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1. RESUMEN

La fermentacion es una de las tecnologias de preservacion de alimentos mas antiguas.
Los métodos tradicionales para fermentar alimentos son espontaneos, sin la necesidad
de adicionar un microorganismo de manera intencional. Sin embargo en los procesos
industrializados actuales, el uso de cultivos iniciadores es comun, para lo que se usan
ampliamente las bacterias acido lacticas.

En productos carnicos fermentados uno de los iniciadores mas utilizados es Pediococcus
acidilactici, el cual contribuye en la aceleracion de la maduracion y en la produccion de
aromas y sabores debido a la produccién de distintos metabolitos, como proteasas y
lipasas. También se ha reportado actividad antimicrobiana por esta cepa debido a la
produccion de acido lactico, bacteriocinas y PGH (peptidoglucano hidrolasas). En el
grupo de trabajo se reporté que la cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 produce
una proteina de 99 kDa con actividad de N-acetiimuramidasa (Garcia-Cano et al., 2011),
una proteina adherida a membrana a los 110 kDa (Velasco-Pérez) y una proteina a los
116 kDa, todas con actividad litica. También se reportd la produccion de proteasas a los
80 y 99 kDa (Granados-Pérez, 2009; Casales-Cabrera, 2012), una proteasa de 120 kDa
(Vendramin, 2013) y una extracelular >200 kDa (Llorente, 2008).

Se desconocen muchos detalles acerca de la produccién de enzimas de importancia
tecnolégica como las mencionadas anteriormente. Sin embargo se sabe que el
crecimiento celular y la acumulacién de productos del metabolismo estan fuertemente
influenciados por la composicién del medio de cultivo: fuente de carbono, fuente de
nitrogeno, factores de crecimiento y sales inorganicas. Dado el efecto de los
constituyentes del medio de cultivo y de las condiciones de crecimiento sobre la
produccion de metabolitos microbianos, en general y de enzimas en particular, en este
trabajo se exploré el efecto de los mismos en la produccion de estas enzimas de interés
biotecnoldégico.

P. acidilactici crecio en los medios comerciales MRS, APT, TSB, M17, CGB, TSB

+Tween 80 y M17 +glucosa. Los distintos medios tuvieron un efecto en la capacidad del
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microorganismo para crecer y producir enzimas de actividad litica. El hecho de someter a
la bacteria a condiciones limitantes de nutrientes influy6 en la produccién de enzimas
proteoliticas con actividad contra gelatina, mientras que la aireacion del medio de cultivo
no tuvo un impacto importante en el crecimiento de la BAL pero si en la produccion de
metabolitos. En medio MRS la bacteria produjo dos enzimas de actividad litica, y la
proteina de 99 kDa no se obtuvo al aumentar la concentracion de aire al medio con

agitacion.



2. INTRODUCCION

1.1.Alimentos fermentados
La fermentacion es una de las tecnologias mas antiguas de procesamiento de alimentos
conocida por el hombre, los primeros registros de la fabricacion de productos
fermentados con leche, carne y verdura como materia prima datan del afio 6,000 a.C.
Los métodos tradicionales para fermentar alimentos son espontaneos, sin la necesidad
de adicionar un microorganismo de manera intencional sin embargo, en los procesos

industrializados, el uso de cultivos iniciadores es comun.

Un cultivo iniciador puede ser definido como una preparacién microbiana de un gran
namero de células, de al menos un microorganismo, que es adicionado a la materia

prima deliberadamente para su fermentacion (Leroy y De Vuyst, 2004).

La fermentacion de un alimento se puede llevar a cabo por hongos filamentosos,
levaduras o bacterias los cuales convierten los carbohidratos fermentables en
metabolitos, tales como acidos organicos, alcohol y dioxido de carbono. Este proceso no
sélo incrementa la vida de anaquel y la seguridad microbiolégica de un producto, sino,

también, hace a algunos alimentos més digeribles (Caplice y Fitzgerald, 1999).

Los cultivos iniciadores deben ser capaces de crecer a las temperaturas de fermentacion
y condiciones de a,, del alimento asi como generar enzimas que permitan la produccién

de metabolitos de interés (Fernandes et al., 2009).

Las bacterias &cido lacticas son ampliamente usadas como cultivos iniciadores en la
produccion de productos lacteos, carnicos, bebidas alcohdlicas y vegetales (Carr et al.,
2002). En el caso de productos céarnicos, estas bacterias son los microorganismos mas
usados ya que producen suficiente cantidadde acido lactico para disminuir el pH inicial de
la carne de 6 hasta valores de 4.8 a 5 (Benito et al., 2004). Ademas las enzimas
proteoliticas de las BAL desempefian un papel importante en la degradacion de proteinas
y péptidos y generan la liberacién de aminoacidos en alimentos fermentados, los cuales

contribuyen al sabor de estos productos (Benito et al., 2007).



1.2.Bacterias acido lacticas (BAL)

Una descripcion general para las bacterias acido lacticas (BAL) es que son un grupo de
bacterias Gram-positivas, no esporuladas, catalasa negativas, aerotolerantes, exigentes
nutricionalmente, tolerantes a pH acido, estrictamente fermentativas y que producen
acido lactico como producto final mayoritario de la fermentacion de carbohidratos. Son
asociadas normalmente con hébitats ricos en nutrientes, como lo son varios productos
alimenticios, pero algunas son miembros comunes de la biota normal de la boca,
intestino y vagina de mamiferos (Salminen, 2004). Los géneros que se incluyen dentro
de esta descripcion general de las BAL son Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella y el género Bifidobacterium
(Leroy, 2010).

Entre las BAL se pueden distinguir dos rutas metabdlicas para la fermentacion de
carbohidratos, la glucolisis (La ruta de Embden-Meyerhof-Parnas) resulta casi
exclusivamente en la produccién de &cido lactico como producto final bajo condiciones
estandar, este tipo de metabolismo es llamado la ruta de fermentacion homolactica. La
segunda es la ruta del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa que resulta en cantidades
significativas de otros productos finales como etanol, acetato y CO, ademas de acido
lactico (Figura 1). Este tipo de metabolismo es llamado fermentacion heterolactica
(Salminen, 2004).

La gran mayoria de los procesos fermentativos de alimentos depende de las BAL como
microbiota competitiva para mediar el proceso, ya que los productos finales del
catabolismo de carbohidratos por estas bacterias contribuyen al sabor, aroma y textura
del alimento que le da caracteristicas Unicas al producto final (Caplice y Fitzgerald,
1999), ademas de que su propiedades antimicrobianas naturales extienden su vida de
anaquel (Reis et al., 2012).



Glucosa

Homolactica Heterolactica
Glucosa-6-P Glucosa-6-P
Fructosa-6-P 6-fosfogluconato
Fructosa-1,6-DP Ribulosa-5-P
Xilulosa-5-P
Gliceraldehido-3-P ——> Dihidroxiacetona-P : : ‘/l\‘ o
— Gliceraldehido-3-P Acetil-P
l\ H,0 ¢ ‘
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. } |

2 Lactato Lactato Etanol

Figura 1. Esquema general del metabolismo de glucosa en las bacterias acido lacticas

(Tomado y modificado de Caplice y Fitzgerald, 1999)

1.2.1. Compuestos con efecto antimicrobiano

El efecto conservador que presentan estas bacterias se debe a la produccion de uno o
mas metabolitos como &cidos organicos (lactico, acético, formico, propionico y butirico)
gue intensifican su accién reduciendo el pH del medio y otras sustancias como etanol,
acidos grasos, acetoina, peroxido de hidrogeno, diéxido de carbono, diacetilo,
compuestos antifungicos (propionato, fenil-lactato, hidroxifenil-lactato, dipeptidos ciclicos
y acidos grasos 3-hidroxi), proteasas (Villaruel et al., 2004), peptidoglucano hidrolasas
(PGH) (Lortal y Chapot-Chartier, 2005), sustancias inhibitorias parecidas a bacteriocinas
y bacteriocinas (nisina, reuterina, reuterociclina, pediocina, lacticina, enterocina)
(Salminen, 2004; Reis et al., 2012).

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados ribosomalmente por algunas bacterias,
presentan actividad antimicrobiana contra especies relacionadas filogenéticamente. En

general son catidnicas, anfifilicas y capaces de permeabilizar la membrana celular; se



dividen en tres clases: la clase | son las bacteriocinas que contienen lantionina, la clase Il
aquellas bacteriocinas que no contienen lantionina y la clase Ill son bacteriolisinas. En la

Tabla 1 se muestran ejemplos de cada una de ella 'y su descripcion (Cotter et al., 2005).

El uso de bacteriocinas en la industria alimentaria puede ayudar a reducir la adicion de
conservadores quimicos, asi como la intensidad del tratamiento con calor, lo que resulta
en productos alimenticios conservados de forma mas natural que mantengan sus

propiedades sensoriales y nutricionales (Reis et al., 2012).

Los alimentos pueden ser inoculados con la cepa productora de bacteriocinas o
suplementados con preparados de bacteriocinas puros o parcialmente puros; ejemplos
de usos de bacteriocinas en los alimentos se resumen en la Tabla 2 (Balciunas et al.,
2013).

Tabla 1. Clases de bacteriocinas (Cotter et al., 2005)

Clasificacion Descripcion Ejemplos
Clase |. Bacteriocinas que Lantibiéticos de uno o dos Nisina
contienen lantionina péptidos
Clase |l. Bacteriocinas que no Clase heterogénea de Pediocina PA1
contienen lantionina pequefios péptidos
Clase lll. Bacteriolisinas Proteinas termolabiles y de Enterolisina A
alto peso molecular

Tabla 2. Aplicacidon de algunas bacteriocinas para la bioconservacion de alimentos
(Balciunas et al., 2012)

Bacteriocina Cepa productora Microorganismo blanco |} Alimento

Nisina Lactococcus lactis Brochothrix thermosphacta | Carne de cerdo
Nisina Lactococcus lactis Listeria monocytogenes Leche fermentada
Pediocina AcH Lactobacillus plantarum Listeria monocytogenes Queso

Enterocina Enterococcus facecium Listeria monocytogenes Leche

Enterocina Enteroccosu faecalis Sthaphylococcus aureus Salsas

Nisina Z Lactococcus lactis lactis Sthaphylococcus aureus Queso




En el grupo de trabajo se ha reportado la produccion de una peptidoglucano hidrolasa
por Pediococcus acidilactici ATCC 8042 la cual podria ser considerada como una

bacteriocina del tipo Il (Tabla 1).

1.2.2. Compuestos con aportes organolépticos
Los productos finales del catabolismo de carbohidratos, como lo son el acido lactico,

acido acético, acido propionico, diacetilo, proteasas, peptidasas y etanol, contribuyen no
solo a la conservacion sino también al sabor, aroma y textura del alimento, ayudando asi
a dar propiedades Unicas al producto. La fermentacion también puede reducir la toxicidad
del sustrato, como se ha visto en fermentacion de vegetales, o incrementar la calidad
nutricional cuando hay un aumento de la digestibilidad. Un ejemplo de lo anterior se
presenta en la fermentacion de leche para la fabricacion de queso (Caplice y Fitzgerald,
1999).

Tabla 3. Principales productos sintetizados por las BAL con aportes organolépticos
(Caplice y Fitzferald, 1999)

e  Acidos organicos
o Léctico
o  Propionico
o  Acético

e  Diactetilo

e Acetaldehido

. Proteasas

e Lipasas

. Compuestos volatiles
o  Hidrocarbonos
o  Aldehidos
o  Cetonas
o  Alcoholes
o Esteres
o Nitrilos

o Furanos

O  Sulfuros

Durante la fermentacion de carne, el pH desciende debido a la produccién de acido
lactico, provocando la coagulacién de las proteinas, confiriendo textura al producto

(Ravyts et al., 2012). El sabor de este tipo de productos se ve fuertemente influenciado



por muchos factores como lo son la carne, el tipo de ingredientes, la temperatura de la
fermentacion y el cultivo iniciador. La principal contribucion de las BAL para la generacion
de sabor es la produccién de grandes cantidades de &cido lactico y de acido acético, a
pesar de que también producen sustancias volatiles a través la fermentacion de
carbohidratos como lo son hidrocarbonos, aldehidos, acidos, cetonas, alcoholes, esteres,
nitrilos furanos y sulfuros (Stahnhe, 1999). Por lo general las BAL no poseen altas
actividades proteoliticas y lipoliticas, aun asi algunas cepas son utilizadas como

iniciadores en carne.

Las enzimas proteoliticas enddgenas de la carne, en particular las parecidas a la
catepsina-D, son de mayor importancia para el sabor y son las responsables de la
protedlisis y la formacién de péptidos durante la fermentacion, mientras que las enzimas
microbianas ayudan en la liberaciébn de oligopéptidos durante las etapas tardias de
maduracion. En el caso de los lactobacilos se han observado exopeptidasas que
contribuyen, en conjunto con aminopeptidasas a la generacion de aminoacidos libres que

contribuyen al sabor (Leroy et al., 2006).

En otro caso, para la fermentacion de harinas y masas, la protedlisis y posteriores
conversiones de aminoacidos llevadas a cabo por algunas BAL contribuyen al sabor de
las masas madre. Aunque la actividad proteolitica por las BAL se limita en este tipo de
productos, la acidificacion debida a la descomposicién de carbohidratos, activa proteasas
enddgenas de los cereales que, a su vez, liberan péptidos y aminoacidos que pueden ser
ocupados por los microorganismos presentes. Las conversiones de aminoacidos abarcan

la produccién de precursores de aroma y sabor como aldehidos y alcoholes.

En el caso de la fermentacion de lacteos, la protedlisis de las proteinas de la leche
durante la fermentacion, genera péptidos y aminoacidos que contribuirdn a la formacion
de metabolitos que aportan sabor al producto. Los metabolitos que dan el sabor tipico al

yogurt son generados por los cultivos iniciadores (Ravyts et al., 2012).

De acuerdo a los ejemplos anteriores las enzimas mas importantes con accién sobre el
alimento son las proteasas, las cuales aportan distintas cualidades al producto. En el
caso de las bacterias acido lacticas el sistema proteolitico mas estudiado hasta este

momento es el de Lactococcus lactis; sin embargo se sabe de la existencia de muchas



otras BAL con sistemas de proteasas complejos. Ejemplificando lo anterior esta
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, en el cual se han detectado diversas actividades de
proteasa en fracciones celulares distintas (Granados-Pérez, 2009; Casales-Cabrera,
2012; Vendramin, 2013). Sin embargo hasta este momento no se sabe nada sobre el

efecto de las condiciones de cultivo en la regulacion de la produccion de estas enzimas.

1.3.Crecimiento microbiano
En un cultivo en lote el numero de células, graficado contra el tiempo, presenta una curva
de crecimiento, que, como se puede observar en la Figura 2, se divide en fase de
adecuacion, fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte (Madigan et al., 2003).

Cuando se inocula una poblacion microbiana en un medio fresco, por lo general, el
crecimiento no comienza inmediatamente, sino tras un periodo que constituye la fase de
adecuacion, la cual puede ser breve o larga dependiendo de la procedencia del cultivo y
de las condiciones de crecimiento. Si un cultivo proveniente de una fase exponencial se
inocula en el mismo medio y en las mismas condiciones de cultivo, no se observa una
fase de adecuacion y el crecimiento logaritmico se inicia inmediatamente. En cambio
cuando se transfiere una poblacion de un medio rico en nutrientes a otro con menor

contenido de éstos, se presentard una fase de adecuacion.

La fase exponencial es una consecuencia de la division celular, donde cada célula se
divide para formar dos y asi sucesivamente. En general, las células en crecimiento
exponencial estan en el estado fisiolégico mas sano vy, por ello, son a menudo las méas
indicadas para estudios enzimaticos y estructurales. La mayoria de los microorganismos
unicelulares crecen exponencialmente pero las velocidades del crecimiento logaritmico
son muy variables ya que se afectan por las condiciones ambientales y por las
caracteristicas genéticas del organismo. Este tipo de crecimiento no se puede prolongar
de modo indefinido, ya que generalmente un nutriente esencial del medio de cultivo se
usa por completo y se convierte en un factor limitante del crecimiento, o bien, se
acumulan en el medio productos finales del metabolismo (acidos organicos o alcoholes)
y enzimas autoliticas, del tipo de las proteasas y de las nucleasas, que actian como
inhibidores de crecimiento. Frecuentemente ocurren ambos eventos. Esto provoca que la

poblacién alcance la fase estacionaria, en la cual no hay aumento ni descenso neto en el



numero de células. Muchas funciones celulares contindan, como el metabolismo
energético y algunos procesos biosintéticos. En algunos casos puede ocurrir un
crecimiento lento durante la fase estacionaria: aunado al crecimiento de algunas células
ocurre la muerte de otras y los dos procesos se equilibran, de modo que no hay aumento

ni disminucién en el niumero de células, fenomeno llamado crecimiento criptico (Madigan

et al., 2003).

Si la incubacion continda después de que la poblacion alcanzé la fase estacionaria, las
células pueden continuar vivas y metabdlicamente activas, pero también pueden morir. Si
ocurre esto Ultimo, se dice que la poblacion estd en fase de muerte (Madigan et al.,

2003).
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Figura 2. Curva de crecimiento (Stanier, 1996)

1.4.Efecto del medio de cultivo en el crecimiento y metabolismo microbiano
El crecimiento celular y la acumulacion de productos del metabolismo estan fuertemente
influenciados por la composicion del medio de cultivo: fuente de carbono, fuente de
nitrdgeno, factores de crecimiento y sales inorganicas. Las condiciones que afectan el
metabolismo y multiplicacion de los microorganismos incluyen nutrientes, agua, pH,
inhibidores, oxigeno, temperatura y tiempo. Todas las células requieren ciertas

sustancias y reacciones quimicas para sobrevivir y reproducirse. La célula debe ser
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capaz de obtener una fuente de energia de su ambiente para sintetizar los componentes
celulares y esta capacidad depende de los sistemas enziméticos que el organismo
produzca, de acuerdo a su codigo genético (Chan et al., 2002).

El requerimiento de otros factores de crecimiento en el medio de cultivo, como por
ejemplo los surfactantes, depende totalmente del tipo de microorganismo que se
pretenda cultivar. Un caso especifico es la necesidad de Tween 80 que presentan
algunas bacterias, debido a sus propiedades surfactantes o a que podria actuar

especificamente como una fuente de oleatos (Jacques, 1980).

1.5.Efecto de las condiciones de cultivo
Los factores ambientales son parametros clave que tienen una influencia pronunciada en

el indice de crecimiento y la magnitud de la formacién de sustancias antibacterianas
(Ganzle, 1999).

En el caso especifico de las BAL, varios factores pueden alterar significativamente la
formacion de productos finales. Entre ellos estdn los que provocan alteraciones en el
metabolismo del piruvato o en el uso de aceptores de electrones externos como oxigeno

en aerobiosis 0 anaerobiosis o compuestos organicos (Salminen, 2004).

Las exigencias de oxigeno de una bacteria en particular reflejan el mecanismo empleado
para satisfacer sus necesidades energéticas. Con base en sus reguerimientos de
oxigeno las bacterias pueden ser divididas en cinco grupos, anaerobios obligados,
anaerobios aerotolerantes, anaerobios facultativos, aerobios obligados vy

microorganismos aerofilicos.

Para poder mantener un cultivo homogéneo y con un mismo pH en todo el medio es
necesaria una cierta agitacion, la cual ademas provoca una dispersién de oxigeno que

cambia la concentracién disponible de este para el microorganismo.

La toxicidad del oxigeno ha sido observada en el cultivo de algunos Lactococcus
provocando un menor crecimiento. El oxigeno también puede causar la produccion de
peréxido de hidrégeno por algunas cepas iniciadoras, lo cual puede ser auto inhibitorio
(Salminen, 2004).
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1.6.Efecto de la temperaturay el pH
La temperatura ejerce dos tipos de efectos opuestos sobre los organismos vivos. A

medida que se eleva la temperatura, las reacciones quimicas y enziméaticas de la célula
son mas rapidas y el crecimiento se acelera. Sin embargo por arriba de una cierta
temperatura algunas proteinas pueden sufrir desnaturalizacion irreversible. En
consecuencia, dentro de un cierto margen, un aumento de temperatura supone un
incremento en el crecimiento y en el metabolismo hasta un punto en que tienen lugar las
reacciones de inactivacion. Por encima de tal punto, las reacciones celulares caen
rapidamente a cero. Asi para cada organismo existe una temperatura minima por debajo
de la cual no es posible el crecimiento, una temperatura optima a la que se produce el
crecimiento mas rapido y una temperatura maxima por encima de la cual no es posible el
crecimiento.

Cada organismo tiene también un rango de pH dentro del cual es posible el crecimiento y
normalmente posee un pH 6ptimo bien definido. Los organismos que crecen mejor a bajo
pH constituyen un tipo de extremdfilos llamados acidofilos. El factor critico mas
importante para el caracter aciddfilo estricto es la estabilidad de la membrana
citoplasmatica. Cuando el pH es neutro, la membrana citoplasmatica de las bacterias
muy acidoéfilas se disuelve y las células se lisan, lo que sugiere que para la membrana
citoplasmatica sea estable se requieren altas concentraciones de iones hidrégeno.
Existen diversos mecanismos de adaptacion que los microorganismos llevan a cabo para
responder y adaptarse a estos cambios como lo son sistemas antiportes de bombas de
sodio y potasio, sintesis de proteinas chaperonas que corrigen la desnaturalizacion o
respuestas de tolerancia a medios acidos con la sintesis de ATPasas traslocadoras de

protones que mantienen la concentracién de protones dentro y fuera de la célula.

Numerosos estudios, intentan elucidar las condiciones idéneas de crecimiento y/o de
produccion de compuestos de interés, ya que estas afectan de manera directa el
comportamiento de los microorganismos. De esta manera se pueden llevar a cabo
cultivos y fermentaciones direccionadas hacia lo que se intente obtener; ya sea biomasa

o algun metabolito (Cheig et al., 2002; Leroy et al., 2012).
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1.7.Estados de estrés y sustancias producidas por microorganismos.
El término estrés se refiere a cualquier factor o condicion que afecte el crecimiento o
supervivencia microbiana, se sabe que algunos microorganismos son capaces de
sobrevivir a condiciones ambientales presumiblemente letales debido a un fendmeno de

adaptacion a este estado.

Una vez que los microorganismos detectan el factor de estrés sigue una respuesta
adaptativa o de proteccion, la cual incrementa la tolerancia del organismo a la condicién
estresante que impide su desarrollo. Este fendmeno es ocasionalmente descrito como
adaptacion. Casos de la respuesta adaptativa son por ejemplo, que algunas bacterias
sean capaces de modificar la fluidez de su membrana o alterar la estructura de las
proteinas de su pared celular. A nivel molecular, la respuesta al estrés incluye
modificaciones transcripcionales que conducen a la sintesis de proteinas reguladoras. La
regulacion resultante puede llevar a la sintesis de otras proteinas que hagan frente al
estrés impuesto. Las respuestas microbianas al estrés pueden producir lo siguiente
(Yousef y Juneja, 2003):

e Produccién de proteinas que reparen el dafio, mantengan la célula o eliminen el
agente de estrés.

e Aumento transitorio de la resistencia o tolerancia a factores nocivos.

e Transicién de la célula a un estado latente, como por ejemplo la formacion de
esporas 0 a un estado viable no cultivable.

e Evasion de las defensas del organismo hospedero.

e Mutaciones adaptativas

1.8.Enzimas de interés en BAL

1.8.1. Proteasas
Las proteasas son un tipo de enzimas que son capaces de hidrolizar proteinas
escindiendo enlaces pepitidicos. Teniendo en cuenta, principalmente, la estructura
terciaria de la proteina y sus sitios cataliticos, las proteasas se dividen en serin-

proteasas, aspartil-proteasas, metaloproteasas y cistein-proteasas (Tavano, 2013).
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Las aplicaciones de la hidrélisis de proteinas van desde la produccion de detergentes
hasta el desarrollo de la biotecnologia alimentaria. En el campo de los productos lacteos
y carnicos se pueden alcanzar muchos efectos positivos en los productos finales con el
uso de proteasas especificas, como lo es cambiar las propiedades nutricionales,
obtencibn de proteinas funcionales y bioactivas, mejora de la digestibilidad,
modificaciones a la calidad sensorial (por ejemplo textura 6 sabor), la mejora de la
capacidad antioxidante o la reduccién de compuestos alergénicos. En el caso de los
alimentos fermentados, la protedlisis es uno de los fendmenos mas importantes ya que
genera péptidos y aminoacidos con distintas funciones que van desde ser precursores de
compuestos de sabor y aroma hasta péptidos con actividad antimicrobiana. Esto ultimos
estan constituidos por cadenas cortas de aminoacidos con caracteristicas hidrofébicas y
carga positiva que les permite alterar la bicapa lipidica de los microorganismos,
causando una modificacion similar a la producida por las proteinas de canal, lo cual
conlleva a la muerte de la célula debido a la perdida de iones y sustancias metabolicas
(Villaruel et al., 2004).

Las bacterias acido lacticas son conocidas por poseer una gran variedad de enzimas
proteoliticas que las hacen capaces de utilizar las proteinas como una fuente de
nitrbgeno para garantizar su crecimiento. Generalmente las proteasas producidas por
microorganismos son constitutivas o parcialmente inducibles y fuertemente influenciadas
por los componentes del medio de cultivo, como la variacion en la relacion
carbon/nitrégeno, presencia de iones metalicos y de algunos azucares de facil
metabolismo, como la glucosa. La sintesis de proteasas también se ve afectada por
fuentes de nitrégeno facilmente metabolizables, como la presencia de aminoacidos en el
medio. Ademas de esto, hay otros factores fisicos como la aireacion, densidad del
in6culo, pH, temperatura y la incubacion que afectan la cantidad de proteasas producidas
(Alvarez, 2006).

Estos autores analizaron dos perfiles proteoliticos extracelulares y la influencia del
medio de cultivo en su produccion, tras cultivar a las cepas de interés en cinco medios

distintos. Los resultados mostraron patrones de secrecion de proteasas heterogéneos
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cuya expresion era dependiente del medio de cultivo. En 2011, Akhavan y Jabalameli
reportaron que la produccion de una proteasa por Bacillus sp. CR 179 variaba
significativamente dependiendo de la fuente de carbono que se usara. En ese mismo
trabajo se evaluaron distintas velocidades de agitacion, las cuales se ha encontrado que
influyen en la homogeneidad alcanzada en los matraces donde se lleva a cabo el
crecimiento y también en la disponibilidad de nutrientes, la maxima produccién de

proteasa en este caso se dio a 150 rpm.

1.8.2. Peptidoglucano hidrolasas (PGH)

La pared celular de las bacterias Gram-positivas se compone principalmente de una capa
gruesa de peptidoglucano o mureina, que esta formada por finas laminas compuestas
por dos derivados de azucares, N-acetilglucosamina y &cido N-acetilmuramico y un
pequefio grupo de aminoacidos que incluyen L-alanina, D-alanina, D-glutamico y/o bien
lisina o acido diaminopimélico (DAP). Las cadenas peptidicas adyacentes que se
proyectan de diferentes cadenas de glucanos pueden estar entrecruzadas por la
formacion de un enlace peptidico entre el grupo carboxilo de una D-alanina situada en la
cuarta posicién de una cadena y el grupo a-amino libre del aminoacido tipo diamino de
otra (Figura 3.) (Voller y Bertsche, 2008). No todas las cadenas peptidicas participan en
el entrecruzamiento, aunque lo hacen las suficientes como para formar una malla
molecular. EI nimero de puentes peptidicos no es igual en todas las especies de
bacterias y las paredes mas rigidas son aquellas que presentan mayor numero de
puentes intercatenarios (Madigan et al., 2003). Estos componentes se unen entre si para
formar una estructura repetitiva que se denomina tetrapéptido de glicano, el cual ademas
de ser responsable de mantener la forma de la célula, ayuda a proteger a las bacterias
de estrés osmotico interno y externo que puede causar la lisis celular (Madigan et al.,
2003).
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Figura 3. Estructura del peptidoglucano. Pared celular de E. coli (Vollmer y Bertsche,
2008).

Las bacterias producen enzimas que son capaces de hidrolizar enlaces de su propia
pared de peptidoglucano que son llamadas peptidoglucano hidrolasas (PGH) o
autolisinas bacterianas y estan relacionadas en distintas funciones que requieren la
remodelacion de la pared celular durante el crecimiento y la division. Estas incluyen
recambio de peptidoglucano, reciclaje, expansion de la pared, maduracion y division
celular (Huard et al.,, 2004). Las enzimas estan clasificadas dependiendo del tipo de
enlace del peptidoglucano que hidrolicen en (Figura 4). N-acetiimuramidasas
(Muramidasas), N-acetilglucoamidasas (Glucoamidasas), N-acetilmuramil-L-alanina
amidasas (Amidasas) y Endopeptidasas (Pstlie et al., 2007).
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Figura 4. Estructura de la pared celular de bacterias y ejemplificacion de las PGH

hidrolizando diferentes enlaces (Lortal y Chapot-Chartier, 2005).

Se ha demostrado que la actividad autolitica estd regulada por las condiciones
fisioldgicas y ambientales de las células y que las autolisinas pueden ser estimuladas por
la presencia de muramidasa, péptidos catidnicos, detergentes, enzimas proteoliticas,
cationes monovalentes y se inhibe por acidos lipoteicoicos; sin embargo hay poca
informacion disponible sobre el mecanismo molecular de induccion y represion (Tobin et
al., 1994).

Durante la fermentacién de productos alimenticios la lisis bacteriana es un factor muy
importante debido a que puede llevar a la formacion de productos finales deseables e
indeseables en el alimento. Las PGH de las BAL han sido estudiadas para una mejor
comprension de su rol durante esta etapa y también por su potencial para facilitar la

liberacion de enzimas intracelulares en las fermentaciones lacticas (Turner et al., 2007).
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En el caso mas especifico de la produccion de queso, las bacterias acido lacticas se
usan como cultivos iniciadores y su autodlisis durante la maduracion juega un rol
importante en el desarrollo del sabor ya que conduce a la liberacion de enzimas
intracelulares en la cuajada de queso, lo que lleva a la conversion de los componentes

de la leche en compuestos aromaticos (Huard et al., 2004).

18



2. ANTECEDENTES

2.1.Género Pediococcus
El género Pediococcus fue descrito por primera vez por Wochnschre F. Balcke en 1884.
Esta constituido por bacterias Gram-positivas de la familia Lactobacillaceae, cocos no
moviles (1.0-2.0 um de diametro), catalasa negativa que se dividen en angulo recto en

dos planos, lo que resulta en una morfologia de tétrada.

Este género requiere de compuestos complejos de nitrdgeno, por lo tanto no son
capaces de utilizar las sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno o reducir los
nitratos a nitritos. Van desde especies aerdbicas hasta microaerofilicas, fermentan la
glucosa por la via de Embden-Meyerhof-Parnas y forman ya sea D- o L-lactato sin la
produccion de dioxido de carbono. Crecen a 30°C, la temperatura 6ptima de crecimiento
es de 25-40°C, con un maximo de 52°C y se destruyen por calentamiento a 72°C por 10
min. El pH 6ptimo del medio de crecimiento es de 6-0-6.5 (Holt et al., 1999 y Carr et al.,
2002).

Las especies pertenecientes a este género son: P. acidilactici, P. argentinicus, P.
cellicola, P. claussenii, P.damnosus, P. ethanolidurans, P. inopinatus, P. lolii, P. parvalus,

P. pentosaceus, P. siamensis y .P. stilesii (Holland et al., 2011).

Este género se encuentra comunmente asociado con varias plantas y sus productos,
tales como, la col, pepinos y pepinillos, las uvas y el vino, y mosto de cereales (Carr et
al., 2002).

2.2.Pediococcus pentosaceus

2.2.1. Bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus
Esta especie ha sido encontrada en vegetales y carnes fermentados (Leroy y De Vuyst,
2004). Se ha reportado con anterioridad que algunas cepas de esta especie son capaces
de producir pediocinas (Reis et al., 2012), siendo aisladas de diferentes fuentes como

vino, chorizo, carne de cerdo refrigerada, jugo de uva, pepinos, judias y heces humanas.
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En 2004, Wu et al., fueron capaces de purificar y caracterizar una bacteriocina producida
por la cepa Pediococcus pentosaceus ACCEL. En 2010 Venkateshwari caracterizd6 una
bacteriocina estable al calor producida por la cepa de P. pentosaceus CFR B19 la cual
fue aislada de frijoles, mientras que en la cepa P. pentosaceus CFR Slll, aislada de
pepino se caracteriz6 parcialmente una bacteriocina con actividad litica contra Listeria

monocytogenes (Halami et al., 2010).

2.2.2. Actividad proteolitica de Pediococcus pentosaceus
Se ha reportado el uso de cepas de Pediococcus pentosaceus como cultivo iniciador en
la produccién de quesos debido a que puede contribuir a acelerar la maduracién, asi
como en la produccion de aromas y sabores. Evidencia de lo anterior se presenta en
aislados de esta cepa de quesos madurados, que presentan actividad de
aminopeptidasa, proteasa intracelular, dipeptidasa, dipeptidil aminopeptidasa y amino
peptidasa; actividades sugerentes que esta cepa contribuye a la protedlisis y el desarrollo
de sabor en quesos en virtud de la actividad de su sistema proteolitico (Vafopoulou-

Mastrojiannaki et al., 1994).

2.3.Pediococcus acidilactici

2.3.1. Actividad litica de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
Como se menciondé con anterioridad, la busqueda y caracterizacibn de sustancias
antimicrobianas, principalmente bacteriocinas, producidas por cultivos iniciadores ha
sugerido su uso potencial como conservadores naturales en productos carnicos. Muchas
cepas de P. acidilactici han sido reportadas como productoras de bacteriocinas (Mora et
al., 1998; Nieto-Lozano et al.,, 2010 y Eom et al., 2012). La pediocina AcH/Pa-1, por
ejemplo, pertenece a la clase Il de bacteriocinas y muestra un amplio espectro de
inhibicion particularmente contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Clostridium perfringens y C. botulinum (Mora et al., 1998).

P. acidilactici ATCC 8042 es una cepa ho patdégena, usada en la preparacion de cultivos

iniciadores para productos carnicos y se sabe tiene un efecto bioconservador en salamis
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(Llorente, 1998), sin embargo en 1998, Mora et al. reportaron que esta cepa en particular
es no bacteriocinogénica por lo cual el efecto de inhibiciébn que presenta es debido a

sustancias distintas de las bacteriocinas (Mora et al.,1998)

Se ha reportado en numerosas ocasiones actividad litica presentada por esta cepa. En
2003 Mora et al. hicieron registro de la produccion de una enzima de 116 kDa
relacionada con el alto grado de autolisis que presentaba el microorganismo después de
48 h asi como también bandas con actividad litica secundarias en un rango entre los 45y
110 kDa. Se ha reportado también la produccion de una enzima con actividad de PGH
con un peso 110 kDa cuando la BAL se hace crecer en medio MRS sin agitacion
(Llorente, 2008).

En reportes mas recientes Velasco-Pérez en 2010 detectd la produccion de una enzima
adherida a membrana de aprox. 110 kDa, con actividad litica, producida a las 8 h de
crecimiento la cual presentd un amplio espectro antimicrobiano contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. En un intento de identificacion de esta proteina se
encontraron dos bandas con actividad litica, ubicadas en 99 y 110 kDa. La de menor
tamafio corresponde a una N-acetilmuramidasa y la de 110 kDa a una proteina de
funcién desconocida, reportadas en el genoma de Pediococcus acidilactici 7_4. Ambos

trabajos se realizaron en medio MRS a 30°C sin agitacion (Garcia-Cano et al., 2011).

2.3.2. Actividad proteolitica de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
Con la finalidad de comprender el sistema proteolitico de esta cepa se ha estudiado su
capacidad de hidrolizar proteinas; se ha reportado que, durante la fase logaritmica de
crecimiento, presento actividad extracelular proteolitica de >200 kDa y otra de 107 kDa
al hacerse crecer en medio MRS sin agitacion (Llorente, 2008). La proteasa extracelular
>200 kDa es una metaloproteasa dependiente de Zn?** que se mantiene activa en un
intervalo de pH de 4.5 a 11 y en un amplio rango de temperatura (de 25 a 92°C) siendo la
optima a 37°C (Granados-Pérez, 2009). Esta autora reportdé una proteasa adherida a
membrana de 80 kDa, tipo metaloproteasa, producida en medio MRS a 30°C y con

agitacién de 120 rpm.

En trabajos mas recientes (2012) Casales—Cabrera reportd una proteasa citosolica que

se produce durante la fase logaritmica de crecimiento, que alcanza una maxima
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produccion a las 8 h, con un peso molecular de 99 KDa y tuvo mayor actividad contra
gelatina, aunque también presentd actividad proteolitica contra caseina y colageno Esta
enzima fue mas activa a pH alcalinos y resulté estable en un intervalo de temperaturas
entre 37 y 60°C. Puesto que es inhibida por el PMSF, probablemente se trata de una

serin-proteasa.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Pediococcus acidilactici es ampliamente utilizado en la industria carnica. Se desconocen
muchos detalles acerca de la produccién de enzimas de importancia tecnolégica como lo
son las proteasas y las peptidoglucano hidrolasas, estas ultimas de importancia como
antibacterianos.

Dado el efecto de los constituyentes del medio de cultivo y de las condiciones de
crecimiento sobre la produccién de metabolitos microbianos, en general, y de enzimas,
en particular, en este trabajo se explorara el efecto del los mismos en la producciéon de

estas enzimas de interés biotecnoldgico.

4. HIPOTESIS
Si se modifican la fuente de nutrientes y las condiciones de aireaciéon Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 producird compuestos antibacterianos y proteoliticos distintos a

los obtenidos en las condiciones iniciales.

5. OBJETIVOS

5.1.OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto en la produccion de enzimas antimicrobianas y proteoliticas por P.

acidilactici ATCC 8042 en medios de cultivo y condiciones de aireacion distintos.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto de medios de cultivo con distintas fuentes de carbono,
nitrogeno y factores de crecimiento para las BAL (MRS, APT, TSB, CGB, M17,
TSB + Tween 80 y M17 + glucosa) sobre la velocidad de crecimiento, crecimiento
y produccion de las enzimas de interés.

e Observar el efecto de la aireacion en el crecimiento de esta BAL.

e Obtener el perfil proteico por SDS-PAGE de células y sobrenadantes en distintos
tiempos de cosecha y condiciones de cultivo.

e Determinar actividad litica y proteolitica por medio de zimografia en células y

sobrenadantes obtenidos en diferentes condiciones y tiempo de cultivo.
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6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1.Primera fase experimental
Obtencion de las cinéticas de crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042 en distintos
medios de cultivo. La metodologia seguida en la primera fase experimental se resume en

la figura 5.

o
perflproteico
s

Figura 5. Diagrama de trabajo de la primera fase del estudio
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6.1.1. Material bioldgico
P. acidilactici ATCC 8042 fue obtenida del cepario del CINVESTAV, México. Las células
se almacenaron a -20°C en viales con esferas de vidrio perforadas y en caldo MRS
(DeMan Rogosa and Sharp, Oxoid) con glicerol (80-20 %, Vv/v).

6.1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de P. acidilactici ATCC
8042

Se realizaron pre-indculos adicionando 2 perlas de vidrio de P. acidilactici conservada a -
20°C por cada 20 mL de medio de cultivo a evaluar (MRS, APT, TSB, TSB + Tween 80 1
g/L, CGB, M17 y M17 + glucosa 10 g/L). El pre-in6culo se incubd a 30°C por 24 h; en
estatico (Precision Gravity Convection Incubator Modelo 4) o con agitacion a una
velocidad de 250 rpm (INNOVA 4000, New Brunswick Scientific.), segun condicién de
aireacion a evaluar. Posteriormente se realizé una resiembra del pre-indculo adicionando
1% de este a un matraz de 50 mL con 20 mL de medio, se incub6 por 12 h bajo las

mismas condiciones utilizadas para el pre- in6culo.

A 450 mL de medio fresco se adicionaron 4.5 mL del cultivo incubado por 12 h (in6culo
al 1% v/v) y se incubaron bajo las mismas condiciones de agitacion y temperatura que se
mencionaron anteriormente. Se tomaron alicuotas de 50 mL a las 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18 y 24 h de crecimiento a las cuales se les midi6 la densidad 6ptica a una absorbancia
de 600 nm (BIOMATE 3 Thermo Fisher Scientific Spectrophotometer) y el pH con un
potenciometro HANNA HI 4211. Se graficd densidad 6ptica y pH en funcién del tiempo.

Las alicuotas se centrifugaron a 8,500 rpm durante 15 min a 4°C (primo R Biofuge

Heraeus) para poder separar células de sobrenadante.
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Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo.

MRS (OXOID)

APT (DIFCO)

Nutriente

Extracto de levadura

Sulfato de magnesio
7H,0

g/L

0.2

Nutriente

Extracto de levadura

Sulfato de magnesio

Cloruro de manganeso

g/L

Acetato de Sodio | 5 Digerido pancreatico de caseina | 12.5

3H,0

Citrato de amonio 2 Citrato de sodio 5

Peptona proteasa Sulfato ferroso 0.04
0.001

_ e

CGB

TSB (DIFCO)

Nutriente

Extracto de levadura

Citrato de amonio

Nutriente

Peptona de caseina

Cloruro de sodio

Tween 80

Sulfato de magnesio 7H,O
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M17 (DIFCO) TSB (DIFCO) + TWEEN 80
Nutriente g/L Nutriente g/L
Extracto de levadura 2.5
Peptona de caseina 17
Cloruro de sodio 5
Acido ascorbico 0.5 | Fosfato de potasio dibasico | 2.5
Sulfato de magnesio 7H,O | 0.25 | Tween 80 1
Glicerol fosfato de sodio 19

M17(DIFCO) + Glucosa

Nutriente g/L

Extracto de levadura 2.5

Extracto de carne 5.0

Acido ascorbico 0.5
Sulfato de magnesio 7H,0 | 0.25

Glicerol fosfato de sodio 19

6.1.3. Determinacion de proteina de los distintos medios de cultivo utilizados
Para determinar la cantidad de proteina en los medios de cultivo deshidratados se

pesaron entre 0.1 y 0.2 g de muestra y se introdujeron en un tubo Kjeldahl, se agregaron
0.15 g de sulfato de cobre prehidratado, 2.5 g de sulfato de sodio y 10 mL de acido
sulfarico concentrado. La muestra se somete a digestion en un digestor Kjeldahl (micro
digestor kjeldahl Mod. DGMK — 630) y después a destilacion colocando en un tubo la
muestra diluida con 10 mL de agua destilada y 40 mL de NAOH al 36%. Se colocé en el
equipo de destilacion y el destilado se recolecté en un matraz con 50 mL de HCI 0.1 Ny
unas gotas de indicador rojo de metilo 0.1%. Se titulo el exceso de &cido con una

solucién de NaOH 0.1 N y se calculo de esta manera el porcentaje de proteina total.
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6.1.4. Determinacion del perfil proteico y de la actividad litica y proteolitica por
zimogramas

6.1.4.1. Perfil proteico
Para determinar el perfil proteico de las muestras de células y sobrenadantes se llevo a
cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. Se prepararon los geles con los
reactivos necesarios para su elaboracion (Bis-acrilamida 30%, Tris-HCI 2 M pH 8.8, SDS
10%, H,O, TEMED y APS 10%) (Manual Bio-Rad).

Se ajusto la densidad oOptica a 600 nm a un valor de 1 de las muestras de células
obtenidas con buffer de trabajo (Tris-HCI 100 mM pH 8), con el fin de cargar en el gel la
cantidad de células mas parecida posible. Se tomé 1 mL de esta resuspension de células
y se centrifug6 a 8,500 rpm por 10 min, se descart6 el sobrenadante y se le adicionaron
80 pL de buffer de carga (Tris-HCI 50 mM pH 6.8, 2% SDS, 2.5 % dglicerol, 0.5% B-
mercaptoetanol y 0.5% de azul del bromofenol). Las muestras se trataron a ebullicién por
5 min. Las muestras de sobrenadante se prepararon tomando 80 uL de cada muestra y

adicionado 40 pL de buffer de carga.

Después de la electroforesis, el gel se lavo dos veces con 50 mL de agua desionizada en
agitaciéon suave durante 30 min., se tiid con azul de Coomassie (0.1% Coomassie R-
250, 45% de metanol, 10% de acido acético glacial y 45% agua v/v) durante 12 h en
agitacion suave y finalmente el gel se sumergié en solucion destefiidora (10% metanol,
10% acido acético glacial y 80% agua desionizada v/v). El peso molecular de las bandas
de proteina fue determinado por la comparacion con marcadores de alto peso molecular
(Bio-Rad, 161-0303)

6.1.4.2. Determinacion de actividad litica en zimogramas
Se prepararon geles desnaturalizantes al 10% con 0.2% (m/v) de células liofilizadas de
M. lysodeikticus (Sigma-Aldrich, USA). Después de la electroforesis el gel se lavé dos
veces con 50 mL de agua desionizada en agitacion suave durante 30 min. Se incubd a
37°C con 200 mL de buffer de renaturalizacion (Tris-HCI 10 mM, pH 8 Triton X-100 1%

v/v) durante 12-16 h en agitacion suave.

El gel se tiid finalmente con una solucién de azul de metileno durante 30 min (0.01%

KOH y 0.1% de azul de metileno) y se destifid con agua destilada. La actividad litica fue
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identificada como una zona clara en contra del fondo azul. El peso molecular de las
bandas de proteina fue determinado por la comparacién con marcadores comerciales de
alto peso molecular (Manual Bio-Rad).

6.1.4.3. Actividad proteolitica en zimogramas
Se prepararon geles desnaturalizantes con 0.1% m/v de gelatina como sustrato proteico.
Se sometieron a electroforesis y se lavaron con 50 mL de agua desionizada en agitacion
suave durante 30 min, posteriormente se lavaron por 30 min en una solucién de tritdn
2.5%. Se incubaron a 37°C con buffer de renaturalizacion (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, CaCl,
5 M, NaCl 200 mM) por un periodo de 12-16 h con agitacion suave (50 rpm). Los geles
fueron tefiidos con azul de Coomassie y la actividad proteolitica fue identificada como

una zona clara en contra de un fondo azul al ser destefiidos (Lantz y Ciborowski, 1994).

6.2. Segunda fase experimental
Obtencion de fracciones parcialmente puras con actividad litica de PGH, un resumen de
la segunda fase experimental se muestra en la figura 6.

..... > Estatico /Agitacion

Reactivacion
de la cepa P. e
acidilactici Greclicnio
o 10 h 30°C
24 h 30°C dio MRS
medio MRS LLEEAD Centrifugacion
emmmmeeeeeeeaa-> 8500 rpmM
15 min 4°C
Membrana 50 kDa Centrifugacion Células
4°C 17000 rpm i
A o O . Bufferde
: : Extra_cc_:!on a 3 extraccion
Dialisis < Liofilizacion <— Sobrenadante <<— ebullicién 10 10 mM Tris-HClI
min pH38, 10 mM
EDTA, 10 mM
NaCl y 2% SDS
Membrana 100 kDa
4°C SDS-PAGE
v
Ultrafiltracion - Zimogramas > 02%m/v M.lysodeikticus

i
Determinacion de
roteina . .
P Difusién en agar .
v
S. thyphimorium, E. coli, S. aureus, L. paracasej, L. casei, L. rhamnosus, Y.
olitica, L. i L Y P. geruginosa, S. pyogenes, y B. cereus.

&
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Figura 6. Diagrama de trabajo de la segunda fase experimental. Obtencién de fracciones

parcialmente puras con actividad litica de PGH.

Debido a los resultados obtenidos en los geles de actividad litica cuando P. acidilactici se
hacia crecer en medio MRS con y sin agitacion se opto por utilizar este medio para
obtener fracciones parcialmente puras con actividad litica de PGH.

6.2.1. Condiciones de crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042 y extraccion

de proteinas adheridas a membrana

P. acidilactici se cultivd en caldo MRS fresco realizando un pre-inéculo partiendo de la
cepa conservada a -20°C y se adicionaron 2-3 esferas de vidrio por cada 20 mL de
medio, se incubd a 30°C por 24 h, en cultivo estatico 6 con agitacion a una velocidad de
250 rpm. Se realiz6 una resiembra del pre-inéculo adicionado 200 yL de este a 20 mL de
medio fresco. Esta resiembra se incub6 por 12 h bajo las mismas condiciones antes

mencionadas.

A un matraz Fernbach con 1 L de medio MRS se adicionaron 10 mL del inéculo de 12 h
se incubd a 30°C en condiciones de agitacion a 250 rpm o en estatico. Posteriormente, a
las 10 h de crecimiento se centrifugé el cultivo a 8,500 rpm durante 15 min a 4°C
(Beckman J2-MC centrifuge). El paquete celular se resuspendié con buffer de trabajo

(Tris-HCI 50 mM pH 8) y se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm por 10 min a 4°C.

El paquete celular se resuspendié con 100 mL de buffer de extraccion (10 mM Tris-HCI
pH 8, 10 mM EDTA, 10 mM NaCl y 2% SDS), se agité vigorosamente y se colocé en
bafio de agua a ebullicion por un tiempo de 10 min, se enfri6 a temperatura ambiente
para ser centrifugado a 17,000 rpm por 30 min a 10°C. El sobrenadante se decanté y se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones, finalmente se sometié a liofilizacion

(Labconco, Freezone 4.5) (Velasco-Pérez, 2010).
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6.2.2. Extraccion de proteinas adheridas a membranas
Con la finalidad de eliminar la mayor cantidad posible de SDS de las muestras
liofilizadas, estas se resuspendieron en 10 mL de buffer de trabajo y se dializaron contra
agua destilada con una membrana con tamafio de corte de 50 kDa (SpectraPor 7) a una

temperatura de 4°C por 12 h.

La muestra se ultrafiltr6 con una membrana de tamafio de corte de 100 kDa (Millipore)
hasta un volumen de 3-4 mL, se le determind la concentracion de proteina, se distribuyo
en alicuotas de 1 mL y se liofilizo.

Posteriormente las muestras liofilizadas se resuspendieron con 50 uL de buffer de carga
y se cargaron en geles al 10% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para
determinar el perfil electroforético y en geles desnaturalizantes al 10% con células

liofilizadas de M. lysodeikticus para determinar actividad litica.

6.2.3. Cuantificaciéon de proteina
La concentracion de proteina de las muestras se determino por medio del método de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay) a una longitud de onda de 595 nm en un lector de
microplacas (Epoch, Biotek), para lo cual se realizaron diluciones previas de la muestra
hasta llevarla a una dilucion 1:100. Se colocaron 160 pL de la dilucion y 40 uL del
reactivo de Bradford concentrado en un pozo de la microplaca y se homogenizo, se
incubaron 5 min a temperatura ambiente y se hicieron las mediciones. La curva patrén se

realiz6 con albumina sérica bovina (BSA) (Bradford et al., 1976)

6.2.4. Evaluacion de actividad antimicrobiana por difusion en agar

Buscando determinar el efecto antibacteriano, se realizaron pruebas en difusion en agar
con la fraccion parcialmente pura.

Como microorganismos blanco se utilizaron las siguientes cepas pertenecientes al
cepario de la Facultad de Quimica: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria
monocytogenes, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus paracasei, Salmonella enterica
Thyphimurium, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa Estas cepas fueron

almacenadas en caldo nutritivo a 4°C hasta su uso.
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En cajas Petri se colocaron 15 mL de agar Brain Heart Infusion (BHI) al 1% (m/v) y se
dej6 solidificar, para posteriormente colocar sobre esta primera capa 10 mL de agar BHI
al 0.8% m/v con 20 uL de una dilucién a una concentracion 10?2 de células de los
microorganismos seleccionados.

Se hicieron pozos sobre la doble capa de agar y en cada pozo se agregaron 200 uL de
las muestras obtenidas. Las cajas se incubaron a 37°C por 24 h en estufa estatica
(Gravity Convection E-71).

Los halos de inhibicion de los microorganismos se midieron con ayuda de un vernier.
Para considerar como positiva la prueba se tomaron en cuenta los halos de inhibicion
mayores a 1 mm. Como controles positivos se utilizaron Nisaplin® y kanamicina
(OXOID). El Nisaplin® es un producto comercial cuyo compuesto activo es la nisina,
bacteriocina producida por Lactococcus lactis subsp lactis, de naturaleza polopetidica,
compuesto de 34 aminoacidos y es clasificado como GRAS (Generalmente Reconocido
Como Seguro). La kanamicina es un antibiético del grupo de los aminoglucésidos que
interfiere en la sintesis proteica bacteriana, es producida por la actinobacteria
Streptomyces kanamyceticus, es activa sobre bacterias Gram-positivas, Gram-negativas
y Mycobacterium.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de explorar si los medios de crecimiento a evaluar incidian sobre el crecimiento
del microorganismo y, potencialmente, sobre la produccién de enzimas por el mismo, se
evaluaron los medios de cultivo sefialados mediante el andlisis de las curvas de
crecimiento, seguidas 24 h por densidad Optica a 600 nm. En todos los casos se evaluo
en paralelo el efecto de presencia 0 ausencia de agitacién. Se determiné también el pH
como indicador de la actividad metabdlica.

En el medio de cultivo MRS P. acidilactici muestra una fase de adecuaciéon muy corta
(Figura 7). El inéculo con el que se hizo esta cinética provenia de medio MRS vy la
densidad Optica maxima alcanzada en incubacion estatica fue de 2.85, mientras que con
agitacion fue de 1.65. La formulacion del medio MRS fue desarrollada por de Man
Rogosa y Sharpe (1960) para permitir y propiciar un buen crecimiento de bacterias acido
lacticas exigentes nutricionalmente, entre las que incluyé especies de los siguientes
géneros: Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc, cuyo crecimiento se
ve favorecido mediante condiciones de microaerofilia (OXOID Manual, 1998). Esto ultimo
concuerda con los resultados obtenidos, ya que al haber mas oxigeno disuelto en el

medio, cuando se aplica agitacion, se presenta un menor crecimiento bacteriano.

En el medio APT la densidad o6ptica final oscilé entre 2.01 y 2.05. Es importante notar
gue la fase de adecuacion en este medio fue mas larga (Figura 8) que la obtenida en el
medio MRS, lo cual indica que la capacidad del microorganismo de adaptarse al medio
es menor. El medio APT solo tiene 50% de fuente de carbono, 38 % de fuente de
nitrégeno y 50% de sulfato de magnesio en comparacion con el medio MRS, siendo ésta

la diferencia méas notable.

Cuando la bacteria acido lactica en estudio se hizo crecer en medio TSB alcanz6 una
densidad optica de 0.70 al ser cultivada sin agitacion y de 0.49 cuando se agitaba (Figura
9). La fase de adecuacion tuvo una duracion de 10-12 h, siendo la mas larga comparada
con otros medios, mostrando asi que P. acidilactici encuentra dificultades para
desarrollarse y adaptarse a este medio, que es muy restrictivo en nutrientes al solo tener
12.5% de fuente de carbono y 31% de fuente de nitrégeno del total que aporta el medio
MRS.
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En el medio M17 fue en el que se alcanzd el menor crecimiento, ya que la densidad
optica fue de 0.35 para la condicion estética y 0.30 con agitacion. La fase de adecuacion
tuvo una duracién de 2-4 h y la fase exponencial se alcanz6 a las 6 h de crecimiento
(Figura 10). La baja concentracion celular obtenida en este medio puede atribuirse a que
no contiene ningiin monosacarido como fuente de carbono, ademas que la concentracion

de fuente de nitrégeno es muy baja (24%) en comparacion con el medio MRS.

Cuando se hizo crecer a P. acidilactici en medio CGB (Figura 11) se obtuvo una
densidad Optica alta, de 2.73 con agitacion y 2.56 en condiciones estaticas. Fases de
adecuacion tan cortas, como en medio MRS (2-4 h) indican que el microorganismo se
adapta rapidamente al medio y a las condiciones de crecimiento. La fase estacionaria se
alcanzo rapidamente en el medio sin agitacién, aunque la densidad 6ptica final de ambas

condiciones fue muy parecida.

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 presenta un metabolismo homofermentativo, por el
cual la fermentacioén de carbohidratos resulta casi exclusivamente en la produccion de
acido lactico como producto final, lo que provoca una disminucién del pH del medio. Los
cambios mas drasticos de este parametro se presentan en el medio CGB con agitacion,
donde de un pH de 6.37 cae hasta 3.76, mientras que en el medio APT sin agitacién va
desde un 6.35 hasta 4.05 y en el medio MRS sin agitacion se parte de un pH inicial de
5.76 y llega hasta 3.77. Lo anterior concuerda con que son los medios de mayor
contenido de glucosa disponible para ser transformada en acido lactico como producto

final.

El menor descenso de pH se presentd en medio M17 con agitacion, en el que sélo bajo
desde 6.65 hasta 6.60 y el medio TSB con agitacion, donde paso de 7.24 a un pH final
de 6.55. El medio TSB es el que menor contenido de glucosa tiene (Tabla 3) al aportar al
microorganismo solo 12.5 % de glucosa en comparacion con el medio MRS y el medio
M17 no tiene glucosa como fuente de carbono, lo que explica el cambio de pH tan
pequefio debido a la poca formacion de acido lactico por falta de sustrato. El descenso
de pH es inversamente proporcional al crecimiento bacteriano y en estos dos medios fue

donde P. acidilactici tuvo una menor densidad 6ptica final.
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Los cambios en el crecimiento debido a un cambio en la concentracion de oxigeno
disuelto en el medio; inducido por la agitacion de los matraces, son mas evidente en el
medio MRS, en el que el crecimiento es menor cuando se agita el cultivo. Para los
medios APT y M17 no hubo gran diferencia en las densidades Opticas finales entre
ambas condiciones de agitacion, puesto que presentaron cambios solamente en el
comportamiento de la curva de crecimiento, cuya fase estacionaria se alcanz6 mas

rapidamente en el medio sin agitacion.

En el caldo CGB se present6 una desviacion a este comportamiento, al haber mayor
crecimiento en el cultivo con agitacion. Para el caldo CGB en condiciones estaticas el
crecimiento exponencial es mas corto mientras que para TSB la fase de adecuacion se
alcanza mas rapidamente cuando el medio de cultivo se agita. En los dos medios podria
presentarse una mayor disposicion de los nutrientes para la bacteria cuando el cultivo se

agita y de esta manera permitir un aumento en el crecimiento.
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agitacion B) Con agitacion 250 rpm

Célix-Lara et al. (2012) intentando desarrollar un medio de cultivo que permitiera el
crecimiento de bacterias patégenas y de bacterias &cido lacticas para el estudio de
produccion de compuestos antimicrobianos ,reportaron que la suplementacion del medio
TSB con Tween 80 permite el crecimiento de una mezcla de bacterias acido lacticas
(Lactobacillus amylovorous M35, Lactobacillus animalis LA51 y Pediococcus acidilactici
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D3) a niveles similares a los observados en medio MRS, debido a que la presencia del
surfactante proporciona al medio cierta homogeneidad de sus componentes (Jacques et
al., 1980). Con base en estos antecedentes se decidio probar el efecto del Tween 80
(1g/L) con caldo TSB en el crecimiento de P. acidilactici (Figura 12 A). El Tween 80 podria
incidir sobre el crecimiento debido a sus propiedades tensoactivas o a que podria estar
actuando especificamente como una fuente de oleato que aporte cadenas carbonatadas y
acidos grasos al microorganismo (Jacques et al., 1980). Sin embargo no hubo diferencias
en el cambio de pH y de la densidad éptica entre el caldo TSB y el caldo TSB + Tween 80,

ni en el comportamiento de la curva de crecimiento.
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Figura 12. Curva de crecimiento de P. acidilactici. Medios de cultivo utilizados A) Medio TSB + Tween
80 (0.1%) sin agitacion B) TSB sin agitacion.

El medio M17 es el Unico que no cuenta con glucosa como fuente de carbono y es en el
que se presento el menor incremento de la densidad 6ptica. Por tanto se decidié probar
el efecto en el crecimiento de P. acidilactici si el medio M17 se adicionaba con glucosa,
este monosacarido se adicion6 al medio M17 en una concentracion de 10% (m/v). Las
diferencias entre éste y el medio M17 sin glucosa tampoco fueron significativas en el
crecimiento del microorganismo (Figura 13 A). La poca capacidad para crecer y
adaptarse a este medio de la BAL en estudio no es so6lo debido a la insuficiencia en

fuente de carbono sino a la restriccién de alguno de los demas nutrientes.
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Figura 13. Curva de crecimiento de P. acidilactici. Medios de cultivo utilizados A) Medio M17

+ glucosa sin agitacion B) Medio M17 sin agitacion.

La constante especifica de la velocidad de crecimiento microbiano (p) se utiliza para

caracterizar el comportamiento de una poblacion en determinadas condiciones de cultivo.

Su valor depende principalmente de la composicidn y concentracién de nutrientes en el

medio de cultivo, presencia de inhibidores, temperatura y pH. Existen diversas

expresiones para J: la mas difundida es la ecuacién de Monod, que relaciona el valor de

M con la concentracion de un componente del medio de cultivo que estid en menor

cantidad respecto de los requerimientos del microorganismo: el sustrato limitante.

Se determinaron las constantes especificas de la velocidad de crecimiento de P.

acidilactici en distintos medios y los valores se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Velocidad especifica de crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042 en distintas

condiciones de cultivo, pHy Densidad éptica final

Medio de cultivo p(h™) pH final D.O. final 00 nm
Sin agitacion 0.50 3.77 2.85
MRS Con agitacion 0.31 4.24 1.65
Sin agitacion 0.25 4.05 2.05
APT Con agitacion 0.127 4.23 2.01
Sin agitacion 0.199 6.23 0.70
TSB Con agitacién 0.66 6.56 0.49
Sin agitacion 0.19 6.57 0.35
M17 Con agitacion 0.11 6.60 0.30
Sin agitacion 0.53 4.23 2.56
CGB Con agitacion 0.68 3.76 2.73
TSB + Tween 80 Sin agitacion 0.079 6.46 0.67
M17 + glucosa Sin agitacion 0.018 6.37 0.28

Al analizar los valores de la tabla 4 vemos que para los medios MRS, APT y M17 la
agitacién tiene un impacto en el valor de p, el cual desciende cuando se agita el medio
resultando en un valor de densidad Optica final menor. En el caso del medio TSB se
presenta un valor de y menor con agitacién a pesar de gque la densidad 6ptica final es
mas alta cuando el cultivo es estético. El valor de p en este medio no tiene efecto en la

densidad final alcanzada.

El medio CGB es el unico en el que el valor de y y de densidad Optica final es mayor
cuando se agita el medio, pudiendo deberse a que la agitacion propicie que el
microorganismo pueda crecer mejor, debido a una mayor homogenizacion de los

nutrientes.

Los valores méas bajos de uy se presentan en el medio M17, cuya fase logaritmica es muy
corta y dura aproximadamente 4 h, ademas de que su densidad Optica final es la menor
de todos los medios. El adicionar con Tween 80 al medio TSB no tuvo ningun efecto en
el crecimiento de la BAL. En contraste, cuando se adiciona glucosa al medio M17 su
valor de y es mucho menor, aunque alcanza la misma densidad Optica, y el pH final
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alcanzado que es menor cuando tiene glucosa, debido a que el microorganismo tiene
mayor cantidad de sustrato para la produccion de acido lactico, haciendo asi que el pH
baje en mayor cantidad.

7.1. Determinacion del perfil proteico por SDS PAGE, de la actividad

litica y de la actividad proteolitica por zimogramas

Se realizaron geles de acrilamida con SDS al 10% para obtener el perfil proteico, asi
como zimogramas con M. lysodeikticus 0 con gelatina como sustratos para determinar
actividad litica y proteolitica respectivamente de la muestra de células y sobrenadante
tomadas a diferentes tiempos, para los 7 medios de cultivo utilizados. Estos
experimentos tenian el proposito de conocer la localizacion celular, el tiempo de
produccién y si se producia la misma enzima en todos los casos o la actividad

correspondia a diferentes polipéptidos.

7.1.1. MRS
Las tablas 5 y 6 muestran los resultados obtenidos al someter a las muestras de

sobrenadantes y células cosechadas de medio MRS a electroforesis para obtener perfil

proteico, actividad litica y proteolitica.

Tabla 5. Actividad liticay proteolitica por P. acidilactici en MRS sin agitacion para distintos

tiempos

Actividad litica 99y 110 kDa

Actividad proteolitica 120 kDa
Actividad litica

Actividad proteolitica

Tabla 6. Actividad liticay proteolitica por P. acidilactici en MRS con agitacién para
distintos tiempos

Actividad litica 110 kDa
Actividad proteolitica

Actividad litica

Actividad proteolitica
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La tabla 5 muestra que para el cultivo en medio MRS sin agitacién, las células
presentaron actividad litica en todos los tiempos a los 99 kDa y 110 kDa (Figura 14 A)
las cuales coinciden con lo reportado por Garcia-Cano et al. en 2011, asi como actividad
proteolitica para todos los tiempos hasta las 24 h con un peso de 120 kDa.

Las bandas de actividad litica se observaron mas intensas conforme el tiempo de
fermentacion avanzo, la agitacion incidié negativamente en la produccion de la enzima
litica de 99 kDa ya que sOlo se distingue la de 110 kDa (Figura 14 B). También se afecta
negativamente la actividad proteolitica, que desaparecio. Los sobrenadantes obtenidos
en este medio no presentaron ninguna actividad en ninguna de las condiciones de

aireacion.

A B

MPM 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 24h MPM 4h 6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 24h

200 kDa 200kDa -
1 E
110kDa
97 kDa 97 kDa =
66kDa 66kDa
-
45kDa | n"{

Figura 14. Zimograma de actividad litica de células de P. acidilactici a distintos tiempos en

dos condiciones de aireacion. A) Condiciones estaticas, B) Con agitacion 250rpm.

7.1.2. APT
Tabla 7. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en APT sin agitacion

para distintos tiempos

Actividad litica 110 kDa
Actividad proteolitica
Actividad litica

Actividad proteolitica
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Tabla 8. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en APT sin agitacion

para distintos tiempos

APT con agitacion Peso
Células Actividad litica 110 kDa

Actividad proteolitica 120 kDa
Sobrenadante Actividad litica —

Actividad proteolitica --

Para las células cosechadas de medio APT en ambas condiciones de aireacion
presentaron actividad litica a los 110 kDa mientras que para la actividad de proteasa se
observaron patrones de bandeo distintos: se observaron bandas de 120 kDa para todos
los tiempos cuando el medio se agitaba; mientras que en condiciones estéticas no se

producia actividad proteolitica (Tabla 7 y 8).

Ninguno de los sobrenadantes present6 actividad en este medio. Cabe resaltar que en
los geles SDS se aprecian muy pocas bandas de proteina, por lo cual sabemos que la

produccion de enzimas extracelulares en este medio es baja.

7.1.3. TSB
En el medio TSB solo se presentd actividad litica con las células del cultivo en

condiciones estéaticas (Tabla 9) con una banda de actividad a los 110 kDa que se
observo a partir de las 8 h, tiempo correspondiente a la fase logaritmica temprana. Cabe
sefalar que este tipo de enzimas podria estar relacionado con el crecimiento y la division
celular de la BAL. La fraccion celular present6 actividad a los 120 kDa, que coincide con

la proteina reportada por Vendramin, 2013 la cual es una serin-proteasa.

La actividad proteolitica se observdé en el sobrenadante del cultivo con agitacion,
presentando dos bandas de distintos pesos para todos los tiempos (Tabla 10). Se cree
gue la actividad proteolitica presentada en este medio por P. acidilactici se debe a un
estado de estrés nutricional que hace que la BAL necesite la produccién de proteasas
que hidrolicen nutrimentos con mayor facilidad para satisfacer sus necesidades
(Vendramin, 2012).
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El medio TSB es un medio liquido de enriquecimiento, utilizado en procedimientos
cualitativos para la prueba de esterilidad y para el cultivo de microorganismos aerobios
no exigentes en exceso (BD, Manual). El digerido enzimético de caseina y la harina de
soya presentes proporcionan aminoacidos y otras sustancias nitrogenadas compleja,
mientras que el cloruro de sodio sirve para mantener el equilibrio osmotico y el fosfato de
potasio dib4sico actla como tampoén para controlar el pH. El medio TSB es el que cuenta
con la menor concentracion de glucosa, no tiene en su formulaciéon un surfactante y el
aporte de sales es bajo en comparacion con los medios utilizados en este trabajo, lo que

se refleja en un crecimiento pobre y un descenso leve del pH.

Tabla 9. Actividad liticay proteolitica producida por P. acidilactici en TSB sin agitacién

para distintos tiempos

TSB sin agitacion Peso
Células Actividad litica 110 kDa
Actividad proteolitica 120 kDa
Sobrenadante Actividad litica

Actividad proteolitica

Tabla 10. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en TSB con agitacién

para distintos tiempos

TSB con agitacién Peso

Células Actividad litica
Actividad proteolitica
Sobrenadante Actividad litica

Actividad proteolitica <60 kDa y 120 kDa

7.1.4. M17
Los sobrenadantes obtenidos en las dos condiciones de aireacion presentaron actividad

proteolitica (Tabla 11 y 12) En este medio no se present6 actividad litica. El medio M17
fue el que permiti6 el menor aumento de la densidad éptica (Tabla 4) siendo esto
atribuido a la restriccion de nutrientes. El hecho de que en medio M17 y TSB se presentd
la mayor cantidad de enzimas proteoliticas confirma que el suprimir o reducir la cantidad

de nutrientes disponibles provoca en la célula un estado de estrés que la hace producir
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este tipo de compuestos para obtener los sustratos necesarios del medio en el que se

encuentre.

Tabla 11. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en M17 sin agitacién

para distintos tiempos

Actividad litica

Actividad proteolitica
Actividad litica _
Actividad proteolitica 200 kDa

Tabla 12. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en M17 con agitacion

para distintos tiempos

Actividad litica
Actividad proteolitica
Actividad litica

Actividad proteolitica 200 kDa

7.1.5. CGB
Para el medio CGB, en el que se obtuvo el maximo valor de densidad Optica después del

medio MRS, se observaron actividades liticas en células con agitacion, cuyos pesos
moleculares son similares a los de las bandas de actividad presentes en medio MRS
(Tabla 14).

Tabla 13. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en CGB sin agitacion

para distintos tiempos

Actividad litica

Actividad proteolitica
Actividad litica

Actividad proteolitica
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Tabla 14. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en CGB con agitacion
para distintos tiempos
Actividad litica 99y 110 kDa

Actividad proteolitica

Actividad litica

Actividad proteolitica

7.1.6. TSB + Tween 80
La adicion de un surfactante, como lo es el Tween 80, al medio TSB no tuvo efecto en el
crecimiento de P. acidilactici, sin embargo si lo tuvo en la produccién de compuestos con
actividad litica al producirse dos bandas, una 99 kDa y la otra de 110 kDa (Tabla 15). En

medio sin Tween solo se produjo una banda de proteina con actividad a 99 kDa.

Tabla 15. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en TSB+Tween 80 sin

agitacién para distintos tiempos

Actividad litica 99 y 110 kDa

Actividad proteolitica
Actividad litica

Actividad proteolitica

7.1.7. M17 + glucosa
La BAL en estudio mostr6 poca capacidad para adaptarse al medio M17 aun cuando éste
se adicionara con una fuente de carbono como la glucosa. En estas condiciones el
microorganismo produjo solamente dos bandas con actividad litica (Tabla 16) de pesos
de 99 y 110 kDa que no aparecian en el medio comercial sin monosacarido. La banda
con actividad proteolitica es de menor peso molecular en el medio modificado.
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Tabla 16. Actividad litica y proteolitica producida por P. acidilactici en M17+glucosa sin

agitacién para distintos tiempos

Actividad litica
Actividad proteolitica
Actividad litica

Actividad proteolitica

99y 110 kDa
100 kDa

Tabla 17. Resumen de actividades liticas y proteoliticas en distintos medios de cultivo en
fraccion celular

Actividad Litica Proteolitica
Medio Agitacion 250 rpm Estatico Agitacion 250 rpm Estatico
MRS 110 kDa 99y 110 kDa ND 120kDa
APT 110 kDa 110 kDa 120 kDa ND
CGB 99y 110 kDa ND ND ND
TSB ND 110 kDa ND 120 kDa
M17 ND ND ND 40 kDa
TSB+T -- 99 Y 110 kDa -- ND
M17+gluc -- 99y 110 kDa - 100 kDa

Tabla 18. Resumen de actividades liticas y proteoliticas en distintos medios de cultivo en

fraccion extracelular

Actividad Litica Proteolitica
Medio Agitacién 250 rpm Estatico Agitacién 250 rpm Estético
MRS ND ND ND ND
APT ND ND ND 66 kDay 90 kDa
CGB ND ND ND ND
TSB ND ND <60 kDa y 110 kDa ND
M17 ND ND 200 kDa 200 kDa
TSB+T ND ND ND ND
M17+gluc ND ND ND ND
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7.2. Efecto de la aireacion en la produccidon de enzimas de interés
biotecnoldgico
Se ha encontrado que la variacion en la velocidad de agitacion influye en la

homogeneidad de los componentes del medio de cultivo en los matraces lo que afecta la
disponibilidad de nutrientes para la bacteria. Algunos estudios describen el efecto de la
velocidad de agitacion en la produccién de proteasas. Cuando Bacillus sp. CR-179 crece
en condiciones de agitacién a 150 rpm la produccion de proteasas es la éptima ya que a
esta velocidad, se aumento la aireacion del medio de cultivo, lo que podria dar lugar a un
suministro suficiente de oxigeno disuelto que haga que la absorcion de nutrientes por la
bacteria también se incremente, resultando en una mayor produccion de proteasas. A
velocidades de agitacion mayores la actividad de la proteasa se podria reducir debido a
la desnaturalizaciéon de las enzimas causada por la alta velocidad de agitacion. Ademas
de verse afectada la produccién de metabolitos también puede verse afectado el
crecimiento del microorganismo, de manera que a menor crecimiento el rendimiento de
proteasas sea menor (Akhavan y Jabalameli, 2011). Este efecto de la aireacién en el
crecimiento y la produccion de metabolitos es particular para cada microorganismo. En el
presente trabajo, el crecimiento no se ve afectado de manera significativa cuando el
medio se agita a 250 rpm, pero si hay diferencias en las actividades presentadas
dependiendo de si el medio se airea 0 no.

Un punto a notar es la presencia de actividad litica s6lo en la fraccién celular, sin importar
el grado de aireaciéon al medio, mientras que la actividad proteolitica se presenta en
ambas fracciones; celular y citosdlica. Esto sugiere que hay produccién de proteasas
tanto extracelulares como intracelulares y que de las enzimas de actividad litica sélo se

han detectado intracelularmente.

7.3. Efecto de la fuente de nitrdgeno en la produccidon de enzimas de
interés biotecnoldgico por Pediococcus acidilactici ATCC 8042
Se ha observado que algunas fuentes de nitrdgeno pueden provocar un aumento en el

crecimiento de ciertos microorganismos, otras pueden afectar sélo en la produccion de
compuestos antibacterianos y algunas incluso en ambos (Akhavan y Jabalameli, 2011).
Los medios de cultivo utilizados usaron distintas fuentes de nitrégeno como lo son:

peptona proteasa, extracto de carne, extracto de levadura, digerido pancreatico de
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levadura, bactotriptona, peptona de soya, peptona de caseina. Estas fuentes tienen
distintos contenidos de nitrégeno, el cual no siempre puede ser asimilado por la bacteria
de manera eficaz, siendo mejor fuente la peptona de caseina o peptona proteasa que
ofrecen un mayor contenido de aminoacidos asimilables que los extractos de carne o
levadura.

Algunos autores han reportado que las BAL son propensas a responder a los cambios en
la disponibilidad de nitrdgeno mediante la regulacion de sus sistemas proteoliticos para
asegurar un equilibrio de nitrégeno apropiado para la célula. Se ha sugerido incluso que
di- y tri-péptidos con residuos hidrofobicos actian como moléculas efectoras en la
regulacion transcripcional de el sistema Opp, el cual regula el transporte de oligopéptidos
en la célula bacteriana, influyendo de esta manera en todo el sistema proteolitico de L.
lactis. En un estudio méas reciente, la expresion de seis unidades transcripcionales
mostraron que eran reprimidas desde 5 hasta 150 veces después de la adicion de un
hidrolizado de caseina al medio que contenia 80% péptidos y 20% de aminoacidos libres
y se veia incrementada su actividad cuando las células se encontraban en un medio en
condiciones limitadas de fuente de nitrégeno. Como el anterior, numerosos estudios han
demostrado el efecto de inhibicion por fuentes de nitrégeno en la expresion y produccion
de metabolitos proteoliticos (Savikoji et al., 2006).

En el estudio presente la mayor cantidad de nitrégeno la presenté el medio CGB vy la
menor cantidad el medio MRS (Tabla 17), estos dos medios son en los que la BAL crece
mas, el hecho de que crezca mas en medio MRS podria deberse a la presencia de otros
componentes del medio y no a la cantidad de fuente de nitrégeno.

El medio M17 y el medio TSB son en los que se presenta una mayor produccion de
proteasas; sus fuentes de nitrégeno son peptona de caseina y peptona se soya para el
medio TSB y extracto de levadura, peptona de soya, bactotriptona y extracto de carne
para el medio M17. El hecho de que en estos medio haya una mayor produccion de
proteasas puede deberse a las diferentes fuentes de nutrimentos y a la concentracion en

que estan presentes.
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Tabla 17. Contenido de nitrégeno en los medios de cultivo

Medio de cultivo Contenido de nitrogeno (% p/p)
MRS 3.46
APT 4.06
TSB 7.02
M17 4.4
CGB 8.64
7.4. Efecto de la fuente de carbono en la produccidon de enzimas de

interés biotecnoldgico por Pediococcus acidilactici ATCC 8042
La fuente de carbono es una de las variables mas estudiadas en la produccion de

proteasas, bacteriocinas, BLIS y otros péptidos antimicrobianos.

En 2005 un estudio reveld que la concentracidn de glucosa para la produccién 6ptima de
bacteriocinas era de 20 g/L (Todorov y Dicks, 2005) ya que a 30 y 40 g/L dicha actividad
se veia reducida a la mitad. El medio de cultivo que cuenta con esta concentracion de

glucosa idénea es el medio MRS.

Se ha reportado que el medio MRS es el 6ptimo para la produccién de compuestos con
naturaleza antibacteriana, debido a que les provee los requerimientos de nitrdgeno,
carbohidratos y cofactores que estimulan su produccion (Settanni et al., 2008). En el
caso particular de P. acidilactici se observdé que aunque si es capaz de producir
compuestos antibacterianos cuando se hace crecer en MRS, no es el medio que
promueve su mayor nivel de produccién de compuestos antibacterianos o de enzimas

proteoliticas.

En el caso de las proteasas, un estudio del efecto de la fuente de carbono en su
produccion por Bacillus licheniformis concluyo con anterioridad que al agregar glucosa al
medio como unica fuente de carbono se presentaba una represion catabolica debido a un

exceso de ésta en el medio (Ageitos et al., 2007).
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7.5. Efecto de otros nutrientes en la produccion de enzimas de
interés biotecnoldgico
Se ha reportado que en general el Tween 80, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso
y el citrato de amonio, no tienen efecto sobre la produccion de sustancias de caracter
inhibitorio (Settanni et al., 2008).

De Vuyst y Vandamme reportaron en que la presencia de fosfato de potasio dibasico no
tiene efecto directo sobre la produccion de bacteriocinas, sin embargo este es la mejor

fuente de iones potasio asi como agente amortiguador en el medio de cultivo.

En el caso particular de P. acidilactici ATCC 8042 el Tween 80 si tuvo un efecto sobre la
produccion de proteinas con actividad litica ya que promovié la produccion de una banda
de actividad a los 110 kDa en el caso del medio TSB, probablemente al generar una
mayor homogeneidad del medio debido a sus propiedades surfactantes.

7.6.Segunda fase experimental
Al evaluar el efecto de la aireacion en la produccion de enzimas antimicrobianas y
proteoliticas por P. acidilactici ATCC 8042 en medio MRS pudimos observar que la
agitacion incidié negativamente sobre la actividad litica ya que soOlo se producia la
proteina de 110 kDa y no ambas; la de 99 y 110 kDa, como en el cultivo sin agitacion.
Ambas proteinas ya habian sido reportadas como peptidoglucano hidrolasas (Velasco-
Pérez, 2010; Garcia-Cano et al., 2011) y se intentaron purificar para ser caracterizadas;
sin embargo, en el proceso de purificacion de la preparacion con actividad de
peptidoglucano hidrolasa no se logré la separacion eficiente de las bandas obtenidas en
el perfil proteico debido a lo cercano de los pesos moleculares, y solo fue capaz de

caracterizar la preparacion parcialmente pura (Valenzuela-Rosas, 2011).

En el grupo de trabajo se intenta clonar y expresar los genes responsables de la
produccion ambas proteinas para asi separarlas, caracterizarlas y observar el efecto

individual de estos factores sobre cada una de ellas.

Al obtenerse la fraccion de 110 kDa en el cultivo con agitacion se decidio intentar extraer
las fracciones de proteinas adheridas a membrana y observar el efecto que tienen

cuando se producen ambas y cuando solo se produce la correspondiente a 110 kDa,
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tanto en zimogramas de M. lysodeikticus como con técnicas de determinacion de halos
de inhibicion por difusiébn en agar para determinar el espectro de accion de los
antibacterianos con el objetivo de conocer mas sobre la produccion de enzimas de

interés biotecnoldgico.

7.6.1. Difusion en agar
En 2011 Garcia-Cano et al., reportaron un efecto antibacteriano de la fraccion
parcialmente pura contra una serie de microorganismos blanco tanto Gram-positivos

como Gram-negativos.

En el presente trabajo se realizaron pruebas de inhibicion de crecimiento evaluando por
difusién en agar contra los mismos microorganismos de la fraccion parcialmente pura de
la proteina de 110 kDa obtenida de medio MRS sin agitacion y se compararon los

resultados con los reportados por Garcia-Cano (2011).

Tabla 18. Espectro antibacteriano reportado por Garcia-Cano (2011) para la preparacion
gue contiene las proteinas de 99y 110 kDa y para la que sélo tiene la de 110 kDa

Espectro antibacteriano de las | Espectro antibacteriano de la
PGHs de 99y 110 kDa PGH de 110 kDa
(Garcia-Cano et al., 2011)
Microorganismo mm inhibicibn/mg proteina mm inhibicibn/mg proteina
Gram +
Bacillus cereus 206.4 44.99
Bacillus subtilis 127.2 38.24
Streptococcus pyogenes 188.9 50.99
Staphylococcus aureus 180.2 Actividad en gel
Enterococcus faecium 99.4 ND
Enterococcus faecalis 88.9 ND
Listeria monocytogenes 77.8 ND
Pediococcus acidilactici 89.6 ND
Lactobacillus paracasei 79.2 ND
Gram —
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Salmonella enterica 200.6 ND
Typhimurium
Escherichia coli 76.6 Actividad en gel
Pseudomonas aeruginosa 0 ND

ND= No detectado

El espectro antibacteriano obtenido para la proteina de 110 kDa abarca un menor

namero de microorganismos y presenta halos de inhibicion menores.

Lo anterior sugiere que la actividad contra E. faecium, E. faecalis, L. monocytogenes, P,

acidilactici, L. paracasei, S. typhimurium, y E. coli, se debe a la proteina de 99 kDa y que

para el resto de los microorganismos podria haber una actividad sinérgica de las dos

proteinas. Esta hipétesis solo podria comprobarse si se purifica la proteina de 110 kDa y

99 kDa, para hacer pruebas y espectros de inhibicion con cada proteina por separado.

53




8. Conclusiones

Los distintos medios para el cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 empleados en
este trabajo ejercieron un efecto sobre el crecimiento del microorganismo y su
capacidad de producir enzimas con actividad litica y proteolitica. Crecié en los
medios MRS, APT, TSB, M17, CGB, TSB suplementado con Tween 80 y M17
adicionado de glucosa. Los mayores valores de crecimiento determinado
indirectamente por densidad optica, se alcanzaron en medio MRS con un valor de

densidad éptica de 2.85 y el menor en M17 con 0.30.

La mayor velocidad especifica de crecimiento se presentd cuando el
microorganismo se hizo crecer en medio CGB sin agitacion con un valor de 0.68 h
!y la velocidad més baja se presenté en el medio M17 suplementado con glucosa

con un valor de p de 0.018 h™.

La aireacion afectd los valores de velocidad especifica de crecimiento, que
disminuyeron en casi todos los casos. La produccién de enzimas con actividad

litica y proteolitica también es susceptible al efecto de la agitacion.

Se observé la produccién de dos enzimas con actividad litica contra M.
lysodeikticus (99 y 110 kDa), las cuales se localizaron en la fraccién celular. Se
observé actividad proteolitica tanto en la fraccién celular como en la extracelular, y
se detectaron ocho proteinas con esta actividad, en un intervalo de peso de entre
40 y 200 kDa.

En los medios TSB y M17 se presenta una mayor produccion de enzimas
proteoliticas con actividad contra gelatina. Esto sugiere que las fuentes de
carbono y nitrogeno, que se encuentran en mayores cantidades en los otros
medios de cultivo, pueden ejercer un efecto de regulacion en la produccion de
proteasas, cuya produccion se favorece ante la limitacion de nutrientes en los
medios TSB Y M17.
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En medio MRS sin agitacion la bacteria es capaz de producir dos enzimas con
actividad de 99 y 110 kDa, sin embargo la produccion de la proteina de 99 kDa se

suprime al aumentar la concentracion de aire al medio con agitacion.

La proteina de 110 kDa tiene actividad contra B. cereus, B. subtilis, S. pyogenes,
S. aureus y E. coli. El espectro antimicrobiano es menor que el reportado cuando
las dos proteinas estan presentes (99 y 110 kDa), la cual podria sugerir un efecto

sinérgico o de cooperatividad entre ambas.
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