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Introduccién

La conservaciéon de alimentos por fermentacion es una tecnologia antigua y
ampliamente practicada. La fermentacion asegura no solo una mayor vida util y la
seguridad microbiologica de un alimento, sino que también puede hacer que

algunos alimentos sean mas digeribles (Caplice y Fitzgerald, 1999).

Entre los alimentos fermentados de origen mexicano, se encuentra el pozol, una
bebida acida, refrescante, no alcohdlica, que se obtiene de la fermentacién natural
de la masa de maiz nixtamalizado (Ulloa y col., 1983; Wacher, 2014). Entre las
bacterias que forman la microbiota del pozol, destacan las bacterias del acido lactico
(BAL) y representan mas del 90% de la microbiota activa del pozol (Ampe vy col.,
1999; Wacher y col., 2000).

Las BAL debido a sus caracteristicas metabolicas unicas estan involucradas en
muchos procesos de fermentacion (Caplice y Fitzgerald, 1999). Estos
microorganismos pueden producir una amplia variedad de metabolitos primarios y
secundarios antagdnicos que incluyen una amplia gama de bacteriocinas, algunas
de las cuales tienen actividad contra patogenos de origen en alimentos como
Listeria monocytogenes y Clostridium botulinum (Ross y col.,, 2002). La
conservacion de alimentos, asi como la prevencidon de enfermedades causadas por
estos es un tema que ha motivado la investigacion cientifica. El empleo de aditivos
de origen natural es uno de los campos mas ampliamente estudiados (Lugo, 2013).

Las bacteriocinas de las BAL son un grupo diverso de proteinas/péptidos
antimicrobianos, que ofrecen un potencial como conservadores y exhiben un amplio
espectro de actividad antimicrobiana a bajas concentraciones (Kumari y col., 2014).
En los ultimos afos se han descubierto y caracterizado nuevas bacteriocinas de

BAL, que permiten aprovechar al maximo su potencial antimicrobiano (Lugo, 2013).



En un trabajo previo (Maldonado, 2016), se comprobd, mediante pruebas de
difusién en agar, que la cepa de Streptococcus spp. A45212 aislada del pozol,
produce una proteina parecida a una bacteriocina que inhibe el crecimiento de
Listeria monocytogenes.

Antecedentes

Alimentos fermentados

Al principio de su historia, el hombre fue némada, para después establecerse en
algun lugar determinado y volverse sedentario, derivado de esto, surgio la
necesidad de almacenar los excedentes de alimentos, es decir, de conservarlos.
Surgié la posibilidad de cocinarlos o prepararlos de formas variadas. Dentro de
estas formas quizas la mas sencilla fue el secado al sol y la mas compleja la
fermentacién. La fermentacion es un proceso mas complejo, ya que la
transformacion del alimento (el cereal, la fruta o, eventualmente, la leche) se
produce por accién de microorganismos del medio ambiente, los cuales, al utilizar
los componentes disponibles del alimento, pueden reproducirse transformando el
sabor, el color, el olor, la textura e incluso el valor nutrimental del producto en el que

estan creciendo y fermentando (Wacher, 2014).

No fue sino hasta el siglo XVIII que Antonie van Leewenhoek desarrollo los lentes
que mas tarde dieron lugar al microscopio, instrumento que permitio a los seres
humanos adentrarse en el mundo invisible que nos rodea, mundo en el que los
microorganismos son los habitantes centrales. Un siglo después, Pasteur relaciono
los microorganismos con la descomposicion y con la fermentacion, y Koch, con las
enfermedades. Aunque de todo esto hace menos de dos siglos, es sélo durante las
ultimas décadas que se ha puesto en evidencia que la gran mayoria de los alimentos
fermentados cuentan con una serie de propiedades fundamentales para una dieta
variada y equilibrada, quizas una de las razones por las cuales su preparacion y
consumo se ha mantenido hasta nuestros dias (Wacher, 2014).



La fermentacion es un proceso utilizado para conservar y mejorar la calidad de los
alimentos (Sivamaruthi y col., 2018). Los alimentos fermentados son definidos
como sustratos alimenticios que son procesados por microorganismos comestibles
(bacterias, levaduras y mohos) cuyas enzimas hidrolizan los polisacaridos,
proteinas y lipidos a productos no toxicos con sabores, aromas y texturas deseables
para el ser humano (Montet y Ray, 2015).

Los alimentos fermentados tradicionales, son fermentados por la microbiota inicial
del sustrato, estan arraigados a la cultura de las regiones en las que fueron
desarrollados o adaptados; algunos alimentos se han beneficiado de los avances
cientificos y tecnologicos, como la cerveza, el vino o la produccion de yogurt; y en
otros, el proceso se mantiene con muy poca innovacion: tal es el caso del pozol o

del pulque en México (Wacher, 2014; Kolawole y col. 2007).

Los alimentos fermentados tradicionales no sélo son alimentos basicos para la
mayoria de los paises en desarrollo, sino también alimentos saludables importantes

para los paises desarrollados (Montnet y Ray, 2015).

Hoy en dia, la fermentacion microbiana es la forma mas simple y econdémica de
mejorar la calidad nutricional de los alimentos (Somvanshi y col., 2017). Es comun
que los microorganismos de un alimento fermentado constituyan una microbiota
compleja, constituida por una gran cantidad y diversidad de microorganismos. En
los productos fermentados modernos se ha logrado determinar aquel o aquellos
microorganismos clave para el proceso fermentativo (Wacher, 2014). A medida que
las funciones de salud de estos alimentos se descubren, se utilizan biotecnologias
de mayor rendimiento para promover las industrias de alimentos fermentados. Se
investigan ampliamente los microorganismos, la bioquimica del proceso, la
fabricacion y el procesamiento posterior, asi como los metabolitos bioactivos
liberados por los organismos en fermentacion y, sobre todo, las funciones de salud
de estos alimentos. Ademas, las aplicaciones y el progreso de la bioquimica y la
biotecnologia aplicadas a los sistemas alimentarios tradicionales fermentados son
diferentes unos de otros, ya que los microorganismos y las matrices de alimentos

varian ampliamente (Montet y Ray, 2015).



No es sino hasta hace unas cuantas décadas que se analiza con profundidad a los
microorganismos responsables de alimentos fermentados prehispanicos, los cuales
ademas de presentar actividades fisioldgicas interesantes, podrian usarse como
cultivos iniciadores para producir estos alimentos en condiciones controladas. Es un
reto importante para la biotecnologia moderna nacional aprovechar los procesos y
el conocimiento derivado de los alimentos que se originaron en el pasado (alimentos

prehispanicos) para mejorar los que se producen en la actualidad (Wacher, 2014).

Pozol

Entre las bebidas y los alimentos fermentados autoctonos de México se encuentra
el pozol, bebida de maiz de origen maya que forma parte de la alimentacion basica
de muchos grupos étnicos del sur y el sureste de México: chontales, choles, mayas,
lacandones, tzotziles o chamulas, tzetzales, zoques y zapotecos.

El nombre pozol es de origen nahuatl, pozolli, que quiere decir espumoso. Se
prepara con bolas de masa de maiz nixtamalizado (ya sea blanco, amarillo o negro)
envueltas en hojas del arbol de platano, que se dejan fermentar por tiempos que
varian considerablemente, ya que en algunos casos solo se fermenta por unas
horas, mientras que en otros el tiempo de fermentacién es de varios dias (3 a 7
dias), pero puede incluso llegar a ser de hasta un mes. Las bolas de maiz
fermentado se consumen disueltas en agua durante la comida, el trabajo o a
cualquier hora del dia como una bebida refrescante. También tiene usos
medicinales, rituales y, debido a su alto grado de conservacion, las bolas de pozol
son utilizadas como provisiones en travesias largas. Los lacandones utilizan el pozol

mezclado con miel para bajar la fiebre y controlar la diarrea (Wacher, 2014).

La microbiota del pozol esta constituida por bacterias, mohos y levaduras. Entre las
bacterias que habitan el pozol, destacan las bacterias del acido lactico (BAL),
bacterias mesofilas aerdbicas no lacticas y las enterobacterias (Ampe y col., 1999;
Wacher y col., 2000).



Las BAL representan mas del 90% de la microbiota activa del pozol (Ampe y col.,
1999; Wacher y col., 2000), son las primeras en desarrollarse y estan presentes
durante todo el proceso. Estas son las responsables de la acidificacion de la masa
(llega a tener un valor de pH cercano a 4), ya que producen acido lactico, que
imparte un sabor fresco y agradable al producto. De ellas destacan las bacterias
amiloliticas, como Streptococcus infantarius y Streptococcus macedonicus (Diaz
Ruiz y col., 2003; Wacher, 2014) y no amiloliticas, como Weissella confusa y
Lactobacillus delbrueckii (Ben Omar y Ampe, 2000). En la tabla 1 se pueden
observar algunas de las BAL que han sido aisladas del pozol.

Tabla 1. Bacterias acido lacticas aisladas del pozol.

Bgcterla Referencia Bacteria aislada Referencia
aislada
Ampe y col., 1999;
Lactobacillus | Ben Omary Ampe., Streptococcus
plantarum 2000; Escalante y infantarius
col., 2001. Diaz Ruiz y col.,
Enterococcus Streptococcus 2003
saccharolyticus macedonicus
Lactobacillus Enterococcus
fermentum Ben Omar y Ampe, sulfureus
2000 Diaz Ruiz y col.,
Weissella Lactococcus lactis 2003;
confusa Escalante y col.,
2001
Streptococcus Ben. Omar y A mpe, Lactobacillus Escalante y col.,
bovis 2000; Diaz Ruiz alimentarius 2001
y col., 2003
. Nuraida y col., 1995;
Lactobacillus Leuconostoc i ’
delbrueckii Ben Omar y Ampe, mesenteoides | BSN Omar y Ampe,
2000; Escalante y 2000
Lactobac_lllus col., 2001 Lactobacillus Ampe y col., 1999
casei pentosus

(Adaptada de Maldonado, 2016).




Bacterias acido lacticas

Las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no moviles,
anaérobicos, microarofilicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y benzidina
negativos, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen acido
lactico como el unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos (Carr
y col., 2002; Vazquez y col., 2009). Son organismos nutricionalmente exigentes y
son capaces de hidrolizar péptidos de la leche (Ramirez y col., 2011).

Las BAL tienen una larga historia de aplicacion en los alimentos fermentados debido
a su influencia benéfica sobre las caracteristicas nutricionales, organolépticas y de
vida util (De Vuyst y Leroy., 2007). Los géneros mas destacados de las BAL son
Streptococcus,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus y Weissella, todos pertenecientes al orden Lactobacillale (Holzapfel y
Wood, 2014).

e Metabolismo

Existen diversos géneros de BAL; éstas son agrupadas como homofermentadoras

o heterofermentadoras basado en el producto final de su fermentacion.

Las BAL homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus, Pedicococcus,
Vagococcus y algunos Lactobacillus, poseen la enzima aldolasa y producen acido
lactico como el producto unico de la fermentacion de la glucosa utilizando la via de

glucolisis (Axelsson, 1998) (figura 1).
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Figura 1. Metabolismo homofermentativo de las BAL (Tomado de Giles, 2012).

Por su parte, las del género Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium,
Lactosphaera y algunos Lactobacillus son heterofermentadoras y convierten
hexosas a pentosas por la via 6-fosfogluconato- fosfocetolasa, produciendo en el
proceso ademas de acido lactico, cantidades significantes de otros productos como

acetato, etanol y CO, (Carr y col., 2002) (figura 2).
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Figura 2. Metabolismo heterofermentativo de las BAL (Tomado de Giles, 2012).



e Compuestos antimicrobianos generados por las BAL

Los mecanismos antimicrobianos especificos de las BAL, explotados en la
conservacion de alimentos, incluyen la produccion de acidos organicos, peroxido de
hidrogeno, didxido de carbono, diacetilo, la produccion de bacteriocinas (De Vuyst
y Vandamme, 1994) y enzimas que degradan la pared celular, como las
peptidoglucano hidrolasas.

Los acidos organicos tales como acido lactico y acético, reducen el pH del ambiente
con un efecto inhibitorio de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. En ese
sentido, la forma no disociada del acido lactico puede penetrar con mayor facilidad
la pared celular microbiana donde el pH mas alto del contenido celular promueve la
disociacion, dando lugar a la liberacion de iones hidrégeno y el anién
correspondiente; de modo que, ambos iones interfieren en el metabolismo e inhiben
el crecimiento celular (Vazquez y col., 2009).

Cuando el oxigeno esta presente, las BAL pueden producir peréxido de hidrégeno,
el cual genera radicales hidroxi- que causan peroxidacion a los lipidos de la
membrana y susceptibilidad de la célula microbiana de muchos microorganismos.

El dioxido de carbono es un producto final de la fermentacion heterolactica y en
ocasiones se obtiene por descarboxilacion de aminoacidos por BAL. El diéxido de
carbono promueve un ambiente anaerobico, reduce el pH y puede ayudar a destruir
la integridad de la pared celular microbiana. Asi mismo, el diacetilo es producido por
BAL que fermentan el citrato y es sintetizado en el metabolismo intermediario del
piruvato (Ouwehand, 1998), su actividad antibacteriana es mas efectiva a valores
de pH menores de 7 y las cantidades necesarias para que se presente la actividad
antibacteriana son muy elevadas (Magnusson, 2003; Salminen y col., 2004).

e Streptococcus spp.

Es una bacteria Gram positiva, que tiene dimensiones de 0.5 nm-2.0 nm. Son
células esféricas u ovoides en parejas o cadenas, inmdviles, homofermentadoras,
no esporuladas y su requerimento de oxigeno es facultativo. Es una bacteria
fermentadora, y produce fundamentalmente lactato (Carr y col., 2002; Prescott y
col., 2004).



Dentro del género Streptococcus, se encuentran especies patégenas (p. €j., S.
pyogenes) no patdgenas y de importancia en alimentos (p. €j., S. salivarius) y otras
que se han descrito como patégenos oportunistas (p. €j., algunos S. infantarius)
(Burton y col., 2006; Stollerman y Dale, 2008; Jans y col. 2015).

Las principales especies de Streptococcus encontradas en el pozol son: S.
infantarius, S. macedonicus y S. bovis (actualmente Streptococcus infantarius
subsp. infantarius), esta ultima es la especie dominante entre las cepas de bacterias
lacticas amiloliticas aisladas del pozol (Diaz Ruiz y col., 2003; Becerril, 2012;
Maldonado, 2016).

Se determind su posible capacidad probidtica, pues se encontré6 que cepas del
género Streptococcus aisladas del pozol de Villahermosa, Tabasco; tienen esta
caracteristica al ser evaluada su resistencia al fenol, produccién de peréxido de
hidrégeno, sobrevivencia a pH 2.5 a 3, resistencia a sales biliares, sensibilidad a
antibioticos, asi como la capacidad de adherencia a células Hep-2 (Rodriguez y
Villalva, 2010).

Bacteriocinas

Como se mencion6 anteriormente, los microorganismos producen un conjunto de

sistemas de defensa microbiana y dentro de estos estan las bacteriocinas.

Las bacteriocinas de las BAL son un grupo diverso de proteinas/péptidos
antimicrobianos, que ofrecen un potencial como conservadores y exhiben un amplio
espectro de actividad antimicrobiana a bajas concentraciones junto con la
estabilidad térmica y de pH en los alimentos, sin ningun efecto téxico para los seres
humanos. Ademas, son tolerantes al calor, activos a pH acido y no ofrecen cambios
de sabor o de textura cuando se utilizan como conservadores. Aunque estas,
generalmente, no son activos contra bacterias Gram-negativas (Kumari y col.,
2014).

La mayoria de las bacteriocinas de BAL son péptidos catidnicos de bajo peso
molecular (<10 kDa), termoestables, anfifilicos y permeabilizantes de membrana
(Rodriguez y col., 2000; Rodriguez y col., 2003).



La mayoria de las bacteriocinas son efectivas contra microorganismos patdégenos
importantes involucrados en enfermedades transmitidas por alimentos, tales como:
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y en menor proporcion,
Escherichia coli y Salmonella spp. (Wu y col., 2004; Jeevaratnam y col., 2005).
Debido a esta razon, las bacteriocinas se han convertido en un campo importante
de investigacion y de estudio en los ultimos 25 afos (Beristain-Bauza y col., 2012).

La bacteriocina mas conocida y estudiada producida por las BAL, es la nisina A. La
nisina y las pediocinas son las unicas bacteriocinas aprobadas como aditivos
alimentarios (Deegan y col., 2006; Guerra y Pastrana, 2002; Kumari y col., 2014) y
son muy estudiadas, no sélo porque exhiben un amplio espectro de actividad, sino
también porque son bactericidas en bajas concentraciones y exhiben estabilidad
térmicay al pH en los alimentos (De Vuysty Vandamme, 1994; Ray y Hoover, 1993).
La nisina, esta aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
se usa en mas de 48 paises como conservador en alimentos (Cleeveland y col.,
2001; Deegan y col., 2006), sin embargo, las pediocinas, un grupo de bacteriocinas
producidas por las cepas de Pediococcus, han recibido gran atencion en los ultimos
afnos y han sido extensamente estudiadas y bien caracterizadas (Daeschel, 1990;
Hoover y col., 1988; Hoover y col., 1989).

Se ha encontrado que varias especies del género Streptococcus, producen
bacteriocinas, tal como se describe en la tabla 2.
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Tabla 2. Ejemplos de bacteriocinas producidas por bacterias del género

Streptococcus.
Bacteria
Bacteriocina Referencia
productora
SAFF22 S. pyogenes Tagg y col., 1973
Macedocina S. macedonicus Georgalaki y col., 2002
Salivaricina A Wescombe y col., 2006
S. salivarius
Salivaricina B Hyink y col., 2007
Bovicina HCS S. bovis HC5 Mantovani y col., 2002
Mutacina |
S. mutans U140 Qiy col., 2001
Mutacina IV

Para el uso eficaz de las bacteriocinas como conservadores alimentarios, es
necesario disponer de bacteriocinas, de amplio espectro, termoestables, producidas
con actividad altamente especifica en un medio de calidad alimentaria.

Existen algunas desventajas en cuanto a la produccion de bacteriocinas en los
procesos de purificacion, estos son costosos, largos y requieren mucho tiempo,
ademas, estos procesos son adecuados a escala de laboratorio, pero no siempre a
escala industrial (Gonzalez, 1996; Kumari y col., 2014).

e (Clasificacion

Las bacteriocinas se clasifican en funcion de sus estructuras primarias, pesos
moleculares y caracteristicas genéticas. Sin embargo, no existe un esquema de
clasificacion universal. Originalmente, se reconocieron cuatro clases, pero
recientemente los autores las han reducido a tres (Liu y col., 2014a), y se
encuentran pequenas diferencias en la descripcion de las subclases entre los
diferentes autores (Mokoena, 2017).

Clase I: Los Lantibidticos. Definidos como pequeios péptidos activos que contienen
lantionina 6 R-metil lantionina (Klaenhammer, 1993). Nisina y lacticina 3147 son los
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principales representantes de este grupo. El tipo A se compone de moléculas
flexibles relativamente alargadas, en forma de tornillo, cargadas positivamente,
anfipaticas. Su masa molecular varia entre 2 y 4 KDa y generalmente actuan a
través de la formacion de poros, a través de la membrana de despolarizacion, de la
membrana citoplasmica de las especies sensibles. Los lantibiéticos de tipo B son
de estructura globular e interfieren con las reacciones enzimaticas celulares. Su
masa molecular se encuentra entre 2 y 3 KDa y no tienen carga neta o una carga

neta negativa (Cleeveland y col., 2001; Deegan y col., 2006).

Clase II: Los no lantibiéticos. Las bacteriocinas de clase |l también son péptidos
activos, relativamente termoestables (<10 KDa), que no contienen lantionina. Este
grupo a su vez se divide en subclases (Patton y Don, 2005). Lactacina F y
lactococina G son miembros de este grupo (Daw y Falkiner, 1996).

Clase llI: Son proteinas labiles al calor, en general, de gran peso molecular (> 30
KDa). Este grupo no ha sido ampliamente investigado. Las bacteriocinas que
representan este grupo son helveticina | por Lactobacillus helveticus y enterolisina
producidas por Enterococcus faecium (Paul-Ros y col., 2002; Todorov y Dicks,
2004; Todorov y Dicks, 2005a y 2005b).

e Biosintesis

La produccion de bacteriocinas en bacterias Gram positivas generalmente ocurre
cuando cambia la fase logaritmica a la fase estacionaria. Por ejemplo, la produccién
de nisina comienza durante la mitad de la fase log y aumenta hasta un maximo a

medida que las células ingresan a la fase estacionaria (Buchman y col., 1988).

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados ribosomalmente, que inicialmente son
biolégicamente inactivos y luego se modifican para alcanzar un estado activo. La
produccion de bacteriocinas depende de la cepa microbiana y las condiciones de
cultivo (Todorov, 2009; Perez y col., 2014; Gulluce y col., 2013).
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En general, los genes que codifican la produccion de bacteriocina y la inmunidad se
organizan en grupos de operones. Se pueden ubicar en elementos genéticos
moviles, como el cromosoma en asociacion con transposones o plasmidos. Las
bacteriocinas recientemente sintetizadas contienen un lider N-terminal. Luego son
modificadas por proteinas o aminoacidos codificados por el grupo de genes de
bacteriocina antes de que se exporten fuera de la célula. Algunas de las
modificaciones incluyen reticuladores tioéter llamados lantioninas o metilantioninas
formadas a través de la deshidratacion de residuos de serina y treonina seguidos
de la adicidn estéreo selectiva intermolecular de cisteinas en los aminoacidos
insaturados (Todorov, 2009; Zacharof y Lovitt, 2012; Perez y col., 2014; Gulluce y
col. 2013).

Se ha reportado que las funciones de la secuencia lider N-terminal (denominada
lider de doble glicina) podrian ser: a) evitar que la bacteriocina sea biolégicamente
activa mientras esta detenida dentro del productor, y b) proporcionar el
reconocimiento sefial para el sistema de transportacion. El lider de doble glicina
varia en longitud de 14 residuos hasta aproximadamente 30 residuos
(Klaenhammer, 1993, Havarstein y col., 1994).

Las bacteriocinas, pueden producirse como metabolitos primarios o secundarios o
su producciéon puede ser inducida y regulada por el mecanismo de percepcion de
cuérum. El espectro de actividad, el modo de accion y las propiedades moleculares,
genéticas y bioquimicas son variables, y las proteinas de inmunidad especificas
protegen a los microorganismos productores de sus propias bacterias (Ahmad y col.,
2017; Favaro y col., 2015; O'Connor y col., 2015; Zacharof y Lovitt, 2012).

Independientemente de la forma de incorporacion, la efectividad de las
bacteriocinas como conservadores de alimentos depende de la biosintesis 6ptima,
el nivel y la especificidad de la actividad antimicrobiana y la interaccion con los
componentes de la matriz alimentaria. Varios estudios realizados para establecer
las mejores condiciones para la produccion de bacteriocinas por muchas cepas de
BAL indican que la biosintesis de las bacteriocinas no es paralela al crecimiento
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bacteriano (Aasen y col., 2003; Verluyten y col., 2004; Delgado y col., 2007;
Malheiros y col., 2015; Tashakor y col., 2017; Engelhardt y col., 2018).

e Mecanismo de accién

Se ha encontrado que las bacteriocinas tienen muchos mecanismos de accidn
distintos. Estos mecanismos se pueden dividir ampliamente en aquellos que estan
relacionados con la pared celular de la célula blanco y aquellos que son activos
principalmente dentro de la célula, afectando la expresion genética y la produccion
de proteinas (Cotter y col., 2013).

La primera, es la accién de las bacteriocinas que esta determinada por la
composicion de la membrana citoplasmatica, la estructura y la expresion de una
proteina en funcidn de la inmunidad, ademas de la composicién quimica del medio
ambiente. Recientemente se considera también la existencia de las moléculas
superficiales en la membrana de la célula blanco que permiten el acoplamiento con
la bacteriocina producida por otra bacteria (Cintas y col., 2001; Heerklotz y col.,
2004). Las bacterias Gram-positivas se caracterizan por poseer un alto contenido
en lipidos anionicos en su membrana, en este caso, el modo de accion de las
bacteriocinas es la unidn inicial a la membrana bacteriana por atraccion
electrostatica entre los lipidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su
carga neta positiva localizada en uno de sus extremos, de este modo se forman
poros en la membrana bacteriana, la cual queda permeabilizada, la célula empieza
a perder iones y metabolitos fundamentales para su supervivencia y eventualmente
se produce la muerte bacteriana (Moll y col., 1999; Bizani y col., 2005). Se ha
demostrado que algunos miembros de las bacteriocinas clase |, como la nisina,
tienen un modo de accién doble. Pueden unirse al lipido Il, el transportador principal
de las subunidades de peptidoglicano desde el citoplasma a la pared celular, y por
lo tanto evitar la sintesis correcta de la pared celular, lo que lleva a la muerte celular.
Ademas, pueden usar el lipido Il como una molécula de acoplamiento para iniciar
un proceso de insercion de membrana y formacién de poros que conduce a la

muerte celular rapida (Cotter y col., 2005) (figura 3).
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La inhibicidon de la biosintesis del ADN que conlleva a la muerte celular, es
considerada el otro mecanismo de accion de estos péptidos antimicrobianos (Brotz
y Sahl, 2000). La inhibicion de sintesis de ADN y ARN es considerada
principalmente un mecanismo de accion contra bacterias Gram negativas (Cotter y
col., 2013) (figura 3).

A) Célula blanco: Gram positiva. B) Célula blanco: Gram negativa.
Clase | Clase Il
(p.e. Nisina) (p.e. lactocina A) MeccB17 Mce)25 MccC7-C51
@ @ @
Pared
celular

000 00000000 0O0000O] DOOOOOCO0000
Membrana
OO0 OOO00O0OA 0O0000O DOOOCOOO0O0O

Pared celular

o XKD ooooo OO 0000000000
Membrana . } Membrana
celular celular interna
> A ooooo YOO IOOOOCOCO0O
TonB Ye]ABEF
T Man-PTS

Inhibicion de la 4 hibiclon
sintesis de . Inhibicién de de 1a ARN Inhibicién de la Asp-
peptidoglicano. Formacién de poro. la ADN girasa.| | bolimerasa. ARNt sintetasa.

Figura 3. Mecanismo de accion de bacteriocinas frente a bacterias Gram positivas
(A) y Gram negativas (B) (Tomado y traducido de Cotter y col., 2013).

De acuerdo con Cintas y col. (2001), la alta actividad bactericida de las bacteriocinas
se relaciona principalmente con el contenido de cistina; y de acuerdo con esto, se

establecen los tres espectros de accion:

a) Bacteriocinas con espectro inhibitorio estrecho, cuyos productos inhiben
microorganismos de la misma especie.

b) Bacteriocinas con espectro inhibitorio intermedio, cuyos productos inhiben
otros géneros de BAL, a algunas bacterias Gram-positivas y a patdogenos

presentes en alimentos.

c) Bacteriocinas con amplio espectro de inhibicion, que actuan contra un gran
numero de bacterias Gram-positivas (Beristain-Bauza y col., 2012).

15



e Aplicacion en la industria de alimentos

La industria alimentaria se ha esforzado por minimizar los riesgos y garantizar la
seguridad de sus productos, especialmente mediante el uso de conservadores
quimicos. Sin embargo, la seguridad toxicoldgica de los conservadores quimicos es
primordial y debe ser monitoreada constantemente. Una alternativa que reduciria el
uso de conservadores de alimentos clasicos es el uso de metabolitos de
microorganismos inocuos para inhibir microorganismos indeseables en los

alimentos (Adimpong y col., 2012).

En los productos carnicos se utilizan para inhibir C. botulinum, L. monocytogenes,
S. aureus, Salmonella Typhimurium y E. coli (Naidu y col., 2006). También se busca
reducir el uso de los nitritos y sus derivados que pueden formar nitrosaminas

carcinogénicas (Beristain-Bauza y col., 2012).

Las bacteriocinas son una opcion atractiva como conservadores para el desarrollo
de alimentos minimamente procesados. Actualmente se ha demostrado que las
bacteriocinas presentan un alto potencial en la conservacion de carne, productos
lacteos, alimentos enlatados, pescado, bebidas alcohdlicas, ensaladas, huevo,
productos de panificacion, vegetales fermentados, entre otros, ya sea solos o en
combinacion con otros métodos (Beristain-Bauza y col.,, 2012). Algunas
aplicaciones de la nisina en la industria de alimentos se describen en la tabla 3.

Las bacteriocinas pueden ser utilizadas en alimentos de diferentes maneras:

= Adicionadas directamente al producto, purificadas o semipurificadas.
= Como aditivo en la elaboracion de alimentos (Cleeveland y col., 2001).
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Tabla 3. Aplicacion de la nisina en la industria alimentaria.

Staphylococcus aureus 196E

Clostridium sporogenes
PA3679

Alimento Concentracion | Microorganismo susceptible Referencia
Cerveza 3 mg/L Lactobacillus brevis CCT 3745 | Franchiy col.,
2012
>100 mg/L Acetobacter aceti CCT 2565
0.8 mg/L Lactobacillus delbrueckii ATCC
9649
>200 mg/L Schizosaccharomyces ludwiggi
Saccharomyces diastaticus
Lechey 250 mg Listeria monocytogenes Jin, 2010.
Huevo liquido SCOTT A 724
Jugo de 10 Ul/mL Escherichia coli K12 Pathanibul y
manzana y col., 2009
, Listeria innocua ATCC51742

zanahoria
Jugo de 100 Ul/mL Salmonella Typhimurium Liang y col.,
naranja 2002
Queso 300 Ul/mL Listeria innocua Benech y col.,
Cheddar 2002

300 Ul/mL Listeria monocytogenes V7 Zottola y col.,

1994

(Tomado de Beristain-Bauza y col., 2012).
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Peptidoglucano hidrolasas

Las peptidoglucano hidrolasas (PGH) son enzimas que hidrolizan los enlaces
glucosidicos o peptidicos que se encuentran en el peptidoglicano, el componente
principal de las paredes celulares de bacterias, promoviendo asi la lisis celular. Las
PGH se encuentran en organismos de todos los taxones principales, incluidos

animales, plantas, bacterias y virus (Vollmery col., 2008).

Participan en el crecimiento de la pared celular bacteriana y su regulacion y también
en diferentes fenomenos de lisis. A menudo es dificil asignar una funcion distinta a
una peptidoglucano hidrolasa por varias razones. En primer lugar, muchas bacterias
poseen un alto numero de hidrolasas y parecen tener funciones redundantes (Holtje
y Tuomanen, 1991; Smith y col., 2000). En segundo lugar, una hidrolasa puede

tener mas de una funcion (Heidrich y col., 2001 y 2002).

El peptidoglicano (o mureina) forma una barrera que encierra la membrana
plasmatica y protege la célula contra la presion osmatica interna en condiciones
hipoosmaticas (Weidel y Pelzer, 1964). El peptidoglicano consiste en cadenas de
glicano de N-acetilglucosamina alternadas con enlaces beta-1,4 y residuos de acido
N-acetilmilamico entrecruzados entre si por péptidos cortos formados por L- y D-
aminoacidos (Schleifer y Kandler, 1972). Durante el crecimiento, se requiere la
insercion de nuevos precursores y la separacion de las células hijas, y se requiere
romper de manera controlada la molécula de peptidoglicano (Foster y Popham,
2001). Las enzimas responsables de este proceso son las PGH.

La orientacién de los PGH a su ubicacion especifica es un factor esencial para evitar
la lisis celular al tiempo que se asume la separacion de las células hijas (Layec y
col., 2008).

Los géneros Streptococcus y Lactobacillus se caracterizan por la produccion de un
numero relativamente pequefio de PGH, en comparacion con los géneros Bacillus

y Clostridium (Layec y col., 2008).
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Existen enzimas especificas para romper casi todos los enlaces covalentes de
peptidoglucano. De acuerdo con el enlace especifico, se definen distintas clases de
PGH (Ghuysen, 1968; Shockman y Barret, 1983, Shockman y Holtje, 1994). En la
figura 4, se describe la estructura del peptidoglicano de bacterias Gram positivas y
la especificidad de sus PGH. Las flechas apuntan a enlaces especificos divididos
por cada categoria de PGH.

N-acetilmuramoil-L- 2
alanina amidasas

Carboxipeptidasas

GleNAc

L-Ala D-Glu  L-di-A § D-Ala 4 D-Ala

MurNAc G‘-( H - 9-( 9-( U :
3 J : o

GleNAc _’E

. +—{ N-acetilglucosaminidasas
MurNAc¢ H H H H

D-Ala L-di-A D-Glu  L-Ala
GleNAc G

- Endopeptidasas

a— N-acetiimuramidasas
-

Figura 4. Estructura esquematica de peptidoglucano de bacterias Gram-positivas y
especificidad de sus PGH (Tomado y traducido de Layec y col., 2008).

Un ejemplo especifico del uso de PGH en la industria alimentaria es la lisozima, que
es una N-acetiimuramidasa, utilizada por las plantas y los animales como
mecanismo de defensa contra las bacterias patogenas (Nakimbugwe y col., 2006;
Maidment y col. 2009).
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La lisostafina es otro ejemplo de PGH util en la industria. Esta enzima es producida
por Staphylococcus simulans y puede actuar en contra de Staphylococcus aureus,
un patégeno importante en la industria alimentaria, veterinaria y médica (Szweda y
col., 2012). Es dependiente de Zn?*, con un peso molecular de 27 kDa (Turner y
col., 2007). Su principal inconveniente es que proviene de una cepa patdégena; por
lo tanto, en los ultimos afios, la lisostafina ha sido clonada y producida
industrialmente en sistemas heter6logos tales como BAL, que estan reconocidos
por la FDA como generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas
en inglés) (Garcia-Cano y col., 2015).

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un bacilo pequefo, anaerobio facultativo, no esporulado,
catalasa positiva, oxidasa negativo y Gram positivo (Farber y Peterkin, 1991; Bille y
col., 2003).

L. monocytogenes tiene una amplia distribucion en la naturaleza y se puede
encontrar en el suelo, el agua, la vegetacion y las heces de algunos animales.
Entonces, contamina facilmente los alimentos (OMS, 2018). Se ha comprobado que
puede proliferar en condiciones extremas, por ejemplo, puede desarrollarse en
temperaturas de hasta 0°C y pH de hasta 4.2 (OMS, 2004), factores por los cuales
la inhibicidbn de este patdogeno es de gran interés, sobre todo en la industria

alimentaria.

Los alimentos de alto riesgo de ser contaminados con L. monocytogenes, son los
productos carnicos listos para comer (carnes y salchichas cocinadas, curadas o
fermentadas), quesos blandos y pescados ahumados (OMS, 2018).

La listeriosis es una enfermedad causada por bacterias del género Listeria, y L.
monocytogenes es la principal especie patdégena tanto en animales como en

humanos (McLauchlin y Jones, 1999).
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e Listeriosis

Se da el nombre de listeriosis a las enfermedades causadas por la bacteria L.
monocytogenes, de las cuales hay brotes en todos los paises (OMS, 2018).

En la mayoria de los casos, la listeriosis humana se transmite por alimentos; sin
embargo, el proceso de la enfermedad es complejo con multiples vias de infeccion
(McLauchlin y col., 2004).

La listeriosis es una de las enfermedades de transmision alimentaria mas graves,
pero relativamente rara (0.1 a 10 casos anuales por millbn de personas,
dependiendo del pais y la region). Aunque el numero de casos es pequefio, la alta
tasa de mortalidad de esta infeccion la convierte en un importante problema de salud
publica (OMS, 2018).

Los principales tipos de listeriosis son la invasiva y la no invasiva. La no invasiva,
es una forma leve que afecta sobre todo a personas sanas. Los sintomas son
diarrea, fiebre, dolor de cabeza y dolores musculares. El periodo de incubacion es
de dias.

La forma invasiva es mas grave y afecta a determinados grupos de alto riesgo,
como las embarazadas, los pacientes en tratamiento por cancer, sida o trasplantes
de 6rganos, los ancianos y los lactantes. Se caracteriza por sintomas graves y una
alta tasa de mortalidad (20-30%). Entre sus sintomas se encuentran la fiebre, los
dolores musculares, la septicemia y la meningitis. El periodo de incubacién suele

ser de 1 a 2 semanas, pero puede oscilar entre algunos dias y 3 meses.

La probabilidad de contraer la enfermedad es unas 20 veces mayor en las
embarazadas que en otros adultos sanos. Puede ser causa de aborto espontaneo
o muerte fetal (OMS, 2018). Durante el primer trimestre de embarazo, la listeriosis
puede provocar abortos espontaneos, a medida que el embarazo llega al tercer
trimestre, la madre corre mayores riesgos. La mayoria de las veces, las mujeres
embarazadas infectadas con listeriosis no se sienten enfermas y pueden transmitir
la infeccidn a sus fetos, sin siquiera saberlo. La listeriosis también puede provocar
partos prematuros, nacimientos de bebés con bajo peso o la muerte de bebés. Los

fetos que contraen una infeccion tardia pueden desarrollar una amplia gama de
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problemas de salud, incluidos capacidad mental disminuida, paralisis, crisis
epilépticas, ceguera o trastornos cerebrales, cardiacos o renales. En los recién
nacidos, la bacteria L. monocytogenes puede provocar infecciones sanguineas y
meningitis (FDA, 2018).

Los pacientes con VIH/sida tienen una probabilidad 300 veces mayor de sufrir

listeriosis que las personas con un sistema inmunitario normal.
El periodo de incubacion hace que resulte dificil identificar el alimento que esta en

el origen de la infeccion (OMS, 2018). Por esta razon, la prevencion de la listeriosis
es muy importante (FDA, 2018).
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Justificacion

La listeriosis transmitida por alimentos es una enfermedad relativamente poco
comun, pero grave, con tasas de letalidad altas (20-30%), esta es causada por
Listeria monocytogenes, quien esta ampliamente extendida en el ambiente y en los
alimentos. Se ha comprobado que L. monocytogenes puede proliferar en alimentos
en condiciones extremas, por ejemplo, puede desarrollarse en temperaturas de
hasta 0°C y pH de hasta 4.2 (OMS, 2004), factores por los cuales la inhibicién de
este patdgeno es de gran interés, sobre todo en la industria alimentaria.

En un trabajo previo (Maldonado, 2016), se comprobd, mediante pruebas de
difusién en agar, que la cepa de Streptococcus spp. A45212 aislada del pozol,
produce una sustancia de origen proteico que inhibe el crecimiento de la bacteria
patdgena L. monocytogenes.

Los resultados obtenidos en esta investigacion permitiran encontrar la manera de
concentrar, purificar y caracterizar esta proteina, ello podria permitir probar dicha

proteina como conservador en la industria alimentaria.

Hipotesis

Si la cepa de Streptococcus spp. A45212 produce una sustancia antimicrobiana de
naturaleza proteica, similar a bactericionas reportadas, capaz de inhibir a L.
monocytogenes, entonces sera posible concentrarla, purificarla y caracterizarla, lo

cual permitira estudiarla con mas detalle.
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Objetivos

Objetivo General

Producir, concentrar, purificar y caracterizar la sustancia de origen proteico, con

actividad antimicrobiana, que genera Streptococcus spp. A45212, aislada del pozol.

Objetivos Particulares

Producir en medio MRS la sustancia proteica generada por Streptococcus
spp. A45212, evaluando la actividad antimicrobiana de su sobrenadante,

contra L. monocytogenes mediante la prueba de difusién en agar.

Separar la sustancia antimicrobiana por dos metodologias diferentes:
mediante la adicion de sulfato de amonio y por el método adsorcion-
desorcion; y comprobar mediante pruebas de difusion en agar, la actividad
antibacteriana contra L. monocytogenes, de las fracciones obtenidas

mediante ambos métodos.
Evaluar mediante un zimograma la actividad antimicrobiana contra Listeria

innocua de las muestras obtenidas y estimar la masa molecular de la proteina

mediante una electroforesis (SDS PAGE).
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Metodologia

Primera etapa
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la cepa A45212
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Figura 5. Diagrama general de la metodologia seguida en este proyecto.
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Microorganismos utilizados
BAL

Para este trabajo se utilizé la cepa Streptococcus spp. A45212, la cual fue aislada
e identificada en un estudio previo, del pozol de una region de Villahermosa,
Tabasco (Diaz Ruiz, 2003; Maldonado, 2016). La cepa se encontraba almacenada
a -70° C, en caldo MRS con 20% glicerol, en el laboratorio 324 del conjunto E

perteneciente a la Facultad de Quimica, UNAM.

Microorganismos indicadores. Ensayo de actividad antimicrobiana

Se utilizaron las bacterias Listeria monocytogenes CFQ-103 y Listeria innocua 1 de
la coleccion de microorganismos del cepario de la Facultad de Quimica, para
comprobar la actividad antimicrobiana de la cepa A45212. Ambas se encontraban
almacenadas a -70° C, en caldo BHI con 20% glicerol cada una, en el laboratorio

324 del conjunto E perteneciente a la Facultad de Quimica, UNAM.

Reactivacion de cepas

Se tomaron 50 uL de la BAL conservada en congelacion y se depositaron en 5 mL
de caldo MRS, se incub6 a 30°C. A las 24 h de crecimiento de este cultivo, se realizé
un segundo cultivo de la misma forma a partir del primero y se dejé incubando bajo

las mismas condiciones.

Para las bacterias del género Listeria se realizdé el mismo procedimiento, pero en
caldo BHI y a una temperatura de incubacion de 37°C.

Conservacién de cepas

Se tomd6 1 mL del cultivo de la BAL reactivada y se centrifugd a 10,000 rpm, 10
minutos a temperatura ambiente, se separé el sobrenadante y se conservaron las
células, ahi mismo se depositd 1 mL del mismo cultivo reactivado y se centrifugé a
las mismas condiciones. Se lavaron las células con 1 mL de solucion salina al 0.85%
estéril, después de separar la solucion salina de las células por centrifugacion, se
depositaron 0.7 mL de medio MRS con glicerol al 20% estéril, se agité hasta la
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completa homogenizacion y se transfirio a criotubos estériles, una vez ahi se
depositaron otros 0.7 mL de medio MRS con glicerol al 20% estéril, se homogenizé

y se conservé a -70°C.

Para las bacterias del género Listeria se realizdé el mismo procedimiento, pero en

caldo BHI con glicerol al 20%.

Obtencion de sobrenadante de la cepa A45212

Se inoculé un cultivo de 100 mL de caldo MRS al 1% de la cepa A45212 reactivada,
tal como se describié previamente, se incubd a 37°C, durante 6 horas. Después, el
cultivo se centrifug6 a 10,000 rpm, 10 minutos a 4°C, se descartaron las células y

se conservo el sobrenadante en refrigeracion hasta ser utilizado.

Pruebas de difusiéon agar

Se utilizé6 un cultivo de la bacteria L. monocytogenes reactivada, tal como se
describié anteriormente, para realizar una dilucién 10, para esto, se dejo crecer la
bacteria reactivada durante 6 horas a 37°C, en caldo BHI. Se tomaron 0.5 mL de
este cultivo y se depositaron en 4.5 mL de solucion salina (ss) estéril al 0.85%, se
homogenizé bien y a partir de este (dilucién10™"), se tomaron 0.5 mL y se colocaron
en un vial con 4.5 mL de solucién salina estéril al 0.85% (dilucion107?).

Para inocular la sobre capa, se tomaron 40 ul de la dilucién10?y se depositaron en

10 mL de medio agar BHI tamponado fundido (Anexo B).

En placas de agar BHI tamponado (Anexo B) se colocaron 4 cilindros de vidrio
estéril. Se agregd la sobre capa fundida previamente inoculada, para formar pocillos
cuando el agar solidificase. Se retiraron los cilindros de vidrio y se llenaron los
pocillos con 80 uL cada uno, dos de ellos con el sobrenadante obtenido de la cepa
A45212, uno con control negativo (agua estéril) y otro como control positivo
(clorhexidina al 0.2%). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h (figura 6). Se
midi6 el diametro (en cm) de la zona de inhibicion alrededor de los pocillos en cada
placa. El ensayo se realizd por duplicado.
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Una vez comprobada la actividad antimicrobiana del sobrenadante de la cepa de
A45212, se realizaron mas pruebas de difusién en agar, para probar las muestras
obtenidas en el estudio mas adelante, usando el sobrenadante de la cepa A45212

como control positivo.

Dilucion Dilucion
10~ 10 -
L] = 10 mL
0.5 mL 0.5 mL 40 pL sobrecapa
tamponado
SS SS
L Homogenizar Homogenizar
monocytogenes
crecida durante
6 ha37°C N

Homogenizar

Colocar 80 uL de muestra
en 3 pozos, en 1 control

(+) y en otro control (-) ( ‘

e ® o 8.9._8

8 Vertir
* sobrecapa y
Remover torres esperar a que

Incubar a 37°C, 24 h de vidrio solidifique

Lectura de resultados

Figura 6. Diagrama de la metodologia de la prueba de difusion en agar.
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Precipitacion de proteinas con sulfato de amonio

El sobrenadante de la cepa A45212, obtenido como se describié previamente, se
precipito con sulfato de amonio J.T. Baker ®, ((NH4)2SO4), en un rango de
concentraciones 45-65%.

Para esto, en un vaso de precipitados sometido a un bafo de hielo y en el que se
encontraba el sobrenadante en agitacion, se agregd la cantidad de sulfato de
amonio de manera lenta (Anexo C). Al terminar de agregar el sulfato de amonio, la
mezcla se centrifugé a 10,000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos, y se tomd una
muestra de 1 mL de cada sobrenadante y precipitado (el precipitado se solubilizd
en 1 mL de buffer de fosfatos 0.2 M, pH=6.5), durante todas las saturaciones con
sulfato de amonio. Las muestras obtenidas fueron almacenadas en refrigeracion

(4°C) hasta su posterior eliminacion de sales (figura 7).

Dialisis
Para la eliminacion de sales de la muestra, se introdujo 1 mL de ella en la membrana
de celulosa de 3.5 kDa (Spectra/Por3) y se colocaron los sujetadores en los

extremos para evitar la salida de muestra. Este procedimiento se realizdé con cada

una de las fracciones obtenidas de la precipitacién con sulfato de amonio.

Las membranas se sumergieron en un vaso de precipitados que contenia 1 L de
buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5). El contenido del vaso de precipitados se agito y
se mantuvo en bafio de hielo; el buffer de fosfatos fue cambiado cada tres horas
durante 24 horas. Pasado el tiempo, las muestras fueron almacenadas en
refrigeracion. Posteriormente, mediante pruebas de difusion en agar, fue probada
su actividad antimicrobiana y se les cuantific la cantidad de proteina por el método
de Bradford.
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Figura 7. Diagrama de la precipitacion con sulfato de amonio.
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Adsorcién y desorcién
Procedimiento A

Dos cultivos (I y Il) con 50 mL de caldo MRS inoculados al 1% de la cepa A45212
reactivada (tal como se describio previamente), tras 6 horas de crecimiento a 30°C,
se mezclaron y se realizdé una adsorcion del compuesto antimicrobiano a la pared
celular, ajustando el medio a pH 5.5 con NaOH 10 M, después, fueron sometidos a
un tratamiento térmico de 70°C durante 25 minutos con el fin de inactivar las

proteasas que pudieran encontrarse en el medio.

Pasado el tiempo, las células fueron separadas por centrifugacién 15,000 rpm por
15 minutos, a 4°C, las células se lavaron dos veces con buffer de fosfatos (5mM
fosfato de sodio, pH=6.5) y se resuspendieron en 50 mL de una solucién de NaCl
(100mM, pH=2), se agitd 1 hora a 4°C y se separo el sobrenadante nuevamente por
centrifugacion en las condiciones ya descritas. El paquete celular se resuspendio
en buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5), por otro lado, una parte de este sobrenadante
se concentrd por ultrafiltracion con el dispositivo Amicon ® Ultra 15 3K device, y se
resuspendio en 500 uL de buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5) y otra parte se precipitd
con TCA (Yang y col.,, 1992) (figura 8). Todas las fracciones obtenidas fueron
almacenadas en refrigeracion. Posteriormente, mediante pruebas de difusion en
agar, fue probada su actividad antimicrobiana y se les cuantificé la cantidad de
proteina por el método de Bradford.

Procedimiento B

Dos cultivos (Il y IV) con 50 mL de caldo MRS inoculados al 1% de la cepa A45212
reactivada (tal como se describio previamente), tras 6 horas de crecimiento a 30°C,
fueron sometidos a un tratamiento térmico de 70°C durante 30 minutos. Se
mezclaron los cultivos, se ajusté el pH a 5 con NaOH 10 M y se mantuvo en agitacion
durante 18 h a 4°C. Pasado el tiempo, se centrifugd a 14000 rpm, durante 15 min a
4°C, el pellet obtenido se lavo dos veces con buffer de fosfatos (5mM, pH=6.5) y
nuevamente se centrifugd. Para la desorcion, el pellet obtenido se resuspendio en
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una solucion de metanol al 30% acidificado a pH 1 con HCI 1 N y se agitd durante
18 h a 4°C.

Posteriormente, se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se recupero el
sobrenadante y se le agregaron 15 mL de agua destilada. En un rotavapor IKA ®
RV 10 control, se eliminé el metanol presente, 10 min a 65°C 20 rpm. Finalmente,
el remanente libre de metanol se concentroé en la liofilizadora LABCONCO ® 117, la
muestra liofilizada se diluy6é en 500 yL de buffer fosfatos (0.2 M, pH=6.5), siendo
esto la solucion (Yangy col., 1992; Segundo, 2017). Todas las fracciones obtenidas
fueron almacenadas en refrigeracién (figura 8). Posteriormente, mediante pruebas
de difusién en agar, fue probada su actividad antimicrobiana y se les cuantificé la

cantidad de proteina por el método de Bradford.
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Figura 8. Diagrama de la metodologia adsorcion y desorcion.
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Cuantificacién de proteina por el método de Bradford

Se vertio 1 mL del reactivo de Bradford Quick Start ™ BIORAD ® y 20 uL de muestra
ala que se le queria cuantificar su proteina, en un tubo Eppendorf ®, se homogenizo
y se dejo reposar 5 minutos. Se midi6 su absorbancia en el espectrofotometro
Thermo scientific ®, Genesys 10SUV-VIS, a una longitud de onda de 595 nm, y se
despejo el valor de la concentracion de proteina por la ecuacién obtenida por la

curva patron realizada (Anexo D).

Precipitacion con TCA

Con el objetivo de concentrar las proteinas en las muestras obtenidas, se realizd
una precipitacion con TCA (acido tricloro acético) al 100%. Esta precipitacion
consistié en afadir 250 yL de TCA a 1 mL de muestra, dejando reposar 15 min en
hielo; transcurrido este tiempo se centrifugo 5 minutos, a 10000 rpm, a 4°C, para
eliminar el sobrenadante. Se agregé 100 pyL de acetona fria al precipitado de
proteina, se homogenizé y se centrifugd nuevamente (mismas condiciones). Este
lavado se llevé a cabo 2 veces. Para eliminar la acetona remanente se dejo evaporar
en la campana de extraccion y el precipitado obtenido se resuspendio en buffer de
fosfatos (0.2 M, pH=6.5).

Preparacién de muestras para carga de electroforesis SDS-PAGE

Se agregaron 30 pL de la muestra junto con 10 uL de buffer de carga (Anexo E) y
se homogenizo y calenté a 85°C, a 300 rpm, durante 10 minutos en el equipo
Eppendorf Thermomixer ®.

Electroforesis (SDS-PAGE) y zimograma

La electroforesis en gel de poliacrilamida es un tratamiento para poder separar a las
proteinas con base en su masa molecular. Este consiste en la homogenizacion de
la carga con dodecilsulfato de sodio (SDS), un detergente que desnaturaliza a las
proteinas y las cubre de una carga neta negativa para que migren hacia el polo
positivo durante la electroforesis (Pefia-Castro y col., 2013).
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Los métodos zimograficos se basan en la separacion de proteinas por electroforesis
(SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes para evitar actividad prematura
contra la bacteria (0 sustrato) embebida en el gel, seguida de un paso de
renaturalizacion para recobrar la estructura funcional de la proteina, la actividad de
la proteina se detecta por su efecto sobre la bacteria que se ha embebido en el gel
(Hardt y col., 2003).

Para determinar la masa molecular de las proteinas y para corroborar la actividad
del compuesto antimicrobiano con el perfil electroforético de las fracciones en
estudio, se realizaron geles SDS-PAGE (gel concentrador 4%; gel separador
16.5%) (Laemmli, 1970) segun las tablas 4 y 5. En el caso del zimograma, se
utilizaron células de Listeria innocua, tras un crecimiento de 12 horas, en 100 mL de
caldo BHI a 37°C, inoculado al 1% del cultivo reactivado (tal como se describio
previamente), centrifugado a 10,000 rpm, 10 minutos, a 4°C y resuspendidas en 0.5
mL de agua destilada estéril.

Se colocaron en la camara de electroforesis los geles, junto con 50 mL buffer de
electrodos (Anexo E) y 450 mL de agua. En cada pozo se cargaron 20 uL de las
muestras preparadas y 5 uL de marcador de peso molecular Precision Plus
Protein™ BIO-RAD ®. Se corrié la electroforesis a 100 V hasta que salié el frente

de corrida de ambos geles y se dejo correr 1:30 h mas.

Una vez pasado el tiempo, se lavo el gel del perfil electroforético con agua destilada
por 10 minutos y se tifid con Azul de Coomassie G-250 BIO-RAD ®, durante toda la
noche y se destifid con la solucion destefiidora 1 (Anexo E), durante 40 minutos y
la solucion destefidora 2 (Anexo E), hasta que el gel volviera a su tamafo original.
La observacion y captura de la imagen se realiz6 en el equipo Chemidoc BIO-RAD®.

Mientras que el gel para corroborar la actividad antimicrobiana, se lavd con agua
destilada por 10 minutos, 3 veces. Se corto el carril que contenia el marcador de
peso molecular. Y, posteriormente el gel se mantuvo en una disolucion
amortiguadora Tris-HCI 25 mM (pH 7.0) con triton al 1% a 30°C, durante toda la
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noche. El gel se tifi6 con azul de metileno (Sigma-Aldrich) al 0.1% en KOH 0.01% y

se removio el colorante con agua destilada. Por otro lado, el carril que contenia el

marcador de peso molecular se tind con Azul de Coomassie, durante toda la noche

y se destiid con la solucion destefiidora 1 durante 40 minutos y la solucion

destenidora 2, hasta que el gel volviera a su tamafo original. Ambos geles se

observaron y capturaron en el equipo Chemidoc BIO-RAD ®.

Tabla 4. Formulacién de geles para electroforesis SDS-PAGE.

Volumen (mL) para gel

Volumen (mL) para gel

Sustancia separador concentrador
(16.5% Acrilamida) (4% Acrilamida)
Agua 1.84 6.08
Buffer Tris HCL 0.65 M
- 2.50
0.4% SDS (pH=6.8)
Buffer Tris HCL 1.5 M 0.2% 2 60
SDS (pH=8.8) '
Acrilamida al 30%-
. o 5.50 1.36
Bis-acrilamida 0.8%
Persulfato de amonio (PSA)
0.05 0.05
al 10%
N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamina 0.01 0.01
(TEMED) SIGMA ®
Total 10 10
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Tabla 5. Formulacién de geles para zimograma.

Volumen (mL) para gel

Volumen (mL) para gel

separador concentrador
Sustancia (16.5% Acrilamida) (4% Acrilamida)
Agua 0.84 6.08
Buffer Tris HCl 4x 0.65 M 0.4%
SDS (pH=6.8) - 2.50
Buffer Tris HCl 4x 1.5 M 0.2%
SDS (pH=8.8) 2.60 -
Acrilamida al 30%-
Bis-acrilamida 0.8% 5.50 1.36
Células de Listeria innocua 1 -
PSA al 10% 0.05 0.05
TEMED SIGMA ® 0.01 0.01
Total 10 10
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Resultados y discusién

Primera etapa: Verificacion de actividad antimicrobiana del sobrenadante de

Streptococcus spp. A45212. Método de difusiéon en agar.

En la tabla 6 se puede observar que se obtuvo una actividad inhibitoria en el
sobrenadante obtenido del cultivo de la cepa Streptococcus spp. A45212, contra la
bacteria L. monocytogenes usando el método de difusibn en agar con agar
En

antimicrobiano, fue exactamente igual al causado por la clorhexidina (0.2%).

tamponado (figura 9). los resultados de dos repeticiones, el efecto

Uno de los métodos mas utilizados para detectar actividad inhibitoria es el de
difusion en agar (Liu y col., 2014b). Los compuestos antibacterianos que pueden
producir las BAL, que primeramente hay que considerar, son los acidos organicos
(Olvera-Garcia y col., 2015), por eso se utilizan medios tamponados, para descartar
la actividad inhibitoria de acidos organicos por lo que se puede estar seguro de que
la inhibicién en causada por la proteina deseada.

Tabla 6. Medida de halos de inhibicion generados por el sobrenadante de la cepa
Streptococcus spp. A45212. Comprobacién de actividad antibacteriana.

Medida del diametro | Medida del diametro
Tipo de muestra del halo de inhibicién | del halo de inhibicidn
(cm) Repeticion 1. (cm) Repeticion 2.
Sobrenadante Streptococcus spp. 26 2.7
A45212 )
Sobrenadante Streptococcus spp. 25 2.6
A45212 (Repeticion) '
Control positivo (Clorhexidina 29 2.7
0.2%) '
Control negativo (Agua) 0 0
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Figura 9. Prueba de difusion en agar. Halos de inhibicién sobre L. monocytogenes

generados por el sobrenadante de Streptococcus spp. A45212.

La listeriosis es un problema importante de salud publica porque pone en peligro la
vida. La muerte ocurre en aproximadamente el 20 por ciento de los casos (FDA,
2003). Por eso el encontrar una sustancia antimicrobiana, diferente a los acidos
organicos, que pueda inhibir a esta bacteria es tan importante. Al tener un resultado
positivo en la inhibicion de L. monocytogenes y al ser repetible este resultado, se
demuestra que en el sobrenadante de la cepa Streptococcus spp. A45212 hay una
sustancia antimicrobiana efectiva. Se sabe que es una sustancia de origen proteico
gracias a un estudio realizado previamente (Llanos, 2015; Maldonado 2016), en el
gue se observé una pérdida de la actividad antibacteriana después del tratamiento
del sobrenadante frente a una proteasa.

Asi, quedd demostrado que este sobrenadante se podia ocupar para precipitar y
purificar la proteina rastreada; asi como también se puede utilizar como control
positivo en las pruebas de difusion en agar mas adelante, para monitorear si se ha

podido separar a esta proteina en los procedimientos posteriores.
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Segunda etapa: Concentracién de proteinas, comprobacién de actividad
antibacteriana de las muestras obtenidas y cuantificacién de proteina.

e Precipitacion con sulfato de amonio

Como medio para el inicio de la fermentacion de la cepa A45212, se utilizé medio
MRS ajustado a un pH de 7.5, y una vez inoculado, se incub6 a 37°C, durante 6
horas, debido al estudio realizado por Lara en 2018, en el cual comprobd que estas
condiciones son las ideales, para producir una mayor cantidad de sustancia

antimicrobiana.

La adicion de sulfato de amonio en la cantidad correcta puede precipitar
selectivamente algunas proteinas (Prado-Barragan y col., 1999; Nelson y Cox,
2008), se eligi6 el intervalo de porcentajes de saturacion con sulfato de amonio (45,
50, 55, 60 y 65%), porque el sobrenadante de la cepa Streptococcus bovis J2 40-2
fue saturada con 40, 50, 60, 70, 80 y 90% de sulfato de amonio para purificar su
bacteriocina, asi obteniendo la mayor actividad inhibidora al 80% de saturacion
(Rashid y col., 2009). Con estos datos se decidio empezar la saturacion con sulfato
de amonio (figura 10) por la primera mitad del intervalo de concentraciones descritas
por Rashid y col. en 2009, y al encontrar que el sobrenadante de la cepa A45212, a
saturaciones mayores del 55% con sulfato de amonio ya no precipita (tabla 7), no
se probaron los porcentajes posteriores descritos.

Tabla 7. Muestras obtenidas de la centrifugacién después de la precipitacion de la
proteina presente en el sobrenadante del cultivo de Streptococcus spp. A45212 a
diferentes concentraciones de sulfato de amonio.

Concentracion de (NH4)>SO4 Sobrenadante Precipitado
45% v v
50% v v
55% v v
60% v X
65% v X
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Figura 10. Precipitado obtenido con el 50% de saturacién con sulfato de

amonio, a partir del sobrenadante de Streptococcus spp. A45212.

Debido a que las cantidades residuales de sulfato de amonio presentes en las
muestras pueden interferir con otras mediciones y métodos de purificacién (Prado-
Barragan y col., 1999; Nelson y Cox, 2008), las muestras se dializaron por 24 horas,
para eliminar el sulfato de amonio y no afectara, tanto la verificacion de actividad
antimicrobiana, como la determinacion de concentracion de proteina por el método
de Bradford.
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Figura 11. Concentraciones de proteina en los precipitados obtenidos con sulfato
de amonio, de los sobrenadantes del cultivo de Streptococcus spp. A45212.
Método de Bradford.

Tabla 8. Medida de los halos de inhibicion de L. monocytogenes. Muestras
obtenidas de la dialisis después de la precipitacion de proteina a diferentes
concentraciones de sulfato de amonio.

Tipo de muestra Repeticion 1 (cm) Repeticion 2 (cm)

Lote 1 Control positivo* 2.5 2.6
Control negativo ** 0 0

Precipitado al 45% 2.8 2.7

Precipitado al 50% 2.6 2.6

Precipitado al 55% 24 2.3

Lote 2 Control positivo * 2.5 24
Control negativo ** 0 0

Sobrenadante al 45% 1.7 1.8

Sobrenadante al 50% 1.5 14
Sobrenadante al 55% 0 0

Lote 3 Control positivo * 2.5 2.6
Control negativo ** 0 0
Sobrenadante al 60% 0 0
Sobrenadante al 65% 0 0

*Sobrenadante obtenido de la cepa Streptococcus spp. A45212
**Agua destilada estéril.
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Figura 12. Ejemplo de medida del diametro de la inhibicion de L. monocytogenes
causada por el precipitado obtenido al 45% de saturacion con sulfato de amonio al
sobrenadante del cultivo de Streptococcus spp. A45212

En la figura 11 se puede observar que el precipitado obtenido con una saturacion
de sulfato de amonio al 45%, fue el que obtuvo la mayor concentracion de proteina.
Para verificar que la proteina obtenida tiene efecto antimicrobiano, se realiz6 la
prueba de difusion en agar. En la tabla 8 se muestra que se obtuvo un rango de
diametros de inhibicidon de 1.4 a 2.8 cm y la condicion que gener6 mayor diametro
del halo de inhibicidn, fue con el precipitado al 45% de sulfato de amonio (figura 12).
Lo que confirma que no solamente se trata de proteina contaminante, pues si tiene

actividad antimicrobiana.

Se tomaron muestras de los sobrenadantes para medir si también habia actividad
inhibidora contra L. monocytogenes, ya que si existiera actividad significaria que la
proteina deseada, sigue presente en el sobrenadante y no ha precipitado
totalmente; caso que sucedio en los sobrenadantes obtenidos al 45 y 50% de sulfato

de amonio, los cuales contenian actividad antimicrobiana.
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Respecto al 55% de saturacion con sulfato de amonio, se observa en la tabla 7, que
es el ultimo precipitado que se obtiene y en la tabla 8, se observa que este
precipitado tiene actividad antimicrobiana y que su sobrenadante ya no la tiene, lo
que indica que toda la proteina de interés ya fue precipitada.

En las saturaciones de 60 y 65% de sulfato de amonio no se obtuvo precipitado
(tabla 7) y se comprueba nuevamente en la prueba de difusion en agar, mostrada
en la tabla 8, que en estas dos ultimas concentraciones ya no hay proteinas con
actividad antimicrobiana, pues ya habia precipitado en las saturaciones anteriores.

Como se menciond en la primera etapa del experimento, se utilizé el sobrenadante
de la cepa de Streptococcus spp. A45212 como control positivo. Al ser este
sobrenadante la referencia de que la cepa A45212 secreta una sustancia
antimicrobiana, al someter las muestras obtenidas en la precipitacién con sulfato de
amonio a la prueba de difusidn en agar, se encontraria la concentracion 6ptima de
sulfato de amonio para precipitar la mayor cantidad de proteina con actividad
antimicrobiana cuando estos precipitados generaran un halo de inhibicibn mas

grande al del control positivo.

Se obtuvieron dos muestras que generaron halos de inhibicion mas grandes que los
del control positivo: precipitados a 45 y 50% de sulfato de amonio, sin embargo, en
55% también hubo inhibicién y el diametro del halo generado fue cercano al
generado por el del control positivo, o que significa que no toda la proteina de
interés habia sido precipitada y aun quedaba una parte, por esto, se espera que la
concentracion optima de precipitacion con sulfato de amonio estuviera en el
intervalo 45-55%; este rango, es cercano a los porcentajes ideales de saturacion
con sulfato de amonio que se han obtenido para precipitar a las bacteriocinas
producidas por otras BAL, como es el caso de las pediocina K23-2 y la macedocina,
producidas por Pediococcus pentosaceus K23-2 y Streptococcus macedonicus
ACA-DC 198, respectivamente; que fueron obtenidas a partir de la saturacion al
50% con sulfato de amonio (Shin y col., 2008; Georgaliki y col., 2002); vy, la
bacteriocina L23, producida por Lactobacillus fermentum L23, fue precipitada al
60% de sulfato de amonio (Pascual y col., 2008).
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e Meétodo de adsorcion y desorcion

Se realiz6é este método usando dos procedimientos separados probando diferentes
condiciones, pues, en primer lugar, el método B (Segundo, 2017), sin embargo, el
tiempo fue muy prolongado y se requeria del uso de metanol, por lo que se recurrio
a la fuente original, donde Yang y col., en 1992, manejan un menor tiempo para la
adsorcion y desorcion del compuesto antimicrobiano y no usa disolventes
organicos, los cuales generan residuos. El uso de solventes organicos se atribuye
a que Atrih y col., en 2001, obtuvieron como resultado que el metanol reduce la

adsorcion de la proteina, hasta en un 90%, es decir, favorece la desorcion.

Para comparar ambos procedimientos, se hizo un seguimiento de la masa de
proteina contenida en las muestras, a partir de la masa inicial de proteina que
contenian los sobrenadantes (tabla 9). La masa de proteina contenida en los
sobrenadantes de la cepa A45212, se consideré6 como el 100% y asi se fue
midiendo el porcentaje de la proteina inicial que aun se encontraba en cada fraccion
obtenida (tabla 10). Este seguimiento se hizo mediante el método de determinacion
de concentracion de proteina, Bradford y tomando en cuenta el volumen en que

estaban contenidas las muestras.

Tabla 9. Cantidad de proteina cuantificada por el método de Bradford, al inicio del
procedimiento A y B del método de adsorcion y desorcion.

_— Sobrenadante de la . Cantida]d de
Procedimiento cepa A45212 mg de proteina _ prptelna
inicial (mg)
A I 9.645 1789
Il 8.245
5 Il 6.045 9.69
v 3.645
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Tabla 10. Masa de proteina contenida en las fracciones obtenidas de los

procedimientos A y B, del método de adsorcion y desorcion, determinada mediante

el método de Bradford.

ma de Suma de los
Procedimiento Muestra 9¢ % de proteina | porcentajes
proteina . .
inicial obtenidos
Sobrenadante 1
(SN1A) 7.154 39.989
Paquete celular 2 9378
A (PC2A) ' 52.420 92.409 %
Ultrafiltrado - -
Precipitado con )
TCA -
Sobrenadante 1
(SN1B) 3.074 31.723
Paquete celular 2 99.897 %
(PC2B) 6.579 67.895
Liofilizado 0.027 0.279

Tabla 11. Medida de halos de inhibicién generadas por las muestras obtenidas por

los procedimientos A y B, del método de adsorcion y desorcion.

Tipo de muestra Repeticion 1 (cm) Repeticion 2 (cm)

Lote 1 Control positivo* 2.6 2.6
Control negativo ** 0 0

SN1A 2.5 2.6

PC2A 2.3 2.5

Lote 2 Control positivo * 2.6 2.7
Control negativo ** 0 0

SN1B 2.2 2.3

PC2B 2.4 2.4

Liofilizado 2.5 2.6

Lote 3 Control positivo * 2.7 2.7
Control negativo ** 0 0
Precipitado con TCA 0 0
Ultrafiltrado 0 0

*Sobrenadante obtenido de la cepa Streptococcus spp. A45212
**Agua destilada estéril.
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En la tabla 10, se muestra que el tiempo planteado en el procedimiento A, no fue
suficiente tanto para la adsorcidn, como para la desorcion del compuesto
antimicrobiano, pues, se ve que una cantidad importante de masa de proteina inicial,
se esta yendo en fracciones incorrectas, como lo son el sobrenadante 1 (SN1A) y
el paquete celular 2 (PC2A). En la tabla 11, se demuestra que este porcentaje de
proteina que se esta perdiendo, es importante porque tiene actividad
antimicrobiana. En el caso de la muestra SN1A, se puede notar por el diametro de
sus halos de inhibicién (tabla 11), que hay mayor concentracion de la proteina
deseada, pues los halos generados son de la misma medida que el control positivo.
Por lo que se puede decir que el tiempo para la adsorcion no fue suficiente y no se
adhirié a la pared celular de la célula, por esto, se perdi6 desde la primera
separacion de fracciones; por lo tanto, al llegar al final del procedimiento, no se
obtuvieron rastros de proteina en general, ni de la proteina deseada, en las
muestras que pasaron por ultrafiltracion, ni por la precipitacién con TCA.

Por otra parte, mediante el procedimiento B, se observa en la tabla 10 que se perdi6
una gran proporcién de la proteina inicial en las fracciones sobrenadante 1 (SN1B)
y el paquete celular 2 (PC2B); sin embargo, mucha de ella se trataba de proteina
contaminante, pues al realizar la prueba de difusion en agar, la muestra final
liofilizada, es la muestra obtenida que generd un mayor halo de inhibicion, mostrado
en la tabla 11. Sin embargo, las fracciones separadas SN1B y PC2B, al igual que la
muestra liofilizada, mostraron actividad antibacteriana y ésta, causé un halo de
inhibicon contra L. monocytogenes de diametro cercano al causado por la muestra
liofilizada, por lo que se puede decir que, aunque el procedimiento B dio mejores
resultados que el procedimiento A, aun no se logra la total adsorcién, ni desorcion
de la proteina antimicrobiana a la pared celular de la cepa A45212.

En ambos procedimientos (A y B), se les dio un tratamiento térmico de 70°C para la
inactivacion de proteasas, y la proteina deseada, demostro resistir esta condicion,
pues se pudo observar su actividad antimicrobiana mediante las pruebas de difusion
en agar (tabla 11). La termoestabilidad es una caracteristica comun dentro de las
bacteriocinas producidas por las BAL, que depende de varios factores, como la
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etapa de purificacion de la bacteriocina, la presencia de protectores térmicos y el
pH (Tagg y col., 1976). La resistencia de las bacteriocinas en los sobrenadantes de
cultivos libres de células al calentamiento a 100-121°C es una caracteristica comun
(Cintas, 1995), como ejemplo, la nisina purificada permanece activa después de
calentar a 100°C durante 10 minutos a pH 2.0 (Hurst, 1981). Sin embargo, existen
bacteriocinas que son extremadamente sensibles al calor, como la caseicina 80
producida por Lactobacillus casei (Rammelsberg y Radler, 1990) y la helveticina J
producida por Lactobacillus helveticus 481 (Joerger y Klaenhammer, 1986).

e Comparacion entre métodos: Precipitacion con sulfato de amonio y de

adsorcion y desorcion

En esta seccion, solamente se comparara el procedimiento B de adsorcion y
desorcion, contra la precipitacion de sulfato de amonio, pues este fue mas efectivo

que el procedimiento A.

Entre ambos métodos realizados para obtener a la proteina deseada hubo
diferencia en tiempos, siendo la precipitacion con sulfato de amonio mas rapida que
el método de adsorcion y desorcion.

Comparando las pruebas de difusion en agar, los halos generados por la actividad
antimicrobiana de los precipitados obtenidos por la adicién de sulfato de amonio
fueron mas grandes que los de la muestra liofilizada. Sin embargo, se debe
considerar que la proteina de interés en este procedimiento, esta repartida en 3
muestras: en los precipitados 45, 50 y 55% de sulfato de amonio.

También se observd que conforme se va avanzando en el proceso del método de
adsorcion y desorcion B, la actividad inhibidora va aumentado, lo que indica que la

muestra si se esta concentrando.

Todas las muestras obtenidas, fueron refrigeradas antes y después de usarlas, en
un periodo de 30 dias, la actividad antimicrobiana de estas no disminuy6 ni aumento
durante su almacenamiento en refrigeraciéon (4°C), lo que sugiere su estabilidad en

esas condiciones.
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Tercera etapa: Evaluacion de la actividad antimicrobiana y peso molecular
mediante zimografia y electroforesis (SDS-PAGE).

Para definir qué método de los realizados durante la segunda etapa, fue mas
efectivo para la purificacion de la proteina con actividad antimicrobiana, se requirio
hacer una electroforesis (SDS-PAGE), ya que es util para las aplicaciones rutinarias
como el seguimiento de los niveles de acumulacidn de proteinas, asi como para su

purificacion y analisis de peso molecular (Pefia-Castro y col., 2013).

En este proyecto fue utilizado un gel al 16.5% de poliacrilamida, ya que esta forma
geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua, relativamente no
idnicos y que permiten buena visualizacién de las bandas de proteina durante
tiempo prolongado, ademas tiene la ventaja de que, variando la concentracion, se
puede modificar de manera controlada el tamafio del poro (Campell, 1995). Entre
mas alta sea la concentracién de poliacrilamida, menor sera el tamafio de poro y

podra ser utilizado para detectar proteinas de bajo peso molecular.

La alta sensibilidad que tiene el zimograma ayudd a comprobar que se trata de la
proteina de interés, pues este método permite una deteccién simultanea de la
actividad de la proteina y una estimacion del peso molecular (Hardt y col., 2003). La
actividad de la proteina se detecta por su efecto contra Listeria innocua. Se utilizd
L. innocua, pues, L. monocytogenes es un patégeno y contaminaria la camara de
electroforesis, asi como todo el material utilizado. Todas las muestras cargadas en
los geles, fueron preparadas en condiciones desnaturalizantes, para evitar la
interaccidon prematura de la proteina con actividad antimicrobiana, con L. innocua, y

posteriormente se llevd a cabo la renaturalizacién, para poder observar su actividad.

49



a) Muestras obtenidas de la saturacion con sulfato de amonio al sobrenadante
del cultivo Streptococcus spp. A45212.

Figura 13. Comparacion de geles (16.5% acrilamida) de perfil electroforético de los
péptidos y zimograma, muestras obtenidas de la saturaciéon con sulfato de amonio al
sobrenadante del cultivo de Streptococcus spp. A45212. A) Gel de perfil de proteinas
por SDS-PAGE. Carril 1: fraccion precipitada al 45% de saturacion con (NH4),SO, y
dializada; carril 2: sobrenadante obtenido al 45% de saturacién con (NH,4),SO, y dializado;
carril 3: fraccion precipitada al 50% de saturacién con (NH4),SO, y dializada; carril 4:
sobrenadante obtenido al 50% de saturacién con (NH4),SO, y dializado; carril 5: fraccién
precipitada al 55% de saturacion con (NH,4),SO, y dializada; carril 6: sobrenadante obtenido
al 55% de saturacion con (NH4),SO, y dializado; carril 7: células de Listeria innocua; carril
8: sobrenadante de la cepa Streptococcus spp. A45212; carril 9: Marcador de peso
molecular BIO-RAD ® Precision Plus Protein Standards, All blue. B) Deteccion de la
actividad antimicrobiana contra Listeria innocua, zimograma. Carril 1: fraccion precipitada
al 45% de saturacion con (NH4).SO, y dializada; carril 2: sobrenadante obtenido al 45% de
saturacion con (NH,4).SO, y dializado; carril 3: fraccion precipitada al 50% de saturacién con
(NH4),S0O, y dializada; carril 4: sobrenadante obtenido al 50% de saturacion con (NH4),SO,
y dializado; carril 5: fraccion precipitada al 55% de saturacion con (NH4),SO, y dializada;
carril 6: sobrenadante obtenido al 55% de saturacién con (NH.),;SO, y dializado.
BIO-RAD ® Chemidoc™ Imaging systems.

El gel del perfil electroforético de los péptidos, se cargdé con células de Listeria
innocua y con el sobrenadante de la cepa Streptococcus spp. A45212, para
tomarlos como control y asegurar que la electroforesis corriera adecuadamente
(figura 13).
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Ya que, en la prueba de difusion en agar, los sobrenadantes 55, 60 y 65% de sulfato
de amonio, no tuvieron actividad antibacteriana, se decidi6é solo cargar la primera
de estas concentraciones en la electroforesis, para asegurarse de que en realidad
la proteina de interés, ya no se encuentra dentro de estas muestras (figura 13).

En la figura 13 (A) se observa que en los carriles cargados con precipitados y
sobrenadante de la cepa Streptococcus spp. A45212 (carriles 1, 3, 5 y 8,
respectivamente) no hay una banda definida, sino barridos de la muestra, esto
puede deberse a que la muestra estda muy concentrada, de igual forma puede
deberse al color del medio de cultivo (MRS) u otro de sus componentes (por
ejemplo, grandes cantidades de proteinas), que esté interfiriendo con la definicion
de bandas aisladas. Por lo que se podria recurrir a un medio que no aporte color a
la muestra, ni otras sustancias (Amiali y col., 1998; Guerra y Pastrana, 2002a;
Kumari y col., 2014). En adicion, se ha demostrado que usar medios quimicos
definidos, tiene un impacto positivo en la produccion de bacteriocina y reducir los
pasos de separacion y purificacion, tal es el de Enterococcus faecium Y31 pues al
cultivarlo en un medio definido, la produccién de la enterocina Y31 aument6 1.6
veces mas que en MRS (Liu y col., 2017).

En la figura 13 (B) se puede observar que la proteina que tiene actividad inhibidora
contra L. innocua, en el gel, tiene un peso molecular por debajo de 15 kDa. Sin
embargo, no esta bien definida la banda de inhibicion, pudiendo ser de nuevo el
problema de concentracién de proteina, se tendrian que probar mas diluciones a
cada uno de los precipitados. También se observa que en el carril 6 no hubo
actividad inhibidora contra L. innocua por parte del sobrenadante al 55% de sulfato
de amonio confirmando el resultado que se obtuvo en la prueba de difusion en agar,
en la cual, tampoco tuvo actividad de inhibicion. Estos resultados confirman la
ausencia de la proteina parecida a bacteriocina en el sobrenadante al 55% de
sulfato de amonio, es decir, a esta concentracion, toda la proteina de interés habia

sido precipitada.
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b) Método de adsorcion y desorcion aplicado al sobrenadante del cultivo
Streptococcus spp. A45212.

75
37

25
20

Figura 14. Comparacion de geles (16.5% acrilamida) de perfil electroforético de los
péptidos y zimograma, de la muestra obtenida por el método de adsorcion y
desorcion, procedimiento B, aplicado al sobrenadante del cultivo Streptococcus spp.
A45212. A) Gel de perfil de proteinas por SDS-PAGE. Carril 1: Solucién con muestra
liofilizada diluida (1:10) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5); carril 2: Soluciéon con muestra
liofilizada diluida (1:5) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5); carril 3: Solucién con muestra
liofilizada diluida (1:3) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5); carril 4: soluciéon con muestra
liofilizada; carril 5: marcador de peso molecular BIO-RAD ® Precision Plus Protein
Standards, All blue. B) Deteccion de la actividad antimicrobiana contra Listeria innocua,
zimograma, Incubacion en buffer Tris-HCI 25 mM (pH 7.0, tritén al 1% a 30°C, 18 h). Carril
1: Soluciéon con muestra liofilizada diluida (1:10) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5);
carril 2: Solucién con muestra liofilizada diluida (1:5) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5);
carril 3: Solucién con muestra liofilizada diluida (1:3) con buffer de fosfatos (0.2 M, pH=6.5);
carril 4: solucién con muestra liofilizada; carril 5: marcador de peso molecular BIO-RAD ®
Precision Plus Protein Standards, All blue. BIO-RAD ® Chemidoc™ Imaging systems.

En este caso, en los carriles de los geles se cargaron muestras diluidas, pues
solamente se tenia una muestra a diferencia del método anterior, que se contaba

con mas de una muestra.
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Se observa en la figura 14 (B), que la actividad antimicrobiana detectada se
encuentra entre 10 y 15 KDa, y que el tamafio de las bandas de inhibicion, coinciden
con algunas detectadas en el gel del perfil electroforético. Se logra ver que entre

mas concentrada la muestra, causa una mayor inhibicién de L. innocua.

En la figura 14 (A) se puede observar que conforme es mayor la dilucion, se logran
definir mas las bandas de electroforesis, sin embargo, aun se logran ver los barridos
en las muestras. Este barrido disminuye conforme se diluye la muestra, por lo que
se podria seguir trabajando con el medio MRS, y diluir la muestra para lograr ver la
banda aislada.

Sin embargo, la banda ancha que esta entre 10 y 15 KDa no esta del todo definida,
aunque es poco probable, aun se podria tratar de dos bandas unidas, es decir, dos
distintas proteinas de similar peso molecular. Este es uno de los problemas que se
presentaron en esta serie de corridas de electroforesis, pues el frente de salida de
corrida (figura 15), debia salirse del gel para que se pudiera observar las bandas
separadas, aprovechando asi la mayor area posible del gel, al ser un gel con el
16.5% de acrilamida, el tiempo de corrida de cada electroforesis fue muy extenso
(mayor a 4 horas), y se debia monitorear las bandas del marcador de peso
molecular, cuidando que el tiempo no fuera demasiado como para que la banda que
indica el menor tamanio este, se saliera del gel. Se estandarizo el tiempo de corrida
a detenerlo 1:30 h después que el frente de corrida saliera del gel, a un voltaje de
100 V.
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Figura 15. Camara de electroforesis (SDS-PAGE) encendida, sefalando el frente
de corrida.

De acuerdo con lo reportado por Maldonado en 2016, se trata de una proteina
termorresistente; al ser de origen proteico, se puede tratar tanto de una bacteriocina,
como de una petidoglucano hidrolasa.

Segun los resultados descritos, tanto en el método de precipitacion de sulfato de
amonio, como en el de adsorcion y desorcion, se observo que habia una banda de
inhibicion ancha, entre 10 y 15 KDa, por lo que esta proteina con actividad
antimicrobiana, no estaria clasificada en la clase de los lantibidticos de las
bacteriocinas (2-4 KDa), ni a la de los no lantibiéticos (<10 KDa), a pesar de mostrar
resistencia a los tratamientos térmicos dados, tanto para inactivar proteasas (70°C,
30 min) en el caso de adsorcién y desorcion, como en la preparaciéon de muestra

para carga en los carriles de electroforesis (85°C, 10 min), en ambos métodos.

Las bacteriocinas reportadas provenientes del género Streptococcus son de menor
peso molecular, como lo son: la salivaricina A, producida por S. salivaiurs, con un

peso molecular de 2.316 KDa (Wescombe y col., 2006), la salivaricina B, producida
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por S. salivaiurs, con un peso molecular de 2.740 KDa (Hyink y col., 2007), la
bovicina, producida por S. bovis HC5, con un peso molecular de 2.440 KDa
(Mantovani y col., 2002) y la mutacina IV, producida por S. mutans con un peso
molecular de 4.169 y 4.826 KDa (Qi y col., 2001). Mientras que, dentro de las PGH
que se reportan del género Streptococcus, se encuentran la Mur1, una PGH
producida por S. thermophilus con un peso molecular de 24.7 KDa (Husson-Kao y
col., 2000) y la Skl, producida por S. mitis SK137, con un peso molecular entre 31y
45 kDa (Llull y col., 2006).

Para poder clasificar la proteina rastreada en este estudio, se tendria que realizar
una identificacion de proteinas, mediante una secuenciacion de aminoacidos a partir

de bandas bien definidas en el gel de electroforesis (SDS-PAGE).
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Conclusiones

Se precipitd la sustancia antimicrobiana presente en el sobrenadante del cultivo de
Streptococcus spp. A45212 mediante el uso de sulfato de amonio y se comprobo
que el rango de concentracion sulfato de amonio para la precipitacion de la proteina
de interés, esta entre 45 y 55%, siendo el precipitado de 45% de saturacion con
sulfato de amonio quien tiene mayor capacidad inhibitoria contra L. monocytogenes
en las pruebas de difusion en agar.

Se comprobd que, aunque lleva mayor tiempo, el método de adsorcion y desorcion
B, es mas eficiente para purificar esta sustancia antimicrobiana, pues se lograron

observar bandas mejor definidas en la electroforesis (SDS-PAGE).
La proteina con actividad antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, se

encontrd, mediante ambos métodos de purificacion, entre las bandas de 10 y 15
KDa.
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Perspectivas

Sobre la precipitacion de proteinas presentes en el sobrenadante de Streptococcus
spp.- A45212 con sulfato de amonio, cerrar el rango y ensayar mas concentraciones

de sulfato de amonio entre 45y 55 %.

Probar el crecimiento de Streptococcus spp. A45212 en un nuevo medio de cultivo,
como lo es el suero de leche o un medio definido como el HSH y encontrar las
condiciones oOptimas de produccidon de la sustancia antimicrobiana, y al mismo

tiempo que se tengan menos proteinas contaminantes.

Probar diferentes tiempos para la adsorcidén y desorcion de la proteina deseada a la

célula de Streptococcus spp. A45212 y optimizar el tiempo de purificacion.

Encontrar la concentracion minima inhibitoria, de esta proteina contra Listeria

monocytogenes.

Secuenciacion de aminoacidos de la proteina con actividad antimicrobiana, para su

identificacion como bacteriocina o peptidoglucano hidrolasa.
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ANEXOS

Anexo A. Composicion de medios de cultivo

Tabla A.1. Composicion del caldo MRS Difco ® TM Lactobacilli.

Componente g/L
Proteosa peptona no. 3 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
Dextrosa 20
Polisorbato 80 1
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.05
Fosfato dipotasico 2

Tabla A.2. Composicion del caldo BHI OXOID ®.

Componente g/L
Sélidos de infusion de cerebro 12.5
Sélidos de infusién de corazén 5
Proteasa peptona 10
Glucosa 2
Cloruro de sodio 5
Fosfato de disodico 2.5




Anexo B. Preparacion de medios de cultivo

Todos los medios después de esterilizarse pasaron por una prueba de esterilidad,
se incubaron a 30°C durante 24 horas.

Caldo BHI

Se utilizo el medio OXOID ®. Como indica la etiqueta, se disolvieron 37 g en 1000
mL de agua destilada caliente y se dividieron en viales con 5 mL cada uno.
Posteriormente se esterilizdé a 121°C, 15 Ib, por 15 minutos.

Caldo MRS

Se utilizé el medio Difco ® TM Lactobacilli. Como indica la etiqueta, se disolvieron
55 g en 1000 mL de agua destilada y se dividieron en viales con 5 mL cada uno.
Posteriormente se esterilizé a 121°C, 15 Ib, por 15 minutos.

Solucidn salina 0.85%

Para obtener un volumen final de 100 mL, se pesaron 0.85 g de NaCl J.T. Baker ®
y se disuelven en 100 mL de agua destilada. Se vertieron 4.5 mL en viales y se
esterilizé a 121°C, 15 Ib, por 15 minutos.

BHI en placa, tamponado

Se prepararon 200 mL en un matraz Erlenmeyer, con las cantidades indicadas en
la tabla B.1. Se mantuvo en agitacion y calentamiento hasta que la solucién quedara
homogénea. Se esterilizd a 121°C, 15 Ib, por 15 minutos y vacio en 10 cajas con 20

mL cada una.
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BHI para la sobrecapa, tamponado.

Se prepararon 100 mL en un matraz Erlenmeyer con las cantidades indicadas en la

tabla B.1. Se mantuvo en agitacion y se llevé a ebullicion, se dejo 10 minutos mas

en calentamiento y agitacion hasta que la solucién qued6é homogénea vy cristalina;

se dividié el medio posteriormente en tubos de ensaye con 10 mL cada uno. Se

esterilizé a 121°C, 15 Ib, por 15 minutos.

Tabla B.1. Composicion de medios BHI tamponados.

Placa (BHI-t) Sobrecapa (BHI-t)
BHI OXOID ® 744 159
Agar Bacto ® 3449 08¢
Fosfato monobasico de
sodio JT BAKER ® 0.86 g 04g
(NaH2POy)
Fosfato dibasico de sodio JT 29 19
BAKER ® (NazHPOQ,)

Agua destilada 200 mL 100 mL

Anexo C. Precipitaciéon con sulfato de amonio

(Tavera, 2010).

Tabla C.1. Cantidades de masa agregadas para la precipitacion con sulfato de

amonio.
. | Masa agregada de (NH4)>SO4 (g) a 100 mL
% de saturacion sulfato de amonio
de sobrenadante de la cepa A45212
45 26.2
50 2.9
55 3.1
60 3.0
65 3.1
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Anexo D. Curva patréon de Bradford

La curva se realizé con albumina sérica bovina. De la ecuacion de la recta se

despejo “X” y se obtuvo las concentraciones de proteina para la muestras.

1.2

y=0.001x +0.0861 _.
1 R? = 0.99167,.:5
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Figura D.1. Curva patrén de Bradford.

Anexo E. Preparacion de soluciones utilizadas en la electroforesis (SDS-
PAGE)

Acrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%

Se debe trabajar con guantes, cubre-bocas y lentes de seguridad, debido a que es
una sustancia neurotéxica. Para obtener una solucion de 50 mL, se tomaron 15 g
de cristales de acrilamida Sigma ® y 0.4 g de cristales de bis-acrilamida Sigma ®.
Se colocaron en un vaso de precipitados con 30 mL de agua, se agité con una barra
magnética hasta completa disolucion y se llevé a la marca de aforo, a 50 mL con

agua. Se almaceno a temperatura ambiente.
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Buffer Tris-HCI 4x (0.65 M, pH=6.8)

Para 100 mL de solucién se pesaron 7.874 g de trizma base Sigma ® y 0.4 g de
dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma ®). Se colocaron en un vaso de precipitados
con 70 mL de agua y se agitd con una barra magnética hasta disolver
completamente. Se ajusto el pH a 6.8 con HCI y finalmente se llevo a la marca de

aforo, a 100 mL. Y se almacend a temperatura ambiente.

Buffer Tris-HCI 4x (1.5 M, pH=8.8)

Para 100 mL de solucion se pesaron 18.171 g de trizma base Sigma ® y 0.2 g de
SDS Sigma ®. Se colocaron en un vaso de precipitados con 70 mL de agua y se
agité con una barra magnética hasta completa disolucion. Posteriormente se ajusté
el pH a 8.8 con HCI 1N, y se llevo a la marca de aforo, a 100 mL con agua. Y se

almaceno a temperatura ambiente.

Solucidén de persulfato de amonio 10%

Se debe preparar hasta el momento que se vaya a utilizar. Para 1 mL de solucién
se peso 0.1 g de persulfato de amonio Sigma ®. Se coloco el volumen de agua y se

disolvio totalmente.

Buffer de carga 4x

El buffer de carga, esta compuesto por las siguientes sustancias:
e Buffer Tris-HCI (200 mM, pH=6.8)
e 0.05% de azul de bromofenol
e 40% de glicerol
e 8% de SDS

e 5% de B-mercaptoetanol

Para preparar 50 mL de buffer se pesaron 1.2114 g de trizma base, se colocaron
en un vaso de precipitados y se disolvieron en un volumen menor a 40 mL de agua,

con agitacion constante. En el mismo vaso de disolucion se colocaron 0.025 g de
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cristales de azul de bromofenol, 20 mL de glicerol J.T. Baker ® y 4 g de SDS. La
disolucién se mantuvo en agitacion hasta completa disolucion, se ajusté el pH a 6.8
con HCI. Se llevdé a la marca de aforo, a 50 mL con agua y se almaceno a
temperatura ambiente. Justo antes de usarse para realizar la electroforesis, se tomo
tomar 1 mL de esta solucién y se agregd 0.05 mL de B-mercaptoetanol J.T. Baker®.
Las muestras se prepararon colocando 3 partes de muestra de proteina con 1 parte

de buffer de carga 4x.

Buffer de electrodos 10x

El buffer de electrodos, esta compuesto por las siguientes sustancias:
e Tris base 250 mM
e Glicina 1920 mM
e 1% de SDS

Para preparar 500 mL de buffer se pesaron 72.06 g de glicina y se colocaron
lentamente en un vaso de precipitados en un volumen menor a 400 mL de agua, en
agitacion constante, hasta la completa disolucion. Posteriormente, se afadieron
15.1425 g de trizma base y finalmente 5 g de SDS. Al disolverse completamente se
llevé a la marca de aforo, a 500 mL y se almaceno a temperatura ambiente.

Para realizar la electroforesis se hizo una dilucion 1x del buffer, para lo cual
se tomaron 70 mL del buffer 10x y se llevé a un volumen final de 700 mL con agua.

Esta nueva solucion es la que se coloco en la camara de electroforesis.

Soluciones destenidoras de geles

Tabla E.1. Proporcién de sustancias en soluciones destefiidoras.

Sustancia Solucion destefiidora 1 Solucion destefiidora 2
Agua 50% 88%
Metanol 40% 5%
Acido acético 10% 7%
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