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Resumen
Las biopeliculas formadas por microorganismos patdgenos son un problema permanente en

la industria alimentaria, al tener una mayor resistencia a los agentes de limpieza y
desinfeccion. Los tratamientos quimicos y con antibioticos presentan el problema de generar

efectos adversos o de ineficacia por la creciente resistencia a los antibidticos.

Actualmente el uso de antimicrobianos (de naturaleza proteica), se utiliza como alternativa
(o como complemento) a los antibidticos para el tratamiento de infecciones asociadas a
biopeliculas en el caso clinico, asi como en la industria alimentaria. Por lo que se ha planteado
el uso de enzimas liticas tales como la proteina de 99-kDa de Pediococcus acidilactici ATCC
8042, una bacteria acido l&ctica con actividad antimicrobiana contra diversos
microorganismos patdgenos, con el fin de desestabilizar la biopelicula al hidrolizar el
peptidoglucano de las bacterias que la componen, asi como también la degradacion de otros

componentes que la conforman.

El presente proyecto tiene como objetivo estudiar el proceso de formacién de biopeliculas en
superficies utilizadas en la industria alimenticia, y el efecto del tratamiento con peptidoglucan
hidrolasas recombinantes de P. acidilactici. La superficie de trabajo seleccionada fue el
poliestireno (material de empaque muy utilizado), siendo el microorganismo modelo Listeria
innocua (sustituto no patdgeno de Listeria monocytogenes), se determind su condicion
optima de formacidn de biopelicula en la superficie para su posterior tratamiento enzimatico
con las subclonas recombinantes AMI 123 y GLU 32 de la proteina de 99-kDa, obteniendo
una disminucion del % de viabilidad celular relacionada con la degradacion de la biopelicula,
ambos dominios cataliticos tuvieron distinto comportamiento debido a la distinta afinidad

por los componentes de la biopelicula
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1.Introduccion

1.1 Contaminacion microbiana en los alimentos
Diversos microorganismos estan presentes en la industria alimentaria a traves de fuentes

como agua, alimentos crudos, animales, asi como la manipulacion o equipos (Figura 1) y
pueden persistir en los equipos de procesamiento por largos periodos de tiempo. Por lo tanto,
los alimentos pueden contaminarse en cualquier etapa de la produccion y empaque de estos,
aungue se apliquen los protocolos de limpieza recomendados. Ademas, los microorganismos
pueden formar biopeliculas debido a las diferentes condiciones ambientales a pesar de que,

tradicionalmente, las células bacterianas se identifican como células de vida libre.

1) Materia prima INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Vibrio spp.
2) Manipulacién de
alimentos

Ce) 4. hydrophila__,
!l‘ m Salmonella spp.
é L. monocytogenes
Salmonella spp.
E. coli
T r——
‘ L. monocytogenes
S. aureus
3) Superficies de

Shigella
contacto con

\J, C. perfringens
alimentos
289

Yersinia
\ 1

L. monocytogenes
| S. aureus 3
E. coli
Bacillus spp.
mh

MARISCOS

Agua

E. coli
L. monocytogenes

g Salmonella spp.
Instalaciones CEJ?(Z’:I
ganaderas £ fronalis

Figura 1. Principales fuentes de contaminacién en la industria de alimentos Se indican las bacterias mas
comunes detectadas en cada etapa de la produccién y empaque de diversos productos alimentos
de la industria alimenticia. (Gutiérrez et al., 2016).

Las biopeliculas pueden ser tanto beneficiosas como perjudiciales para la sociedad humana
segun su ubicacion y las especies involucradas. Un estudio sobre el impacto a nivel
internacional de biopeliculas (Camara et al., 2022) que abarco los sectores de la salud, la
seguridad alimentaria, la seguridad del agua, la resistencia a los antimicrobianos y la energia
encontrd que su impacto econémico global estimado tiene un valor de méas de $ 5 billones de
ddlares anuales. En cuanto al sector alimentario, se estima que tienen un impacto global de $
324 mil millones anualmente. Su presencia es motivo de preocupacion comercial, porque
estan involucradas en la obstruccion y corrosion de tuberias en los sistemas de produccion,
entre otros. Otros estudios se refieren a su presencia en alimentos tales como mariscos y

lacteos, provocando intoxicaciones que pueden llevar a la muerte (Eraso-Cadena et al., 2016).
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1.2 Biopeliculas
Las biopeliculas son ecosistemas microbianos complejos formados por una 0 mas especies

inmersas en una matriz extracelular cuya composicion varia segun el tipo de entorno de
fabricacion de alimentos y de la especie colonizadora. La matriz extracelular esta compuesta
principalmente por polisacaridos, proteinas o ADN exdgeno (Galié et al., 2018). Esta matriz
puede fijarse a superficies duras (equipamiento de la industria alimentaria, superficies de
transporte, distribucion y almacenamiento, suelo, etc.) o a estructuras bioldgicas (verduras,
carne, huesos, frutas, etc.). La formacion de biopeliculas confiere muchas ventajas a las
celulas microbianas en un entorno de la industria alimentaria, como la resistencia fisica
(contra la desecacion), la resistencia mecénica (contra corrientes liquidas en tuberias) y la
proteccion quimica (contra productos quimicos, antimicrobianos y desinfectantes utilizados
en la industria). Dependiendo de la industria de procesamiento de alimentos, el tipo de

bacteria y la ruta de acceso a los alimentos difiere (Gutiérrez et al., 2016).

1.3 Formacion de biopeliculas
El desarrollo de la forma de vida planctonica (en estado libre) en una forma de biopelicula

(comunidad microbiana) implica diferentes etapas (Figura 2):

\(;9@
X (f) <=

\
‘—)-\_ NN

Figura 2. Etapas de formacidn de la biopelicula microbiana. La imagen de la superficie (rectangulo gris)
representa una superficie abidtica, que sirve como sustrato para la unién bacteriana. Adhesion
bacteriana: (a) representa la unién inicial de bacterias a la superficie a través de interacciones de
proteinas adhesivas, fibras o compuestos no proteicos con la superficie. (b) Inicialmente, la union a
la superficie puede ser reversible hasta que los cambios dependientes del contacto en la bacteria
indiquen que se vuelve (c) irreversible. (d) Formacién de microcolonias: las bacterias adherentes a
la superficie comienzan a replicarse, comienzan a producir y secretar una matriz extracelular (MEC)
que encapsula las bacterias, formando una microcolonia en la superficie. (e) Maduracién: las
bacterias dentro de la biopelicula se replican o a medida que las bacterias se agregan a la biomasa
del entorno circundante (indicado por bacterias de color azul oscuro que se adhieren a la superficie
de la biopelicula). (f) Dispersion de la biopelicula: las sefiales provenientes del exterior y del interior

14



de la biopelicula pueden desencadenar la dispersién de bacterias de la biomasa (indicadas por
bacterias de color azul claro). Estas bacterias pueden restablecer la biopelicula en otros lugares o
establecer una infeccion independientemente de la formacion de la biopelicula. (Floyd et al., 2017).

Adhesion o anclaje: las células plancténicas que flotan libremente identifican una superficie
e inician el proceso de union. La union de las células plancténicas a la superficie no es
permanente. Se lleva a cabo con ayuda de los flagelos (desplazamiento) y los pili (como
estructuras de anclaje), que todavia estan presentes en la célula bacteriana durante esta etapa
El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transicién desde una
interaccion débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente, frecuentemente
mediado por la presencia de polimeros y apéndices extracelulares (Floyd et al., 2017).
Colonizacion: cuando la union de las células bacterianas a la superficie del sustrato es
irreversible, comienza un proceso de multiplicaciéon y divisién de células microbianas,
iniciado a través de sefiales quimicas particulares (quorum sensing), ademas se favorece la
biosintesis de los principales componentes de la matriz extracelular, como EPS y proteinas.
Este proceso conduce luego a la formacion de micro-colonias (Jamal et al., 2018).
Maduracidn: se expresan ciertos productos génicos importantes para la formacion de EPS.
Dado que el EPS es el material principal en la estructura tridimensional de la biopelicula, se
producen canales en la matriz. Estos canales estan llenos de agua y actGan como un sistema
circulatorio, utilizado para distribuir nutrientes importantes y eliminar los productos de
desecho de las comunidades de microcolonias en la biopelicula (Jamal et al., 2018).
Desprendimiento: se observa el desprendimiento y la dispersién de las células de la
biopelicula y el inicio de la formacion de una nueva biopelicula. Durante el proceso de
desprendimiento, las comunidades microbianas dentro de la biopelicula producen diferentes
enzimas que ayudan a liberar la superficie de los microorganismos en una nueva area para la
colonizacién. Las células dispersas son morfolégicamente mas similares a las células
planctonicas que a las células de biopelicula maduras, que son cruciales para volver a

convertirse en una nueva biopelicula (Arunasri et al., 2019).

Dependiendo del microorganismo, la matriz extracelular sera diferente, en la Tabla 1 se
presenta la composicion de ésta en algunos patdgenos:

Tabla 1. Composicion de matriz extracelular de biopeliculas (Elaboracion propia)
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Microorganismo Matriz extracelular Referencia

Tres exopolisacaridos principales: polimero de -1,6-N

acetil-D-glucosamina (PGA), celulosa y acido colanico.

Escherichia coli : o Sharma etal.
Otros componentes los lipopolisacaridos y los 2016
polisacaridos capsulares.

Principal exopolisacarido: poli-pB-(1,4)- N -
Listeria acetilmanosamina (poli-NAM), presencia de &cidos Colagiorgi et

monocytogenes  teicoicos, asi como proteinas que ayudan a la adhesion al., 2017
y ADN extracelular.

Mezcla viscosa de polisacaridos extracelulares,
Pseudomonas  Principalmente Psl, Pel (rico en glucosa) y alginato  .comiravaka

aeruginosa (4cido a-D-manuronico y acido glucordnico). También  etal., 2017

hay proteinas como CdrA y eDNA.

Se han reportado como factores que facilitan la creacion de biopeliculas, la composicion
quimica, la estructura de la superficie y su rugosidad. También el grado de hidrofobicidad de
la superficie celular influye en las interacciones hidrofobicas entre las células y la superficie
que median la union bacteriana; ademas de la movilidad de la cepa que favorezca la adhesion
a superficies (Eraso-Cadena et al., 2016). Los factores ambientales que rodean a la
biopelicula también desempefian un papel importante (Eraso-Cadena et al., 2016). Por
ejemplo, un medio que contiene glucosa en altas concentraciones afectara la capacidad de
acoger microorganismos y captarlos en esa matriz extracelular, pues provocara cambios en
la expresion de genes implicados en procesos de adherencia, ademas de la biosintesis y
metabolismo de aminoacidos que acompafian la estabilizacion y el mantenimiento de la

biopelicula a través del tiempo y el espacio.

1.4 Métodos de control
Actualmente se utilizan varios métodos fisicos (como vapor caliente, ultrasonidos) y

compuestos quimicos (como hipoclorito de sodio, soluciones de hidréxido de sodio, peroxido
de hidrogeno, acido peracético, etc.) para controlar la formacion de biopeliculas en la

industria alimentaria. Se han implementado nuevas estrategias para prevenir la formacion de
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biopeliculas, que eviten que las bacterias desarrollen resistencia a los desinfectantes en los

entornos de procesamiento de alimentos, entre las que se encuentra el uso de bacteriéfagos,

bacteriocinas, inhibidores de “quorum sensing”, aceites esenciales, entre otros (Coughlan et

al., 2016). Los méetodos més utilizados se presentan en la Tabla 2:

Tabla 2. Métodos de control de biopeliculas para su uso en la industria alimentaria

(Elaboracion propia)

Método

Tratamiento
quimico

Aceites
esenciales

Tratamiento
fisico

Biosurfactantes

Revestimientos

Inhibicion QS

Mecanismo de accion

Oxidacion de estructuras

celulares. Pueden afectar

la superficie sobre la cual
se aplican.

Inhibicién de motilidad
al reducir la sintesis de
estructuras de anclaje, se
consideran irritantes.

Efecto bactericida, puede
modificar caracteristicas
sensoriales de la matriz
alimentaria.

Inhibicion de la adhesidn
bacteriana al modificar
las caracteristicas
hidrofdbicas de la
superficie.

Disminucién de la
adhesion bacteriana.

Regulacién de la
expresion de genes
relacionados con la

adhesion

Ejemplo

hipoclorito de sodio,

soluciones de hidrdxido de
sodio, perdxido de hidrégeno,

acido peracético

Citral, carvacrol

Radiacion UV, ultrasonido

Surfactina

Superficies repelentes

Inhibicion de sintesis de

sefiales de quorum sensing,

inhibicion de receptores

Referencia

Ban et al.,
2016

Friedman et
al., 2014

Nica et al.,
2017

Zhang et al.,
2017

Jindal et al.,
2016

Coughlan et
al., 2015
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Tratamiento Ruptura de la matriz Glicosidasas, Celulasas, Coughlan et

enzimatico extracelular proteasas, DNAsas al., 2016
. . Fister et al.,
Bacteridfagos Lisis celular Fago P100
2016
. Alteracion de la .. Strempel et
Bacteriocinas Nisina
membrana celular al., 2015

En las plantas de fabricacion de alimentos se llevan a cabo procesos diarios de desinfeccion
para eliminar los microorganismos que han entrado, y tienen como objetivo evitar la
colonizacion o persistencia. Las medidas involucradas incorporan procesos mecanicos,
quimicos, térmicos, entre otros para eliminar las biopeliculas de la manera mas eficiente

posible.

La mejor estrategia para erradicar las biopeliculas bacterianas de los entornos relacionados
con los alimentos es prevenir su formacion. Esto se puede lograr excluyendo a las bacterias
formadoras de biopeliculas en areas criticas, por ejemplo, fabricacion en condiciones
asépticas o esterilizacion terminal de preparaciones y equipos. Es importante que los agentes
anti-biopelicula utilizados en las instalaciones de procesamiento de alimentos cumplan con
los requisitos de seguridad establecidos por los organismos reguladores apropiados. Los
agentes que se consideren exitosos en el laboratorio también deben probarse y demostrar que
son seguros para su aplicacion en superficies en contacto con alimentos, especialmente, si
dichos agentes deben agregarse al producto alimenticio en si. Ademas, la calidad del producto
es una prioridad para los fabricantes de alimentos, por lo que los inhibidores de biopeliculas
no deben influir en el sabor, la textura o la palatabilidad de los alimentos de ninguna manera
(Galié et al., 2018).

Como los biopeliculas son comunidades complejas, sus caracteristicas Unicas aumentan la
posibilidad de resistencias quimicas y fisicas, dificultando en algunos casos su eliminaciéon y
favoreciendo su persistencia en el entorno industrial. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos

enfoques antimicrobianos es muy importante en este sector industrial.
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1.5 Tratamiento enzimatico contra biopeliculas

Las enzimas son un tipo de tratamiento biolégico que también incluye a los bacteriéfagos y
bacteriocinas. Las enzimas estan directamente involucradas en la produccion de EPS, la
comunicacion de célula a célula, la maduracion de la biopelicula y el proceso de dispersion
(Coughlan, 2016).

Las enzimas anti-biopelicula estan dirigidas contra las células bacterianas incrustadas en la
matriz y promover la lisis celular (Figura 3). Sin embargo, su blanco principal es el EPS,
donde rompen el enlace de célula a célula y, al separar continuamente las células, degradan

las macromoléculas de la matriz y aceleran la alteracion de la biopelicula objetivo.

@
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células planctonicas / /

libres / /\
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Invasion enzimatica al biofilm maduro Interrupcion de la matriz del biofilm Desprendimiento de bacterias de la superficie

Figura 3. Degradacion enzimdtica de biopelicula madura. Se muestra el mecanismo general de la
actividad enzimdtica en una biopelicula madura donde la estructura de la biopelicula se
descompone al ser pertubada por la presencia de enzimas, por lo que las bacterias regresan a su
estado planctdnico (Nahar et al., 2018).

Las enzimas son especificas del sustrato y el contenido de la matriz de EPS también varia de
una especie a otra. Por tanto, se puede utilizar una determinada concentracion de hidrolasa
de polisacarido, proteasa, bacteriocina (como la nisina), peptidoglucan hidrolasa (por
ejemplo, la lisostafina o endolisinas, etc.) y / o DNasa para degradar los polisacaridos
extracelulares, proteinas y / o DNA extracelular de una matriz de biopelicula bacteriana
(Nahar et al., 2018). En la Tabla 3 se presentan algunos ejemplos de mezclas de enzimas con

distinta actividad para la degradacion de biopeliculas:

Tabla 3. Combinacion de enzimas para degradar biopeliculas (Elaboracion propia)
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Enzimas

Lisostafina + Nisina

Endolisina LysHS +
Nisina

Dnasa + Proteinasa K

Superficie . ,
P de biopelicula
. Staphylococcus
Poliestireno Py
aureus
Poliestireno
’ Staphylococcus
leche Py
. aureus
pasteurizada
Poliestireno y Listeria
acero inoxidable monocytogenes

1.6 Peptidoglucano hidrolasas
Las peptidoglucano hidrolasas (PGH) son enzimas con propiedades antimicrobianas que

Especie formadora ]
P Referencia

Garcia et al.,

Ceotto-Vigoder et

2010

Nguyen et al., 2014

estan involucradas en varias funciones, incluyendo la maduracion del peptidoglucano,

recambio, reciclaje, autolisis, escision del septum durante la division celular y resistencia a

antibioticos (Alcorlo et al., 2017). También participan en el crecimiento de la pared celular

bacteriana y su regulacion y también en diferentes fendmenos de lisis.

Debido a que tienen la capacidad de hidrolizar los enlaces que forman la red del

peptidoglucano (Figura 4), componente principal de la pared celular de las bacterias, siendo

de gran interés su aplicacién como antibacterianos en productos alimenticios, debido a la alta

especificidad y accion contra microorganismos patdgenos que pueden presentar (VVollmer et

al., 2008).

Lisozimas exo-LTs ;.
y endo LTs “\ 2,;”;,
NAG  NAM| 2 anhNAM
.0;
O+ &%‘:‘@éﬁ& @‘
L Ala L Ala =
e o PG amidasas
m-DAP rerAP
D-Ala o-Aa_, .——— Endopeptidasas
D-Ala Xm—IIJAP
Glucosaminidasa o
L~ Ala
B lies == B n
NHAc
L Ala
¥D- Giu
mAP_ Carboxipeptidasas

D-Ala__—~
Dgla
b-Aia

Figura 4. Esquema detallado del peptidoglucano (PG) y las diversas peptidoglucano hidrolasas implicadas en
el procesamiento del peptidoglucano. La capa de PG consta de hebras lineales de glucano
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entrecruzadas por cadenas laterales de péptidos mediante enlaces peptidicos. Las hebras de
glucano estdn formadas por unidades repetitivas de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico
(NAG-NAM, verde oscuro y claro respectivamente) que estan unidos mediante enlaces glucosidicos
(Alcorlo et al., 2017).

Al ser enzimas capaces de escindir enlaces en fragmentos solubles, se dividen en varias
clases, definidas en funcion de su especificidad para los enlaces covalentes (Figura 4).
Pueden actuar sobre los enlaces glucosidico (glicosidasas) o peptidico (peptidasas) en el

peptidoglucano.

1.7 Clasificacion de peptidoglucano hidrolasas
En la Tabla 4 se muestra la clasificacion de las PGH de acuerdo al tipo de enlace que

hidrolizan en el peptidoglucano (Alcorlo et al., 2017). En cuanto al enlace glucosidico,
existen las glicosidasas, que se pueden distinguir subgrupos diferentes: glucosaminidasas,
lisozimas y transglicosilasas liticas. Las muramidasas se dividen en lisozimas (enzimas
hidroliticas) y las transglicosilasas liticas (enzimas no hidroliticas). En cuanto al enlace
peptidico, existen las peptidasas, que se pueden distinguir dos grupos diferentes, amidasas y
peptidasas, dependiendo de la naturaleza y localizacion del enlace amida a hidrolizar.

Tabla 4. Clasificacion de las PGH de acuerdo al enlace que hidrolizan (Elaboracion propia)

Tipo de enzimas Clasificacion El.llace. que Residuo resultante
hidrolizan
Enlace glucosidico
Glucosaminidasa  (B-1,4) entre NAG y Extremo NAG reductor
otros monosacaridos
GLICOSIDASAS Enlace B-(1,4) Lisozima: NAM reductor
Muramidasa glucosidico entre los terminal
residuos de NAG y Transglicosilasa litica: 1,6-
NAM secuenciales  anhidro en el residuo de NAM
Enlace peptidico Separa la cadena de glucanos
Amidasa entre NAM y el N- de los péptidos, y libera
terminal de la L-Ala  péptidos de las ramificaciones
PEPTIDASAS N CarboxiPePtidasa: tetrapéptido
Enlace peptidico al eliminarse L-Ala del
Peptidasa entre péptidos extremo
(interno o externo) Endopeptidasa: péptidos
variables
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1.8 Aplicacion en alimentos
Las peptidoglucano hidrolasas tienen el potencial de ser utilizadas en la industria alimentaria

para la conservacion, en la agricultura para lograr resistencia contra bacterias fitopatdgenas
y como agentes antibacterianos (Sharma et al., 2016). Podrian convertirse en una nueva clase
de agentes antibacterianos para contrarrestar el problema de la resistencia a los antibi6ticos
en organismos patdgenos. Considerando la relevancia de la pared celular bacteriana como un
objetivo principal de los antibidticos, las PGH seran esenciales en la lucha contra el creciente
problema de la resistencia a multiples farmacos. En la Tabla 5 se presentan algunas PGH que

se han utilizado contra patdgenos:

Tabla 5. Espectro antimicrobiano de algunas PGHs (Elaboracién propia)

Enzimas Clasificacion Espectro antimicrobiano Referencia
Lisozima Muramidasa Staphylococcus aureus Sudagziti)ag ctal,
Lisostafina Endopeptidasa Staphylococcus aureus Lister et al., 2014
Dispersina B Glucosidasa Escherichia coli Ghalsasi et al., 2016

Actualmente la Gnica PGH aprobada como aditivo alimentario es la lisozima (muramidasa),
aunque se busca que otras enzimas antimicrobianas provengan de bacterias que no sean

consideradas patdgenas para que sea seguro su consumo (Carrillo, 2013).
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2. Antecedentes

2.1 Enzimas liticas de Pediococcus acidilactici

El género Pediococcus esta conformado por bacterias Gram positivas, anaerobias
facultativas, no esporuladas, homofermentativas; la especie P. acidilactici se ha utilizado en
fermentaciones naturales y controladas de vegetales y embutidos, ademéas esta especie
produce compuestos antimicrobianos que pueden utilizarse como cultivos protectores o

biopreservantes en alimentos por el uso de los cultivos o sus productos.

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es una BAL utilizada como cultivo iniciador en
productos carnicos maduros en los que ha presentado efecto bioconservador e inhibidor del
crecimiento de S. aureus y de mesofilos aerobios (Rivera, 2004) dicho efecto bioconservador
es conferido por la actividad de peptidoglucano hidrolasa intracelular (Garcia-Cano et al,
2011).

En investigaciones realizadas anteriormente por el grupo de trabajo se reportd la produccion
de dos proteinas por parte de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 localizadas
mayoritariamente en la fraccion correspondiente a las proteinas unidas a membrana capaces
de hidrolizar células de Micrococcus lysodeikticus. En extractos celulares de esta cepa
evaluados por zimografia contra M. lysodeikticus se reportaron dos bandas con actividad
litica a los 110- y 99-kDa. La actividad antimicrobiana de dichas enzimas en conjunto se
determind con pruebas de difusion en agar contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Lacticaseibacillus paracasei, S. enterica serovar Typhimuriumy E. coli; por
turbidimetria, contra M. lysodeikticus y por zimograma, contra Staphylococcus aureus y E.
coli con resultados positivos (Garcia-Cano et al., 2011; Velasco Pérez, 2010; Garcia-Cano,
2013).

Ambas proteinas también fueron secuenciadas y se determino utilizando el programa BLAST
gue aquella con peso molecular de 99-kDa presentaba dos dominios conservados: uno de N-
acetilglucosaminidasa y otro de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (Figura 5), tipicos en
las peptidoglucano hidrolasas; mientras que la proteina de 110-kDa tenia regiones

caracteristicas de un transportador ABC con un 47% de cobertura y un 100% de identidad
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1 MFKSGKKWAF ASIATASLGL VALNTNAEKA HADSDAQANT NSASQLDQQT KTAPVNEKQV
61 TLAKPATVKA SSAAVTAQSA APAPSAAQSA AKVNADSTAK ADQHSAAAKV GTKATTSSAV

121 KPAKEAASAN AVKAAPASSA AKKVSTSVAS SAAPSSAASK TVISAAVKDS AAKEAVSSAA

181 NVKSSSAAAK TSVNSSAVSE AAKKDAKAEK TAEKKTDNSS KDYTIDNTYR LADNEGSDQX

241 TNNKHVAHA VGQYSSARDV AIYEKREWDS SETYVQYIVG DGGRVYAVGE EGYVAWGAGK
301 WANENAPVQV ELAQTYSDSQ FKKDYQTYVN LLRDSAKKWN IPTTLDSDEY TGIKSHVWVT
361 EHVWGNHVDP YGYLGTHGIT KEQFAHDLAY GFDNDAANDN QNNNQNDNHQ NDNQNNQNNN
421 HONDSSNNHG NONNQSYHVG DKVTIKNSAS HWATGQSIYN GVKGHTYKII QTNGHKLLLD
481 QVISWINDGD VYKAGSNSGS SNNHNNNHTT NNADIKVGTV VIINNNASHW ATGQSIYSGV
541 KGKSYKVIQT NGNRLLLDKV ISWINKGDVH VPGSNSNNNN SGNONHNNGN NHNNNGNTES
601 IHVGSKVTIN NNAKRWATGQ NIYSGVKGKT YTVIQMNGSR LLLDKVISWI NKGDVHLPGS

661 NGSONNNNNN NNHANNNDGT IRVGTNVTIK PSAKRWATGQ NIYYGVKGKT YKVIQMNGNR
721 LLLOKVISWI NKGDVYVPGS SNNNNSNSNN NHNNNGSNYH FTNONWTAAQ TNFVNSIASD
781 VMNVCQONNHL YASVAMAQAV VESAYGASTL AQEAHNLFGI KADSTWHGAT YTKNTQEVIN
841 GRVVTISAAF RKYDSFKDSI ADYAKKLESR PQYANAFSNH AHNYVESVKA IKAGGYATAP

901 TYVSSIVNCI NNYGFYKLDG LNSAISL

Figura 5. Secuencia en aminoacidos de la enzima de 99-kDA codificada en el genoma de P.acidilactici 7_4.
Verde: péptido sefial Rojo: dominio de la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa Azul: dominio de N-
acetilglucosaminidasa [RefSeq: WP_002829921; NCBI] (Campos, 2016)

Posteriormente el gen que codifica para la proteina de 99-kDa se clond y expreso en el vector

pPET-19b

, la proteina se purificd por medio de columna de exclusion molecular, tras lo que

se realiz6 otro espectro antimicrobiano, en el que disminuyd el nimero de cepas susceptibles,

sobre todo en Gram-negativas (Tabla 6) [Garcia-Cano et al, 2011]

Tabla 6. Inhibicién del crecimiento de distintas especies bacterianas por PGHs provenientes
de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 (Garcia- Cano et al, 2011).

Gram

Gram

Cepa Extracto con las PGH recombinante
PGHs 110y 99-kDa de 99-kDa
Listeria monocytogenes CFQ-B-103
Staphylococcus aureus ATCC 6538 v
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 4 4
positivas  pediococcus acidilactici ATCC 8042 v v
Enterococcus faecalis QB v v
Bacillus cereus CFQ-B-230 v ND
Bacillus subtilis ATCC 6633 v ND
Salmonella typhimurium ATCC 27853 v ND
negativas | Escherichia coli DH5a 4 ND
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ND ND

ND= no detectable
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2.2 Subclonacién de la proteina bifuncional
La proteina de 99-kDa se encuentra reportada como peptidoglucano hidrolasa (PGH)

bifuncional (GenBank: AKDA44141) por presentar dos dominios cataliticos: de N-
acetilmuramil-L-alanina amidasa y de N-acetilglucosaminidasa.

Existen reportes de enzimas bifuncionales que contienen los dominios de N- acetilmuramil-
L-alanina y N-acetilglucosaminidasa producidas por el género Staphylococcus (Yokoi et al,
2008). Existen varios ejemplos de otras enzimas bifuncionales provenientes de distintas
bacterias con actividades similares a la PGH bifuncional de 99-kDa, de acuerdo a su espectro
antimicrobiano tienen actividad litica contra algunos microorganismos patégenos de
importancia clinica. Estas enzimas presentan una secuencia de amino&cidos entre los
dominios cataliticos, las cuales se denominan secuencias repetidas, que se han relacionado
con el anclaje a membrana celular (Figura 6). Algunos autores han generado proteinas
recombinantes con un solo dominio catalitico variando la longitud de la region intermedia, y
ademas han mostrado que estas enzimas tienen actividad litica de manera independiente
(Bourgeois et al, 2009).

Ami-Deat. 465 pb ¢ i€ 3  Glu-N321. 1666 pb
Ami-N1. 814 pb |€ DHE 3 Glu-N32. 1303 pb
Ami-N12. 1270 pb |€ € 2| Glu-N3. 838 pb
Ami-N123. 1624 pb |€ € 2| Glu-Dcat. 485 pb
3 Regionds rica en Asparagina (N)
=4 | Dominio Dominio 2
[3 Amidasa I ) | I | I | Glucosaminidasa ?
<
0 100 200 0 420 04 0 0 0 90927 ala
| | | | | | |
M c
b4S 319 7 915
SP \-acetyknuramy} N-rich sequence N-acetylglucosaminidase
L-alagine amidase

Figura 6. Subclonas de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa y N-acetilglucosaminidasa. Se representan las
regiones que se amplificaran a partir de la secuencia del gen que codifica para la proteina de 99-
kDa, asi como el tamafno esperado de cada amplicon. Como se observa se obtendran distintas
subclonas de la misma enzima. (Campos, 2016)

En laclonacion y expresion de las proteinas recombinantes se utiliz6 como vector al plasmido
PET-22b el cual cuenta con un tallo de histidinas en el extremo amino terminal y un péptido
sefial que dirige la proteina recombinante al periplasma, ademéas de presentar una secuencia

dentro de este vector que codifica para la resistencia a la ampicilina.
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Al momento de nombrar las subclonas generadas se les asigné el prefijo Ami (N-
acetilmuramil-L-alanina amidasa) o Glu (N-acetilglucosaminidasa) dependiendo del
dominio catalitico que contenian, Dcat si sdlo contenia el dominio catalitico y N1, N12 o
N123 de acuerdo con la region intermedia que abarcaba la construccion. Asi, las
construcciones generadas (Tabla 7) fueron las siguientes:

Tabla 7. Subclonas generadas para ambos dominios (Campos, 2016).

Subclona Dominio Subclona Dominio
Peso molecular kDa Peso molecular kDa
amidasa glucosaminidasa
AmiDcat 20 GluDcat 22
AmiN1 31 GluN3 31
AmiN12 55 GIuN32 51
AmiN123 65 GluN321 65

Se demostré que ambos dominios cataliticos (N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa y N-
acetilglucosaminidasa) presentan actividad litica independiente (Figura 7). Del dominio de
N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa la Gnica subclona que present6 actividad litica fue
AmiN123 y del dominio de N-acetilglucosaminidasa las 3 subclonas que contienen region
espaciadora (GIuN3, GIuN32 y GIuN321) presentaron actividad litica en zimograma contra
M. lysodeikticus (Campos, 2016).

Figura 7. Deteccidn de actividad litica de las subclonas en zimogramas contra M.lysodeikticus. Del dominio
de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (recuadro verde) solo se detectd actividad litica en la
subclona AmiN123 y para el dominio de N-acetilglucosaminidasa (recuadro rosa) todas las subclonas
tuvieron excepto en GluDcat. Su masa molecular (kDa) se muestra en el recuadro naranja (Campos,
2016). Los recuadros rojos sefialan las enzimas recombinantes que se utilizaron posteriormente.
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Se seleccionaron las subclonas AmiN123 y GIuN32 (Figura 7) para determinacion del
espectro antimicrobiano al ser las que mostraron mayor actividad litica en zimogramas, este
se compar0 con el espectro generado por la proteina recombinante intacta, asi como con el
de la mezcla de dos enzimas producidas por el microorganismo (110 kDa y 99 kDa) (Ortega,
2017). Por el método de difusidn en agar (Figura 8) se encontro actividad antimicrobiana de
la subclona GIuN32 (en adelante GLU 32), del dominio de N-acetilglucosaminidasa, contra
S.aureus y L. monocytogenes y de la subclona AmiN123 (en adelante AMI 123), del dominio

de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, contra L. paracasei y E. faecalis.

6
2
0 T T T T

E. faecalis L paracasei S. aureus L. monocytogenes

B p22AmiN123
[ p22GluN32
I p22AmiN123 + p22GIuN32

mm/mg de proteina
s

Figura 8. Comparacién de la actividad inhibitoria de las subclonas de ambos dominios y la mezcla de las
mismas por el método de difusién en agar. El tamafio de los halos de inhibicion en relacion a la cantidad
de proteina adicionada permite tener una idea de la susceptibilidad de los microorganismos a las
enzimas, se tomd como positiva la prueba cuando el didmetro del halo de inhibicién del
microorganismo indicador fue mayor a 1 mm, el que se correlaciond con la concentracién de
proteina total colocada en cada pozo (Ortega, 2017).

Cuando se mezclaron ambas enzimas hubo un aumento sinérgico en la actividad contra las
bacterias acido lacticas (L. paracasei y E. faecalis) lo que sugiere que el dominio de N-
glucosaminidasa, aunque por si s6lo no tiene efecto contra éstas, si tiene un impacto sobre
las mismas. La mezcla de ambas enzimas comparada con la enzima recombinante completa
de 99 kDa tiene el mismo espectro, a excepcion de que ésta ultima también tiene actividad

contra P. acidilactici (Ortega, 2017).
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3. Justificacion

Los patdgenos transmitidos por los alimentos y sus estructuras asociadas, como las
biopeliculas, son una amenaza constante para las industrias alimentaria, médica, entre otras.
Debido a esta gran variedad de microorganismos que tienen la capacidad de producir
biopeliculas y afectar la salud humana, se hace necesario recopilar informacion reciente y
detallada que aporte un amplio conocimiento de como hoy en dia las bacterias han
desarrollado diferentes mecanismos mas complejos y hacen que sus niveles de patogenicidad
aumenten paulatinamente por procesos de simbiosis, se adapten a diferentes medios y se
conviertan en un problema emergente para la salud humana. Los efectos adversos de los
tratamientos quimicos y la creciente resistencia a los antibioticos han fomentado el desarrollo

de herramientas para la eliminacién de biopeliculas.

La erradicacion enzimatica de las bacterias asociadas a las biopeliculas es una estrategia
alternativa. En biopeliculas de especies mixtas sigue siendo un desafio debido a la naturaleza
especifica del sustrato de la mayoria de las enzimas. Entonces, la dispersion eficiente de la
biopelicula requiere formulaciones multienziméaticas capaces de degradar polisacaridos,
ADN extracelular y moléculas QS presentes en la matriz extracelular. Ademas, los patégenos
formadores de biopeliculas no desarrollan resistencia a las enzimas, ya que los objetivos de
las enzimas son los polisacaridos de la matriz EPS y no los microorganismos. Por lo tanto,
se podria lograr una actividad antimicrobiana de amplio espectro combinando estas enzimas

con distinta actividad catalitica con farmacos antimicrobianos.
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4. Hipotesis

Las enzimas recombinantes con distintos dominios cataliticos de la proteina de 99-kDa de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, podran degradar componentes de las biopeliculas al
tener afinidad por enlaces presentes en los exopolisacaridos o proteinas; asi como degradar
el peptidoglucano de los microorganismos modelo de importancia en la industria alimenticia,

reduciendo parcialmente su presencia en la superficie de interes.

5. Objetivo general

Evaluar la degradacion de biopeliculas mediante tratamiento enzimatico con las

peptidoglucan hidrolasas recombinantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

5.1 Objetivos especificos

1. Transformar la cepa E.coli Rosetta con los plasmidos que codifican a las proteinas
de interés provenientes de la proteina de 99-kDa y evaluar las condiciones dptimas

de produccion.

2. Determinar las condiciones Optimas de pH y temperatura para la actividad

enzimatica de las proteinas recombinantes de 99-kDa, asi como su estabilidad.

3. Obtener las biopeliculas de bacterias patdgenas y sus condiciones Optimas de

formacion.

4. Evaluar y comparar el efecto de las enzimas recombinantes de 99-kDa de acuerdo a

los parametros de temperatura, concentracion de proteina y tiempo de exposicion.
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6. Metodologias
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Figura 9. Diagrama de la metodologia experimental general
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6.1 Generacion de las clonas recombinantes

6.1.1 Cepas y plasmidos
Las cepas y plasmidos utilizados en el presente trabajo se muestran en la Tabla 8

Tabla 8. Descripcion de las cepas y plasmidos usados
Cepa/Plasmido Observaciones

P. acidilactici ATCC 8042 Cepa de coleccion ATCC

) Cepa de clonacidn y expresion. Ampliamente reportada en la
E. coli Rosetta (DE3) . .
expresion de genes toXicos.

Vector de expresion, resistencia a ampicilina, promotor T7 lac,
pET-22b His-Tag en el amino terminal, péptido sefial pelB leader
(Novagen, USA).

6.1.2 Extraccion de plasmido de las construcciones deseadas
Se extrajo el plasmido de las construcciones Amil23 y Glu32, para lo que se ocupd el kit

GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), siguiendo las especificaciones sefialadas
por el proveedor. Este plasmido se ocupara para la posterior transformacion en la nueva cepa

hospeder.

6.1.3 Preparacion de células competentes
Se tomaron 200 uL de células de E. coli Rosetta y se adicionaron a un tubo con 5 mL de

medio Luria-Bertani se dejo crecer 12 h a 37°C, 200 rpm. Posteriormente, se realiz6 una
resiembra del 1 % del pre-in6culo a 50 mL de medio fresco y se incub6 en las mismas
condiciones anteriormente descritas, hasta alcanzar una D.O.s00nm de 0.1. Una vez alcanzada
esa densidad optica se centrifugaron los 50 mL de medio a 8,500 rpm, 10 min, 4°C. El pellet
se resuspendio en 15 mL de CaCl> 100 mM y se incub0 en hielo durante 30 min. Después se
centrifugo bajo las mismas condiciones, se resuspendio en 2 mL de CaCl> 50 mM, y se incub6

en hielo por lo menos 2:30 h para obtener células competentes.

6.1.4 Transformacion
Se realiz6 la mezcla de transformacidn, consistio en tomar 85 plL de células competentes,

mas 5 pL del pldsmido extraido, mezcla que se dejo incubar 30 min en hielo. Después se le
aplico un choque térmico, elevando la temperatura a 42°C durante 2 min, e inmediatamente
se incubd en hielo durante 5 min. La mezcla de transformacién se transfirié a un tubo de 1.5

mL y se le adiciond 1 mL de medio LB para recuperar las células (37°C, 250 rpm, 2 h). Se
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centrifugo el tubo a 8,500 rpm durante 5 min, se elimind el sobrenadante y el pellet se
resuspendié en 200 pLL de medio LB. Se plaqued sobre cajas de agar LB con ampicilina (100
pg/mL concentracion final) y cloranfenicol (concentracion final 34 pg/mL), se incubd
durante toda la noche a 37°C. Se seleccionaron colonias al azar las cuales se inocularon en
tubos de 5 mL de medio LB con los antibidticos necesarios y se incubaron aproximadamente
12 h a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente se extrajo el plasmido de las colonias seleccionadas,
para lo que se ocupo el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), siguiendo las
especificaciones sefialadas por el proveedor. Este plasmido se ocupara para el posterior

analisis de las transformantes.

6.1.5 Analisis de las transformantes
Utilizando como ADN templado los plasmidos extraidos de las colonias seleccionadas para

cada construccion, se realizé la PCR con los cebadores universales T7. Para todas las
subclonas  generadas se utilizaron los  cebadores T7  promotor (5 -
TAATACGACTCACTATAGGG-3’) y T7 terminador (5 -GCTAGTTATTGCTCAGCGG-
3). Se utiliz6 la enzima Taq polimerasa (Thermo Scientific). Como control negativo se
utiliz6 una transformante la cual contenia el vector de clonacion pET-22b sin ningun inserto.

Las condiciones térmicas utilizadas se presentan en la Tabla 9 a continuacion:

Tabla 9. Condiciones térmicas de la PCR

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s
Alineamiento 54°C 40s 30
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10 min 1

El producto de PCR se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1 % (m/v) utilizando
amortiguador TAE 1x. Los productos obtenidos de la PCR se mezclaron con amortiguador
de carga 6x. La electroforesis se corrié a 90 V durante 1 hora y el gel se revelé con bromuro
de etidio al 0.01 % sobre un transiluminador de luz UV.
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6.1.6 Conservacion de cepas
La conservacion de las cepas que contenian las construcciones ya verificadas se realizé

haciendo un preinoculo de cada una de ellas en un tubo con 5 mL de medio LB con los
antibioticos correspondientes, tomando una alicuota de 200 pL de los tubos que contenian a
las colonias positivas incubando a 37 °C, 200 rpm, durante 12 h. Posteriormente se realizé
una resiembra en un tubo con 5 mL de medio LB con el antibiotico adecuado, incubando a
las mismas condiciones hasta llegar a una DO600nm= 0.6-0.8. Después se tomaron 0.8 mL
del cultivo adicionando 0.2 mL de glicerol al 80 % y se almacenaron a -70 °C.

6.2 Producciéon de enzimas recombinantes

6.2.1 Induccion de la expresion de la proteina recombinante en E. coli Rosetta
Una vez obtenidas clonas positivas de acuerdo a los resultados de amplificacion, se procedié

a la expresion de la proteina de interés. Campos-Gomez (2015) reportdé las mejores
condiciones de induccion para este tipo de enzimas (resultan muy toxicas para la célula
hospedera) en la cepa hospedera de E. coli Rosetta. También Ibarra y Luna (2022) probaron
las diversas condiciones obteniendo mayor actividad especifica a menor temperatura (22°C)
que la utilizada por Campos de 37°C. De acuerdo a esos resultados, se decidio trabajar con
las siguientes condiciones: 22°C de incubacion, 3 h de induccion, 0.4 mM de IPTG como
inductor. Una vez definidos estos parametros, se realizd un preinéculo partiendo de la
construccion conservada a -70°C, adicionando 200 pL a un tubo con 5 mL de medio LB mas
ampicilina, incubado a 37°C, 250 rpm, durante 12 h. De este pre-inoculo se tomaron 250 pL
que fueron adicionados a 100 mL de medio LB mas antibi6tico y se incubaron a 37°C, 200
rpm hasta llegar a una D.O.s00nm entre 0.6 y 0.8. Posteriormente se adicion6 0.4 mM de IPTG,

y se dejo crecer durante 3 h a 22°C de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente.

Al terminar la induccién se obtuvieron dos fracciones: pellet (células) y sobrenadante al
centrifugar el medio a 8500 rpm, 15 min a 4°C. El sobrenadante fue concentrado por
ultrafiltracion (I111) utilizando una membrana Amicon® MWCO de 30 kDa hasta obtener
aproximadamente el 5 % de volumen inicial. Para las células, se realiz6 un procedimiento
previo a la sonicacion (Ibarra-Luna, 2022) que se describe detalladamente en el Anexo 10.2,
obteniéndose dos fracciones: citosol y restos celulares, que al final se resuspenden en 300 pL
de Tris-HCI pH=8 100 mM).

33



6.2.2 Cuantificacion de proteina
Se determind para cada una de las muestras usando el método de Bradford (1976) en el lector

de microplacas con un kit comercial (Bradford Protein Assay Bio-Rad®). Se hizo una curva

patron con albdmina sérica bovina.

6.2.3 Determinacion del perfil proteico
Cada una de las fracciones se analizé6 mediante SDS-PAGE segln la metodologia descrita

por Laemmli (1970) y el Manual MINI-PROTEAN 3. El gel se prepar6 con distintos
reactivos (Acrilamida al 30%, Tris-HCI 2 mM pH=8.8, Tris-HCI 1 mM pH=6.8, agua
destilada, SDS al 10%, TEMED y APS al 10%), posteriormente se tifio con azul de coomassie
y finalmente se utilizé una solucion destefiidora (metanol, acido acético glacial y agua
destilada). A las bandas obtenidas se les determind el peso molecular por la comparacién con

el marcador de peso molecular Page-Ruler de 10-180 kDa de Thermo Scientific.

6.2.4 Western Blot
Para confirmar la produccion de las enzimas recombinantes, se realizaron ensayos de

Western-Blot utilizando un anticuerpo (Anti-His) Mouse Monoclonal Antibody, Alkaline
Phosphatase Conjugate, Life technologies, USA) que reconoce al tallo de histidinas que se
localiza en el extremo C-terminal. Se corrié un SDS-PAGE vy posteriormente, las proteinas
se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) PolyScreen®
(Perkin-Elmer, USA) a 100 V durante 1.5 h en un equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad), con un
buffer de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 190 mM y metanol al 10 % (v/v)). La membrana
fue bloqueada con BSA al 5 % (p/v) en buffer TBS (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH =
7.5) adicionado con Tween-20 al 0.05 % (v/v) dejando en agitacion a temperatura ambiente
durante 1.5 h. Después de este tiempo, la membrana de PVDF fue lavada con 20 mL de buffer
TBS con Tween 20 por lo menos 3 veces durante 15 min y se le adiciono el anticuerpo
acoplado a fosfatasa alcalina (1:4500) diluido en el mismo buffer, se incubo durante una
noche en agitacion suave a 4°C. Al final de este tiempo se lavo la membrana nuevamente con
20 mL de buffer TBS 3 veces durante 15 min y se adicion6 la solucion reveladora de
NBT/BCIP (Perkin-Elmer), que se dejé actuar hasta la aparicion de bandas moradas, que
indican la presencia de las proteinas con el tallo de histidinas. Todo este procedimiento se

realizé a temperatura ambiente.
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6.2.5 Determinacion de la actividad litica en zimograma con Micrococcus lysodeikticus
Cada una de las fracciones se analiz6 mediante zimogramas. El gel se preparé de igual forma

que el SDS con células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus de acuerdo a la metodologia
descrita por Leclerc y Asselin (1989) y se incubd con solucion renaturalizante (Tris-HCI
pH=8 100mM con 1% Triton) por 24 h. Posteriormente se tifid el gel con azul de metileno al
0.1% por 15 minutos y se destifi6 con agua destilada hasta la observacion de bandas de

actividad litica.

6.2.6 Determinacion de la actividad litica en zimograma con microorganismos modelo
Las bacterias seleccionadas para la produccion de biopelicula se reactivaron, se adicionaron

100 pL de éstas a 50 mL de medio correspondiente y se incubaron a 37°C durante 12 h a 250
rpm. Posteriormente se centrifugaron a 8,500 rpm durante 15 min para obtener un pellet de
células. Estas se lavaron 3 veces con solucion salina (30 mL aprox.) y se centrifugaron.
Después de los lavados, las células se resuspenden en agua estéril y se ajusta la DOsoonm.

Posteriormente se realiz6 un zimograma, como se describio anteriormente.

6.2.7 Determinacion de actividad especifica
Se determind la actividad de N-acetilglucosaminidasa a la proteina recombinante

solubilizada en Tris-HCI pH 8 empleando como control la cepa E. coli BL21 6 Rosetta +
pET22b vacio, siguiendo el protocolo descrito por Sigma Aldrich® para la deteccién de
enzimas con actividad de N-acetilglucosamidasa y modificado por Garcia Cano (2013). Se
utiliz6 una microplaca de 96 micropozos. Para cada prueba se adicionaron 80 pL de
amortiguador de Citrato de Sodio pH 4.8 100 mM, 10 pL de una solucion de 4-nitrofenil-N-
acetil-p-D-glucosamina (1 mg/mL) y 10 puL de la muestra. La actividad enzimatica de la
muestra se cuantificd en un lector de placas a 405 nm por 30 minutos (EPOCH Biotek), la

lectura fue de punto final, los ensayos se hicieron por triplicado.

Se determin6d la actividad de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa a la proteina
recombinante solubilizada en Tris-HCI pH 8 empleando como control la cepa E. coli BL21
0 Rosetta+ pET 22b vacio, siguiendo el protocolo descrito por Sigma Aldrich® y por Garcia
Cano et al. (2015) para la deteccion de enzimas con dicha actividad. Se utilizé una microplaca
de 96 micropozos. Para cada prueba se adicionaron 80 pL de buffer Tris-HCI pH 8, 10 uL de
una solucion de hidrocloruro de L-alanin-p-nitroanilina (1 mg/mL) y 10 puL de la muestra. La
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actividad enzimatica de la muestra se midio con un lector de placas a 405 nm por 30 minutos

(EPOCH Biotek), la lectura fue de punto final, los ensayos se hicieron por triplicado.

6.2.8 Concentraciéon minima inhibitoria (CMI)
La CMI es definida como la minima concentracion de antibiotico (o sustancia con actividad

inhibitoria) que puede inhibir el crecimiento de un organismo después de ser incubado toda
la noche (Andrews, 2001). En la caja petri se colocaron 15 mL de agar BHI al 1.5 %, se dej6
solidificar a 4°C durante 15 min, posteriormente a la caja se le adicionaron 10 mL de agar al
0.8 % con 1 x 107 UFC/mL de cada microorganismo modelo. Con un penicilindro se hacen
pozos sobre la doble capa de agar, a los cuales se les adicionan diferentes concentraciones de
PGH (10 a 400 pug/mL), asi como también las enzimas comerciales (lisozima y proteinasa
K), las cajas se incuban a 37°C por 24 h. Se determind el diametro del halo de inhibicion del

microorganismo de prueba.

6.3 Caracterizacion bioquimica de las proteinas recombinantes

6.3.1 pH de maxima actividad
Para obtener el pH éptimo de actividad se utilizé una mezcla de amortiguadores: &cido citrico

20 mM (intervalo de capacidad amortiguamiento: 2.1-4.1), acido acético 20 mM (3.8-5.8),
MES 20 mM (5.5-6.7), HEPES 20 mM (6.8-8.2), CHES 20 mM (8.6-10), ajustado de cada
pH, 3, 4,5, 6,7, 8,9y 10. La actividad se determind con 10 pL del sustrato, 85 pL del cada
uno de los amortiguadores. La reaccién se inicié con la adicion de 5 pL de la enzima para

evitar una preincubacion. Los ensayos se hicieron por triplicado.

6.3.2 Estabilidad a pH
Para los estudios de estabilidad, se utilizd una mezcla de amortiguadores: acido citrico 20

mM (intervalo de capacidad amortiguamiento: 2.1-4.1), acido acético 20 mM (3.8-5.8), MES
20 mM (5.5-6.7), HEPES 20 mM (6.8-8.2), CHES 20 mM (8.6-10), ajustado a cada pH, 3,
4,5,6,7, 8 9y 10. Se incubaron 10 puL de la enzima con 85 pL de cada uno de los
amortiguadores durante 60 min. Posteriormente se tomaron 10 pL de esta mezcla de reaccion
y se adicionaron a 80 pL de la mezcla de amortiguadores a pH 7, iniciando la reaccion con
la adicion del sustrato. Como control se utilizo la enzima sin la adicion de la mezcla de

amortiguadores. Los ensayos se hicieron por triplicado.
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6.3.3 Temperatura de maxima actividad
Se tomaron 5 pL de la muestra con actividad litica y se adicionaron 10 pL del sustrato y 85

pL de la mezcla de amortiguadores pH 7, la mezcla de reaccion se incub6 por 10 min a
diferentes temperaturas (4, 22, 37, 45, 50, 60, 70, 80 y 90°C). Posteriormente se incubé a
temperatura ambiente por al menos 15 minutos la reaccion y se leyd a 405 nm en un lector

de placas, como anteriormente se describid. Los ensayos se hicieron por triplicado.

6.3.4 Estabilidad térmica
Se tomaron 20 pL de la fraccion con la proteina recombinante y se colocaron en tubos de

plastico de 0.6 mL, los cuales se sometieron a diferentes temperaturas: 4, 22, 37, 45, 50, 60,
70, 80 y 90°C, y se incuban durante 60 min. Al final de la incubacion se tomaron 5 pL de la
muestra y se determinaron actividades glucosaminidasa y amidasa. Como control se utilizo

a la enzima sin ningun tratamiento térmico. Los ensayos se hicieron por triplicado.

6.4 Purificacion parcial de las PGH
La proteina recombinante contiene un tallo de histidinas en el extremo C-terminal

proporcionado por el vector, lo que facilita la purificacion por cromatografia de afinidad.
Debido a que el tallo se une de manera no covalente a iones metélicos quelantes como el Cu?*
y el Ni?*, se utiliz6 una columna de 1 mL de agarosa niquelada. A partir del extracto soluble
de las proteinas recombinantes de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 obtenido después
de concentrarlos, se realizd una purificaciéon de la proteina de interés con el HisPur™ Ni-
NTA Purification Kit (Thermo Scientific). Se utiliz6 una columna preempacada con resina
de Ni-NTA de alto rendimiento y alta capacidad para la purificacion por afinidad de proteinas
de fusion marcadas con His. Para las distintas etapas se preparan los buffers de los reactivos
proporcionados en el kit, de acuerdo a las sugerencias del proveedor. En el equilibrio se
utilizé un buffer de Imidazol 10 mM y una vez que se equilibro la columna se afiadio la
mezcla de reaccion, que consta de la PGH y el mismo buffer (2 ml de volumen total). La
columna se dejé incubando 30 min a 4°C para permitir la interaccion adecuada.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con 2 mL del buffer de Imidazol 25 mM, v,
finalmente, para la elucion se utilizaron 2 mL del buffer de Imidazol 250 mM. De cada
corrida de purificacion se obtuveron 7 fracciones: (1) proteina que no interacciona, (2) lavado
1, (3) lavado 2, (4) lavado 3, (5) elucion 1, (6) elucion 1y (7) elucion 3. Para monitorear la
presencia de la proteina de interés se midi6 la absorbancia a 280 nm, y las fracciones
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obtenidas se concentraron mediante precipitacion con TCA al 30 % (m/v). El precipitado se
lavé dos veces con acetona fria y se re-disolvié utilizando una disolucion de urea 8 M y
CHAPS al 4 % (m/v) y el volumen minimo necesario de NaOH 1 N para neutralizar la
muestra (Nandakumar et. al, 2003). Las fracciones se analizaron por medio de SDS-PAGE.
Para evaluar la actividad se realizaron zimogramas con las fracciones previamente
ultrafiltradas con una membrana Amicon® MWCO de 30 kDa, se colectd la fraccion retenida

y se realizaron dos lavados con una disolucion amortiguadora de Tris-HCI 25mM (pH 8.0).

6.5 Seleccion del microorganismo modelo

6.5.1 Cepas bacterianas y medios de cultivo
Las cepas usadas durante esta investigacion, el medio de cultivo y la procedencia se describen

en la siguiente tabla (Tabla 10).

Tabla 10. Cepas bacterianas y sus respectivos medios de cultivo
Cepa Medio de cultivo Procedencia

Escherichia coli EAEC

LB Dr. Carlos Eslava
Escherichia coli HB101 Facultad de Medicina
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 TSB Cepari,o (_16
Facultad de Quimica UNAM
Listeria innocua CFQ-B-232 BHI Cepario de

Facultad de Quimica UNAM

6.5.2 Curvas de crecimiento de microorganismos
Se utilizaron L. innocua, E. coli, y P. aeruginosa como microorganismos formadores de

biopelicula. Se realizO un pre-indculo que se dejo crecer 12 h a la temperatura
correspondiente, sin agitacion y posteriormente se realiz0 una resiembra. A un matraz
Erlenmeyer con 100 mL de caldo BHI, LB y TSB se adiciond el 5 % del pre-inéculo de cada
uno de las cepas y se incubaron a 37°C, sin agitacion. Se monitore6 la D.O.s0onm tomando
una alicuota de 1 mL del medio cada 1 h y simultaneamente se tomo una alicuota para medir
Unidades Formadoras de Colonias por cada mL (UFC/mL). Ademas, se tomo una alicuota
de 1 mL del medio cada hora por 12 h, se midid la densidad Optica a una longitud de onda de
600 nm (Biomate 3 Spectrophotometer, Thermo Scientific) y se determiné el pH (34 pH

Meter Beckman).
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6.6 Propiedades del microorganismo modelo

6.6.1 Ensayo de motilidad por puncidn
Las cepas se cultivaron en agar BHI a 37 °C durante 24 h. Después de la incubacion, las

colonias individuales se inocularon en medio liquido BHI y se cultivaron durante la noche a
37 °C hasta la fase logaritmica. Se utiliz6 un asa bacterioldgica recta para sumergir la
suspension bacteriana y clavarla en tubos semisélidos que contenian el medio con triptona al
1.0% (p/v), cloruro de sodio al 0.5% (p/v) y agar al 0.2% (p/v). Los tubos se cultivaron a 30
°C 0 37 °C durante 24 h. La propagacion de bacterias alrededor de la linea de puncion se

observo después de la incubacion.

6.6.2 Hidrofobicidad de la superficie celular (CSH)
Se midié a través de la prueba Bacterial Adhesion to Hydrocarbons (BATH) segln Fan et

al. (2020) con modificaciones menores. Brevemente, la cepa designada como
microorganismo modelo Listeria innocua se inoculé en medio BHI se cultivaron a 30 °C y
37 °C. Posteriormente, los cultivos se centrifugaron a 8500 rpm durante 5 min, se eliminaron
los sobrenadantes y los sedimentos se lavaron dos veces y se resuspendieron en PBS. La
D.0O.600 nm de las suspensiones se ajustd a 0,9 + 0,05 utilizando PBS. Cuatro mL de un in6culo
estandarizado se cubrieron con 1 ml de xileno. Después de agitar manualmente las mezclas
durante 2 min, se equilibraron durante 30 min a temperatura ambiente. Se midi6 la D.O.600 nm
de la fase acuosa inferior y se marcé como D.O. 1y la D.O. 0 es la densidad dptica inicial de
la fase acuosa. La hidrofobicidad de la superficie celular se expresé como el porcentaje de

células unidas al xileno definido como la proporcion de células excluidas de la fase acuosa.

6.7 Formacion de biopeliculas
Se comparo la formacidn de biopelicula de ambas cepas mediante el uso de 2 metodologias,

segun lo descrito por Danese et al. (2000) para la metodologia A) y por Villegas et al. (2013)
para la metodologia B, utilizando 2 medios de cultivo distintos: a) medio de enriquecimiento

b) medio de enriquecimiento suplementado con glucosa o sacarosa al 0,5%.

Cada cepa conservada fue reactivada. Se midié la densidad dptica de cada cultivo hasta
obtener un valor de 0.5 (1x10” UFC/mL). Una alicuota (10 uL) de cada cepa fue sembrada
en pocillos que contenian 190 uL de cada medio estéril (proporcion final 1:20) en 2
microplacas de poliestireno de 96 pocillos, a las que se denomin6 A y B de acuerdo con el

tipo de intervencion que se practico en ellas 24 h después.
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En el caso de la metodologia A: se tomaron 10 uL de cada pocillo y se sembraron en nuevos
pocillos con 190 uL del medio fresco estéril correspondiente, mientras que en la metodologia
B: se retird todo el contenido de los pocillos y se agregaron 200 uL del medio esteéril
correspondiente. Las microplacas se continuaron incubando de modo estatico a 37°C por 24
y 48 h méas, de modo que el tiempo de cultivo total hasta la evaluacién de la biopelicula fue

de 72 h. El control es el pocillo con medio de cultivo correspondiente.

6.8 Seleccidon de condiciones dptimas de biopeliculas
La formacion de las biopeliculas considera distintos parametros (Tabla 11)

Tabla 11. Condiciones de formacién de biopeliculas
Pardmetros

Fisicos Quimicos
Temperatura de incubacion:
ambiente, 30 y 37°C
Tiempo de incubacion: Actividad metabolica (células
24,48y 72 horas viables)

Biomasa total

Medio de cultivo:

Con y sin suplementacién

En cajas de Petri de poliestireno también se probaron las condiciones de la tabla 10, se
inoculd el cultivo en su respectivo medio de enriquecimiento (1:20) para visualizar las
distintas etapas de formacién de biopeliculas a distintos tiempos de incubacion, se incubd en
las condiciones mencionadas antes. Posteriormente se aspird el medio y se tifieron las
estructuras con cristal violeta, que se examinaron bajo microscopia optica (Achinas et al.,
2020).

6.8.1 Cuantificacion de biomasa total
De acuerdo a Stepanovic (2000), se afiadieron 250 uL de Cristal Violeta (CV) al 0.5% por

pocillo (el control es el medio de cultivo). La placa se incubd durante 30 min a 25 °C antes
de retirar la solucién de tincion y luego se lavé tres veces con 350 pl de solucion de NaCl al
0.9%. Después de retirar la solucién de lavado, se afiadieron 100 pl de EtOH al 96% por
pocillo para disolver el CV unido a la biopelicula, golpeando suavemente la placa. La

absorbancia se midio a 570 nm. Basado en las DO producidas por peliculas bacterianas, las
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cepas se clasifican en las siguientes categorias: no productoras de biopeliculas, productoras

de biopeliculas debiles, moderadas o fuertes.

6.8.2 Cuantificacion de células viables
De acuerdo a Stiefel (2016), se afiadieron a cada pocillo 200 microlitros de medio de cultivo

al 30% que contiene 0.5 mg / ml de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
tetrazolio). La placa se incubé durante 2 horas a 37°C. Se retird el medio y se afiadieron 200
ml de dimetilsulfoxido (DMSO) para disolver los cristales de formazan de la biopelicula,

golpeando la placa con cuidado. La absorbancia se midi6é a 570 nm.

6.9 Tratamiento enzimatico de biopeliculas
Para el tratamiento enzimatico (Tabla 12) se utilizaron las enzimas recombinantes (AMI 123

y GLU 32), asi como también enzimas comerciales (lisozima y proteinasa K). En cuanto a la
concentracion de enzima, los valores que se utilizaron estaban de acuerdo con lo obtenido en
el ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Respecto a la temperatura, el ensayo
se realiz6 a la temperatura Optima de la enzima, que fue determinada en el ensayo de
estabilidad térmica, asi como también otras temperaturas de importancia (temperatura
ambiente, refrigeracion, etc.) en la industria alimenticia. Los intervalos de tiempo en los que
se llevo a cabo el tratamiento fueron de 1, 2 y 4 horas, realizando un monitoreo de la actividad

metabdlica posterior a la adicién de la enzima.

Tabla 12. Condiciones de tratamiento enzimatico
Parametros

Fisicos Quimicos
Concentracion de proteina:
obtenido en CMI

Biomasa total

Temperatura de incubacion:  Actividad metabolica (células
4,22y 37°C viables)
Tiempo de incubacion:
1, 2, 4 horas
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7. Resultados

7.1 Clonacion en E. coli Rosetta
Para la generacion de clonas recombinantes se emplearon las clonas generadas por Campos

(2016) correspondientes al dominio N-acetilmuramil-L-alanina-amidasa (AMI 123) y de N-
acetilglucosaminidasa (GLU 32). Los plasmidos se emplearon para transformar la cepa
hospedera (E.coli Rosetta DE3). Fue necesario corroborar después de la transformacion si se
encontraba la presencia del inserto de interés por medio de la extraccion del DNA plasmidico
y PCR (Figura 10).
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Figura 10. Andlisis de las transformantes para ambos dominios cataliticos MP: Marcador de pb. 1. AMI
123. 2. GLU 32. Gel de agarosa al 1 % revelado con bromuro de etidio (0.01 %).

En la Figura 10 se observan los amplicones obtenidos utilizando como ADN molde los
plasmidos extraidos de cada una de las construcciones presuntamente positivas, amplificadas
con los cebadores universales T7. Para la subclona AMI 123 el tamafio esperado es de 1624
pb y para GLU 32, 1103 pb. Estos cebadores deben amplificar un producto del tamafio de
cada inserto mas 250 pb de la region de T7 propia del vector utilizado. Como se observa en
la imagen, cada una de las 4 construcciones evaluadas presenta los amplicones en el tamafio

esperado.

42



7.2 Produccién de enzima recombinantes
Una vez obtenidas clonas positivas de acuerdo a los resultados de amplificacion, se procedid

a la expresion de la proteina de interés. Se decidio trabajar con las siguientes condiciones:
22°C de incubacion, 3 h de crecimiento, 0.4 mM de IPTG como punto de partida para definir
las condiciones dptimas de induccidn en la nueva cepa de expresion de acuerdo a condiciones
reportadas anteriormente por Campos (2016) e Ibarra-Luna (2022). Las proteinas
recombinantes AMI 123 y GLU 32 (Figura 11 y 12 respectivamente) tienen mayor actividad
en la fraccion del extracto soluble (sobrenadante del medio de cultivo) en comparacion con
las otras fracciones celulares (Anexo 11.1), esto concuerda con lo esperado debido a que el
vector pET-22b cuenta con un péptido sefial (pelB leader) que direcciona la proteina

expresada al periplasma.
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Figura 11. Expresion de la proteina recombinante AMI 123 en el sobrenadante del cultivo de E. coli Rosetta
DE3, asi como la determinacidn de actividad litica y su inmunodeteccién. Induccién realizada por 3 horas,
con 0.4 mM de IPTG a 22°C con 250 rpm.MP: Marcador de peso molecular. 1. SDS-PAGE 10%, 2.
Zimograma contra Micrococcus lysodeikticus y 3. Western-Blot (anticuerpo: AntiHis6x-AP). A: AMI
123 (flecha azul), C: Control negativo E. coli Rosetta DE3 pET22-b vacio.

Se observa que la proteina AMI 123 (Figura 11) migra en el peso esperado de 65 kDa. Las
bandas de actividad se observan por debajo del peso esperado, lo que se atribuye a una posible
degradacion por presencia de proteasas. Este supuesto se confirmo con la inmunodeteccion,
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donde se observan varias bandas a pesar de que la sefial mas intensa si corresponde con el
peso esperado. Probablemente esta enzima sufre alguna protedlisis en el extremo C-terminal,
donde se encuentra el tallo de histidinas del vector utilizado (pET-22b). Esto se explica
porque el ensayo de Western-Blot se realizé ocupando un anticuerpo que reconocia el tallo
de histidinas, lo que indica que la proteina recombinante se traduce de manera correcta, pero
que por alguna razon se fragmenta y, aun asi, mantiene la actividad litica, como se observa

en el zimograma con bandas de menor peso molecular.

En la Figura 12, se observa que la proteina GLU 32 migra en el peso esperado de 51 kDa.
Tanto en el zimograma como en el western blot se observa el mismo comportamiento de
degradacion que para AMI 123, nuevamente se le atribuye a la protedlisis en el C-terminal

del vector de clonacion.
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Figura 12. Expresidn de la proteina recombinante GLU 32 en el sobrenadante del cultivo de E. coli Rosetta
DE3, asi como la determinacién de actividad litica y su inmunodeteccién. Induccién realizada por 3 horas, con
0.4 mM de IPTG a 22°C con 250 rpm.MP: Marcador de peso molecular. 1. SDS-PAGE 10%, 2. Zimograma contra
Micrococcus lysodeikticus y 3. Western-Blot (anticuerpo: AntiHis6x-AP). G: GLU 32 (flecha verde), C: Control
negativo E. coli Rosetta DE3 pET22-b vacio.

La actividad especifica para ambas proteinas recombinantes se presenta en la Tabla 13. Se
obtienen valores de actividad especifica mayores a los reportados anteriormente en el equipo

de trabajo con otras fracciones, como restos celulares o citosol (Anexo 11.1). Como se
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observa en la Tabla 13, las subclonas presentaron elevada actividad especifica con esta
determinacion con sustratos analogos, lo cual difiere con los resultados obtenidos en los
zimogramas contra M. lysodeikticus (Figura 11y 12) en los que se observan bandas de baja
intensidad. Este comportamiento se puede explicar ya que en esta prueba ambos sustratos se
encuentran disueltos en el buffer por lo que se encuentran méas accesibles para interactuar
con los residuos que llevan a cabo la catélisis. Por el contrario, en los zimogramas, en donde
se embeben células liofilizadas de M. lysodeikticus al gel de poliacrilamida, el sustrato se
localiza en la pared celular y no se encuentra del todo accesible para las enzimas, y para
acceder al mismo, las proteinas necesitan una manera de reconocer Yy unirse al

peptidoglucano.

Tabla 13. Actividad especifica de las proteinas recombinantes

Enzima Actividad Concentracion de  Actividad especifica
volumétrica (U/mL) proteina (mg/mL) (U/mg)
AMI 123 7788 + 890 3.246 + 0.003 2399 + 306
GLU 32 5342 £ 690 3.615 £ 0.005 1478 + 246

7.3 Caracterizacion bioquimica del extracto soluble
Se realiz0 la caracterizacion con el extracto soluble sin purificar para tener una referencia en

cuanto a los parametros fisicoquimicos con los que se est4 trabajando y asi optimizar la

produccién y actividad de ambas subclonas.

En la Figura 13 se muestra un comportamiento diferente entre las enzimas: para AMI 123 se
observa mayor actividad a pH cercanos a la neutralidad mientras que GLU 32 es activa a pH
acido de 4. Considerando que las enzimas provienen de una BAL, y no de un microorganismo
extremofilo, el comportamiento corresponde con lo esperado. Al comparar el pH de maxima
actividad de la enzima (pH=7) con lo reportado en la base de datos BRENDA (Braunschweig
Enzyme Database) para otras amidasas, en el caso de glucosaminidasas no se encontrd
informacidn acerca de sus caracteristicas bioquimicas dptimas. Se observa que la mayoria de
las analizadas independientemente de su origen son mas activas en condiciones cercanas a la
neutralidad. Esto puede deberse a que se han encontrado aminoacidos altamente sensibles a

los cambios de pH, como el acido glutdmico (Li et al., 2012) o histidina (Toshima et al.,
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2003) cerca o en el sitio catalitico de esta enzima, los que, al sufrir protonacion o

desprotonacién a los distintos pH probados, provocan que la enzima pierda actividad.
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Figura 13. Determinacién del pH de maxima actividad de las PGH recombinantes AMI 123 y GLU 32. La
medicion de las actividades se realizd a 22 °C (temperatura ambiente) por triplicado.

En esta etapa se probo el efecto de distintos pH en las enzimas después de someter a la misma

a una hora en cada uno de estos tratamientos, en la Figura 14 se observa que el efecto de la

incubacion en todos los casos fue reversible y las enzimas presentaron actividad después de

transcurrida esta operacion teniendo en el caso de las condiciones extremas, pH 4 un 56.2%

de actividad relativa de GLU 32 mientras que a pH 10 se obtuvo un 41% de actividad relativa

de AMI 123; que concuerda con el comportamiento exhibido en el anterior apartado.
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Figura 14. Estabilidad a distintos pH de las PGH recombinantes AMI 123 y GLU 32. La medicién de las
actividades se realizd a 22 °C (temperatura ambiente) por triplicado. Para el control se consideré a la enzima
sin mezcla de amortiguadores como el valor de referencia.
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En la Figura 15 se muestra que la enzima AMI 123 es activa entre 37°C y 60°C, mientras
que GLU 32 mantuvo actividad entre 60°C y 80°C. La temperatura de mayor actividad
determinada en esta etapa fue 60°C para AMI 123 y 60-70°C para GLU 32, valor que era de
esperarse si se considera que el microorganismo productor de la enzima nativa es un
mesofilo, ademas de que existen pocos reportes de enzimas PGH con alta resistencia térmica,

y en la mayoria de los casos la temperatura 6ptima esta entre 25°C y 60°C.
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Figura 15. Determinacién de la temperatura de actividad maxima de las PGH recombinantes AMI 123 y GLU
32. La medicidn de las actividades se realizd a pH 7por triplicado.

En la Figura 16 los resultados indicaron que la enzima AMI 123 es sumamente afectada por
la temperatura de almacenamiento ya que al incrementar la temperatura a 50°C por tan s6lo
una hora, la actividad disminuye al 34.2%, ademas de acuerdo a las determinaciones de
estabilidad en distintas condiciones de almacenamiento se observo que la mejor condicion
de almacenamiento es la de refrigeracion (4°C). Para el caso de GLU 32 se observo un
comportamiento completamente diferente ya que la actividad fue mayor conforme se
aumento la temperatura, siendo mas estable a 65°C, que concuerda con el comportamiento
del apartado anterior. No se descarta la aplicacion de estas enzimas en productos refrigerados
pues, aungue en estas condiciones la enzima tendria una actividad baja seria mas estable y se
podria evitar la proliferacion de psicréfilos con actividad patogénica o involucrados en la

descomposicion de los alimentos.

47



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Actividad residual

30 40 50 60 70 80 90
Temperatura (°C)

AMI 123 —e—GLU 32

Figura 16. Estabilidad a distintas temperaturas de las PGH recombinantes AMI 123 y GLU 32. La mediciéon de
las actividades se realizé a pH 7 por triplicado. Para el control se considerd a la enzima sin tratamiento
térmico como el valor de referencia.

7.4 Purificacién parcial de las proteinas recombinantes
Posteriormente se purificd la fraccion extracelular con ayuda de cromatografia de afinidad

contra el tallo de histidinas presente en la proteina recombinante. Se ocup6 una resina de Ni-
NTA (Thermo Scientific). Como se observa en la Figura 17 y 18, se logr6 purificar
parcialmente a las proteinas recombinantes, porque a pesar de que se observan diversas
bandas de distintos tamafios, aparecen las bandas que corresponden a las enzimas de interés.
Cabe resaltar que ocurre degradacion de ambas proteinas al observar bandas de bajo peso
molecular que presentaron actividad en zimogramas contra M. lysodeikticus y L. innocua por

debajo de los 65 y 51 kDa que corresponden con el peso molecular teérico.

Considerando que la proteina de interés presenta el tallo de histidinas y que muchas proteinas
recombinantes han sido purificadas utilizando esta propiedad, se realizaron diversos intentos
utilizando columnas de Ni?* sin embargo, no se ha logrado purificar la enzima en las
condiciones evaluadas. Se esperaba que la enzima recombinante obtenida del extracto soluble
(sobrenadante del medio), se uniera a la columna de Ni?* no obstante, en todos los ensayos
que se realizaron las proteinas se encontraron en los primeros lavados, lo que indica que no
present0 union a la resina. Esto se corroboro por la deteccion de la actividad de PGH por

zimografia contra M. lysodeikticus y L innocua en la fraccion de los lavados.
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Figura 17. Purificacién parcial de AMI 123 del sobrenadante. Se esperaba la banda en el peso de 65 kDa
(flecha azul) pero hubo degradacion (flechas amarillas). MP: Marcador de peso molecular. SDS-
PAGE 12.5% 0. Sobrenadante, 1. Proteina que no interacciona, 2. Primer lavado, 3. Segundo lavado,
4. Tercer lavado, 5. Primera elucidn, 6. Segunda elucidn, 7. Tercera elucidon. Zimograma 12.5% 8.
contra Micrococcus lysodeikticus 9. contra Listeria innocua

6 7 8 9
et

Figura 18. Purificacion parcial de GLU 32 del sobrenadante. Se esperaba la banda en el peso de 51 kDa
(flecha verde) pero hubo degradacion (flechas amarillas).MP: Marcador de peso molecular. SDS-
PAGE 12.5% 0. Sobrenadante, 1. Proteina que no interacciona, 2. Primer lavado, 3. Segundo lavado,
4. Tercer lavado, 5. Primera elucidn, 6. Segunda elucidn, 7. Tercera elucidn. Zimograma 12.5% 8.
contra Micrococcus lysodeikticus 9. contra Listeria innocua
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Las PGH recombinante se logré purificar parcialmente de una manera poco eficiente y rapida
ya que solo consistio en la ultrafiltracion y el paso por la columna de afinidad. La Tabla 14
resume los resultados durante las etapas de purificacion para el caso de la purificacion de
AMI 123, se inicid con 5.6 mg de proteina inicial, y posterior a la ultrafiltracion se obtuvieron
3.2 mg de proteina total, mientras que la actividad especifica aumento 2 veces. En el Gltimo
paso de purificacion la actividad especifica se increment6 casi 6 veces y el rendimiento
obtenido fue del 0.2%.

Tabla 14. Tabla de purificacion de AMI 123

Actividad = Concentracion Actividad .
V. . . ) Factorde  Actividad total L.
Fraccion volumetrica  de proteina  especifica Rendimiento

(UmL) (mg/mL) (Umg) purificacion )
Sobrenadante = 8765+510 5.641+0.018 1554=135 | 219125+10750 100%
UF 30 kDa 7788+ 890 | 3.246=0.003 | 2399=306 23 77 882+ 7530 36%
Columna Ni-  191+18  0.021£0.01 9095 =246 5.8 38431 0.2%

NTA
Para el caso de la purificacion de GLU 32 (Tabla 15), se inicié con 7.6 mg de proteina inicial,
y posterior a la ultrafiltracién se obtuvieron 3.6 mg de proteina total, mientras que la actividad

especifica aument6 cerca de 1.5 veces. En el ultimo paso de purificacion la actividad

especifica se incrementd 7 veces y el rendimiento obtenido fue del 0.3%.

Tabla 15. Tabla de purificacion de GLU 32

Actividad = Concentracion Actividad Factorde = Actividad total

Fraceion  volumeétrica  deproteina  especifica Rendimiento

(UnL) (mg/nL) (Umg) purificacion )
Sobrenadante 7765510 7.641+0.018 1016=+225 1 194 125+ 11 650 100%
UF 30 kDa 5342690 @ 3.615+0.005 1478=246 L5 53425+6243 28%
Columna Ni-  234+32 0.032+0.02 7325+18 7.2 469 + 44 0.3%

NTA
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La purificacion enzimatica generalmente involucra una serie de pasos para obtener los
productos con las especificaciones deseadas en cuanto a un alto factor de purificacion y
recuperacion que conlleva alrededor del 80% de los costos totales del proceso, por lo que
para la siguiente etapa que consiste en el tratamiento enzimatico se utilizara el extracto

soluble sin purificar debido a los bajos rendimientos y la degradacion obtenida.

7.5 Seleccion de microorganismos para formacién de biopelicula
Con base en el riesgo que representan para la industria alimentaria y el sector salud, formando

comunidades/conglomerados en superficies de procesamiento de alimentos o en los
alimentos procesados, se eligieron diversos microorganismos para evaluarlos en términos de
crecimiento de acuerdo al medio de cultivo, temperaturay pH (Anexo 11.2). Se seleccionaron
3 microorganismos modelo (Figura 19): Escherichia coli, Listeria innocua y Pseudomonas

aeruginosa por su produccion de biopeliculas y su importancia en la industria alimenticia
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Figura 19. Curva de crecimiento de bacterias modelo. Bacterias patdgenas crecieron en medio LB (E. coli)
y TSB (P. aeruginosa), la bacteria no patogena crecié en medio BHI (L. innocua). Todas crecieron bajo
condiciones estaticas a 37°C. Se determiné la D.O.s00nm por triplicado (promedio) en funcién del
tiempo.

Existen distintos factores que influyen en el crecimiento bacteriano como los nutrientes,
temperatura, oxigeno, entre otros. Para obtener las condiciones mas adecuadas para favorecer
el crecimiento se eligieron medios de enriquecimiento para cada microorganismo, asi como
su temperatura Optima de crecimiento. Se realizd curva de crecimiento para los micro-

organismos en estudio con el objetivo de identificar sus fases y establecer el tiempo para
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alcanzar la fase de crecimiento exponencial. Debido a la falta de aireacion adecuada (porque
el cultivo se mantiene estético), se decidio agregar una mayor cantidad de preinéculo (5% en
lugar de 1%). En el caso de las bacterias patogenas (figura 19) su fase exponencial iniciaba
a partir de 4-6 h de crecimiento. De cada microorganismo se obtuvo la curva de crecimiento
(Anexo 9.1) en sus respectivos medios de cultivo (LB, TSB o BHI). El seguimiento se hizo
durante 12 h. En todos los microorganismos hubo decaimiento del pH y el comportamiento
de la curva es de tipo sigmoidal.

7.6 Caracterizacion de biopeliculas formadas
Para evaluar la capacidad de formar biopeliculas de las bacterias patdgenas, se realizaron los

ensayos de induccion/cuantificacion de biopeliculas usando diferentes métodos. Se comparé
los efectos de distintas metodologias (A- alicuota o B-recambio de medio), la temperatura
(6ptima, ambiente o refrigeracion) y los medios de cultivo (con o sin suplementacién)
utilizados sobre la capacidad de formar biopelicula de los microorganismos seleccionados

sobre una superficie de poliestireno (cajas petri y microplacas).

Se observo el crecimiento y agregacion de los microorganismos a lo largo de 24, 48 y 72 h
en las distintas condiciones de incubacién (medio, tiempo y temperatura). En la mayoria de
las bacterias (Anexo 11.3, Figuras S7-S9) la agregacion se daba a partir de las 24 h en medios
con suplementacion o 48h sin ella, exceptuando a P. aeruginosa. Los resultados de la

formacion de biopeliculas se muestran en las siguientes Figuras 20, 21 y 22:

24 h 48 h 72 h

| 22°¢ | 37°c | 22°c [ 37°c | 22° [ 37

Figura 20. Evaluacion de la formacién de biopelicula de Escherichia coli EAEC a distintas temperaturas con
diferentes medios de cultivo a las 24 h, 48 h y 72 h. Biopeliculas tefiidas con cristal violeta. Imagenes de
aumento 100X capturadas con el Microscopio Biolégico Binocular Digital de campo claro DMS-653.
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24 h 7Zh

Figura 21. Evaluacion de la formacién de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa a distintas temperaturas
con diferentes medios de cultivo a las 24 h, 48 h 'y 72 h. Biopeliculas tefiidas con cristal violeta. Imagenes de
aumento 100X capturadas con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo claro DMS-653.

24 h 48h 72 h

Figura 22. Evaluacién de la formacion de biopelicula de Listeria innocua a distintas temperaturas con
diferentes medios de cultivo a las 24h, 48h y 72h. Biopeliculas tefiidas con cristal violeta. Imagenes de
aumento 100X capturadas con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo claro DMS-653.

En los 3 microorganismos se observa que los agregados formados estaban interconectados
en un patron similar a una red, acercandose al fenotipo de panal descrito por Sheikh et al.
(2001). A medida que aumentaba el tiempo de incubacion, este patron adoptaba la apariencia
de una biopelicula bacteriana madura, caracterizada por un mayor apilamiento vertical de

bacterias en las uniones de la conformacion en forma de red.

Después de la incubacion de 24 h, la biopelicula comprendia agregados gruesos de bacterias

en monticulos, intercalados con espacios vacios que carecian de bacterias adheridas. Esta
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morfologia de biopelicula se ha observado previamente para varios sistemas bacterianos, de
acuerdo a Wattnick et al. (2000). La reposicion del medio y la incubacién continua dieron

como resultado una acumulacion adicional minima en la biopelicula.

7.6.1 Cuantificacion de biomasa total
El cristal violeta permitié medir de forma indirecta a cada una de las cepas y asi clasificarlas

segun la capacidad de adherencia, partiendo de la comparacion de cada cepa con el control
negativo E. coli HB101, la cual no es considerada como cepa formadora de biopelicula. Por
lo tanto, las cepas cuya absorbancia fue menor al control negativo fueron consideradas no
adherentes. También este método permitid evaluar, en funcion de la biomasa, diferentes

condiciones de crecimiento.

También se realiz6 la comparacion entre las 2 metodologias (Figuras 23 y 24) de los
microorganismos en cuanto a la biomasa total (Anexo 11.4, Figuras S13-S15). Para los 3
microorganismos analizados se observo que hubo mayor produccion con el recambio de
medio (metodologia B), esto se atribuye a que al momento de tomar la alicuota (metodologia
A) hay pérdida de células, por lo que no se favorecio el desarrollo adecuado de la biopelicula.
Estos resultados llevaron a que, para los ensayos posteriores se usara la metodologia B para

el desarrollo de biopeliculas.
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Figura 23. Cuantificacion de biomasa total con la metodologia A con toma de alicuota y siembra en medio
fresco de Escherichia coli EAEC. En el panel A se muestra la microplaca con biopeliculas tefiidas con
cristal violeta para la visualizacién de su formacidn bajo distintas condiciones de temperatura,
medio de cultivo y tiempo de incubacidn. En el panel B se presenta la cuantificacidon de |a biomasa
total de acuerdo a los parametros evaluados en la microplaca para determinar la condicion éptima
de formacién. Los ensayos se realizaron por triplicado y se usd la cepa E. coli HB101 como control
negativo.
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Figura 24. Cuantificacién de biomasa total con la metodologia A con recambio de medio de cultivo de
Escherichia coli EAEC. En el panel A se muestra la microplaca con biopeliculas tefiidas con cristal violeta
para la visualizacién de su formacidn bajo distintas condiciones de temperatura, medio de cultivo y
tiempo de incubacion. En el panel B se presenta la cuantificacidon de la biomasa total de acuerdo a
los pardmetros evaluados en la microplaca para determinar la condicién éptima de formacién. Los
ensayos se realizaron por triplicado y se usé la cepa E. coli HB101 como control negativo.

Como se puede observar en las Figuras 23 y 24, algunos pocillos contienen biopelicula en
las orillas, no en el centro como se esperaria. Esto se puede atribuir a que las biopeliculas
contienen subpoblaciones bacterianas caracterizadas por una amplia distribucion de actividad
metabdlica (Archer et al., 2011). Las subpoblaciones en la periferia de la biopelicula
muestran una actividad fisioldgica alta, mientras que las subpoblaciones ubicadas en las
partes internas de las biopeliculas muestran una actividad fisiolégica baja o ningun
crecimiento. Esta heterogeneidad se debe al consumo de oxigeno y nutrientes por parte de
las bacterias metabolicamente activas ubicadas en la periferia del biopelicula, dejando poco
0 nada de oxigeno y nutrientes a las bacterias ubicadas en el interior del biopelicula (Stewart
et al., 2016).

En cuanto a la clasificacién, para cada cepa se utilizaron pocillos consecutivos cuyas DO
fueron promediadas y corregidas por una DO de corte, obtenida con la suma del promedio
de las DO de los pocillos control (3 pocillos de cada medio estéril no inoculado) y 3 veces su

desviacién estandar. De acuerdo con las DO corregidas, las cepas fueron clasificadas en:

¢ No formadoras de biopelicula (NFB): DOcorregida < DOcorte.

e D¢ébiles formadoras de biopelicula (DFB): DOcorte < DOcorregida < 2DOcorte.

e Moderadas formadoras de biopelicula (MFB): 2DOcorte < DOcorregida < 4DOcorte.
e Fuertes formadoras de biopelicula (FFB): DOcorregida > 4DOcorte.
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Para una mejor comprension de la informacion, las DO corregidas también se expresaron en
porcentajes, tomando como 100% la DO promedio de cada cepa. Los porcentajes de
formacion de biopelicula para cada ensayo fueron promediados, se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Clasificacion de bacterias productoras de biopeliculas de acuerdo a la mejor
condicion del ensayo CV

Condicion optima de crecimiento »
Formacion de

Tincién Mediode  Tiempode Temperatura . Clasificacion
P P biopelicula (%)

cultivo incubacién  de incubacion
E. coli EAEC LBglu 48h 37°C 85.7 FFB
P. aeruginosa

TSBglu 48h 37°C 90.7 FFB
ATCC 27853

L. innocua

BHIsac 24h 37°C 92.2 FFB

CFQ-B-232

De acuerdo a la Tabla 16, se obtiene la clasificacion de las biopeliculas acorde a la condicion
Optima de formacion. La composicion del medio de cultivo en el cual crecen las bacterias
posee una gran influencia sobre la formacién de biopeliculas (Caceres et al., 2019). La
formacion y adherencia del biopelicula no ocurre por el mismo mecanismo en los diferentes
medios, ya que las cepas usan distintas estrategias y expresan diferentes genes promotores
de biopelicula en funcion de los recursos ambientales disponibles. Esto concuerda con otras
investigaciones que han encontrado que esta incorporacion (adicion de glucosa) resultd
favorecedora para el desarrollo de diversas biopeliculas, como la de E. coli O157:H7
(Villegas et al., 2013), asi como con otros patdgenos, posiblemente debido a que este
carbohidrato (glucosa) serviria como sustrato para la formacién de la matriz de
exopolisacaridos y, por ende, aumentaria la cuantificacion de la biomasa total. También se
observo el efecto de la temperatura, ya que se obtuvo una biopelicula mas densa en la
temperatura Optima de crecimiento del microorganismo, que a temperatura ambiente o en
refrigeracion. Este parametro es muy importante porque puede afectar etapas del desarrollo
de las biopeliculas como la adhesion irreversible y asi tardar mas tiempo para generar una

matriz méas densa.

La variacion en el tiempo de incubacion también influye en la formacion de biopeliculas
debido a que, dependiendo en la fase de crecimiento que se encuentre se activara la expresion
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de distintos genes relacionados con las biopeliculas, como el caso de Escherichia coli, en su
fase estacionaria de crecimiento, la disminucion del nitrégeno y del fosforo inducen la
expresion de csgD (sintesis de fimbria) y por lo tanto la formacién de biopelicula (Harrell et
al., 2021). Esto podria explicar que la formacion de biopelicula sea mayor a las 48 horas que

a las 24 horas y en condiciones de menor disponibilidad de nutrientes.

7.6.2 Determinacién de Unidades Formadoras de Colonia
Se realiz6 nuevamente el ensayo de cristal violeta (CV) de los microorganismos modelo, para

determinar de forma cuantitativa la pérdida de UFC/mL con la tincion de cristal violeta, al
tener la curva de crecimiento de los microorganismos de acuerdo a las UFC/mL (Anexo 11.2,
Figura S6). También se monitored la formacion de biopelicula a lo largo de la cinética
(Anexo 11.3, Figura S10-S12), lo que llevo a la decision de partir de una concentracion de
1x10" a 1x10® UFC para futuras determinaciones al corresponder al inicio de cada etapa

exponencial de los microorganismos modelo.

Para el recuento de UFC, se obtuvieron las biopeliculas de acuerdo a la condicion 6ptima
determinada anteriormente y en cada monitoreo de los ensayos de CV, se afiadieron 100 pl
de PBS a los pocillos que contenian la biopelicula. Las placas se protegieron con parafilm y
se agitaron durante 5 min para separar las células unidas. Luego, las suspensiones bacterianas
(100 pL) se transfirieron a pocillos profundos que contenian 900 uL de PBS y se diluyeron
en serie y se colocaron en placas como se describio anteriormente. Después las placas de agar
se incubaron hasta 24 h a 37°C y se contaron las colonias cultivadas. Los resultados obtenidos

se presentan en la Tabla 17:

Tabla 17. Determinacion de precision de cuantificacidon de biomasa total

Concentracion =~ concentracion determinada (UFC/mL)

Microorganismo inicial Cristal violeta
(UFC/mL) 24 h 48 h
E. coli EAEC 4.1x107 6.7x108 6.5x108
P. aeruginosa ATCC 27853 2.2x107 1.4.x108 1.2x108
L. innocua CFQ-B-232 1.9x107 1.6x108 1.5x108

Los resultados son similares a los obtenidos por Han et al (2017), quien demostrd que la

biomasa total de las biopeliculas formadas de E. coli en la superficie de poliestireno aumenta
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con el tiempo de incubacion. Mientras que estudios previos de biopeliculas de Listeria
(Lezzoum-Atek et al., 2019) han demostrado que después de una rapida adhesion inicial a

las superficies, las poblaciones bacterianas no aumentan significativamente.

De ambas metodologias propuestas para la cuantificacion de biopeliculas, se obtuvieron las
condiciones Optimas similares para la formacion de biopeliculas. Para futuros ensayos solo
se utilizara el ensayo con cristal violeta debido a que tiene mayor sensibilidad, de acuerdo a
Stiefel (2016), también debido a lo obtenido en el recuento de UFC/mL del ensayo CV. Con
el cristal violeta (al ser un colorante béasico) hay afinidad a las moléculas cargadas
negativamente por lo que se puede unir a moléculas de superficie y a los polisacaridos en la
matriz del biopelicula. Debido a que se tifien las células vivas y muertas, asi como la matriz,

se puede usar cristal violeta para la tincidén de biomasa total.

7.7 Seleccidon de microorganismo modelo para formacién de biopelicula
Se evalud el efecto antibacteriano de las PGH recombinantes contra diferentes bacterias

patdgenas y no patdgenas (microorganismos modelos). La prueba se realiz6 con las enzimas
no purificadas, por lo que hay mas compuestos que pueden estar interviniendo en la
inhibicion externos a la accion de las enzimas de interés, como es el caso de AMI 123 que
muestra una disminucion posterior al punto maximo de inhibicion, mientras que para GLU
32 no se observa ese comportamiento. La actividad inhibitoria solo se presenté contra 1 de
las bacterias analizadas (Tabla 18), el comportamiento contra Listeria innocua es diferente
dependiendo la enzima recombinante utilizada.

Tabla 18. Concentracion minima inhibitoria de las enzimas recombinantes sobre L. innocua

Halo de inhibicion (mm)
Proteina (ug / mL)

AMI 123 GLU 32
10 0.5 0
20 0.5 0
30 4.3 0
40 3.8 0
100 4.1 2.5
200 3.2 51
400 2.4 5.3
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En comparacion con el espectro antibacteriano reportado por Garcia-Cano (2013) de las dos
PGH (99-kDa y 110-kDa) parcialmente puras y la PGH recombinante (99-kDa), también se
obtuvo que ninguna de las proteinas recombinantes presentd inhibicién contra bacterias
Gram-negativas (E. coli y P. aeruginosa). Esto puede deberse a que su membrana externa
posee una barrera impermeable para moléculas hidrofilas de mucho menor tamafio que estas
enzimas, lo que protege a la capa peptidoglucano de la accion litica de endolisinas (Briers et
al, 2015), a pesar de que el peptidoglucano sea mas delgado que en las bacterias Gram
positivas. Los ensayos incluyeron esas cepas, con el propésito de corroborar que la enzima
no tiene efecto litico sobre las mismas, lo que siguiere que probablemente las enzimas
recombinantes de 99-kDa requieran de la presencia de la proteina de 110-kDa para generar

una mayor actividad contra los patdgenos de interés.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se selecciono a la bacteria Listeria innocua como
microorganismo modelo para el tratamiento enzimatico porque, aunque los 3
microorganismos de estudio tienen exopolisacaridos susceptibles a hidrolisis enzimatica, no
solo se busca romper la red de la biopelicula, se desea ademas un efecto bactericida contra

los patdgenos que sean liberados al perturbar la estabilidad de la biopelicula.

Dado que L. innocua no es patdgena, podria ser posible emplear esta especie directamente
en ensayos para investigar su persistencia y susceptibilidad a los antimicrobianos, lo que
generaria datos valiosos para predecir el comportamiento de L. monocytogenes. Un analisis
filogenético mostr6 que L. innocua y L. monocytogenes son especies estrechamente
relacionadas (den Bakker et al., 2010). Aunque hay pocos informes que abordaran sus
diferentes capacidades de formacion de biopeliculas en los mismos nichos ambientales, de
acuerdo a Costa et al. (2018), L. innocua podria usarse como sustituto de L. monocytogenes,
no solo en lo que respecta a la produccion de biopeliculas, sino también a la susceptibilidad
de las biopeliculas contra ciertos desinfectantes a base de peroxido de hidrégeno.

A pesar de los diferentes tipos de sistemas modelo de biopeliculas descritos en la literatura,
ninguno de ellos puede considerarse como el sistema modelo optimo y universalmente
aplicable. Por lo que en el presente proyecto se considera que el comportamiento de L.
innocua es extrapolable al presentado con la especie patdgena L. monocytogenes.
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7.8 Propiedades del microorganismo modelo

Una vez que se selecciond al microorganismo modelo, se decidid evaluar ciertas propiedades
de la cepa para comprender la influencia de los factores ambientales en la formacion de
biopeliculas de L. innocua. Estudios previos (Fan et al., 2020) demostraron que la formacion
de biopeliculas se correlacion6 positivamente con la hidrofobicidad y la motilidad de la
superficie celular. Las bacterias han desarrollado mecanismos de motilidad activa que les
permiten superar las fuerzas electrostaticas e hidrodindmicas repulsivas que se encuentran
alrededor de las superficies y, en consecuencia, aumentar sus posibilidades de interactuar con

las superficies para formar biopeliculas (Beloin et al., 2008).

Motilidad bacteriana

Se realiz6 una prueba de puncion en medio semisoélido de L. innocua a distintas temperaturas
de crecimiento, a 30°C y a 37°C (Figura 25) para observar su comportamiento en cuanto a la
movilidad debido a que se espera que tengan distinto comportamiento en cuanto a la
formacion de biopeliculas.

- —

Figura 25. Evaluacién de motilidad con prueba de puncién en medio semisélido. A. Control negativo B.
Listeria innocua a 30°C. C. Listeria innocua a 37°C.
En la temperatura de 30°C se obtuvo un resultado positivo a movilidad, lo obtenido
concuerda con la literatura porque se ha reportado que a esa temperatura se favorece la
formacion de flagelos. Las bacterias pueden utilizar caracteristicas de la superficie celular
como pili, fimbrias y flagelos para adherirse a diversas superficies (Merritt et al., 2007). No

se han descrito pelos ni fimbrias para L. monocytogenes u otras especies.

En general, los flagelos se pueden usar directamente para la unién y colonizacion como
adhesina, o indirectamente para proporcionar movimiento de la célula a la superficie a

colonizar. Dependiendo de la superficie, Listeria utiliza flagelos de forma directa e indirecta
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para adherirse y colonizar diferentes superficies. La literatura sugiere que el origen de la cepa,
el entorno de nutrientes y el tipo de superficie (vegetal, animal, inerte, etc) pueden
desempefiar un papel en el uso de los flagelos para la fijacion (Gorski, 2009).

Cuando se empled la temperatura de 37°C se obtuvo un resultado negativo en cuanto a
movilidad, resultado que concuerda con la literatura en cuanto a la inhibicion de produccién
de flagelos, pero se ha reportado que al bloquearse disminuye la unién bacteriana inicial a la
superficie, aunque posteriormente conduce a la formacion de hiperbiopeliculas, comunidades
adheridas a la superficie que alcanzan una alta densidad (Todhanakasem et al., 2008).
Ademas, hay reportes de que Listeria también puede adherirse a superficies abioticas a través
de un proceso de unién independiente de flagelos, que no esta afectado con la temperatura
(Marchand et al., 2012).

Hidrofobicidad de la superficie celular

La hidrofobicidad de la superficie bacteriana es un determinante importante en la adherencia
y colonizacion de bacterias tanto en superficies vivas como inertes. Esta propiedad se utilizd
para caracterizar la adhesion de las bacterias a la superficie de contacto y se determind
midiendo la adhesion de las células bacterianas al xileno. Los resultados se presentan en la
Figura 26. De acuerdo a Mgretrg et al. (2004) la adhesion de L. monocytogenes a las
superficies de procesamiento de alimentos es una consecuencia de interacciones hidréfobicas

entre el material de la superficie y los componentes de la superficie exterior de la bacteria.

% Hidrofobicidad

30°C 37°C

Figura 26. Evaluacion del % de hidrofobicidad de L. innocua de acuerdo a la temperatura de crecimiento.
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Se obtuvo mayor porcentaje de hidrofobicidad a 37°C que a 30°C, alrededor del doble. De
acuerdo a Gorski et al. (2009) las cepas con alta hidrofobicidad tienen fuertes propiedades de
adhesion, lo que significa que méas células pueden adherirse a las superficies, secretar mas
EPS vy, en consecuencia, exhibir biopeliculas mas fuertes. Entonces, cuanto mayor es la

hidrofobicidad de la superficie celular, mayor es la capacidad de formacion de biopeliculas.

De acuerdo a las propiedades obtenidas, se comprobd que la temperatura de crecimiento mas
adecuada para el desarrollo de biopeliculas del microorganismo modelo es de 37°C, respecto
a las propiedades de la cepa, asi como también los observados con la determinacion de

biomasa total con el ensayo de cristal violeta.

7.9 Tratamiento enzimatico
Para perturbar la estabilidad de las biopeliculas se ha enfocado en la escisién del

peptidoglucano, ya que reduce la formacién de biopeliculas de varias maneras. Por ejemplo,
altera la composicién de proteinas y acidos teicoicos presentes en la pared celular. También
puede resultar en la liberacion de moléculas de sefializacion que pueden modular la expresion
génica relacionada con la biopelicula. Los exopolisacaridos a menudo se han identificado
como objetivos terapéuticos atractivos para la interrupcion de la formacion de biopeliculas,
lo que deja a las bacterias vulnerables al tratamiento antimicrobiano. Listeria innocua,
produce como su principal exopolisacarido el poli-B-(1,4)-N-acetilmanosamina (poli-NAM).
Se espera que las enzimas recombinantes de 99-kDa de P. acidilactici actuen de diferente
forma debido a la afinidad por distintos tipos de enlace.

Las condiciones evaluadas se muestran en la Tabla 19, a continuacion:
Tabla 19. Condiciones de tratamiento enzimatico contra biopeliculas
Temperatura Tiempo Concentracion de proteina

4°C, T amb (22°C), 37°C 1h, 2h, 4h 100 ug/mL, 200 ug/mL

Se eligieron esas condiciones de temperatura al considerarse como las condiciones de trabajo
que se tienen en la industria alimentaria (refrigeracion, temperatura ambiente, temperatura
Optima del patdgeno por malos ajustes de temperatura en los equipos). Ademas, la actividad
de las enzimas recombinantes es adecuada a estas temperaturas (Anexo 11.5). Respecto al
tiempo, se decidio realizar el tratamiento por intervalos cortos, suponiendo que en la industria

no se desea detener la produccion por mucho tiempo para lograr la sanitizacion. Finalmente,
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en cuanto a la concentracion de proteina se utilizaron los valores obtenidos en la
determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Influencia de condiciones del tratamiento enzimatico con AMI 123y GLU 32
En cuanto a la temperatura del tratamiento (Figura 27), hay diferencia significativa entre
las temperaturas, a 4°C no se favorece la degradacion, mientras que a 22°C y 37°C si.
También se esperaba un incremento en el % de células viables que se relaciona con un
aumento en el % formacion de biopelicula en el control sin tratamiento enzimatico a 37°C
(Anexo 11.6). A diferencia de lo que ocurre con las deméas temperaturas, esto se puede
atribuir a que esta condicién de temperatura favorece el crecimiento de la biopelicula al ser
la condicidn dptima para su desarrollo. Esto se puede atribuir a que las enzimas tienen mayor
actividad al incrementarse la temperatura (siendo su actividad maxima por encima de los

37°C), que a bajas temperaturas.
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Figura 27. Influencia de la temperatura en la eficiencia del tratamiento enzimatico con proteinas
recombinantes en la reduccion de la viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua. El tratamiento fue por
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2h con 100 pg/mL de enzima. A. AMI 123 y B. GLU 32. Las letras situadas sobre las barras de error manifiestan
la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.

En cuanto a la concentracion de proteina (Figura 28), se observa que la diferencia entre 100
pg/mL y 200 pg/mL no es significativa por lo que es posible utilizar menor cantidad de
proteina, lo que lleva a reducir costos de produccion de las enzimas recombinantes. Esto se
puede atribuir a la estabilidad de las enzimas, tienen actividad 6ptima pero solo por intervalos
cortos, por lo que si se prolonga el tratamiento se requerird mayor concentracion de proteina
para una mejor degradacion de biopelicula.
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Figura 28. Influencia de la concentraciéon de proteina en el tratamiento enzimatico con proteinas
recombinantes en la reduccion de la viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua. El tratamiento fue por
2h a 22°C (temperatura ambiente). A. AMI 123 y B. GLU 32. Las letras situadas sobre las barras de error
manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.
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En cuanto al tiempo del tratamiento (Figura 29), hay diferencia significativa entre los
tiempos evaluados, aunque la disminucion de células es similar entre enzimas en cada

condicion, a 4 h se obtiene la mayor disminucion de células viables (30-40%).
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Figura 29. Influencia del tiempo de exposicién en la reduccién de viabilidad celular en la biopelicula de L.
innocua provocada por el tratamiento enzimatico con enzimas recombinantes. El tratamiento fue a 22°C
(temperatura ambiente) con 100 pg/mL de enzima. A. AMI 123 y B. GLU 32. Las letras situadas sobre las barras
de error manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre
los grupos comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.

Cabe resaltar que en todas las condiciones probadas el % de biomasa total se mantuvo
constante, esto se puede atribuir a que la metodologia no discrimina entre células vivas o
muertas. De acuerdo a los resultados obtenidos y a los andlisis de varianza correspondientes,
se demuestra que la temperatura y el tiempo de exposicion son los principales factores que
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afectaron estadisticamente la degradacion de biopeliculas (P<0.05). Ademas, se determind la
condicidn a la cual se obtuvo mayor % de degradacion de biopelicula, para el caso de AM
123 es la aplicacion por 4 h de 100 pg/mL a 22°C al reducirse ~35% la viabilidad celular,
mientras que en el de GLU 32 se requiere la aplicacion por 4 h de 200 ug/ml a 22°C para

reducirse ~45% la viabilidad celular en la biopelicula.

También se busca destruir otros componentes importantes de la matriz extracelular de
biopeliculas como las proteinas ademas de los exopolisacaridos, diversas enzimas parecen
tener un alto potencial para la degradacion de biopeliculas, por lo que se optd por probar
enzimas comerciales con estas caracteristicas. Se evalud el efecto antibacteriano de la
lisozimay proteinasa K contra el microorganismo modelo (Tabla 20), se obtuvo que solo una
de las enzimas comerciales tuvo actividad contra L. innocua.

Tabla 20. Concentracion minima inhibitoria de lisozima sobre L. innocua

mm de inhibicion
Proteina (ng / mL)

Lisozima Proteinasa K
10 12 0
20 3.1 0
30 3.3 0
40 3.4 0
100 6.1 0
200 7.2 0
400 6.4 0

En cuanto a la despolimerizacion de los exopolisacaridos, se considera a la lisozima porque
no solo cumple con la degradacion de EPS en la matriz del biopelicula, sino que ataca a las
bacterias directamente al degradar el peptidoglucano de su pared celular. La lisozima también
es una PGH con actividad muramidasa que se expresa como parte del sistema inmunitario
innato de varios animales y escinde los enlaces B-(1,4) glucosidicos en el peptidoglucano,
que a su vez esta presente en los exopolisacaridos (poli-B-(1,4)-N-acetilmanosamina)de la
biopelicula de L. innocua; por lo que con el uso de esta enzima no solo se busca dispersar a
la biopelicula sino también desestabilizar la pared celular bacteriana y conducir a la lisis
bacteriana de los microorganismos que conforman a la biopelicula. En cuanto a las proteasas,
se considero a la proteinasa K, una serina-proteasa de amplio espectro ampliamente utilizada,
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que de acuerdo a la literatura varios investigadores han utilizado esta enzima contra una
amplia gama de bacterias formadoras de biopeliculas asociadas a los alimentos como
Staphylococcus lentus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, entre otros.

Respecto a las condiciones del tratamiento enzimatico (Anexo 11.6), ambas enzimas
comerciales tienen diferente % de degradacion que las recombinantes, por lo que se debe
considerar para futuros ensayos con mezclas enziméticas. Cabe resaltar que la comparacion
posterior solo se realiz6 con las mejores condiciones de degradacién para las enzimas

recombinantes.

Comparacion con enzimas comerciales

Se llevd a cabo la comparacion de las enzimas recombinantes (AMI 123 y GLU 32) y
comerciales (lisozima y proteinasa K), que se muestra en la Figura 30, de acuerdo a la
condicidn en la que se obtuvo menor % de viabilidad celular (representa mayor degradacién
de biopelicula) de AMI 123 y GLU 32, que fue a 22°C por 4 h con 100 pg/mL (Anexo 11.7).
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Figura 30. Comparacion del tratamiento enzimatico entre enzimas recombinantes (AMI 123y GLU 32) y
comerciales (Lisozima y Proteinasa K) y su efecto en la reduccién de la viablidad celular de la biopelicula de
Listeria innocua. El tratamiento fue a 22°C (temperatura ambiente) con 100 pg/mL de enzima por 4 h.

Al comparar inicialmente ambas enzimas recombinantes se observa que hay mayor pérdida

de células viables al usar la enzima GLU 32 que la AMI 123. Esto se puede atribuir a la
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afinidad de GLU 32 por hidrolizar enlaces glucosidicos de los polisacaridos de Listeria, a
diferencia de AMI 123 que tiene afinidad por hidrolizar enlaces peptidicos de las proteinas,
que, aunque también afectaria a la matriz extracelular del patdgeno por contener proteinas
encargadas de la adhesion entre otras, es menor la degradacion al no atacar al componente
principal (EPS). Aunque los mecanismos de estas enzimas no se han investigado en el
contexto de la dispersion de biopeliculas, se puede suponer que las enzimas siguen la catalisis
acido-base general que involucra residuos de Asp/Glu conservados para escindir los enlaces
glucosidicos de los polisacaridos presentes en la biopelicula (Ramakrishnan et al., 2022).
También se considera que en ninguna condicion hay una completa degradacion debido a que
solo se ataca uno de los componentes de la biopelicula en estudio, al aplicarse las enzimas

por separado.

Posteriormente al comparar a las enzimas recombinantes con otra PGH, la lisozima, se
observa que hay mayor viabilidad celular (menor degradacidon). Esto se puede atribuir a que
la enzima a pesar de hidrolizar enlaces glucosidicos probablemente tiene menor afinidad por
los presentes en el polimero de L. innocua. De acuerdo a Nguyen et al. (2014) la lisozima no
tuvo efecto en la formacion de biopelicula de Listeria monocytogenes con una concentracion
de 200 ug/mL, la evidencia experimental demuestra otro comportamiento se puede atribuir

al tiempo de exposicion, en la literatura se prueban distintos intervalos y no hay un consenso.

En cuanto a la proteinasa K, se observo que hubo mayor pérdida de viabilidad celular (40%
vs 35%) comparado con AMI 123, siendo que ambas tienen accidn sobre enlaces peptidicos
tienen diferente afinidad. Mientras que al compararse con GLU 32 tuvo menor perdida de
viabilidad celular (~5%), esto se puede atribuir a que la proteinasa K no tuvo un efecto
bactericida en la prueba de CMI contra el microorganismo modelo por lo que su degradacion
solo se enfoco en los componentes de la matriz extracelular y no en la lisis bacteriana.

En otros estudios se han utilizado otro tipo de proteasas como la bromelina y la papaina, para
desprender la biopelicula de L. monocytogenes. Sin embargo, el efecto de las dos cisteina
proteasas fue menor que el de la proteinasa K (Nahar et al., 2018). De acuerdo a la literatura,
hay reportes de tratamiento de biopeliculas de L. monocytogenes con proteinasa K dando
como resultado una dispersion total de la biopelicula establecida tanto en poliestireno como

en superficies de acero inoxidable, pero al aplicar el tratamiento por 24h (Nguyen et al.,
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2014), pero en el caso de vidrio no se observo algun efecto inhibitorio, las diferencias se
pueden atribuir al tipo de superficie y las diferentes interacciones que se dan, ademas de la
cepa utilizada que pueden generar estructuras con una matriz mas robusta, dificultando su
desprendimiento. Ensayos con otro tipo de enzimas como la DNasa | han mostrado una
reduccion de biopelicula de L. monocytogenes del 90% después de 51h en poliestireno,
mientras que en vidrio obtuvo una reduccion del 80% en tan solo 18h de acuerdo a Harmsen
et al. (2010).

Después de la comparacion entre las enzimas se han identificado diversos factores que
influyen para obtener un mayor % de degradacién relacionado con la pérdida de viabilidad
celular, inicialmente se requieren intervalos de tiempos méas largos de la aplicacion de
tratamiento enziméatico. También es importante identificar la etapa de formacién de la
biopelicula, mientras mas temprana sea la etapa menor serd el proceso de remocién y
posterior dispersion de la biopelicula; asi como también la conformacion de la biopelicula
(monoespecie o especies mixtas). Ademas, se debe considerar que el comportamiento sera
variable dependiendo de la superficie que sea analizada.
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8. Conclusiones
Los microorganismos patégenos seleccionados fueron capaces de formar biopelicula sobre

superficies de uso cotidiano, como el poliestireno, con mayor intensidad en medios de
crecimiento nutritivos que en medios minimos. La metodologia que implicé el recambio del
medio de cultivo junto con el uso del medio de enriquecimiento suplementado y un tiempo
de incubacion de 24-48 h fueron las condiciones méas favorables para el desarrollo de

biopeliculas.

Se selecciond como microorganismo modelo para el tratamiento enzimatico a Listeria
innocua al ser el Unico que fue inhibido por ambas enzimas recombinantes de acuerdo a
ensayos de difusion en agar. En cuanto a la produccion de las enzimas recombinantes, ambas
subclonas presentaron actividad litica contra Listeria innocua en diferentes concentraciones.
Utilizando métodos espectrofotométricos se obtuvo la cuantificacion de biomasa total y el %
de viabilidad celular. Las condiciones de reaccion, como la concentracion, el tiempo de
exposicion y la temperatura se evaluaron para el tratamiento con enzimas recombinantes y

comerciales en el presente trabajo.

En el modelo de biopelicula que se desarroll6 en la superficie de interés al tratarse con las
enzimas recombinantes se obtuvo una disminucion del % de viabilidad celular relacionada
con la degradacion de la biopelicula, ambos dominios cataliticos tuvieron distinto
comportamiento, AMI 123 tuvo alrededor de un 35% mientras que GLU 32 tuvo un 45%;
que, al compararlo con la literatura, ambos son un resultado favorable en cuanto al tiempo de
exposicion evaluado, se espera un mayor % de degradacion al aumentar los intervalos de
tiempo. Por lo tanto, el tratamiento enzimético es un método alternativo prometedor a los

tratamientos tradicionales, para su aplicacidn en poliestireno.
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9. Perspectivas

Por el momento se esta trabajando en el tratamiento enzimatico con la proteina completa de
99-kDa para su posterior comparacion respecto al % de degradacion con los fragmentos
clonados. También se propone realizar los ensayos con Listeria monocytogenes para
confirmar el comportamiento predicho por Listeria innocua, asi como también hacer pruebas
con otro tipo de materiales como vidrio, poliestireno, cerdmica, entre otras superficies de

importancia en la industria alimenticia.

Conociendo las condiciones del tratamiento enziméatico de las proteinas recombinantes las
que se obtuvo mayor degradacién de biopelicula, asi como de las comerciales, esto puede
servir de base para la construccion de una formulacion multienzimatica que degraden
diversos componentes de la matriz extracelular asi como los microorganismos que la
conforman, de tal forma que su aplicacién sea enfocada en biopeliculas polimicrobianos, que
son mas complejos al estar compuestos por diversas cepas bacterianas. Aunque, es necesario
abordar algunos desafios asociados con la terapia con enzimas microbianas como la
inmunogenicidad, la corta vida media in vivo de las enzimas, el costo y la aplicabilidad de

las enzimas en la clinica.
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11. Anexos

11.1 Produccion de enzimas recombinantes en diversas fracciones celulares
Se probaron las condiciones propuestas por Ibarra-Luna (2022) y Campos (2015) para la

induccion de las proteinas recombinantes, encontrando que la condicién Optima de
produccion fue: 0.4mM del inductor IPTG a 22°C, 250 rpm por 3 h. Para saber en qué
fraccion se localizaban nuestras proteinas de interés se realizaron diversas metodologias
(sonicacion, choque osmotico, etc) para obtener diversas fracciones celulares (Figura S1 'y
S2): 1. Sobrenadante (medio de cultivo), Il. Restos celulares y Il. Fraccion citosolica y IV.

Periplasma.

Figura S1. Perfil proteico de diversas fracciones celulares de las proteinas recombinantes AMI 123 y GLU 32.
SDS-PAGE 10%. MP: Marcador de peso molecular. RESTOS CELULARES 1. GLU 32, 2. AMI 123y 3. E.
coli Rosetta DE3 +pET22-b vacio. CITOSOL 4. GLU 32, 5. AMI 123 y 6. E. coli Rosetta DE3 +pET22-b.
PERIPLASMA 7. GLU 32, 8. AMI 123.
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Figura S2. Actividad enzimatica de diversas fracciones de las proteinas recombinantes AMI 123 y GLU 32.
Zimograma contra M. lysodeikticus. MP: Marcador de peso molecular. RESTOS CELULARES 1. GLU
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32, 2. AMI 123 y 3. E. coli Rosetta DE3 +pET22-b vacio. CITOSOL 4. GLU 32, 5. AMI 123 y 6. E. coli
Rosetta DE3 +pET22-b. PERIPLASMA 7. GLU 32, 8. AMI 123.

En latabla 21 se muestra la comparacion entre valores de actividad especifica de cada enzima
recombinante de las diversas fracciones celulares obtenidos de los trabajos realizados en

investigaciones previas por el equipo de trabajo.

Tabla 21. Actividad especifica de las enzimas recombinantes AMI 123 y GLU 32 de diversas
fracciones celulares del equipo de trabajo
Actividad especifica (U/mg) en las fracciones

ENZIMA Res‘a';i‘:ggg.q“ipo celulares
10 Restos celulares Citosol Periplasma
Ibarra (2023) 103 + 13 40+5 18+2
AMI 123  Ibarray Luna (2022) 30 10 4
Ortega (2016) NA 20 NA
Ibarra (2023) 73+ 12 24+ 2 8+3
GLU 32 Ibarra y Luna (2022) 50 15 70
Ortega (2016) NA 18 NA

NA: No aplica, debido a que no se reportaron valores de otras fracciones

Al hacer la comparacion entre fracciones y entre valores de actividad especifica del equipo
de trabajo se observd que la fraccién donde se obtuvo una mayor actividad fue en
sobrenadante del medio de cultivo producido por Ibarra (2023), lo que concuerda con lo
obtenido en el zimograma (mostrado en la seccion de resultados 7.2), donde se obtuvieron
las bandas que concuerda con el peso esperado, a diferencia de las otras fracciones en las que

aparecian por debajo o habia un barrido.
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11.2 Curvas de crecimiento de microorganismos modelos
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Figura S3. Curva de crecimiento de Escherichia coli EAEC. El microorganismo crecié bajo condiciones estaticas
a 37°C en medio LB. Se determind la D.0.600nm (naranja) y pH (azul) en funcién del tiempo por triplicado.
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Figura S4. Curva de crecimiento de Listeria innocua CFQ-B 232. El microorganismo crecié bajo condiciones
estaticas a 37°C en medio BHI. Se determiné el logaritmo natural de la D.0.600nm (naranja) y pH (azul) en
funcién del tiempo por triplicado.
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Figura S5. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. El microorganismo crecié bajo
condiciones estaticas a 37°C en medio TSB. Se determind el logaritmo natural de la D.0.600nm (naranja) y pH
(azul) en funcion del tiempo por triplicado.
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Figura S6. Curva de crecimiento de microorganismos modelo formadores de biopelicula. Se determind las
UFC/mL en funcion del tiempo. Bacterias patdgenas crecieron en medio LB (E. coli) y TSB (P.
aeruginosa), bacteria no patégena crecié6 en medio BHI (L. innocua), todas crecieron bajo
condiciones estaticas a 37°C.

11.3 Formacién de biopeliculas
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Figura S7. Evaluacion de la formacién de biopelicula de Escherichia coli EAEC a distintas temperaturas con
diferentes medios de cultivo a las 24 h, 48 h 'y 72 h. Biopeliculas sin tefiir y tefiidas con cristal violeta. Imagenes
de aumento 100X capturadas con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo claro DMS-653.
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Figura S8. Evaluacion de la formacion de biopelicula de Pseudomonas aeruginosa a distintas temperaturas
con diferentes medios de cultivo a las 24 h, 48 hy 72 h. Biopeliculas sin tefiir y tefiidas con cristal violeta.
Imagenes de aumento 100X capturadas con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo
claro DMS-653.
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Figura S9. Evaluacidon de la formacion de biopelicula de Listeria innocua a distintas temperaturas con
diferentes medios de cultivo a las 24 h, 48 h 'y 72 h. Biopeliculas sin tefiir y tefiidas con cristal violeta. Imagenes
de aumento 100X capturadas con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo claro DMS-653.
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Figura S10. Cinética de crecimiento de Escherichia coli de acuerdo a los ensayos de Cristal violeta (CV).
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Figura S11. Cinética de crecimiento de Listeria innocua de acuerdo a los ensayos de Cristal violeta (CV).
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Figura S12. Cinética de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa de acuerdo a ensayos de Cristal violeta
(cv).
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11.4 Cuantificacion de biomasa total
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Figura S13. Cuantificacién de biomasa total biopelicula Escherichia coli. lzquierda. Método A. Derecha.
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Figura S14. Cuantificacion de biomasa total biopelicula de Listeria innocua. lzquierda. Método A. Derecha.
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Figura S15. Cuantificacion de biomasa total biopelicula de Pseudomonas aeruginosa. lzquierda. Método A.
Derecha. Método B.
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11.5 Condiciones de temperatura para el tratamiento enzimatico contra biopeliculas
Se eligieron esas condiciones de temperatura al considerarse como las condiciones de trabajo

que se tienen en la industria alimentaria (refrigeracion, temperatura ambiente, temperatura

optima del patdgeno por malos ajustes de temperatura en los equipos).
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Figura S16. Estabilidad de la enzima AMI 123 a distintas temperaturas. La medicion de las actividades se

realizd a pH 7. Para el control se considerd a la enzima sin tratamiento térmico como el valor de
referencia.
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Figura S17. Estabilidad de la enzima GLU 32 a distintas temperaturas. La medicidn de las actividades se

realizd a pH 7. Para el control se considerd a la enzima sin tratamiento térmico como el valor de
referencia.
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11.6 Analisis estadistico de los parametros individuales del tratamiento enzimatico
ANOVA del factor concentracion de proteina

Se realiz6 un andlisis de varianza para evaluar la degradacion de biopelicula con las enzimas
recombinantes para determinar si hay diferencia significativa en el % de viabilidad celular
en respuesta a diferentes cantidades de enzima. Se probaron 2 concentraciones de enzima
diferentes: 100 ug/mL y 200 ug/mL. Como hipdtesis tenemos:

Ho: No hay diferencia en el % de viabilidad celular al agregar diferentes concentraciones de
proteina de enzima.

Ha: Hay diferencia en el % de viabilidad celular al agregar diferentes concentraciones de
proteina de enzima.

Tabla 22. ANOVA del factor concentracién de enzima para la enzima AMI 123

Origen de las Suma de Grados de fromedio Vql'or
de los F critico

variaciones cuadrados libertad
cuadrados para F

144.714074 1 144714074 1.34998167 4.0266314
Dentro de los grupos 5574.24741 52 107.197066
71806148 53

Fo=1.349< 4.026. Se acepta la hipdtesis nula. No hay diferencia en el % de viabilidad celular
al agregar diferentes concentraciones de proteina de las enzimas recombinantes.

Tabla 23. ANOVA del factor concentracién de enzima para la enzima GLU 32
Promedio Valor

de los critico
cuadrados para F

Entre grupos 175.320185 1 175.320185 1.22938014 4.0266314
7415.64741 52 142.608604
Total 7590.96759 53

Fo=1.229< 4.026. Se acepta la hipdtesis nula. No hay diferencia en el % de viabilidad celular
al agregar diferentes concentraciones de proteina de las enzimas recombinantes.

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad

ANOVA del factor temperatura

Se realizd un analisis de varianza para evaluar la degradacién de biopelicula con las enzimas
recombinantes para determinar si hay diferencia significativa en el % de viabilidad celular
en respuesta a diferentes cantidades de enzima. Se probaron 3 temperaturas diferentes: 4°C,
22°C y 37°C. Como hipétesis tenemos:

Ho: No hay diferencia en el % de viabilidad celular a diferentes temperaturas.

Ha: Hay diferencia en el % de viabilidad celular a diferentes temperaturas.

Tabla 24. ANOVA del factor temperatura para la enzima AMI 123

Promedio Valor
de los F critico para

cuadrados F

Entre grupos 2280.08926 2 1140.04463 16.9073674 3.17879929

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad
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Dentro de los grupos 3438.87222 51 67.4288671

Fo=16.907> 3.178. Se rechaza la hipotesis nula. Hay diferencia en el % de viabilidad celular
a diferentes temperaturas.

Tabla 25. ANOVA del factor temperatura para la enzima GLU 32

Promedio Valor
de los critico para

cuadrados F

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad

Entre grupos 1431.36926 2 715.68463 5.92569745 3.17879929
Dentro de los grupos 6159.59833 51 120.776438

Total 7590.96759 53
Fo=5.925> 3.178. Se rechaza la hipétesis nula. Hay diferencia en el % de viabilidad celular
a diferentes temperaturas.

ANOVA del factor tiempo de exposicion

Se realiz6 un andlisis de varianza para evaluar la degradacion de biopelicula con las enzimas
recombinantes para determinar si hay diferencia significativa en el % de viabilidad celular
en respuesta a diferentes tiempos de exposicion. Se probaron 3 tiempos diferentes: 1h, 2h'y
4h. Como hipotesis tenemos:

Ho: No hay diferencia en el % de viabilidad celular a diferentes tiempos de exposicion.

Ha: Hay diferencia en el % de viabilidad celular a diferentes tiempos de exposicion.

Tabla 26. ANOVA del factor tiempo de exposicién para la enzima AMI 123

. Promedio o

Origen de las Suma de Grados de Valor critico

o . de los F

variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados

2587.56148 2 1293.78074 21.0713476 3.17879929
Dentro de los grupos 31314 51 61.4

Fo=21.071> 3.178. Se rechaza la hip6tesis nula. Hay diferencia en el % de viabilidad celular
a diferentes tiempos.

Tabla 27. ANOVA del factor tiempo de exposicidon para la enzima GLU 32

Promedio Valor

de los F critico para
cuadrados F
Entre grupos 4754.93815 2 2377.46907 42.7537602 3.17879929

Dentro de los grupos 2836.02944 51 55.6084205

Fo=42.753> 3.178. Se rechaza la hipotesis nula. Hay diferencia en el % de viabilidad celular
a diferentes tiempos.

Origen de las Suma de Grados de
variaciones cuadrados libertad

*En aquéllos factores que hubo diferencia significativa, se realizé una prueba de Tukey para

determinar cual variable era la diferente (en las graficas de resultados se sefiala con letras).
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11.7 Tratamiento enzimatico evaluando la influencia de todos los pardmetros
Posteriormente se analizaron los 3 factores mencionados anteriormente en combinacion para
observar su comportamiento, a continuacion, se muestra un ejemplo del analisis de varianza
de 2 niveles que se realizo para las posteriores graficas de las enzimas recombinantes y
comerciales que se utilizaron.

ANOVA del factor concentracion de proteina y temperatura

Se realiz6 un andlisis de varianza para evaluar la degradacion de biopelicula con las enzimas
recombinantes para determinar si hay diferencia significativa en el % de viabilidad celular
en respuesta a diferentes cantidades de enzima respecto a la temperatura del tratamiento. Se
probaron 2 concentraciones de enzima diferentes: 100 ug/mL y 200 ug/mL, en cuanto a las
temperaturas se evaluaron a 4, 22 y 37°C. Como hipétesis tenemos:

Ho: No hay diferencia en el % de viabilidad celular al agregar diferentes concentraciones de
proteina de enzima a distintas temperaturas de tratamiento.
Ha: Hay diferencia en el % de viabilidad celular al agregar diferentes concentraciones de
proteina de enzima a distintas temperaturas de tratamiento.

Tabla 28. ANOVA de los factores concentracion de enzima y temperatura para AMI 123

Promedio Valor
de los critico

Origen de las Suma de Grados de

variaciones cuadrados libertad
cuadrados para F

proteina

365.5811 2 710.6328  710.63 3.88
14.3477 2 7.1738 27.88 3.88
3.0866 12 0.2572

smoe 17

Respecto a la concentracion de proteina:

Fo=0.0086 < 4.74. Se acepta la hipdtesis nula. No hay diferencia en el % de viabilidad celular
al agregar diferentes concentraciones de proteina de las enzimas recombinantes.

Respecto a la temperatura:

Fo=710.63 < 3.88. Se rechaza la hipdtesis nula. Hay diferencia en el % de viabilidad celular
a diferentes temperaturas.

Respecto a la interaccion entre los factores:

Fo= 27.88 < 3.88. Se rechaza la hipétesis nula. Al menos una combinacion concentracion-
temperatura tiene diferencia en cuanto a su % de viabilidad celular.
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Figura S18. Influencia de la temperatura, concentracién de proteina y tiempo de exposicion en la reduccién
de viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua provocada por el tratamiento enzimatico con AMI 123.
Duracion del tratamiento enzimatico A. 1 h, B. 2 hy C. 4 h. Las letras situadas sobre las barras de error
manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.
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Figura S19. Influencia de la temperatura, concentracion de proteina y tiempo de exposicion en la reduccién
de viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua provocada por el tratamiento enzimatico con GLU 32.
Duracion del tratamiento enzimatico A. 1 h, B. 2 hy C. 4 h. Las letras situadas sobre las barras de error
manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.

92



100
90 C
80 a b I e e
70 d d I d ¢ I
G II II
0

5
S/TRATAM 100 pg/mL 200 pg/mL

o ©

4
3
2

(=T =

% Viabilidad celular

(=

1

o

mA4*C m22°C 37°C

100
an C
80

a b I

70 d
60 f
50

40

30

20

10

(0]

S/TRATAM 100 pg/mL 200 pg/mL

=D
Q.

]

—i (D

% Viabilidad celular

B mATC m22°C 37°C

100
a0 C

20 abI
g g
iil L

70
60
C S/TRATAM 100 pg/mlL 200 pg/mL

50
40
3
2
10

% Viabilidad celular

[=] =]

mA°C m22°C 3rc

Figura S20. Influencia de la temperatura, concentracién de proteina y tiempo de exposicién en la reduccién
de viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua provocada por el tratamiento enzimatico con Lisozima.
Duracion del tratamiento enzimatico A. 1 h, B. 2 hy C. 4 h. Las letras situadas sobre las barras de error
manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.
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Figura S21. Influencia de la temperatura, concentracién de proteina y tiempo de exposicién en la reduccién
de viabilidad celular en la biopelicula de L. innocua provocada por el tratamiento enzimatico con Proteinasa
K. Duracién del tratamiento enzimatico A. 1 h, B. 2 hy C. 4 h. Las letras situadas sobre las barras de error
manifiestan la significancia: letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los grupos
comparados, letras idénticas, ausencia de significancia.
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11.8 Tratamiento enzimatico con mayor reduccion de viabilidad celular

Enzimas recombinantes

A B C

Figura S22. Evaluacién del tratamiento enzimatico con AMI 123 por 4h a 22°C contra la biopelicula de L.
innocua. Se presenta la 1. Biopelicula sin tefiir. 2. Cuantificacion de la biomasa total mediante la
tincidn con cristal violeta y 3. Determinacion de viabilidad celular de acuerdo a la formacién de MTT.
Carriles A. Biopelicula sin tratamiento enzimatico, B. 100 ug/mL de la enzima recombinante y C. 100
pug/mL de la enzima recombinante.
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Figura S23. Evaluacion del tratamiento enzimatico con GLU 32 por 4h a 22°C contra la biopelicula de L.
innocua. Se presenta la 1. Biopelicula sin tefiir. 2. Cuantificacion de la biomasa total mediante la
tincidn con cristal violeta y 3. Determinacion de viabilidad celular de acuerdo a la formacién de MTT.
Carriles A. Biopelicula sin tratamiento enzimatico, B. 100 ug/mL de la enzima recombinante y C. 100
pug/mL de la enzima recombinante.
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Enzimas comerciales

Figura S24. Evaluacién del tratamiento enzimatico con Lisozima por 4h a 22°C contra la biopelicula de L.
innocua. Se presenta la 1. Biopelicula sin tefir. 2. Cuantificacion de la biomasa total mediante la
tincidn con cristal violeta y 3. Determinacion de viabilidad celular de acuerdo a la formacién de MTT.
Carriles A. Biopelicula sin tratamiento enzimatico, B. 100 ug/mL de la enzima recombinante y C. 100
pug/mL de la enzima recombinante.
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Figura $25. Evaluacion del tratamiento enzimatico con Proteinasa K por 4h a 22°C contra la biopelicula de L.
innocua. Se presenta la 1. Biopelicula sin teiiir. 2. Cuantificacidon de la biomasa total mediante la
tincidn con cristal violeta y 3. Determinacion de viabilidad celular de acuerdo a la formacién de MTT.
Carriles A. Biopelicula sin tratamiento enzimatico, B. 100 pg/mL de la enzima recombinante y C. 100
ug/mL de la enzima recombinante.
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