w2  UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EYANME'TS | F‘u ZSIONALES
FACULTAD DL QUINAICA

PURIFICACION DE UNA BACTERIOCINA MEDIANTE
EL METODO DE ADSORCION Y LIBERACION
ESPECIFICA

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA DE ALIMENTOS

.}_ -
~ PRESENTA:
T,
T
Sy VERONICA SANTIAGO CRUZ
’ MEXICO, D. F. 2000




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

Presidente: Profesor Eduardo Barzana Garcia .
Vocal: Profesor Ratl Aguilar Caballero

Secretario: Profesora Ana QOlivia Cafias Urbina

Primer suplente: Profesora Maria de los Angeles Valdivia Lépez
Segundo suplente: Profesora Aurora Irma Ortegon Avila

Sitios en donde se desarrollo el tema:

e lLaboratorio 321 del Edificio E del Depto. de Alimentos y Biotecnologia de la
Facultad de Quimica, UNAM.

o Laboratorio de Biotecnologia det Departamento de Investigacion y Posgrado de
Alimentos, Facultad de Quimica, UAQ.

¢ Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Asesor del tema: Dra. Ana Qlivia Canas Urbina

Supervisor técnico: M. C. Blanca E. Garcia Almendarez

Sustentante: Veronica Santiago Cruz %




El presente trabajo fue realizado con el apoyo
del CONACYT, a través del proyecto J28010-B.




AGRADEZCO

« A la Dra. Ana Caiias su apoyo, confianza y cariio dejandome paticipar en
este trabajo.

. AlaM en C. Blanca Garcia y al Dr. Carlos Regalado la hospitalidad que me
dieron en Querétaro, brindandome el apoyo técnico necesario, en el
laboratorio a su cargo.

e Al Dr. Edgardo Escamilla sus comentarios y las valiosas aportaciones
realizadas al presente trabajo.

« Al Dr. Antonio Pérez Alonso su apoyo Yy las facilidades brindadas para la
realizacion de este trabajo.

« A la Dra. Sandra Naranjo su ayuday consejos.

« A Erika, Rosa Maria, Lidia, {rma, Sandra, Lucha, Migue! y Rubeén, la ayuda
que indirectamente me brindaron en determinadas ocasiones.




GRACIAS

A Dios por todo lo que me ha dado y por
permitirme terminar mis estudios.

A mis padres por su amor, 8poyo,
confianza, sus valiosos consejos Y
sacrificios realizados éen mi beneficio,
impulséndome a la superacién personal y
profesional.

A mis hermanos Alejandra, Erika y
Edgar(t) por su carifio, apoyo, amistad
y compafiia. Mision cumplida.

A todos mis amigos por Ssu amistad 'y
carifio, espero contar con ustedes
siempre.




CONTENIDO

RESUMEN

V.

INTRODUCCION

GENERALIDADES

2.1 Bacteriocinas
2 1.1 Bacteriocinas de bacterias acido lacticas
2.1.1.1 Estructura
2.1.1.2 Espectro de inhibicién
2 1.1.3 Clasificacién de bacteriocinas
2.1.1.4 Unidades de actividad
2.1.1.4.1 Unidades internacionales
2.1.1.4.2 Unidades arbitrarias
2.2 Bacteriocina WB1
2.3 Purificacién de una bacteriocina
2.3.1 Etapa inicial: precipitacion
2.3.2 Etapa de separacion o purificacion
2 3.2.1 Adsorcibn liberacién especifica
2.3.3 Etapa final: didlisis y liofilizacion
2.4 Determinacion del peso molecular
2 4.1 Identificacién de las bandas con actividad

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
3.2 Objetivos especificos

MATERIALES Y METODOS

4.1 Medios de cultivo y soluciones
4.1 1 Medios de cultivo
4.1.2 Soluciones

4.2 Microorganismos
4.2.1 Conservacion de cepas
4.2 .2 Cultivos de trabajo
4.2.3 Preparacion de indculo

4.3 Producci6n de la bacteriocina WB1
4.3.1 Cinética de crecimiento
4.3 2 Determinacion de biomasa

4.4 Determinacién de actividad

11
1
12
12
14
14
14
15
16
19
19
19
20
21

22

22

23

23
23
23
24
24
24
25
27
27
27
27




VL.

4.4.1 Preparacion del extracto libre de células (ELC)
4.4.2 Preparacién de cajas con M. luteus
4.4 3 Cuantificacién de actividad

4.5 Determinacion de proteinas
4.5.1 Preparacion de muestras para la determinacion de

proteinas

4.5.2 Cuantificacion de proteinas

4.6 Purificacién por el método de adsorcién-liberacion
4.6.1 Adsorcién
4.6.2 Liberacion

4.7 Concentracion de la bacteriocina
4.7.1 Dialisis
4.7.2 Liofilizacién

4.8 Efecto del tween 80 en la produccion y purificacion de
la bacteriocina WB1

4.9 Determinacién del peso molecular de la bacteriocina
WB1

4.10 Identificacion de bandas con actividad

RESULTADOS

5.1 Seleccion del medio de cultivo para el crecimiento de
L. lactis

5.2 Influencia del pH y temperatura en el crecimiento de
M. luteus ATCC10420

5.3 Crecimiento y produccién de bacteriocina por L. factis
en medio CST-C

5.4 Purificacién por el método adsorcién liberacion

5.5 Cambios de actividad durante el proceso de dialisis

5.6 Efecto del tween 80 en la produccion y purificacién de la
bacteriocina WB1

5.7 Determinacién del peso molecular de la bacteriocina
WB1

5.8 Identificacion de bandas con actividad

DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Seleccion del medio de cultivo para el crecimiento de
L. lactis

6.2 Influencia de la temperatura y del pH en el crecimiento
de M. Luteus ATCC10420

6.3 Crecimiento y produccién de la bacteriocina WB1 por
L. lactis en medio CST-C

6.4 Adsorcion a pH 5.5, 6.5, 7.5, 8.5 y liberacion a pH 2

6.5 Adsorcion a pH 5.5 y liberacién apH 2

28
28
30
30
31
31
32
32
32

34

35
35

37

37
37
37
40

40
40

47

48
49



6.6 Liberaci6n a pH 2 sin previa adsorcion

6.7 Cambios de actividad de la bacteriocina WB1 durante el
proceso de didlisis

6.8 Efecto del tween 80 en el proceso de purificacion

6.9 Determinaci6n del peso molecular

VIl. CONCLUSIONES

Viil. RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS
POSTERIORES

APENDICE 1
APENDICE 2

IX. BIBLIOGRAFIA

49
50

52
53

56

58

59

61

62




Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

INDICE DE TABLAS

Bacteriocinas de bacterias acido lacticas
Espectro de inhibicién de algunas bacteriocinas
Clasificacion de bacteriocinas

Métodos empleados en la secuencia de purificacion de las
bacteriocinas

Crecimiento de L. Lactis y produccion de bacteriocina WB1
en diferentes medios de cultivo

Adsorcién de la bacteriocina WB1

Curso temporal de la liberacién de la bacteriocina WB1a pH
2 sin previa adsorcion

Cambios en la actividad de la bacteriocina WB1 durante
el proceso de dislisis

Efecto del tween 80 en la produccion y purificacion de la
bacteriocina WB1

Tabla 10. Comparacion de pesos moleculares de bacteriocinas

producidas por Lactococcus factis subsp. lactis

10
13

17

38

42

42

43

43

55




Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

INDICE DE FIGURAS

Diagrama del método de adsorcion-liberacion

{dentificacion de bandas correspondientes a una
bacteriocina en SDS-PAGE sin teflir (zimogramas)

Diagrama de flujo para la seleccion del medio de cultivo
para la preparacion del indculo de L. /actis

Preparacién del inéculo para la produccion de bacteriocina
WB1

Preparacion del inéculo de M. luteus
Preparacién de M. luteus para determinacion de actividad
Diagrama de adsorcién-liberacion para la bacteriocina WB1

Efecto de la temperatura de inoculacién en el crecimiento
de M. luteus en agar assay 0.8%

Efecto del pH en el crecimiento de M. luteus ATCC10420
Curva de crecimiento de L. factis en medio CST-C a 30°C

Adsorcion de la bacteriocina WB1 a ias células de L. /actis
en medio de cultivo CST-C a diferentes valores de pH

Liberacion de la bacteriocina WB1 en buffer de NaCl 100
mM pH 2

Gel 12-19% SDS-PAGE Glicina teflido con azul de
Coomassie

Fracciones del gel SDS-PAGE sometidas a incubacion con
M. luteus como microorganismo indicador

20

21

25

26

26
29
33

38

39
39

41

41

45

45



RESUMEN

En el presente trabajo se estudio ia utilidad del método de adsorcion-liberacion
como método de purificacion de la bacteriocina WB1 producida por Lactococcus
lactis subsp. /actis aislada de pozol.

Se determiné la adsorcién de la bacteriocina WB1 a valores de pH de 5.5, 6.5,
7.5 y 8.5, relacionandolo con la subsecuente liberacion a pH 2. Asi mismo, se
determiné el tiempo &ptimo de adsorcion a pH 8.5 y el tiempo 6ptimo de liberacién
apH2.

Se estudid también los efectos que tienen en la actividad de la bacteriocina
WB1 el proceso de didlisis y el efecto del tween 80 en ia purificacion. Por otra
lado, se estandarizaron los factores que pudiesen afectar el crecimiento del
microorganismo indicador (M. futeus 10420). Ademas se determiné la relacion
que existe entre el crecimiento de L. /actis, el pH y la actividad de la bactenocina
WB1.

Se encontré que la bacteriocina WB1 se adsorbe mejor a pH 6.5-7.5 que a pH
8.5 y 5.5. Asi mismo, se observé que la liberacién fue mayor (200 UA/mL) sin
previa adsorcién que cuando se adsorbié (100, 50 UA/mL). De acuerdo a lo
anterior se puede decir que, al finalizar la fermentacién, un porcentaje (40%) de la
bacteriocina WB1 se encuentra adherida a la célula y el resto se encuentra en el
medio de cultivo. Por lo anterior, se decidié hacer la purificacién sin previa
adsorcion. Por otro lado, se comprobé que el tween 80 no beneficia el proceso de
purificacién y que la didlisis provoca pérdida de actividad de hasta un 50%.

Se concluye que el método de adsorcion-liberacion es de utilidad como método
de purificacion de la bacteriocina WB1. Se encontré que la bacteriocina esta
formada por 6 péptidos con un rango de peso molecular de 4,001 a 11,776 Da. En
la literatura sélo se han reportado sistemas de 2 o 3 péptidos. Por lo tanto, este
trabajo sienta las bases para continuar con fos estudios de la bacteriocina WB1
para poder determinar la estructura de cada uno de los péptidos y confirmar si se

trata de un nuevo sistema de bacteriocinas.




i. INTRODUCCION

tas bacteriocinas son péptidos producidos por los microorganismos como
mecanismo de defensa. Las bacteriocinas producidas por Bacterias Acido
Lacticas (BAL) son de especial interés en la industria alimentaria por su potencial
como "bioconservadores” orientandose a sustituir o reducir el uso de los
conservadores quimicos (nitritos, suffitos, benzoatos, sorbatos, etc.), los cuales
pueden ser acumulables en el ser humano y por ende, dafninos.

Hasta el momento, solo existen tres bacteriocinas patentadas: Nisina,
Pediocina PA-l y Termofilina, de las cuales sdlo las dos primeras son
comercializadas para su uso en alimentos.

La escasa cantidad de bacteriocinas disponibles en el mercado tiene varias
razones. Una de ellas es que investigaciones largas y complicédas pueden
conducir a secuencias idénticas para bacteriocinas diferentes. También es comun
que se enfrente la pérdida de actividad durante los procesos de fermentacion y/o
purificacién; o que la bacteriocina tenga un espectro de actividad similar al de
otras ya existentes en el mercado.

{ a secuencia de investigacion para la aprobacion del uso de una bacteriocina
en alimentos es la siguiente:

e Monitoreo de la actividad bacteriocinica en cepas de interés vy

determinacion del espectro de actividad contra microorganismos
indicadores.

e Purificacion de la bacteriocina




e Determinacion de la secuencia de aminoacidos

e Determinacion del mecanismo de accién de la bacteriocina contra

microorganismos patdégenos de interés.

En investigaciones previas dentro de este grupo de trabajo, se monitored la
actividad bacteriocinica de BAL aisladas de pozol. De las cepas productoras de
bacteriocinas, se escogio la de Lactococcus lactis susp /actis, que produce la
bacteriocina denominada WB1.

En el presente trabajo, se realizaron estudios de purificacion de la bacteriocina
WBH1. La purificacién de bacteriocinas es una tarea dificil, porque no existe un
método establecido. Los métodos mas cominmente empleados son: precipitacion
con sulfato de amonio seguido de una combinacién de cromatografias (filtracion
en gel, afinidad, intercambio i6nico). Existen otros métodos alternativos, como el
método de adsorcidn-liberacion y la cromatografia de inmunoafinidad.

El objetivo de este trabajo fue determinar la utilidad dei método de adsorcion

liberacién como método de purificacion de la bacteriocina WB1.




il. GENERALIDADES

2.1 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos producidos como mecanismo de defensa por
algunos microorganismos (Klaenhammer, 1993; Dykes, 1995; Zheng y Siavik,
1998). El estudio de las bacteriocinas comenzé en 1925 cuando Gratia, en
Bélgica, observé que una sustancia de naturaleza proteica liberada por una cepa
de E. coli inhibia el crecimientc de otras cepas bacterianas (De Vuyst y
Vandamme,1994). Dichas sustancias fueron denominadas como colicinas. Mas
tarde, se encontraron sustancias similares producidas por Pseudomonas
pyocyaneus (piocinas), Bacillus megaterium (megacinas) y un sin numero de
bacterias acido lacticas (pediocinas, lactococinas, lantioninas, etc.). EI grupo en
conjunto recibe en la actualidad el nombre de bacteriocinas (Jiménez-Diaz y col.,

1995: Axelsson y Holk, 1995; Kaiser y Montville, 1996; Aktypis y col., 1998).

2.1.1 Bacteriocinas de bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son microorganismos Gram-positivos,
anaerobios facultativos generalmente no esporulados. Debido su estatus GRAS
(Generally Recognized as Safe) las BAL son ampliamente utilizadas en la
industria alimentaria, sobre todo en alimentos fermentados (Stiles,1996;
Marrug,1991). Los géneros de BAL mas comunmente utilizados en alimentos son:
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococus y Leuconostoc (Yildrim y Johnson, 1998).

Las bacteriocinas producidas por BAL son de especial interés en la industria

alimentaria por su potencial como "bioconservadores’ orientandose a sustituir o




reducir el uso de los conservadores quimicos (nitritos, sulfitos, benzoatos,
sorbatos, etc.) los cuales pueden ser acumuiables en el ser humano y por ende
dafinos { Van Reenen y col., 1998; Luchasky, 1999).

Se estima que, tan sélo en Estados Unidos, se producen airededor de 9,000
muertes cada afio causadas por enfermedades transmitidas por alimentos y que
la incidencia de estas enfermedades va de 24 a 81 millones de casos anuales. En
Europa, las enfermedades transmitidas por alimentos son la segunda causa de
mortalidad después de las enfermedades respiratorias (Luchasky, 1999). Ante
este panorama, las bacteriocinas producidas por BAL has sido objeto de un
intenso escrutinio cientifico y tecnolégico durante los uitimos 20 afios (Tabla 1).
Sin embargo, sélo un pequefio numero de ellas han tenido un potencial
econdmico significativo {Rios y col., 1999). La nisina es comercializada como
Nisaplin por Applin & Barret (UK), como Ambicin por AMBI Inc. (USA} y como
Chrisin por Chr. Hansen (DK). La Pediocina PA-1 es comercializada por QUEST
International como ingrediente en una mezcla denominada ALTA 2341 v,
finalmente, NESTLE patenté la Termofilina 1 y Termofilina 2 en 1997 (Germond y
col., 1997).

La escasa cantidad de bacteriocinas disponibles en el mercado tiene varias
razones. Una de ellas es gue investigaciones largas y complicadas pueden
conducir a secuencias idénticas para bacteriocinas diferentes. También es comun
que se enfrente la pérdida de actividad durante los procesos de fermentacion y/o

purificacion o que la bacteriocina tenga un espectro de actividad similar al de otras




Tabla 1. Bacteriocinas de bacterias 4cido lacticas.

MICROORGANISMO

GENERO PRODUGTOR BACTERIOCINA REPORTADA PCR
L. factis subsp. lactis
ATCC 11454 Nisina A Rogers(1928);Mattick&
Hirsch(1944,1947)
NIZO 22186 Nisina Z Mulders y col. (1991)
10 Lactostrepcina 1 Kozak y col. (19779
300 Lactostrepcina2y 3 | Kozak y col. {1978)
71 Lactostrepcina 4 Kozak y col. (1978)
6F3 Bac V, Viy Vil Geis y col. (1983)
CNRZ 481 Lacticina 481 Piard y col. (1990)
DRC1 Dricina Powell y col. (1990)
) ADRIA 85LC30 Lactococina DR Thualt y col (1991); Dufor y col.
= (1991)
8 L. lactis subsp. Jactis var
o diacetylactis
O 6F7 Bac Vill Geis y col. (1983)
e W4 Bac WM4 Scherwitz y col. (1983)
% $50 Bacteriocina S50 Kajic y col. (1991)
Yy DPC938 Lactocina D Morgan & Hill {1993)
L lactis subsp. cremoris
346 Diplococina Rogers (1928); Oxford (1944)
202 Lactostrepcina 5 Kozak y col (1978)
9B4, 4G6 Bacl I, Nl ylv Geis y col. (1983)
LMG2081 Lactococina A Haolo y col. (1991)
9B4 Lactococina A, B yM | Geis y col (1983); Van Belkum
y col. (1989)
.MG2081 Lactococina G Nissen-Meyer y col. (1992)
R Lactococina R Yildrim & Johnson (1998)
Lb. acidophilus
(no especificado) Lactocidina Vicent y col. (1959)
DD31 Acidofilina Vakil & Shahani {1965)
2181 Acidalina Hamdan & MikolajciK (1973)
N2 Lactacina B Barefoot &  Klaenhammer
{1983)
2 11088 Lactacina F Muriana &  Kaenhammer
= {1987)
g M46 Bacteriocina M46 Ten Brink y col. (1990)
O Acidocina B Ten Brink y col. (1994)
o LAPT 1060 Acidofilucina A Toba y col. (1991c)
8 TK8912 Acidocina 8912 Kanakani y col. (1992)
- TK9201 Acidocina A Kanatani y col. (1995)
Lb. amylovorus
LMG P-13139 Lactobina A Contreras y col. (1997)
Lb. Bavarucus
Mi401 Bavaricina A Larsen y col. 1993)
Lb. brevis
{no especificado) Lactobrevina Kavasnikov & Sudenki (1967)




MICROORGANISMO

GENERO PRODUCTOR BACTERIOCINA REPORTADA POR
B37 Brevecina 37 Rammelsberg & Radler (1990
Lb. casei
B80 Caseicina 80 Rammelsberg & Radler (1990)
LHS Caseicina LHS Dicks y col. (1992)
Lb. curvatus
LTH 1174 Curvacina A Tichaczek y col (1992)
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
DDS14 bulgaricana Reddy & Shahani (1971)
Lb. delbrueckii subsp. lactis
No especificado Lactobacillina Wheater y col. (1951)
JCM 11086, JCM 1107 Lacticina A Toba y col. (1991a)
JCM 1248 Lacticina B Toba y col. (1991b)
Lb. fermentum
7] 466 Bacteriocina 466 De Klerk & Coetzee (1961)
:_,_:?. Lb, gasseri Gasericina A Toba y col. (1991d)
- Lb. helveticus
© LP27 Lactocina 27 Upreti & Hinsdill (1973)
o 481 Helveticina J Jeorger &  Klaenhammer
S (1986)
© 1829 Helveticina V-1829 Vaughan y col. (1992}
~ Lb. plantarum
A2 Lactolina Kodama (1952)
SIK-83 Plantaricina SIK-83 Andersson (1986)
NCDO 1193 Plantaricina B West & Wamer (1988)
C-1 Plantaricina A Daeschel y col. {1990)
BN Plantaricina BN Lewus y col. (1991)
LPCO-10 Plantaricina S Jimenez-Diaz y col. (1993)
Piantaricina C Jimenes-Diaz y col.(1995)
MI406 Pilantaricina 406 Larsen y col. (1993,1995)
UGl Plantaricina UG1 Enan y col. (1996)
KW30 Plantaricina KW30 Kelly y col. (1996}
423 Plantaricina 423 Van Reeneny y col. (1998)
Lb. reuteri
LAG Reurericina 6 Tobha y col. (1991%)
Lb. sake .
Lb 706 Sakacina A Schillinger & Liicke (1989)
L45 Lactocina S Mortvedt & Nes (1990)
LTH 673 Sakacina p Tichaczek y col. (1992)
MN Bavaricina MN Kaiser & Monville (1996)
P. acidilactici
H.E,F.M Pediocina AcH Bhunia y col. (1987)
PAC 1.0 Pediocina PA-1 Gonzélez & Kunka (1987)
v JD1-23 Pediocina JD Richter y col. (1989)
8 SJA1 Pediocina SJ-1 Schved y col, (1993)
Q M Pediocina AcM Elegade y col. (1997)
3 ULS Pediocina Goulhen_y col. (1998)
ks P. pentosaceus "
k) FBB-61 Pediocina A Etchells y col. (1964)
d‘j L-7230 Daeschel & Klaenhammer
(1985)
N5p Pediocina N5p Strasser de Saad & Manca de

Nadra (1993)




MICROORGANISMO

GENERO PRODUCTOR BACTERIOCINA REPORTADA POR
Leuc. Carnosum Lm1 Leuconocina Lem1 Yang y col.(1992)
Leuc. Gelidum
UAL 187 Leucocnina  A-UAL { Hastings & Stiles (1991)
S 187
B
O Leuc. mesenteroides subsp.
S mesenteroides
g ULS Mesenterosina 5 Daba y col. (1991)
) Y105 Mesenterosina Y105 |Heéchard y col. (1992)
-~ FR52 Mesenterosina 52 Mathieu y col. {1993)
Leuc. paramesenteroides
10).4 Leuconocina S Lewus y col. {1992)
S
= C. psicola
3 LV17 Camobacteriocina A, | Ahn y Stiles(1990)
& ' B1yB2
O LV61 Psicolina 61 Shillinger y col. (1993)
(E) ui49 Camocina Ul4$ Stolfels y col. (1992)
]
O

S. thermophilus

w

=

8 STB40 Bacteriocin STB40 Smaczny y Kriner (1984)
8 STB78 Bacteriocin STB78 Smaczny y Kréner (1984)
o St10 Bacteriocin St10 Cilano y col. (1990)

Q. SFI13 Temmofilina 13 Marciset y Mollet (1993)
g ACA-DC0040 Temmofilina T Aktypis y col. (1998)

W CNCM [-1351 Termofilina1y 2 Gemand y c¢ol.(1997)

2] E. faecalis

3 $-48 Bacteriocina Bc-48 | Lopez-Lara y col. (1991)
8 226 Enterocina 226NWC | Villani y col. (1983)

O

o E. faecium

9 DPC 1146 Enterocina 1146 Parente y Hill (1992)

lfl No definido Enterocina A Aymerich y col. (1996)

Adaptado de De Vuyst y Vandamme, 1994,




bacteriocinas ya conocidas (Tabla 2). Las bacteriocinas que han superado los
obstaculos mencionados existen en el mercado y se describen brevemente a

continuacion:

Nisina

La nisina es producida por Lactococcus factis subsp. lactis. Esta formada por
34 residuos de aminoacidos y tiene un peso molecular de 3,510 Daltons (Delves-
Broughton,1990; Gross y Morell, 1971). Inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas, y particularmente las que producen esporas Como Bacillus y Clostridum
spp. (Jenson y col., 1994). Existen dos tipos de nisina (nisina A y nisina Z), cuya
diferencia consiste en que la nisina A tiene histidina y la nisina Z tiene asparagina
en la posicién 27 de la cadena peptidica. Ambas tienen un espectro de actividad
similar, aunque la nisina Z se difunde mejor en agar. Existen evidencias de que la
nisina puede existr como dimero o tetramero con pesos moleculares de
aproximadamente 7,000 y 14,000 Daltons respectivamente (Delves-Broughton,
1998).

La nisina fue autorizada para su uso en alimentos por la FAO/WHO en 1969 y
reconocida con el estatus GRAS por el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos en 1988. Inicialmente, la nisina fue patentada (Mattick y Hirsch, 1956). La

nisina se usa en mas de 50 paises como conservador natural (Davis y col.,1999).




Tabla 2. Espectro de inhibicién de algunas bacteriocinas

ESPECTRO DE INHIBICION
PAng ERN%OSRg ﬁtl'lrsEhangﬁTES BACTERIAS ACIDO
) LACTICAS(BAL)
DE LOS ALIMENTOS
@
BACTERIOCINA o o g wlele &8 £

el & |, 2|3 3 |E5|lolelel2|2E 5|a
8 |3138e 5 |3(S|518(8/88 |8ls
3 S |E1EKE o |g|S|5|8|E |8 |88
s gl & S g 2 |S]8|S818|8i8le [g18
25 8 § IS S (8|3 |D(B(2|LIE |98
] of X2 - w4 Q 1+ 144 [ 17 ] f o= (D b= [+
SE O |SE| e @ || J Q| 3|WiWwio 0|3
Nisina A + + + |+ inr| + nr{+ |+ |nr |+ |+ |nr|+ |+
Nisina Z + + + |+ inr| + nr{or|nr jnrjnrjnr|nr|+ |+
Pediocina PA-1 + nro(nejnc{nrfnr |nrj+ |+ nri{nrjar|nrjnr |+
Bacteriocina WB1 + + + |+ |nr| + ar |+ |nr |+ {nr|nr|nrfnr |+
Lacticina 481 nr|nr {nrinrfnr| ar |nr|+ [+ + {nr |+ |+ {+ |+
Diplococina nr|{nr [nr|or|nr | nr jnrflnrfnr |+ {nr|nrinr|nrjnr
Lactoestrepcinas nr | nr [nr{nr|nrinr |nr |+ {nc |+ |nr|nrjor |+ |{nr
Lactococina A nr | nr [ne|nrinr| nc {or{nr|nr |+ |nr{nrinc|nrar
Lactococina R + + + [+ |nr| + + |+ |+ + |nr |+ [nr|+ |+
Lactacina B nt| nr (nc|ncinr| nr {ar{nrnr jnr |nc{nfinr|nri+
Acidofulicina A ary nr (ncjnrlnr i nr {nclarlnr jnr jnrf{nr|nrjnrg+
Acidocina 8912 nr | ne [nclnrinr | nr [nr{nrjnr jnr |orf{nrine|nr§+
Lactocina 27 ncyne (nefne|ne ] nr {ar{nar|nc Inr |nr|nr{nr|nr |+
Helveticina J nejnr inc|nr|ncfnr {nrlorjnr {nr |nrfnr|nr|nar|+
Helveticina V-1829 nrjnr [nefnrjnrinr {nrlnrjne {nr |nrlnr{nr{nr|+
Lactacina F nr{nr {nrfnr|nrinr {nrjnrjfnr {nr |+ |nrf{nr|nr|+
Brevicina 37 nr|ynr {nrflnrjar | nr |jnr|+ [+ |nrlorfnr|nrjnr]+
Caseicina 80 nt|{nr [nrjnrinr | ar |nr|nrnr for jor |ar {nrjor |+
Curvacina A + {nr jnr|nrfnr | nr |nr|nfjnr |nr |+ |nr|nr|nr |+
Plantaricina A nr| nr {nrfnrinr{nr nr|+ |+ + !+ [+ |nrinr |+
Plantaricina 423 + nr jnr |+ |nr| + nrjnr|nr |nf [+ |nr [nr |nrojnr

Plantaricina S nr| nr (ar|nrjnr{ nr fnr BAL
Sakacina A + | nr |nc{nr{nr | nr {nr|{+ [nrjnr|nr |+ |+ {00 |onr
Sakacina P + o |neinr|nr | nr {neinfr|ne{nc{nrjnrjnr{nr |+
Lactocina s nc|lar |[nrinrinr | nr [nr{+ |+ (nr|or|nrinrinet+
Mesenterocina Y105 + tnr Inr|lnr|nc | nar |nrinrfnr |{nr|nrinrinr|orfnr

Leucocina S + + nr|+ |nr| nr |nr BAL
Enterococina 1146 + L or for]orfnr | or [nr]nr]or[nr o nr]ne o[+

Leucocina A-UAL-187 | + [ nr {nr|nr|nr | nr |nor BAL
Camobacteriocin A&B | + [ or [nr[nrfnr | or [nclnr [+ [+ Jnrjncl+ [or ]+

Leucocina A + | nr inf|nr|nry nr |nr BAL

nr (no reportado)
+ inhibicidén del microorganismo
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Pediocina PA-1

La Pediocina PA-1 es una bacteriocina producida por Pediococcus acidilactici
NRRL-B-18050 ( Gonzalez y Kunka, 1987); esta conformada por 44 aminoacidos
y tiene un pesc molecular de 4,629 Daltons (Vanderburg, 1991). Inhibe el
crecimiento de bacterias Gram positivas de los géneros Pediococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc y Listeria. Es utilizada en queso cottage, crema,

ensaladas y carnes (Pucci y col., 1988).

2.1.1.1 Estructura

Las bacteriocinas producidas por BAL son, en general, moiéculas cationicas y
anfotéricas compuestas por residuos de 12 a 45 aminoacidos. Usualmente no
presentan una estructura en solucion acuosa pero son propensas a formar
ldminas « en presencia de solventes como ftriflucroetanol, o en mezclas con

micelas fosfolipidicas aniénicas (Moll y col., 1999).

2.1.1.2 Espectro de inhibicién

Por definicién las bacteriocinas son sustancias que actuan contra
microorganismos taxonémicamente relacionados con los microorganismos
productores. Por otro lado, es generalmente reconocido que las bacteriocinas no
tienen efecto inhibitorio contra microorganismos Gram negativos debido a la
presencia de la pared celular de estos Ultimos (Siragusa y col, 1993). Las
bacteriocinas actuan contra microorganismos Gram negativos siempre y cuando

se destruya o lesione la pared celular, mediante agentes Quelantes como el EDTA
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(acido etilendiaminotetracético), alta presion hidrostética o algun otro mecanismo
(Stevens y col.,1991; Kalchayanand y col., 1994).

Cada bacteriocina tiene un espectro de inhibicion particular (Tabla 2). Las
bacteriocinas con mayor potencial de aplicacion en la industria alimentaria son
aquellas que poseen un amplio espectro de inhibicién. Para lograr esta amplitud,

se han llegado a mezclar dos 0 mas bacteriocinas (Requena y Pelaez, 1995).

2.1.1.3 Clasificacién de bacteriocinas

Las bacteriocinas de bacterias lacticas presentan diferencias en cuanto a peso
molecular, espectro de inhibicidn, modo de accién, y propiedades bioguimicas.
(Montville y Winkowski, 1897). Con base en dichas diferencias Kiaenhammer en
1993, clasificd a las bacteriocinas de BAL en cuatro grupos: . Lantibidticas, Il. No
lantibiéticas, lll. Termolabiles y V. Bacteriocinas de estructura compleja. En
estudios mas recientes se propuso la eliminacién del grupo IV y se modificaron los
grupos |, l y lll (Nes y col., 1996). La clasificacion actualizada se presenta en la

Tabla 3.

2.1.1.4 Unidades de actividad

La primera definicion de unidad de actividad fue la “Unidad Reading” (UR),
definida como {a cantidad de nisina necesaria para inhibir una célula de
Streptococcus agalactie en 1 mL de caldo. Se llamé Unidad Reading en
reconocimiento a que mucho del trabajo de investigacién inicial de la nisina (1930-
1960) se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Investigacién en Lacteos en

Shinfield, Reading, Inglaterra. Posteriormente, la UR fue conocida como Unidad
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Tabla 3. Clasificacion de bacteriocinas (Klaenhammer, 1993; Nes y col. 1996).

estructura globular, actdan
contra enzimas y tienen
actividad immunolégica.

CLASE* GRUPO ESTRUCTURA CARACTERISTICAS EJEMPLOS
Contienen en su estructura aminoacidos raros
o atipicos como lantionina,
f-metil lantionina.
Nisina
Existen 2 tipos:

o Péptidos equefios | Tipo A. Péptidos alargados,
' Lantibiéticas (mg;os de 5 I'[(JDC:!\.) catiénicos y forman poros . | Nisina A

Algunos péptidos estan |NisinaZ
formados por dos |Lactosina S
componentes.
Tipp B. Péptidos con Lacticina 481

Camocina Ul49

No lantibidticas

Péptidos pequefos,
termoestables de
cadena corta

(menos de 10KDa) .
No contiene lantiénina.

Se subdividen en 4 subgrupos :

Pediocina PA-1
ila. Péptidos antilistéricos | Sakacina A
con una secuencia N- |Sakacina B
temminal (Try-Gly-Ans-Gly- | Leucocina A
Val-Xaa-Cys) Curvacina A
{lb. Bacteriocinas cuya |Lactococina G

actividad depende de la
accion complementaria de
dos péptidos

Lactococina M
Lactacina F

lc. Bacteriocinas que
requieren  residuos de | Enterococina P
cisteina para su actividad. Divergisina A
Lactococina B
lld. Bacteriocinas con un g:r:obactenoc:
isée:'; ario de transporte Enterococina B
u Plantaricina A
Helveticina V-
Proteinas Peso molecular 1829
]l - . Temmolabiles Helveticina J
termolabiles. superior a 30 KDa. Acidofilucina A
Lactacinas Ay B

* Las bacteriocinas mas estudiadas son las pertenecientes a las clases | y Il debido a su
abundancia en la naturaleza y su potencial de aplicacién industrial.




Internacional (Ul). Desde entonces, el Comité de Estandarizacién Biolégica de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud) establecié una preparacion internacional
de referencia que contiene 25 mg {1 millén de Ut) de nisina pura por gramo

(Delves-Broughton, 1998).

2.1.1.4.1 Unidades Intemacionales

Las Unidades Intemacionales (Ul) se usan unicamente para nisina. La actividad
de la nisina se mide de acuerdo al Estandar Britanico BS4020: 1974 usando M.

futeus ATCC10240 como microorganismo indicador.

2.1.1.4.2 Unidades arbitrarias

Las Unidades Arbitrarias (UA) se utilizan para tocdas las bacteriocinas que no
sean nisina. Una UA se define como el reciproco de la dilucién mas alta a la que
una muestra sigue exhibiendo actividad antibacteriana mediante el método
conocido como el de fosas 0 el de pozos (Germond y col, 1997). Las UA varian
dependiendo del medio, el indicador, el tamario del pozo y ia cantidad de muestra
(Doyle y col, 1897) por lo que son comparables unicamente en el caso de que se
utilice el mismo medio, el mismo indicador, el mismo tamafio de pozo y la misma

cantidad de muestra.

2.2. Bacteriocina WB1

La bacteriocina WB1es producida por Lactococcus lactis sbsp. lactis aislado de

pozol de la zona de Altos de Chiapas por Carias (1990).
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El pozol es una masa preparada a base de maiz nixtamalizado que se
consume disuelta en agua como bebida refrescante (Herrera y Ulloa, 1975). El
pozol data de tiempos mayas y es consumido en la actualidad en Honduras
(Briffin, 1997), en Nicaragua y en el sureste de México (Oaxaca, Campeche,
Tabasco, Veracruz, Yucatan y Chiapas).

La bacteriocina WB1 pertenece al grupo lla (Pereyra y Trejo, 1998), inhibe a
Listeria monocytogenes (Tabla 2); es sensible a pronasa y no es inactivada por
tripsina ni por a-quimiotripsina.

tos datos hasta ahora obtenidos para la bacteriocina WB1 resultan muy
prometedores, en especial su actividad en medio liquido y su efecto antagdnico
contra L. monocytogenes. Sin embargo, quedan aun muchas dudas por
esclarecer con respecto a esta bacteriocina. Es por ello que el presente estudio
se conceﬁtra en la purificacién de esta sustancia, en el marco de un proyecto

integral que permita la caracterizacion completa de la bacteriocina wB1.

2.3 Purificacién de bacteriocinas

La purificacidn de bacteriocinas, es una tarea dificil que requiere de
protocotos especificos (De Vuyst y Vandamme, 1994). A excepcion de un método
“universal’  para purificacién de bacteriocinas de la clase lla descrito
recientemente (Berjeand y col., 1999), no existe una secuencia de purificacion
establecida para obtener bacteriocinas puras. Usualmente se toma como base la
secuencia general de purificacion de proteinas y se adapta de acuerdo a las

necesidades y posibilidades de cada grupo de investigacion (Tabla 4).
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Convencionalmente la purificacién de bacteriocinas se lleva a cabo por medio
de una etapa inicial de precipitacion, seguida de una etapa de separacion por
cromatografia en gel o en fase reversa (Humbert y col, 1998; Contreras y col.,
1997: Miteva y col., 1998; Aktypis y col., 1998). En ia actualidad existen otros
métodos que involucran una etapa incial de separaciéon o purificacién por
adsorcién—liberacion especifica ( Yang y col.,1992; Yildrim y Johnson, 1998) o

por cromatografia de inmunoafinidad (Suarez y col.,1997).

2.3.1 Etapa inicial: precipitaciéon

Los métodos de separacién se fundamentan en la diferencia de solubilidades
que sufren las proteinas al ser expuestas a sales, solventes organicos, polimeros
organicos, variaciones del pH y temperatura. Los mas usados para la purificacion
de bacteriocinas son la precipitacion por sales y por solventes organicos.

Las sales utilizadas para la precipitacion de proteinas son generaimente el
sulfato de amonio y el sulfato de sodio (Janson y Rydén, 1989; Vost y Voet,
1995).

Los solventes organicos utilizados cominmente para la precipitacion son
aquellos que son miscibles en agua como el etanol y la acetona. Otro solvente
que también se llega a utilizar es el cloroformo. La precipitacion con solventes se
lleva a cabo a bajas temperaturas (0°C) para evitar la desnaturalizacion de
proteinas (Deuscher, 1990). Los métodos de precipitacion mas comunmente

utilizados para la purificacion de bacteriocinas se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Métodos empleados en la secuencia de purificacién de las bacteriocinas.

SECUENCIA DE PURIFICACION
Cromatografia &
Extraccion 5
AUTOR |BACTERIOCINA o con _ a
Precipitacién Cloroformo Adsorcién - | Z é
con sulfato I°r° om | Filtracién | Intercambio | Interaccién Fase liberacién a i
de amonio ylo etanol, | o e idnico hidrofébica | reversa >3
metanol =Q
Quw
<X
Kanatini .
Kazuo Acidocina A 400 mg/ L - - - - - 10
{1995)
Buffer
Seoss | Hetvetionad pH 53 con S A . - ) . 4
: 6% de SDS
Jimenes . .
; -~ Sepharosa [Fenil- Liquida
D«az:g%gt)‘mo Pantaricina S §16g/L - * leatibnica sepharosa  |C2/C18 - 91.6
Sepharosa
. Q (aniénico)
Kaiser Alan - 60%
L (1996) | BevancinaMN | 0 racién : T gepharosa . - - 10.7
{catidnica)
Aymerich
. S sefarosa
Teresa Enterocina A 400g/ - - P - - 51.3
(1996) cationica Ne
Contreras Cloroformo/ .
. 35% Fenil-
B.G. L. Lactobina A Saturacién metfanol - - - sepharosa - 0.069
{1897) (1:2) HR 5/5
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SECUENCIA DE PURIFICACION

CROMATOGRAFIA 3
Extraccién . &
AUTOR BACTERIOCINA Precipitacién | con Adsorcion- 2 é
con sulfato | cloroformo Filtracion | Intercambio | Interaccion : ; O u
de amonio y/o  etanol, |en gel ionico hidrofébica | | 25€ reversa liberacion S 5
metanol - O
O uw
< o
Van -
Reenen
C. A Plantaricina 423 - o Or;f“:‘::n%e - - - Fenilsepharo -
(1998) sa H/R 5/5
Meghrous - 60% -
J. (1997) Nisina 2 saturacion i i i i gltorgsfere - 38
Hubert E. Bacteriocina ) ) Fosfocelu- ) . ) - 64
(19988) PsVP-10 losa -
Bacteriocina
Miteva V. producida por Ne ) i ) A Ne 57
(1998) Lactobacillus -
delbruckii 1043
Aktypis A, ) Sephadex o i - -
(1998) Temofilina T 55% G-150 Anidnica 3
Adsorcién
E(‘fggg%° Pediocin AcM . ] - . ] - |pHefib. Nacl| 90
pH 2
Ajustando el
pH del medio
Yildrim Z. } ) ; ) N - de cultvo a| c,
(1998 Lactococina R rangos de 3-9
centrifugando y
resuspendiend
oenNaClpH 2

Ne - condiciones no especificadas

- FEl método no se utiliz6é




2.3.2 Etapa de separacién o purificacion

La eta'pa de separacion o purificacion de las bacteriocinas puede llevarse a
cabo mediante métodos de cromatografia o por el método de adsorcién-liberacion
especifica (Mufioz, 1981; Voet y Voet, 1995; Janson y Rydén, 1989; Scopes,

1994).

2.3.2.1. Adsorcién-Liberacién especifica

El método de adsorcidn-liberacion especifica se fundamenta en los estudios de
Bhunia (1991) quién observé que dependiendo del pH del medio de cultivo la
Pediocina AcH se adheria a su célula productora. Se observé ademas que la
maxima adsorcion ocurria a pH 6.0-6.5 y que a pH menor o igual a 2 no se ilevaba
a cabo adsorci6n alguna. Aunque no se conoce el principio fisicoquimico de este
fenébmeno, dicha propiedad se ha utilizado para la purificacién de bacteriocinas
(Yang, 1992, Elegado y col., 1997; Yildrim y Johnson, 1998). El método consiste
en modificar el pH del medio de cultivo a un valor que promueva la adsorcion de
la bacteriocina a la célula productora y posteriormente resuspender las células en
buffer a un valor de pH que propicie la liberacion de la bacteriocina (Figura 1).
Los vaiores de recuperaciéon de bacteriocina reportados varian de un 50% a un

90% (Tabla 4).

2.3.3. Etapa final: Didlisis y Liofilizacién.
Al final de la fase de separacion inicial, las fracciones de la muestra usualmente
contienen sales. Las sales provienen del eluyente, en el caso de la cromatografia

o del buffer de liberacion, en el caso de adsorcién-liberacion especifica. Dichas
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sales pueden intervenir con estudios subsecuentes, de manera que es necesario
eliminarlas de la muestra. Esto se lleva a cabo mediante un procedimiento de
dialisis (Deutscher, 1990), y finalmente la muestra es concentrada y secada por

medio de un proceso de liofilizacion.

Caldo de
cultivo

Paquete cclular

Célula

Bacteriocina Célula

Bacteriocina

Adsorcién a pH 6-9 Liberacién a pH 2

Figura 1. Diagrama del método de adsorcién-liberacién

2.4 Determinacién del peso molecular

La determinacion del peso molecular de las bacteriocinas se hace, de acuerdo
a Shagger y Von Jagow (1987), utilizando una electroforesis con gel de
poliacrilamida (PAGE) y dodecil sulfato de sodio (SDS). Dicha electroforesis fue
inicialmente usada para separar proteinas de peso molecular de un rango de 1 a
100 KDa, por lo tanto es utilizada con éxito por NuUmMercsos grupos de
investigacion para realizar estudios de bacteriocinas (Kanatani y col., 1995; Kaiser

y col., 1996; Aymerich y col., 1996).
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2.4.1 Identificacién de las bandas con actividad

Para identificar ia banda que comesponde a una bacteriocina después de
separar la muestra por SDS-PAGE se utiliza la mitad del gel sin tefir con el azul
de coomasie. El método consiste en colocar dicha mitad del gel en una caja Petri
estérii y agregar una sobrecapé de agar que contiene al microorganismo
indicador. Después de un periodo de incubacion, se espera ia aparicion de halos
de inhibicion del crecimiento alrededor de las bandas que corresponden a las

bacteriocinas (Figura 2) { Yildrim y Johnson, 1998, Humbert y col., 1998).

Gel después de SDS-
PAGE

Microorganismo
indicador

Halo de inhibicion de
banda correspongiente a
1a bacteriocina

Figura 2. [dentificacién de bandas correspondientes a una bacteriocina en SDS-PAGE sin teifiir
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ill. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la utilidad del método de adsorcion-liberacion para la purificacion de la

bacteriocina WB1.

3.2 Objetivos especificos

1.

Determinar el peso molecular de la bacteriocina WB1

Seleccionar un medio de cultivo para la produccion de la bacteriocina WB1

Establecer las condiciones de crecimiento adecuadas para determinar
actividad utilizando a Micrococcus luteus como microorganismo indicador

Estudiar la produccién de la bacteriocina WB1 durante el crecimiento de
Lactococcus lactis 'y relacionarla con los cambios de pH a lo largo de la

fermentacion

Establecer los tiempos y condiciones 6ptimos de adsorcion y de liberacion de

la bacteriocina WB1

Determinar el efecto del proceso de didlisis sobre la actividad de ta bacteriocina
wB1

Determinar la influencia del tween 80 en la produccion y purificacion de la

bacteriocina WB1
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Medios de cultivo y soluciones

4.1.1 Medios de cultivo

LLos medios de cultivo utilizados fueron los siguientes: Caldo MRS (Oxoid CM-
359); Caldo APT (BBL 10918); Medio APT semisélido [caldo APT adicionado con
0.2% de agar bacterioldgico (Bioxon C150-1) y 5 mg de CaCOs) ; Agar assay 1%
(g/L: peptona bacteriolégica (Oxoid L37) 10; extracto de carne (Bioxon 160) 3;
NaCl 3; extracto de levadura (Difco 0127-179) 1.5; azicar mascabado (Dilis) 1y
agar bacteriolégico (Bioxon C150-1) 10), pH 7.5}, Agar assay 0.8% (g/L: la
formulacion anterior con 8 g de agar) pH 7.5; Caldo soya tripticasa (CST) de las
siguientes marcas: BBL 1768, Bioxon ‘111-1,0xoid CM-129; CST-A preparado por
ingredientes: (g/l: Triptona (Oxoid L42) 17; peptona bacteriolégica (Oxoid L37) 3;
cloruro de sodio 5; fosfato dipotasico 2.5); CST-B (CST-A con 0.25% de glucosa);
CST-C (CST-A con 0.25% giucosa mds 0.5% de extracto de levadura (Difco

0127-17)) y CST-C80 (CST-C con 0.2% de tween 80).

4.1.2 Soluciones
Las soluciones utilizadas fueron las siguientes: Solucién Ringer (g/L: NaCl 9,
KCI 0.42; CaCly anhidro 0.24 y NaHCQO3 0.20); Solucién Ringer ¥4: A una parte de

la solucién Ringer se le adicionaron 3 partes de agua destilada.
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4.2 Microorganismos

Las cepas utilizadas fueron:

a) Lactococcus lactis subsp. lactis aislada de pozol indigena de la zona Altos de
Chiapas y caracterizada por MIDI LABS (Newark, USA) con base en la similitud
de su secuencia genética 16SrRNA.

b) Micrococcus Juteus ATCC 10420 donada por B. Garcia, Posgrado de

Alimentos, Universidad Auténoma de Querétaro.

4.2.1 Conservacion de cepas

a) Lactococcus lactis subsp. lactis. Fue mantenida a —70°C en chaquiras
preparadas en caldo nutritivo con glicerol como crioprotector.
b) Micrococcus luteus. Fue mantenida a —20°C en chaquiras preparadas en una

solucién de leche descremada al 10% con glicerol como crioprotector.

4.2.2 Cultivos de trabajo

a) El cultivo de trabajo de Lacfococcus lactis se preparé en agar APT semisélido
de la siguiente manera: Se transfirid una chaquira que contenia la cepa a 3 ml
de caldo ATls. Después de 24 h de incubacion a 30°C, se transfirié una asada
de este cultivo a 3 mL de caldo APT incubando 24 h a 30°C. De éste, se
inoculd un tubo con agar APT semisélido dejandose en incubaciéon durante 24
h a 30°C. El cultivo se mantuvo a 4°C por un periodo maximo de 60 dias.

b) El cultivo de trabajo de M. luteus utilizado fue el mismo cuitivo descrito en el

inciso 4.2.1.
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4.2.3 Preparacion de in6culos

a) Elinéculo de L. factis se prepard a partir del cultivo de trabajo. Se llevaron a
cabo experimentos para seleccionar un medio de cultivo para la preparacion
del inéculo (Figura 3). Una vez seleccionado dicho medio, el indculo de L.
lactis para la produccion de la bacteriocina WB1 se preparé como se describe
en la Figura 4.

b) El indculo de M. luteus se prepar6 a partir del cultivo de trabajo como se

indica en la Figura 5.

Determinacién de:
= Diimetro del halo del
Asada 30°C extracto concentrado
i = = Densidad éptica
24h = Proteina y pH
Lactococus lactis 6 mL do medi
APT s s e medio:
En semisdlido (ss) MRS, APT, CST
{ Oxoid, Bioxon,
BBL,A,ByC)

Figura 3. Diagrama de flujo para la seleccién del medio de cultivo para ta preparacion del indculo
de L. lactis.
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(1°. Asada)

Figura 4. Preparacion de inéculo para la produccién de bacteriocina WB1
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Mezclar con asa
: 300uL de sol
2 ml Sol. Ringer 1/4 Ringer 1/4

Figura 5. Preparacion del indculo de M. luteus
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4.3 Produccién de la bacteriocina WB1

L.as fermentaciones de L. /actis para producir la bacteriocina WB1 se llevaron a
cabo en matraces Erlenmeyer trabajando con volimenes de 100 a 1500 mL de
medio CST-C. El medio fue adicionado con 3% de indculo de L. /actis e incubado

a 30° por 24 h.

4.3.1 Cinética de crecimiento

Durante el crecimiento de L. /actis a 30°C se tomaron muestras cada hora
durante las 12 primeras horas y a la hora 24. Se determind la densidad optica
(DO) a 550 nm, ei pH y la actividad de la bacteriocina WB1 en cada muestra. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

4.3.2 Determinacion de biomasa

La biomasa se determiné a partir de la DO de acuerdo al método descrito por

Rodes (1997) {Apéndice 1) de acuerdo a la siguiente ecuacian (r = 0.9998):

Biomasa = DOssonm — 0.0526

0.9881

4.4 Determinacion de actividad

La determinacion de la actividad se llevé a cabo por el método de fosas con
base en el método estandar britanico BS4020:74, como se describe a

continuacion:
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4.4.1 Preparacioén del extracto libre de células (ELC)

Después de la produccion de la bacteriocina, las muestras obtenidas fueron
calentadas a 70°C por 30 minutos para evitar una posible inactivacién de la
bacteriocina por la accién de enzimas proteoliticas. Posteriormente, se centrifugd
el medio de cultivo durante 15 min. a 10, 000 rp.m. a 4°C 6 temperatura
ambiente. Se separd el sobrenadante que contenia a la bacteriocina. Se determind
el pH del extracto y se ajusté a un valor de 6.5 adicionando NaOH 1M 6 HCI 1M.
Finalmente, el extracto se esteriliz6 por filtracién utilizando membranas de 0.45
um 6 0.2 um. El extracto se almacend en tubos Eppendorf a temperatura

ambiente por un maximo de 12 h hasta su utilizacion.

4.4.2 Preparacion de cajas con M. luteus

Se realizaron experimentos previos para asegurar que la inhibiciéon de M. luteus
fuera causada Unicamente por la bacteriocina WB1 para lo cual se estudio Ia
influencia del pH y la temperatura en el crecimiento de M. luteus. Se monitorearon
3 temperaturas de inoculacion (50, 45 y 40°C) con 3 concentraciones de M. lufeus
(concentrada, solucion diluida y solucion DO ajustada). Las cajas se incubaron a
30°C por 24h. Se determind el porcentaje de cajas que presentaron crecimiento
de M. luteus a las diferentes concentraciones y temperaturas de inoculacion. Para
determinar la influencia del pH se ajusté el medio assay 0.8% a valores de 5.5,
6.5, 7.5 y se inocularon 20l de la solucion ajustada (DO 0.5) de M. lufeus. Las
placas se incubaron a 30°C por 24 h. Los experimentos se hicieron por duplicado.

Una vez establecidas las condiciones para el crecimiento de M. lufeus, se
prepararon las cajas para determinar la actividad (Figura 6).
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Figura 6. Preparacion de M. lufeus para determinacion de actividad
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4.4.3 Cuantificacion de actividad

Se realizaron diluciones seriadas de dos en dos (1/2,1/4,1/8, etc.) del ELC. Se
tomaron 20 pL del extracto y de las diluciones correspondientes y se colocaron en
cada una de las fosas por triplicado para cada dilucion. Se dejo secar la muestra
en las fosas durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron
las cajas en posicién invertida por 24h a 30°C. Transcurrido este tiempo se midid
el diametro de los halos de inhibicion con regla o Vernier.

La actividad se determind en unidades arbitrarias de acuerdo a la siguiente

formuia:

UA/mL= (RDM/20uL)(1000 pt/ mL)
Donde:
UA = Unidades arbitrarias
RDM= Reciproco de la dilucion méxima que presentd halo de inhibicion de 1 mm

al menos

4.5Determinacién de proteinas

La cuantificacién de proteinas se lievé a cabo por el método de Bradford (Bio-
Rad C500-0006). Este método se basa en una reaccion colorimétrica que se lleva
a cabo entre una solucién acida del colorante azul brillante de Coomassie G-250
(disponible comercialmente Bio-Rad C500-0008) que reacciona principalmente
con los residuos de aminoacidos basicos y arométicos, especialmente arginina.
Como resultade de dicha reaccion, se produce un cambio de color (de café rojizo a
azul) cuya intensidad se determina por densidad optica a 595 nm. La
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concentracion de proteinas se cuantifica interpolando la densidad dptica obtenida
en la muestra en una curva patrén, mediante una ecuacion de regresion lineal. El
rango de deteccién de proteina por este método vade 1 a 1500 pg/ mL

La curva patrén se elabor6 de acuerdo a las instrucciones del proveedor del
reactivo de Bradford (Bio-Rad 1-800-424-6723). Se utilizé una solucion stock de
AfbUmina Bovina (GIBCO BRL C11018-025) con una concentracion de 410 mg/mL,
a partir de la cual se hicieron diluciones para tener concentraciones entre 1.25 a
12.5 ug/mL. La curva patrén obtenida (Apéndice 2) se utilizé para calcular la

cantidad de proteina de acuerdo a la siguiente ecuacién:

DOsg5nm-0.0158

Proteina (png/mL) =
0.04554

4.5.1 Preparacion de muestras para la determinacion de proteinas

Las muestras procedentes del medio de cultivo, buffer de liberacion y buffer de
lavado se prepararon de la misma manera que el inciso 4.4.1. Las muestras
procedentes de soluciones dializadas sdlo fueron filtradas utilizando membranas
de 0.45 0 0.2 pm. Las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente por

un maximo de 24 h para su posterior analisis.

4.5.2 Cuantificacién de proteinas
La cuantificacién de proteinas se ilevé a cabo utilizando 800 ul de muestra

adicionados con 200 ul del reactivo de Bradford. La mezcla se agitd con un vortéx

-~
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y se dejo reposar durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se leyd la DO a
595 nm y los valores obtenidos se sustituyeron en la ecuacion descrita
anteriormente. Las determinaciones se realizaron por duplicado para cada una de

las muestras analizadas.

4.6 Purifiqacién por el método de adsorcién-liberaciéon
4.6.1 Adsorcioén

Se estudiaron las condiciones Optimas de pH y tiempo de adsorcion de la
bacteriocina WB1 después de la fermentacion de L. Lactis. Los valores de pH
estudiados fueron: 5.5, 6.5, 7.5, 8.5 y los tiempos de adsorcién probados fueron: 2,
3,6 9y 24h aunpH de 85 (Figura 7A). El grado de adsorcion se determind
mediante la medicion del halo de inhibicion en la dilucion 1:4. Los experimentos

se realizaron por duplicado.

4.6.2 Liberacion

Una vez realizada la adsorcién, las células fueron separadas del medio de
cultivo por centrifugacion. La liberacion se lievo a cabo resuspendiendo ias células
de L. lactis en un buffer de NaCl 100 mM a un pH 2.0. Para establecer el tiempo
optimo de liberacién se probaron tiempos de 1, 2, 3, 6, 9y 24 h (Figura 7B). El
grado de liberacion de la bacteriocina WB1 se determiné realizando pruebas de
actividad en extractos del buffer de liberacién mediante la medicién del halo de
inhibicién en la dilucion 1:4. Se determind, asi mismo, la concentracién de
proteina en el buffer. Se estudi6 la liberacion previa adsorcién y sin adsorcion

(Figura 7C). Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Figura 7. Diagrama de adscrcion-liberacién para 1a bacteriocina WB1
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4.7 Concentracién de la bacteriocina

4.7.1 Didlisis

Para llevar a cabo la dialisis se fermentaron volimenes de 1000 y 1500 mL por
24 h (Figura 7C). Las células separadas por centrifugacién fueron resuspendidas
en buffer de NaCl 100mM a pH 2, en un volumen 1:20 por un lapso de 6 horas a
4°C con agitacion magnética. Transcurrido este tiempo, se colocaron volumenes
de 25 a 50 mL de buffer en una membrana de didlisis de punto de corte de 1000
(Spectra/por Cat. 132 640). Se dializd a 4°C durante 36 a 48 horas con
agitacion magnética contra agua, cambiandola de 6 a 8 veces. Finalizando la

didlisis se determiné actividad y cantidad de proteina en las muestras.

4.7.2 Liofilizacidon

Después de la dialisis, Iés muestras fueron filtradas en condiciones estériles y
posteriormente congeladas en volumenes de 6 ml a —70°C para su liofilizacién.

La liofilizacién se realizo por un periddo de 24 horas. Transcurrido este tiempo,
se resuspendieron las muestra en un volumen conocido de agua 6 buffer, para

determinar la actividad residual.

4.8 Efecto del Tween 80 en la produccién y purificacion de la bacteriocina

wB1

Para determinar el efecto que el tween 80 pudiera ejercer en el proceso de
produccion y purificacién de la bacteriocina, L. factis fue cultivado en volumenes
de 1500 mL en medio CST-C80 que contiene tween 80 (0.2%). Se realizé la

purificacion de la bacteriocina producida por el método de adsorcidn y liberacién
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especifica. Posteriormente, la muestra fue dializada v liofilizada. En cada paso se
monitored la actividad y la cantidad de proteina. Se realizd un experimento en las
mismas condiciones pero sin tween 80. Cada experimento se realizd por

duplicado.

4.9 Determinacién del peso molecular de la bacteriocina
Electroforesis

Se realizd una electroforesis SDS-PAGE utilizando geles de potiacrilamida de
16.5%, 18% (Shagger & Von Jagow, 1987) y geles de 12% ( Short protocols for
protein purification). Se utilizaron también geles de gradiente de 12%-19%
(Laemmli, 1970). Se usaron estandares de peso molecular de un rango de
26.625 a 1.423 KDa (Bio-Rad Cat. No. 161-0326). Después de la electroforesis, el
gel se dividié en dos partes; una de ellas se tifié con azul de Coomasie G-250y ia
ofra se utilizd para la posterior identificacion de bandas con actividéd mediante la

realizacion de un zimograma.

4.10 Identificacién de bandas con actividad

La identificacion de bandas con actividad se llevd a cabo mediante la
realizacién de zimegramas. Una parte del gel sin tefir se cortd en fracciones de
aproximadamente Smm. Dichas fracciones se numeraron y colocaron en cajas
Petri con una base de agar assay 0.8% conteniendo un inoculo de M. luteus. Una
vez colocadas las fracciones sobre el agar, se cubrieron con una sobrecapa de

agar assay 0.8% inoculado igualmente con M. lufeus. Las cajas se incubaron a

35




30°C durante 24h. Transcurrido este tiempo se determind la presencia o ausencia

de halos de inhibicién alrededor de las fracciones estudiadas.
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V.RESULTADOS

5.1_Seleccién del medio de cultivo para el crecimiento de L. lactis

Se probaron los medios de cultivo: MRS, APT, CST de las marcas Bioxon,
Oxoid, BBL, y CST preparado por ingredientes (A, B, C). Se midio la densidad
optica (DO), el pH, el diametro del halo de inhibicion en el extracto concentrado y
el contenido de proteinas de cada medio de cultivo utilizado. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 5.

5.2 Influencia del pH y temperatura_en el crecimiento de M. luteus

ATCC10320

Debido a que M. luteus se utiliza como microorganismo indicador de la actividad
de la bacteriocina WB1, se realizaron experimentos, para asegurar que la
inhibicion de este microorganismo fuera causada Unicamente por la bacteriocina.
Se estudit el efecto de la temperatura de inoculacion y el efecto del pH del medio
en el crecimiento de M. futeus. Los resultados se muestran en la Figura 8 y la

Figura S.

5.3 Crecimiento_y produccién de bacteriocina por Lactococecus lactis_en
medio CST-C

La curva de crecimiento donde se puede observar la relacién de biomasa, pH y
produccién de la bacteriocina WB1 a lo largo de la fermentacion Lactococcus lactis

se presenta en la Figura 10.
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Tabla 5. Crecimiento de L. /actis y produccién de bacteriocina WB1 en diferentes medios de cultivo

pH Diametro proteina (ng/mL)

Medio DO(S50nm) inicial | final A d(er:ul::;!’o inicial ; Final A L;% Em::!_s
MRS(Oxeid) 1.312 6.09 | 434 |-1.75 17 50.26 | 48.23 | -2.03 | 0.31 | 12.03
APT(BBL) 1.804 6.76 | 4.36 |-2.40 20 27.29 | 2657 | -0.72 | 3.82 | 40.00
CST(Bioxon) 0.783 6.99 | 6.33 |-0.66 12 19.72 | 25.03 | 631 | 6.11 | 2.08
CST(Oxoid) 1.332 7.26 | 5.56 |-1.71 15 12.26 | 1410 | 1.84 | 5.77 | 26.22
CST(BBL) 1.232 7.29 | 565 |-1.65 14 13.44 | 1627 | 1.84 | 8.17 |300.70
CST-A 0.481 703 | 6.84 |-0.19 14 24.36 | 20.86 | -3.49 | 3.94 | 45.82
CST-B 1.038 7.26 | 5.69 |-1.58 17 26.15 | 23.88 | -2.27 | 3.05 | 14.61
CST-C 1.340 7.18 | 527 |-1.91 17 19.97 | 24.47 | 4,50 | 0.57 | 10.63

Los resultados reportados son el promedio de dos determinaciones, donde cada determinacion

difirié menos del 2% del promedio, excepto para proteinas.

& = Diametro del halo de inhibicién del extracto concentrado, incluyendo el didmetro del pozo {5

mm)

DO = Densidad optica del cultivo después de 24 h de fermentacion a 30°C

L5 = Método de Bradford, lectura a los 5 minutos

>L5 = Método de Bradford, lecturas después de 5 minutos.

R

% crecimiento
5 28
\ \\

40°C
temperatura de indcutaclién

Sin. Concentrada

Sin. Dilwida(DO 650nm = 0.8-1.2)

Sin. Ajustada (DO 650nm = 0.5)

Figura 8. Efecto de la temperatura de inoculacion en el crecimiento de M. lufeus en agar assay

0.8%. Se observa que 40°C es la temperatura 6ptima de inoculacién ya que permite el crecimiento
de M. luteus en las tres concentraciones.
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—0— pH

Figura 9. Efecto del pH en el crecimiento de M. luteus ATCC10420. Se observa que a pH 5.5 no hay
crecimiento, a pH 6.0 el crecimiento es irregular y a pH 8.5-7.5 el crecimiento es optimo.
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— 3500
C
74 E —4$ | - 3000
©
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5 | — 1000
— 500
4 — 0.0 -9 ; T 1 | — 0
0 5 10 15 20 25
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Figura 10. Curva de crecimiento de L. /actis en medio CST-C a 30°C, donde se muestra la relacién
Biomasa (), pH (0} y produccion de bacteriocina (A). Los resultados son el promedio de tres
determinaciones donde {as barras indican la desviacién estandar.
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5.4 Purificacién por el método de adsorcién-liberacion

La adsorcién de la bacteriocina WB1 a las células de L. Lactis se estudio a los
siguientes valores de pH 55, 65, 7.5 85. Inmediatamente después de la
adsorcion se llevo a cabo la liberacion a pH 2. Los resultados se muestran en la
Figura 11 y Figura 12.

Se estudio el efecto del tiempo en la adsorcion a pH 8.5. Los resultados se
muestran en la Tabla 6. Asi, mismo se presentan los resultados del efecto del

tiempo en la liberacion de la bacteriocina (Tabla 7).

5.5 Cambio de la actividad durante el proceso de dialisis

Una vez contenida en el buffer de liberacién, la bacteriocina WB1 fue sometida
a un proceso de didlisis. L.os cambios presentados en la actividad de la

bacteriocina WB1 durante este proceso se muestran en la Tabla 8.

5.6 Efecto del tween 80 en la produccion y purificacién de la bacteriocina
WB1

Con objeto de conocer el efecto que el tween 80 pudiera ejercer en el proceso
de produccién y purificacion de la bacteriocina WB1, se llevd a cabo una
fermentacion en la que se utilizé el medio CST-C80. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 9.
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Figura 13. Adsorcion de la bacteriocina WB1 a las células de L. lactis en medio de cultive CST-C a
diferentes valores de pH. Se observa que la bacteriocina WB1 se adsorbe a pH 6.5 y 7.5,

1304
160+

140

Actividad (UA/mL

120

1001

Difmetro del halo de inhibicidn (mm) dil. 1:4

6.5 7.5 85

pH de adsorcién

pH de admorcién l
na - no se realizé adsorcidén

0 iniclal
B final

Figura 12. Liberacién de la bacteriocina WB1 en buffer de NaCl 100 mM pH 2. Se obseva que se adsorbe
mayor cantidad de bacteriocina (200 UA/mL) cuando no se realizd adsorcion que cuando se adsorbié a pH

55,65, 75y8.5.
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Tabla 6. Adsorcién de la bacteriocina WB1

Diametro del
halo de
Tiempo Vol (mL) 1n2:1b::ccz;i':'(:r:1‘rtn) Proteina (ug/mL)
) después de la
adsorcién ®
antes después
0 100 11 25.16 25.16
2 50 10 26.72 26.465
3 40 7.7 25.16 25.83
6 34 11 25.16 25.58
9 28 9.3 25.16 24.8
24 22 10 25.16 25.37

Los valores son el resultado de! promedio de 2 determinaciones, donde cada determinacitn difirié

en menos del 10% del promedio
a = Ef didmetro del halo incluye el didmetro del pozo ( 5mm)

Tabla 7. Curso temporal de la liberacién de la bacteriocina WB1 a pH 2 sin previa adsorcion

Tiempo | Volumen {Dilucion | Diametro del Proteina
() (mL) halo (mm) (ng/mL
3 40 Ya 0.7 0.843
6 34 Ya 1.1 1.743
g 28 Ya 0.9 1.5
24 22 Y 1.0 0.393

Los valores son el promedio de 2 detemminaciones, en donde cada determinacién difirié en menos
del 5% del promedio
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Tabla 8. Cambios en la actividad de la bacteriocina WB1 durante el proceso de diglisis

DIALISIS
o s~
§ |2
S o Antes Después
s-|2s| & s
(=% o -~ © - '08,... 9~ @~ |2 —~
- — jo) - =] E
> 85 | £2 |32 35|12 <§3
1000 | 44 36 | 2 [12800 _7'.6 1684 | 5.3 |1600| 1.99| 804
1500 69 | 48 | 2 [12800] 7.7 1662 | 5.6 {3200 3.4 941

Tabla 9. Efecto de! tween 80 en la produccién y purificacién de la bacleriocina WB1

c ADSORCION LIBERACION
S _ |plAusis
2 Actividad | & =
g : ©amb) 1S 3
‘g £ pH .,g = T ®3
=
E %’_ —~ Antes |Después | | S E I gg
5 3T s2| 85| © 8%
o | @100 [na| 800 | na | 44 12800 | 7.6 1600
Tween80 I Toa | 1600 | na | 60 | 12990 | 77 3200
con | 1500 |85| 6400 | eac0 | 69 | 1O A 100
Tween 80 | oicon a5| 3200 | 3200 | 9 | 1990 | 0

na - no se realizd adsorcion
a = bacteriocina adherida a células
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5.7 Determinacion del peso molecular de 1a bacteriocina WB1

Se realizé la electroforesis SDS-PAGE por el método de Shagger (1987)
utilizando geles de poliacritamida de 16.5%, 18% con urea. Asi mismo, se utilizd
un gel del 2% de poliacrilamida de acuerdo a lo indicado en el Short protocols for
protein purification (1989). Con estas electroforesis no se obtuvieron bandas ni en
los marcadores ni en las muestras por lo que no se pudo determinar el peso
molecular de la muestra.

Se realizd una electroforesis SDS-PAGE siguiendo el método de Laemmli
(1970) utilizando un gel de gradiente de 12-19%, en donde si se obtuvo
separacién de bandas tanto en marcadores como en la muestra (Figura 13). Se
observaron 6 bandas cuyos pesos moleculares fueron calculados mediante una
ecuacién obtenida graficando e log PM de los estandares contra Rf (distancia que
recormre la muestra entre la distancia del frente). Los pesos moleculares obtenidos

fueron los siguientes:

Banda 1 2 3 4 5 6
Peso
molecular | 11, 778 | 8,9993 | 8,325 {7,136 | 5,554 | 4,001
(Da)

5.8 ldentificacién de bandas con actividad

Para identificar las bandas con actividad se hizo un zimograma utilizando como
microorganismo indicador a M. /fufeus. Todas las bandas de la muestra

presentaron actividad ( Figura 14).




Cammil 1 Carrit 2
Da D
a
26625 —
16950 ——  engman
14437 —— 11778
- — _._/8999
e
6215 —— “ ®m —— 8315
- 7136
- o 5554
3496 —— o= -
-

Figura 13. Gel 12-19% SDS-PAGE Tris Glicina tefiido con azul de Comassie. Carril 1,
estandares de péptidos: Triosefostato isomerasa (26 625 Da); Mioglobina (16 950 Da); o-
lactalbumina (14 437 Da); Aprotinina (6 512 Da); Cadena insulina b ( 3 496 Da) y Bacitracina

( 1 423 Da). Carril 2, bacteriocina WB1 formada por 6 bandas: banda 1 ( 11 778 Da); banda 2
(8 999 Da); banda 3 (8 325 Da); banda 4 (7 136 Da); banda 5 (5 554 Da), banda 6 (4 001 Da).

Figura 14. Fracciones del gel SDS-PAGE sometidas a incubacion con M. futeus como
microorganismo indicador. En la caja (A) se observan bandas con actividad. En la caja (B) se
observan bandas sin actividad. Las 8 bandas obtenidas para la bacteriocina WB1 en la Figura
13 mostraron el comportamiento desgrito en la caja (A).
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V1. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Seleccién del medio de cultivo para el crecimiento de L. lactis

El objetivo de esta parte inicial del trabajo fue obtener un medio de cultivo que
proporcionaré las siguientes caracteristicas: un buen crecimiento de L. Jactis
(DO>1.0), un pH final del extracto mayor a 6.5 (6ptimo para determinacion de
actividad) y no interferencia ‘del medio con la cuantificacion de proteinas (A
proteinas (+), y lecturas estables después de 5 minutos de reaccion). Como se
observa en la Tabla 5, ningunc de los medios estudiados reunid las 3
caracteristicas juntas. De esta manera, se descartaron los medios cuya diferencia
entre valores de proteina inicial y final (A) fue negativa (medios MRS, APT, CST-A
y CST-B). De los medios restantes (CST Bioxon, CST oxoid, CST BBL y CST-C)
se selecciond aquél con el mayor didmetro de halo de inhibicidn y el menor error
en la determinacién de proteinas. Con base en lo anterior, el medio seleccionado
para la preparacion del inéculo y subsiguientes fermentaciones de L. /actis fue el

medio CST-C.

6.2 Influencia de la temperatura y del pH en_ el crecimiento de M. lufeus
ATCC 10420

influencia de la temperatura

De acuerdo al estandar Britanico BS4020:74, los tubos de agar assay a 50°C
se adicionan con un 2% de una solucion ajustada de M. Juteus (DOestnm de 0.5).
Nuestros resultados (Figura 8) muestran que al adicionar a M. /uteus en agar a

50°C, éste no crece en la sobrecapa a ninguna de las concentraciones probadas.




Por lo tanto, se probaron temperaturas de inoculacion de 45y 40°C encontrandose
que la temperatura optima para adicionar M. Juteus en la concentracion

recomendada (DOgsonm = 0.5) al agar assay 0.8% es de 40°C.

influencia del pH

Los resultados obtenidos al inocular a M. luteus en medio assay a diferentes
valores de pH (5.5, 6.0, 6.5 y 7.5) nos muestran que este microorganismo
indicador es muy sensible al pH del medio de crecimiento (Figura 9). De lo anterior
se destaca la importancia de ajustar el pH, tanto del medio assay 0.8% como de
los extractos libres de células que se colocan en las fosas, a valores entre 65y
7.5; de lo contrario, los halos de inhibicion estarian siendo afectados (aumentados)
por efecto del pH. Cabe mencionar que en el caso de la nisina, en el método
estandar britanico BS4020:74, los extractos son ajustados a un valor de pH de 2.0
para efectos de disolucion. En este caso, se correé un estandar interno para

determinar el efecto de! &cido per se.

6.3 Crecimiento y produccién de bacteriocina WB1 por L. lactis en medio
CST-C
Existen reportes de que a lo largo de una fermentacion, hay un tiempo en el
cual se tiene una produccién maxima de bacteriocina con una subsecuente
disminucion, observandose en las graficas un pico de actividad estrechamente
relacionado con las condiciones de pH (Joerger y Klaenhammer, 1986, Aktypis y
col., 1998; Ibarra, 1999). Como se observa en la Figura 10, la produccion de la

bacteriocina WB1 presenta este pico de actividad algunas veces a las 8 h de
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fermentacion y otras veces a las 11 h. Esto es debido a que la fermentacién se
lleva a cabo en condiciones no controladas de pH. Para descartar estas
variaciones se recomienda hacer fermentaciones a valores de pH constantes
durante el crecimiento de L. /actis.

Asi mismo, se observd que a la hora 8 de fermentacion hay una gran
divergencia en los ftriplicados obtenidos en cuanto a la produccién de la
bacteriocina WB1: en la primera fermentacién se observé una actividad de 6400
UA/mL y en dos fermentaciones subsecuentes la actividad observada fue de 400
y 800 UA/mL. Esta variacion puede ser atribuida a que, para la produccién de la
bacteriocina entre la primera y las subsecuentes fermentaciones, se resembré el
cultivo de trabajo. Esto es, la primera fermentacién se realizd con un cultivo
proveniente de una chaquira y las 2 subsecuentes se realizaron con un cultivo
proveniente de otra chaquira. De lo anterior se concluye que la cepa va perdiendo
actividad conforme se congela y descongela durante las resiembras, por lo que es
de vital importancia implementar un método de almacenamiento/resiembra de la

cepa que garantice la estabilidad de la produccion de la bacteriocina.

6.4 Adsorcién a pH 5.5, 6.5, 7.5, 8.5 y liberacion a pH 2

Se observé que la adsorcion de la bacteriocina WB1 a las células de L. /actis
fue mayor a pH 6.5 y 7.5 que a pH 8.5 (Figura 11); sin embargo, la cantidad de
bacteriocina liberada fue inversamente proporcional (Figura 12). Sin embargo, el
seguimiento de la adsorcién de la bacteriocina a traves del tiempo a pH 8.5
demostré que la adsorcién es practicamente imperceptible en términos de proteina

(Tabla 6). De lo anterior se concluye que los cambios de proteina en el medio
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CST-C son menos perceptibles que los cambios en el diametro de los halos de

actividad.

6.5 Adsorcién a pH 5.5 v liberacién a pH 2

Se observd, que a pesar de no haberse presentado adsorcién a pH 5.5 (Figura
11), si hubo liberacion (Figura 12). De lo anterior se asume que no toda la
bacteriocina producida por L. /actis es liberada al medio de cultivo, sino que, una
parte esta disuelta en el medio de cultivo y otra parte se encuentra adherida a las
células de L. latis. Para confirmar lo anterior, se hizo un estudio (que se discute en
el siguiente inciso) en el que las células de L. /actis fueron resuspendidas,

inmediatamente después de la fermentacion, en buffer, sin previa adsorcion.

6.6 Liberacion a pH 2 sin previa adsorcién

Los resultados obtenidos al resuspender las células de L. /actis en buffer a pH
sin previa adsorcién (Figura 12) comprueban que, efectivamente, al término de la
fermentacién, una parte (60%) de la bacteriocina WB1 esta disuelta en el medio
de cultivo CST-C y otra parte (40%) se encuentra adherida a las células de L. /atis.
Interesantemente, se observd también que, las células que no fueron sometidas al
proceso de adsorcidn, liberaron una mayor cantidad de bacteriocina que aquellas
células sometidas a procesos de adsorcion a diferentes valores de pH.

Al monitorear el proceso de liberacién sin previa adsorciéon de la bacteriocina
WB1 a través del tiempo, se encontré que son necesarias 6 horas de liberacion
para obtener los mayores halos de inhibicion (i.e. actividad) coincidentes con la
méaxima cantidad de proteina (1.743 ug/mL) (Tabla 7). Estos resultados difieren
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con los estudios reportados por Yang (1992) y Yildrim (1998} en experimentos de
purificacién por adsorcion-liberacién, donde la liberacion se lleva a cabo por un
lapso de 1 hora o bien toda la noche precedida de una fase de adsorcion de 2

horas o de toda la noche.

Tomando en cuenta que el objetivo que se persigue a través del método de
adsorcion-liberacién es obtener la mayor cantidad de bacteriocina posible
resuspendida en un buffer libre de otras proteinas del medio, se concluye que la
purificacion de la bacteriocina WB1 puede llevarse a cabo mediante la
resuspension de las células de L. Jactis inmediatamente después de la
fermentacion en buffer de NaCl 100 mM a pH 2, sin necesidad del proceso de
adsorcion. Por lo tanto, se decidié trabajar con las células de L. /actis sin previa
adsorcidn de la bacteriocina, estableciéndose un lapso de liberacion de 6 h en

buffer de NaCl 100 mM pH 2 a 4°C.

6.7 Cambios de actividad de la bacteriocina WB1 durante el proceso de

dialisis.

Una vez liberada la bacteriocina WB1 en el buffer a pH 2, se requiere de un
proceso de didlisis para la eliminacion de sales. La didlisis se realizd en
volumenes de 50 mL contra agua (pH 6.5) utilizando un volumen de 2 L; se
realizaron de 6 a 8 cambios de agua. Este proceso tuvo una duracion de 36 a 48
h (Tabla 8) con el afan de eliminar sales y equilibrar el pH a 6.5. Las sales se
eliminaron, sin embargo el pH alcanz6 valores unicamente de 53-56. Se

considera que el tiempo utilizado es muy largo, yaque de 3a 6 h deberian ser
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suficientes en un procedimiento 6ptimo. Para lograr esto se recomienda dializar

contra un buffer en vez de agua.

Por otro lado, se observé que la didlisis afecta la actividad de la bacteriocina

produciendo pérdidas de aproximadamente 50%, tanto en actividad como en

proteina (Tabla 8). Las causas a las que se les atribuye esta pérdida de

bacteriocina pueden ser las siguientes:

1)

2)

El tiempo de diélisis es muy largo, de 36 a 48 h, tiempo en el que la
bacteriocina WB1 esta expuesta a una temperatura de 4°C. En
experimentos anteriores (no reportados) se ha observado que ia actividad de

la bacteriocina WB1 es afectada por la exposicion a bajas temperaturas.

El punto de corte de la membrana es de 1000 y en general se recomienda

" que el poro de la membrana sea 10 veces mas pequefio con respecto al

3)

peso molecular de la sustancia a separar (Miilipore S. A de C. V). Sin
embargo, para el caso de péptidos esto es casi imposible ya que estamos
hablando de pesos moleculares del orden de 1000 a 12000 Da vy la
membrana mas pequefia disponible en el mercado es de un punto de corte
de 1000.

La bacteriocina se aglomera después de eliminar las sales, por lo que al
filtrarlas (filtros de membrana de 0.2um), algunas son retenidas en el filtro.

Por lo tanto, es recomendable no filtrar después de la dialisis (Elegado y

col.,1997).

Por todo lo anterior, para disminuir las pérdidas de actividad durante el proceso

de dilisis se recomienda: a) Disminuir el tiempo de dialisis (Dializar contra un
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buffer) y b) Usar un proceso de eliminacion de sales diferente a la dialisis, por

ejemplo: ultrafiltracion.

6.8 Efecto del Tween 80 en el proceso de purificacién

Algunos autores, como Elegado y col. (1997) utilizan un medio de cultivo
adicionado con tween 80 para la produccion de bactericcinas. En el caso de la
bacteriocina WB1, de acuerdo a los resultados obtenidos Tabla 8, se puede
aseverar que el tween 80 beneficia la concentracién de bacteriocina WB1 en el
medio de cultivo, mas no en el buffer de liberacién y por ende, en la diédlisis. Esto
es, al final del proceso de purificacion, la actividad de la bacteriocina WB1
producida en tas fermentaciones con tween 80 es menor (100 y 0 UA/mL que en la
fermentacién donde no se utilizé tween 80 (1600 y 3200 UA/mL).

Se observé, asi mismo que la determinacién de proteinas por el método de
Bradford se vio afectada por la presencia del tween 80, ya que se obtuvieron
valores menores a 1ug/mL con valores de actividad de 1600 UA/mL, resultados
que no se observan en las fermentaciones sin tween (Tabla 9). Se estimé el
contenido de proteinas en estas muestras por el método del &cido bicinconinico
(resultados no incluidos) observandose que el contenido de proteina fue mayor en
la muestra sin tween 80 que en muestras con tween. De lo anterior se concluye
que [a adicién de tween 80 es recomendable para purificar a ia bacteriocina WB1 a
partir del medio de cultivo, pero para purificar la bacteriocina a partir de las

moléculas adsorbidas a L. /actis, no se recomienda el uso de este compuesto.
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6.9 Determinacién del peso molecular de la bacteriocina WB1

El peso molecular de la bacteriocina WB1 no se pudo determinar por medio de
la SDS-PAGE sugerida por Shagger (1987), la cual se recomienda para péptidos y
es utilizada en la mayoria de los articulos de purificacion de bacteriocinas (Aktypis
y col., 1998; Van Reenen y col, 1998). Aunque se intent6 varias veces este

método, no se pudieron obtener bandas separadas.

De acuerdo a los resultados anteriores se decidié utilizar la electroforesis SDS-
PAGE siguiendo el método de Laemmli (1970). Dicha electroforesis es empleada
para la identificacion de peso molecular de proteinas principalmente (Janson y
Rydén, 1989), pero fue adaptada para separar a los péptidos utilizando un gel de
gradiente (12-19%) de poliacrilamida.

Con la utilizacién de dicho sistema se encontré que la muestra de bacteriocina
WB1 tiene 6 bandas (Figura 13); cabe mencionar que la electroforesis se realiz6
por 3 veces consecutivas obteniendo siempre 6 bandas. Los pesos moleculares
de las 6 bandas obtenidas comparados con los pesos moleculares de otras
bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis susbsp. /actis se muestran en ia

Tabla 10.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los zimogramas (Figlxra 14), todas las
bandas presentaron actividad antimicrobiana. Se considera que este caso el
método puede ser impreciso, ya que fraccionar el gel sin tefir y calcular la
fraccion de correspondencia en el gel tefiido es usualmente un método utilizado
para detectar de 1 a 3 bandas. Para obtener resultados mas conclusivos se

recomienda separar la muestra por filtracion en gel.
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Sin embargo, independientemente de la actividad de las bandas, cabe
mengcionar que hay reportes de sistemas de bacteriocinas en las que se presentan
dos bandas, que por separado tienen una determinada actividad, pero juntas
presentan un aumento sinérgico (Nissen-Meyer, 1992). Y cabe recordar que el
grupo llb de bacteriocinas estd conformado por péptidos que requieren un péptido
complementario para ejercer actividad antimicrobiana, aunque el péptido
complementario no presente actividad por si mismo (Kiaenhammer, 1993; Nes y
col., 1996).

No existen reportes de bacteriocinas que presenten mas de 6 bandas. Debido a
la alta actividad y al amplio espectro de inhibicidn que presenta la bacteriocina
WB1 en comparacion con otras bacteriocinas reportadas en ia literatura, se
presume que se trata de un sistema de bacteriocinas. Existen reportes de
conjugacion genética para obtener un sistema de bacteriocinas producido por un
solo microorganismo (Marrug, 1993) por lo que un sistema producido de manera
natural seria de gran interés y utilidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el método de
adsorcién-liberacion es apropiado para la purificacién de la bacteriocina WB1. De
esta manera se sientan las bases para futuros trabajos de caracterizacion de esta

bacteriocina.
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Tabla 10. Comparaci6én de pesos moleculares de bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis

subsp. Jacfis.

Bacteriocina WB1 Peso molecular (Da) |Otras bacteriocinas producidas por L. lactis
Bacteriocina Referencia
- 2,800 Lactacina 481 Piard y col. (1992)
- 3,500 Nisina A Jarvis y col. (1968)
- 3,500 Nisina Z Kaletta y Entian (1989)
Banda 6 4,001 - -
Banda 5 5,554 - -
Banda 4 7.138 - -
Banda 3 8,325 - -
Banda 2 8,999 - -
Banda 1 11,778 -
- 20,000 Lactostrepcina 1, 2, 3,4 |De Vuyst y Vandamme
{ 1994)
- 2,3000 Lactococina DR Dufour y col. (1991)
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VIl. CONCLUSIONES

La bacteriocina WB1 se encuentra en parte (60%) disuelta en medio de cultivo
y en parte adsorbida (40%) a las células de L. Jactis al final de la
fermentacion.

La purificacion de la bacteriocina adsorbida a las células de L. factis puede
llevarse a cabo mediante la liberacién en buffer a pH 2 directamente después
de la fermentacién sin un procedimiento previo de adsorcion.

La bacteriocina WB1 esta conformada por 6 péptidos que presentan un rango
de peso molecular entre 11778 y 4001 Da.

Los 6 péptidos presentaron actividad antimicrobiana contra M. lufeus.

La didlisis afecta la actividad de la bacteriocina con pérdidas de hasta un 50%.
El empleo de tween 80 en el medio de fermentacioén no es recomendable para
purificar la parte de bacteriocina WB1 adsorbida a las células de L. /actis
durante fa misma. Sin embargo, se puede emplear si se desea purificar l|a
bacteriocina a partir del medio de cuitivo.

Para obtener halos de inhibicién conclusivos en la determinacion de actividad,
M. luteus debe ser adicionado al medio de cultivo a una temperatura de 40°C; y
el pH, tanto del medio de cultivo como del extracto, debe ser ajustado a vaiores
de 6.5-7-5.

Los medios de cultivos MRS, APT, CST-A y CST-B interfieren en la
determinacion de proteinas por el método de Bradford. El medic CST-C
permite llevar a cabo, y monitorear, la purificacion de la bacteriocina WB1 de

manera eficiente.
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e Los resultados obtenidos en este trabajo presentan a la bacteriocina WB1
como un sistema natural de bacteriocinas . Hasta el momento, en ia literatura
no se ha reportado ningun sistema igual. Por lo anterior, éste estudio
representa una base importante para continuar con las investigaciones de la
bacteriocina WB1, la cual tiene un gran potencial para ser utilizada como

conservador natural en alimentos.
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VIil. RECOMENDACIONES PARA ESTUDIOS POSTERIORES

Escalar la produccion de la bacteriocina WB1 a fermentadores de 5-7 L para
contar con una concentracién suficiente para poder continuar con los estudios
de purificacién por filtracién en gel.

Purificar la bacteriocina que se encuentra en el extracto por métodos
tradicionales, para obtener un comparativo del porcentaje de recuperaricon de
ésta bacteriocina contra la bacteriocina adherida a la célula.

Utitizar las células libres de bacteriocinas obtenidas después de la liberacion
para readsorber la bacteriocina del medio de cultivo.

Buscar un método alternativo a la diélisis para desalar la bacteriocina liberada
en buffer, de manera que se obtengan mejores rendimientoé y se economice

en tiempo.
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APENDICE 1

Determinacién de biomasa de acuerdo al método de Rodes (1997)

. Colocar un filtro de membrana (0.45 um) en una caja Petri de vidrio y calentar
a 90°C durante 12 h para llevarla a peso constante. Sacar de la estufa y
colocar en un desecador para equitibrar ia temperatura. Pesar la caja .

. Tomar 20 mL (con una pipeta volumétrica) de cuitivo en el principio de la fase
estacionaria (La muestra utilizada se recolecta de la fermentacion para la curva
de crecimiento).

. Colocar el filtro del desecador en una unidad millipore (utilizar pinzas). Agregar
los 20 mL de cultivo y filtrar al vacio.

. Con mucho cuidado, quitar el filtro de la unidad millipore y colocar nuevamente
en la caja Petri. Secar a 90°C por 24 h.

. Determinar {a biomasa por diferencia de peso. Dividir el peso obtenido entre
el numero de mL de cultivo filtrado (20 mL) para obtener los mg biomasa/mL
de medio.

El valor de biomasa obtenido fue de: 0.615 mg/mL

. Realizar las siguientes diluciones mezclando el cultivo con medio sin fermentar:

Dilucidn | Medio de cultivo | Medio sin
inéculado{mL) |inocular {mL)

0 2.00 0

1 1,75 0,25
2 1,50 0,50
3 1,25 0,75
4 1.00 1.00
5 0,75 1.25
6 0,50 1,50
7 0,25 1,75
8 0,15 1,85
9 0,10 1,90
10 0,05 1,95
1 V] . 2.00
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7. Medir la densidad éptica de cada dilucion a 550 nm. Calcular biomasa en mg
para cada dilucién. Trazar curva patrén para obtener una ecuacién mediante la
regresion de dicha curva.

Dilucién DO(550nm) Biomasa (mg)
0 1,147 1,230
1 1,092 1,076
2 1.001 0,922
3 0,869 0,769
4 0,744 0,615
5 0,582 0,461
6 0,412 0,307
7 0,210 0,154
8 0,111 0,082
9 0,074 0,061
10 0.039 6,030
11 0 0

Curva patrén para la determinacion
de biomasa
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APENDICE 2

Preparacion de la curva patrén para la determinacién de proteina por el
Método de Bradford
Se preparé una solucién de albumina bovina con una concentracion de 20
ng/ml, de ésta solucién se hicieron las siguientes diluciones por duplicado para la
reacciébn y se leyd la densidad Optica a 595 nm obteniéndose los siguientes

resultados:

Tubo |Albumina |Reactivo Agua |[Sol. Densidad |Densidad |Promedio de

(ng/mL) |Bradford (ul)| (uL) [Albimina Gptica 1 Optica2 |Densidad
(20 pg/mL) |(595 nm)  |(595 nm) Optica (595 nm)

1 1.25 200 750 50 0.072 0.068 0.070
2 25 200 700 100 0.142 0.137 0.140
3 5.0 200 600 200 0.263 0.281 0.272
4 75 200 500 300 0.405 0.381 0.393
5 10.0 200 400 400 0.503 0.489 0.496
6 12.5 200 300 500 0.571 0.580 0.5755
m=| 0.04558 0.4551 0.04554

b={ 0.316 0.02869 0.030158

ccll 09938 0.9954 0.9959

Curva patrén para la determinacién de protelna
porelmétodo de Bradford

o000 O O

Densidad dptica
{ 695 nmy}

c/ y = 0,04554x + 0,03015
T T R? = 0,9959

0 5 10 15
Proteina (pg/ml)

O = NNWbhO®~
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11.
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14,
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