UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Estudio de la actividad peptidoglicano hidrolasa

extracelular nativa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA:
AMARANTA ITZEL CORONA OSORIO

CIUDAD UNIVERSITARIA,CD.MX. 2018



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: Profesora: Sandra Pérez Munguia
VOCAL: Profesor: Francisco Ruiz Teran

SECRETARIO: Profesor: Euclides Avila Chavez
1er. SUPLENTE: Profesor: Genaro Jiménez Reyes

2°SUPLENTE: Profesora: Amelia Farrés Gonzalez-Saravia

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA
Este trabajo se desarroll6 en el laboratorio 300 del Departamento de Alimentos y

Biotecnologia, Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM. Circuito de la

Investigacion Cientifica s/n Ciudad Universitaria, Coyoacéan, Ciudad de México.

ASESOR DEL TEMA:

M. en C. Sandra Pérez Munguia

SUPERVISOR TECNICO:

Dra. Amelia Farrés Gonzalez-Saravia

SUSTENTANTE:

Amaranta Itzel Corona Osorio



Contenido
Lista de abreviaturas, acronimos y simbolos
indice de figuras
indice de tablas
Resumen
1. Introduccion
Antecedentes
Enunciado problema
Hipotesis
Objetivos
Objetivo general
Objetivos particulares
2. Marco tedrico
2.1 Bacterias acido lacticas
2.2 Género Pediococcus
2.3 Bioconservacion
3. Estructura del peptidoglicano
3.1 Peptidoglicano hidrolasas
3.2 Clasificacion y funcién de las peptidoglicano hidrolasas
3.3 Aplicacién de las peptidoglicano hidrolasas en alimentos
4. Proteasas
4.1 Clasificacion de las proteasas
5. Métodos de purificacion y concentracidon de proteinas
5.1 Precipitacion de proteinas
5.1.1 Fraccionamiento con sulfato de amonio
5.1.2 Precipitacion con acido tricloroacético

5.2 Didlisis y ultrafiltracion

Vi

vii

N o b~ A W W W W W DN

N N PR R R R R R R
= O O 00 00 N N o o9 W -



6. Métodos electroforéticos

6.1
6.2

6.3

Antecedentes histéricos

Fundamento de la electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Zimografia

7. Métodos cromatograficos

7.1

Fundamento y clasificacion

8. Materiales y metodologia

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Preparaciéon del medio de cultivo, in6culos y fermentacion de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042
8.1.1 Preparacion del MRS modificado
8.1.2 Preparacion de indculos y fermentacién
Fraccionamiento y concentracion de las proteinas del
sobrenadante de cultivo
Cuantificacion de la proteina soluble por el método modificado
de Lowry
Determinacion del perfil electroféretico por SDS-PAGE
8.4.1 Deteccidn de la actividad litica y proteolitica
extracelular mediante zimografia
8.4.2 Limite de deteccion de BSA con azul de Coomassie
R-250
Purificacion mediante cromatografia de intercambio iénico
8.5.1 Preparacion de las disoluciones amortiguadoras

8.5.2 Desarrollo del método y preparaciéon de la muestra

9. Resultados y Discusién

10. Conclusiones

11. Referencias bibliograficas

22
22
24

25
27
27

30
31

31
31
32

32

33
34

35

35
35
35
37
59
60



Apéndice A.
Apéndice B.
Apéndice C.
Apéndice D.

Apéndice E.

Apéndice F.

Comparacion del medio MRS original y MRS modificado
Curvas de calibracion de albumina sérico bovina
SDS-PAGE y zimografia. Formulacion del gel
concentrador y del gel separador

Controles positivos para la deteccion de actividad litica y
proteolitica

Limite de deteccién de BSA con azul de Coomassie
R-250

Especificaciones de la columna HiPrep SP FF 16/10

72

73
78

79

80

81



Lista de abreviaturas, acrénimos y simbolos

aa
Ala
Ami
APS
ATCC
BAL
BLIS
BSA
Gluc
G+C
CaCl;
CHAPS
Cll
CLSI
cm
CMC
CO2

EE. UU.

FAO
FDA
Glu
Gly

GRAS

HCI
H>0O>

aminoéacido

alanina

dominio N-acetil-L-alanina amidasa

persulfato de amonio (por sus siglas en inglés)

American Type Culture Collection

bacterias acido lacticas

sustancias inhibitorias tipo bacteriocinas (por sus siglas en inglés)
albumina sérico bovina (por sus siglas en inglés)

dominio N-acetilglucosaminidasa

contenido de guanina mas citosina

cloruro de calcio

sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano
cromatografia de intercambio idnico

Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (por sus siglas en inglés)
centimetro

concentracion micelar critica

diéxido de carbono

Estados Unidos

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (por sus siglas en inglés)

Administracion de Medicamentos y Alimentos (por sus siglas en inglés)
gramo

acido glutamico

glicina

generalmente reconocidos como seguros (por sus siglas en inglés)
hora

acido clorhidrico

perdxido de hidrégeno



kDa
KOH
Lys

m-DAP
mg

min

mL

mm
mM
MPa
MRS
MWCO
N

NacCl
NAG
NAM
NaOH
NH3
(NH4)2S04
nm
OMS
p22
PAGE
PG
PGH
pH

psi
QPS
RNA

kilodalton

hidréxido de potasio

lisina

molar

acido meso-diaminopimélico
miligramo

minuto

mililitro

milimetro

milimolar

megapascal

medio de cultivo de De Man-Rogosa-Sharpe
corte de peso molecular (por sus siglas en inglés)
Normal

cloruro de sodio
N-acetilglucosamina

acido N-acetilmuramico

hidroxido de sodio

amoniaco

sulfato de amonio

nanémetro

Organizacién Mundial de la Salud

vector de expresion

electroforesis en gel de poliacrilamida (por sus siglas en inglés)

peptidoglicano
peptidoglicano hidrolasa
potencial de hidrégeno

libras por pulgada cuadrada (por sus siglas en inglés)

presuncion calificada de seguridad (por sus siglas en inglés)

acido ribonucleico (por sus siglas en inglés)



r.p. m.
s

SDS
Ser

Std
TCA
TEMED

Tris-base

revoluciones por minuto

segundo

dodecil sulfato de sodio (por sus siglas en inglés)
serina

estandar de peso molecular

acido tricloroacético

N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina

tris (hidroximetil) aminometano

Triton X-100 polietilenglicol ter-octilfenil éter

Tween 80
UF
uv
Vv
viv
wiv
°C
MQ
Hg
ML
Mm
%
% T
% C

monooleato de sorbitan
ultrafiltracion

ultravioleta

volt

volumen/volumen
peso/volumen

grado Celsius

megaohm

microgramo

microlitro

micra

porciento

contenido de acrilamida y bisacrilamida
contenido de bisacrilamida



indice de figuras

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

Arbol filogenético de las BAL de acuerdo a su secuencia de RNA

ribosomal

Representacion de la estructura del peptidoglicano bacteriano (A).

Enlace del &cido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina en la
cadena de glicano y unién del tetrapéptido al 4cido
N-acetilmuramico (B)

Sitios de reconocimiento de las PGH en la pared celular de

Escherichia coli (a) y Staphylococcus aureus (b)

Principio basico del mecanismo de precipitacion de proteinas
Mecanismo de didlisis

Esquema general de la técnica de zimografia

Sistema de cromatografia

Principales tipos de cromatografia

Diagrama de la estrategia experimental para el estudio de la PGH
extracelular de P. acidilactici ATCC 8042

Perfil de proteinas por SDS-PAGE (10% T). Deteccion de la
actividad litica termoestable (85 °C/10 min) en medio reductor en
Micrococcus lysodeikticus (10% T)

Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Diferentes métodos
de tincién de geles de poliacrilamida

Actividad proteolitica de P. acidilactici ATCC 8042 (12.5% T)

Deteccidén de la actividad litica termosensible en medio no reductor

en Micrococcus lysodeikticus y Listeria innocua (16.5% T).
Perfil de proteinas por SDS-PAGE (16.5% T)

Separacion cromatografica por intercambio catiénico

12

16

18

21
26
28

29
30

40

41

43
44

45



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura B1

Figura B2

Figura B3

Figura D1

Figura E1

Figura F1

Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Comparacion entre

dos métodos de precipitacion de proteinas
Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Fraccién 70.

Deteccién de la actividad litica termosensible en medio no reductor

en Micrococcus lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes (12.5% T)

Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Pico |. Deteccion
de la actividad litica termosensible en medio no reductor en
Micrococcus lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes (12.5% T)

Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Pico Il. Deteccion
de la actividad litica termosensible en medio no reductor en
Micrococcus lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes (12.5% T)

Construccién de subclonas a partir de la PGH bifuncional de
99 kDa

Curva de calibracién de BSA por el método modificado de Lowry
(DC Protein Assay)
Curva de calibracién de BSA por el método modificado de Lowry

Curva de calibracion de BSA por el método de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay)

Controles positivos de la actividad litica y proteolitica por
zimografia (12.5% T) y perfil de proteinas por SDS-PAGE
(12.5% T)

Limite de deteccion de BSA por SDS-PAGE (12.5% T)

Columna HiPrep SP FF 16/10

50

52

54

55

56

77

79

80
81



indice de tablas

Tabla 1

Tabla 2
Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla Al

Tabla B1

Tabla B2

Tabla C1

Tabla F1

Clasificacion de bacteriocinas producidas por las bacterias

Gram-positivas
Modificaciones en la cadena de glicano del peptidoglicano

Primer fraccionamiento de las proteinas del sobrenadante de
cultivo neutralizado de P. acidilactici ATCC 8042

Segundo fraccionamiento de las proteinas del sobrenadante de
cultivo neutralizado de P. acidilactici ATCC 8042

Comparacion entre los distintos métodos utilizados en la
cuantificacion de proteina de cada una de las fracciones
obtenidas a partir del sobrenadante de cultivo neutralizado

de P. acidilactici ATCC 8042

Estudios de biologia molecular sobre las PGH recombinantes de
110 kDa y 99 kDa de P. acidilactici ATCC 8042

Formulacién del medio MRS

Solucion de Cobre-Tartrato-Carbonato para la elaboracion del
reactivo A

Micrométodo para la cuantificacion de proteina con el reactivo
de Bradford

Formulacién del gel concentrador y del gel separador

Especificaciones de la columna HiPrep SP FF 16/10

10

14
39

a7

48

58

72

75

77

78
81

Vi



Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la actividad peptidoglicano hidrolasa
extracelular nativa producida por Pediococcus acidilactici ATCC 8042, potencialmente
responsable de la actividad antimicrobiana observada en un sistema modelo carnico.

La peptidoglicano hidrolasa intracelular de 99 kDa es la enzima mejor caracterizada
de P. acidilactici ATCC 8042 y presenta un amplio espectro antimicrobiano. Sin
embargo, el grupo de trabajo no ha reportado actividad litica extracelular del
microorganismo, en contraste con los recientes estudios en donde se encontrd
actividad litica en los sobrenadantes concentrados de cultivo de la misma cepa contra
dos microorganismos de importancia sanitaria en alimentos: Pseudomonas

aeruginosa y Listeria monocytogenes.

En este estudio, la actividad litica extracelular se concentré con sulfato de amonio y
se purificO por cromatografia de intercambio i6nico. En la fraccidbn semipura se
detectaron dos bandas con actividad litica termoestables sobre células de
Micrococcus lysodeikticus (microorganismo de referencia) de 80 kDa y 14 kDa, pero
no en Listeria monocytogenes ni en Staphylococcus aureus. La mayor actividad
correspondio a un perfil de bandas liticas termolabiles de aproximadamente (26, 15,
14 y 13) kDa sobre S. aureus y en menor medida sobre L. monocytogenes. El bajo

rendimiento de la purificacién impidio la caracterizacion de la actividad antibacteriana.

Las subclonas de la enzima bifuncional de 99 kDa mostraron una mayor actividad litica
sobre M. lysodeikticus, pero sus pesos moleculares no coinciden con los encontrados
en este trabajo. Por lo anterior, las PGH de bajo peso molecular serian las

responsables del fenébmeno de bioconservacion observado en el embutido tipo salami.

Vil



1. Introduccion

En los Ultimos afios se ha presentado una marcada tendencia por el consumo de
alimentos saludables, naturales, organicos, listos para su consumo y minimamente
procesados, que demandan desarrollar nuevas estrategias para producir alimentos
seguros, libres de conservadores quimicos, con vida de anaquel extendida sin la
necesidad de aplicar tratamientos térmicos excesivos que pueden afectar las

caracteristicas organolépticas y nutricionales de los alimentos (Anany et al., 2015).

La bioconservacion es una estrategia util en donde los microorganismos combaten a
otros microorganismos. Con el fin de inhibir la proliferacion de las células rivales los
microorganismos producen una amplia gama de compuestos antimicrobianos de bajo
peso molecular o de naturaleza proteinica como las bacteriocinas, sustancias
inhibitorias tipo bacteriocinas y las peptidoglicano hidrolasas. Dichos compuestos
pueden ser producidos en el alimento durante la fermentacion o se pueden adicionar

como extractos crudos concentrados o en su forma pura (Davidson et al., 2015).

Las bacterias acido lacticas tienen una larga historia de uso en la elaboracion de
alimentos fermentados por su contribucion al sabor, aroma y textura, que le otorgan
caracteristicas unicas al producto final (De Vuyst y Leroy, 2007). Ademas de que por
sus propiedades antimicrobianas extienden la vida util de los alimentos, las bacterias
acido lacticas estan sujetas a continua investigacion debido a sus potenciales
beneficios relacionados con la salud humana (Chapot-Chartier y Kulakauskas, 2014).

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) de
Estados Unidos, aprueba el uso de las bacterias &cido lacticas o sus metabolitos para
mejorar la calidad sanitaria de los alimentos ya que poseen el estatus GRAS

(generalmente reconocidos como seguros, por sus siglas en inglés).



Antecedentes

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 y sus sobrenadantes de cultivo ejercieron un
efecto conservador en un sistema modelo carnico a las 96 h de fermentacién. Si bien,
el efecto mas importante se logré utilizando las células completas, se demostrd
actividad antimicrobiana en los sobrenadantes de cultivo, neutralizados vy
concentrados, sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538P y Listeria innocua ATCC
33099 mediante pruebas de difusion en agar y cuenta en placa, logrando observar el
dafio celular por microscopia electronica de barrido (Llorente-Bousquets, 2008).
Mediante técnicas electroforéticas, se detecté una banda de actividad litica sobre
Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 de aproximadamente 110 kDa y dos proteasas
de 107 kDa y >200 kDa. Ambas actividades fueron consideradas responsables del
efecto antibacteriano (Llorente-Bousquets et al., 2008).

Recientemente se encontré en los sobrenadantes de cultivo concentrados de P.
acidilactici ATCC 8042 actividad litica contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
(Munguia-Villavicencio, 2015) y L. monocytogenes ATCC 15313 (Del Castillo-Nufiez,
2017). Al no haberse encontrado, por técnicas moleculares, el gene responsable de
la sintesis de pediocinas (Nes y Holo, 2000; Mora et al., 2003; Llorente-Bousquets,
2008), existe la posibilidad de que la cepa de este estudio produzca sustancias
extracelulares diferentes a las bacteriocinas y que la actividad antibacteriana sea
debido a la accion de una peptidoglicano hidrolasa (PGH). Las PGH hidrolizan enlaces
especificos del peptidoglicano, considerado el talon de Aquiles de la mayoria de las
bacterias dada su naturaleza conservada, esencial y accesible (Russell et al., 2011).

Lo anterior permitiria el disefio de nuevas estrategias para combatir a las bacterias
causantes del deterioro y de las enfermedades transmitidas por alimentos y de manera
particular, a las cepas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus
resistentes a antibidticos, incluidas en la lista de patdgenos prioritarios que
recientemente dio a conocer la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017).



Enunciado problema

¢,Produce Pediococcus acidilactici ATCC 8042 una peptidoglicano hidrolasa

extracelular?

Hipotesis

La actividad antibacteriana presente en los sobrenadantes de cultivo Pediococcus
acidilactici ATCC 8042 es debido a una peptidoglicano hidrolasa.

Objetivo general

Estudiar la actividad peptidoglicano hidrolasa extracelular nativa de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042.

Objetivos particulares

e Obtener sobrenadante libre de células con actividad litica en el microorganismo
de referencia.

e Monitorear las etapas de purificacion por electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio y la actividad litica y proteolitica mediante
zimografia.

e Comparar los resultados con los estudios de las peptidoglicano hidrolasas
recombinantes reportadas para determinar si se trata de la misma proteina.

e Determinar si Pediococcus acidilactici ATCC 8042 presenta actividad

proteolitica extracelular.



2. Marco teodrico

2.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) engloba a un grupo heterogéneo de
microorganismos cuya caracteristica principal es la produccién de acido lactico a partir
de la fermentacidbn de azucares. Son Gram-positivas, no esporulados, catalasa
negativo, acido-tolerantes, aerotolerantes, usualmente cocos o bacilos no moviles con
bajo contenido de guanina-citosina (G + C), a excepcion de algunas especies
pertenecientes a los géneros de Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y
Carnobacterium (Mozzi, 2016).

A este grupo pertenecen los géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Oenococcus, Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella como se
muestra en el arbol filogenético (Leroi, 2010; Khalid, 2011; Chapot-Chartier y
Kulakauskas, 2014) (Figura 1).

Las BAL pueden fermentar hexosas como glucosa, manosa, galactosa o fructosa por
la via homofermentativa en la que el producto final es el acido lactico, o la via
heterofermentativa en la que, ademas de acido lactico, se produce etanol (o acido
acético) y COo.

La actividad antimicrobiana producida por las BAL se debe principalmente a la
produccién de &cidos organicos como el acido lactico y el &cido acético, con la
consecuente disminucion de pH; por la competencia por nutrimentos; produccion de
diacetilo, CO», H20O2 y bacteriocinas, entre otros metabolitos (Koch, 2004; O’'Bryan et
al., 2015).
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FIGURA 1. Arbol filogenético de las BAL de acuerdo a su secuencia de RNA

ribosomal. Fuente: Von Wright y Axelsson, 2012.

Las BAL poseen el estatus GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros, por

sus siglas en inglés) por la FDA y de QPS (Presuncion Calificada de Seguridad, por

sus siglas en inglés) por la Unién Europea, lo que significa que pueden utilizarse sin

una previa autorizacion (Koch, 2004; O’Bryan et al., 2015). En México esta autorizado

el uso de las BAL y de Bifidobacterium?! para la elaboracion de algunos productos

lacteos fermentados como el yogurt y como cultivos iniciadores para la maduracion de

guesos y embutidos.

! Algunos autores consideran a Bifidobacterium en esta clasificacion debido a su actividad probidtica,

pero estas bacterias son genéticamente diferentes a las BAL (O’Bryan et al., 2015).



2.2 Género Pediococcus

Pediococcus? (del griego pedium, superficie plana, y coccus, baya o grano) son las
Unicas BAL que se dividen alternadamente en dos direcciones perpendiculares para
formar tétradas. Las células son invariablemente esféricas y producen acido lactico a
partir de glucosa, pero no gas (Simpson y Taguchi, 1995). Las 12 especies
generalmente reconocidas son: Pediococcus acidilactici, Pediococcus claussenii,
Pediococcus cellicola, Pediococcus damnosus, Pediococcus inopinatus, Pediococcus
parvulus, Pediococcus pentosaceus (con dos subespecies pentosaceus e
intermedius), Pediococcus stilesii, Pediococcus argentinicus, Pediococcus
ethanolidurans, Pediococcus lolii y Pediococcus siamensis (De Vos et al., 2009).

Son microorganismos no moviles, anaerobios facultativos, catalasa y bencidina
negativos y su temperatura éptima de crecimiento es entre 30°C a 37°C. El pH 6ptimo
de crecimiento es entre 6.5 a 6.0 (Holland et al., 2011; Raccach, 2014). La mayoria
de las especies que conforman este género (excepto P. damnosus) pueden crecer en
presencia de entre 4% y 6.5% de NaCl. Son quimiorganotrofos y requieren ciertos
microcomponentes para crecer (vitamina B12, vitamina Bg y biotina, metioninay lisina,

asi como magnesio, calcio, zinc y manganeso) (Raccach, 2014).

La mayoria de las pediocinas producidas por Pediococcus pertenecen a la clase de
bacteriocinas lla (pediocina PA-1 y pediocina AcH) y son activas contra Listeria
(Raccach, 2014; Porto et al., 2017). Las pediocinas no son muy efectivas para evitar
la germinaciéon de esporas, pero son mas efectivas que la nisina en productos
carnicos, por lo que Pediococcus se emplea como cultivo iniciador en la elaboracion
de algunos embutidos como el salami y también como cultivo secundario en la

maduraciéon de algunas variedades de quesos (Danilovic et al., 2011; Holland et al.,

2 El género Pediococcus fue descrito por primera vez en 1884 por Wochnschre F. Balcke entre las

cepas que deterioraban a la cerveza (Simpson y Taguchi, 1995).



2011; Kotozyn-Krajewska y Dolatowski, 2012). Comercializadas como ALTA® inhiben

el desarrollo de Listeria monocytogenes en productos céarnicos (Porto et al., 2017).

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es homofermentativa, capaz de disminuir el pH
en los alimentos en los que se desarrolla debido principalmente a la produccién de
acido lactico, previniendo o retrasando considerablemente el desarrollo de otros
microorganismos competitivos e inclusive algunos patdégenos (Llorente-Bousquets,
2008). Se sabe que es una cepa no productora de bacteriocinas (Nes y Holo, 2000;
Mora et al., 2003; Llorente-Bousquets, 2008).

2.3 Bioconservacion

Los compuestos antimicrobianos se pueden dividir en dos categorias:

a) compuestos aislados de animales, plantas o microorganismos, por ejemplo:
aceites esenciales, bacteriocinas y enzimas/proteinas como lisozima,
lactoferrina, protamina y endolisinas.

b) organismos vivos como bacterias antagonistas y bacteriéfagos.

Un antimicrobiano natural debe de reunir varias caracteristicas: 1) ser efectivo a bajas
concentraciones, 2) barato, 3) no debe de modificar las propiedades sensoriales del
producto, 4) inhibir a un amplio espectro de microorganismos causantes del deterioro
y patégenos y 5) no debe de ser toxico (Davidson et al., 2015).

La bioconservacion es una estrategia util para extender la vida de anaquel de los
alimentos. Con el fin de inhibir la proliferacion de las células rivales, los
microorganismos producen una amplia gama de compuestos. La mayor parte de las
investigaciones sobre bioconservacion estan enfocadas en el estudio y aplicaciéon de

las bacteriocinas (Koch, 2004) y en las sustancias inhibitorias tipo bacteriocinas



(BLIS®). Estos metabolitos son producidos en diferentes concentraciones
dependiendo de la cepa y pueden tener efecto bactericida o sélo bacteriostatico.
Algunos de estos metabolitos inhiben a una amplia gama de bacterias patdégenas,
mientras que otras solo muestran actividad contra un nimero reducido de las mismas
(Koch, 2004).

Las bacteriocinas son proteinas de bajo peso molecular de sintesis ribosémica. Su
mecanismo bactericida varia e incluye la formacion de poros en la membrana e
inhibicién de la sintesis del peptidoglicano (PG) (Schirru et al., 2014). Se clasifican con
base a sus caracteristicas bioquimicas, a su termoestabilidad, presencia o ausencia
de modificaciones postraduccionales y accion antimicrobiana (Tabla 1) (Ahmad et al.,
2017).

La nisina* (3.5 kDa), producida por Lactococcus lactis subsp., lactis, es el lantibiético
mas conocido, es activa contra Gram positivos e inhibe la germinacion de esporas de
Clostridium. La primera preparacion comercial fue hecha por Aplin y Barret en 1953.
Su uso como conservador en la Industria Alimentaria fue aprobado por la FAO y la
OMS en 1969, por la Unién Europea en 1983 (E 234) y adquiri6 el estatus GRAS por
la FDA en 1988. Las cepas de L. lactis productoras de nisina se utilizan como cultivos
iniciadores para la producciéon de queso® Gouda -libre de nitratos- a fin de evitar el
desarrollo de las esporas de Clostidium tyrobutyricum, ademas inhibe el desarrollo de
Listeria monocytogenes en queso Cottage y en queso Camembert (Elsser-Gravesen
y Elsser-Gravesen, 2014; O'Bryan et al., 2015).

3 El acrénimo BLIS fue propuesto por Tagg y Ragland (1991) en una serie de estudios epidemioldgicos
sobre la propagacion y supervivencia de estreptococos salivares y estafilococos en superficies como
cristal, plastico, etc.

4 La propiedad antimicrobiana de la nisina se observé por primera vez en 1928, cuando se encontrd
que la inhibicién de un cultivo l4cteo iniciador no era causada por fagos sino por una cepa de L. lactis
(Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2014).

® La aplicacion de la nisina para la conservacion de productos lacteos se sugirié en 1951 a fin de evitar

la hinchazén tardia del queso tipo suizo (Elsser-Gravesen y Elsser-Gravesen, 2014).



Ademas de las bien caracterizadas bacteriocinas grado alimentario mas abundantes,
las de clase | (los lantibiéticos, incluida la nisina) y las de clase Il (incluidas las
bacteriocinas antilisteriales tipo pediocina) los nuevos grupos de péptidos ofrecen

oportunidades potenciales para su aplicacion en alimentos (Tabla 1) (Elsser-Gravesen
y Elsser-Gravesen, 2014).



TABLA 1. Clasificacion de bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-positivas.
Clase Caracteristicas Subclase Caracteristicas particulares Ejemplos
generales
Lantibidticos, péptidos £ L Nisina (Lactococcus lactis subsp. lactis)
termoestables (< 5 kDa) Tipo A %?E:;jgz t;'ﬁiﬂgaggrs] Caaggpgggﬁﬁlacon Lacticina S (Lactobacillus sake L45)
Clase | constituidos por 19-34 ' '
aa. Contienen residuos
de aa modificados como . Péptidos globulares y compactos, con .
lantioninas. Tipo B carga negativa o neutros. Mutacina Il (Streptococcus mutans T8)
Bacteriocinas  tipo pediocinas Acidocina A (Lactobacilus acidophilus TK9201)
producidas principalmente por las L bacill K
Clase lla cepas de Pediococcus, Lactobacilus Bavgnr_:maA(Lacto actiius sa e_l\/!140.1).
' X '’ Pediocina PA-1 (Pediococcus acidilactici PAC
Leuconostoc y Enterococcus que tienen
- o 1.0)
antibict actividad contra Listeria.
é lt\ilg(;: ?;Irr%(glecsotz’bl es Bacteriocinas cuya actividad depende Lactococina G (Lactococcus lactis)
pep L Clase llb de la accién complementaria de dos Lactacina F (Lactobacillus johnsonii)
(< 10 kDa) constituidos éptidos Plantaricina J/K (Lactobacillus plantarum
Clase Il por 37-58 aa con alto peptidos. Ict ( Hus p um)
contenido de glicina que Bacteriocinas ciclicas cuyos extremos Acidocina B (Lactobacillus acidophilus M46)
no contienen aa Clasellc amino y carboxilo estan unidos Gasericina A (Lactobacillus gasseri LA39)
modificados. covalentemente. Uberolisina (Streptococcus uberis 42)
Lacticina Z (Lactococcus lactis QU14)
Péptidos lineales de un solo Carnobacteriocina A (Carnobacterium
Clase lld : . .
componente, tipo no pediocina. piscicola LV17A)
Enterocina Q (Enterococcus faecium L50)
Helveticina J (Lactobacillus helveticus 481)
Proteinas termolabiles Mayormente producidas por el género Enterolisina A (Enterococcus faecalis)
Clase llI y P 'as p g Lactococina 972 (Lactoccus lactis IPLA
(> 30 kDa). Lactobacillus. ; . )
Lisostafina (Staphylococcus simulans subsp.
staphylolyticus)
Proteinas con . .
Clase IV modificaciones i Lacestrepsina (Streptococcus lactis)

postraduccionales.

Lactocina 27 (Lactobacillus helveticus LS18)

Adaptado de Kaskoniené et al., 2017.
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3. Estructura del peptidoglicano

La pared celular le confiere a la célula su forma y proteccion frente a la presion
osmotica. La estructura superficial de las bacterias contienen compuestos Unicos
(acido muradmico, a, e-acido diaminopimélico®, D-aminoacidos, acidos teicoicos,
etc.) (Madigan et al., 2009). Aunque se conocen mas de 100 variaciones en la
composicion quimica del peptidoglicano (PG) de las bacterias (mureina’)
esencialmente su estructura es la misma (Hammond et al., 1984; Labischinski y
Maidhof, 1994).

El PG es un heteropolimero constituido por cadenas lineales de hasta 200 unidades
repetidas del disacarido de N-acetilglucosamina (NAG) y el acido N-acetilmuramico
(NAM), unidos mediante el enlace glicosidico B(1—4), y por pequefias cadenas
entrecruzadas de oligopéptidos (Figura 2A). El lactilo del NAM esta unido a un
tetrapéptido de composicion conservada: L-alanina (L-Ala), &cido D-glutamico (D-
Glu), &cido diaminopimélico (DAP) y D-alanina (D-Ala) (Figura 2B). Los
tetrapéptidos unen a dos cadenas de glicano adyacentes para formar la estructura
caracteristica del PG (Tortora et al., 2007; Vollmer et al., 2008; Madigan et al., 2009;
Sharma et al., 2016).

Sélo el analisis detallado del PG de un amplio nimero de bacterias ha revelado
variaciones importantes en su composicion quimica. El acido meso-diaminopimélico
(m-DAP) se encuentra en todas las bacterias Gram negativas y en algunas Gram
positivas (por ejemplo, en Listeria y Bacillus), pero la mayoria de los cocos Gram
positivos (Staphylococcus aureus, Micrococcus lysodeikticus, Streptococcus

6 El acido diaminopimélico, es un aminoéacido dibasico y dicarboxilico, es precursor de la lisina
(Vollmer et al., 2008).
7 La pseudomureina de las arqueobacterias esta constituida por N-acetilglucosamina y acido N-

acetiltalosaminurdnico unidos mediante enlaces p(1—3) (Hammond et al., 1984).
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faecium, Leuconostoc mesenteroides) poseen L-lisina (L-Lys) y otras especies
contienen L-ornitina, L-acido diaminobutirico o L-homoserina (Hammond et al.,
1984). El residuo del m-DAP permite la formacion de un enlace peptidico directo
(3—4), entre el e-amino libre de un péptido y el carboxilo de la D-Ala de un segundo
péptido, en la mayoria de las bacterias Gram negativas, o un puente interpeptidico
constituido por uno o hasta siete residuos de aa (Gly, L-Ala, L- o D-Ser, D-Asx8, L-
0 D-Glu, entre otros) (Vollmer et al., 2008; Madigan et al., 2009; Sharma et al., 2016).

N-acetilglucosamina  dcide N-acetimuramica B
CHROH CHOH
0,
“o-Kon o -~
o
KHCOCH | HHCOCHy
CHy=CH=L0
T
L-alanina CHy- FH
_________ . e
]
n}‘.‘H—nﬂﬂH
iicido D-glutamico ‘f"e
e
L=
N-acetilglucosamina | H /S0OH
= i L #cido meso-diaminopimélico  CH= CHy=CHy CHe- tﬂ
dcido N-acetilmuramico 4';::: HH3z
Lalepeas ] | TT/EEsssTTTTTTTT T
: : |
dcido D-glutamico o f oE
ekt mese-dinminopmiies D-alanina COBH—EH
D.alanina y CHy

FIGURA 2. Representacion de la estructura del peptidoglicano bacteriano (A).
Enlace del acido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina en la
cadena de glicano y unién del tetrapéptido al acido N-acetilmuramico
(B). Adaptado de Hammond et al., 1984.

El D-Glu del tetrapéptido del NAM esta unido a la L-Ala mediante su a-amino, pero
unido al m-DAP mediante el y-carboxilo, quedando libre el a-carboxilo en varias
especies, como amida en S. aureus, Corynebacterium diphtheriae, Clostridium
perfringens y Lactobacillus plantarum o formando un enlace peptidico con un

8 Asx hace referencia al acido aspartico o a la asparagina (Vollmer et al., 2008).
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residuo de glicina en Micrococcus lysodeikticus [L-Ala-y-(a-D-Glu-Gly)-L-Lys-D-Ala]
(Vollmer et al., 2008).

Aproximadamente el 20% de los tetrapéptidos del NAM participan en el
entrecruzamiento en E. coli y hasta el 90% en S. aureus (Hammond et al., 1984).
Debido a que en S. aureus las cadenas de glicano son cortas, el alto grado de
entrecruzamiento, mediante puentes de cinco residuos de glicinas, le permite contar
con una estructura funcional. El puente interpeptidico de pentaglicina es un
componente Unico del PG de S. aureus y, por tanto, el substrato especifico para la
lisostafina, una de las PGH mas conocidas (Szweda et al., 2012).

Una caracteristica notable del PG de Listeria es su similitud con el de las bacterias
Gram negativas como E. coli. La desacetilaciéon parcial de los residuos del NAG es
otra caracteristica del PG de Listeria (Bierne y Cossart, 2007).

Las principales modificaciones de la cadena de glicano son: N-desacetilacién, O-
acetilacién y N-glicolacién (Tabla 2) (Vollmer, 2008). La pérdida de la susceptibilidad
de S. aureus a la lisozima® es debido a la O-acetilacién del Ce de los residuos del
NAM (Vollmer, 2008).

3.1 Peptidoglicano hidrolasas

Las bacterias poseen varias enzimas que pueden degradar su propia pared celular
y la de otros microorganismos (Lortal et al., 1997). La autdlisis es un proceso
complejo que involucra a glicosidasas y peptidasas que se clasifican con el nombre
genérico de peptidoglicano hidrolasas (Chapot-Chartier, 1996). Las PGH hidrolizan
enlaces especificos del PG (Chapot-Chartier y Kulakauskas, 2014).

9 Alexander Fleming describié una sustancia capaz de lisar suspensiones de Micrococcus

lysodeikticus (ahora conocido como Micrococcus luteus) y la nombra lisozima (Fleming, 1922).
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TABLA 2.

Modificaciones en la cadena de glicano del peptidoglicano.

Modificacion

Caracteristicas

Especie (porciento de
modificacion)

N-desacetilacion

O-acetilacion

N-glicolacion

Esta modificacion se puede presentar en los residuos de
NAM y NAG. Algunas bacterias patdégenas como S.
pneumoniae, L. monocytogenes o B. anthracis desacetilan
el PG. La desacetilacion de la NAG genera resistencia a la
lisozima.

Esta modificacion solo ocurre en el residuo del NAM y
consiste en la presencia de un grupo acetilo adicional en el
C6 para formar 2,6-N, O-diacetil-acido muradmico. Las cepas
patégenas de Staphylococcus resistentes a la lisozima
presentan un determinado grado de O-acetilacién y las
cepas no patdégenas que no presentan esta modificacion son
sensibles a la lisozima.

Sustitucién del acetato en el acido murdmico por un residuo
glicolato (la diferencia entre ambos residuos es un hidroxilo
extra). Este fendmeno fue descrito por primera vez en
Mycobacterium smegmatis donde se observé que la cepa es
hipersensible a la lisozima y a los B-lactamicos!®. También
se presenta en algunas especies de los géneros
Mycobacterium, Rhodococcus, etc.

Bacillus cereus (NAG: 77%; NAM 50%)
Listeria monocytogenes (NAG: ND)
Micrococcus lysodeikticus (NAM: ND)

Bacillus cereus (24.7%)
Lactobacillus acidophilus (60-70%)
Micrococcus lysodeikticus (ND)
Staphylococcus aureus (35-90%)

ND: No determinado

10 | os B-lactamicos (penicilinas y cefalosporinas) son sustancias antimicrobianas que actian inhibiendo la Ultima etapa de la sintesis de la

pared celular bacteriana (Labischinski y Maidhof, 1994).

Adaptado de Vollmer, 2008.
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3.2 Clasificaciéon y funcion de las peptidoglicano hidrolasas

Las PGH participan en aspectos fundamentales de la fisiologia bacteriana: procesos de
ensamblaje y des-ensamblaje del PG, renovacion y reciclaje del PG, separacion de las
células hijas durante la division celular, reorganizaciéon del saculo del PG que determina
la forma celular, ensamblaje de los organelos celulares superficiales, en los procesos de
autolisis, esporulaciéon y germinacion, resucitacion de células inactivas, formacion de
biopeliculas y lisis de la célula bacteriana durante la competencia entre especies
bacterianas (Frirdich y Gaynor, 2013; Najjari et al., 2015). Las PGH mas conocidas son:
(1) las B-N-acetilmuramidasas que hidrolizan el enlace glicosidico entre el NAM y la NAG
(2) las B-N-acetilglucosaminidasas que hidrolizan el enlace glicosidico entre el NAG y la
NAM, (3) la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa que hidroliza el enlace amida formado
entre el carboxilo del lactoil del NAM y el a-amino de la L-Ala y (4) las peptidasas
(endopeptidasas y carboxipeptidasas) que hidrolizan los enlaces peptidicos del
tetrapéptido o de los puentes interpeptidicos (Figura 3) (Chapot-Chartier y Kulakauskas,
2014; Sharma et al., 2016).

3.3 Aplicaciéon de las peptidoglicano hidrolasas en alimentos

La lisozima es una de las PGH mas estudiadas a nivel mundial, es uno de los pocos
antimicrobianos que esta aprobado en EE. UU., y en muchos paises europeos (E1105).
La lisozima tiene actividad muramidasa ya que hidroliza los enlaces 3 (1—»4) entre el C1
del NAM y el C4 de la NAG (Voet et al., 2007) (Figura 3a-1). La lisozima es mas activa
contra bacterias Gram-positivas donde el PG es accesible, pero no tiene efecto contra
bacterias Gram-negativas debido al menor contenido de PG (de 5% al 10%) y a la
presencia de lipopolisacaridos en la membrana externa que bloquea el acceso a la
enzima (Davidson et al., 2015). Adicionalmente las modificaciones en la estructura del
PG aumentan la resistencia a la lisozima. La acetilacion del residuo del NAM en S. aureus
previene la unién efectiva de la lisozima al PG. Es activa contra especies de Bacillus,

Micrococcus y Clostridium asi como contra algunas cepas de L. monocytogenes y
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Lactobacillus sp. El principal uso de la lisozima de la clara de huevo de gallina es la
prevencion del abombamiento de los quesos maduros, causado principalmente por
Clostridium tyrobutyricum y en el control de la actividad bacteriana en vinos. Se estan
explorando nuevas aplicaciones, por ejemplo, la prolongacion de la vida util de la cerveza
gue no recibe un tratamiento de pasteurizacion (Callewaert et al., 2011).

La lisostafina (27 kDa) es una glicil-glicina endopeptidasa (Figura 3b-6) secretada por
Staphylococcus simulans subsp., staphylolyticus (Fedorov et al., 2003). Es activa contra
la mayoria de las especies de Staphylococcus. Recientemente se reporté que la
lisostafina posee dos actividades liticas extra: una endo-p-N-acetilglucosaminidasa y una
N-acetil-muramil-L-alanina amidasa (Kumar, 2008). La lisostafina se utiliza como agente
terapéutico en casos de mastitis en vacas; también se ha observado su efecto
conservador en alimentos como la leche, la mayonesa y la carne de cerdo molida,

reduciendo las cuentas de S. aureus en los mismos (Szweda et al., 2007).

(a) {b) — NAG — MNAM — MNAG — HNAM —
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[ i |
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: ]
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FIGURA 3. Sitios de reconocimiento de las PGH en la pared celular de Escherichia coli
(a) y Staphylococcus aureus (b). Nomenclatura: pB-N-acetiimuramidasas
(1); B-N-acetilglucosaminidasas (2); N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa

(3); peptidasas (4-6). Fuente: Callewaert et al., 2011.
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4. Proteasas

Las proteasas participan en la mayor parte de los aspectos nutricionales, fisiolégicos y
de regulacion metabdlica de la célula. ElI rol mas importante es el de la nutricién
microbiana, donde las proteasas extracelulares!! degradan proteinas insolubles e
hidrolizan los polipéptidos en péptidos y hasta aminoéacidos, los cuales son accesibles a
la célula (Ward et al., 2009).

Generalmente, las proteasas producidas por microorganismos son constitutivas o
parcialmente inducibles e influenciadas por los componentes del medio, tales como la
variacion en la relacion carbono/nitrégeno, la presencia de algunos azucares facilmente
metabolizables (como la glucosa) e iones metélicos. La sintesis de proteasas también se
ve regulada por la fuente de nitrogeno. Otros factores fisicos como la aeracion, densidad
del in6culo, pH, temperatura de incubacién, afectan también el tipo y actividad de las
proteasas producidas (Alvarez et al., 2006).

Entre los efectos positivos que proveen las proteasas en el procesamiento de los
alimentos se encuentran aquellos aspectos relacionados con el valor nutricional y las
propiedades funcionales de los alimentos e incluyen una mejor digestibilidad,
modificacion de la textura y generacion de sabores, aumento de la capacidad
antioxidante o la reduccion de compuestos alergénicos (Tavano, 2013).

4.1 Clasificacion de las proteasas

Las proteasas microbianas se clasifican en base a su modo de accion y mecanismo

biocatalitico (Ward et al., 2009). Dependiendo de su sitio de accion, se dividen en dos

1 El sistema proteolitico mas conocido de las BAL es el de Lactococcus sp., el cual estd compuesto por
una proteinasa extracelular, sistemas de transporte de péptidos y peptidasas intracelulares (Guédon et al.,
2001).
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grandes grupos: exoproteasas y endoproteasas, éstas Ultimas se clasifican en cuatro
familias!?: serina, aspartico, cisteina/tiol y metaloproteasas (Ward et al., 2009; Oropeza
et al., 2015).

5. Métodos de purificacidon y concentracion de proteinas

5.1 Precipitacion de proteinas

La precipitacion de proteinas es ampliamente utilizada como un procedimiento de
aislamiento simple y eficiente en la recuperacion de proteinas. Las proteinas pueden ser

precipitadas induciendo modificaciones con respecto al pH, la fuerza idnica, la constante

dieléctrica y la temperatura (Figura 4) (Léonil et al., 1994).

Agente pracipitanta

‘.'
‘Q’ i.'g:s ‘Q’

FIGURA 4. Principio basico del mecanismo de precipitacion de proteinas. Adaptado de
Novéak y Havlicek, 2013.

2 Los nombres toman en cuenta el aminoacido i6nico o metal presente en el sitio activo (Ward et al., 2009).
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5.1.1 Fraccionamiento con sulfato de amonio (salting-out)

La solubilidad de las proteinas globulares aumenta con la adicién de sal (< 0.15 M), en
un proceso denominado salting-in. A concentraciones de sal més altas, la solubilidad de
la proteina generalmente disminuye, llevando a la precipitacion. Este proceso se
denomina salting-out (Green y Hughes, 1955). Las sales que reducen la solubilidad de
las proteinas también tienden a aumentar la estabilidad de la conformacién nativa,
mientras que los iones utlizados en el método de salting-in son usualmente

desnaturalizantes (Wingfield, 2001).

El mecanismo de salting-out se basa en la solvatacion preferencial debido a la exclusién
de la sal de la capa de agua asociada a la superficie de la proteina (capa de hidratacién).
La capa de hidratacion, tipicamente de 0.3 g a 0.4 g de agua por gramo de proteina,
participa en el mantenimiento de la solubilidad y el correcto plegamiento de la
conformacién nativa de las proteinas (Wingfield, 2001). Existen tres principales
interacciones proteina-agua: la hidratacién ionica entre las cadenas laterales con carga
formal, formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos polares y el agua y mediante

interacciones hidrofobicas (Wingdfield, 2001).

En la interaccion hidrofdbica, la configuracion libre de las moléculas de agua se reduce
en la proximidad de los residuos apolares. Este ordenamiento de las moléculas de agua
da como resultado una pérdida de entropia y, por lo tanto, es energéticamente
desfavorable (Wingfield, 2001). Cuando se afiade sal a la disolucion, aumenta la tension
superficial del agua, dando como resultado una interaccion hidrofébica mayor entre la
proteina y el agua. La proteina disminuye su area superficial en un intento de minimizar
el contacto con el disolvente, manifestdndose inicialmente el plegamiento y
posteriormente la auto-asociacion que conduce a la precipitacion. Tanto el plegamiento
como la precipitacion liberan el agua unida, incrementando la entropia del sistema y

haciendo que estos procesos sean energéticamente favorables (Wingfield, 2001).
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La solubilidad de las proteinas en disoluciones amortiguadoras depende de la
distribucion de los residuos de aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos en la superficie de
la proteina. Los residuos hidrofébicos predominan en el nucleo de las proteinas
globulares, pero algunos se encuentran en la superficie. Las proteinas que tienen alto
contenido de aminoacidos hidrofébicos en la superficie tienen baja solubilidad en un

disolvente acuoso (Novak y Havli¢ek, 2013).

El salting-out separa las proteinas que se agregan facilmente de aquellas que son muy
solubles, haciendo de este método un buen paso inicial de purificacion para proteinas
solubles (Duong-Ly y Gabelli, 2014). La precipitacion con (NH4)2SO4 es uno de los
métodos mas utilizados para promover las interacciones hidrofébicas (McCue, 2014).

5.1.2 Precipitacion con acido tricloroacético

El &cido tricloroacético (TCA) es considerado el agente mas eficiente para precipitar
proteinas a partir de disoluciones diluidas (Novak y Havlicek, 2013), es un acido
relativamente débil que no hidroliza los enlaces peptidicos (Koontz, 2014).

La precipitacion de proteinas con TCA es un método de preparacion de muestras muy
popular, para electroforesis monodimensional y bidimensional, debido a que remueve

sales, polisacéaridos y desnaturaliza proteasas enddgenas (Nandakumar et al., 2003).

La pérdida de la solubilidad de las proteinas en funcion de la concentracion de TCA se
puede describir como una curva en forma de U. El valor maximo de insolubilidad se
alcanza a concentraciones de TCA cercanas al 15%, quedando en solucién péptidos de
entre 2 a 22 aminoacidos, urea y amoniaco (ISO 17997-2, 2004).

La agregacion hidrofébica de las proteinas es el mecanismo dominante (Novak y
Havli¢ek, 2013), debido a que la adicion de TCA interrumpe los puentes de hidrégeno.

Este método presenta varios inconvenientes: (1) desnaturaliza a las proteinas; (2) la
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concentracion de proteina inicial debe ser > 5 pg/mL; (3) no es util para todas las
proteinas (Koontz, 2014) y (4) el precipitado es extremadamente acido, por lo que es
necesario eliminar y neutralizar el TCA residual, ya que afecta en la separacion
electroforética (Novak y Havli¢ek, 2013).

5.2 Didlisis y ultrafiltracion

La dialisis es un método de separacion de compuestos a través de una membrana en
funcién del tamafio de poro especifico (MWCO, por sus siglas en inglés) (Figura 5). Esta
técnica es el método de separacion mas popular para la remocién de solutos de bajo
peso molecular de regiones de alta concentracion a regiones de baja concentracion de

acuerdo con la ley del flujo de Fick (Evans et al., 2009).

Antes de la dialisis Despues de |a dialisis

'.g Macromolécula (proteina) @ Soluto

FIGURA 5. Mecanismo de didlisis. Adaptado de: Evans et al., 2009.
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La ultrafiltraciéon (UF) es un método de separacion fisica que emplea una barrera o
membrana semipermeable para separar y concentrar el producto deseado (Evans et al.,
2009). Las membranas de UF son adecuadas para la concentraciéon de productos
biolégicos, ya que pueden operar a bajas temperaturas minimizando el grado de
desnaturalizacion y/o degradacion de los productos bioldgicos labiles (Evans et al.,
20009).

El uso mas comun de la UF en los procesos biotecnoldgicos es en la concentracion de
proteinas, intercambio de soluciones amortiguadoras y desalado, remocién de virus y

clarificacion de productos (Alele y Ulbricht, 2016).

6. Métodos electroforéticos

6.1 Antecedentes historicos

Los métodos de electroforesis se han diversificado considerablemente desde mediados
del siglo pasado y nuevos métodos y aplicaciones auln siguen en desarrollo como la
electroforesis de bioafinidad, electroforesis capilar, electroblotting, isotacoforesis,
electroforesis en gel de campo pulsado y electroforesis preparativa (Vesterberg, 1989).

En el siglo XX se realizaron una serie de lentas aportaciones tedéricas y practicas que
sentaron las bases para el posterior desarrollo de la técnica. Friedrich Kohlrausch fue
capaz de describir el proceso de migracion electroforética de una serie de iones y sus
concentraciones relativas. Esta aportacion resulto de gran utilidad para el andlisis de
iones de mayor tamafio y especialmente de proteinas (Santarén, 2004).

En 1930 Arne Wilhelm Kaurin Tiselius publicé su Tesis Doctoral “El método del frente
movil en el estudio de electroforesis de proteinas” en la que se presentaba una nueva
técnica para examinar algunas propiedades fisicoquimicas de estas macromoléculas.

Los experimentos fueron llevados a cabo en un tubo de cuarzo en forma de U en cuyo
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interior las proteinas se movian libremente y sus frentes de avance se detectaban y
fotografiaban utilizando luz ultravioleta. Tiselius fue capaz de describir cuatro frentes
moviles en el andlisis de suero de sangre correspondiente a la albiminay ala a-, B-y y-
globulina (Santarén, 2004).

A partir de 1950, tras las contribuciones de Wieland y Fischer se comenzé a utilizar el
papel filtro como medio de soporte. Uno de los primeros geles que se utilizaron para la
separacion de proteinas fueron los constituidos por almidén, resultando esencial el
trabajo de Smithies, sin embargo, seguia presentando muchos inconvenientes por lo que
posteriormente se prefirid el uso de poliacrilamida como soporte (Santarén, 2004).

Davis y Ornstein introdujeron la electroforesis discontinua en 1964, la cual permitia
concentrar las proteinas en bandas muy estrechas antes de iniciar el proceso de
separacion. Tres afios después, Shapiro, Vifiuela y Maizel describieron la relacion entre
la movilidad electroforética de las proteinas en un gel de poliacrilamida en presencia del
detergente iénico dodecil sulfato de sodio (SDS) y su peso molecular. Este trabajo fue
retomado por Weber y Osborn en 1969, quienes determinaron el peso molecular de las
proteinas graficando el logaritmo del peso molecular de proteinas de peso molecular
conocido en funcién de su movilidad electroforética (Garfin, D. 1995).

Laemmli (1970) incorpord SDS al 0.1% en las disoluciones amortiguadoras usadas por
Ornstein y Davis, y ademas empleé un paso desnaturalizante en la preparacién de
muestra al someterla a tratamiento térmico y adicionando un agente desnaturalizante (2-
mercaptoetanol al 5%). Para visualizar las proteinas en el gel después de la
electroforesis inicialmente se utilizé Azul de Bromofenol y Negro Amido, que fueron

rapidamente sustituidos por el Azul Brillante de Coomassie®? (tipo Ry G) (Smejkal, 2006).

13 El nombre de Coomassie se debe a la conmemoracion de la ocupacion de la ciudad de Coomassie
(actualmente Kumasi en Ghana) por las fuerzas britanicas en 1896 durante la Cuarta Guerra Anglo-Ashanti
(Merril, 1990).
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6.2 Fundamento de la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis es la migracion de solutos i6nicos hacia el catodo o anodo, en funcién
de su carga y peso molecular bajo la influencia de un campo eléctrico continuo (Garcia,
2000).

Entre las diversas técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), la mas
utilizada es la modalidad que se lleva a cabo en presencia del SDS. Los complejos
proteina-SDS poseen una estructura elipsoide o de bastén que adquieren una carga
formal negativa. Dado que la relacion carga/masa es constante, las distintas proteinas
se pueden separar en un gel fundamentalmente con base en sus diferencias de peso

molecular (Reynolds y Tanford 1970).

La técnica de SDS-PAGE posee un alto poder de resolucion. Lo anterior se deriva del
uso de un sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de distinta
porosidad, concentracion y pH, en el que las proteinas primero se compactan (en el gel
superior o concentrador) y luego las separan (en el gel inferior o separador) (Garfin,
1995).

Cuando se aplica una diferencia de potencial, los iones Tris y las proteinas con un alto
contenido de residuos de aminoacidos basicos migran hacia el catodo. Los iones cloruro
en el gel, las proteinas anidnicas en la muestra y los iones glicinato del amortiguador
migran hacia el &nodo. Mientras los iones cloruro se mueven fuera de la muestra, se crea
una regién de baja conductividad detras de ellos. Con los iones cloruro en el frente y los
iones glicinato en la parte posterior, las proteinas se ubican entre ellos. En la interfase
de los geles de apilamiento y resolucion, la proteina experimenta un retraso en su
velocidad debido al restrictivo tamafio de poro del gel de resolucion y comienzan a

separarse por tamizado molecular (Garfin, 1995; Garcia, 2000).
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6.3Z imografia

La zimografial* es una técnica utilizada en el estudio de las enzimas hidroliticas basada
en la degradacién de sus sustratos (Figura 6). Los analisis zimograficos permiten separar
a las proteinas de acuerdo con su peso molecular seguido de la deteccion de la actividad

enzimatica (Strating y Clarke, 2001).

El uso de zimogramas en los cuales el peptidoglicano de la pared celular bacteriana es
incorporado dentro de un gel de resolucién de electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), ha permitido la identificacion de varias PGH. Para
la actividad proteolitica el método esta basado en un gel de SDS-PAGE impregnado con
un sustrato proteinico el cual es degrado por las proteasas renaturalizadas durante el
periodo de incubacion (Leber y Balkwill, 1997).

Después de la electroforesis, los geles son transferidos a una solucion renaturalizante
con el fin de remover el detergente y permite el plegamiento de las enzimas separadas.
La deteccion de la actividad se observa como zonas claras sobre un fondo oscuro
(Strating y Clarke, 2001).

Con el método de zimografia en gel se puede obtener informacion sobre las formas
enzimaticas especificas o sobre la actividad proteolitica potencial, los pesos moleculares
y la presencia de complejos covalentes o fragmentos de enzimas potencialmente activos
en muestras biolégicas complejas. Varias proteinasas son secretadas como zimégenos®®

inactivos con un dominio propeptidico® inhibidor.

14 La zimografia fue introducida en 1978 para el estudio de los activadores del plasminégeno (Vandooren
et al., 2013).

15 Un zimégeno, también denominado proenzima, es un precursor inactivo de una enzima (Voet et al.,
2007).

6 A las proteinas inactivas que son activadas al removerles segmentos de la cadena se les

denomina proproteinas y a los segmentos removidos propéptidos (Voet et al., 2007).

25



Zimografia en gel

LT Sy

Gel de SDS-PAGE con
un sustrato co-
polimerizado, ej.
gelatina

Muestra en buffer de
carga no reductor

Estandares de peso
molecular

Lavado con solucion de Triton X-
100

Incubacion en un buffer adecuado
para el tipo de ensayo

Tincion y visualizacion (ej. tincion
* con azul de Coomassie)

FIGURA 6. Esquema general de la técnica de zimografia. Adaptado de Vandooren
et al., 2013.



7. Métodos cromatograficos

7.1 Fundamento y clasificaciéon

La cromatografial’ es un método de separacion diferencial en la que los componentes
de una muestra interaccionan entre la fase estacionaria y la fase movil. En la mayoria de
las aplicaciones, la fase estacionaria consiste en particulas esféricas que se encuentran
empacadas dentro de una columna. La mezcla de proteinas se introduce en la fase movil
y eluyen a través de la columna, aquellas proteinas con mayor afinidad por la fase
estacionaria eluiran méas lento que las proteinas atraidas a la fase mévil, alcanzando asi
la separacion (Figura 7). La recoleccion de muestra se realiza en pequefios volumenes,

llamados fracciones, de modo que se conserva la separacion lograda por la columna.

Las fracciones se analizan individualmente para determinar la presencia de la proteina
de interés (Roe, 1995; Grant, 2016).

Los resultados de una cromatografia se pueden representar mediante la construccion de
un cromatograma, que es un grafico de la cantidad de muestra que eluye de la columna

en funcién del volumen, el tiempo o la fracciéon (Grant, 2016).

17 El proceso de cromatografia fue descubierto por Mikhali Tswett en 1903 (Voet et al., 2007).
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FIGURA 7. Sistema de cromatografia. Adaptado de GE Healthcare, 2010a.

La purificacion de proteinas se realiza en escalas de microgramos y miligramos en
laboratorios de investigacion, a kilogramos y toneladas a nivel industrial. La eficiencia
obtenida por lo enfoques de purificacion basados en procesos de bioafinidad ha
revolucionado la purificaciébn de proteinas, y en la actualidad muchas proteinas se

pueden purificar de forma facil y eficiente (GE Healthcare, 2010b).

Algunas proteinas pueden ser dificiles de purificar en una forma activa y estable, por
ejemplo, proteinas integrales de membrana, complejos proteinicos inestables, proteinas
expresadas como agregados insolubles y proteinas con modificaciones
postraduccionales (GE Healthcare, 2010b).
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FIGURA 8.

Principales tipos de cromatografia. Adaptado de Voet et al., 2007.



8. Materiales y Metodologia

En la Figura 9 se muestra el diagrama general de la estrategia experimental.

N\
Fermentacién
Sobrenadante Células
P
Neutralizaciéon
Fraccionamiento
con (NH,),SO,
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Deteccién de
actividad litica
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l6nico
Ultrafiltracion
CuarF\)trigi:;ﬁign de Precipitacion Zimografia
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Lowry SDS-PAGE
N N
FIGURA 9. Diagrama de la estrategia experimental para el estudio de la PGH

extracelular de P. acidilactici ATCC 8042.



8.1 Preparacion de medio de cultivo, inéculos y fermentacién de Pediococcus
acidilactici ATCC 8042

8.1.1 Preparaciéon del medio MRS modificado

La cepa Pediococcus acidilactici ATCC 8042 fue obtenida de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM. La fermentacion se realizé de acuerdo con Llorente-
Bousquets (2008).

Se preparé el medio de cultivo MRS modificado (apéndice A) en un matraz Fernbach con
capacidad de 2.5 L y se esterilizd a 121 °C/15 min (Autoclave Yamato Sterilizer SM300).
La sacarosa y el acido ascorbico se manejaron aparte. La sacarosa se disolvié en 60 mL
de agua destilada y se esterilizé en autoclave a 121 °C/15 min. La solucién de acido
ascorbico se esteriliz6 por microfiltracion utilizando una unidad de filtracion de tamafio
de poro de 0.22 um (Millex GS, Millipore) y se adicioné al resto de la preparacion al igual
gue la sacarosa bajo condiciones estériles (Campana de Flujo Laminar, ADLER).

8.1.2 Preparacioén de inéculos y fermentacion

Para el preindculo se tomd una asada de la cepa P. acidilactici ATCC 8042 en agar MRS
y se inoculd en un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 20 mL de MRS modificado estéril, y
se incub6 a 30 + 2 °C durante 24 h a 120 r.p.m. (Incubadora con agitacion, New-
Brunswick). Transcurrido este tiempo se inoculd con 1% del preinéculo un segundo
matraz Erlenmeyer de 50 mL con 20 mL de MRS modificado y se incubé a las mismas
condiciones durante aproximadamente 12 h. Este cultivo fue utilizado para inocular al 2%
el matraz Fernbach con un volumen de trabajo de 1 L que se incubd 8 h sin agitacion a

30 £ 2 °C (Horno de conveccion, Modelo DX-300, Yamato).

Al término de la fermentacion, el cultivo de Pediococcus se centrifug6 a 10,000 r.p.m.,
durante 30 min a 4 °C (Centrifuga, Mo. J2-MC, Beckman-Coulter, CA, EE. UU.). Al
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sobrenadante se le determind el pH (pH Meter, Mo. ® 390, Beckman-Coulter), la
densidad 6ptica (BioSpectrometer Kinetic, Eppendorf, Alemania) y se neutralizé con una
disolucién estéril de NaOH 0.1 N.

8.2 Fraccionamiento y concentracion de las proteinas del sobrenadante de

cultivo

Como se menciond previamente, los sobrenadantes de cultivo de P. acidilactici ATCC
8042 presentaron actividad litica contra microrganismos de interés en el alimento, razon

por la cual se trabaj6é Unicamente con el sobrenadante y no con la fraccién celular.

Las proteinas del sobrenadante se fraccionaron con (NH4)2SOa. La adiccion de sal se
realizé en forma de lluvia, en bafio de hielo, con agitacion mecénica de 220 r.p.m.,
(Agitador PC-420D, Corning, México) a fin de alcanzar 30%, 70% y 90% de saturacién
de la sal.

El material insoluble se recuperé por filtracion y centrifugacion a 10,000 r.p.m., durante
30 min a 4 °C (Centrifuga, Mo. J2-MC, Beckman-Coulter). El precipitado de cada fraccion
se disolvio en una disolucién amortiguadora de Tris (20 mM) — acido citrico (10 mM), pH
5.0 y se dializ6 toda la noche a baja temperatura (Multiple dialyzer, Pope Scientific, Inc.,
EE. UU.), utilizando una membrana de didlisis con capacidad para permear moléculas
menores a 12 kDa (Sigma Chemical, Co., EE. UU.).

8.3 Cuantificacién de la proteina soluble por el método modificado de Lowry

Se determin®, por triplicado, la concentracion de proteina soluble de cada fraccidén
utilizando el método modificado de Lowry (DC™ Protein Assay, Bio-Rad Laboratories,
CA, EE. UU.) por espectrofotometria (BioSpectrometer Kinetic, Eppendorf) y una
disolucién de 2 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Chemical) como
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estandar de la curva de calibracién (apéndice B). La pureza de la BSA se determin6 a

partir del valor de absorbancia a 280 nm (BioDrop DUO, Reino Unido).

8.4 Determinacion del perfil electroforético por SDS-PAGE

Las proteinas de cada fraccion se precipitaron con TCA al 20% (w/v) en una proporcion
1:1. El precipitado se disolvio utilizando una solucion de urea 8 M y 3-[(3-colamidopropil)-
dimetilamonio]-propano sulfonato (CHAPS) al 4% (w/v) y el volumen minimo necesario
de NaOH 0.1 N para neutralizar la muestra (Nandakumar et al., 2003), a la que se le
adicion6 un volumen equivalente de la disolucién amortiguadora de muestra [Tris-HCI
0.0625 M (pH 6.8), SDS (2% wilv), glicerol (10% v/v), 2-mercaptoetanol (5% v/v) y azul
de bromofenol (0.001% wi/v)] (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 85 °C
durante 10 min a 300 r.p.m. (Thermomixer Comfort, Eppendorf).

Las proteinas de la fraccion al 70% de saturacién se precipitaron utilizando la técnica de
metanol-cloroformo, la cual consistié en tomar 400 puL de muestra y adicionar 600 pL de
cloroformo, 150 puL de metanol y 450 uL de agua desionizada. La muestra se centrifugé
a 4 °C durante 3 min a 14,000 r.p.m. (Centrifuga 5430R, Eppendorf). Se recupero el
sobrenadante, se le adicionaron 600 pL de metanol y se volvié a centrifugar a las mismas
condiciones. Se decantd el sobrenadante y se evaporé el metanol residual a 30 °C
(Thermomixer Comfort, Eppendorf). El pellet se resuspendié en 40 uL de la disolucién

amortiguadora de muestra.

Se aplico una diferencia de potencial de 100 V (PowerPac™ HV Power Supply, Bio-Rad)
a geles de poliacrilamida para la concentracion (4 %T, 2.6 %C) y separacion (10% T,
12.5% Ty 16.5% T, 2.6% C) de las proteinas (Mini-PROTEAN™ Tetra Cell, Bio-Rad)
(apéndice C).

Los geles se tifieron con: azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad) (apéndice E), azul de
Coomassie G-250 (Bio-Rad), azul de Coomassie Bio-Safe™ (Bio-Rad) y nitrato de
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plata/acido (Heukeshoven y Dernick, 1985). Para eliminar el exceso de colorante se
empled una disolucion de acido acético:metanol:agua (1:5:4) y se conservaron en una

disolucion acuosa de glicerol al 10% (v/v).

8.4.1 Deteccion de la actividad litica y proteolitica extracelular mediante

zimografia

Se prepararon geles a diferentes concentraciones de poliacrilamida (10% T, 12.5% Ty
16.5% T; 2.6% C) adicionados con 0.2% (w/v) de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698
(Sigma-Aldrich, EE.UU.) como sustrato para detectar la actividad litica (Leclerc y Asselin,
1989) y gelatina de bovino tipo B al 0.1% (w/v) (Sigma Chemical) (Garcia-Carrefio et al.,
1993) como sustrato para detectar la actividad proteolitica. Como controles positivos de
las actividades litica y proteolitica se utilizo lisostafina 5.0 pg/pL (Sigma-Aldrich) y de

tripsina 0.004 pg/uL (Research Organics, EE. UU.), respectivamente (apéndice D).

Para la renaturalizacion de la PGH, se realizaron dos lavados con agua desionizada
durante 30 min cada uno a 40 r.p.m., con agitacion orbital (Labnet International, USA) y
posteriormente se mantuvo el gel en una disolucion amortiguadora de Tris-HCI (25 mM,
pH 7.0) con Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 1% (w/v) a 30 °C durante toda la noche. El
gel se tifié con azul de metileno (Sigma-Aldrich) al 0.1% (w/v) en KOH 0.01% (w/v) y se

removio6 el colorante con agua destilada.

Para la renaturalizacion de la proteasa, el gel se lavé con una disolucion de Triton X-100
al 2.5% (w/v) en agua desionizada, durante 1 hora con agitacion orbital a 40 r.p.m., y se
incub6 en una disolucién amortiguadora de Tris-HCI (50 mM, pH 8.0), CaClz (5 mM),
NaCl (200 mM) a 30 °C durante 24 h. El gel se tifidé y destifio, como en SDS-PAGE,

utilizando azul de Coomassie R-250.

Se utilizé un fotodocumentador (Gel Doc™ XR+ Imaging System, Bio-Rad) controlado
por el software Image Lab™ (ver 3.0) para la adquisicion de las imagenes de los perfiles
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proteinicos y zimogramas, asi como para la estimaciéon de los pesos moleculares
utilizando estandares de peso molecular conocido (SDS-PAGE Molecular Weight
Standards, Low Range, Bio-Rad).

8.4.2 Limite de deteccion de BSA con azul de Coomassie R-250

Se determind a partir de la curva de calibracion de BSA. Se tomé una alicuota de 100 pL
de cada punto de la curva y se le afiadié un volumen equivalente de la disolucién
amortiguadora de muestra. Las muestras se calentaron a 85 °C durante 10 min a 300
r.p.m. (Thermomixer Comfort, Eppendorf). Se aplicé una diferencia de potencial de 100
V (PowerPac™ HV Power Supply, Bio-Rad) a geles de poliacrilamida para la
concentracion (4 %T, 2.6 %C) y separacion (12.5% T, 2.6% C) de las proteinas (Mini-
PROTEAN™ Tetra Cell, Bio-Rad) (apéndice C). El gel se tifié con azul de Coomassie R-
250 (apéndice E).

8.5 Purificacién mediante cromatografia de intercambio idénico

8.5.1 Preparacidn de las disoluciones amortiguadoras

Se preparo el amortiguador de equilibrio (Tris (20 mM) — &cido citrico (10 mM), pH 5.0) y
de elucion (Tris (20 mM) — &cido citrico (10 mM), pH 5.0, 1 M NaCl) de la columna. Las
disoluciones amortiguadoras se filtraron utilizando una membrana de celulosa de 47 mm,
0.45 um (Agilent, Alemania) y se degasificaron durante 10 min (Ultrasonic Cleaner, Cole-
Parmer).

8.5.2 Desarrollo del método y preparacion de la muestra

La fraccion proteinica con actividad litica se microfiltré (0.22 um; Millex GS) y se inyect6
a una columna preempacada cationica (HiPrep SP FF 16/10, GE Healthcare, EE. UU.)
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(apéndice F). Se selecciond el volumen del loop, el tamafio de fraccion, el flujo y el tipo
de gradiente (GE Akta Prime Plus, Reino Unido).

Los tubos correspondientes a las fracciones no retenida (NR) y retenida (R) a la columna
se ultrafiltraron (Amicon Ultra-15, 10 kDa, Millipore) a 4 °C durante 30 min a 5,000 r.p.m.
(Centrifuga 5430R) para concentrar y eliminar el exceso de sal. El proceso se repitio
hasta que la muestra redujo 10 veces su volumen inicial y se realizaron tres lavados con
el amortiguador Tris (20 mM) — &cido citrico (10 mM), pH 5.0, bajo las condiciones

previamente descritas.

Se determind la concentracion de proteina soluble por el método modificado de Lowry y
se obtuvo el perfil electroforético por SDS-PAGE. Los ensayos de actividad litica y

proteolitica se llevaron a cabo conforme a lo indicado anteriormente.
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9. Resultados y Discusién

El medio MRS es comunmente utilizado en el cultivo de las especies de Lactobacillus
(De Man et al., 1960). De acuerdo con Herrera y Sacristan (1993) es indistinto utilizar
sacarosa 0 glucosa y para esta cepa de Pediococcus, el acido ascérbico es un
requerimiento especial, ya que el crecimiento de la bacteria es proporcional a la
concentracion del acido hasta 1.5 g/L. También se encontré6 que la combinacion de
fuentes de nitrdgeno permite un mayor crecimiento de la cepa y la adicion del Tween 80
permite un crecimiento mas homogéneo (Herrera y Sacristan, 1993) y modifica la

permeabilidad de la membrana (Stanbury et al., 1995).

Transcurridas 8 h de fermentacion, el sobrenadante de cultivo (SN) alcanzé un valor de
pH de 6.1y la densidad 6ptica fue de 1.2 a 600 nm. El valor de pH coincide con el trabajo
de Llorente-Bousquets (2008) pero la turbidez fue mayor debido a que se partié de un
in6culo al 2% (v/v). El valor de turbidez se aproxima al reportado por Del Castillo-Nufiez
(2017) alas 8 h de crecimiento (1.13 a 600 nm). EI SN se neutralizé con el fin de descartar

el efecto del acido lactico producido durante la fermentacion.

En el primer fraccionamiento al 30% (w/v) de saturacion con (NH4)>SOa, la proteina
ascendié a la superficie ademas de precipitar, por o que para su recuperacion fue
necesario filtrar antes de centrifugar. Green y Hughes (1955) mencionan que a bajas
concentraciones de (NH4)2S04 el pellet flota en lugar de sedimentarse. Este fenémeno
se lleva a cabo cuando la proteina contiene lipidos o esta rodeada de algun detergente
gue disminuye su densidad y es caracteristico de las proteinas de membrana que son
mas hidrofdbicas (Burgess, 2009). Debido a lo anterior, las proteinas se solubilizaron en
los lavados con acetona, necesarios para eliminar el TCA, por lo que no se detectaron

bandas de proteina en esa fraccion (Figura 10).
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En la fraccion del 70% (w/v) de saturacion de la sal se recuperé el 51% de proteina a
una concentracion de 20.63 mg/mL. En la fraccion del 90% (w/v) de saturacion de la sal

se recupero el 26% de proteina a una concentracién de 14.21 mg/mL.

Se detectd una banda tenue de actividad PGH en el SN. En la fraccion del 30% (w/v) y

la de 90% (w/v) de saturacion no se detecté actividad (Figura 10).

La actividad PGH se concentr6 en la fraccion del 70% (w/v) de saturacion (figura 10),
observandose dos bandas termoestables de aproximadamente 110 kDa y 80 kDa sobre
células de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, microorganismo indicado como
sustrato de referencia en pruebas de actividad litica por el Instituto de Normas Clinicas y
de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés), por lo que se continuo con la purificacion
por cromatografia de intercambio catidénico. Se obtuvieron dos fracciones de interés, lo
gue quedo retenido a la columna (R) y lo que no interaccion6 con la fase estacionaria
(NR) (Figura 14). Los resultados del fraccionamiento de las proteinas del sobrenadante

de cultivo neutralizado se muestran en la Tabla 3.
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TABLA 3. Primer fraccionamiento de las proteinas del sobrenadante de cultivo
neutralizado de P. acidilactici ATCC 8042.

proteina volumen proteina rendimiento
Etapa muestra A 7s0nm soluble* FD mg/mL (mL) (mg) (%)
(mg/mL) 9 °
0.31 1.34
MCq 0.32 1.36 5 6.72 500 3362 -
Cultivo 0.31 1.33
0.22 0.94
SNy 0.22 0.95 5 4.74 464 2201 100
0.22 0.96
0.19 0.80
30% 0.19 0.79 - 0.79 3.6 3 0.1
0.18 0.78
Precipitacién 025 1.06
con (NH4)2SO4 70% 0.23 0.99 20 20.63 54 1114 51
y dialisis 0.24  1.05
0.34 1.45
90% 0.32 1.37 10 14.21 40 568 26
0.34 1.44
cil 0.31 1.32
iy NR 0.32 1.35 20 26.90 1.3 35 2
fraccion NR
0.32 1.36
8 0.29 1.26 60 76.22 0.9 69 3
0.30 1.28
clil ) )
! 9 0.28 1.21 20 24.81 0.45 11 1
fraccion R
0.30 1.27
0.15 0.66
10 0.14 0.61 - 0.66 0.63 0.3 0.01

Abreviaturas: M C4: Medio de cultivo dializado; SNg4: sobrenadante de cultivo
neutralizado y dializado; Cll: Cromatografia de intercambio i6nico; NR: No Retenido; R:
Retenido. C.V. < 3.4 % *DC Protein Assay (Bio-Rad). *Curva de calibracién de BSA
(apéndice B).
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FIGURA 10. Perfil de proteinas por SDS-PAGE (10% T). Muestras: marcadores de

bajo peso molecular (Std) (Bio-Rad); sobrenadante neutralizado,
dializado y precipitado con TCA (SN TCA); fraccionamiento al 30% de
saturacion con (NH4)2S0Oa, dializada y precipitada con TCA (30% TCA);
fraccionamiento al 70% de saturacion con (NH4)2SO., dializada y
precipitada con TCA (70% TCA); fraccionamiento al 90% de saturacion
con (NH4)2S0O4, dializada y precipitada con TCA (90% TCA). Deteccién
de la actividad litica termoestable (85 °C/10 min) en medio reductor
en Micrococcus lysodeikticus (10% T). Incubacion en amortiguador
Tris-HCI (25 mM, pH 7.0, 30 °C, 24 h). Gel DocTM XR+ Imaging System
(Bio-Rad).

En los perfiles de proteina correspondientes al SN TCA y a 30% TCA (Figura 10), no se

aprecian bandas de proteina, a comparacién del perfil de la fraccién al 90% TCA.

Una de las razones que podrian influir en la no detecciéon de bandas, seria que la

concentracion de proteina de la muestra se encuentre por debajo del limite de deteccion

40



del azul Coomassie R-250 que, bajo las condiciones de trabajo empleadas, fue de 750
ng BSA (apéndice E) o a la sobrestimacion de la concentracion de proteina por la
interferencia del (NH4)2SO4, sin embargo, la proporcion de muestra:amortiguador,

durante la dialisis fue de 1:100.

En los perfiles de proteinas obtenidos con los distintos métodos de tinciébn con azul de
Coomassie y nitrato de plata (Figura 11), se observé que el gel con las bandas mas
definidas fue el de la fraccion al 70% que se tifi6 con azul de Coomassie G-250 (Figura
11D). En esta fraccion se aprecian dos bandas de muy baja abundancia de
aproximadamente 97 kDa y 112 kDa. Con tincion de plata se puede apreciar una banda
de alto peso molecular (PM) (Figura 11A), que podria corresponder a la proteasa

extracelular termoestable reportada previamente por Llorente-Bousquets et al. (2008).

A Plata B Biosafe c R-250 D G-250
KDa ——0 kDa "
112
§7- §97- = —n7 o7 - —
& u 66 o i 66
45- 45. - 4%
n. LT —  A— 31- -—-—
22_ 22-
14- 14 -
Std b c Std b e Std b c Std b c

FIGURA 11. Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Diferentes métodos de
tincion de geles de poliacrilamida. Mismas condiciones que en la
Figura 10. Muestras: marcadores de bajo peso molecular (Std) (Bio-
Rad); 70% TCA (b) y 90% TCA (c). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-
Rad).

41



El azul de Coomassie en su estado micelar no penetra al gel, lo que repercute
favorablemente en la sensibilidad de la tincion, sin embargo, tanto la tincion como la
cuantificacion de proteinas dependen de las interacciones electrostaticas (entre los
residuos de aminoacidos basicos y el colorante) e hidrofébicas (entre los residuos de
aminoacidos aromaticos o mediante la formacion del complejo SDS-proteina con el
colorante) (Smejkal, 2006). Estudios han demostrado una correlacion significativa entre
la intensidad del color de las bandas y el nUmero de residuos de lisina, histidina y arginina
presentes en la proteina de interés (Tal et al., 1985). Con base en lo anterior, es posible
gue la muestra contenga un bajo contenido de residuos basicos.

La tincion con plata es un método de alta sensibilidad que al igual que la tincién con azul
de Coomassie requiere de un medio acido (Merril, 1990). Debido a que la reduccién del
ion plata ocurre en la superficie del gel, la reproducibilidad de la tincibn depende del
tiempo y numero de lavados del gel con agua. Los aldehidos utilizados modifican
covalentemente a las proteinas lo que hace que la tincibn sea incompatible con
espectrometria de masas. Si bien se puede omitir la adicion del glutaraldehido, el
formaldehido es indispensable para la reduccién (Smejkal, 2006), por lo que se decidid

utilizar para las demas tinciones azul de Coomassie.

La banda de 110 kDa puede tratarse de la banda de 112 kDa observada en el perfil
electroforético (Figura 11D). Esta banda de 110 kDa coincide con lo reportado

anteriormente por Llorente-Bousquets (2008) y por Munguia-Villavicencio (2015).

Se realizaron ensayos de actividad proteolitica para corroborar que no hubiera una
proteasa interfiriendo en la obtencion del perfil de proteinas. Se encontraron dos bandas
de >200 kDa en la fraccion de 70% y 90% (Figura 12).

De acuerdo con Contreras-Cruz (2013), los sobrenadantes de cultivo de P. acidilactici
ATCC 8042 no presentaron actividad litica y proteolitica bajo ninguna de las condiciones

de ensayo utilizando MRS comercial. La produccion de proteasas se favorecio ante la
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limitacién de nutrimentos, debido a que la fuente de carbono ejerce represion catabdlica
inhibiendo la sintesis de estas enzimas. Esto concuerda con la baja actividad proteolitica
extracelular de P. acidilactici detectada en gelatina. La concentraciéon de tripsina que se

requirié para visualizar la banda de actividad fue de 0.004 pg/mL (apéndice F).
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FIGURA 12. Actividad proteolitica de P. acidilactici A TCC 80 42 ( 12.5% T).
Muestras: marcadores de bajo peso molecular (Std) (Bio-Rad);
fraccionamiento al 70% de saturacidén en condiciones no reductoras (a);
fraccionamiento al 90% de saturacidon en condiciones reductoras (b).
Incubacion en amortiguador Tris-HCI (50 mM), CaClz (5 mM) y NaCl (200
mM), pH 8.0, 96 h, 37 °C. Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).

En un segundo ensayo de actividad PGH en zimogramas al 16.5% T, a partir de muestras
gue no sufrieron el tratamiento térmico, se detectaron 3 bandas de actividad litica sobre
células de Micrococcus lysodeikticus de 110 kDa, 70 kDa y 26 kDa, y 4 bandas mas
definidas en geles con células de Listeria innocua de 110 kDa, 70 kDa, 28 kDa y 26 kDa
(Figura 13).
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La banda de 110 kDa es mas intensa en el gel de M. lysodeikticus en comparacion con
el gel de L. innocua, lo que podria indicar que la enzima es mas afin al microorganismo
de referencia. Por el contrario, las bandas de actividad litica de menor peso molecular
en L. innocua son mas intensas y solo se logra apreciar una banda en M. lysodeikticus.
Si bien, el nimero e intensidad de las bandas liticas dependen del tipo de pared celular
usada como sustrato en la elaboracion de los geles (Leclerc y Asselin, 1989), mediante
zimografia no es posible determinar el tipo de actividad PGH.

10-

Std ' Std

70%
70% NR TCA

FIGURA 13. Deteccion de la actividad litica termosensible en medio no reductor
en Micrococcus lysodeikticus y Listeria innocua (16.5% T).
Muestras: marcadores de peso molecular pretefiidos (Std) (Fermentas),
fraccionamiento al 70% de saturaciéon (70% NR). Incubacion en
amortiguador Tris-HCI (pH 7.0, 30 °C, 24 h). Perfil de proteinas por
SDS-PAGE (16.5% T). Muestras: 70% TCA y marcadores de bajo peso
molecular (Std) (Bio-Rad). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).
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En el cromatograma (Figura 14) se puede apreciar la separacién de la muestra desalada

al 70% mediante la cromatografia de intercambio catidnico; se observa un primer pico

gue eluye sin NaCl, el cual corresponde a la fraccion que no interacciona con la columna

(NR) y en la que no se detectd actividad litica. La mayor altura del primer pico puede

deberse a que esta fraccibn contiene compuestos coloridos que también pueden

absorber en la region ultravioleta del espectro. Los siguientes dos picos, de menor

abundancia, eluyen a concentraciones superiores del 65% de NaCl, las proteinas

presentan una carga positiva (pH menor de su punto isoeléctrico) y actividad litica.

mAu
600

400

300

200

Fraccion No
Retenida

/ ‘0 Fraccion \
' \ /Retenida .

FIGURA 14.

Separacion cromatografica por intercambio catiénico.

Columna: HiPrep SP FF 16/10 (GE Healthcare); muestra: 70% de
saturacion con (NH4)2SO4 y desalada; volumen de la muestra: 5 mL;
flujo: 1.5 mL/min; deteccién: 254 nm. Perfil de elucion: 0 min: 0% B; 15
min: 0% B; 16 min: 50% B; 26 min: 50% B; 26 min: 100% B; 37 min:
100% B; 39 min; 0% B; 60 min: 0% B. GE Akta Prime Plus, Reino Unido.
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Se realiz6é un segundo fraccionamiento (Tabla 4) a partir del resto del sobrenadante (314
mL), que se neutralizé y se fracciond con (NH4).SO4 al 30%, 70% y 100%. La
cuantificacion de proteina se realiz6 mediante el método modificado de Lowry y Bradford
(Bio-Rad Protein Assay). Los resultados de ambos métodos se compararon incluyendo
la medicion a 280 nm (Tabla 5).

En la fraccién del 70% se logrd recuperar el 73% de proteina a una concentracion de
24.89 mg/mL (Tabla 4). La actividad PGH se concentr6 en esta fraccion (Figura 16).

En la fraccion del 100%, se recuperd el 40% de la proteina a comparacion del primer
ensayo en que se logré recuperar un 26% de proteina.

46



TABLA 4. Segundo fraccionamiento de las proteinas del sobrenadante de cultivo
neutralizado de P. acidilactici ATCC 8042.

A 750 protel’n3 volumen proteina rendimiento
Etapa muestra soluble* FD mg/mL o
m gimi) (mL)  (mg) (%)
022  0.53
MCq 021 052 10 5.25 500 2624
Cultivo 022 052
0.16  0.38
SNg 016 037 10 3.79 314 1190 100
017  0.39
024  0.59
30% 024 060 2  1.19 35 41 3
024  0.59
Precipitacion 0.25 0.62
(NH:;(:Sn04y 70% 025 0.61 40 24.89 35 871 73
dialisis 0.26 0.64
031  0.77
100% 031 078 20 1547 31 480 40
030  0.77
B} 028  0.69
cil F;ﬁgcm" NR 028 069 50 3450 3.5 121 10
027  0.68
032 081
| 032 080 30 23.99 5.4 130 11
Cll Fraccién 0.31 0.87
R 0.25 0.63
I 025 061 10 6.36 2.1 13 1
027  0.67

Abreviaturas: M C4: Medio de cultivo dializado; SNg4: sobrenadante de cultivo
neutralizado y dializado; Cll: Cromatografia de intercambio i6nico; NR: No Retenido; R:
Retenido; I: pico cromatogréfico I; Il: pico cromatografico Il. C.V. < 4%. *Curva de

calibracion de BSA por el método modificado de Lowry (Peterson, 1977) (apéndice B).
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TABLA 5. Comparacion entre los distintos métodos utilizados en la cuantificacién de
proteinas de cada una de las fracciones obtenidas a partir del sobrenadante
de cultivo neutralizado P. acidilactici ATCC 8042.

Lowry

e B L it
SNq 5.40 3.79 0.07
30% 1.76 1.19 0.25
70% 14.24 24.89 0.74
NR 18.60 15.47 1.26

| 7.64 23.99 ND
I 2.84 6.36 ND
100% 23.43 34.50 0.13

Abreviaturas: SNq: sobrenadante de cultivo neutralizado y dializado; NR: No Retenido.

I: pico cromatogréfico [; ll: pico cromatografico Il. ND: No determinado.

El método de Bradford se basa en la interaccion entre el azul de Coomassie G-250 y los
residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente la arginina, en donde se
produce un cambio en el color de rojo a azul y un desplazamiento hipsocréomico de las
bandas espectrales de 465 a 595 nm (Bradford, 1976). Los métodos de Lowry y 280 nm

se basan en la cuantificacién de los aminoacidos tirosina y triptéfano.

La baja concentracién de proteina por Bradford se relaciona con la baja deteccion de
bandas por el azul de Coomassie en SDS-PAGE. Se podria pensar que en ambas
determinaciones interfiere el Tween 80, es decir, el complejo detergente-proteina
compite con el reactivo de Bradford; también interfiere con el método modificado de

Lowry y la tincién con plata.



La concentracién micelar critica (CMC) del Tween 80 (0.01 mM) indica que tan fuerte se
une un detergente a las proteinas y ademas determina si puede ser removido por dialisis
(Von Jagow et al., 2003). En este caso el detergente no es dializable y al no ser removido
afecto las lecturas de todas las determinaciones de proteina.

Munguia-Villavicencio (2015) reportd una concentracion de proteina en el sobrenadante
concentrado 10X por el método de Bradford de 3.24 mg/mL a las 8 h de crecimiento de
P. acidilactici ATCC 8042 y para Del Castillo-Nafiez (2017) la concentracion de proteina
soluble en el sobrenadante de cultivo correspondié a 0.045 mg/mL. Ambos autores
encontraron actividad litica en los sobrenadantes concentrados 10X, tal y como se utilizé
para la formulacion de los embutidos tipo salami, contra Pseudomonas aeruginosa y

Listeria monocytogenes, respectivamente.

En este trabajo se obtuvo una concentracion 0.07 mg/mL en el sobrenadante no
concentrado a las 8 h de crecimiento, dicho valor se aproxima a lo reportado por Del
Castillo-Nufiez (2017).

Se realiz6 una comparacion entre dos métodos para concentrar proteinas: precipitacion
con metanol:cloroformo (1:4) utilizada previamente por Munguia-Villavicencio (2015) y
precipitacion con TCA (20% wi/v). La técnica de metanol-cloroformo fue la que permitié
observar con una mayor definicién los perfiles electroforéticos de la muestra del 70%
(Figura 15a) ya que este método esta indicado para precipitar proteinas de medios
liquidos en presencia de lipidos y detergentes (Wessel y Fligge, 1984), lo que podria
explicar porque se obtuvieron bandas més definidas con este método a diferencia de la
precipitacion con TCA (Figura 15b) que utilizé Llorente-Bousquets (2008).
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FIGURA 15. Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Comparacion entre dos
métodos de precipitacion de proteinas. Muestras: marcadores de bajo
peso molecular (Std) (Bio-Rad); fraccionamiento al 70% de saturacion y
precipitada con una mezcla de metanol-cloroformo en condiciones
reductoras (a); fraccionamiento al 70% de saturacion y precipitada con
TCA al 20% (w/v) en condiciones reductoras (b). Gel DocTM XR+
Imaging System (Bio-Rad).

Como se observa en la Figura 15, la precipitacion con disolventes fue el método con
mejores resultados, ya que en este perfil es donde se aprecian un mayor niamero de

bandas a comparacién del obtenido por precipitacion con TCA.

Posteriormente, se realizé un ensayo de actividad litica empleando tres distintos
sustratos de manera simultdnea, el microorganismo de referencia y dos microorganismos
relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos: S. aureus y L.

monocytogenes.
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En la Figura 16, se muestra el perfil de proteinas de la fracciébn de 70% de saturacion

con (NH4)2S04, asi como la actividad litica en los distintos tipos de sustratos evaluados.

En el perfil de proteinas (SDS-PAGE) se observan 5 bandas de proteina de
aproximadamente: 80 kDa, 60 kDa, 55 kDa, 28 kDa y 17 kDa. En cuanto a los ensayos
zimograficos, en el correspondiente a M. lysodeikticus se aprecian 3 bandas de
aproximadamente: 110 kDa, 70 kDa y 26 kDa. En los geles de S. aureus y L.
monocytogenes la banda mas definida es de aproximadamente 26 kDa y se puede
observar que dicha banda presenta actividad litica contra los tres microorganismos
ensayados (Figura 16). También se observa un perfil de bandeo por debajo de 17 kDa
detectado en los geles de S. aureus.

Estudios de autdlisis de algunas cepas de P. acidilactici y P. pentosaceus, aisladas de
diferentes alimentos fermentados, mostraron un perfil de actividad PGH caracteristico en
ambas especies a partir de extractos proteinicos (Mora et al., 2003); en dicho estudio se
observo una banda de 116 kDa, la cual fue detectada después de 1 h a 2 h de la
renaturalizacion del gel (perfil primario). También se observaron un conjunto de bandas
adicionales de entre 110 kDa y 45 kDa, las cuales fueron detectadas posteriormente
entre las 12 h a 18 h de la renaturalizacion de gel (perfil secundario) y en el gue no estuvo
involucrada la degradacion proteolitica de la banda principal (Mora et al., 2003).

Con base a lo anterior, y a que se comprob6 que hay una baja actividad proteolitica en
el sobrenadante, las bandas de bajo peso molecular corresponderian a bandas de
actividad propias de P. acidilactici ATCC 8042; ademas se detecta la banda de 110 kDa
(con y sin tratamiento térmico) en M. lysodeikticus.
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FIGURA 16. Perfil de proteinas por SDS-PAGE (12.5% T). Fraccién 70. Muestras:

marcadores de bajo peso molecular (Std) (Bio-Rad); fraccionamiento al
70% de saturacién y precipitada con una mezcla de metanol:cloroformo
en condiciones reductoras correspondientes (70%, M:C). Deteccion de
la actividad litica termosen sible en medio no reductor (NR) en
Micrococcus lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes (12.5% T). Muestras: marcadores de peso molecular
pretefiidos (Std) (Fermentas); fraccionamiento al 70% de saturacion
(70% NR). Incubaciéon en amortiguador Tris-HCI (pH 7.0, 30 °C, 24 h).
Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).
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Cabe resaltar que en este trabajo las bandas de menor peso molecular corresponden a
un perfil primario, ya que son las primeras bandas liticas que se observan (entre las 3 h
y 5 h de incubacién) en S. aureus sin necesidad de tefiir el gel con azul de metileno.

Se determiné que las bandas de bajo peso molecular son termosensibles y que
posiblemente su actividad depende de algun enlace disulfuro, razén por la cual no se
habian detectado en el primer ensayo de actividad litica (Figura 10), ya que la muestra
utilizada para ese ensayo fue sometida a un tratamiento térmico en condiciones

reductoras en el gel al 10% T.

Se sugiere que las bandas de alto peso molecular pueden tener actividad PGH tipo N-
acetilmuramidasa o N-acetilglucosaminidasa, ya que solo reconocieron la pared M.
lysodeikticus. Vollmer (2008) menciona que hay modificaciones en el peptidoglicano de
algunos microorganismos, como es el caso de la O-acetilacion del Cs de los residuos del
NAM en S. aureus o la N-desacetilacién del NAG en L. monocytogenes. Debido a estas
modificaciones, los microorganismos no son susceptibles a enzimas como la lisozima, la

cual tiene actividad tipo muramidasa.

Se ha demostrado que algunas especies bacterianas, que incluyen E. coli, E. hirae y B.
subtilis, poseen mas de una PGH que hidroliza el mismo enlace (Shockman y Holtje,

1994), este podria ser el caso de la banda de proteina de 26 kDa.

En los perfiles correspondientes a los picos | y Il (Figura 17 y 18, respectivamente),
provenientes de la columna de intercambio catidnico, la mayor actividad litica
correspondio a un perfil de bandas termolébiles de aproximadamente (26, 15, 14, y 13)
kDa sobre S. aureus y en menor medida sobre L. monocytogenes, y se detect6 la de 14

kDa en el microorganismo de referencia tras un tiempo prolongado de incubacion.

En cuanto a los perfiles de proteina, la Unica banda que se aprecia con claridad es la
correspondiente a 14 kDa en el perfil del pico | (Figura 17, carril SDS-PAGE). Las bandas
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de bajo peso molecular son relevantes debido a que muestran un importante efecto litico

contra los dos microorganismos patdgenos utilizados.
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FIGURA 17. Perfil de protein as p or S DS-PAGE (12.5% T). Pico |. Muestras:

marcadores de bajo peso molecular (Std) (Bio-Rad); pico | ultrafiltrado
en condiciones reductoras. Deteccion de la actividad litica
termosensible en medio no reductor (NR) en Micrococcus
lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes
(12.5% T). Muestras: marcadores de peso molecular pretefiidos (Std)
(Fermentas); pico | ultrafiltrado (I NR). Incubacion en amortiguador Tris-
HCI (pH 7.0, 30 °C, 24 h). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).
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FIGURA 18. Perfil de proteinas por S DS-PAGE (12.5 % T). Pico Ill. Muestras:

marcadores de bajo peso molecular (Std) (Bio-Rad); pico Il ultrafiltrado
en condiciones reductoras (Il 4x(C)). Deteccion de la actividad litica
termosensible en medio no reductor (NR) en Micrococcus
lysodeikticus, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes
(12.5% T). Muestras: marcadores de peso molecular pretefiidos (Std)
(Fermentas); pico Il ultrafiltrado (I NR). Incubacién en amortiguador Tris-

HCI (pH 7.0, 30 °C, 24 h). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).

Recientemente se localizé en la membrana celular de P. acidilactici ATCC 8042 una PGH

de 99 kDa con dos regiones conservadas de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa y N-

acetilglucosaminidasa y otra PGH de 110 kDa de funcién desconocida. La fraccion

proteinica concentrada, conteniendo ambas enzimas, fue capaz de inhibir el desarrollo

de Bacillus cereus, L. monocytogenes y Salmonella tiphimurium (Garcia-Cano et al.,

2011).
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En el trabajo de Ortega-Escobar (2017) se evalud la actividad bifuncional de la PGH de
99 kDa por medio de técnicas moleculares. Se obtuvieron 6 subclonas que contenian los
dominios cataliticos de la enzima (dominio N-acetil-L-alanina amidasa y dominio N-

acetilglucosaminidasa) y regiones intermediarias entre dichos dominios (Figura 19).

Glu-N321. 1666 pb

Ami-Dcat. 465 pb

i
W
"

3| Glu-N32. 1303 pb

W
F

Ami-N1., 814 pb

g

Ami-N12. 1270 pb

F
b 4
A
W

Glu-N3. 838 ph

Glu-Dcat. 486 ph

D
L 4
ED

Ami-N123. 1624 pb
Reglnnar rica en Asparagina (N)

E Daminia Dominio g
E Amidasa | I ] I [ | Glucosaminidasa |3
0 ™ b1 5] 00 £ e ] ] 09027 ala
) 1 | | | | 1 |
D48 g 7 915
SP N-acetylnuramih N-rich sequence N-acetylglucosaminidase
L-alanine amidase

FIGURA 19. Construccién de subclonas a partir de la PGH bifuncional de 99 kDa.
Fuente: Campos-Goémez, 2015.

Se encontro que las subclonas del dominio N-acetil-L-alanina amidasa que contenian al
menos dos regiones de la regién intermediaria, la cual es rica en asparaginas,
presentaban actividad litica en el microorganismo de referencia, a comparacion de las
subclonas que solo contenian el dominio catalitico. Las bandas de actividad,
pertenecientes tanto a la fraccion citosélica como a los restos celulares, tuvieron pesos
moleculares de 65 kDa, 51 kDa y 35 kDa. También se realizaron zimogramas a partir del
sobrenadante de cultivo concentrado 200 veces por UF, sin embargo, no se encontraron

bandas de actividad litica.
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Del estudio de biologia molecular se desprende que para detectar actividad litica se
requiere de al menos un dominio catalitico y una de las regiones intermedias. De
presentarse un procesamiento autocatalitico y que los fragmentos puedan traslocar la
membrana, entonces estos podrian ser responsables del fendmeno de bioconservacion,
pero no hay coincidencia con los pesos moleculares encontrados en este estudio, lo que

demuestra que se trata de proteinas diferentes.

Por su parte, la proteina de 110 kDa ha sido clonada y se habia reportado que era un
transportador tipo ABC (Matamoros, 2013). Sin embargo, Barbosa-Gonzéalez (2018)
obtuvo una enzima recombinante activa que actia como muramidasa y que tiene efecto
contra diversos patégenos. En estos estudios ha sido consistente encontrar productos
termolabiles que podrian ser de degradacién y otras proteinas que conservan pesos
moleculares especificos y que retienen actividad antimicrobiana, con un espectro

diferente al de la enzima integra.

En la Tabla 6 se enlistan los estudios realizados sobre las PGH recombinantes de P.
acidilactici ATCC 8042 correspondientes a las bandas de 110 kDa y 99 kDa.

En este trabajo se demostr6 la actividad litica en el sobrenadante de cultivo de P.
acidilactici ATCC 8042. Se desconoce el mecanismo por el cual las PGH detectadas se
transportan y llegan al sobrenadante, sin embargo, en la industria biotecnologica se
persigue la obtencidn de proteinas extracelulares ya que al disminuir el nimero de etapas

de purificacién se puede obtener un mejor rendimiento a menor costo.
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TABLA 6. Estudios de biologia molecular sobre las PGH recombinantes de 110 kDa y 99 kDa de P. acidilactici
ATCC 8042.
Zimoarama PM Localizacion
Banda/Subclona Actividad Vector Expresion . grar (proteina Referencia
(microorganismo) (kDa) :
recombinante)
E. coli BL21 . 101
M. lysodeikticus -
. ET- (DE3) 80 Matamoros-
110 kDa Transportador tipo ABC b .
P P 220(+) E. coli BL21 S. aureus 28 Sobrenadante Ortega, 2013.
(DE3) pLysS ' 25
) : . pET- E. coli BL21 i Garcia-Cano,
99 kDa N-acetilmuramidasa 19b(+) (DE3) M. lysodeikticus 100 Sobrenadante 2013,
. . E. coli XL-1 - L Campos-
99 kDa N-acetilmuramidasa pPET-22b Blue M. lysodeikticus 70 Fraccion celular Goémez. 2013.
Subclona N-acetilmurami-L-alanina 65 Citosol y restos
p22Amil23 amidasa celulares
Subclona p22GIuN3 E. coli 31
- Campos-
Subclona pET-22b Rosetta 2 M. lysodeikticus Gémez. 2015
p22GIuN32 N-acetilglucosaminidasa (DE3) pLysS 51 Citosol ' '
Subclona 65
p22GIluN321
Subclona p22GIuN3 35
E. coli :
Subcl . - . -
uvciona N-acetilglucosaminidasa  pET-22b Rosetta 2 M. lysodeikticus 51 Citosol y restos  Ortega-Escobar,
p22GIuN32 celulares 2017.
(DE3) pLysS
Subclona 65
p22GIluN321

Abreviaturas: p22:

vector de expresion; Ami: dominio N-acetiimuramil-L-alanina amidasa; Gluc: dominio N-

acetilgucosaminidasa; N1, N2 o N3: region intermediaria que abarca la subclona.
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10. Con clusiones

Se obtuvo el sobrenadante de cultivo de Pediococcus acidilacticic ATCC 8042 con

actividad antimicrobiana.

Se recuper6 el 50% de la proteina en la fraccion desalada correspondiente al 70% de
saturacioén con sulfato de amonio. Tras evaluar en zimogramas, se detectaron en esta
fraccion dos bandas de actividad peptidoglicano hidrolasa extracelular termoestable,
cuyos pesos moleculares son de aproximadamente 110 kDa y 80 kDa y baja actividad
proteolitica.

En la fraccion semipura, la mayor actividad litica correspondié a un perfil de bandas
termolabiles de aproximadamente (26, 15, 14,y 13) kDa sobre S. aureus ATCC 13565y
en menor medida sobre L. monocytogenes ATCC 15313 y sélo se logr6 apreciar la de

14 kDa en el microorganismo de referencia.

Al compararse los pesos moleculares de las bandas liticas extracelulares detectadas en
este trabajo con las proteinas liticas recombinantes se encontrd que no hay coincidencia,

por lo que se tratan de proteinas diferentes.

Las PGH de bajo peso molecular serian las responsables del fendmeno de

bioconservacion observado en el embutido tipo salami.
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Apéndice A. Comparacion del medio MRS original y el medio MRS modificado

Tabla A1. Formulacion del medio MRS
. . 118 MRS
Ingrediente MRS original modificado"

gL’ gL’
Peptona proteosa 10.0 10.0
Extracto de carne 10.0 10.0
Extracto de levadura 5.0 5.0

Glucosa 20.0 -
Sacarosa - 10.0
Monooleato de sorbitan (Tween 80) 1.0 1.0
Citrato de amonio 2.0 2.0
Acetato de sodio 5.0 5.0
Sulfato de manganeso 0.05 0.05
Fosfato dipotasico 2.0 2.0
Sulfato de magnesio 0.2 0.1
Acido ascorbico - 1.0
Agua destilada c.b.p. 1L 1L

18 De Man, J.C., Rogosa, M. y Sharpe, M.E. 1960. A medium for the cultivation of Lactobacilli. Journal of

Applied Bacteriology, 23,130-135.
19 Llorente-Bousquets, A. 2008. Caracterizacion de la actividad antibacteriana de Pediococcus acidilactici

ATCC 8042. Tesis de doctorado. Facultad de Ciencias, UNAM.



Apéndice B. Curvas de calibracion de albimina sérico bovina

Método modificado de Lowry (Bio-Rad DC Protein Assay)

La determinacion se realiza en tubos de ensayo utilizando una alicuota de 25 pL de agua

como blanco de la reaccion.

Reactivo A (Solucion alcalina de tartrato de cobre)

Reactivo B (Reactivo de Folin)

1. Diluir la disolucion estandar de BSA a fin de cubrir un intervalo de concentracion de
0.1 mg/mL a 2.0 mg/mL.

2. Tomar una alicuota de 25 uL de cada concentracion y adicionarlos a un tubo de ensayo

3. Adicionar 125 pL del reactivo A. Agitar.

4. Adicionar 1 mL de reactivo B. Agitar.

5. Esperar 15 min.

6. Medir la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.
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Determinacion de proteina por el método modificado de Lowry
(DC Protein assay)

Absorbancia (750 nm)

0.0 — T T T T 7T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0

Concentracién de BSA (mg/mL)

FIGURA B1. Curva de calibracion de B SA por el método modificado de Lowry
(DC Protein Assay).



Método modificado de Lowry (Peterson, 1977)

La determinacion se realiza en tubos de ensayo utilizando una alicuota de 50 pL de agua

como blanco de la reaccion.

Reactivo A
a) 50 mL de la solucién Cobre-Tartrato-Carbonato (CTC) (Tabla B1).

Tabla B1. Soluciéon de Cobre-Tartrato-Carbonato para la elaboracion del reactivo
A.
Reactivo Concentracion (por ciento)
Sulfato de cobre 0.1%
Tartrato de sodio 0.2%
Carbonato de sodio 10.0%

b) 50 mL de NaOH 0.8 N.
c) 50 mL de agua destilada.
La solucion A puede almacenarse hasta dos meses a temperatura ambiente.

Reactivo B
Diluir (1:10) el reactivo de Folin con agua destilada

1. Diluir la disolucion estandar de BSA a fin de cubrir un intervalo de concentracion
de 0.1 mg/mL a 2.0 mg/mL.

2. Tomar una alicuota de 50 pL de cada concentracién y adicionarlos a un tubo de

ensayo.

Adicionar 800 pL del reactivo A. Agitar.

Adicionar 500 pL de reactivo B. Agitar.

Esperar 15 min.

o g bk~ w

Medir la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.
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Absorbancia (750 nm)

Método modificado de Lowry

07
0.6 - i
°
® b= 0027
m= 0.359
: R= 0.994
ovo¢6——m—m — 7
0.0 05 1.0 15 20

BSA (mg/mL)

FIGURA B2.

Curva de calibracion de BSA por el método modificado de Lowry.
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Micrométodo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay)

Tabla B2. Micrométodo para la cuantificacion de proteina con el reactivo de
Bradford
Azul de Coomassie Solucién
Tubo stock de BSA Mg/mL
G-250 (uL)
(uL)
Blanco 200 800 0.00
1 200 800 3.97
2 200 800 5.43
3 200 800 6.86
4 200 800 8.57
5 200 800 9.82
6 200 800 11.07
7 200 800 12.75
8 200 800 14.63
Bio-Rad Protein Assay
0.8 T
0.7
= 061
c
9 ]
0 0.5 -
o ]
(8]
g ]
_g 0.4j
o]
m B
f: 0.3
0.2
01 ] T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16

BSA (ng/mL)

FIGURA B3. Curva de calibracion de BSA por el método de Bra dford (Bio-Rad
Protein Assay).



Apéndice C. SDS-PAGE y zimografia. Formulacion del gel concentrador y del gel

separador

Tabla C1. Formulacion del gel concentrador y del gel separador
CONCENTADOR SEPARADOR
(mL) (mL)
Zimograma Zimograma
4% T 10%T 125%T 165%T PGH Proteasa
12.5% T 12.5% T
Agua 3.04 x2 4.01 3.18 1.84 2.68 2.18
B 4X-C (pH 6.8) 2.50 - - - - -
B 4X-S (pH 8.8) - 2.60 2.60 2.60 2.60 2.60
Células - - - - 0.50
Gelatina - - - - - 1.00
Acrilamida
(30% T, 2.6% C) 1.36 3.33 4.16 5.50 4.16 4.16
APS 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Volumen final 10 10 10 10 10 10

77



Apéndice D. Controles positivos para deteccion de actividad litica y proteolitica

Control + Control +
kD

a
g7-
66-

45-

a7-
G-
45-

31-
22-

.
—

14-
22

14-
S a ftrpsina Std b lisostafina

FIGURA D1.

Controles positivos para actividad litica y proteolitica por
zimografia (12.5% T). Muestras: tripsina en condiciones no reductoras
(a); lisostafina en condiciones no reductoras (b). Perfil de proteinas por
SDS-PAGE (12.5 %T). Muestras: marcadores de peso molecular (Std)
(Bio-Rad); tripsina en condiciones reductoras (a); lisostafina en

condiciones reductoras (b). Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio-Rad).
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Apéndice E. Limite de deteccion de BSA con azul de Coomassie R-250

T - .

750 1500 2250 3000 3750 4500 5250 6000 6750
II'
ng BSA

FIGURA E1.

Limite de detecciéon de BSA por SDS-PAGE (12.5%T). Gel Doc™ XR+
Imaging System (Bio-Rad).
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Apéndice F. Especificaciones de la columna HiPrep SP FF 16/10.

Tabla F1.

Especificaciones de la columna HiPrep SP FF 16/10 (GE Healthcare)

Caracteristicas de la columna

Dimensiones de la matriz

16 x 100 mm
Volumen de la matriz 20 mL
Peso de la matriz 100 mm
Intervalo de flujo maximo

2 mL/min — 10 mL/min
4 a 30 °C, 20% etanol

1.5 bar, 0.15 MPa, 22 psi

Condiciones de almacenamiento
Presibn maxima sobre la matriz
empacada durante la operacion

Medio

Tamafio de particula

Tipo de intercambiador
Matriz
Grupo cargado

90 pm
Fuertemente catidnica

6% agarosa altamente entrecruzada

-CH2CH.CH>SO3
pKa del grupo cargado 20-25
Capacidad i6nica (0.18-0.25) mmol H*/mL medio
pH a corto plazo 3-14
pH de trabajo 4-13
pH a largo plazo 4-13

amortiguadores acuosos comunmente
utilizados, NaOH hasta 1 M, urea 8 M,
hidrocloruro de guanidina 6 M, Etanol
hasta 70%, acido acético hasta 1 M e

Estabilidad Quimica

Figura F1.

Evitar

isopropanol hasta 30%.

Agentes oxidantes y detergentes y

buffers catidnicos.

Columna

Diametro interno
Material de la columna
Volumen total

16 mm
Polipropileno
20 mL

Y.

e

Columna HiPrep SP FF16/10 (GE Healthcare).
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