribuyen al efecto antibacteriano.

El objetivo de este trabajo fue la identificacién y caracterizacion de las proteinas
con actividad antibacteriana. Estas proteinas fueron purificadas parcialmente
precipitando con sulfato de amonio y acido tricloroacético. Por migracion
electroforética y zimogramas se identific6 su peso molecular aproximado y su
actividad contra microorganismos indicadores como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Micrococcus lysodeikticus. Ademas, para comprobar su
naturaleza proteinica, fueron tratadas con enzimas proteoliticas que fueron
capaces de degradarlas y de hacer que perdieran su actividad. También, fueron
tratadas con distintos agentes reductores; sin embargo, no se observo efecto de la
fuerza reductora sobre la actividad antibacteriana, que pudiera indicar la presencia

de puentes disulfuro en su estructura de importancia en la capacidad catalitica.

Algunas bandas que presentaron actividad en el zimograma fueron seleccionadas

para su secuenciacion, con lo que se pudo determinar su identidad.

Lactobacillus paracasei 2 fue capaz de producir dos muramidasas de 103 kDa,
que presuntamente se encuentran glicosiladas con cadenas de manosa y son
activas contra los tres microorganismos indicadores. También, produjo una
proteina de 76 kDa con una regibn muy conservada perteneciente a la
superfamilia SCP; dicha familia presenta actividad inhibitoria mediante la

degradacion de la pared celular de bacterias e incluso de hongos.



De Enterococcus faecalis se identificé una proteina de 87 kDa con una region
perteneciente a una familia de dominios muy conservada, denominada NplC/P60,
gue debe su actividad antibacteriana a su accién como peptidasa de pared celular.

Esta proteina también se encuentra glicosilada con cadenas de manosa.



2. Introduccion
2.1. Queso Cotija

El queso Cotija se elabora de manera artesanal desde hace méas de 400 afios. Es
un queso de gran formato pues se produce en voluminosas piezas cilindricas de
22 kg en promedio, de pasta firme, prensada y friable. Es nombrado asi por la
ciudad de Cotijja de la Paz en el estado de Michoacan, donde se ha
comercializado tradicionalmente. La zona de donde es originario esta ubicada en

la sierra Jalmich, entre los estados de Jalisco y de Michoacéan.

Esta region se ha caracterizado fundamentalmente por su poblacion escasa y
dispersa en ranchos aislados, dedicados a la explotacion ganadera con
produccion estacional de queso, asociada al cultivo itinerante de maiz de

temporal.

El queso Cotija se produce a partir de leche entera y bronca que proviene de
ganado cebu o criollo que se alimenta en pastoreo libre. Las vacas son ordefiadas
para la produccion de queso durante los meses de lluvia (julio a octubre). Cabe
destacar que la zona donde se produce el queso artesanal es una region libre de

brucelosis y tuberculosis.

De manera general, el proceso de elaboracion del queso es el siguiente (Alvarez-
Barajas et al, 2005):

La ordefia se lleva a cabo manualmente. La leche recién ordefiada del dia se hace
pasar por cedazos limpios para retener cualquier materia extrafia, antes de su uso.
La leche no sufre algan tratamiento térmico, como la pasteurizacion, que permita

eliminar microorganismos patégenos o de descomposicion.

La leche obtenida se deja reposar para que baje un poco la temperatura, de 37°C
hasta 30 a 32°C. Una vez que la leche alcanza la temperatura éptima para ser
cuajada, se le incorpora el cuajo mezclandolo rapidamente, pudiendo

acompanfarse de una parte de la sal total afadida, segun la costumbre. Se utiliza



cuajo natural de rumiantes jovenes, no microbiano. Se afiaden 10 mL de cuajo por

cada 100 L de leche. La sal debe ser de mar (de grano).

La consistencia de la cuajada se prueba cruzandola con cuchara y, una vez
alcanzado el punto deseado, que debe ser firme a la vista y al tacto, se corta hasta

obtener grumos equivalentes en tamafio a un grano de maiz.

Se deja reposar hasta que la cuajada cortada se asiente en el fondo del recipiente.
Es posible ayudarle a bajar o “asentar” de manera manual o ejerciendo sobre ella
presion descendente. Se desuera manualmente o por drenado y se deja escurrir

€en una artesa.

Posteriormente, se sala con sal de mar (generalmente proveniente del estado de
Colima), se agrega entre un 4 y 6% de sal, sin embargo la dosificacion no es
exacta. Se amasa manualmente procurando que la distribucién de sal sea pareja y
se vacia dentro de un molde fajado y cubierto internamente con una manta de
fibras de maguey o ixtle. La masa también se puede dejar reposar sobre la artesa
para que al dia siguiente se incorpore otra porcion y asi tener la cantidad
adecuada para llenar el molde que le confiere la forma y volumen que daran lugar

a las piezas de presentacion tradicional cilindrica de alrededor de 20 kg.

Al quedar perfectamente abrazada o fajada la cuajada, se procede a prensar por
18 a 24 h. La pasta ya prensada se mantiene fajada para que no pierda su forma,
se voltea sobre su cara diariamente hasta que deja de escurrir suero (hasta que se
“orea”), durante 15 dias o hasta que adquiera la firmeza necesaria para que cada

pieza pueda ser manipulada.

El queso se desfaja pero se continda con la rutina de voltearlo periodicamente
durante los primeros tres meses. Durante este periodo, el queso se limpia o “soba”

con un trapo limpio, suave pero que no desprenda hilos 0 materia extrana.

El queso Cotija, cuando es el auténtico madurado, tiene un minimo de tres meses
de vida dentro del lugar que se produce antes de ser comercializado,

considerando el inicio de su vida a partir del retiro de la prensa; por lo que
4



desarrolla aromas, olores y sabores caracteristicos intensos (Alvarez-Barajas et
al, 2005; Cervantes et al, 2008; Bravo, 2008). Estos sabores y olores
caracteristicos son debidos a la modificacion de factores fisicoquimicos (como la

actividad acuosa) y al crecimiento de bacterias acido lacticas.

2.2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se definen como cocos o bacilos Gram
positivos, no esporulados, catalasa negativos, anaerobios facultativos, que
producen acido lactico como producto final mayoritario por la fermentacion de

carbohidratos.

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella (Salminen et al, 2004).

Existen dos vias principales de fermentacién de azlucares por las BAL. La glicdlisis
(via Embden-Meyerhof-Parnas) genera exclusivamente acido lactico como
producto final; este tipo de metabolismo es conocido como fermentacion
homoléactica. La via del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (o via de las pentosas
fosfato) genera otros productos finales en cantidades significativas como etanol,
acetato y CO,, ademas del acido lactico, este tipo de metabolismo es conocido
como fermentacién heterofermentativa (Salminen et al, 2004). Hay un grupo de
BAL que son capaces de usar las dos vias, sin embargo, prefieren la via

homofermentativa en presencia de hexosas.

Las BAL tienen muchas aplicaciones en la produccion de alimentos fermentados y
bebidas, pero la mas importante es su uso como cultivos iniciadores en la
produccion de varios alimentos lacteos fermentados (Savijoki et al, 2006). Las BAL
son de gran importancia en la manufacturacion, maduracién y propiedades

organolépticas de los quesos:



e La fermentacion de los azucares lleva a un descenso en el pH, importante
en el fenomeno de la coagulaciéon y en la reduccién o prevencion del

crecimiento de microbiota acomparfante.

e Participan en la hidrélisis de proteinas, contribuyendo a la textura y sabor
final de diferentes productos fermentados.

e Sintetizan compuestos que dan sabor y aroma, como acidos organicos,

acetaldehido, diacetilo, acetoina, etc.

e Sintetizan agentes texturizantes, los cuales aportan consistencia al

producto.

¢ Producen componentes inhibitorios de otros microorganismos (Salminen et
al, 2004).

2.3. Compuestos inhibitorios producidos por bacterias acido lacticas

La capacidad que tienen las BAL para producir sustancias antibacterianas ha sido
utilizada histéricamente para la conservacion de alimentos, incluso antes del
conocimiento de su existencia. En una fermentacion las BAL reducen la cantidad
de carbohidratos disponibles y producen una variedad de moléculas organicas de
bajo peso molecular que presentan actividad antimicrobiana (pueden inhibir
bacterias, hongos y/o levaduras; Salminen et al, 2004). Producen acido lactico y
acético como productos finales de la fermentacién, causando una reduccion en el
pH, pero también producen otras sustancias como peroxido de hidrégeno, acido

propionico, diacetilo, etc. (Magnusson, 2003).

2.3.1 Acidos orgéanicos

El acido lactico es el metabolito que producen en mayor cantidad las BAL. Se ha

observado que los acidos débiles tienen una mayor actividad antibacteriana a bajo
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pH que a valores neutros. La forma no disociada es la forma toxica de la molécula,
ya que ésta difunde a través de la membrana celular por ser liposoluble y, una vez
dentro, dependiendo del pH intracelular, puede disociarse en mayor o menor
medida liberando iones H* que acidifican el citoplasma. Ademas del efecto del pH,
la forma no disociada de la molécula contribuye al efecto antibacteriano mediante
el colapso del gradiente electroquimico de protones, causando bacteriostasis y la
eventual muerte de la bacteria susceptible. El efecto es mas pronunciado a valores
de pH por debajo del pK, del 4cido, ya que una mayor proporcion de éste esta en

su forma no disociada.

Las BAL heterofermentativas también producen acido acético y propionico. Estos
acidos tienen un efecto antibacteriano mas fuerte, lo que puede explicarse en
parte por su alto valor de pK, comparado con el del &cido lactico. El &cido
propionico tiene un valor de pK, de 4.87, el acido acético de 4.75 y el acido lactico
presenta un valor de 3.08. Asi, por ejemplo, a pH 4, el porcentaje que permanece
en su forma no disociada de estos acidos es: del acido lactico, solo el 11%; del
acido acético, 85% y del acido propidnico, el 92%. Cuando estan presentes en una
mezcla, el acido lactico contribuye mayormente a la reduccion del pH, mientras
que el propidnico y el acético, los cuales se encuentran en la forma no disociada,

causan el efecto inhibitorio (Magnusson, 2003 y Salminen, 2004).

2.3.2 Per6xido de hidrogeno

En presencia de oxigeno, la mayoria de las BAL son capaces de generar perdxido
de hidrégeno (H20,), a través de la accion de las flavoprotein oxidasas, NADH
oxidasas y superéxido dismutasas. El peroxido de hidrégeno se excreta y se
acumula, ya que no producen catalasa, sin embargo, no se acumula en cantidades
significativas, pues es descompuesto por la accién de peroxidasas, flavoproteinas
y pseudocatalasas. El efecto antibacteriano del peréxido de hidrogeno se atribuye
a su efecto fuertemente oxidante sobre la pared celular y la destruccion de

estructuras moleculares de proteinas celulares. Su efecto puede incrementarse
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por la presencia de lactoperoxidasa y tiocianato (SCN’). La lactoperoxidasa
cataliza la oxidaciéon del tiocianato por el peréxido de hidrégeno, generando
hipotiocianato (OSCN), incluso O,SCN" y O3SCN'. Las membranas de las
bacterias sufren dafos estructurales al exponerse al OSCN’; sin embargo, el
mayor efecto se da por el bloqueo de la glucdlisis, ya que inhibe el transporte de
glucosa, la actividad de la hexocinasa y de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. La actividad contra bacterias Gram positivas es bacteriostatica,
mientras que a las Gram negativas las mata rapidamente (Magnusson, 2003 y
Salminen, 2004).

2.3.3 Di6xido de carbono

El dioxido de carbono (CO,) se forma durante la fermentacién heterolactica de las
hexosas. El didéxido de carbono tiene un doble efecto antibacteriano. Su formacion
crea un ambiente anaerobico y, ademas, como tal tiene actividad antibacteriana,
ya que puede inhibir las descarboxilaciones enzimaticas y su acumulacién en la
bicapa lipidica causa una disfuncion en la permeabilidad de la membrana
(Salminen, 2004).

2.3.4 Diacetilo

El citrato puede convertirse en diacetilo (2,3-butanodiona) (Figura 1) via piruvato.
El diacetilo es responsable del aroma caracteristico asociado a la mantequilla. Su
actividad antibacteriana es mas efectiva a valores de pH menores a 7. Es mas
efectivo contra bacterias Gram negativas que contra las Gram positivas. El
diacetilo reacciona con la proteina de unidn a arginina que se acopla al
transportador de tipo ABC, por lo que la célula no puede transportar arginina a su
interior, interfiriendo con la utilizacibn de este aminoacido. Sin embargo, las

cantidades necesarias para que se presente la actividad antibacteriana son tan



altas que afectaria draméaticamente el sabor y aroma de los productos
(Magnusson, 2003 y Salminen, 2004).

Figura 1. Estructura de 2,3-butanodiona o diacetilo

2.3.5 Compuestos inhibitorios de bajo peso molecular

Se han encontrado muchos compuestos de bajo peso molecular con actividad
inhibitoria contra bacterias, hongos y levaduras producidos por BAL. Estos
compuestos tienen propiedades importantes: a) son activos a bajos valores de pH,
b) son termoestables y c) presentan un amplio espectro de actividad inhibitoria de

microorganismos. Algunos de esos compuestos son:

2.3.5.1 Reuterina

La reuterina o 3-hidroxipropanal (Figura 2) es una sustancia con actividad
anitbacteriana de amplio espectro; se reportdé por primera vez en Lactobacillus
reuteri, dicho compuesto es producido por la célula cuando es crecida en una

mezcla de glucosa y glicerol o gliceraldehido en condiciones anaerobias.

H»C
H,¢— OH

Figura 2. Estructura de la reuterina o 3-hidroxipropanal



La reuterina tiene actividad antibacterial, antifingica, antiprotozoaria y antiviral. No
se ha reportado un posible efecto negativo contra humanos, aunque se ha
observado que la reuterina es capaz de enlazar tejidos biologicos en una forma
similar al glutaraldehido, debido a su capacidad de establecer puentes de
entrecruzamiento con proteinas. En solucion acuosa, la reuterina se puede
encontrar en forma dimérica, dando lugar a un dialdehido, que puede enlazar a los
grupos amino de las proteinas, especificamente los grupos aldehido reaccionan
con el grupo amino de la lisina ubicada en proteinas adyacentes originando los
puentes de entrecruzamiento. Las mismas BAL son sensibles a la reuterina, pero

son mas resistentes que los demas microorganismos.

Su amplio espectro puede explicarse por su mecanismo de accién. Actda en
contra de enzimas con grupos sulfidrilo y proteinas como la actina, que forma el
citoesqueleto, la GSH-reductasa y las ATPasas transportadoras de Ca®*" de la
membrana plasmatica y el reticulo endoplasmico. La inactivacion de estas
enzimas da lugar a un aumento mantenido de Ca*' celular (al igual que el
incremento de la permeabilidad de la membrana), lo que compromete la viabilidad
celular. Es inhibidor de la subunidad de union a sustrato de ribonucledtido
reductasas, por lo que interviene en la sintesis de ADN (Urbina et al, 1997;
Magnusson, 2003; Salminen, 2004; Rang et al, 2008).

2.3.5.2 Reutericiclina

La reutericiclina (Figura 3) es un compuesto que inhibe el crecimiento de bacterias
Gram positivas. Tiene un peso molecular de 349 Da y es anfifilica, posee una
region que esta cargada negativamente y otra que es altamente hidrofébica. Su
actividad inhibitoria se incrementa dramaticamente a altas concentraciones de sal
(2%) y pH bajo (4.5). La reutericiclina funciona como un ionéforo; se distribuye
dentro de la membrana citoplasmatica, debido a su parte hidrofébica, y disipa
selectivamente el gradiente de pH transmembranal (Ganzle, 2004; Salminen,
2004).
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Figura 3. Estructura de la reutericiclina

2.3.5.3 Acido 2-pirrolidona-5-carboxilico

El acido piroglutamico o PCA (Figura 4) es estable al calor (121°C, 20 min), pero
pierde su actividad cuando el pH se incrementa por arriba de 2.5. Su mecanismo

de accion antibacteriana es similar al de los acidos organicos (Salminen, 2004).

oA

N~ ““c—0OH
H I
o)

Figura 4. Estructura del acido 2-pirrolidona-5-carboxilico (PCA)

2.3.6 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antibacterianos de bajo peso molecular,
sintetizadas en los ribosomas, estables al calor, producidas por bacterias y que
son activas contra otras bacterias, en ocasiones de la misma especie (espectro

reducido), o de diferente género (de amplio espectro) (Cotter et al, 2005).

En general, las bacteriocinas producidas por las BAL son péptidos pequefios,
cationicos, con tendencia a adoptar estructuras helicoidales anfifilicas (Nes et al,
1996).
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Muchas de las bacteriocinas producidas por las BAL son activas s6lo contra otras
BAL, pero otras muestran una actividad contra muchas bacterias Gram positivas y,
ocasionalmente, contra bacterias Gram negativas. La regién C-terminal es
determinante en la especificidad de las células blanco, ya que en esta region es
donde principalmente se da la formacion de puentes disulfuro, proporcionando la

conformacion final (Eijsink et al, 1998).

Klaenhammer, en 1993, clasificé las bacteriocinas de las BAL en cuatro grandes
grupos. La clase | incluye los lantibidticos, los cuales son pequefios péptidos de <5
kDa que contienen los residuos inusuales lantionina y B-metil lantionina. La
lantionina se forma cuando una serina deshidratada enzimaticamente, se
condensa con el grupo sulfidrilo de una cisteina vecina. Cuando la union se da
entre treonina y cisteina, el residuo que se forma es la B-metil lantionina. Un
ejemplo de la clase | es la nisina. Esta bacteriocina es producida por Lactococcus
lactis subsp. lactis y tiene un peso molecular de 3.5 kDa, es considerada un aditivo
tipo GRAS, por lo que esta permitido su uso en alimentos como conservador en
aproximadamente 50 paises. La marca mas usada es Nisaplin (Danisco); es una
preparacion que contiene 2.5% de nisina con NaCl (77.5%) y leche en polvo
descremada (12% de proteina y 6% de carbohidratos) (Cotter et al, 2005;
Barboza-Corona et al, 2007). La clase Il incluye los péptidos pequefios que no
contienen lantionina y es un grupo heterogéneo que incluye péptidos de <10 kDa.
La clase lll incluye proteinas grandes termolabiles de >30 kDa. La clase IV son
proteinas complejas que contienen fracciones adicionales, como lipidos y

carbohidratos.

Una clasificacion mas reciente fue hecha por Cotter y colaboradores en el 2005,
esta clasificacion comprende 3 clases (Figura 5). La clase | que incluye a los
lantibidticos, que son pequefios péptidos de entre 19 y 38 aminoacidos de
longitud, los cuales pueden actuar de dos formas: se pueden enlazar al lipido II, el
mayor transportador de subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared

celular, lo que evita la sintesis correcta de la pared, con la consecuente muerte
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celular. Ademas, pueden usar al lipido Il como molécula de acoplamiento para
insertarse en la membrana e iniciar la formacién de poros, lo que lleva a una
rapida muerte. La clase Il, o bacteriocinas que no contienen lantionina, son
péptidos termoestables pequefios (menos de 10 kDa), inducen la permeabilizacion
de la membrana y la salida de moléculas del interior de la bacteria. Y la clase Il
son bacteriolisinas o proteinas bacterioliticas, son termolédbiles y su modo de

accion es mediante la lisis de la pared celular.

Figura 5. Modo de accién de las bacterias acido lacticas (Adaptado de Cotter, 2005)

2.3.7 BLIS (Bacteriocin Like Inhibitor Substances)

Este término es aplicado a sustancias antimicrobianas de naturaleza proteinica,
las cuales no estan completamente definidas o cumplen con los criterios de la
definicion de bacteriocinas. Las BLIS por lo general tienen un espectro mas amplio

de actividad que las propias bacteriocinas, ya que son capaces de inhibir el
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crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como hongos y

levaduras (Atanassova et al, 2003).

2.3.8 Peptidoglucano hidrolasas (PGH)

La autolisis de las bacterias es el resultado de la degradacion enzimatica del
peptidoglucano de la pared celular por peptidoglucano hidrolasas (PGHS)
enddgenas, llamadas autolisinas. Las PGHs bacterianas participan ademas en un
gran numero de funciones celulares diferentes como son: la regulacion del
crecimiento de la pared celular, el intercambio de peptidoglucano durante el
crecimiento y la separacion de las células hijas durante la division celular. La
autolisis de las BAL es de especial interés con respecto a su uso como cultivos
iniciadores en productos lacteos fermentados. La lisis de las BAL es considerado
un parametro para controlar y acelerar la maduracion de quesos, ademas, las BAL
producen enzimas intracelulares (peptidasas, lipasas y enzimas del catabolismo
de aminoacidos), las cuales juegan un papel importante en el desarrollo del sabor

del queso durante su maduracion (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Vollmer et al,

2008).

Las bacterias producen PGHs que son capaces de hidrolizar enlaces del
peptidoglucano en su propia pared celular o de otras bacterias. En bacterias Gram
positivas, el peptidoglucano constituye una fuerte red tridimensional que rodea a la
célula. Es un polimero comprimido de cadenas de glicano (se alternan residuos de
acido N-acetil muramico y N-acetil glucosamina) enlazados por péptidos de
cadena corta (Figura 6). Dependiendo del enlace que son capaces de hidrolizar,
las PGHs tienen diferente especificidad y se clasifican en: glucosaminidasas,
muramidasas, amidasas y endopeptidasas. Como las autolisinas son peligrosas
para la integridad de la célula, su expresion o actividad debe estar bien regulada.
Hay algunas especies de BAL llevan en su genoma uno o varios profagos en
estado lisogénico que codifican endolisinas con actividad de PGH. La induccién

del profago puede ser causada por un agente mutagénico o por estrés ambiental
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(por ejemplo, choque térmico). Una vez producida la PGH, su regulacion se lleva a

cabo por algunas proteasas asociadas a la pared celular que disminuyen

drasticamente su capacidad autolitica (Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

I Glucosaminicdasa I l Muramidasa l

1

— GlcNACc—MurNAc — GIicNAc—

.." |
o’ L-Ala
.
D-iGlu (n+H2)
1
I Endopeptidasa | /’L-Lys—D-Asp—D-Ala
— | (NH2) |
(D-Ala) L-Lys
Carboxipeptidasa | | | B
I ] (D-Ala) D-iGlu (-N2)

|
L-Ala

|
— GIcNAC—MurNAc — GlcNAc —

Figura 6. Estructura del peptidoglucano y especificidad de hidrdlisis de enlaces de

las peptidoglucano hidrolasas (adaptado de Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

2.4. Purificacion de proteinas

Cuando se desea investigar una nueva proteina o enzima, es necesario encontrar
las condiciones optimas de su produccion. Para poder estudiarlas en detalle, es
necesario tener una preparacion pura de la proteina en cuestion, poder separarla
de las miles de proteinas que puede contener una célula. Los métodos clasicos de
separaciéon de proteinas aprovechan las distintas propiedades de éstas, como son

el tamafo, carga e interacciones.

La purificacion de una proteina requiere de una estrategia inteligente en la
seleccién y combinacion de técnicas basadas en el conocimiento de la proteina de
interés. No existe un esquema de purificacién que permita purificar todo tipo de
proteinas.
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Los principales problemas encontrados durante la separacion de proteinas son
generalmente la desnaturalizacion, protedlisis y contaminacion, de aqui la
conveniencia de que al menos los primeros pasos de preparacion sean realizados
rapidamente y a la menor temperatura posible. Sin embargo, no siempre es
posible mantener una temperatura suficientemente baja a lo largo de todo el
proceso y en ocasiones puede ser no necesario o0 inconveniente. Por lo que la

temperatura es un parametro que debe ser optimizado.

La fuente de una proteina es generalmente tejido o células de microorganismos. El
primer paso es saber si la proteina es extracelular o intracelular. Si se encuentra
en el interior, se procede a romper las células y liberar las proteinas en una
solucién conocida como extracto crudo. Si es necesario, puede ser empleada una
centrifugacion diferencial para obtener fracciones de organelos especificos. Si es
extracelular, se deben separar las células. La técnica mas empleada es la
centrifugacion, aunque una filtracion podria ser util, sobre todo en técnicas a gran

escala.

Una vez que se tiene listo el extracto, se somete a tratamientos que permitan
separar proteinas en diferentes fracciones. En los primeros pasos de purificacion
puede utilizarse la precipitacion; los métodos de precipitacion de proteinas se
basan en la disminucion de la solubilidad, desnaturalizacion selectiva y
precipitacion por afinidad. De tal modo que la precipitacion proteinica puede ser
realizada por la adicion de sales, solventes o polimeros organicos, por
alteraciones de pH y temperatura o por la adicion de ligandos.

La solubilidad de las proteinas se reduce generalmente a altas concentraciones de
sal; cuando una sal es adicionada al sistema, el agua solvata los iones de sal y a
medida que la concentracion salina aumenta, el agua que rodea a la proteina es
secuestrada, exponiendo eventualmente las porciones hidrofébicas. Es entonces
cuando los segmentos hidrofébicos de una molécula proteica pueden interactuar
con los de otra, resultando en la agregacion de éstas. Por lo que las proteinas con

largos segmentos hidrofobicos tienden a agregarse y precipitar antes que aquellas

16



con pequefios o pocos segmentos hidrofébicos. La precipitacion ocurre por la
neutralizacion de cargas de la superficie por la sal, por la reduccion de la actividad
guimica de la proteina y por la disminucion efectiva de la concentracién de agua,
este efecto es conocido como “salting out”. La adicion de ciertas sales en la
cantidad correcta puede precipitar selectivamente algunas proteinas, mientras que
otras permanecen en solucion. ElI sulfato de amonio ((NH4).SO,) es
particularmente efectivo y es regularmente usado para precipitar proteinas. Las
proteinas precipitadas pueden ser removidas de las que permanecen solubles
mediante una centrifugacion a baja velocidad. Las cantidades residuales de sulfato
de amonio pueden interferir con otras mediciones y métodos de purificacion y tiene
que ser removido posteriormente (Prado-Barragan et al, 1999; Nelson y Cox,
2008).

También, es posible utilizar TCA (acido tricloroacético) para la precipitacion de
proteinas. Es un método popular en la preparacion de muestras para ensayos
posteriores como electroforesis (se comentard mas adelante) porque puede
concentrar la muestra, es efectivo para remover sales, polisacaridos y muchos
detergentes (como el SDS) de las proteinas (Matsudaira, 1993; Nandakumar et al,
2002). Los residuos de TCA deben ser removidos con lavados exhaustivos con

acetona o etanol.

Las proteinas se pueden separar de moléculas pequefias mediante la didlisis a
través de una membrana semipermeable, como puede serlo una membrana
porosa de celulosa. Las moléculas de dimensiones significativamente mayores
que el diametro del poro se retienen dentro de la bolsa de dialisis, mientras que las
moléculas mas pequefias y los iones atraviesan los poros de esta membrana y
pasan al dializado. Esta técnica es util para retirar las sales u otras moléculas
pequefias como el sulfato de amonio después de una precipitacion (Berg et al,
2008).

Otra técnica que emplea membranas de celulosa para llevar a cabo la separacion

selectiva de las moléculas de interés es la ultrafiltracion. Esta técnica involucra la
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separacion de componentes de liquidos o gases aplicando una fuerza (presion)
sobre el fluido a través membranas semipermeables. Los componentes que son
mas pequefios que los poros de la membrana pasan a través de ella y los mas
grandes son retenidos. La ultrafiltracion tiene un umbral de exclusion en el rango
de 1 a 200 kDa y aproximadamente un tamafo de poro de 1 a 100 nm. Se lleva a
cabo a presiones entre 1y 3 kg/cm?>. Permite el paso de sales y otros compuestos

como los azucares (Prado-Barragan et al, 1999).

Uno de los métodos de utilidad general para la separacién de proteinas es la
cromatografia, la cual aprovecha las diferencias en carga, tamafo, afinidad de
enlaces y otras propiedades para separar pequeiias moléculas como azucares y
aminoacidos. Un material poroso soélido con propiedades quimicas apropiadas
(fase estacionaria) se sostiene en una columna, y una solucién amortiguada (fase
movil) pasa a través de ésta. La solucidn que contiene las proteinas se vierte por
la parte superior de la columna y pasa a través de la matriz sélida. Las proteinas
migran mas rapido o mas lento a través de la columna dependiendo de su

interaccioén con la fase estacionaria.

Hay diferentes tipos de matrices para cromatografia. Las de intercambio i6nico
estan llenas de pequefias esferas que contienen cargas positivas o negativas, de
modo que las proteinas se separan en funcion de la disposicion de cargas de la
superficie. Las columnas hidrofobicas estan llenas de esferas con cadenas
laterales hidrofébicas que sobresalen de ellas, de modo que las proteinas que
tengan regiones hidrofébicas al descubierto quedan retardadas en su transito por
la columna. Las columnas de filtracion en gel, que separan proteinas en funcion de
su tamafo, contienen diminutas esferas porosas: a medida que van descendiendo
por la columna, las moléculas suficientemente pequefias para penetrar en los
poros pasan sucesivamente por el interior de estas esferas, mientras que las
moléculas mas grandes permanecen en la solucién fluyendo entre las esferas, y

por lo tanto eluyen mas rapidamente a traves de la columna y salen primero.
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Un procedimiento mas eficiente, conocido como cromatografia de afinidad, utiliza
interacciones de enlace, importantes desde el punto de vista bioldgico, que se
producen en la superficie de las proteinas. Por ejemplo, si un sustrato enzimatico
se acopla covalentemente a una matriz inerte, como pueden ser pequefias esferas
de un polisacérido, la enzima especifica de este sustrato fijado a la columna sera
retenida en la matriz y podré ser eluida en forma casi pura. También, se pueden
acoplar anticuerpos especificos a una matriz para purificar moléculas proteicas
reconocidas por los anticuerpos. Debido a la alta especificidad de estas columnas
de afinidad, algunas veces se pueden conseguir, en un solo paso, purificaciones
del orden de 1000 a 10000 veces.

La resolucion de las columnas convencionales de cromatografia esta limitada por
la falta de homogeneidad de las matrices, la cual genera un flujo desigual de los
disolventes a través de la columna. Se han desarrollado nuevas resinas
cromatograficas en forma de diminutas esferas (de 3 a 10 um de diametro) que
pueden ser empaquetadas mediante un aparato especial formando un lecho
uniforme en la columna. Con estas columnas de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC, de High Performance Liquid Chromatography) se alcanza un
alto grado de separaciéon. Como las columnas de HPLC contienen particulas
empaquetadas de forma muy compacta, la velocidad de flujo a través de ellas es

practicamente nula a menos que se apliquen altas presiones (Alberts et al, 2002).

Otra importante técnica para la separacion de proteinas esta basada en la
migracion de particulas cargadas en un campo eléctrico. Este proceso es llamado
electroforesis. Este procedimiento no se usa generalmente para purificar grandes
cantidades de proteinas, sin embargo es bastante (til para métodos analiticos.
Una de sus ventajas es que permite visualizar las proteinas separadas y asi
estimar rapidamente el namero de proteinas diferentes en una mezcla o el grado
de pureza en una preparacion. Ademas, permite determinar algunas propiedades
importantes como su punto isoeléctrico y su peso molecular aproximado. La

electroforesis de proteinas generalmente se lleva a cabo en geles hechos con
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polimeros entrecruzados, que funcionan como un tamiz molecular, diferenciando

la migracién de las proteinas de acuerdo a su tamafio y forma (Nelson y Cox,

2008).

Existen varios soportes como el almiddn, la poliacrilamida y el acetato de celulosa.

Uno de los soportes mas populares es la poliacrilamida. Este soporte se forma por

la polimerizacion vinilica de monomeros de acrilamida y el entrecruzamiento de

cadenas largas de poliacrilamida por el co-mondémero N,N’-metilen-bisacrilamida

en condiciones anaerdbicas con la presencia de catalizadores como persulfato de

amonio y N,N,N’,N’-tetrametiletiiendiamina, o 3-dimetilaminopropionitrilo. Las

principales ventajas de los geles de poliacrilamida son las siguientes:

1.

La composicion del gel puede ser modificada de una forma controlada para
lograr una mejor separacion de las isoenzimas optimizando el tamizado

molecular.
La matriz del gel es altamente homogénea.

El gel es claro y puede ser utilizado directamente para la cuantificacion de
actividad enzimética de bandas por densitometria.

Los resultados obtenidos con los geles de poliacrilamida son altamente
reproducibles.

El uso de este soporte permite la deteccion de enzimas después de la

electroforesis de muestras muy diluidas.

El sistema de los geles desnaturalizantes SDS-poliacrilamida es el Unico
medio electroforético adecuado para el analisis de muchas enzimas
insolubles en agua que pueden ser renaturalizadas después de

tratamientos apropiados.

Con este soporte se pueden obtener las bandas de proteinas mas nitidas.
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8. Los geles de poliacrilamida son rigidos, lo que es conveniente para su

manipulacion.

Los geles de poliacrilamida son reconocidos como el mejor medio para la
separaciéon de proteinas. Sin embargo, esto no siempre es cierto en el caso de las

enzimas, ya que presenta algunas desventajas.

La mas critica es la formacion de isoenzimas secundarias no genéticas como
resultado de la accion de persulfato residual que no reaccioné al polimerizar el gel.
Es un agente oxidante, el cual puede causar modificaciones estructurales en las

enzimas o la pérdida de su actividad catalitica.

Ademas, la acrilamida y la bisacrilamida son altamente toxicas. Incluso soluciones
muy diluidas de estos compuestos pueden causar irritacion en la piel y disturbios
en el sistema nervioso central. Sin embargo, el gel polimerizado es relativamente

no toxico y puede ser manipulado de manera segura (Manchenko, 1994).

Un método electroforético comunmente usado en la determinacion de la pureza y
peso molecular hace uso del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS). Este
método es llamado SDS-PAGE por sus siglas en inglés (Sodium Dodecyl Sulfate —
Polyacrylamide Gel Electrophoresis o electroforesis en gel de poliacrilamida —
SDS). El SDS se enlaza a la mayoria de las proteinas en cantidades
proporcionales a sus pesos moleculares, aproximadamente una molécula de SDS
por cada dos amino&cidos. La union del SDS contribuye a proporcionar a la
proteina una carga neta altamente negativa, confiriendo a cada proteina una
relacion carga-masa similar. Ademas, la union del SDS desnaturaliza parcialmente
a las proteinas, por lo que asumen una forma similar. La electroforesis en la
presencia de SDS separa a las proteinas exclusivamente con base en su masa
(peso molecular), donde los polipéptidos pequefios migran mas rapidamente.
Después de la electroforesis, las proteinas se pueden visualizar por la adicion de
un colorante, como puede ser el azul de Coomasie, el cual se une a las proteinas

y no al gel (Nelson y Cox, 2008).
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Sin embargo, los sistemas tradicionales SDS-PAGE tienen un poder de resolucion
muy pobre por debajo de los 10 kDa. Por ejemplo el limite de separacién en el
sistema tradicional de Laemmli (1970), es superior a los 20 kDa, por debajo de

estos las proteinas son separadas parcialmente o no se pueden separar.

En cambio, existe un método que da una resolucion mayor, especialmente en el
rango de 5 a 30 kDa, que esta basado en la introduccidon de Tricina como ion

acarreador.

La separacion de proteinas pequefias en presencia de SDS es dificil, porque los
péptidos pequefios pueden formar complejos de proteina y detergente del mismo

tamafio y carga.

La glicina (pKa 9.6) y la tricina (pK,; 8.15) se comportan un poco diferente en la
separacion de proteinas. La glicina, que es empleada en el sistema de Laemmli,
lleva a la separacion de proteinas muy grandes porque migra muy lentamente en
el gel concentrador que es acido, pero las proteinas que estan por debajo de los
20 kDa no se separan o lo hacen parcialmente. Para solucionar este problema,

una posibilidad es cambiar el ion acarreador.

Con la tricina, la separacion de proteinas puede llevarse a cabo en condiciones
ideales. Por ejemplo, se usa el mismo pH en el gel concentrador y en el separador
y se pueden usar concentraciones bajas de acrilamida. A los valores de pH
usuales entre 6.8 y 8.8, la tricina migra mucho mas rapido que la glicina en el gel,
a pesar de su mayor peso molecular, porque una mayor proporcion se encuentra
en forma anionica, que es la que migra. Como consecuencia, el limite de

separacion se cambia a pesos moleculares bajos.
Resumiendo, el sistema de electroforesis con tricina ofrece las siguientes ventajas:

1) Se logra una separacién de proteinas en el rango de 1 a 100 kDa con
concentraciones de acrilamida por debajo del 10% de entrecruzamiento. Si
se usa una concentracion mayor, la resolucion aumenta a un rango entre 5

y 20 kDa.
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2) Los geles se pueden correr con o sin urea y no hay necesidad de crear

gradientes en el gel.

3) Al utilizar bajas concentraciones de acrilamida es ideal para tareas
preparativas. Al omitir la glicina y la urea, previene interferencias que

pudieran ocurrir en una posterior secuenciacion.

4) El sistema de electroforesis es reproducible a pesar de desviaciones en la
fuerza ionica y el pH. Tolera la aplicacion de elevadas cantidades de
proteina sin efectos de sobrecarga y la aplicacion de muestras en medios

con elevada fuerza ionica (Schagger y von Jagow, 1987).

Muchas proteinas tienen uno o mas puentes disulfuro. Para estudios funcionales y
estructurales de las proteinas, en ocasiones es necesario romper estos puentes
disulfuro, lo que se logra comunmente reduciéndolos con mercaptanos, como son
el ditiotreitol (DTT), tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), 2-mercaptoetanol (-

mercapto), acido tioglicolico, cisteina, etc. (Figura 7) (Hermanson, 2008).

El 2-mercaptoetanol es un agente reductor débil, soluble en agua y tiene un olor
muy desagradable. EI DTT es un agente reductor mas fuerte que el 2-
mercaptoetanol, también es soluble en agua y tiene un olor ligero. El TCEP es un
agente reductor muy poderoso (incluso puede reducir al DTT oxidado), reduce los
puentes disulfuro rapidamente, es altamente soluble en agua, no tiene olor, tiene

una toxicidad muy baja y puede funcionar a valores de pH bajos (Simpson, 2003).
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Figura 7. Agentes reductores comunes (Tomado de Simpson, 2003).

2.4.1. Zimogramas

En 1957, Hunter y Markert aplicaron por primera vez un procedimiento de tincion
histoquimica a geles de almidon después de la electroforesis de extracto crudo de
tejido para la visualizacion de &reas en el gel con actividad esterasa. Como
resultado, la posicion de la enzima quedd marcada por una banda (o zona) de
tincion directamente en el gel. Esta visualizacion de enzimas sobre los geles

electroforéticos se conoce como “zimogramas”.

Otro tipo de zimogramas se pueden obtener al renaturalizar un gel SDS-PAGE. Es

una técnica eficiente para detectar actividad de enzimas como las peptidoglucano
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hidrolasas. Se pueden incluir varios sustratos en el gel de poliacrilamida: células
enteras, pared celular o peptidoglucano purificado de especies en estudio o de
Micrococcus lysodeikticus, que es un sustrato clasico para este tipo de enzimas.
La actividad se revela por la presencia de una banda translicida sobre un fondo
opaco después de una incubacion. Ademas se puede estimar el peso molecular

de la enzima (Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

Los principios de deteccion de enzimas en geles electroforéticos no dependen del
tipo del medio de soporte usado para la separacién. Sin embargo, en la practica, la
eleccion adecuada del medio de soporte es de gran importancia. Esto se debe a

que:

1. La calidad de los zimogramas obtenidos por los métodos de deteccion de
enzimas dependen de las caracteristicas que difieren significativamente

entre cada medio de soporte.

2. Ciertos medios de soporte pueden ser preferibles cuando se usen algunas

muestras biolégicas como fuente de la enzima.

3. La eleccién de ciertos soportes puede depender de la pregunta que desee

contestar y los recursos del investigador.

4. Algunos métodos zimograficos se adaptan mejor a ciertos soportes
(Manchenko, 1994).
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3. Antecedentes

3.1. Actividad antibacteriana extracelular producida por BAL aisladas
del queso Cotija

Bravo en el 2008 reporté una disminucién de mas del 95% de la poblacion inicial
de coliformes en muestras de queso Cotija después de 60 dias de maduracion
(Figura 8). Esta disminucion tan drastica puede deberse en parte, a factores
fisicoquimicos que se ven modificados por el crecimiento de BAL en el queso,
como lo son el pH, la acidez y la actividad acuosa (ay). Sin embargo, estos
parametros no explicarian por si solos una disminucién de coliformes tan drastica,
por lo que este efecto puede deberse también a la produccidon de metabolitos
inhibidores, como las bacteriocinas.

Figura 8. Resultados fisicoquimicos del queso Cotija, comparados con la cuenta de

coliformes (Bravo, 2008).

En estudios posteriores realizados por Delgado-Arciniega, se encontr0 que
algunas cepas de BAL aisladas del queso Cotija de los géneros Lactobacillus y

Enterococcus presentaban actividad antibacteriana extracelular contra
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microorganismos indicadores como Staphylococcus aureus y Escherichia coli
(Figura 9). Esta actividad extracelular se produjo en medio MRS. Los resultados
fueron observados mediante una prueba de difusién en agar, en la que se aplicé el
sobrenadante de la fermentacion libre de células, neutralizado y concentrado por

liofilizacion.

También, encontré6 que el tiempo al cual hubo una mayor inhibicion de los
microorganismos indicadores fue cuando las cepas en estudio se encontraban en

la fase estacionaria temprana de crecimiento.

6h 12 h 6h 12h
8h 14 h 8h 14h
Control (+)

10h 24h 10h Lisostafina
Lb. paracasei 1 E. faecalis

6h 12h 6h 12h

8h 14h 8h 14h

10h 24h 10h 16h
Lb. brevis Lb. Paracasei 2

Figura 9. Prueba presuntiva por difusion en agar de las cepas en estudio usando
como microorganismo indicador S.aureus (Delgado-Arciniega, 2010).

27



Ademas, Hernandez-Alcantara en 2010 reportd que la actividad antibacteriana de
los sobrenadantes se mantiene a diferentes valores de pH (4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10),
fuerza iénica (0, 2 y 5.5 M de NaCl) y al ser sometidos a tratamientos con altas

temperaturas (hasta 120°C por 20 minutos; Figuras 10, 11y 12).

Figura 10. Efecto del pH en el sobrenadante de Lb. paracasei 2 frente a S. aureus
(Hernandez-Alcantara, 2010).

Figura 11. Efecto de la fuerza i6nica en el sobrenadante de Lb. paracasei 1 frente a S.
aureus (Hernandez-Alcantara, 2010).
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Figura 12. Efecto de la Temperatura (calentamiento 120°C / 20 min) frente a S. aureus
(Hernandez-Alcantara, 2010).

3.2. Identificacion de compuestos con actividad antibacteriana de

caracter proteinico producidos por BAL

Existen numerosos reportes de BAL que producen compuestos con caracter

proteinico y de la identificacion y caracterizacién de los mismos.

En general, las bacteriocinas exhiben una actividad antagonica contra bacterias
genéticamente relacionadas con las cepas productoras; sin embargo, hay algunas
que presentan un amplio espectro de actividad. Por ejemplo, Line y colaboradores
en 2008 describen una bacteriocina de 5.4 kDa producida por una cepa de
Enterococcus durans aislada de pollos, con un amplio espectro de actividad, que
incluye varias cepas de Salmonella enterica (serovariedades Enteritidis,
Choleraesius, Thyphimurium y Gallinarum), Escherichia coli O157:H7, Yersinia
enterocolitica, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Morganella morganii, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, y otras 20 especies de Campylobacter. Se han encontrado otras

bacteriocinas con amplio espectro producidas por Lactobacillus plantarum,
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Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paracasei, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecalis, Lactococcus lactis, Enterococcus mundtii, Pediococcus
pentosaceus, Lactobacillus salivarius, etc. (De Kwaadsteniet et al, 2005; Stern et
al, 2006; Line et al, 2008; Shin et al, 2008).

Se han reportado varias BLIS producidas por BAL, principalmente del género
Lactobacillus. En el 2001, Magnusson y Schnlrer reportaron una sustancia
inhibitoria producida por Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis Si3 con un
peso molecular de 3 kDa. De igual forma, en el 2003, Atanassova y colaboradores
caracterizaron un compuesto inhibitorio contra bacterias y levaduras con un amplio
espectro, producido por una cepa de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei M3
aislada de un queso amarillo de Bulgaria. Este compuesto tiene un peso molecular
de 43 kDa y su actividad inhibitoria se extiende a bacterias como Bacillus subitilis,
Lactobacillus delbrueckii y Helicobacter pylori, ademas de varias levaduras como

Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae.

También, se ha reportado actividad de peptidoglucano hidrolasa producida por
BAL como Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus,
Leuconostoc citreum, Lactobacillus casei subsp. casei, etc. con pesos moleculares
entre los 18 y 55 kDa (Lortal y Chapot-Chartier, 2005). Para Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 se ha reportado actividad litica adherida a membrana a los

110y 99 kDa, contra Sthapylococcus aureus (Garcia-Cano et al, 2009).
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4. Hipotesis

La actividad antibacteriana que producen algunas BAL aisladas del queso Cotija
es debida a compuestos extracelulares de caracter proteinico como

peptidoglucano hidrolasas o bacteriocinas.

5. Objetivos
5.1. General

Caracterizacion e identificacion de la fraccion proteinica extracelular con actividad

antibacteriana producida por bacterias acido lacticas aisladas de queso Cotija.

5.2. Particulares

e Encontrar las mejores condiciones para la purificacion parcial y obtencion de la
mayor concentracion de la fraccidn proteinica extracelular con actividad
antibacteriana.

e Determinar el peso molecular de las proteinas antibacterianas producidas por
las cepas de estudio.

e Identificacion de las proteinas con actividad antibacteriana, utilizando la
secuenciacion de las bandas proteinicas separadas por electroforesis en

condiciones desnaturalizantes.
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6. Metodologia experimental
6.1. Diagrama general

La metodologia experimental seguida durante el desarrollo de este trabajo se

muestra resumida en la Figura 13.

Reactivacién de

las cepas
v
Fermentacion
\ 4
Centrifugacién
v
Neutralizacion
\ 4
Filtracion*
v ¥
Precipitacion con
Liofilizacion*
otflizacio (NH,)2504
¢ v
e Dialisis 1 kDa*
Difusidén en agar
Precipitacion con Tratamiento con
TCA* proteasas y agentes
I— reductores
v * V" + ¢
Prueba de e s Perfil .
S Difusién en agar " Zimogramas
glicosilacion electroforético

v

Corte de bandas y
secuenciacién

Figura 13. Diagrama general de la metodologia experimental. (* Fracciones donde se

determind la concentracion de proteina y de carbohidratos totales).
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Las cepas previamente aisladas del queso Cotija que se emplearon en este

estudio son:
e Lactobacillus paracasei 1
e Enterococcus faecalis
e Lactobacillus brevis
e Lactobacillus paracasei 2

Estas cepas fueron aisladas de quesos de la marca colectiva region de origen
cuando estos llevaban entre 73 y 78 dias de maduraciéon. Se almacenaron en
congelacion a -20°C en caldo MRS (de man, Rogosa, Sharpe, marca Oxoid) con
glicerol al 10% como crioprotector, en viales de plastico con tapa de rosca de 2 mL

con esferas de vidrio perforadas.

6.2. Condiciones de produccion de compuestos antibacterianos

Para reactivar las cepas, se tomaron 3 esferas de vidrio perforadas y se inocularon
en 20 mL de medio MRS en matraces Erlenmeyer de 50 mL. Se incubaron a 37°C
durante 24 h a 250 rpm (Incubator Shaker, Innova 4000, New Brunswick
Scientific). Posteriormente, se tomaron 2 mL y se inocularon en 100 mL de medio,
en matraces Erlenmeyer de 500 mL. Se incubaron a las mismas condiciones y los
tiempos de fermentacion fueron los reportados por Delgado-Arciniega, a los cuales
se encontrd la mayor actividad antibacteriana. Los tiempos se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Tiempos de fermentacion

Cepa Tiempo (h)
Lactobacillus paracasei 1 14
Enterococcus faecalis 12
Lactobacillus brevis 14
Lactobacillus paracasei 2 14

6.3. Condiciones de semipurificacion
6.3.1. Extracto crudo

Para separar las células del extracto extracelular, se centrifugaron las muestras a
10,000 rpm (15,344 x g) durante 15 min a 4°C (Centrifuga Beckman J2-MC). Se
desechd la pastilla y el sobrenadante se neutraliz6 con NaOH al 50% (p/v) para
descartar que el efecto antibacteriano se deba a la producciéon de compuestos

como el peroxido de hidrégeno, acidos organicos o diacetilo, entre otros.

Posteriormente, se filtr6 la muestra con membranas con un tamafio de poro de
0.45 um (Durapore Membrane Filters HVLP, Millipore) para eliminar las células

remanentes o cualquier impureza y que las muestras quedaran estériles.

A partir de este punto, se probaron varios métodos para la purificacion y

concentracion de los compuestos antibacterianos.

6.3.2. Liofilizacion del extracto crudo

Se liofilizaron (Freeze Dry System, Freezone 4.5, Labconco) directamente los 100
mL de las muestras y se resuspendieron en 2 mL de amortiguador de fosfatos
(PBS) 100 mM a pH 7 para, posteriormente, poder utilizar a los concentrados en

los ensayos.

Estos mismos tratamientos fueron realizados por Delgado-Arciniega y Hernandez-

Alcéantara para sus determinaciones. Al neutralizar las muestras se descarta que la
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actividad sea debida a la accion de acidos organicos, diacetilo, peroxido de
hidrégeno, reutericiclina y acido piroglutdmico. Ademas, se determind que su
actividad se mantiene incluso a pH 10. Otros compuestos antibacterianos que
pueden producir las BAL son de caracter proteinico, por lo que se decidié seguir

una metodologia de purificacion de proteinas.

6.3.3. Precipitacion con (NHg)2SO4

Después de centrifugar, neutralizar y filtrar, las muestras se precipitaron con
sulfato de amonio, probando dos condiciones: al 40% (p/v) y al 60% (p/v), con
agitacion, a 4°C durante 2 h. Como no precipitd mayor cantidad de proteina
después de agregar el 40% (p/v) de sulfato de amonio, se decidié trabajar con

esta concentracion.

Después se centrifugaron a 17,000 rpm (39,191 x g) durante 30 minutos a 4°C
(Beckman J2-MC). El precipitado se resuspendiéo en 1.5 mL de PBS y para
eliminar el sulfato de amonio se llevo a cabo una dialisis con una membrana de
tamafo de corte de 1 kDa contra agua durante 18 h a 4°C. También, se probo
utilizando una membrana de tamafo de corte de 14 kDa, pero debido a que la

pureza obtenida fue la misma, se decidio trabajar con la membrana de 1 kDa.

6.3.4. Liofilizacién de la fraccion precipitada con (NH,4)2SO4
Las muestras precipitadas con (NH4).SO, al 40% (p/v) se liofilizaron y se
resuspendieron en 500 uL de PBS, para obtener un concentrado.

6.3.5. Ultrafiltraciéon de la fraccidon precipitada con (NH,4)2SO4

Las muestras precipitadas con (NH4),SO,4 al 40% (p/v) se ultrafiltraron con una
membrana de tamarfo de poro de 10 kDa para concentrar 2 veces, obteniendo un

volumen final de 1.5 mL.

6.3.6. Precipitacion con TCA

Los extractos crudos (7.2 mL) se precipitaron con TCA (acido tricloroacético) a una
concentracion final del 10% (v/v). Se dejaron reposar a 4°C durante 1 h y se
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centrifugaron a 14,000 rpm (19098 x g) durante 15 min (Biofuge Primo R,
Haereus). Se desechd el sobrenadante y el precipitado se lavd tres veces con

acetona al 90%. Posteriormente, se resuspendio en 200 uL de PBS.

6.3.7. Precipitacion con (NH,4),SO,y TCA

Las muestras que se precipitaron con (NH4).SO, al 40% (p/v) se precipitaron
posteriormente con TCA siguiendo el mismo procedimiento que en el punto
anterior. Todo el volumen que se obtuvo de las muestras precipitadas con
(NH4)>SO, después de dializar (aproximadamente 3.5 mL) se precipitdo con TCA a
una concentracion final del 10% (v/v) y se resuspendié en 600 uL de PBS. Para
facilitar la solubilizacién, se adicionaron 30 uL de NaOH 0.1 N durante 2 a 3

minutos y después se adiciono el amortiguador de trabajo.

6.4.Determinacion de la concentracion de proteina (Método de
Bradford)

Fundamento de la técnica: Se emplea azul brillante de Coomasie G-250 como

colorante. Al unirse a la proteina (principalmente a los aminoacidos basicos y
aromaticos) hay un cambio en el maximo de absorcién del colorante de 465 a 595
nm, pasando de un color rojo a azul, y es este aumento en la absorcién a 595 nm
el que se mide. Este ensayo es muy reproducible y rapido, ya que el proceso de
unidon del colorante se da en aproximadamente 2 minutos, y continla estable

durante 1 h aproximadamente (Bradford, 1976).

Ensayo: Se llevé a cabo de acuerdo a las instrucciones del proveedor del reactivo
de Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, No. de catalogo 500-0006,
Bio-Rad Laboratories). En resumen:

Las muestras se diluyeron para que la cantidad de proteina estuviera dentro de la
curva patron elaborada con albumina bovina sérica (de 0 a 10 pg/mL). A 800 pL
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de muestra diluida (10 o0 107°) se le afiadieron 200 pL de reactivo de Bradford, se
agitaron vigorosamente y se dejaron reposar por lo menos 5 minutos para que se
estabilizara el color generado, del cual se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 595 nm (Espectrofotometro Biomate 3, Thermo Scientific).

Se determind la concentracidn de proteina para las muestras de todos los
tratamientos con el fin de conocer la purificacion y concentracion que se realizé en
cada paso, asi como la cantidad de proteina que se empleé en otras

determinaciones.

6.5.Determinacion de la concentracion de carbohidratos totales (Fenol

— sulfuarico)

Fundamento de la técnica: Este método se basa en que los carbohidratos son

particularmente sensibles a éacidos fuertes y altas temperaturas. Bajo estas
condiciones, una serie de reacciones complejas toman lugar empezando con una
deshidratacion simple. Si se continla el calentamiento y la catalisis acida se
producen varios derivados del furano (como el hidroximetilfurfural y el furfural) que
condensan consigo mismos Yy otros subproductos para producir compuestos cafés
y negros. También, pueden condensar con compuestos fendlicos como el fenol,
resorcinol y a-naftol para producir compuestos coloridos, los que son de utilidad
para este analisis, y que se determinan a 490 nm. Es un método facil,

reproducible, eficaz y rapido.

Todos los azucares como oligosacaridos y polisacaridos pueden ser cuantificados,
recordando que éstos bajo hidrdlisis acida producen monosacaridos.

La forma en que procede la reaccibn no es estequiométrica y depende de la
estructura del azucar, por lo que se realiza una curva patron (Dubois et al, 1956;
Nielsen, 2003).
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Ensayo: Se realizé una curva patron con glucosa en un rango de 0 a 100 ug/mL.
Se utiliz6 glucosa como referencia debido a que el medio MRS contiene
principalmente este carbohidrato como fuente de carbono a una concentracion de
20 g/L.

Las muestras se diluyeron para que entraran en el rango de la curva. Se tomaron
200 pL de muestra y se les adicionaron 120 uL de una solucion de fenol al 5%
(p/v) y 720 uL de acido sulfurico concentrado. Se agito y dejoé enfriar,
aproximadamente durante 10 minutos. Posteriormente, se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 480 nm contra un blanco de reactivos y

agua en lugar de muestra (Espectrofotometro Biomate 3, Thermo Scientific).

6.6. Pruebas de difusion en agar

La prueba de difusién en agar (Papagianni et al, 2006; Delgado-Arginiega, 2010)
se realiz6 para comprobar la actividad antibacteriana de las muestras contra
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli DH5a. Estas cepas se
tenian almacenadas en medio Infusién Cerebro Corazén o BHI (BD Bacto Brain
Heart Infusion) con glicerol al 10% en viales con perlas de vidrio. Se inocularon 2
perlas de vidrio en 10 mL de caldo BHI en tubos de ensaye con tapon de rosca. Se
incubaron a 37°C durante 24 h sin agitacion (Gravity Convection Incubator) y
concluido este tiempo se tomaron 200 uL y se inocularon en 10 mL de caldo BHI
(inéculo al 2% (v/v)), incubando en las mismas condiciones durante 6 h (hasta
alcanzar la fase logaritmica tardia de crecimieto).

Se prepararon cajas de Petri con una capa de 20 mL de medio BHI con agar al 1%

(p/v) y se les colocé una sobrecapa de agar suave (0.8% (p/v)) de 10 mL al que se

le agregaron 20 pL de una dilucién 107 de cultivo de las cepas previamente

descrito (aproximadamente 2X10° UFC). Se utilizaron estas condiciones y

concentraciones porque se observO que se producia un césped bacteriano

homogéneo idoneo para la deteccion de la actividad antibacteriana. Una vez
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solidificado el agar, se hicieron pozos con el extremo superior de una punta para
micropipeta P1000 estéril. El diametro de los pozos resultantes fue de 9 mm. En
estos pozos se cargaron 250 uL de las muestras del extracto crudo liofilizado, el
precipitado con (NH4).SO, y del precipitado con (NH4),SO, y TCA. Para poder
probar estas ultimas muestras, después de precipitar con TCA, al pellet se le
agregaron 30 uL de NaOH 0.2 N durante 2 minutos y, posteriormente, se
agregaron 500 uL de solucién amortiguadora (PBS), para facilitar su resuspension
(Nandakumar et al, 2002). Adicionalmente, se probo el caldo MRS sin inocular y
sometido a los mismos tratamientos para descartar que la actividad inhibitoria se
debiera al medio. También, se cargd un control positivo, que para el caso de S.
aureus fue nisina (Nisaplin®) a una concentracion de proteina activa de 0.25

mg/mL.

Se midieron los halos de inhibicién producidos después de 24 h de incubacién a
37°C.

6.7. Electroforesis SDS-PAGE y zimogramas
6.7.1. Perfil electroforético

Para identificar los compuestos de naturaleza proteinica y su peso molecular se
llevé a cabo una electroforesis en geles de SDS-Tris-Tricina al 12% (p/v) siguiendo
la metodologia descrita por Bazan-Gémez en 2007 con el equipo Mini Protean 3
System, Electrophoresis Module de Bio-Rad Laboratories. Se utilizaron este tipo
de geles para obtener una mejor resolucion en la separacion de las proteinas y
posteriormente poder secuenciarlas. Se emplearon muestras de todos los
tratamientos y se utilizaron marcadores de peso molecular bajo (SDS-PAGE
Standards, low range. No. de catalogo 161-0304. Bio-Rad Laboratories) y de
polipéptidos (Polypeptide SDS-PAGE Standards. No. De catalogo 161-0326. Bio-
Rad Laboratories). Las muestras fueron tratadas antes de la electroforesis con un
amortiguador de corrida, el cual contiene Tris-HCI 1 M pH 6.8, glicerol al 24% (v/v),
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SDS al 8% (p/v), azul brillante de Coomasie al 0.02% (p/v) y 2-mercaptoetanol 0.2
M. Una vez agregado el amortiguador, las muestras se calentaron a ebullicion
durante 5 min. Las condiciones de la electroforesis fueron 80 V durante 4-5 h a
temperatura de refrigeracion (4°C). Las proteinas se tifieron con una solucion con
azul brillante de Coomasie G-250 al 2.5% (p/v), metanol al 40% (v/v) y é&cido
acético al 10% (v/v). Las imagenes se obtuvieron mediante el uso del densitobmetro
GS-700 (Bio-Rad) y se calcularon los pesos moleculares aproximados de las

proteinas con el programa Quantity One® (Bio-Rad).

6.7.2. Identificacion de las bandas con actividad

Para identificar las bandas con actividad antibacteriana se utilizaron geles de SDS-
Tris-Tricina al 12% (p/v) con células embebidas. Los microorganismos probados
fueron Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli DH5a y Micrococcus

lysodeikticus, con una concentracion final en el gel del 0.2% (p/v).

Se corrieron los geles a las mismas condiciones que los anteriores v,
posteriormente, se incubaron a 37°C y 50 rpm durante 18 h en una solucién
renaturalizante (Tris HClI 100 mM y Triton 1% (v/v), pH 8) para que las proteinas

recobraran su actividad.

La actividad se detectd por la presencia de una banda clara o transltcida sobre un
fondo opaco. Para aumentar el contraste, el gel fue tefildo con una solucién de
azul de metileno 0.1% (p/v) en KOH 0.01% (p/v) durante 20 minutos y
posteriormente destefiido en agua hasta observar la aparicion de las bandas
(Leclerc y Asselin, 1989). Se utilizaron los mismos marcadores de peso molecular

y ademas estos geles se compararon con su perfil electroforético.

6.8. Sensibilidad de los compuestos producidos a enzimas

proteoliticas

Se probd la sensibilidad de los concentrados obtenidos a enzimas proteoliticas.

Las enzimas probadas fueron:
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e Tripsina bovina (Research Organics), peso molecular 23.8 kDa, pH 6ptimo
7.6.

e Pronasa E (Sigma-Aldrich), peso molecular 20 kDa, pH 6ptimo 7.5.
e Proteinasa K (Roche), peso molecular 28.5 kDa, pH 6ptimo 7.5.

Las enzimas se utilizaron a una concentracién final de 0.2 mg/mL. Las proteasas
se probaron en las muestras precipitadas con (NH,),SO, y TCA, y se incubaron

durante 1 h a 37°C, en un amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 7.

Para determinar si las muestras mantuvieron su actividad, se realizé un
zimograma y se analizé su perfil electroforético para determinar si las proteinas se

habian degradado.

6.9. Sensibilidad a diferentes agentes reductores

Las muestras precipitadas con TCA fueron tratadas con tres agentes reductores
con distinto poder para comprar el perfil electroforético y su actividad que
presentan en los zimogramas contra M. lysodeikticus. Esto para determinar si al
romper los puentes disulfuro, los compuestos de caracter proteinico conservan su

actividad.

Los agentes reductores empleados por orden de poder reductor de menor a mayor

fueron:
e 2-Mercaptoetanol
e DTT (Ditiotreitol)
e TCEP (Tris (2-carboxietil) fosfina)

Los agentes reductores fueron agregados al amortiguador de corrida en una
concentracion de 0.2 M. El amortiguador de corrida se agreg6 a cada muestra y se

calentaron en bafio de agua a ebullicién durante 5 minutos y después se cargaron
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en geles SDS-Tris-Tricina al 10% (p/v) y en zimogramas con células de M.

lysodeikticus.

6.10. Secuenciacién y andlisis de la secuencia

Se seleccionaron las bandas con mayor actividad antibacteriana, se cortaron y se
mandaron a secuenciar a la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM en Cuernavaca, Morelos.

6.11. Prueba de glicosilacién de proteinas

Se realiz6 una prueba para determinar si las proteinas de dos de las cepas de
estudio (Lb. paracasei 2 y E. faecalis) se encontraban glicosiladas y que esto

pudiera causar un incremento en su peso molecular.

Primeramente, se realizé una electroforesis en gel SDS-Tris-Tricina al 10% (p/v)
de las muestras precipitadas con TCA. Posteriormente, se realiz6 una
transferencia a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas
en inglés) PolyScreen® (Perkin-Elmer) a 15 V durante 1 h en un equipo Trans
Blot® SD Semi-dry Transfer cell (Bio-Rad), con un amortiguador de transferencia
de Tris 25 mM, Glicina 190 mM y metanol al 10% (v/v).

La membrana se utilizé para la deteccion y diferenciacion de las glicosilaciones,
empleando el kit DIG Glycan Differentiation de la marca Roche (No. de catalogo:
11 210 238 001). En el kit se usa a la fosfatasa alcalina para la visualizacion de

bandas de proteina glicosilada.

La deteccion se logra mediante la uniébn de una lectina a la cadena de
carbohidrato de la probable glicoproteina. La lectina esta acoplada a digoxigenina,
una molécula esteroidea que es reconocida a su vez por un anticuerpo anti-
digoxigenina acoplado a la fosfatasa alcalina. Al incubar con el 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato (BCIP por sus siglas en inglés), que es sustrato de la fosfatasa
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alcalina, se lleva a cabo su hidrdlisis, lo que propicia la reduccién del cloruro de 4-
nitrotetrazolio (NBT por sus siglas en inglés), generando un compuesto colorido,
permitiendo asi la deteccién de glicoproteinas como bandas de color negro.

La diferenciacion entre los tipos de glicosilaciones se hace probando la misma
muestra con diferentes lectinas, cada una de las cuales tiene afinidad por un tipo
especifico de glicosilacion. Las lectinas empleadas en esta prueba se muestran en
la Tabla 2.

Tabla 2. Lectinas empleadas y tipo de glicosilacion que reconocen.

Lectinas Azlcar que reconoce Proteina control
Aglutlr?il\r/:igezg l\?'lagnthus Manosa (N-glicanos) Carboxipeptidasa
Acido sidlico (2-6) galactosa,
Aglutinina de Sambucus acido sidlico (2-6) N- Transferrina
nigra (SNA) acetilgalactosamina, (N-y O-
glicanos)
Aglutinina de Maackia Acido sidlico (2-3) / galactosa Fetuina
amurensis (MAA) (N- y O-glicanos)
.- Galactosa (1-3) / N-
AglutmlnzzlléjNe A(\:)acahuate acetilgalactosamina (O- Asialofetuina
glicanos)
Aglutinina de Datura aceﬁlallii?;; rr[13|§]1a4?\|N o Fetuina y
stramonium (DSA) 9 . (N-y asialofetuina
glicanos)

*Nota: las proteinas control se cargaron en el gel para correr la electroforesis.

Después de la transferencia, la membrana se tifid con solucién de Ponceau S para
la visualizacibn de las proteinas y comprobar que se hubieran transferido.

Posteriormente se destifié con agua.

Una vez destefiida la membrana, se incubd a 4°C con agitacion en una solucién

de bloqueo (que forma parte del kit) durante 1.5 h. Pasado este tiempo, se lavo

dos veces con TBS (Tris buffered saline: 0.05 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, pH 7.5) en
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agitacion a temperatura ambiente durante 10 min. Se hizo otro lavado con la
solucién amortiguadora 1 (TBS, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 1ImM CaCl,, pH 7.5) en

agitacion a temperatura ambiente durante 10 min.

Posteriormente, se incubd con la lectina correspondiente, en una dilucion 1:10000
en solucion amortiguadora 1 durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente.
Después se lavo tres veces con TBS durante 10 min. Luego se incubo6 con el
anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina en una dilucién 1:10000
en TBS durante 1 h en agitacion a temperatura ambiente. La membrana se lavé
nuevamente tres veces con TBS y se incub6 con NBT / BCIP en una dilucion
1:100 en la solucion amortiguadora 2 (0.1 M Tris-HCI, 0.05 M MgCl,, 0.1 M NacCl,
pH 9.5) hasta el desarrollo del color. Una vez finalizada la tincion se detuvo la
reaccion lavando con agua destilada en cantidad abundante (Gonzélez-Martinez,
2010).
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7. Resultados y discusion

Se midieron las concentraciones de proteina y carbohidratos de todos los
tratamientos con el fin de determinar las mejores condiciones de purificacion en
las que la concentracion de proteina sea la maxima posible y la de carbohidratos

sea minima.

Estas determinaciones fueron realizadas para: el sobrenadante de la fermentacion
libre de células (extracto crudo), este mismo sobrenadante concentrado por
liofilizacion (extracto crudo liofilizado), las muestras obtenidas por la precipitacion
con sulfato de amonio del extracto crudo y estas mismas concentradas por
liofilizacién vy ultrafiltracion, las muestras obtenidas por la precipitacion con TCA
del extracto crudo y las muestras obtenidas por precipitaciones sucesivas con
sulfato de amonio y TCA del extracto crudo. Los tratamientos se describen en la

seccion de metodologia experimental.

7.1. Determinacion de la concentracién de proteina

La concentracion de proteina de cada paso de purificacion de la misma, se
muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de proteina de las muestras de las cuatro cepas sometidas a

los diferentes tratamientos (mg/mL).

Tratamiento
Extracto

E(;(rttrjz((:)to crudo (NHSSSO4 Iiofiﬁz);\do ultrgfr?lt{ado Pp TCA (NH4P)2804
Cepa liofilizado y TCA

Lactobacillus paracasei

1 0.176 | 4.515 | 0.889 | 10.138 5526 | 9161 | 1.312

Enterococcus faecalis | 0.190 | 3.998 0.687 7.467 5.511 0.188 | 1.458

Lactobacillus brevis 0.162 | 5.137 0.152 8.072 4.456

Lactobacillus paracasei

5 0.178 | 4.699 | 0.669 8.909 4.295

0.279 | 0.78

Medio MRS 0.157 | 5.063 | 0.103 - -
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7.2. Determinacion de la concentracion de carbohidratos totales

La concentracion de carbohidratos totales en las muestras de cada paso de

purificacion se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentracion de carbohidratos (mg / mL)

ratamiento Extracto oo
Cepa Egﬁc;o “ocﬁrl‘i‘zd:do (NH4|))2pSO4 Iiofﬁipz;,do ultr::f?lt)r/ado Pp TCA (N';‘?éim
Lactobacillus 1487 | 147.7 | 0381 | 0.564 . 0.034 | 0.020
paracasei 1
F”ter‘.’coccus 1.484 | 148.9 | 0.363 | 0.943 - 0.078 | 0.034
aecalis
ractobacilus 1470 | 1485 | 0401 | 0.928 - | 0072 | 0025

revis

Lactobacillus 1412 | 1442 | 0458 | 0775 - | 0058 | 0.022
paracasei 2
Medio MRS 1525 | 1475 - - - - -

Primero se realizé la determinacién de proteina en el extracto crudo extracelular,
obteniéndose concentraciones entre 0.15 y 0.19 mg/mL. Luego, se intentd
concentrar por liofilizacién, con lo cual se logré aumentar entre 20 y 30 veces la
concentracion de proteina, sin embargo, al ser s6lo un método de concentracion y
no de purificacion, también aumento la concentracion de otros compuestos, como
los carbohidratos. Como se puede observar en la Tabla 4, la concentracion de los

carbohidratos aument6 alrededor de 100 veces con la liofilizacioén.

Para concentrar Unicamente las proteinas y no los carbohidratos, se decidio
realizar una precipitacion con (NH4),SO, y con TCA del extracto crudo
extracelular. Se observa un incremento significativo en la concentracion de
proteina y una disminucién en la concentracion de carbohidratos, que finalmente
es lo que se buscaba, ya que los carbohidratos pueden interferir en otras
determinaciones, como la visualizacion de bandas en el perfil electroforético, al
generarse compuestos coloridos por reacciones de oscurecimiento no enzimatico

como la caramelizacion y las reacciones de Maillard.
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Al tratar de concentrar mediante liofilizacion y ultrafiltracion las muestras
precipitadas con (NH,4),SO,, sucedié lo mismo que en el primer caso, ya que no
sb6lo aumentd la concentracidn de proteina, sino que también lo hicieron los
carbohidratos. Por el contrario, al precipitar con TCA se obtuvo la mejor
purificacion, ya que se tiene la proteina con una concentracion muy baja de
carbohidratos, logrando reducir también el color café del extracto. Esto fue

importante, ya que ambos pueden interferir en andlisis posteriores.

Es posible obtener muestras mas puras y a mayor concentracion, para lo cual,
serian necesarios otros métodos de purificacion, como pueden ser la
cromatografia de intercambio ionico o de afinidad, ya que por estos métodos, las
proteinas pueden unirse mas especificamente al soporte que se use, elminando

una mayor cantidad de impurezas.

7.3. Pruebas de difusiéon en agar

Para determinar si las muestras de cada paso de purificacion presentaban
actividad inhibitoria en contra de microorganismos indicadores, como S. aureus y
E. coli, se realiz6 una prueba presuntiva de difusion en agar. Para esta prueba, se
cargaron las muestras de los diferentes tratamientos en pozos hechos en agar
inoculado con los microorganismos indicadores. Si se observa un halo de
inhibicion del microorganismo indicador alrededor del pozo, la prueba se considera

positiva y quiere decir que la muestra presenta actividad antibacteriana.

Los resultados de las pruebas de difusién en agar contra S. aureus y E. coli se

muestran en las Figuras 14 y 15 respectivamente.

Las Unicas muestras que presentaron actividad antibacteriana contra los
microorganismos indicadores fueron las del extracto crudo liofilizado. Las cuatro

cepas fueron capaces de inhibir el crecimiento de S. aureus y de E. coli.
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Lb. E. faecalis Lb. E. faecalis

paracasei paracas
1 ei 1
; Lb. Lb.
Lb. brevis Lb. baracas
paracz:asel ol o
Lb. E. faecalis
Lb. E. faecalis paracasel
paracasei
1
Lb. brevis Lb.
Lb. brevis Lb. para;:ase|
paracasei
2
MRS
Nisaplin®

Figura 14. Pruebas de difusion en agar, microorganismo indicador: S. aureus.

a) Extracto crudo liofilizado (cantidad de proteina total por pozo entre 0.8 y 1 mg).
b) Precipitado con (NH,4),SO, (cantidad de proteina total por pozo entre 0.13 y 0.18
mg). ¢) Precipitado con TCA (cantidad de proteina total por pozo entre 0.017 y 0.03
mg). d) Precipitado con (NH,),SO, y TCA (cantidad de proteina total por pozo entre

0.008 y 0.015 mg) e) Controles, nisina: 0.05 mg.
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Lb. E. faecalis Lb. E. faecalis

paracasei paracasei
1 1
Lb. brevis Lb. Lb. brevis Lb.
paracasei paracasei
2 2
E. faecalis

Extracto crudo
MRS

Figura 15. Pruebas de difusion en agar, microorganismo indicador: E. coli.
a) Extracto crudo liofilizado (cantidad de proteina total por pozo entre 0.8 y 1 mg). b)
Precipitado con (NH,4),S0O, (cantidad de proteina total por pozo entre 0.13 y 0.18 mg).
c¢) Control.

Presuntamente, la actividad que presentan es bacteriostéatica, ya que dentro del
halo de inhibicién se observa una disminucion de la carga del césped microbiano,
no una ausencia, como es el caso del control positivo Nisaplin®. También, se
observa que el medio MRS por si solo no presenta una actividad inhibitoria. En el
caso de las muestras precipitadas con (NH4).SO,, incluso el crecimiento del

microorganismo indicador fue mayor.
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Las muestras precipitadas con TCA y las de las precipitaciones sucesivas con
(NH4).SO4 y TCA no presentaron actividad, sin embargo, no aumentaron el
crecimiento del microorganismo indicador como en el caso de las muestras
precipitadas con (NH,4)>,SO,. Es posible que no presentaran actividad debido a que
la cantidad de proteina total empleada fue muy baja como para tener algun efecto
sobre los microorganismos indicadores, o debido a la falta de algun cofactor que
se pudo haber eliminado durante la precipitacién y la dialisis. También, puede
deberse a que algunos compuestos de naturaleza no proteinica contribuyen al
efecto antibacteriano en los extractos crudos liofilizados, ya que no se realiza
ningin paso de purificacibon en estas muestras y al emplear métodos de

purificacion de proteinas, dichos compuestos se eliminan y se reduce la actividad.

7.4. Perfil electroforético e identificacion de bandas con actividad

Las muestras de todos los tratamientos fueron sometidas a una electroforesis, con
el fin de separar las proteinas, determinar sus pesos moleculares e identificar,

mediante zimogramas, cuales son las que presentan actividad antibacteriana.

Se intentd colocar 60 pg de proteina total de las muestras de todos los
tratamientos en cada pozo del gel para la electroforesis; sin embargo, hubo
muestras que debido a su concentracion tan baja de proteina, no fue posible
cargar esa cantidad. Por lo que se emple6 el mayor volumen posible en cada pozo
(45 pL).

7.4.1. Extracto crudo

Se realizé una electroforesis del extracto crudo extracelular de las cuatro cepas de
estudio. Este extracto no se encuentra purificado ni concentrado, sin embargo, se
deseaba conocer su patrén de bandas y su intensidad, ya que podia servir como

referencia para compararlo con los tratamientos de purificacion y concentracion.
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El perfil electroforético de las muestras del extracto crudo se muestra en la Figura
16.

Se pueden observar pocas bandas definidas para las cuatro cepas. No es un
patron muy claro y definido, porque la concentracion de proteina es baja (<0.2
mg/mL, <10 ug de proteina total en cada carril). Ademas, entre 3 kDa y 17 kDa se
observan manchas difusas, que pudieron ser causadas por los carbohidratos
presentes en los extractos. El caldo MRS es un medio rico en glucosa (20 g/L),
ademas contiene peptona y extracto de levadura, lo que le confiere un color
caramelo intenso después de esterilizarlo (reacciones de Maillard, caramelizacién,

etc.).

103 kDa
80 kDa 79 kDa
57 kDa 97.4 kDa

66.2 kDa

45 kDa

27 kDa 32 kDa
31 kDa

26.6 kDa 24 kDa
22 kDa

21.5 kDa

16.9 kDa
14.4 kDa 14.4 kDa

6.5 kDa

3.5 kDa

Figura 16. Perfil electroforético del extracto crudo: Lb. paracasei 1 (2), E. faecalis (3),

Lb. brevis (4), Lb. paracasei 2 (5), marcador de peso molecular polipéptido (1) y bajo

(6). Gel SDS-Tris-Tricina 12%. La cantidad de proteina total cargada en los pozos fue
de 7.3-8.5 ug.

Para obtener un perfil electroforético mas claro fue necesario incrementar la

concentracion de proteina, y a su vez eliminar los compuestos coloridos.

No se observo actividad antibacteriana en los zimogramas (imagen no mostrada).

51



7.4.2. Extracto crudo liofilizado

Como en el perfil electroforético de las muestras del extracto crudo se observaron
bandas muy tenues, se concentrd por liofilizacion, esperando obtener bandas mas

intensas.

El extracto crudo liofilizado fue el Unico que presentd actividad inhibitoria en la
prueba de difusion en agar, por lo que resultaba interesante conocer el perfil
electroforético de las proteinas presentes, asi como la identificacion de las que
tuvieran actividad. Sin embargo, no se obtuvieron buenos resultados en la
electroforesis, ya que los carbohidratos y el color que desarrollo el extracto
interfiere en la migracion de las proteinas y en la visualizacion de las bandas

(imagen no mostrada).

Como se muestra en las Tablas 3 y 4, mientras que la concentracion de proteina
se incrementa entre 20 y 30 veces, los carbohidratos lo hacen alrededor de 100
veces. Esto dificulta la electroforesis y da lugar a la formacion de manchas que

cubren a las bandas de proteinas.

7.4.3. Precipitado con (NH4)2SO4

Las muestras sometidas a este tratamiento presentaron una mayor concentracion
de proteina y una menor concentracion de carbohidratos, por lo que resulté mejor

para la visualizacion de bandas por electroforesis.

El perfil electroforético de las muestras precipitadas con (NH4).SO,4 se muestra en
la Figura 17.
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;Zsk;Da 92 kDA 94 kDa 103 kDa 97.4 kDa
a 68 kDa 68 kD 76 kDa
60 kDa a 60 kDa 66.2 kDa
50 kDa
44 kDa 44 kDa 45.0 kDa
34 kDa 86 kDa
31.0 kDa
24 kDa 24 kDa

21.5kDa

14.4 kDa

Figura 17. Perfil electroforético de los extractos precipitados con (NH,4),SO,: Lb.
paracasei 1 (1), E. faecalis (2), Lb. brevis (3), Lb. paracasei 2 (4), marcador de peso
molecular bajo (5). Gel SDS-Tris-Tricina 12%. La cantidad de proteina total cargada

en los pozos fue de 30 — 40 png.

Con este tratamiento se puede observar un perfil electroforético mas completo,
hay una mayor cantidad de bandas definidas e intensas, ademas de que las
manchas difusas de bajos pesos moleculares se hacen menos evidentes. Esto se
debe a que la proteina se encuentra mas pura y a una mayor concentracion.
Comparadas con el extracto crudo, la concentracion de proteina de las muestras
precipitadas con (NH;),SO4 se incrementé mas de cinco veces, mientras que la

concentracion de carbohidratos disminuye a una tercera parte.

Pese a que no se observo actividad inhibitoria de crecimiento por el método de
difusién en agar con este tratamiento, si se observd actividad antibacteriana en
zimogramas contra los tres microorganismos indicadores (Figuras 18, 19 y 20), y
por lo que fue posible identificar las bandas que presentaron actividad y sus pesos

moleculares aproximados.
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€103 kDa ooy
<37 kDa
<60 kDa <68 kDa

476 kDa

26.6 kDa

16.9 kDa

14.4 kDa

6.5 kDa

Figura 18. Zimograma de actividad litica celular contra S. aureus de los extractos

precipitados con (NH,4),SO,: Lb. paracasei 1 (2), E. faecalis (3), Lb. brevis (4), Lb.

paracasei 2 (5), marcador de peso molecular polipéptido (1). Gel SDS-Tris-Tricina
12%. La cantidad de proteina total cargada en los pozos fue de 30 — 40 png.

97.4 kDa

66.2 kDa

45.0 kDa

31.0 kDa
21.5 kDa

14.4 kDa

Figura 19. Zimograma de actividad litica celular contra E. coli de los extractos
precipitados con (NH,4),SOy: Lb. paracasei 1 (1), E. faecalis (2), Lb. brevis (3), Lb.
paracasei 2 (4), marcador de peso molecular bajo (5). Gel SDS-Tris-Tricina 10%. La
cantidad de proteina total cargada en los pozos fue de 30 — 40 pug.
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97.4 kDa

66.2 kDa

45.0 kDa

31.0 kDa

21.5 kDa

14.4 kDa

Figura 20. Zimograma de actividad litica celular contra M. lysodeikticus de los
extractos precipitados con (NH,4),SO4: Lb. paracasei 1 (2), E. faecalis (3), Lb. brevis
(4), Lb. paracasei 2 (5), marcador de peso molecular bajo (1). Gel SDS-Tris-Tricina

12%. La cantidad de proteina total cargada en los pozos fue de 30 — 40 pg.

Se observan las mismas bandas de actividad litica para Lb. paracasei 1 y 2 contra
los tres microorganismos indicadores, mientras que la muestra de Lb. brevis
solamente presento6 actividad contra S. aureus. Cabe destacar que no fue posible
identificar bandas con actividad litica de Enterococcus faecalis contra E. coli en el
zimograma, aunque si se observa actividad en la prueba de difusion en agar.
Ademas, si se identificaron bandas con actividad contra S. aureus y M.

lysodeikticus con el mismo peso molecular (98 kDa, 87 kDa y 60 kDa).

7.4.4. Liofilizacién y ultrafiltraciéon del precipitado con (NH,4)>,SO4

Con estos dos tratamientos solo se llevd a cabo la concentracion de las muestras

precipitadas con (NH4),SO,.

Con ambos se logré incrementar significativamente la concentracion de proteina,
sin embargo, también se aumentd la concentracion de carbohidratos y la
intensidad del color, por lo que no fue posible obtener un buen perfil
electroforético. Nuevamente, la aparicibon de manchas impidi6 observar las

bandas.
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Con la liofilizacion de las muestras precipitadas con (NH4)2SO4 ni siquiera se pudo
realizar el corrimiento y la separaciéon de las proteinas, ya que la elevada
concentracion de carbohidratos lo impidié (imagen no mostrada).

Al realizar una ultrafiltracion con una membrana de 10 kDa, se esperaba poder
eliminar (o por lo menor reducir) la concentracion de carbohidratos que daban
lugar a las bandas difusas que aparecian a bajos pesos moleculares y, a su vez,
aumentar la concentracion de proteina. Sin embargo, esto no fue asi, las manchas
se intensificaron y no se pudieron observar todas las bandas detectadas con la

simple precipitacion con (NH,4)>,SO,4 (imagen no mostrada).

7.4.5. Precipitado con TCAy precipitado con (NH4).SO,y TCA

Se llevo a cabo una segunda precipitacion, esta vez con TCA a una concentracion
final del 10% (v/v), esperando asi incrementar la concentracion de proteinas sin el
inconveniente que presentaron los otros métodos de incrementar también la

concentracion de carbohidratos y el color.

El perfil electroforético de las muestras precipitadas sélo con TCA y con

(NH4)2S0O4, seguido de TCA se muestra en la Figura 21.

Con estos tratamientos, la cantidad de proteina total empleada en la electroforesis
fue similar o menor que la empleada cuando solo se precipitd con (NH4).SOy; sin
embargo, la concentracion de carbohidratos se redujo drasticamente, entre 10 y
20 veces. Se pudo obtener un extracto proteinico mas puro, ya que fue posible
visualizar mas bandas y con mayor intensidad a comparacion de los tratamientos
anteriormente mencionados. Es notorio que la intensidad de las bandas sea mayor
a comparacion de las que se observaron en la Figura 17, a pesar que la
concentracion de proteina era similar. Probablemente, el color café y los azucares
presentes interfirieron en la cuantificacion de proteina, ocasionando que se

sobreestimara su valor.
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97.4 kDa

66.2 kDa

45.0 kDa

31.0 kDa

21.5kDa

14.4 kDa

Figura 21. Perfil electroforético. Extractos precipitados con TCA: Lb. paracasei 1 (2),
E. faecalis (3), Lb. brevis (4), Lb. paracasei 2 (5). La cantidad de proteina total cargada
en los pozos fue de 4.8 a 8.4 ug. Muestras precipitadas con (NH4),SO, y TCA: Lb.
paracasei 1 (6), E. faecalis (7), Lb. brevis (8), Lb. paracasei 2 (9). La cantidad de
proteina total cargada en los pozos fue de 23.4 a 43.7 ug. Marcador de peso

molecular bajo (1). Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

Pese a que las muestras se sometieron a un tratamiento extremo, al precipitar con
TCA, éstas conservaron su actividad y se pudo observar en el zimograma contra
M. lysodeikticus. Ademas aumento la intensidad de la actividad y se identificaron

mas bandas con actividad litica que en las muestras precipitadas con (NH,4)>,SO4

(Figura 22).

En la Tabla 5 se muestra un resumen las bandas con actividad litica y sus pesos

103 kDa

87 kDa
76 kDa

60 kDa

28 kDa

19 kDa 18 kDa

68 kDa

59 kDa

16 kDa

103 kDa 103 kDa

76 kDa 76 kDa

60 kDa

18 kDa

moleculares aproximados de las 4 cepas.
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Figura 22. Zimograma de actividad litica celular contra M. lysodeikticus de los
extractos precipitados con TCA: Lb. paracasei 1 (2), E. faecalis (3), Lb. brevis (4), Lb.
paracasei 2 (5). La cantidad de proteina total cargada en los pozos fue de 4.8 a 8.4
ug. Muestras precipitadas con (NH,;),SO, y TCA: Lb. paracasei 1 (6), E. faecalis (7),
Lb. brevis (8), Lb. paracasei 2 (9). La cantidad de proteina total cargada en los pozos
fue de 23 a 44 pg. Marcador de peso molecular bajo (1). Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

La mayor actividad antibacteriana se observd en los extractos que fueron
precipitados sucesivamente con sulfato de amonio y TCA. También, se observo el
mayor niumero de bandas y éstas tuvieron la mayor intensidad. Esto fue debido a
qgue las proteinas se encontraban mas concentradas y habia baja concentracién
de carbohidratos, por lo que no interfirieron con la visualizacion de las bandas en

los perfiles electroforéticos.

Tabla 5. Pesos moleculares aproximados de las bandas con actividad antibacteriana.

Cepa Bandas con actividad (kDa)

Lactobacillus paracasei (1) | 103 | 76 | 60 | 47 | 39 | 31 | 18

Enterococcus faecalis 98 |92 |87 |60 |18

Lactobacillus brevis 68

Lactobacillus paracasei (2) | 103 | 76 | 47 | 39
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Las cepas L. paracasei 1 y 2, al ser la misma especie, generan un perfil
electroforético practicamente idéntico, y tienen una actividad litica similar; por lo
tanto, estos resultados indican que se trata de la misma cepa. Las proteinas con
actividad litica de 103 kDa y 76 kDa, que fueron las mas intensas, fueron activas
contra los tres microorganismos indicadores, lo que indica que inhiben el
crecimiento de microorganismos Gram positivos y Gram negativos. En lo que se
refiere a bacteriocinas, existen pocos reportes de las que presentan amplio
espectro de inhibicién; por lo regular, son activas contra bacterias muy
relacionadas, como pudieran ser otras BAL o bacterias Gram positivas. Sin
embargo, pueden llegar a presentar actividad de amplio espectro, por lo que son
capaces de inhibir bacterias Gram negativas. Otros compuestos que presentan
actividad antibacteriana contra Gram positivas y Gram negativas son las PGHs y
las BLIS. Para Lb. brevis solo se identifico una banda de 68 kDa contra S. aureus,
lo que nos indica que tiene especificidad contra este microorganismo. A diferencia
de Lb. paracasei, no fue capaz de inhibir el crecimiento de E. coli, por lo que se
puede pensar que no es activa contra bacterias Gram negativas. Para E. faecalis
se identificaron 3 bandas con actividad litica sOlo contra las bacterias Gram

positivas; no se observé actividad contra E. coli.

Las proteinas con actividad litica producidas por las cuatro cepas no son
bacteriocinas, debido a su peso molecular tan alto. Estas se encuentran por arriba
de los 30 kDa y las mas intensas por arriba de los 60 kDa. Las bacteriocinas, por

su parte, tienen pesos moleculares por debajo de los 10 kDa.

7.5. Sensibilidad de los compuestos producidos a enzimas

proteoliticas

Al tratar las muestras con enzimas proteoliticas, ademas de comprobar su caracter
proteinico, se hizo para determinar si al hidrolizar parcialmente las proteinas, eran

capaces de conservar su actividad. En algunas ocasiones, las bandas con
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actividad litica que se observan por debajo de otras de mayor peso molecular, son

productos de degradacion de las mismas que conservan el sitio activo intacto.

El efecto que tuvieron las enzimas proteoliticas sobre las proteinas con actividad
litica se muestra en los geles de las Figuras 23 y 24 y los zimogramas de las
Figuras 25y 26.

200.0 kDa

116.3 kDa
97.4 kDa

66.2 kDa

45.5 kDa

Figura 23. Perfil electroforético de los extractos precipitados con (NH4),SO, y TCA
incubadas con enzimas proteoliticas. Marcador de peso molecular alto (1).
Lactobacillus paracasei 1: sin enzima (2), con tripsina (3), con pronasa E (4), con
proteinasa K (5). Enterococcus faecalis: sin enzima (6), con tripsina (7), con pronasa E
(8), con proteinasa K (9). Cantidad de proteina total cargada en cada pozo: aprox. 20
ug. Tripsina (control). Cantidad de tripsina cargada: 8 ug (10). Gel SDS-Tris-Tricina
10%.
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200.0 kDa

116.3 kDa
97.4 kDa

66.2 kDa

45.5 kDa

Figura 24. Perfil electroforético de los extractos precipitados con (NH4),SO, y TCA
incubadas con enzimas proteoliticas. Lactobacillus brevis: sin enzima (2), con tripsina
(3), con pronasa E (4), con proteinasa K (5). Lactobacillus paracasei 2: sin enzima (6),

con tripsina (7), con pronasa E (8), con proteinasa K (9). Cantidad de proteina total

cargada en cada pozo: aprox. 20 ug. Controles: pronasa E (10), proteinasa K (11).

Cantidad de proteasa cargada: 8 ug (10). Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

De las tres proteasas empleadas en este ensayo, la Unica que se pudo identificar
en los controles de la electroforesis fue la tripsina. Se observan tres bandas
cercanas a los 23.8 kDa que pesa esta proteasa. Con esto podemos asegurar que
el corrimiento en los geles SDS-Tris-Tricina de las muestras con respecto a los
marcadores de peso molecular es el adecuado. Ademas, previamente se habia
probado la metodologia para este tipo de geles, utilizando como controles
ovoalbumina y lisozima, y los resultados obtenidos fueron satisfactorios.

La tripsina fue capaz de degradar todas las proteinas de las 4 cepas, incluyendo
las de actividad litica. Se puede observar en las Figuras 23 y 24, el peffil
electroforético de las muestras antes y después del tratamiento. Para las muestras
sin proteasa se observa el mismo patrén de bandas que se muestra en la Figura
21. En cambio, para las muestra que fueron tratadas con tripsina se observa una
degradacion de las bandas, desaparecen las bandas de pesos moleculares altos
(principalmente las bandas de 103 y 76 kDa de las dos cepas de Lb. paracaseli, la
banda intensa de 88 kDa de E. faecalis y las de 68 kDa de Lb. brevis) y aparecen
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otras bandas a pesos moleculares menores, ademas de las correspondientes a la

propia tripsina.

Ademas de la hidrélisis de las proteinas, se pudo observar mediante zimogramas
(Figuras 25 y 26) que se pierde por completo la actividad litica que se habia

observado en la Figura 22.

La tripsina es una serin proteasa que corta péeptidos en el extremo carboxilo de la
lisina y arginina principalmente. La hidrolisis es mas lenta si un residuo acido esta
cerca del sitio de corte, y puede no haber corte si enseguida se encuentra una
prolina (Sigma-Aldrich Enzyme Explorer). Ademas, considerando la concentracién
empleada y el tiempo del tratamiento, se podia esperar que la hidrélisis no fuera
tan severa como para producir péptidos demasiado pequefios. De hecho, se
pueden observar bandas de los productos de degradacion entre los 20 y los 30
kDa.

97.4 kDa
66.2 kDa

45.0 kDa
31.0kDa

21.5kDa

14.4 kDa

Figura 25. Zimograma de actividad litica celular contra M. lysodeikticus de los
extractos precipitados con (NH,4),SO,4 y TCA incubados con enzimas proteoliticas.
Marcador de peso molecular alto (1). Lactobacillus paracasei 1: sin enzima (2), con

tripsina (3), con pronasa E (4), con proteinasa K (5). Enterococcus faecalis: sin enzima
(6), con tripsina (7), con pronasa E (8), con proteinasa K (9). Cantidad de proteina total
cargada en cada pozo: aprox. 20 ug. Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

62



97.4 kDa
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45.0 kDa
31.0kDa

21.5kDa

14.4 kDa

Figura 26. Zimograma de actividad litica celular contra M. lysodeikticus de los
extractos precipitados con (NH,4),SO,4 y TCA incubados con enzimas proteoliticas.
Marcador de peso molecular alto (1) Lactobacillus brevis: sin enzima (2), con tripsina
(3), con pronasa E (4), con proteinasa K (5). Lactobacillus paracasei 2: sin enzima (6),
con tripsina (7), con pronasa E (8), con proteinasa K (9). Cantidad de proteina total
cargada en cada pozo: aprox. 20 ug. Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

Las otras dos proteasas, la pronasa E y la proteinasa K, no se pudieron identificar
en el perfil electroforético, pese a que tienen pesos moleculares muy parecidos al
de la tripsina. Sin embargo, tampoco se observa ninguna banda en los carriles
correspondientes a las muestras tratadas con estas enzimas, ni se conserva la

actividad inhibitoria en el zimograma.

La proteinasa K posee actividad de endopeptidasa, es una serin proteasa no muy
especifica; corta entre un aminoacido alifatico o aromatico y cualquier otro. Es
capaz de reducir una proteina a aminoacidos libres dependiendo de la
concentracion y el tiempo de incubacion. Ademas, se estimula su actividad con

SDS, el cual fue empleado para la electroforesis (Sigma-Aldrich Enzyme Explorer).

Por su parte, la pronasa E también es una serin proteasa que es estimulada por la
presencia de SDS. Hidroliza enlaces peptidicos en el extremo carboxilo del &cido

glutamico o aspartico (Sigma-Aldrich Enzyme Explorer).
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Con estos resultados se comprueba la naturaleza proteinica de los compuestos
generados por las cepas en estudio con actividad antibacteriana, y que ademas,
dicha actividad depende de la estructura completa de la proteina. En ocasiones,
se pueden observar bandas de actividad inhibitoria en zimogramas por debajo de
otras de mayor intensidad. Estas pueden ser debidas a la degradacién de la
proteina original que, pese a perder parte de su estructura primaria, continla
teniendo actividad al permanecer intacto su sitio activo. Lo cual no es el caso para
las proteinas de estudio, ya que al hidrolizarlas, ninguna fue capaz de mantener su

actividad.

7.6.Sensibilidad a diferentes agentes reductores

El tratamiento de las muestras con agentes reductores fuertes se realiz6 para
determinar si la actividad antibacteriana es producida por proteinas que forman
dimeros, trimeros, tetrAmeros, etc., que se estabilizan por la presencia de puentes
disulfuro. Al reducir un puente disulfuro, éste se rompe dando lugar a grupos

sulfidrilo.

No se observé diferencia en la actividad litica al tratar las muestras con diferentes
agentes reductores (Figuras 27 y 28), por lo que, presuntamente, su actividad no

depende de la presencia de puentes disulfuro en la estructura de las proteinas.
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Figura 27. Perfil electroforético de los extractos precipitados con TCA y tratados con

diferentes agentes reductores. 2-Mercaptoetanol: Lactobacillus paracasei 1 (2), E. faecalis

(3), Lb. brevis (4), Lb. paracasei 2 (5), marcador de peso molecular bajo (1), marcador de

peso molecular alto (6). TCEP: Lactobacillus paracasei 1 (7), E. faecalis (8), Lb. brevis (9),

97.4k

66.2 k

45k

31k

215k

14.4k

Lb. paracasei 2 (10). DTT: Lactobacillus paracasei 1 (11), E. faecalis (12), Lb. brevis (13),
Lb. paracasei 2 (14) Gel SDS-Tris-Tricina 10%. La cantidad de proteina total empleada
en cada pozo fue de aproximadamente 10 ug.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 28. Gel de actividad litica celular (zimograma) contra M. lysodeikticus de los
extractos precipitados con TCA tratados con diferentes agentes reductores. 2-
Mercaptoetanol: Lactobacillus paracasei 1 (2), E. faecalis (3), Lb. brevis (4), Lb. paracasei
2 (5), marcador de peso molecular bajo (1). TCEP: Lactobacillus paracasei 1 (6), E.
faecalis (7), Lb. brevis (8), Lb. paracasei 2 (9). DTT: Lactobacillus paracasei 1 (10), E.
faecalis (11), Lb. brevis (12), Lb. paracasei 2 (13) Gel SDS-Tris-Tricina 10%. La cantidad
de proteina total empleada en cada pozo fue de aproximadamente 10 ug.
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Pese a que los agentes empleados tienen diferente poder reductor, no se vio
reflejado en la actividad antibacteriana de los compuestos en estudio ni en el perfil
electroforético. El agente reductor mas fuerte es el TCEP y el que presenta menor

fuerza es el 2-mercaptoetanol.

La estructura de los compuestos antibacterianos no esta estabilizada por puentes
disulfuro, ni son importantes en la formacion de una estructura cuaternaria que de
lugar a la formacion de dimeros, trimeros o tetrameros, ya que el perfil
electroforético muestra las mismas bandas con los mismos pesos moleculares.
Tampoco hay puentes disulfuro implicados en la actividad; no participan en la
formacion del sitio catalitico o en la formacion de residuos no comunes dados por

la formacidn de enlaces covalentes entre aminoacidos.

Algunos compuestos antibacterianos que se pudieran ver afectados con estos
tratamientos son las bacteriocinas que contienen lantionina o -metil lantionina, ya

gue estos residuos se forma por puentes disulfuro, que se rompen al reducirlos.

7.7.Secuenciacion y analisis de las secuencias

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la identidad de las proteinas
con actividad antibacteriana, por lo cual fue necesario conocer su secuencia de

aminoacidos.

Las bandas que se seleccionaron para su secuenciacion se muestran en la Figura
29. La banda de 18 kDa de Lb. paracasei 1 se seleccion6 a pesar de no presentar
una actividad inhibitoria tan intensa como otras bandas debido a que tiene un peso
molecular relativamente bajo y, ademas, esta presente en todas las cepas. De E.
faecalis se seleccion6 la banda de 87 kDa, que fue la mas intensa y la que
presentdé mayor actividad a lo largo de las determinaciones de esta cepa.
Finalmente, de Lb. paracesei 2 se seleccionaron dos bandas; una a 103 kDa y otra
a 76 kDa, que son, junto con las de Lb. paracasei 1, las que presentaron la mayor

actividad.
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Figura 29. Bandas seleccionadas para su secuenciacion. La figura muestra en los carriles
1, 3y 5 el perfil electroforético y en los carriles 2, 4 y 6 el gel de actividad. Lb. paracasei 1
(1y 2), E. faecalis (3 y 4), Lb. paracasei 2 (5 y 6). Gel SDS-Tris-Tricina 10%.

Las muestras fueron analizadas por el método identificacion de proteinas por LC-
MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masas capaces de
producir espectros en tandem), el cual permite identificar proteinas a partir del
espectro de masas de su huella peptidica, e incluso de secuenciar de novo estos
péptidos. Posteriormente, las secuencias de los péptidos se analizaron mediante
el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, National Center of
Biotechnology Information) para encontrar regiones de similitud con secuencias de

otras proteinas reportadas en la base de datos.

7.7.1. Lb. paracasei 1, banda de 18 kDa

La banda de 18 kDa de Lb. paracasei no pudo ser identificada satisfactoriamente,
dado que la identidad de la proteina no se relaciona con | actividad litica

observada.
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7.7.2. E. faecalis, banda de 87 kDa

La banda de 87 kDa de E. faecalis gener6 ocho péptidos diferentes. Estos
péptidos fueron relacionados mediante el BLAST a un antigeno secretado de
Enterococcus faecium 1039 (GI:293553685), cuyo peso molecular es de 55.3 kDa.

Para corroborar que los péptidos se encontraran integros dentro de la secuencia
de la proteina se alinearon empleando el programa ClustalW2 (European
Bioinformatics Institute), que permite una rapida identificacion de similitudes y
diferencias entre las secuencias, encontrando una similitud del 100% para todos

los péptidos dentro de la secuencia.
Los péptidos generados fueron los siguientes:

e VQAMTTMVK

e QKAEAEAEQAR

e TSLAAEQATAEDK

e DPSGFDCSGFTR

e QDTLRQESAQLVK

e EAQVSNTSSNYIDAVLNAESLADAIGR

e NQQADAQSQIDALESQVSEINTQAQDLLAK

La secuencia del antigeno SagA es la siguiente (se resalta en negritas la ubicacion
de los péptidos dentro de la secuencia):

MTLTAVASPIAAAADDFDSQIQQQDQKIADLKNQQADAQSQIDALESQVSEINTQ
AQDLLAKQDTLRQESAQLVKDIADLQERIEKREDTIQKQAREAQVSNTSSNYIDA
VLNAESLADAIGRVQAMTTMVKANNDLMEQQKQDKKAVEDKKAENDAKLKELA
ENQAALESQKGDLLSKQADLNVLKTSLAAEQATAEDKKADLNRQKAEAEAEQA
RIREQQRLAEQARQQAAQEKAEKEAREQAEAEAQATQASSTAQSSATEESSAK
QSSVTEESSSATQSSVTEESSSATQSSVTEESSSATQSSATEESTTPESSATEES
TTAPESSATEESTTVPESSTTEESTTVPESSTEESTTPAPTTPSTDQSVDTGNGT
GSSTPAPTPTPTPEQPKPVTPAPAPSGSVNGAAIVAEAYKYIGTPYVWGGKDPS
GFDCSGFTRYVYMQVTGRDIGGWTVPQESAGTKISVSQAKAGDLLFWGSQGGT
YHVAIALGGGQYIHAPQPGESVKVGSVQWFAPDFAVSM
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Esta proteina se encuentra muy conservada en bacterias. No esta caracterizada y
se desconoce su funcion, sin embargo, tiene una regién, la NpIC/P60, que
pertenece a una superfamilia de dominios muy conservada. Las proteinas
NpIC/P60 definen una familia de peptidasas de pared celular ampliamente
representadas en varios linajes de bacterias. De los miembros de esta familia que
han sido caracterizados se sabe que pueden hidrolizar enlaces de D-gamma-
glutamil-mesodiaminopimelato o de N-acetiimuramato-L-alanina (Anantharaman y
Aravind, 2003).

Es por esta actividad de endopeptidasa que la proteina encontrada en E. faelcalis
presenta actividad contra S. aureus y M. lysodeikticus (Gram positivas). Actla
hidrolizando los enlaces peptidicos que enlazan el esqueleto de peptidoglucano de
la pared celular, dando lugar a su degradacion y a la consecuente muerte celular.
Sin embargo no presenta actividad contra E. coli, ya que es una bacteria Gram
negativa, y aunque su pared celular es mas delgada que la de bacterias Gram

positivas, poseen una membrana externa que las protege.

7.7.3. Lb. paracasei 2, banda de 103 kDa

La banda de 103 kDa de Lb. paracasei 2 generd péptidos que presuntamente
pertenecen a dos proteinas diferentes. La primera proteina genero cinco péptidos,
los cuales se encuentran integros en una muramidasa de Enterococcus sp. 7L76
(G1:295112539) que presuntamente tiene actividad de amidasa, ya que Su
secuencia se encuentra también en una N-acetylmuramoil-L-alanina amidasa de
Enterococcus faecalis AR0O1/DG (Gl:257417619). Ambas tienen un peso molecular
de 54.4 kDa.

Los péptidos generados fueron los siguientes:

e GLNVVSTR

e NGLDSNKDFYHGVWK

69



e TISADETHLMNYIVPK
e NLYASVMIAQAILESGSGNSK
o AGAAVSFPAGVLGADNTYGHVAFVEK

La secuencia de la muramidasa es la siguiente (se resalta en negritas la ubicacién

de los péptidos dentro de la secuencia):

MKKQFAMFSTLLLLGSSMPVGAFAEGNNLVAENSSVAETTAEATTAEDTETTATS
ETTEATEESTTETESSTESSESTTTESTETSGTETTDSTTDSTSTSTTESTTDSTS
TSTTESTTDSTSTSTTESSTTPTTTPSSSKEQPKPGTSTSESKQPAKPVTPTAPAE
KPVEQPAASTPQPEIVPPVTNETVGLVEDDETFTVSKTKKTEEFIQEIGESARKVA
KDKNLYASVMIAQAILESGSGNSKLSQKPNYNLFGIKGDYKGQSVSFITYEDNGF
NLYTVEAKFRQYPTYKESMEDYAKLLKNGLDSNKDFYHGVWKTEAKSYKEATRF
LTGKYATDKDYHKKLNALIKTYDLTYYDKEKATVEPMESNFPAYNGKNYDTFNSY
AWGNCTQYVYNRITQLGKRVDLTMGNGQDWGETGRARGYKVSRTPKAGAAVS
FPAGVLGADNTYGHVAFVEKVFKDGSILISEMNVKGLNVVSTRTISADETHLMNY
IVPKDK

La segunda proteina gener6 dos péptidos, que se encontraron en una muramidasa
de Enterococcus sp. 7L76 (GI-295113986) diferente a la primera. Tiene un peso

molecular de 45.8 kDa
Los péptidos generados fueron los siguientes:

e APNYNLFGIK
e VASAQTFSALSPTQSPSEFIAELAR

La secuencia de la muramidasa es la siguiente (se resalta en negritas la ubicacion

de los péptidos dentro de la secuencia):

MKKESMSRIERRKAQQRKKTPVQWKKSTTLFSSALIVSSVGTPVALLPVTAEATE
EQPTNAEVAQAPTTETGLVETPTTETTPGTTEQPTTDSSSTTESTTESSKETPTTP
STEQPTVDSTTPVELGTTDSSVAEIAPVAPSTTESEAAPAVTPDDEVKVPEARVA
SAQTFSALSPTQSPSEFIAELARCAQPIAQANDLYASVMMAQAIVESGWGASTLS
KAPNYNLFGIKGSYNGQSVYMDTWEYLNGKWLVKKEPFRKYPSYMESFQDNAH
VLKTTSFQAGVYYYAGAWKSNTSSYRDATAWLTGRYATDPSYNAKLNNVITAYN
LTQYDTPSSGGNTGGGIVNPGTGGSNNQSGTNTYYTVKSGDTLNKIAAQYGVSV
ANLRSWNGISGDLIFVGQKLIVKKGASGNTGGSGSGGSNNNQSGTNRTIL
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Las muramidasas y amidasas son peptidoglucano hidrolasas (PGH), que son
capaces de lisar células mediante la degradacion de la pared celular. Las
muramidasas hidrolizan el enlace p-1,4-glucosidico entre el acido N-
acetilmuramico y la N-acetilglucosamina, generando un producto con un residuo
terminal de acido N-acetiimuramico reducido. Las amidasas (N-acetilmuramil-L-
alanina amidasas) hidrolizan el enlace amida entre el acido N-acetilmuramico y el

residuo N-terminal de la L-alanina del tallo de péptidos (Vollmer et al, 2008).

La actividad observada en la banda de 103 kDa de Lb.paracasei 2 es el resultado
de la accién de una peptidoglucano hidrolasa que puede tener mas de un tipo de
actividad (muramidasa y amidasa). Aunque se identificaron 2 muramidasas
diferentes reportadas en el género Enterococcus, es posible que se trate de una
sola proteina no reportada previamente en Lactobacillus. Por tal razén, pese a
que la concentracion relativa de esta banda observada en la electroforesis es muy
baja comparada con otras bandas, es la que presenta una mayor intensidad en la
actividad observada en los zimogramas. Ademas, esta enzima fue activa contra
los tres microorganismos indicadores, que incluyen bacterias Gram positivas y

Gram negativas.
7.7.4. Lb. paracasei 2, banda de 76 kDa

La banda de 76 kDa de Lb. paracasei 2 generd péptidos que se encontraron en
cuatro proteinas diferentes. So6lo una de ellas es capaz de presentar actividad
antibacteriana. Dicha proteina se predijo que puede ser sintetizada por
Enterococcus faecalis T11 (GI:257418173), con un peso molecular de 48 kDa.

Los péptidos generados fueron los siguientes:

e QLEATEAELETK

e ASLALEQSSAESSK

e AAQVEAGGIPNDHWSR

e VQAVSTIVSANNDLMQQQK

e QSLGLRPVVWDAGLAASATAR
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e VQAVSTIVSANNDLMQQQKEDK
La secuencia de la proteina es la siguiente (se resalta en negritas la ubicacion de

los péptidos dentro de la secuencia):

MKKRLFASVLLCSLTLSAIATPSIALADNVDKKIEEKNQEISSLKAKQGDLASQVSS
LEAEVSSVFDESMALREQKQTLKAKSEQLQQEITNLNQRIEKRNEAIKNQARDVQ
VNGQSTTMLDAVLDADSVADAISRVQAVSTIVSANNDLMQQQKEDKQAVVDKKA
ENEKKMKQLEATEAELETKRQDLLSKQSELNVMKASLALEQSSAESSKAGLEK
QKAAAEAEQARLAAEQKAAAEKAKQAAAKPVQAKAEVKAEAPVASSSTTEAQAP
ASSSSATESSTQQTTETTTPSTDNSATENTGSSSSEQPVQPTTPSDNGNNGGQT
GGGTVTPTPEPTPAPEPTPAPSADPTINALNVLRQSLGLRPVVWDAGLAASATA
RAAQVEAGGIPNDHWSRGDEVIAIMWAPGNSVIMAWYNETNMVTASGSGHRD
WEINPGITRVGFGYSGSTIVGHSA

Esta proteina muy conservada en bacterias no ha sido caracterizada ni se conoce
su funcién. Sin embargo, presenta una region que pertenece a la superfamilia de
proteinas SCP. El dominio de proteinas del tipo SCP se encuentra tanto en
eucariontes como en procariontes. Esta familia incluye la proteina PR-1,
relacionada con la patogénesis en plantas, la cual se acumula después de
infecciones con patdgenos y puede actuar como agente antiflngico o estar
involucrada en la degradacién de la pared celular. Otro miembro de esta familia es
la proteina humana GAPR-1; se ha reportado que se encuentra en forma
dimerizada y como tal puede formar un sitio activo que contiene una triada
catalitica. Se sabe muy poco a cerca del papel biolégico que desempefian los
dominios SCP en bacterias y archeas (NCBI).

Este dominio puede ser el responsable de la actividad antibacteriana, mediante la
degradacion de la pared celular. Al igual que la muramidasa de la banda de 103
kDa, es activa contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Es posible que
esta proteina extracelular sea secretada por Lb. paracasei para reducir o eliminar
microorganismos que compitan por los nutrientes del medio, ya que ademas, es

producida durante la fase estacionaria de crecimiento.

Al igual que la proteina GAPR-1, es posible que actie en forma de dimero, ya que
el peso molecular determinado mediante la electroforesis es mucho mayor que el

reportado para la proteina extracelular de E. faecalis con secuencia similar.
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7.8.Prueba de glicosilacion de las proteinas de interés

Como los pesos moleculares de las proteinas con actividad litica fueron mayores a
los reportados en proteinas similares, se decidié comprobar si el incremento de

peso se pudiera deber a que las proteinas se encontraran glicosiladas.

Los resultados de la deteccion y diferenciacion de glicosilaciones para las
proteinas de las cepas E. faecalis y Lb. Paracasei 2 se muestran en las Figuras 30

y 31.

200 kDa

116.3 kDa

97.4 kDa

66.2 kDa

45.5 kDa

Figura 30. Resultados de la prueba de glicosilacion de los extractos precipitados con
TCA. Marcador de peso molecular alto (1). Muestras incubadas con GNA (aglutinina de
Galanthus nivalis): Lb. paracasei 2 (2), E. faecalis (3), carboxipeptidasa (control positivo)
(4). Muestras incubadas con SNA (aglutinina de Sambucus nigra): Lb. paracasei 2 (5), E.
faecalis (6), transferrina (control positivo) (7). Muestras incubadas con MAA (aglutinina de

Maackia amurensis): Lb. paracasei 2 (8), E. faecalis (9), fetuina (control positivo) (10).
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200 kDa
116.3 kDa
97.4 kDa

66.2 kDa

45.5 kDa

Figura 31. Resultados de la prueba de glicosilacion de los extractos precipitados con
TCA. Marcador de peso molecular alto (1). Muestras incubadas con PNA (aglutinina de
cacahuate): Lb. paracasei 2 (2), E. faecalis (3), asialofetuina (control positivo) (4).
Muestras incubadas con DSA (aglutinina de Datura stramonium): Lb. paracasei 2 (5), E.
faecalis (6), fetuina (control positivo) (7), Lb. paracasei 2 (8), E. faecalis (9), asialofetuina
(control positivo) (10).

Como puede observarse en la Figura 30, las proteinas de las cepas E. faecalis y
Lb. paracasei 2 que presentaron actividad antibacteriana tuvieron una reaccion
positiva con GNA (aglutinina de Galanthus nivalis), lo que indica la presencia de
manosa unida con un enlace N-glucosidico. Para todos los demas tipos de

glicosilaciones probadas no hubo reaccién positiva.

En el caso de la carboxipeptidasa Y, la glicosilacion con cadenas de manosa
incrementa en 10 kDa su peso molecular, de 53 a 63 kDa. El porcentaje en peso
de los grupos glucidicos en las diferentes glicoproteinas, puede varias desde
menos de un 1%, como en la ovoalbumina, hasta un 80% en las mucoproteinas
(Nelson y Cox, 2008).

El peso molecular de la proteina generada por la cepa E. faecalis, que es de
aproximadamente 87 kDa, no corresponde con el del antigeno sagA de E. faecium
E1039, que es de 55.3 kDa. Esto puede deberse precisamente a que la proteina

esta glicosilada, y las cadenas de manosa incrementan su peso.
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Lo mismo ocurre con las dos muramidasas de Lb. paracasei 2 de 103 kDa, los
pesos reportados de las proteinas con secuencia similar son de 54.4 y 45.8 kDa.
Esto puede deberse a que estan glicosiladas. Sin embargo, también hay que
considerar que estas proteinas no han sido reportadas previamente en estos
microorganismos y que son diferentes a las proteinas con que se estan
comparando. Es posible que en los microorganismos en estudio las proteinas con
actividad sean de mayor tamafio debido tanto a la glicosilacion como a los
aminoéacidos que las forman. Tampoco la proteina con el dominio SCP, que pesa
76 kDa, coincide con los reportes de proteinas con la misma secuencia que pesan

48 kDa, precisamente a que se trata de otro microorganismo.

Las glicoproteinas, en su mayoria, son extracelulares en su localizacion y en su
funcién, o son secretadas por las células; de acuerdo con ello, se ha indicado que
una de las finalidades de los restos de azucar ligados es la de marcar a la proteina
que ha de ser exportada de la célula (Nelson y Cox, 2008). Las proteinas objeto
de este estudio son extracelulares, por lo cual no seria extrafio que se encontraran

glicosiladas.

Aunque se conoce la secuencia parcial de las proteinas con actividad
antibacteriana, ésta se encuentra relacionada Unicamente con proteinas putativas
y en algunos casos poco caracterizadas. Ademas, tampoco se han reportado en
los microorganismos con los que se trabajo, lo que puede explicar, en parte, las
diferencias que existen en peso molecular entre las proteinas estudiadas y las
reportadas en la literatura.
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8. Conclusiones

La actividad antibacteriana extracelular producida por BAL aisladas del queso
Cotija es de caracter proteinico.

La proteina de 103 kDa de Lactobacillus paracasei 2 presenta actividad de
muramidasa que actua degradando la pared celular de bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

La banda de 87 kDa producida por Enterococcus faecalis, corresponde a una
proteina con una region NpIC/P60 muy conservada en bacterias que, aunque no
estd muy caracterizada, se sabe que esta involucrada en la degradacion de pared
celular. De esta proteina so6lo pudo identificarse actividad en contra de bacterias

Gram positivas.

La actividad producida por la banda de 76 kDa de Lactobacillus paracasei 2 es
debida a una proteina con un dominio SCP, que tampoco esta muy caracterizada
en bacterias, sin embargo, también actla degradando la pared celular de bacterias

Gram positivas y Gram negativas.

Ninguna de las proteinas debe su actividad antibacteriana a la presencia de
puentes disulfuro en su estructura, ya que ésta no se vio afectada al llevar a cabo

tratamientos reductores.

También, pudo determinarse que las proteinas extracelulares con actividad
inhibitoria se encuentran glicosiladas con cadenas de manosa, lo que podria
explicar la diferencia entre el peso molecular reportado en proteinas con

secuencia similar y el observado experimentalmente.
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