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Resumen

El grupo de trabajo ha demostrado que Pediococcus acidilactici ATCC 8042 utilizado
como iniciador y sus sobrenadantes de cultivo ejercieron un efecto de
bioconservacion en embutidos carnicos tipo salami. Se detecté actividad
peptidoglucano hidrolasa (PGH) y no pediocinas como responsables de este
fendmeno. Adicionalmente, se ha reportado la produccion de proteasas en el caldo
De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) que pueden degradar las proteinas de la leche y
en el gue también se ha detectado la actividad PGH. Por lo anterior, se modifico la
composicion del medio MRS para estudiar el efecto de la fuente de carbono y de
nitrdgeno en la produccion de proteasas y PGHs secretadas por P. acidilactici ATCC
8042.

En una primera etapa se realiz6 la comparacion de los medios formulados con
glucosa y sacarosa bajo las mismas condiciones de cultivo de la cepa empleadas
en estudios anteriores. Se determind el crecimiento del microorganismo, el pH, la
concentracion de carbohidratos, la concentracion de proteina y la actividad
enzimatica extracelular mediante zimografia y difusién en agar, a un determinado
tiempo de fermentaciéon. Posteriormente, se evalud el contenido y tipo de la fuente
de nitrégeno, asi como la concentracion del extracto de levadura y el extracto de
carne, sobre el crecimiento de la bacteria y actividad enzimética, tanto litica como
proteolitica. Finalmente, se selecciond la formulacion para obtener la curva de
crecimiento de la cepa y poder establecer el tiempo de produccién de las enzimas

secretadas por la cepa.

La actividad PGH de los sobrenadantes de cultivo se evalu6 mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) empleando
células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, como sustrato
estandar. Se encontrd que la hidrolisis de la pared celular fue independiente de la
fuente de carbono (glucosa o sacarosa), del hidrolizado de proteina (bactopeptona
0 proteosa peptona) y de la adicion o no de detergente (Tween 80). Se detectaron



3 bandas liticas con un peso molecular promedio de 30 kDa, 77 kDa y 140 kDa, que
fueron estables al calor. Varias bandas adicionales fueron detectadas en un
intervalo de peso molecular de entre 45 kDa a 83 kDa después de 60 h de
renaturalizacion o cuando se concentraron los sobrenadantes por ultrafiltracion. Sin
embargo, solo la PGH de 30 kDa mostré actividad sobre Staphylococcus aureus
ATCC 13565. Se detectd una proteasa de aproximadamente 25 kDa con actividad
caseinolitica cuando el medio se formul6 con proteosa peptona y otra de 18 kDa
con bactopeptona. No se detecté actividad proteolitica cuando se sustituyd la
glucosa del medio MRS por sacarosa nhi se detect6 el perfil secundario de bandas

liticas.

Con la reduccion de hasta un 50 % de los principales componentes del medio
(MRSwmod), con respecto a la formulacion del medio comercial, se alcanz6é una menor
densidad celular, pero fue adecuada para detectar tanto la actividad litica como la
proteolitica con una significativa disminucién del color de los sobrenadantes de
cultivo. La menor produccién de pigmentos via reaccion de Maillard fue importante

dada su reconocida actividad antimicrobiana.

Se detectaron las tres PGHs en la fase exponencial de la curva de crecimiento de
P. acidilactici ATCC 8042 en el MRSwod: las bandas de 77 kDa y de 30 kDa, a las 4
h de cultivo, y la de 140 kDa hasta las 7 horas de cultivo. La proteasa de 25 kDa fue
detectada en la fase exponencial tardia del crecimiento que correspondio a las 10 h
de fermentacién con el consumo del 50 % de glucosay un valor de pH 4.5. Después
de que el microorganismo alcanzé su maximo crecimiento, no se observaron
cambios morfologicos de las células por microscopia 6ptica y fueron cultivables agar

MRS (Difco) al final de la curva de crecimiento (35 h).

El perfil secundario de lisis podria potencializar la actividad bacteriolitica de la cepa
ante la falta de nutrientes u otras condiciones desfavorables. La degradacion de las
PGHs por proteasas puede contribuir con las bandas de bajo peso molecular, que

retienen actividad litica, observadas en los zimogramas con S. aureus.



Antecedentes

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es una bacteria acido lactica (BAL) que,
ademds de ser un cultivo iniciador, posee actividad antimicrobiana: dos enzimas
liticas, localizadas en la fraccion de proteinas adheridas a la membrana celular, de
99 kDa y 110 kDa por SDS-PAGE, inhibieron el crecimiento de Micrococcus
lysodeikticus, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y
Salmonella typhi (Garcia Cano y col., 2011). Se reporté la banda de 110 kDa como
transportador tipo ABC (Matamoros, 2013), pero recientemente se le redefinié como
una muramidasa de amplio espectro antimicrobiano (Barbosa, 2018). En la fraccién
semipurificada de los sobrenadantes de cultivo se detectaron dos PGHs de 110 kDa
y 80 kDa, pero la mayor actividad observada sobre S. aureus y L. monocytogenes

correspondio a bandas liticas de bajo peso molecular (Corona, 2018).

Se detectaron dos proteasas extracelulares, una termoestable de >250 kDa y una
gelatinasa sensible al calor de aproximadamente 107 kDa, en la fase exponencial
de la curva de crecimiento de la cepa en el caldo MRS formulado en el laboratorio
con sacarosa (Llorente y col., 2008). Posteriormente, al evaluar el efecto de la fuente
de nitrogeno sobre la produccion de proteasas se encontré un desarrollo limitado de
la cepa, posiblemente porque fue sometida a un estado de estrés por la restriccion
de nutrientes. Sin embargo, cuando se emple6 el MRS comercial se detect6 una
gelatinasa de 200 kDa y actividad caseinolitica en el sobrenadante de cultivo por

difusién en agar (Contreras, 2020).

P. acidilactici ATCC 8042 produce dos enzimas extracelulares, peptidoglucano
hidrolasa y proteasa, a las que se les considera responsables del efecto
antibacteriano de los sobrenadantes de cultivo provenientes de MRS modificado.
Sin embargo, hasta ahora no se ha logrado identificar por secuenciacion a ninguna
enzima extracelular producida ni se conoce el efecto de la actividad proteolitica

sobre la actividad antimicrobiana observada.
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Justificacién

Las PGHs hidrolizan enlaces especificos del peptidoglucano, considerado el talon
de Aquiles de la mayoria de las bacterias dada su naturaleza conservada, esencial
y accesible (Russell y col., 2011). Las PGHs al igual que las bacteriocinas se han
propuesto como sustitutos potenciales de compuestos antimicrobianos en la
industria de alimentos. Como posibles bioconservadores, las PGHs extracelulares
producidas por las BAL son mas importantes que las localizadas en la membrana o
intracelulares, porque pueden ser producidas en el alimento durante la fermentacion

0 se pueden emplear los extractos crudos concentrados o en su forma pura.

La secuenciacion del genoma de P. acidilactici ATCC 8042 revel6 que es una
bacteria potencialmente autolitica (Cho y col., 2019). La actividad autolitica esta
ampliamente distribuida en las BAL y la tasa de autdlisis depende de la cepa, por lo
gue su expresion o actividad debe estar estrictamente regulada. Uno de los
mecanismos de regulacion de la actividad autolitica es mediante la protedlisis de las
PGHs (Holtje, 1995). Aunque esta reportado que Pediococcus acidilactici posee
proteasas, dipeptidasas y aminopeptidasas intracelulares (Bhowmik y Marth, 1990),
a la fecha hay pocos estudios sobre la actividad proteolitica, no obstante que el
genoma de esta especie revela al menos 60 peptidasas y proteasas que adn no han
sido bioguimicamente caracterizadas (Attri y col., 2018).

Una menor actividad proteolitica de Lactobacillus (Ledesma y col., 1977; Hebert y
col., 2000) y la menor produccién de compuestos antimicrobianos producidos por
Enterococcus faecium en caldo MRS (Schirru y col.,, 2013), medio rico en
aminodcidos y péptidos, resalta la necesidad de restringir el contenido de glucosa y
aminodcidos en la formulacion del medio por su efecto represor en la sintesis de

proteasas y bacteriocinas.
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Un medio de cultivo 6ptimo para la produccion de proteasas permitiria establecer
su posible relacion con la actividad litica observada. Este estudio aportara
conocimiento a los sistemas proteoliticos de las BAL, por su importante contribucién
en la generacion de sabores y aromas y en la textura de los productos carnicos

fermentados.
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Hipotesis

La modificacién en la formulacién del medio de cultivo MRS afectara a la produccion
de las enzimas secretadas de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Objetivo General

Modificar la composicién del medio MRS para estudiar el efecto de la fuente de
carbono y de nitrdgeno en la produccion de proteasas y peptidoglucano hidrolasas
de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

Objetivos Particulares

e Evaluar el efecto de los hidrolizados de proteina, proteosa peptona y bacto
peptona, sobre el crecimiento y produccion de proteasas y peptidoglucano
hidrolasas extracelulares.

e Obtener la fraccion proteinica de los sobrenadantes de cultivo de la cepa
para caracterizar sus perfiles proteinicos por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio.

e Detectar la actividad proteolitica y litica mediante electroforesis en gel y por
difusién en agar.

e Modificar la composicion del medio de cultivo para incrementar la produccion
de las enzimas extracelulares.

e Obtener la curva de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en
el medio MRS optimizado para conocer el tiempo de produccion de las

proteinas con actividad enzimatica extracelular.
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1. Marco Tebrico

1.1. Bioconservacion

La conservacién de los alimentos utilizando su microbiota natural o controlada y/o
sus productos antibacterianos se ha denominado bioconservacion, para
diferenciarlo de la conservacion empleando compuestos quimicos (Stiles, 1996).
Las BAL pueden ejercer un efecto bioprotector o inhibidor contra otros
microorganismos como resultado de un crecimiento competitivo, con lo que también
se busca extender la vida Util e incrementar la seguridad sanitaria de los alimentos
(Stiles, 1996; Vignolo y col., 2008).

Las BAL son cultivos bioprotectores por excelencia: forman parte de la microflora
enddgena, se han utilizado para la produccion de alimentos fermentados que
durante cientos de afios han formado parte de la dieta, no existe ninguna indicacién
de que representen un riesgo para la salud del consumidor y dominan naturalmente
la microbiota de muchos alimentos durante su almacenamiento (Stiles, 1996). La
mayoria de las BAL poseen el estatus GRAS por la FDA de Estados Unidos. Por su
parte, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria ha otorgado la Presuncién

Calificada de Seguridad a 44 cepas (Koutsoumanis y col., 2021).

Los alimentos fermentados son aquellos obtenidos a través del crecimiento
microbiano y conversiones enzimaticas de sus componentes. Aungque puedan estar
presentes enzimas de plantas, animales u otras fuentes, su actividad es insuficiente
para que el alimento o bebida pueda ser considerado fermentado (Marco y col.,
2021). A nivel industrial la produccion de alimentos fermentados esta basado en el
uso de cultivos iniciadores, siendo su principal funcion la rapida acidificacion de la

materia prima.

Un proceso de fermentacion controlado ofrece ventajas organolépticas,
tecnoldgicas, nutricionales y de promocion de la salud (Leroy y De Vuyst, 2004;

Bintsis, 2018). La actividad metabdlica deseada y la accién antimicrobiana



establecen la distincién entre los cultivos iniciadores y los cultivos bioprotectores,

respectivamente (Vignolo y col., 2008).

1.1.1. Bacterias &cido-lacticas
1.1.1.1. Aspectos generales

Las BAL son un importante grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en
la naturaleza que reunen caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas y metabdlicas
similares. En términos generales, son cocos o bacilos Gram-positivo, con bajo
contenido de guanina y citosina (G + C), no producen esporas ni son moviles,
oxidasa, catalasa y bencidina negativos, acido y aire tolerantes, carecen de
citocromos y producen &cido lactico como uUnico o principal producto de su
metabolismo (Stiles y Holzapfel, 1997; Carry col., 2002; Khalid, 2011, Bintsis, 2018).

Este grupo esta constituido por 6 familias: Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostoccaceae y Streptococcaceae. La
clasificacion mas reciente incluye 40 géneros, siendo los mas importantes:
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus. Ademas de
los mencionados predominan: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,

Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Sauer y col., 2017).

Las BAL utilizan dos vias metabdlicas para la produccién de energia: (1) mediante
glucolisis (o via Embden-Meyerhof-Parnas) producen casi exclusivamente acido
lactico como producto final y (2) la via del 6-fosfogluconato (o pentosa fosfocetolasa
o la derivacion de hexosa monofosfato) generando cantidades equimolares de

diéxido de carbono, acido acético o etanol, ademas del &cido lactico (Kandler, 1983).



1.1.1.2. Efecto antagodnico de las BAL

La capacidad antimicrobiana es una caracteristica deseable en las BAL. La actividad
antagonista contra bacterias puede ser causada por exclusion competitiva,
modulacion inmunitaria, estimulacion de los sistemas de defensa del huésped,
produccion de moléculas de sefializacibn que desencadenan cambios en la
expresion génica, asi como la produccién de compuestos antimicrobianos (Mozzi y
col., 2015).

Los acidos lactico y acético son los principales compuestos antimicrobianos
producidos por las BAL. La acidificacion del medio evita o reduce el crecimiento de
otros grupos de microorganismos responsables del deterioro de alimentos, asi como
de algunos de los principales patégenos. Algunas BAL producen peroxido de
hidrégeno, diacetilo y reuterina. Los dipéptidos ciclicos (dicetopiperazinas), 3-fenil
lactato e hidroxi derivados de los &cidos grasos son reconocidos antifingicos (Leroy
y De Vuyst, 2004; Stoyanova y col., 2012). Las bacteriocinas, sustancias inhibitorias
tipo bacteriocinas (BLIS, por sus siglas en inglés) y las enzimas que pueden
degradar su propia pared celular, y la de otros microorganismos, son

antimicrobianos de naturaleza proteinica.

1.2. Pediococcus
1.2.1. Caracteristicas generales

Lactobacillus y Pediococcus pertenecen a la familia Lactobacillaceae, si bien de los
bacilosse cuenta con un importante registro en investigacion basica, aplicacion en
alimentosfermentados y como probidticos, algunas especies de ambos géneros
muestran una importante tolerancia al etanol (12 %), al cloruro de sodio (10 %) y
pueden desarrollarse a pH < 4.5, en un amplio intervalo de temperatura (de 10 °C a
45 °C). Todas ellas caracteristicas deseables para su aplicacion biotecnologica
(Bosmay col., 2017).



Los miembros del género Pediococcus se describen como cocos que crecen en un
plano y se dividen en angulos rectos para formar tétradas. Las especies son
genéticamente diversas, sus células son redondas (de 0.6 um a 1.0 um), no moviles,
homofermentativos y anaerobios facultativos. Sus colonias, lisas, redondas y de

color blanco-grisaceo, varian de 1.0 mm a 2.5mm de diametro (Raccach, 2014).

Se conocen 12 especies del género: P. acidilactici, P. argentinicus, P. cellicola, P.
claussenii, P. damnosus, P. etanoliduranos, P. inopinatus, P. parvulus, P.
pentosaceus, P. siamensis, P. lolii y P. stilesii. Fermentan los carbohidratos por la
via glucolitica y producen DL-lactato sin la produccion de diéxido de carbono
excepto P. claussenii. Son catalasa y oxidasa negativo, pero algunas cepas de P.
pentosaceus pueden mostrar actividad pseudocatalasa, especialmente cuando el
medio contiene bajo contenido de carbohidratos. Todas las especies pueden
fermentar a la fructosa y a la celobiosa. La maltosa es fermentada por todas las
especies excepto P. acidilactici, P. claussenii, P. lolii, P. siamensis y P. parvulus. La
sacarosa no es fermentada por P. claussenii, P. lolii, P. parvulus, P. inopinatus, P.
siamensis y P. stilesii, siendo variable la utilizacién de la lactosa (Dicks y Endo,
2014).

Pediococcus requiere fuentes complejas de nitrégeno para crecer, por lo que no
puede utilizar sales de amonio como Unica fuente de nitrégeno ni reducir los nitratos
a nitritos (Carr y col., 2002; Franz y col., 2014). Requieren de vitamina B12, vitamina
Be, biotina, metionina y lisina, asi como magnesio, calcio, zinc y manganeso
(Raccach, 2014). Particularmente Pediococcus acidilactici, el principal cultivo
iniciador empleado en productos carnicos, crece en forma 6ptima a 30 °C, con un
maximo tolerable a 50 °C (Bosmay col., 2017). De acuerdo con Deguchi y Morishita
(1992), la cepa ATCC 8042 es auxoétrofa en 16 aminoacidos, 5 vitaminas, uracilo y

xantina (Cuadro 1.1.).



Cuadro 1.1.
Medio minimo para Pediococcus acidilactici ATCC 8042

nutriente g/L nutriente g/L nutriente g/L
D-glucosa 20 L-aspartato 0.2 L-serina 0.1
acetato de sodio 10 L-asparagina L-tirosina 0.1
citrato de sodio 10 L-cisteina L-valina 0.1
cloruro de 3  acido L-glutdmico 0.2 tiamina
amonio
citrato de amonio glicina 0.1 riboflavina
KH2PO, 1  L-histidina 0.1 piridoxal 0.01
KoHPO4 1 L-isoleucina 0.1 é&cido D- 0.001
pantoténico
NaCl 0.0 L-leucina 0.1 &cido 0.001
1 nicotinico
MgSO,7 H,O 0.5 L-lisina 0.1 A&cido félico
MnSQO,47 HO 0.0 L-metionina 0.1 4&cido p- 0.0002
5 aminobenzoic
o]
FeSO4 7 HO 0.0 L-fenilalanina 0.1 D-biotina 0.0000
2 1
Tween 80 L-prolina 0.1 adenina
L-alanina L-treonina 0.1 uracil 0.01
L-arginina 0.1 L-triptéfano 0.1 xantina 0.01

Fuente: Deguchi y Morishita, 1992.

1.3.Medio de cultivo De Man, Rogosay Sharpe

Las bacterias requieren un ambiente adecuado para crecer. El ambiente bioquimico
lo constituye el medio de cultivo que contiene las cantidades apropiadas de
nutrientes. Particularmente las BAL no pueden desarrollarse en medios minerales
suplementados con una sola fuente de carbono, demandan aminoacidos,
nucledtidos y vitaminas para su crecimiento por su limitada capacidad biosintética
(Hayek y col., 2019). Normalmente los medios para el desarrollo de las BAL
contienen carbohidratos fermentables, fuente primaria de carbono y energia, varias
fuentes de nitrégeno (peptonas, extracto de levadura, extracto de carne o proteina
de suero lacteo) por su aporte de aminoacidos, péptidos, bases nitrogenadas,

minerales, vitaminas y amortiguadores de pH (Hayek y col., 2019).



El medio De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) fue desarrollado para soportar el
crecimiento de Lactobacillus (De Man y col., 1960). En el Cuadro 1.2. se muestra la
composicién quimica del caldo MRS original y de diferentes marcas comerciales. La
composicién del MRS es similar al agar Rogosa (peptona de caseina, extracto de
levadura, glucosa, mono oleato de polioxietilen sorbitan, fosfato acido de potasio,
citrato de amonio, acetato de sodio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso,
sulfato de hierro, acido acético glacial y agar; pH 5.4; (Rogosay col., 1951), pero el
pH es mayor al no incluir acido acético, reducir la cantidad de acetato en el medio y
sustituir el fosfato acido de potasio por fosfato dibasico de potasio. El citrato de
amonio y el acetato de sodio, asi como el acido acético y el sulfato ferroso en el
agar Rogosa actuan como inhibidores de Streptococcus y otros microorganismos
contaminantes. El extracto de levadura es un autolisado de Saccharomyces, soluble
en agua y reconocida fuente de vitaminas del complejo B, minerales y proteinas. El
extracto de carne es una mezcla de proteinas, aminoacidos, nucledtidos, acidos
organicos y vitaminas solubles que favorecen el desarrollo de algunas cepas de
Lactobacillus (De Many col., 1960).

El mono oleato de polioxietilen sorbitan (Tween 80), introducido por Briggs en 1953,
reduce la tension superficial y aporta el oleato necesario para el desarrollo de ciertas
cepas de Lactobacillus (Corcoran y col., 2007). El fosfato de potasio y el acetato de
sodio amortiguan el pH. El sulfato de manganeso y el sulfato de magnesio se
incluyen en los medios de cultivo para las BAL a nivel traza. EI Tween 80, citrato,
acetato y manganeso son necesarios para el desarrollo de la mayoria de los

Lactobacillus estudiados por De Man y col., (1960).

El medio MRS es también adecuado para el desarrollo de Leuconostoc, Weissella,
Enterococcus y Pediococcus, pero no soporta el crecimiento de todas las BAL ni de

algunos probiéticos (Corcoran y col., 2007; Hayek y col., 2019).



Cuadro 1.2.
Composicion quimica del caldo MRS original y comercial

Comercial
Ingrediente (g/L) original® Oxoid i;g?; Merck Neogen DIiBfIgo

Peptona

peptona de Oxoid 10 10 10 - - -

peptona de caseina - - - 10 - -

peptona de tejido animal - - - - 10 -

proteosa peptona No. 3 - - - - - 10
Extracto de carne 10 8 8 8 10 10
Extracto de levadura 5 4 4 4 5 5
Glucosa 20 20 20 20 20 20
Acetato de sodio 5 5 5 5 5 5
Tween 80 1 1 1 1 1 1
Citrato de amonio 2 2 2 2 2 2
Fosfato dipotésico 2 2 2 2 2 2
Sulfato de magnesio 0.2 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1
Sulfato de manganeso 0.05 0.05 0.05 0.04 005 0.05
pH final 6.2-6.6 6.5 6.5 5.7 6.5 6.5

1. De Man y col., 1960.

Difco™ produce enzimas de alta calidad, tejidos y extractos de glandulas para
ayudar a la digestion desde finales de 1895. La bacto peptona (BP), hidrolizado de
proteina que contiene aminodcidos, minerales y otros nutrientes de bajo peso
molecular que promueven la proliferacion celular, fue introducida al mercado en
1914 para la formulacién de medios de cultivo. La pancreatina, pepsina, papaina,
ficina, bromelina y otras proteasas de origen microbiano son utilizadas para la
produccion de peptonas. De igual forma la bacto proteosa peptona (PP) es un

hidrolizado obtenido de tejidos animales, que no coagula con el calor y precipita en



una solucion saturada de sulfato de amonio, fue originalmente elaborado para la

produccion de la toxina de Corynebacterium diphtheriae y otras toxinas bacterianas.

1.4. Produccién de peptidoglucano hidrolasas y proteasas de interés
biotecnolégico
1.4.1. Peptidoglucano hidrolasas

La identificacién, regulacion y coordinacion de las proteinas involucradas en la
hidrélisis y la sintesis del peptidoglucano (PG), ha sido clave para entender
importantes procesos fisiologicos, especificamente la elongacion y division celular
(Lee y Huang, 2013).

El PG, junto con los &acidos teicoicos forman una red o matriz polianiénica
responsable de la elasticidad, porosidad y electrostatica de la envoltura celular, que
controla el “trafico” de iones, nutrientes, proteinas y antibiéticos, regulacion de
autolisinas y en cierta medida es responsable de la union de las proteinas de la
pared (Neuhaus y Baddiley, 2003). El PG es responsable de la rigidez y la forma de
las células bacterianas protegiéndolas del estrés osmotico. Su estructura se ha
estudiado con gran interés para investigar la accion de los antibiéticos y los
mecanismos de resistencia a los antibidticos, susceptibilidad a los bacteri6fagos,
comportamiento serolégico, respuesta inmune, asi como para la identificacion y

clasificacion de las bacterias (Schumann, 2011).

El PG es un heteropolimero reticulado por oligopéptidos de las paredes celulares
de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, pero no de las arqueobacterias. El
PG, esencial para mantener la forma e integridad celular, esta constituido por
cadenas de N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico (NAM) unidos por

enlaces B (1—4).

El lactilo del NAM forma un enlace amida con un tetrapéptido de composicién

conservada: L-alanina (L-Ala), acido D-glutamico (D-Glu), &cido meso-



diaminopimélico (m-DAP) o L-lisina (L-Lys) y D-alanina (D-Ala) (Fig. 1.1.). El m-DAP
se encuentra en todas las bacterias Gram-negativas y en algunas Gram-positivas.
El e-amino libre del m-DAP o el de la L-Lys permite la formacién de un enlace
peptidico directo (3—4) con el carbonilo de la D-Ala. De esta forma se unen dos
cadenas de glicano adyacentes o se pueden formar puentes interpeptidicos
constituidos por uno y hasta siete residuos de aminoacidos (Gly, L-Ala, L- o D-Ser,
D-Asx, L- o D-Glu, entre otros) (Vollmer y col., 2008).

Particularmente las cadenas de los &cidos teicoicos que forman la pared celular de
S. aureus estan dispuestas perpendicularmente y la mitad se encuentra en una
region denominada capa "esponjosa”. Las cadenas del PG son cortas, pero su alto
grado de entrecruzamiento, mediante puentes peptidicos constituidos por cinco
residuos de glicina, le permite contar al patbgeno con una estructura funcional (Fig.
1.1.). Lalisostafina, una de las PGHs mas estudiadas, actia especificamente sobre

la pentaglicina (Szweda y col., 2012).
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Figura 1.1. Representacion de la topografia de la pared celular de S. aureus.
Peptidoglucano: lineas negras; acido teicoico: circulos verdes; acido lipoteicoico:
circulos rojos; membrana celular: bicapa lipidica. Adaptado de Neuhaus y Baddiley,
2003.



Las bacterias poseen varias enzimas que pueden degradar su propia pared celular
y la de otros microorganismos (Lortal y col., 1997). La autdlisis es un proceso
complejo que involucra tanto a glicosidasas como peptidasas, reconocidas
genéricamente como peptidoglucano hidrolasas (PGHs) que se clasifican de
acuerdo al enlace covalente que hidrolizan (Chapot-Chartier y Kulakauskas, 2014,
Sharmay col., 2016).

= N-acetil- f-D-muramidasa (N-acetiimuramidasa o muramidasa o lisozima),
hidroliza el enlace glicosidico entre el N-acetimuramico y la N-
acetilglucosamina.

= N-acetil- f-D-glucosaminidasa (glucosaminidasa), hidroliza el enlace glicosidico
entre la N-acetilglucosamina y el N-acetilmuramico.

= N-acetil-muramoil-L-alanina amidasa (amidasa), hidroliza el enlace amida
formado entre el carboxilo del lactoil del N-acetiimuramico y el amino de la L-
alanina.

= Peptidasas (endopeptidasas y carboxipeptidasas), hidrolizan los diferentes
enlaces peptidicos del PG.

= Transglicosidasas liticas que hidrolizan el mismo enlace que las muramidasas,

pero producen muropéptidos anhidros.

La autodegradacion de la pared celular bacteriana libera el contenido intracelular
incluyendo enzimas y DNA, es decir, la actividad autolitica de las PGHs conduce a
la lisis bacteriana. A continuacion, se presenta la Fig. 1.2. que sefala el sitio de

hidrélisis de las PGHs en la pared celular de las bacterias.
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Figura 1.2. Localizacién de los enlaces que hidrolizan las peptidoglucano
hidrolasas en la pared de la célula bacteriana. Adaptado de Alcorlo y col., 2017.
Abreviaturas. AcCHN: N-acetil; Ala: alanina; anhNAM: N-acetilmuramico anhidro; Glu:
acido glutdmico; LT: transglicosilasas liticas; m-DAP: &cido meso- diaminopimélico;
NAG: N-acetilglucosamina; NAM: N-acetilmuramico.

1.4.2. Proteasas

Las proteasas son enzimas cuya funcién es hidrolizar los enlaces peptidicos de las
proteinas. Se clasifican en dos grupos: exopeptidasas y endopeptidasas. El primer
grupo actia en los extremos de la cadena polipeptidica y se subdivide en
aminopeptidasas y carboxipeptidasas. El grupo de las endopeptidasas hidrolizan los
enlaces de las regiones internas de la cadena polipeptidica y se divide en cuatro
subgrupos: serin, cistein, aspartico y metalo proteasas (Raghunath y Badguijar,
2010; Kieliszek y col., 2021).

= Aminopeptidasa, hidroliza el enlace peptidico del extremo amino.
= Carboxipeptidasa, hidroliza el enlace peptidico del extremo carboxilo.
= Serin proteasas, se caracterizan por la presencia de un residuo de serina en su

sitio activo. Son activas a pH neutro y alcalino. La quimotripsina y tripsina
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pertenecen a esta familia.

= Cistein proteasas, o tiol proteasas, su pH O0ptimo es neutro. Son susceptibles a
los agentes sulfhidrilo. La papaina es el ejemplo mas conocido de esta familia.

= Aspartico proteasas, dependen de dos residuos de acido aspartico para su
funcién catalitica. Un ejemplo de esta familia es la pepsina.

» Metalo proteasas, se caracterizan por un ion metalico divalente en su sitio activo
por lo que son inhibidas por agentes quelantes. La mayoria de las enzimas que

se han reportado contienen zinc. La lisostafina pertenece a este grupo.

La actividad proteolitica de las BAL se ha centrado en el estudio de la degradacion
de la caseina por cepas de Lactococcus lactis. Su sistema proteolitico, constituido
por proteinasas y el sistema de transporte de péptidos, es el més estudiado. Los
péptidos generados por la lactocepina | (Pl) y lactocepina Il (PIIl), proteasas
extracelulares localizadas en la superficie celular, se transportan al interior de la
célula a través de los sistemas de transporte de péptidos Opp, Dpp y DtpT para ser
hidrolizados por endopeptidasas y aminopeptidasas en el citoplasma (Von Schillde
y col., 2012; Kowalczyk y col., 2015).

Existen pocos estudios sobre las enzimas producidas por Pediococcus.
Simitsopoulou y col., (1997), reportaron una tripeptidasa intracelular proveniente de
P. pentosaceus aislada de una muestra de queso Feta. Recientemente se
caracterizé una serin proteasa extracelular de P. acidilactici NCDC252 (Gandhi y
col., 2021).

En el grupo de trabajo se ha estudiado a Pediococcus acidilactici ATCC 8042 con
el objetivo de caracterizar su actividad litica y proteolitica. Llorente-Bousquets
(2008) descart6 que la cepa posea el gen pedB, y reporté una banda termoestable
de 110 kDa con actividad sobre M. lysodeikticus, L. innocua y S. aureus presente
en el sobrenadante de cultivo. Por su parte, Garcia-Cano y col., (2011), reportaron
dos PGHs, de 99 kDa y 110 kDa, en la fraccion celular con actividad sobre M.

lysodeikticus, S. typhi, B. cereus, L. monocytogenes y S. aureus. Mediante
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espectroscopia de masas se identific6 a la proteina de 99 kDa como una N-
acetilmuramidasa. Barbosa (2018) clon6 en un sistema de expresion heterdlogo la

proteina de 110 kDa, y determiné que es una PGH con actividad muramidasa.

Llorente y col., (2008) detectaron, por medio de andlisis zimograficos, dos bandas
proteoliticas: una mayor a 200 kDa y otra de 107 kDa, la banda que se perdi6

después de aplicar tratamiento térmico a la muestra.

El uso industrial de enzimas es muy extenso y cuenta con numerosas aplicaciones,
su demanda crece por lo que la busqueda de fuentes sostenibles aumenta. Un
recurso muy utilizado son los microorganismos como fuente de enzimas. En 2008
el 75 % de las ventas mundiales de enzimas correspondié a enzimas hidroliticas de
origen microbiano y las proteasas representaron el 59 % del total de las ventas
(Gaur y Wadhwa, 2008).
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2. Metodologia

[ cultivo de P, acidilactici ATCC 8042 ]
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Figura 2.1. Diagrama general de la estrategia experimental.



2.1. Materiales y métodos

2.1.1. Reactivos y estandares
Acetato de sodio, acetona, acido acético, acido clorhidrico, &cido tricloroacético
(TCA), carbonato de sodio, citrato de amonio, cloruro de calcio, cloruro de sodio,
tartrato de sodio, fosfato de potasio, glicerol anhidro, hidroxido de potasio, hidroxido
de sodio, sulfato de cobre, sulfato de magnesio heptahidratado, sulfato de
manganeso tetrahidratado y tartrato doble de sodio y potasio de J. T. Baker; acido
3,5-dinitrosalicilico de Eastman Chemical; azul de metileno, albuminasérico bovino
(BSA), sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano (CHAPS),
gelatina de bovino tipo B, glucosa monohidratada, reactivo Folin y Ciocalteu,
lisozima de clara de huevo, Tween 80 y Triton X-100 de Sigma Aldrich; acrilamida,
azul de bromofenol, azul de Coomassie R-250, bisacrilamida, dodecil sulfato de
sodio, glicina, tris (hidroximetil) aminometano (Tris), urea y estdndares de peso
molecular SDS- PAGE Molecular Weight Standards, Low Range y Precision Plus
Protein Standards, Dual Color de BIO-RAD; PageBlue Protein Staining Solution de
Thermo Scientific; caseinato de calcio de Lactoprot; tripsina y caseina calidad
Hammarsten de Research Organics.

Para la elaboracion de las disoluciones, se empled agua Tipo | (18.2 MQ/cm a 25
°C) filtradaa través de una membrana de Nylon con tamafio de poro de 0.45 um

(Simplicity UV, Millipore) y material desechable.

2.1.2. Medios de cultivo
Agar, bacto peptona, extracto de carne, extracto de levadura, hidrolizado
pancreatico de caseina, leche descremada en polvo, proteosa peptona, MRS de

Difco™.
2.1.3. Material biolégico

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se obtuvo de chaquiras con medio MRS:glicerol

(80:20) (v/v) mantenidas en criotubos a -20 °C. Para los ensayos de actividad litica
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se utilizaron células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 (Sigma-
Aldrich) y de Staphylococcus aureus ATCC 13565.

2.1.4. Caracterizacion de la cepa
La caracterizacion morfoldgica de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se realiz6
por observacion de las colonias en agar MRS y la observacion de los frotis tefiidos

con tincién de Gram (Microscopio biolégico binocular digital DMS-653).

2.2. Preparacion del medio de cultivo, in6éculo y fermentacion de P.
acidilactici ATCC 8042
2.2.1. Preparacion del medio de cultivo
Se prepard, por duplicado, el medio de cultivo MRS modificado. Se disolvieron las
sales en agua destilada y se distribuyeron 140 mL de medio en matraces
Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, se afiadi6 la fuente de nitrégeno y se esterilizd
a 121 °C durante 15 min (Autoclave Yamato Sterilizer SM300).

Se prepard una disolucion concentrada de glucosa y se esteriliz6. Se adicionaron 5
mL de esta disolucion a cada matraz bajo condiciones estériles (Campana de flujo
laminar, ADLER). Se tomaron 20 mL del medio de cultivo como muestra control de
la actividad enzimatica, para determinar el pH, la concentracién inicial de

carbohidratos y de proteina soluble, y para medir el color del medio.

2.2.2. Activacion de la cepa
El caldo MRS se utilizo para el crecimiento y mantenimiento de ATCC 8042. Para la
elaboracién del medio sélido se afiadi6é agar para una concentracion final de 10 g/L.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Se colocé una chaquira con las células de la cepa P. acidilactici en tubos con tapén
de rosca con 10 mL de caldo MRS y se incub¢ a 30 °C hasta su desarrollo. Se tomo6
una asada y se sembr6 por estria en agar MRS y se incub6 durante 24 h a 30 °C
(Horno de conveccion, DX-300, Yamato).
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2.2.3. Preparacion del in6culo
Para la preparacion del pre-indculo se inoculé un matraz Erlenmeyer de 50 mL de
capacidad, con 20 mL de caldo MRS con una colonia de aproximadamente 1 mmy
se incub6 a 30 °C durante 20 h en condiciones estaticas. Se realizé un pase al 1 %
(v/v) del pre-in6culo a un segundo matraz Erlenmeyer de 50 mL de capacidad con
20 mL de medio MRS y se incub6 durante 6 h. Este cultivo fue utilizado para la

fermentacion.

2.2.4. Fermentacion
Cada matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad con 125 mL de medio de cultivo
se inoculo al 1 % (v/v). La fermentacion a 30 °C en condiciones estéaticas se detuvo
a las 12 h reduciendo la temperatura empleando un bafio de hielo. Se tomé una
alicuota de 10 mL y midio el pH (pH Meter, Mo. 390, Beckman-Coulter) y la densidad
oOptica (D.0.) a 600 nm (BioSpectrometer Kinetic, Eppendorf).

2.2.5. Obtencién del sobrenadante de cultivo
El cultivo se centrifugé a 10000 r.p.m., durante 60 min a 4 °C (Centrifuga, Mo. J2-
MC, Beckman-Coulter,). Se recuperd el sobrenadante y se neutraliz6 con una

disolucién estéril de NaOH 1 N.

2.2.5.1. Cuantificacion de los azlUcares reductores
La concentracion de azucares reductores se determing, por triplicado, en los medios
de cultivo sin inocular y en los sobrenadantes de cultivo. Se utilizé una disolucién
de 2 mg/mL de glucosa como estandar de la curva de calibracion (Sumner, 1924)

(apéndice A).

2.2.5.2. Cuantificacion de los azlucares totales
La concentracion de azlcares totales se determing, por triplicado, en los medios de
cultivo sin inocular y en los sobrenadantes de cultivo formulados con sacarosa. Se
empled una disolucién de 100 ug/mL de sacarosa como estandar de la curva de

calibracion (Dubois y col., 1956).
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2.2.5.3. Cuantificacién de proteina soluble
Se determind, por triplicado, la concentracion de proteina en los sobrenadantes de
cultivo empleando una disolucion de 2 mg/ mL de BSA como estandar de la curva
de calibracion (Lowry y col., 1951; Peterson, 1977) (apéndice B).

2.2.5.4. Concentracién de las proteinas por ultrafiltracion
Los sobrenadantes de cultivo neutralizados se concentraron por ultrafiltracion (UF)
mediante unidades Amicon™ Ultra-15 para filtracibn con centrifuga de 10 000
MWCO (Ultracel™ membrane, Millipore) a 5000 r.p.m., a 4 °C (centrifuga 5430 R,
Eppendorf). Se colectd la fraccion retenida y se realizaron dos lavados con una

disolucion amortiguadora estéril de Tris-HCI 25 mM (pH 7.0).

2.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio y
zimografia

2.3.1. Preparacion de la muestra
Se concentro la fraccion proteinica de los sobrenadantes neutralizados mediante
precipitacion con TCA al 50 % (m/v). El precipitado se lavé dos veces con acetona
fria y se re-disolvié utilizando una disolucién de urea 8 My CHAPS al 4 % (m/v) y el
volumen minimo necesario de NaOH 1 N para neutralizar la muestra (Nandakumar
y col., 2003). Tanto a las muestras concentradas por precipitacién con TCA como la
fraccion retenida por UF se les adicion6 un volumen equivalente de la disolucion
amortiguadora de muestra [Tris-HCI 0.0625 M (pH 6.8), SDS 2 % (m/v), glicerol 10
% (v/v) y azul de bromofenol 0.001 % (m/v)] (Laemmli, 1970).

2.3.2. Preparacion de geles de poliacrilamida
Se prepararon geles de poliacrilamida (12.5% T, 2.6 % C) de 1 mm de espesor para
la obtencion de los perfiles proteinicos y para el ensayo de la actividad enzimatica
(Cuadro 2.1.). Se adicionaron células de Micrococcus lysodeikticus a una
concentracion final de 0.2 % (m/v), como sustrato para la actividad litica (Leclerc,
1989), y gelatina al 0.1 % (m/v) para detectar la actividad proteolitica (Garcia
Carrefo y col., 1993).
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2.3.3. SDS-PAGE
La electroforesis se realiz6 aplicando una diferencia de potencial de 100 V (Mini
PROTEAN, Tetra Cell, BIO-RAD) en la disolucion amortiguadora de Tris—glicina (pH
8.3) adicionada de SDS al 1 % (m/v). Al término de la electroforesis, los geles para
SDS-PAGE se tifieron con azul de Coomassie R-250 y G-250. Para eliminar el
exceso de colorante del gel se empled una disolucion de acido acético:metanol:agua

(1:5:4) (v/viv) para el primer caso, y agua para el colorante en su estado coloidal.

Cuadro 2.1.
Formulacion del gel concentrador y del gel separador para SDS-PAGE y
zimografia
separador
composicién (mL) concentrador SDS-PAGE zimograma
PGH Proteasa
Agua 6.08 3.18 2.68 2.18

amortiguador Tris- 250 i i i

HCI 0.5 M (pH 6.8) '

amortiguador Tris-

ACLLE M (oH 8.6) : 2.60 260  2.60
células 4 % - - 0.50 -
gelatina 1 % - - - 1.00

acrilamida 30 % 1.36 5.50 4.16 4.16
APS 10 % 0.05 0.05 0.05 0.05
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01

volumen final 10.00 10.00 10.00 10.00
Abreviaturas. APS: persulfato de amonio, TEMED: N, N, N, N’-

tetrametiletilendiamina.

2.3.4. Deteccion de la actividad litica y proteolitica por zimografia
Los geles se lavaron con agua desionizada o con una disolucién de Triton X-100 al
2.5 % (m/v), con agitacion orbital (Labnet International) a 40 r.p.m. durante 60 min,
para la renaturalizacion de la PGH y la proteasa, respectivamente. Para la PGH, el
gel se mantuvo en una disolucién amortiguadora de Tris-HCI (25 mM, pH 7.0) con
Triton X-100 al 1 % (m/v) a 30 °C durante 20 horas. Posteriormente el gel se tifid
con azul de metileno al 0.1 % (m/v) en KOH al 0.01 % (m/v). Se removio el exceso

de colorante con agua destilada. En el caso de la actividad proteolitica, el gel se
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incubd en una disolucién amortiguadora de Tris-HCI (50 mM, pH 8), adicionada de
CaClz (5 mM) y NaCl (200 mM) a 30 °C durante 20 h. Para detectar la actividad
caseinolitica el gel se sumergié en una disolucion de caseina calidad Hammarsten
al 2 % (m/v) en el mismo amortiguador durante 60 min con agitacién orbital a 40
r.p.m., a 4 °C, y se incubo bajo las mismas condiciones descritas. Al término de la
incubacion los geles se tifieron y destifieron como en SDS-PAGE utilizando azul de

Coomassie R-250.

Se utiliz6 el fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imaging System, BIO-RAD) controlado
por el software Image Lab (version 3.0) para la adquisicién de las imagenes de los
geles, asi como para la estimacion de los pesos moleculares de las bandas
utiizando estandares de peso molecular conocido. Cuando se emplearon
estandares pretefiidos el peso molecular de las bandas se calcul6 a partir de la recta

de la migracion relativa en funcion del peso molecular de los estandares.

2.3.5. Deteccion de actividad proteoliticay litica mediante difusion en agar
Se determing, por triplicado, la actividad enzimética de los sobrenadantes de cultivo
neutralizados y concentrados por UF. La actividad proteolitica se detect6é en placas

de agar con caseinato de calcio (Vijayaraghavan y col., 2013).

Se prepararon disoluciones de caseinato de calcio al 2 % (m/v) y agar al 1.6 % (m/v)
y se esterilizaron a 121 °C por 15 min en autoclave, se mezclaron volimenes iguales
de las disoluciones y adicionaron a cajas de Petri de 90 mm x 15 mm estériles
desechables (20 mL/caja) bajo condiciones asépticas. En cada caja con el medio
solidificado se realizaron 6 pozos de 7 mm de diametro con cilindros de acero
inoxidable estériles cuya distribucion se muestra en la Figura 2.2. En cada pozo se
adicion6 50 pL de la porcién de ensayo. La medicion del diametro de los halos de

hidrélisis se realizé a 30 °C a las 20 h y 40 h de incubacion.
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Se realizaron las curvas de actividad enziméatica mediante la técnica de difusién en
agar, empleando tripsina (apéndice C) y lisozima (apéndice D) como controles

positivos de la actividad proteolitica y litica, respectivamente.

sO O O

Control

Figura 2.2. Distribucion de los pozos en la caja de Petri para el ensayo de la
actividad enzimaética.
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3. Resultados y andlisis de resultados

Se activo la cepa ATCC 8042 en caldo MRS bajo condiciones estaticas a 30 °C. En
agar MRS la morfologia macroscoépica correspondié a un cultivo puro de colonias
circulares, de aproximadamente 1 mm de diAmetro y de coloracién blanca (Figura
3.1.A). Se observaron cocos Gram positivo, con agrupaciones de tétradas y algunos
diplococos (Figura 3.1.B). A lo largo del estudio se encontré que la cepa fue viable

en refrigeracion al menos 7 dias en agar MRS (Difco™).

Figura 3.1. Pureza del cultivo de P. acidilactici ATCC 8042. A. Colonias en agar
MRS (Difco™). B. Tincion de Gram. Imagen capturada con el Microscopio Biolégico
Binocular Digital de campo claro DMS-653.

Considerando las investigaciones previas, se evaluaron dos medios de cultivo: la
formulacion MRSsac, con sacarosa (10 g/L) y bacto peptona (BP) (10 g/L) vy la
MRScu, formulado con glucosa (20 g/L) y proteosa peptona (PP) (10 g/L). En
ambos, las sales y los extractos de carne y levadura se mantuvieron a la misma
concentracion que el medio MRS de Difco™. Se evaluaron 6 tiempos de
fermentacion para MRSsac y 4 tiempos para el medio con glucosa, a 30 °C, sin
agitacion. Los resultados de densidad ¢ptica (D.O.) y pH de la fermentacion de la
especie acidilactici ATCC 8042 con sacarosa Yy glucosa se presentan en los Cuadros

3.1.y 3.2,, respectivamente.
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Cuadro 3.1.
Fermentacion de P. acidilactici ATCC 8042 en MRSg;c!

tiempo (h) 8 10 12 14 17 22
D.O. 1.5 1.3 1.3 1.4 1.3 1.3
pH 5.8 5.9 5.8 5.8 5.9 5.8

1. valores promedio (n= 3) de cada tiempo de fermentacion en caldo MRS formulado con sacarosa
(10 g/L) y bacto peptona (BP) (10 g/L) en condiciones estaticas a 30 °C.

Cuadro 3.2.
Fermentacion de P. acidilactici ATCC 8042 en MRSg/,!
tiempo (h) 6 8 10 12
D.O. 1.8 4.6 6.3 7.4
pH 5.7 4.8 4.4 4.2

1: valores promedio (n= 3) de cada tiempo de fermentacion en caldo MRS formulado con glucosa (20

g/L) y proteosa peptona (10 g/L) en condiciones estaticas a 30 °C.

A las 12 h de cultivo de la cepa alcanzo un crecimiento de 1.3 unidades de D.O., y
la acidez generada disminuyo el pH 5.8 en el medio formulado con sacarosa,
mientras que para MRSqu la D.O., fue de 7.4 y el valor de pH descendié hasta 4.2,
es decir, la cepa alcanz6 un mayor crecimiento, en menos tiempo, cuando la fuente
de carbono fue glucosa. De acuerdo con Bosma y col., (2017) la capacidad de
utilizacién de la sacarosa depende de la cepa de P. acidilactici. Algunas como la

NRRL B-639, utilizan la sacarosa hasta las 48 h o 72 h de fermentacién.

Los disacaridos deben ser hidrolizados por enzimas sintetizadas por el
microorganismo para su ingreso al citosol, mientras que los monosacaridos entran
a la célula por sistemas facilitadores del transporte que utilizan un gradiente de
concentracion, por consiguiente, emplear glucosa como fuente de carbono en el
medio de cultivo implica un menor gasto energético para las células (Castrejon y
col., 2007).
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El andlisis zimogréafico permite separar a las proteinas de acuerdo a su peso
molecular seguido de la deteccion de la actividad enzimatica, para lo cual, después
de la electroforesis, el gel se transfiere a una disolucién con Triton X-100 con el fin
de remover el SDS y renaturalizar a la enzima de interés. En particular, ambas
hidrolasas se observan como una banda clara sobre fondo oscuro en los geles de

poliacrilamida.

Bajo las condiciones descritas, se detectdé actividad PGH extracelular por
zimografia empleando como sustrato estdndar a las células liofilizadas de
Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698. Se observaron tres bandas de actividad
litica con pesos moleculares aproximados de 29 kDa, 78 kDa y 140 kDa en los
sobrenadantes de cultivo neutralizados (Fig. 3.2.). Se puede apreciar el incremento
en la intensidad de las bandas a mayor tiempo de fermentacion.

MW

kDa
==
100—
75—
50—

37—

— 140 kDa
— 78 kDa

25— — 29kDa

20—

15—

10—

EST 1 2 3 4 5 6

Figura 3.2. Zimografia sobre células de M. lysodeikticus ATCC 4698. (SDS-
PAGE, 12.5 % T). Muestras de los sobrenadantes de cultivo neutralizados de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en MRSsac. Tiempo de fermentacion: 8 h (carril
1), 10 h (carril 2), 12 h (carril 3), 14 h (carril 4),17 h (carril 5) y 22 h (carril 6). EST:
estandares de peso molecular (Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color, BIO-
RAD). Incubacion en amortiguador Tris-HCI (25 Mm, pH 7) adicionado de 1 % de
Triton X-100, durante 20 h a 30 °C. Tincion con azul de metileno al 0.1 % en KOH
al 0.01%. Digitalizacion y analisis de la imagen mediante fotodocumentador (Gel
Doc XR+ Imaging System, Image Lab 3.0, BIO-RAD).
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Las bandas con actividad litica extracelular producidas en el medio MRSsac fueron
de pesos moleculares similares a las PGHs de 110 kDa, 70 kDa y 28 kDa detectadas
por Corona (2018). En ningun tiempo de la fermentacion se detecté actividad

proteolitica (resultado que no se muestra).

Se evaluo la actividad PGH en los sobrenadantes del medio MRS formulado en el
laboratorio con glucosa (MRSau) (Fig. 3.3.). Se detectaron tres bandas de actividad
de litica sobre el sustrato estandar entre las 8 y 12 horas de fermentacion, de
aproximadamente 148 kDa, 83 kDa y 33 kDa, pero no a las 6 horas (Fig. 3.3.A). La
banda litica de aproximadamente 33 kDa se detecté en todos los tiempos de
fermentacion. La intensidad de las bandas se incrementd conforme avanzdé la
fermentacion y todas se caracterizaron por conservar actividad después de que las
muestras se sometieron a 80 °C por 10 min y a 95 °C por 5 min en un bafio seco

con agitacion (Thermomixer Comfort, Eppendorf).

A B C

M. lysodeikticus X M. lysodeikticus N S. aureus
MW MW

kDa [~ 85°C/10 min— [~ 95°C/5 min 4 kDa ~85°C/10 min— [ 95°C/5 min [785°C/10 min )

e

55-
43-

34-
26-

17-

[[95°C/5min71  kDa

10-

EST 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 3.3. Actividad litica de los sobrenadantes de cultivo. (SDS-PAGE, 12.5
% T). A. Zimografia con M. lysodeikticus como sustrato, renaturalizaciéon en
amortiguador Tris-HCI (25 Mm, pH 7) adicionado de 1 % de Triton X-100 durante 20
h a 30 °C. B. Extension del tiempo de renaturalizacion a 60 h C. Zimografia con S.
aureus como sustrato, mismas condiciones que en A (mismas muestras, corrida
simultanea). Tiempo de fermentacion de P. acidilactici ATCC 8042 en MRSgu: 6 h
(carril 1), 8 h (carril 2), 10 h (carril 3), 12 h (carril 4). EST: estandares de peso
molecular (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas). Tincion con azul
de metileno. Digitalizacién y analisis de las imagenes mediante fotodocumentador
(Gel Doc XR+ Imaging System, Image Lab 3.0, BIO-RAD).
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Prolongar el tiempo de incubacién del gel a 60 h permitié la deteccion de varias
bandas entre 57 kDa a 83 kDa, y se aprecian mejor las bandas de actividad litica

con respecto al gel que se incubd por 20 h.

Mora y col., (2003) detectaron, en extractos celulares de varias cepas de P.
acidilactici y P. pentosaceous, hasta 8 bandas liticas de entre 45 kDa y 110 kDa en
geles con células de M. lysodeikticus después de 12 h de renaturalizacién, al que
denominaron perfil secundario de lisis (PS). La formacion de bandas secundarias
podria atribuirse a la protedlisis parcial de PGHs de alto peso molecular generando

fragmentos que conservan actividad enzimatica (Selvarani y col., 2000).

De forma simultadnea se evalud la actividad litica sobre células de S. aureus, es
decir, al mismo tiempo, empleando las mismas muestras y bajo las mismas
condiciones de ensayo (Fig. 3.3.C). Se detecto6 la banda de 33 kDa, pero no las
bandas liticas de alto peso molecular observadas en M. lysodeikticus.
Adicionalmente se observaron bandas de 28 kDa, 17 kDa, 16, 15y 14 kDa. Aunque
la estructura del PG es conservada, modificaciones en su arquitectura, como lo es
la O-acetilacion del C6 de los residuos del NAM hace que S. aureus sea resistente

a la accion de las lisozimas (Vollmer, 2008).

En un intento de purificar la actividad proteolitica de los sobrenadantes de cultivo de
MRSau, las muestras neutralizadas se precipitaron con sulfato de amonio (solucion
saturada al 80 %). Se dializo toda la noche a baja temperatura (Multiple dialyzer,
Pope Scientific, Inc., USA) utilizando una membrana para retener proteinas de peso
molecular superior a 12 kDa (Sigma Chemical, Co., USA). La obtencion del perfil
proteinico y la actividad caseinolitica se realizdé en el mismo gel, ya que la caseina

puede difundir en el gel de poliacrilamida después de la electroforesis (Fig. 3.4.).

Se detectaron varias bandas de proteina por SDS-PAGE. La banda mas intensa de
75 kDa se detectd a partir de las 8 h de cultivo (Fig. 3.4.A, carriles 2-4), y podria
corresponder a la primera banda con actividad litica sobre la pared celular de M.
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lysodeikticus que se observa a simple vista sin necesidad de teiiir el gel con azul de
metileno. Se visualizaron cuatro bandas con un peso molecular aproximado de entre
45 kDa a 60 kDa y dos bandas mas tenues de aproximadamente 30 kDa y 17 kDa.
La banda con actividad sobre caseina de 25 kDa se detect6 a las 10 y 12 horas de

fermentacion (Fig. 3.4.B, carriles 3 y 4, respectivamente).

A B

kDa SDS-PAGE actividad caseinolitica

Figura 3.4. Perfil proteinico y actividad proteolitica de los sobrenadantes de
cultivo semipurificados de P. acidilactici ATCC 8042. (SDS-PAGE, 12.5 % T).
Ensayo en el mismo gel. A. Perfil electroforético de la fraccion proteinica en
condiciones reductoras. B. Actividad proteolitica sobre caseina. Tiempo de
fermentacion en MRSaiu: 6 h (carril 1), 8 h (carril 2), 10 h (carril 3), 12 h (carril 4).
EST: estandares de peso molecular (Molecular Weight Standards, Broad Range,
BIO-RAD). Incubacién en amortiguador Tris-HCI (50 mM, pH 8), adicionado de
CaCl2 (5 mM) y NaCl (200 mM), durante 20 h a 30 °C. Tincion con azul de
Coomassie R-250. Digitalizacion y andlisis de la imagen mediante
fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imaging System, Image Lab 3.0, BIO-RAD).
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Los resultados anteriores demostraron que la composicion del medio de cultivo es
clave en la propagacion de P. acidilactici ATCC 8042 y determinante en su

expresion enzimatica.

La formulacion mas utilizada para el crecimiento de las BAL es el caldo MRS,
formulado en 1960 para diversas cepas del género Lactobacillus por De Man,
Rogosa y Sharpe. Sin embargo, determinar los nutrientes apropiados en las
cantidades suficientes para la mayor produccién de biomasa, produccién de algun
metabolito de interés o actividad enzimatica permite eliminar los componentes no

necesarios del medio de cultivo.

Tradicionalmente los estudios bioquimicos se llevan a cabo analizando un factor
nutricional a la vez (Hayek y col., 2019). En ese sentido, se evaluo el efecto de cada
una de las fuentes de nitrogeno del caldo MRS en la actividad proteolitica de ATCC
8042, y se incluyd en el estudio: hidrolizado pancreatico de caseina (5 g/L), leche
descremada en polvo (1 g/L) y caseina (1 g/L), en medio base de glucosa al 1 %y
sales sin Tween 80 (medios reformulados, MRFs) (Cuadro 3.3., Figura 3.5.). Atodas
las formulaciones se adicion6 extracto de levadura (2.5 g/L) para promover el
crecimiento. Los resultados se contrastaron contra el MRS formulado en el

laboratorio como control (MRFo).

Manteniendo constante el contenido de glucosa y extracto de levadura, el desarrollo
de ATCC 8042 en cada fuente de nitrdgeno ensayada fue menor con respecto al
control, formulado con la misma composicién quimica que el medio comercial, pero
con una reduccién del 50 % en el contenido de glucosa. EI menor valor de D.O.,
(2.0) correspondié a la muestra MRFs y el mayor valor (7.6) correspondi6 al control,
por lo que ademas del extracto de levadura, la cepa requiere de un mayor contenido
de nitrogeno proteinico. Entre los hidrolizados de proteina empleados a un mismo
nivel de concentracion (5 g/L): PP (MRF1), BP (MRF2), caseina hidrolizada (MRFa4)
y el extracto de carne (MRF3), se alcanzé una D.O., de entre 2.4 a 2.9 y un valor de

pH 4.5. El crecimiento fue menor en los demas ensayos: leche en polvo (MRFs),
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caseina (MRFe) y citrato de amonio (MRF7). En el control, a las 12 h de cultivo el pH
descendio hasta 4.2. Si bien la acidificacion es la principal estrategia competitiva de
la especie, la disminucién de pH a valores cercanos al pKa del &cido lactico (pH 3.8)

inhibe el crecimiento al difundir la especie protonada al interior de la célula.
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Composicion de los medios reformulados (MRFs) v resultados de las fermentaciones

Cuadro 3.3.

medio reformulado (MRF) Control
Ingrediente(2/L)  \ pr  MRF, MRF, MRF, MRF; MRF, MRF, MRF, MRF,
Proteosa peptona 5 - - - - - - - 10
Bacto peptona - 5 - - - - - - -
Extracto de carne - - 5 - - - - - 10
Caseina hidrolizada - - 5 - - - - -
Leche en polvo - - - - 1 - - - -
Caseina - - - - - 1 - - -
Citrato de amonio - - - - - - 2 - 2
Extracto de levadura 25 25 25 2.5 25 25 25 25 5.0
Glucosa 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Acetato de sodio 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Fosfato dipotasico 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Sulfato de magnesio 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Sulfato de manganeso 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
pH 7.6 7.7 7.5 7.6 7.8 7.6 6.6 7.9 6.7
Resultados
D.O. (600 nm) 2.6 2.7 2.4 1.1 1.2 1.5 1.0 7.6
pH 5 5 4.5 5.1 5.1 5.0 5.2 4.2
B kDa SDS-PAGE C Caseina kDP Gelatina =
T3
97— &
66— w g
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Figura 3.5. Efecto de lafuente de nitrégeno en lafermentacion de P. acidilactici
ATCC 8042y en la actividad enziméatica extracelular. Cuadro 3.3. Composicion
de los medios de cultivo reformulados (MRFs) y resultados de las
fermentaciones. Densidad optica (D.O.) y pH a las 12 h de cultivo a 30 °C en
condiciones estéticas. A. Medios de cultivo reformulados (MRFs) antes y después
de la fermentacion. B. Perfil de proteinas (SDS-PAGE, 12.5 %T, condiciones
reductoras) del sobrenadante de cultivo precipitado con acido tricloroacético. EST:
estandar de peso molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range,
BIO-RAD). C. Actividad proteolitica sobre caseina. Tripsina como control positivo (T
C+). D. Actividad proteolitica sobre gelatina. E. Actividad litica sobre células de S.
aureus y M. lysodeikticus —mismas muestras, corrida simultanea— (SDS-PAGE, 12.5
% T). Muestras de los sobrenadantes de cultivo neutralizados y concentrados por
ultrafiltracién. EST: estandar de peso molecular (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Fermentas). F. Protedlisis mediante la técnica de difusién en agar en pozo
(diametro del pozo de 7 mm; 50 uL muestra). Tripsina como control positivo (C+) y
amortiguador estéril como control negativo (C_) ver apéndice C. Incubacién a 30 °C
durante 20 h. Digitalizacién y andlisis de las imagenes mediante fotodocumentador
(Gel Doc XR+ Imaging System, Image Lab 3.0, BIO-RAD).

Con la intencion de minimizar la produccion de pigmentos en los medios de cultivo,
ademdas de disminuir la concentracion de extracto de carne, extracto de levadura y
glucosa, la adicién de glucosa concentrada, a cada matraz, se realiz6 aparte y bajo
condiciones estériles. No obstante, fue evidente la reaccion de Maillard en los
medios de cultivo reformulados, siendo el extracto de carne el componente que mas
contribuyé al obscurecimiento no enzimatico: MRF9 > MRF3 > MRFs > MRF1 > MRF2
> MRF4 > MRF7 > MRFs > MRFs (Fig. 3.5.A).

En la preparacion de las muestras para SDS-PAGE, so6lo precipitaron con acido
tricloroacético (TCA) los sobrenadantes de cultivo de MRF1, MRFs, MRFs y MRFo.
El TCA es el agente caotrépico méas efectivo para precipitar las proteinas a partir de
disoluciones diluidas. No se conoce bien el mecanismo de precipitacion, pudiendo
ser la agregacion hidrofébica la via dominante (Yvon y col.,, 1989). Aunque la
precipitacion con TCA es un método rapido de limpieza y concentracion, presenta
varios inconvenientes: desnaturaliza a las proteasas (Novak y Havlicék, 2016);
requiere de una concentracion minima de proteina para generar turbidez y

precipitar, de al menos 10 pg/ mL de BSA (Choi y col., 1993); no es Uutil para
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precipitar todas las proteinas (por ejemplo, gelatina); el precipitado es dificil de
redisolver y es extremadamente acido, lo que hace necesario eliminar y neutralizar
el TCA residual debido a que afecta la separacion electroforética (Novak y Havlicék,
2016).

Ademas del control, solo en la muestra MRF2 se detecto actividad litica y proteolitica
extracelular. Se logré recuperar, redisolver, separar y visualizar al menos 14
proteinas (80, 56, 52, 43, 41, 35, 34, 30, 24, 18 y 16) kDa y 3 bandas de peso
molecular > 97 kDa (Fig. 3.5.B).

Se detectaron dos bandas con actividad caseinolitica en las muestras MRFg y MRF2
concentradas por UF de 28 kDa y 18 kDa, respectivamente. Adicionalmente se
detect6 una proteasa extracelular de alto peso molecular (>250 kDa) que hidrolizé
a la caseina cuando el medio se formulé con PP (MRF1 y MRFg) y no BP (MRF2)
(Fig. 3.5.C). Se detectaron dos gelatinasas de 100 kDa y de 25 kDa en MRF: (Fig.
3.5.D). La gelatina copolimerizada migré durante la electroforesis por lo que se
puede confundir con la actividad proteolitica. Para evitar este artefacto se continu6

el estudio con caseina como sustrato.

La actividad PGH se determiné empleando células liofilizadas M. lysodeikticus y S.
aureus de manera simultanea. En todas las muestras se detect6 la PGH de 76 kDa
en el gel con M. lysodeikticus, sin la necesidad de concentrar ni de neutralizar los
sobrenadantes de cultivo, pero sélo se detecté la banda de alto peso molecular (130
kDa) en MRF2y en el control (resultado que no se muestra). Ambas PGHs no fueron
activas sobre las células de S. aureus. Sin embargo, se detectaron dos bandas de
mayor intensidad, de aproximadamente 34 kDa y 19 kDa, que lisaron la pared

celular del patégeno y en menor medida sobre M. lysodeikticus (Fig. 3.5.E).

El ensayo de la actividad proteolitica se realiz6 por difusién en agar en pozo ya que
fue mas sensible que la técnica de difusion en disco (apéndice C). El diametro

promedio (n= 3) de los halos de hidrdlisis en las muestras correspondié a 20 mm en
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MRFg, 15 mm en MRF1, 12 mm en MRFs y 13 mm en MRFs. Debido a que en este
ensayo las muestras no se neutralizaron, el acido lactico difundié y precipito al
caseinato de calcio por lo que se visualiz6 una zona blanca dentro del halo de
protedlisis (Fig. 3.5.F). El diametro promedio del halo de la muestra MRF2 de 11 mm
fue equivalente al producido por una disolucién de tripsina de 0.21 ng/uL, (Ta1)

(apéndice C).

Se evalud la actividad litica de los sobrenadantes de cultivo de los medios MRF-,
MRFsy MRF1 en cajas de Petri con agar y células liofilizadas de M. lysodeikticus
ATCC 4698. Las cajas se incubaron a 30 °C durante 20 h, como en el ensayo con
lisozima (apéndice D). Sin embargo, no se observaron los halos de inhibicion ni
tampoco cuando se empled un cultivo fresco del microorganismo estandar. Por lo

anterior, se continu6 el estudio analizando los zimogramas.

Para corroborar la deteccion de la actividad caseinolitica se estudio el efecto de los
componentes del medio a dos diferentes concentraciones de los hidrolizados de
proteina (5 y 10) g/L, del extracto de levadura (2.5 y 4.0) g/L, glucosa (5 y 10) g/L,
con y sin extracto de carne (5 g/L). Para efectos comparativos se emplearon los
medios MRS comerciales disponibles (Difco™ y Oxoid™), el medio con sacarosa y
el control (MRFo). Para descartar el efecto del acido lactico, los sobrenadantes,
libres de células, se neutralizaron con una solucion estérii de NaOH 1 M,
expresando la produccion de acidez como el volumen requerido del alcali necesario
para neutralizar 100 mL de sobrenadante. Adicionalmente se cuantificd, por
triplicado, la concentracion de carbohidratos reductores y carbohidratos totales,
para las muestras del medio elaborado con sacarosa, y se determind la
concentracion de proteina tanto en los medios de cultivo como en los sobrenadantes
de cultivo neutralizados. Los resultados a las 12 h de cultivo a 30 °C se muestran

en el Cuadro 3.4.

33



Efecto de la composicion del medio de cultivo en la fermentacion de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Cuadro 3.4.

identificacion original A B D BP PP A C B D BPG BPS PPG PPS MRFg9 Difco Oxoid
dentificacionpor 4, , 4 4 5 § 7 g 9 10 11 12 13 14 15 16
# matraz
Ingredientes (g/L)
proteosa peptona - - - - 5 5 5 10 10 - - 5 5 10 10 -
bacto peptona 5 10 10 5 - - - - - 5 5 - - - - 10
extracto de carne - - - 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 10 10 8
extracto de levadura 4 4 4 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 5 5 4
glucosa 5 5 10 10 10 5 10 5 10 10 - 10 - 10 20 20
sacarosa - - - - - - - - - - 10 - 10 - - -
Resultados
pH 44 44 43 44 43 46 46 46 43 41 53 41 52 4.1 4.2 4.3
D.O. (600 nm) 31 36 39 57 6.1 51 57 66 66 57 26 55 25 7.8 7.1 4.7
proteina inicial (mg /mL) - - - 7.7 93 81 74 141 139 80 80 85 85 168 20.7 18.6
proteina final (mg /mL) - - 6.7 74 81 79 124 127 58 73 81 7.6 133 - -
CHOS inicial (g/L) 7.8 7.8 155 12.7 13.0 6.6 129 6.9 129 11.6 9.32 12.1 10.32 12.7 244 216
CHOS final (g/L) 06 02 57 40 44 03 47 03 36 11 7.12 11 8.8%2 04 129 14.3
CHOS residual (%) 8.1 3.1 36.8 31.2 33.8 45 36.4 43 279 93 76.0 9.0 850 31 529 66.2
NaOH (mL) 53 59 57 82 78 62 73 63 84 100 3.0 100 3.0 11.0 114 7.7
Proteasa (kDa) 22 22 22 24 ND ND ND ND ND 24 ND 25 ND 28 30 ND

Abreviatura. ND: no detectado. ': Resultados obtenidos a las 12 h de cultivo incubados a 30 °C en condiciones estaticas. 2 Concentracion de
azucares totales por el método de fenol-sulfirico (analisis de regresion lineal: n= 10, m= 0.0118, b= -0.0691, r= 0.9901 R?= 0.9804).
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El menor desarrollo de la cepa correspondié a las formulaciones con 10 g/L de
sacarosa (matraces: #11 y #13) y el mayor se obtuvo en el MRFo formulado con 10
g/L de glucosa (matraz #14). Los resultados de las muestras de los matraces #1 y
#2 son similares, a pesar de que en la formulacion del matraz #2 se adicioné el
doble de la concentracion de BP (10 g/L), y también fueron cercanos los resultados
de las muestras #2 y #3, a pesar de que en el matraz #3 se adicion¢ el doble de la
concentracion de glucosa (10 g/L) encontrando 36.8 % de carbohidratos sin
fermentar. El efecto positivo del extracto de carne en el desarrollo de la cepa se
observo con las formulaciones de los matraces #1, #2 y #3, que no lo contienen, y

en donde se obtuvo el menor crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042.

En todas las muestras el contenido de carbohidratos reductores fue mayor a lo
esperado, aportado por los extractos de carne y de levadura. Debido a que en los
medios formulados con BP no se observaron cambios importantes en el crecimiento,
a pesar de las diferentes concentraciones empleadas de bactopeptona (5 g/L y 10
g/L) y del extracto de levadura (2.5 g/L y 4 g/L), algunos componentes del extracto
de carne, como carbohidratos fermentables, hierro, ribosa y nucleétidos, influyeron

positivamente en el desarrollo de la cepa.

El valor de D.O., de los medios con sacarosa fue de 2.5 sin importar la fuente de
nitrégeno y los medios con glucosa obtuvieron una D.O., promedio de 5.6. A partir
de estos resultados se corroboré que la cepa ATCC 8042 no hidrolizé a la sacarosa
y que el desarrollo del cultivo fue resultado del poder reductor que aportaron los

extractos de carne y levadura.

Los hidrolizados de proteina se evaluaron a dos niveles de concentracién 5y 10
(g/L), las formulaciones con BP, que es un hidrolizado enzimatico de origen animal,
corresponden a las muestras de los matraces # (1, 2, 3, 4, 10 y 11). Los mayores
valores de D.O., se obtuvieron con las formulaciones de los matraces #4 y #10,
ambos con una concentracién de 5 g/L de BP, 5 g/L de extracto de carne, 2.5 g/L

de extracto de levadura y 10 g/L de glucosa.
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La fuente de nitrégeno en las muestras de los matraces de #5 a #9 y de #12 a #16
fue PP. La formulacion con el mayor crecimiento D.O., 7.8 correspondié al matraz
#14, seqguido de los matraces #8 y #9 con una D.O., de 6.6, todas con una
concentracion de 10 g/L del hidrolizado. El crecimiento de la cepa en los matraces
#7 y #12 fue practicamente el mismo. Finalmente, las formulaciones con 5 g/L de

PP (matraces # 5, 6, 7 y 12) alcanzaron un valor promedio de D.O., de 5.0.

Considerando lo anterior, se determiné el barrido espectral en la regién visible de
tres medios modificados (MRSwmod) €n donde se detecto la proteasa, formulados con
glucosa (10 g/L) y bacto peptona (5 g/L) (A), glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (5
g/L) (B), glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (10 g/L) (C) y los caldos MRS Oxoid™
(D) y Difco™ (E) (Fig. 3.6.) para relacionar el valor de absorbancia generada en
cada muestra con la cantidad de pigmentos producidos durante la esterilizacién de

los medios de cultivo, dada su reconocida actividad antimicrobiana.

A la longitud de onda de 420 nm los medios de cultivo comerciales alcanzaron
valores de absorbancia mayores a 1.5, la muestra C (MRF9) un valor de 0.8 y las
muestras A y B obtuvieron valores de 0.4. Por lo que la reduccién del 50 % en el
contenido de glucosa, hidrolizado de proteina, extracto de carne y extracto de

levadura redujo 4 veces la absorbancia de los medios de cultivo MRS modificados.

La formacion de pigmentos y la formaciéon de 5-hidroximetil-2-furfural que ocurren
durante la etapa inicial de la reaccion de Maillard se han detectado a una longitud
de onda de 420 nm, mientras que la deteccion de compuestos de pirazina a 280 nm
(Echevarria y col., 2016).
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Figura 3.6. Comparacion de color de los medios de cultivo formulados en el
laboratorio y comerciales, y sus barridos espectrales correspondientes.
A: MRSwmod formulado con glucosa (10 g/L) y bacto peptona (5 g/L) (matraz #10),
B: MRSwmod formulado con glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (5 g/L) (matraz #12),
C: MRFo, formulado con glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (10 g/L) (matraz #14),
D: MRS Oxoid™ (20 g/L de glucosa y 10 g/L de peptona) (matraz #16) y E: MRS
Difco™ (20 g/L de glucosa y 10 g/L de proteosa peptona No. 3) (matraz #15). El
namero de matraz corresponde a la identificacién de muestras del cuadro 3.4.

Aunque no fue un objetivo reducir el color de los medios de cultivo, fue importante
considerarlo debido a la amplia gama de compuestos derivados de la reaccion de
Maillard, que han sido asociados con su capacidad antioxidante (Chen vy Kitts,
2008), actividad antiinflamatoria (Chen y Kitts, 2012), actividad antimicrobiana
(Einarssony col., 1983; Schirru y col., 2013), escision del DNA bacteriano, asi como
alteraciones en la permeabilidad y funcionalidad de la membrana celular (Rurian y
Morales, 2008). Las modificaciones quimicas de las proteinas generan una menor
disponibilidad de nutrientes y el desarrollo de color puede interferir en su

cuantificacion, en los ensayos enzimaticos, y en su identificacion por secuencia.
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En todas las muestras analizadas la concentracion de proteina fue mayor cuando
se utiliz6 PP que BP, empleados al mismo nivel en la formulacién. Aunque el
contenido de nitrogeno total y el de aminoacidos en la BP (15.4 % y 3.5 %,
respectivamente) y en la PP (14.3 % y 2.8 %, respectivamente) son similares, la PP
contiene en mayor porcentaje de péptidos de peso molecular superior a los 10 kDa
(Bionutrients BD, 2006). En ese sentido, la PP debe ser un mejor inductor de
proteasas que la BP. Por lo anterior se estudio el efecto de la fuente de peptona

sobre la actividad proteolitica y litica (Fig. 3.7.).

A actividad litica B SDS-PAGE C actividad caseinolitica
959C/5 min 95°C/5 min
—_— ——
MW sn UF sn UF MW UF  perca sn UF sn UF MW
kDa BP PP BP PP BP PP BP PP kDa BP PP BP PP BP PP BP PP BP PP BP PP kDa

Jes

£14
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S 97—
55 66—
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Figura 3.7. Efecto del tipo de peptona sobre la actividad extracelular de los
sobrenadantes de cultivo de P. acidilactici ATCC 8042 en MRSwmod. (SDS-PAGE,
12.5 % T) A. Actividad litica sobre células de M. lysodeikticus. B. Perfil proteinico y
C. Actividad caseinolitica — mismo gel — (12.5 % T). Muestras: sobrenadantes de
cultivo neutralizados de medio formulado con bacto peptona (carril 1 y 5),
sobrenadantes de cultivo neutralizados de medio formulado con proteosa peptona
(carril 2 y 6), sobrenadantes de cultivo neutralizados y concentrados por
ultrafiltracion del medio formulado con bacto peptona (carril 3 y 7), sobrenadantes
de cultivo neutralizados y concentrados por ultrafiltracion del medio formulado con
proteosa peptona (carril 4 y 8). EST: estandar de peso molecular (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Fermentas; SDS-PAGE Molecular Weight Standards,
Low Range, BIO-RAD) (Gel Doc XR+ Imaging System, Image Lab 3.0, BIO-RAD).
Abreviaturas. Sn: sobrenadante neutralizado; UF: muestra de sobrenadante
neutralizado concentrado por ultrafiltracion; BP: bactopeptona; PP: proteosa
peptona; ppTCA: precipitacion con &cido tricloroacético; PS: perfil secundario de
lisis.
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Dos bandas liticas de aproximadamente 30 kDa se detectaron en el medio
formulado con BP (Fig. 3.7.A, carril 3) y s6lo una cuando se emple6 PP (carril 4).
Un resultado similar se obtuvo cuando células liofilizadas de L. monocytogenes
ATCC 15313 se utilizaron como sustrato (Corona, 2018). Se observo el mismo perfil
de bandas liticas secundarias en las muestras concentradas sobre las células de M.
lysodeikticus, independientemente del origen del hidrolizado de proteina (carriles 3
y 4). Las bandas liticas fueron termorresistentes (carriles 7 y 8). La proteasa de 25
kDa con actividad caseinolitica se detect6 en BP (Fig. 3.7.C, carriles 3y 7), pero no
se detecto actividad proteolitica en PP (carriles 4 y 8). El perfil proteinico fue similar
en ambas muestras (Fig. 3.7.B). Las principales bandas de proteina que se
detectaron fueron de 75 kDa, 30 kDa y 16 kDa.

Se analizaron las muestras de los matraces 6 a 14 para poder comparar y definir
las condiciones en las que se produce la proteasa en los medios de cultivo
elaborados con PP. Se incluyeron las muestras de los sobrenadantes de cultivo
formulados con BP y PP, sin inocular y concentrados por UF, como controles

negativos del ensayo de actividad caseinolitica (Fig. 3.8.).

En todas las muestras formuladas con PP, incluido el control (carril 12), se detecto
la banda de alto peso molecular (> 250 kDa), por lo que puede corresponder a la
actividad enzimatica residual de la proteasa empleada en la produccion de la

proteosa peptona.

Aunque la composicion del medio de cultivo fue la misma para los matraces # (5, 7
y 12), los resultados fueron diferentes. Se alcanzé una mayor D.O. y el pH fue mayor
a 4.1 para los matraces #5 y #7, la concentracién de carbohidratos sin fermentar
(33.8 % y 36.4 %, respectivamente) también fue mayor que en la muestra del matraz
#12 (9.0 %). El microorganismo produjo la proteasa cuando alcanz6 al menos una
densidad optica de 5.5 y fermento el 90 % de los carbohidratos con la produccion
suficiente de acido lactico para reducir 2.5 unidades de pH en el sobrenadante de

cultivo formulado con 5 g/L de PP y 10 g/L de glucosa (matraz #12) (Fig. 3.8., carril
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9). Se encontré que, a mayor concentracion de proteina inicial en el medio, 16.8
mg/mL (matraz #14) vs. 8.5 mg/mL (matraz #12), mayor tamafio e intensidad de la

banda proteolitica (carril #10).
La concentraciéon de glucosa en el medio influy6 en la expresion de la proteina con

actividad caseinolitica como se ha reportado para cepas de Lactococcus (Guédon
y col., 2021).
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Figura 3.8. Comparacion de la actividad proteolitica sobre caseina de los
sobrenadantes de cultivo. (SDS-PAGE, 12.5 % T). Muestras de los sobrenadantes
de cultivo neutralizados y concentrados por UF. Identificacion de matraces. #6:
MRSwmod formulado con glucosa (5 g/L) y bacto peptona (5 g/L). #8: MRSwmod
formulado con glucosa (5 g/L) y proteosa peptona (10 g/L). #5: MRSwmod formulado
con glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (5 g/L). #9: MRSwmod formulado con glucosa
(10 g/L) y proteosa peptona (10 g/L). #11: MRSwmod formulado con sacarosa (10 g/L)
y bacto peptona (5 g/L). #13: MRSwmod formulado con sacarosa (10 g/L) y proteosa
peptona (5 g/L). #10: MRSwmod formulado con glucosa (10 g/L) y bacto peptona (5
g/L). #12: MRSwmod formulado con glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (5 g/L). #14:
MRFg, formulado con glucosa (10 g/L) y proteosa peptona (10 g/L). Muestras
control. BP: bactopeptona; PP: proteosa peptona. El numero (#) de matraz
corresponde a su identificacion en el cuadro 3.4. EST: estdndar de peso molecular
(Molecular Weight Standards, Low Range, BIO-RAD). Incubacién en amortiguador
Tris-HCI (50 mM, pH 8), adicionado de CaClz (5 mM) y NaCl (200 mM), durante 20
h a 30 °C. Tincién con azul de Coomassie R-250. Digitalizacion y analisis de la
imagen mediante fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imaging System, BIO-RAD).

P. acidilactici ATCC no produce proteasas a las 12 h de fermentacién a 30 °C en el
medio con sacarosa y BP o PP (carriles 11 y 12, respectivamente). El
microorganismo se desarrollé lo suficiente para producir proteasas extracelulares a

partir de una concentracion de 10 g/L de glucosa, 5 g/L de proteosa peptona, 5 g/L
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de extracto de carne, 2.5 g/L de extracto de carne suplementado con sales y
minerales (matraz #12). Al disminuir en un 50 % los macrocomponentes del medio
MRS original, disminuy6 el efecto represor de la glucosa y aminoacidos, con lo que

también se logré reducir significativamente el color de los sobrenadantes.

Con estos resultados, se disefio el experimento para obtener la curva de crecimiento
de la cepa ATCC 8042 con la formulacion del MRSwmod identificada con el matraz #12
gue contiene una reduccién del 50 % de ingredientes respecto al medio comercial
Difco™ . La fermentacion se monitored durante 35 h, se evaluaron los mismos
parametros y se realizé la caracterizacion de los perfiles electroforéticos y los
zimogramas de los sobrenadantes de cultivo neutralizados y concentrados para

cada tiempo de fermentacion. Los resultados se muestran en el Cuadro 3.5.

Cuadro 3.5.
Fermentacion de P. acidilactici ATCC 8042 en MRSwmod!
“e(r:]‘)po 02 4 7 10 12 15 18 24 35
D.O.
(600 nm) 00 09 31 46 47 50 54 57 52
pH 66 59 49 45 43 41 41 40 39

carbohidratos
(9/L)
proteina
(mg/mL)
1. valores promedio (n= 3; CV < 3 %).

13.0 123 94 6.4 5.9 3.6 2.6 0.9 0.3

114 104 9.7 9.6 9.5 9.5 9.2 9.2 9.2

2: medio de cultivo sin inocular como blanco del ensayo.

42



- 14 - 14

7_
6 - 12 E 12
5 -1o+ - 10 #
[¢]
a B8 g
a4 -8 =~ 8 o
g g
+ - :a‘_ g
3 4 -6 & 6 B
@ @
i@ g,
2 4 L 4 C L 4 i
14 -2 -2
0 - Lo Lo

Tiempo (h)

Figura 3.9. Curvade crecimiento de P. acidilactici ATCC 8042 en medio MRSwod
bajo condiciones estéticas a 30 °C.

Se obtuvo la curva caracteristica del crecimiento bacteriano (Figura 3.9.). La fase
lag ocurrié en el intervalo de 0 a 4 h, durante esta etapa no hubo cambios
importantes en la D.O., el microorganismo consumio el 5.3 % de los carbohidratos.
La fase logaritmica ocurrié aproximadamente entre las 4 h y hasta las 10 h de
fermentacion. En este intervalo de tiempo se consumieron 5.9 g/L de glucosa (45.4
%) y se incremento la D.O., en 3.7 unidades. En la fase estacionaria se consumié

el resto de la glucosa.

El valor de pH disminuyé rapidamente en la fase exponencial de crecimiento y
practicamente se alcanzo el de pKa del &cido lactico. A pesar de la tolerancia que
poseen las LAB al acido lactico, la acumulacion de esta molécula influye en su
fisiologia, dafia el potencial de membrana y modifica el pH del citosol, afectando su
metabolismo y provocando la desnaturalizacion de proteinas lo que conduce a la

muerte celular (Papadimitriou y col., 2015).
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El valor de proteina inicial en el medio correspondié a 11.4 mg/mL y el consumo de
proteina durante las primeras 10 h fue de 1.8 mg/mL. Se consumié la proteina al
inicio de la fermentacion y no en condiciones de escasez de carbohidratos. Lo
esperado es que el microorganismo utilice primero los aminoacidos y bases
nitrogenadas provenientes de los extractos de carne y levadura, posteriormente, los

aminoacidos aportados por la proteosa peptona.

Se evalué la actividad proteolitica y litica de los sobrenadantes concentrados de la
fermentacion (Figura 3.10.). Con la reduccion de hasta un 50 % de los principales
componentes del medio (MRSwmod), con respecto a la formulacion del medio
comercial, se alcanz6 una menor densidad celular, pero fue adecuada para detectar
tanto la actividad litica como la proteolitica con una significativa disminucion del

color de los sobrenadantes de cultivo.

A actividad proteolitica B actividad litica
MW ’ MW MW M. Ivsodeikti MW
Da caseina \Da . lysodeikticus
- = %%05 - -140KkDa
100~ ; 75— - 75kDa
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Figura 3.10. Actividad enzimatica extracelular de la curva de crecimiento de P.
acidilactici ATCC 8042 en MRSwmod por zimografia. (SDS-PAGE, 12.5 % T). A.
Actividad proteolitica y B. Actividad litica. Muestras de los sobrenadantes de cultivo
neutralizados y concentrados por ultrafiltracion. Tiempo de fermentacion: medio de
cultivo sin inocular (carril 1); 4 h (carril 2); 7 h (carril 3); 10 h (carril 4); 12 h (carril 5);
15 h (carril 6); 18 h (carril 7); 24 h (carril 8); 35 h (carril 9). EST: estandares de peso
molecular (Precision Plus Protein™ Standards, Dual Color, BIO-RAD). PS: perfil
secundario de lisis. Digitalizacion y analisis de la imagen mediante
fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imaging System, BIO-RAD).
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La proteasa de 25 kDa (Fig. 3.10.A) fue detectada en la fase exponencial tardia del
crecimiento que correspondio a las 10 h de fermentacién con el consumo del 50 %
de glucosa y un valor de pH 4.5.

Se detectaron las tres PGHs sobre células de M. lysodeikticus en la fase
exponencial de la curva de crecimiento: las bandas de 75 kDa y de 25 kDa, a las 4
h de cultivo (carril 2), y la banda de 140 kDa hasta las 7 horas de cultivo (carril 3).
El PS se detecto a partir de las 7 hy abarco el intervalo de 45 a 75 kDa (Fig. 3.10.B).

Se tomé una asada del Ultimo matraz de la fermentacion de la cepa, se sembré en
agar MRS y se realiz6 la tincidon de Gram. A las 24 h se observo el crecimiento
caracteristico: pequefias colonias circulares (< 1 mm) de color blanco (Fig. 3.11.A)
y no se observaron cambios en su morfologia (Figura 3.11.B), por lo tanto, las

células fueron viables al final de la curva de crecimiento, y no se observd lisis celular.

A B

Figura 3.11 Evaluacién de pureza del cultivo P. acidilactici ATCC 8042 alas 35
h de fermentacion. A. Colonias en agar MRS (Difco™). B. Tincion de Gram.
Imagen capturada con el Microscopio Bioldgico Binocular Digital de campo claro
DMS-653.
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Se obtuvo el perfil proteinico por SDS-PAGE de las muestras de los sobrenadantes

precipitadas con TCA de cada tiempo de fermentacion (Figura 3.12.). El perfil fue

similar entre las muestras detectando 7 bandas de proteina con (15, 20, 30, 35, 75)

kDa y dos bandas tenues con pesos moleculares mayores a 97 kDa.

SDS-PAGE

75 kDa -

35 kDa -
30 kDa -

1 2 3 4 S 6 7 8 9 EST

MW
kDa

- 97
- 66

- 45

Figura 3.12. Perfil proteinico de la curva de crecimiento de P. acidilactici ATCC
8042 en MRSwmod. (SDS-PAGE, 12.5 %T). Muestras de los sobrenadantes de cultivo
precipitados con TCA. Tiempo de fermentacién: medio de cultivo sin inocular (carril
1); 4 h (carril 2); 7 h (carril 3); 10 h (carril 4); 12 h (carril 5); 15 h (carril 6); 18 h (carril
7); 24 h (carril 8); 35 h (carril 9). EST: estandares de peso molecular (SDS-PAGE
Molecular Weight Standards, Low Range, BIO-RAD). Tinciébn con azul de
Coomassie G-250 (PageBlue Protein Staining Solution, Thermo Scientific).
Adquisicion de imagen mediante fotodocumentador (Gel Doc XR+ Imaging System,

Image Lab 3.0, BIO-RAD).
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El perfil secundario de lisis podria potencializar la actividad bacteriolitica de la cepa
ante la falta de nutrientes u otras condiciones desfavorables. La degradacion de las
PGHs por proteasas puede contribuir con las bandas de bajo peso molecular (de
entre 15 kDa a 20 kDa) observadas en los zimogramas con S. aureus que retienen

actividad litica.
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4. Conclusiones

Se detectd y caracteriz6 la actividad litica y/o proteolitica por zimografia en los
sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.

El medio de cultivo para la deteccibn de ambas actividades extracelulares se
formuld con glucosa (10 g/L), proteosa peptona (5 g/L), extracto de carne (5 g/L) y
extracto de levadura (2.5 ¢g/L), (MRSwmod), con lo que se logré reducir

significativamente el obscurecimiento no enzimatico.

Se detectaron 3 bandas liticas termoestables sobre células de M. lysodeikticus con
un peso molecular promedio de 30 kDa, 77 kDa y 140 kDa. La hidrdlisis de la pared
celular del sustrato estandar fue independiente de la fuente de carbono (glucosa o
sacarosa), del hidrolizado de proteina (bactopeptona o proteosa peptona) y de la
adicién o no de detergente (Tween 80). Sélo la PGH de 30 kDa mostré actividad

sobre Staphylococcus aureus ATCC 13565.

El perfil de bandas liticas sobre S. aureus, fue diferente al del microorganismo de

referencia debido en gran medida a la diferente composicién de la pared celular.

La principal banda litica de 77 kDa se produjo a las 4 h de fermentacion en el medio
MRSwmod. Varias bandas liticas adicionales de entre 45 kDa a 75 kDa se detectaron

a partir de las 7 y hasta las 35 h de fermentacion.

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 produce una proteasa extracelular con
actividad sobre caseina y gelatina, verificada por pruebas de difusién en agar, de
aproximadamente de 25 kDa en la fase exponencial tardia de crecimiento,

independientemente del hidrolizado de proteina empleado.

La proteosa peptona es mejor inductor de proteasas por su mayor contenido de

péptidos de alto peso molecular.
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Las diferencias encontradas en los pesos moleculares de las enzimas disminuyeron

conforme se redujo el obscurecimiento no enzimatico del medio de cultivo.

La cepa no es autolitica ni fue capaz de utilizar a la sacarosa como fuente de

carbono bajo las condiciones de ensayo descritas.

Se obtuvo el perfil proteinico de los sobrenadantes de cultivo de la cepa en el
MRSwmod. Fue consistente detectar a la banda de 75 kDa, que corresponde a la

primera banda litica detectada por zimografia.
La degradacion de las PGHSs por proteasas puede contribuir con las bandas de bajo

peso molecular, que retienen actividad litica, observadas en los zimogramas con S.

aureus.
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5. Perspectivas

Identificar a las proteinas con actividad enzimética extracelular por espectrometria

de masas.

Purificar a la enzima de peso molecular cercano a los 30 kDa para su caracterizacion

bioquimica.

Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana sobre microorganismos de interés

sanitario.
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Apéndice A. Determinacion de carbohidratos reductores por DNS. Cinturones
de confianza y prediccion para la regresion lineal.

Disolucion de glucosa. Se prepard una disolucion de glucosa (2 mg/mL) en agua
desionizada. A partir de esta disolucion se prepararon una serie de estandares de
0.2 mg/mL a 2 mg/mL. Disolucion de DNS. Se disolvié el tartrato doble de sodio y
potasio (30 % m/v) en hidroxido de sodio (1 N) y se adicion6 el acido dinitrosalicilico

al 1% (m/v). La disolucion se aforo, filtr6 y almacend en un frasco ambar.

A lo largo del estudio se prepararon 6 curvas de calibracién. En la Figura Al., se

muestra loscinturones de confianza y de prediccidn para la regresion lineal.

Recta de calibracién

ahsorhancia (540 nm)

Andlisis de regresion lineal
n= 60

0=0.05

b=0.0012

m= 0.555

r=0.9988

R?=0.9978

o

glucosa (mg/mL)

Figura Al. Recta de calibracion de glucosa. Abreviaturas. n: numero de datos; a:
riesgo; A puntos de calibracién dudosos; b= ordenada al origen; m= pendiente; r=
coeficiente de correlacion; R?= coeficiente de determinacion; regresion lineal (—);
cinturén de confianza (- -) y cinturdn deprediccion (---). Plantilla de calibracion lineal
elaborada por el M en C Francisco Rojo Callejas.
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Se calculd el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (R?). El
intervalo de confianza sobre los valores de calibracion nos permitio rechazar los
puntos de calibracién (xstdr, ystdr) fuera de la recta (valores aberrantes con un
riesgo del 5 %). El intervalo de prediccion, mayor al cinturon de confianza de los
valores de calibracién, permite estimar la incertidumbre de las mediciones de las

muestras problema.
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Apéndice B. Determinacién de proteina soluble por Lowry. Cinturones de
confianza y prediccion para la regresion lineal.

Se preparo una disolucion concentrada (stock) de albumina sérico bovina (BSA) (10
mg/mL) en agua. El stock se diluy6 para preparar la disolucién de trabajo a partir de

la cual se prepararon una serie de estandares de 0.2 mg/mL a 2.0 mg/mL.

Disolucién alcalina de tartrato de cobre (CTC). Sulfato de cobre al 0.1 %, tartrato de
sodio al 0.2 % y carbonato de sodio al 10 %. Al momento del ensayo se mezclan
partes iguales del reactivo CTC, NaOH 0.8 N y agua destilada (disolucién A) y se
diluyé el reactivo de Folin y Ciocalteu con agua destilada (disolucion B).

A lo largo del estudio se prepararon 5 curvas de calibracion (Fig. B1.).

Recta de Calibracion

(750 nm)

_Absorbancia

Andlisis de regresion lineal
n= 50
o= 0.05
b=0.0341
m=0.2570
g — r=0.9825
¢ R?= 0.9655

2 25

1 15
Concentraciinde BSA (mg/mL)

Figura B1. Rectade calibracion de albumina sérico bovina (BSA). Abreviaturas.
n: numero de datos;a: riesgo; A puntos de calibracion dudosos; b= ordenada al
origen; m= pendiente; r= coeficiente de correlacién; R?= coeficiente de
determinacion; regresion lineal (—); cinturon de confianza (- - ) y cinturén de
prediccion (---). Plantilla de calibracion lineal elaborada por el M en C Francisco Rojo
Callejas.

58



Apéndice C. Determinacion de la actividad de la tripsina mediante la técnica
de difusion en agar.

Disolucién de tripsina. Se prepard una disolucion 0.053 mg/mL de tripsina en HCI
0.001 M. A partir de esta disolucion se realizaron 6 diluciones para el ensayo en
amortiguador Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) estéril: 0.21 ng/uL, 0.53 ng/uL, 1.06 ng/uL,
2.12 ng/uL, 5.30 ng/pL y 10.60 ng/uL. De cada disolucion se depositaron 50 pL en
los pozos formados en el agar solidificado o 30 pL para impregnar discos de papel
filtro estériles. Los resultados de la actividad enzimatica, determinados mediante la

medicion de los halos formados se muestran en los Cuadros C1l. y C2.,

respectivamente.
Cuadro C1.
Actividad de la tripsina sobre caseinato de calcio por difusién en agar en pozo
30 °C tripsina (ng)
10.6 26.5 53.0 106 265 530
“e(r;‘)po 20 40 20 40 20 40 20 40 20 40 20 40
réplicas halo de actividad proteolitica® (mm)
1 11 12 12 15 13 16 13 17 15 19 16 21
2 11 12 12 14 13 16 13 16 15 19 16 20
3 11 12 11 14 12 16 14 17 15 19 16 20
4 10 12 12 15 14 16 15 17 16 19 17 21
5 10 13 12 15 13 16 14 17 16 19 17 21
promedio | 11 12 12 15 13 16 14 17 15 19 16 21

1. incluyendo el diametro del pozo (7 mm; 50 pL muestra).

Cuadro C2.
Actividad de la tripsina sobre caseinato de calcio por difusién en agar en disco

30 °C tripsina (ng)
6.4 15.9 31.8 63.6 152 318
t'e(rr']‘)po 20 44 20 44 20 44 20 44 20 44 20 44
réplicas halo de actividad proteolitical (mm)
1 0 0 0 0 0 0 10 12 11 14 13 16
2 0 0 0 0 0 0 9 11 11 15 13 16
3 0 0 0 0 0 0 9 12 12 14 13 16
4 0 0 0 0 0 0 9 12 12 14 13 16
promedio | 0O 0 0 0 0 0 9 12 12 14 13 16

L incluyendo el diametro del disco (6 mm; 30 uL muestra).
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Debido a que el coeficiente de correlacién no correspondié a un calibrado lineal (r <
0.99), la linealizacion se obtuvo a partir del graficar la actividad en funcion del log
de la cantidad de tripsina vertida en cada pozo (Fig. C1A.). Claramente el método
en pozo (Fig. C1B.) fue mas sensible que el de disco (Fig. C1C.). De las rectas de
calibrado del método de difusion en pozo se calculé el coeficiente de correlacion, r=
0.999 y r=0.991 para las 20 h y 40 h de incubacion, respectivamente. Por lo anterior,

la medicion de la actividad se realiz6 empleando pozos a 30 °C por 20 h.

e pegresion Boneal \
0 T ™
1 2 & &

Figura C1. Actividad de la tripsina sobre caseinato por difusién en agar. A.
Curvas de la actividad proteolitica por la técnica de difusién en agar en pozo
(didmetro del pozo de 7 mm; 50 pL muestra) y en disco (6 mm; 30 uL muestra)
durante 20 h 'y 44 h de incubacién a 30 °C. B. Halos de proteélisis mediante difusién
en pozo. C. Halos de protedlisis mediante difusion en disco. Concentracion de la
tripsina en amortiguador Tris-HCI 50 mM (pH 8): 0.21 ng/uL (1), 0.53 ng/uL (2), 1.06
ng/uL (3), 2.12 ng/uL (4), 5.30 ng/uL (5) y 10.60 ng/uL (6). Amortiguador estéril como
control negativo (C-). Regresion lineal para el ensayo de difusion en pozo por 20 h

(—)
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Apéndice D. Actividad de la lisozima sobre M. lysodeikticus mediante la
técnica de difusion en agar

Preparacion del medio. Se preparé 200 mL de medio conformado por agar
(Bactoagar) al 1.2 % w/v, Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 al 0.03 %, en
amortiguador de fosfatos (pH 7.0) adicionado de cloruro de sodio al 0.1 %. El medio

se esterilizé y se adicionaron 20 mL a cajas de Petri.

Disolucion de lisozima. Se prepar6 una disolucion de lisozima (1 mg/mL) en agua
estéril. Apartir de esta disolucion se realizaron 6 diluciones para el ensayo: (0.5, 0.3,
0.1, 0.08, 0.05 y0.02) mg/mL y las cajas se incubaron a 30 °C durante 20 h. Los
resultados del halo formado por accién de la lisozima sobre las células del
microorganismo de referencia se presentan enel Cuadro D1. y en la Fig. D1. De la

recta de calibrado se calculé r = 0.994.

Cuadro D1.
Actividad de la lisozima sobre células de M. lysodeikticus ATCC 4698 por difusion
en agar
30 °C lisozima (ug)
réplicas 1.0 2.5 4.0 5.0 15.0 25.0

1 14 16 17 19 22 24
2 15 17 18 19 22 24
3 14 17 18 19 21 23
4 15 17 18 19 22 24
5 15 17 18 18 21 24

promedio? 15 17 18 19 22 24

1. valor promedio de cinco réplicas incluyendo el diametro del pozo (7 mm; 50 pL).
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Figura D1. Actividad de la lisozima sobre células liofilizadas de Micrococcus
lysodeikticus ATCC 4698 por difusion en agar. A. Curva de la actividad litica por
la técnica de difusion en agar en pozo (diametro del pozo de 7 mm; 50 pL muestra)
durante 20 h a 30 °C. B. Halos de inhibicion del desarrollo celular. Concentracion
de la lisozima: 0.02 mg/mL (1), 0.05 mg/mL (2), 0.08 mg/mL (3), 0.1 mg/mL (4), 0.3
mg/mL (5) y 0.5 mg/mL (6). Agua estéril como control negativo (C-). Regresion lineal

(—)
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