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RESUMEN

La industria alimentaria esta interesada en alternativas para el control de
microorganismos mediante la bioconservacion, por tal motivo el papel de las
bacteriocinas, péptidos antimicrobianos producidos por bacterias acido lacticas
(BAL), es sobresaliente. En el presente trabajo se usO la BAL Streptococcus
infantarius (BAL1) aislada del pozol, bebida tradicional fermentada, para la
produccion de compuestos antimicrobianos (CAM), las fermentaciones se
realizaron por lote en reactor de 3 L usando medios de cultivo con melaza. El
trabajo se dividio en dos etapas, la primera consistio en la produccion y evaluacién
de la actividad antimicrobiana (AaM) de los CAM en medio con melaza 4% (MMP)
a condiciones de 200 rpm, aireacién 1 L/min y 30 °C, mientras que la segunda
etapa se enfocé en la purificacion y caracterizacion preliminar de dichos
compuestos. En la caracterizacion bioquimica, la BAL1 dio positivo para las
pruebas a-Galactosidasa y Voges Proskauer mientas que dio negativo para B-
Glucuronidasa, B-Glalactosidasa y -Hemdlisis. AzUcares como ribosa, arabinosa,
manitol, sorbitol e inulina fueron hidrolizados resultando en la acidificacion del
medio. El crecimiento de BAL1 exhibié una breve fase lag y la fase exponencial
termind a las 6 h alcanzandose la maxima concentracion de biomasa (1.17 g/L,
Desviacion estandar, DE=0.17) que permanecidé sin variaciones significativas
(ANOVA, p<0.05) hasta el final del proceso. La pmax fue 0.28 h™. Como resultado
de la produccién de &cido lactico durante las fermentaciones —debido a que las
bacterias del género Streptococcus son homolacticas-, éstas mostraron un
descenso del pH con el tiempo, el cual al iniciar la fermentaciéon fue 6.2 (DE=0.1)
correspondiente a 3.68 Qacido lactico/L (DE=0.09), mientras que a las 9 h, éste ya era
4.1 (DE=0.1) (7.53 Qacido lactico/L, DE=0.7) sin cambios posteriores significativos.
Para la evaluacion de la AaM se empled Listeria monocytogenes como indicador
registrandose la maxima actividad antimicrobiana a las 6 h en medio MMP (8,624

UA/mL, DE=2,730) la cual disminuyé drasticamente al final de la fermentacién (a



t=15 h, 4,691 UA/mL (DE=1,497)). Por otro lado, la méaxima actividad exhibida en
MRS fue de 10,600 UA/mL siendo (10,600/8,624)= 1.23 veces la determinada en
medio MMP. Como resultado del tratamiento con proteinasa K se obtuvo una
pérdida total de la AaM, confirmando asi la naturaleza peptidica de los CAM
producidos por BAL1. Referente a la concentracion minima inhibitoria (CMI), ésta
fue de 20 UA/mL logrando inhibir a L. monocytogenes por 24 h con incubacion a
35 °C, mientras que con 80 UA/mL ésta fue inhibida hasta 48 h. La electroforesis
SDS-PAGE de las fracciones parcialmente purificadas de los caldos de
fermentacién de BALL, revel6 una banda con un peso molecular cerca de 9 kDa,
la cual mostré gran actividad contra L. monocytogenes. El método de purificacion
de tres pasos que se propone en el presente estudio: 1° Precipitacion con
(NH4).SO, y acetona, 2° Cromatografia de filtracion en gel, y 3° RP-HPLC,
permitio la obtencion de bandas més limpias lo cual sienta las bases para que en
el corto plazo se pueda dilucidar la estructura primaria de los compuestos

antimicrobianos producidos por BAL1.
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Produccidén de sustancias con actividad antimicrobiana de uso potencial en la CABA
industria alimentaria, mediante el cultivo de la bacteria acido lactica,
Streptococcus infantarius, en medios complejos que contienen melazas

1. INTRODUCCION

Actualmente los consumidores exigen productos frescos, nutritivos, de costo
accesible, pero sobre todo, inocuos y naturales. Esta demanda ha estimulado la
basqueda de alternativas en el campo de la bioconservacién, cuyo objetivo es
emplear la microbiota natural de alimentos y/o los productos metabdlicos de ésta,
con el fin de inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables y extender la
vida de anaquel (Hequet et al., 2007). Por otra parte, las bacterias acido lacticas
(BAL) consideradas por la FDA (Food and Drug Administration, USA) como
bacterias GRAS (Generally Recognized As Safe) han sido utilizadas desde
tiempos remotos en la elaboracién de alimentos fermentados, con el objetivo de
proporcionar sabor, color y aroma caracteristicos durante las fermentaciones.
Aunado a esto, las BAL tienen capacidad de producir compuestos que pueden
inhibir el crecimiento de microorganismos, como acidos organicos, peréxido de
hidrogeno y bacteriocinas, entre otros, lo que hace atractivo el uso de estas
bacterias en la industria de los alimentos en el marco de la bioconservacion

(Botina, Zimmermann, & Vanega, 2008).

Especificamente, la produccion de bacteriocinas a partir de BAL es un proceso
exigente debido ala necesidad de contar con medios de crecimiento ricos
en nutrientes (i.e., carbohidratos, &cidos nucleicos, minerales, vitaminas y
proteinas o aminodacidos; (Arauz et al., 2011)) en procesos sustentables. En
estudios a nivel laboratorio, frecuentemente las BAL son cultivadas en medios
comerciales estandares (V. gr., MRS y M17), pero el uso de estos medios es
caro en sistemas de produccion a gran escala. Por tal motivo, es de interés para la
industria desarrollar medios alternativos que mejoren o igualen las caracteristicas
y rendimientos de los ya existentes y que ademas, sean de bajo costo (Trinetta,
Rollini, & Manzoni, 2008). Una alternativa es el uso de melazas (subproducto de la
industria azucarera) que son una fuente rica en nutrientes, principalmente
carbohidratos, y que actualmente se han aprovechado muy poco en la produccion

de bacteriocinas o sustancias relacionadas (Metsoviti et al., 2011). En contraste

Sanchez-Reyes, 2014
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industria alimentaria, mediante el cultivo de la bacteria acido lactica,
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las melazas han sido ampliamente utilizadas en fermentaciones para la produccién
de etanol y &cido lactico (Dumbrepatil, Adsul, Chaudhari, Khire, & Gokhale, 2007;
Wee, Kim, Yun, & Ryu, 2004).

Por otro lado la a pesar de que las bacteriocinas de BAL han sido ampliamente
estudiadas en los Ultimos afios, son relativamente pocos los estudios que
describen su estructura bioquimica. Esto puede ser debido a los desafios
asociados con la purificacibn de estos péptidos antimicrobianos, como la
necesidad de utlizar medios complejos para el crecimiento de las BAL, la
heterogeneidad que pueden presentan las bacteriocinas y los bajos rendimientos
obtenidos, entre otros (Carolissen-Mackay, Arendse, & Hastings, 1997). Por esta
razén, los protocolos de purificacion son especificos para cada tipo de
bacteriocina, precisando que tengan que ser diseflados para cada una de ellas
(Balciunas et al., 2013) . Esto explica en gran medida porque la nisina actualmente
es la unica bacteriocina que se distribuye comercialmente y que es empleada

como un aditivo alimentario aprobada por la FDA.

Sanchez-Reyes, 2014
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2. MARCO TEORICO

2.1 Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las BAL representan un amplio grupo heterogéneo constituido por cocos y bacilos
de longitud variable de 0.5 — 0.8 um, Gram positivos, obtienen energia
exclusivamente por fermentacién de azlcares produciendo acido lactico como
producto principal o Unico de su metabolismo, son catalasa-negativas, no
formadoras de esporas, anaerobio tolerantes, y de altos requerimientos nutritivos,
son quimiorganotroficos y solamente crecen en medios complejos. Ademas de los
requerimientos nutricionales, la temperatura es uno de los factores mas

importantes que influyen en el crecimiento de estas bacterias.

De acuerdo a (Balciunas et al.,, 2013) dentro de los principales géneros se
encuentran Lactococcus, Oenococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus y
Streptococcus sp. Conforme a su capacidad metabdlica pueden clasificarse en
homofermentativas o heterofermentativas. En el primer caso, dos moléculas de
lactato son generadas (Figura 1. A) y como representantes estan los géneros
Streptococcus y Lactococcus; en el segundo caso, lactato, etanol y CO, son
producidos (Figura 1. B) teniendo a Leuconostoc y a algunos Lactobacillus como

principales representantes (Parada, Caron, Medeiros, & Soccol, 2007).

Desde tiempos remotos y empiricamente las BAL han sido empleadas en la
elaboracion y conservacién de alimentos, constituyendo una parte fundamental
como cultivos iniciadores de diversos alimentos (i.e. productos de panificacion,
carnes fermentadas, bebidas alcohdlicas, vegetales en conserva, productos
lacteos, etc.), proporcionando propiedades sensoriales y nutricionales a los
alimentos ademas de contribuir a retardar su deterioro. Por esta razon las BAL son
consideradas como GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA (Food and
Drug Administration) (Balciunas et al., 2013; Chen & Hoover, 2003; Parada et al.,

2007).
Sanchez-Reyes, 2014
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Figura 1. Principales rutas metabdlicas de las BAL: (A) Fermentacion homolactica; (B)

Fermentacién heterolactica (De Vuyst, Callewaert, & Crabbé, 1996).
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2.1.1 Metabolitos antimicrobianos de las BAL

Una de las principales caracteristicas reconocidas y deseables de las BAL, es la
capacidad de producir compuestos con actividad antimicrobiana, los cuales
brindan proteccién a los alimentos contra microorganismos patégenos (Savadogo,
Ouattara, Bassole, & Traore, 2006).

El uso de microorganismos no patogénicos y/o sus metabolitos para mejorar la
seguridad microbiologica y extender la vida de anaquel de alimentos es definida
como bioconservacion (Parada et al., 2007). Dicho campo ha sido de interés en
los ultimos afios haciendo énfasis en el estudio de las BAL, cuyos productos con
actividad antimicrobiana ofrecen aplicaciones potenciales en la industria de
alimentos, ayudando a disminuir la adicion de conservadores quimicos asi como la
intensidad de tratamientos térmicos que pueden alterar las propiedades fisicas y
sensoriales de los alimentos (Galvez, Abriouel, Lopez, & Ben Omar, 2007).

De acuerdo con Parente and Ricciardi (1999) los principales mecanismo de
actividad inhibitoria de las BAL son debidos a la competencia por nutrientes y la
produccion de compuestos derivados del metabolismo de las BAL, principalmente
acidos organicos como acido lactico y acido acético, los cuales causan
disminucién del pH; peroxido de hidrogeno (H,0,) cuyo efecto antimicrobiano esta
basado en sus propiedades oxidativas que resulta en cambios irreversibles en la
membrana celular; ademéas de otros compuestos antimicrobianos como etanol,
CO,, diacetilo, diacetaldehido, acidos grasos, reuterina y bacteriocinas (De Vuyst
& Leroy, 2007; Martinez-Fernandez, 1996; Vandenbergh, 1993).

Dentro de los metabolitos de las BAL con propiedades antimicrobianas
interesantes que han recibido mayor atencion en los ultimos afios, se encuentran

las bacteriocinas, de las cuales se detallaran aspectos en el apartado siguiente.
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2.2 Bacteriocinas

De acuerdo con (Balciunas et al., 2013) las primeras bacteriocinas descritas,
fueron las colicinas en 1925, producidas por la bacteria Gram negativa,
Escherichia coli, y posteriormente, se realizaron estudios en bacterias Gram
positivas, especialmente en cepas de Lactococcus lactis, siendo la nisina la

primera bacteriocina con aplicaciéon comercial desde 1969.

En forma general las bacteriocinas son definidas como péptidos producidos por
bacterias que inhiben o matan a otros microorganismos (Balciunas et al., 2013).
Por su parte De Vuyst and Leroy (2007) definen a las bacteriocinas de BAL como
pequefios péptidos antimicrobianos, sintetizados en ribosomas que poseen
actividad contra bacterias Gram positivas cercanamente relacionadas. Estos
péptidos antimicrobianos usualmente tienen bajo peso molecular, en general son
moléculas catibnicas y anfipaticas, en algunos casos son sometidas a
modificaciones postraduccionales y pueden ser facilmente degradadas por
enzimas proteoliticas, especialmente por proteasas del tracto gastrointestinal de
mamiferos lo cual las hace seguras para el consumo humano (Kaur, Singh, &
Malik, 2013; Zacharof & Lovitt, 2012). Los problemas de resistencia de bacterias a
antibioticos y un incremento en la demanda de alimentos seguros y con menos
aditivos, han generado un interés en la investigacion para la aplicacion o remplazo
de conservadores quimicos por las bacteriocinas de BAL en la industria
alimentaria (Parada et al., 2007). Por tal motivo las investigaciones en este campo
se han desarrollado cada vez mas, resultando en el descubrimiento y
caracterizacion de un gran numero de bacteriocinas de BAL en las Ultimas

décadas.

Las bacteriocinas producidas por BAL ofrecen varias propiedades deseables que
las hacen adecuadas para la conservacion de alimentos (Galvez et al., 2007),

como son las siguientes:
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1. Son reconocidas generalmente como sustancias seguras (GRAS).

2. No son activas ni toxicas en células eucariotas.

3. Se inactivan en el tracto digestivo por medio de proteasas por lo que tienen
poca influencia sobre la microflora intestinal.
Por lo general son resistentes a un amplio rango de pH y temperaturas,
Tienen un relativo amplio espectro antimicrobiano contra muchos
patdgenos de origen alimentario y bacterias responsables de
descomposicion.

6. Muestran un modo de accién bactericida, que actia sobre la membrana
citoplasmatica bacteriana sin causar resistencia como algunos antibiéticos.

7. Sus determinantes genéticos generalmente tienen que ver con elementos
movilizables como cromosomas asociados a transposones y plasmidos, lo

gue facilita su manipulacion genética (Deegan, Cotter, Hill, & Ross, 2006).

2.2.1 Clasificacion

La mayoria de las bacteriocinas de BAL son moléculas cationicas, hidrofobicas, o
anfifilicas, compuestas de 20 a 60 residuos de aminoacidos. Diversos autores
(Balciunas et al., 2013; Benmechernene et al., 2013; Cleveland, Montville, Nes, &
Chikindas, 2001; Papagianni, 2003; Ross, Morgan, & Hill, 2002) comunmente
clasifican a las bacteriocinas en 4 clases (Cuadro 1) que a continuacion se

detallaran.
2.2.1.1 Clasel o Lantibi6ticos

Son pequeiios péptidos (<5 kDa), tienen de 19 a 38 residuos de aminoacidos en
su estructura. Contienen aminod&cidos termoestables inusuales, los cuales resultan
de la combinacién de dos alaninas unidas por un enlace disulfuro, como lantionina
(Lan), o de acido amino butirico vinculado a una alanina por un enlace disulfuro

para 3-metil-lantionina (MeLan) (Chen & Hoover, 2003).
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El principal representante de esta clase es la nisina, que se produce por algunas
cepas de Lactococcus lactis subs. lactis y se compone de 34 residuos de
aminoéacidos. Dos variantes de la nisina son conocidas, nisina A y nisina Z, que

difieren estructuralmente en sélo un aminoacido.

En este tipo de bacteriocinas se distinguen dos tipos, A y B, de acuerdo a su

estructura quimica y a su actividad antimicrobiana.
Tipo A

Péptidos elongados con una carga neta positiva y que ejercen su actividad a

través de la formacion de poros en las membranas bacterianas.
Tipo B

Son péptidos pequefios globulares y tienen carga neta negativa o bien no tienen
carga, su actividad antimicrobiana esta relacionada a la inhibicion de enzimas

especificas.
2.2.1.2 Clase ll o No lantibiéticos

Esta clase esta representada por péptidos pequefios (<10 kDa), termoestables,
que a diferencia de los de la clase | éstos no contienen aminoacidos inusuales en
su estructura. Es el grupo mas grande de bacteriocinas en el sistema de

clasificacion y esta dividido en tres subgrupos:
Clase lla

Esta clase ha llamado la atencidon por su particular especificidad contra Listeria
monocytogenes. Tienen de 37 a 48 residuos de aminoacidos y sus secuencias
demuestran un elevado grado de homologia (40 - 70%), los péptidos de este
subgrupo generalmente comparten la presencia de una secuencia altamente
conservada Tyr—Gly—Asn—Gly—Val y dos cisteinas que forman un enlace disulfuro

en el extremo N-terminal (Cleveland et al., 2001; Héchard & Sahl, 2002) y en el
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otro extremo, C-terminal poseen aminoacidos hidrofébicos que interaccionan con

la membrana de las células diana originando los poros de inhibicion.
Clase llIb

Este tipo de bacteriocinas requiere la accion combinada de dos péptidos para ser
una molécula biolégicamente activa, ya que cada péptido no muestra actividad
inhibitoria individual (Chen & Hoover, 2003).

Clase llc

Las bacteriocinas de la subclase lic poseen en comun una estructura ciclica como

resultado de la union covalente entre los extremos amino-terminal y C-terminal.
2.2.1.3 Claselll

Este grupo no ha sido bien caracterizado, sin embargo se sabe que son moléculas
grandes (>30 kDa), termolabiles a temperaturas mayores de 60 °C. Esta clase ha
sido poco estudiada, presentando un bajo interés en los investigadores dada su

termolabilidad y escasa aplicacion en la industria alimentaria.
2.21.4 ClaselV

Este grupo incluye bacteriocinas que forman complejos con otros compuestos
quimicos, como carbohidratos o lipidos, necesarios para la actividad
antimicrobiana. En la actualidad, no hay bacteriocinas de este tipo que se hayan

sido purificadas.
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Cuadro 1. Clasificacion de bacteriocinas y microorganismos productores.

Clase Bacteriocina Productor Descripcién
NisinaAy Z Lactococcus lactis subs. lactis
Lactocina S Lactobacillus sakei
Clase |
Tipo A Epidermina Staphylococcus epidermidis Contienen algunos
Lantibiéticos  Gajlidermina Staphylococcus gallinarum aminoéacidos poco
Lacticina 481 Lactococcus lactis comunes como la
Mersacidina Bacillus subtilis lantionina, a-metil
Cinamicina Streptomyces cinnamoneus lantionina y
%ISSGBI Ancovenina Streptomyces ssp. deshidroalanina
Lantibidticos  pyramicina Streptomyces cinnamoneus
Actagardina Actinoplanes ssp.
Pediocina PA-1/AcH Pediococcus acidilacti
Pediocina JD Pediococcus acidilacti JD1-23
Sakacina A Lactobacillus sakei 706
Sakacina P Lactobacillus sakei LTH673
Leucocin A-UAL 187 Leuconostoc gelidum < 10 kDa, estables
Clase Ila ) al calor, no
Mesentericina Y 105 Leuconostoc mesenteroides ] o
Enterocina A Enterococcus faecium contienen fantionina
Divercina V41 Carnobacterium divergens
Lactococina MMFII Lactococcus lactis
Curvacina A Lactobacillus curvatus LTH1174
Lactococina A Lactococcus cremoris
Lactococina B Lactococcus cremoris 9B4
Lactococina G Lactococcus lactis
Lactococina M Lactococcus lactis Requieren dos
Clase IlIb Lactacina F Lactobacillus johnsonii diferentes péptidos
Plantaricina A Lactobacillus plantarum para su actividad
Plantaricina S Lactobacillus plantarum
Plantaricina EF Lactobacillus plantarum C11
Plantaricina JK Lactobacillus plantarum
Acidocina B Lactobacillus acidophilus Péptidos
Carnobacteriocina A Carnobacterium piscicola termoestables y se
Clase llc Divergicina A Carnobacterium divergens LV13 transportan por
Enterocina P Enterococcus faecium péptidos lider
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Enterocina B Enterococcus faecium
ol " Helveticina J Lactobacillus helveticus Péptidos > 30 kDa,
ase
Helveticina V- 1829 Lactobacillus helveticus termolabiles

Fuente: (Alquicira-Lopez, 2006; Chen & Hoover, 2003).

2.2.2 Modo de Accidn

Los péptidos antimicrobianos son generalmente eficaces contra microorganismos
Gram positivos. Las bacteriocinas de las BAL pueden ser ineficaces para inhibir
organismos Gram negativos debido a que la membrana externa de éstos protege
el sitio de accion para la bacteriocina, el cual es generalmente la membrana
celular (Cleveland et al., 2001; Oscariz & Pisabarro, 2001).

Las bacteriocinas son moléculas cargadas positivamente con regiones
hidrofébicas, por lo tanto los lipidos anidnicos de la membrana citoplasméatica son
los principales receptores de bacteriocinas de BAL. El primer paso consiste en la
interaccidon electrostatica entre las bacteriocinas y la membrana citoplasmatica
para el inicio de la formacién de poros (Alquicira-L6épez, 2006; Chen & Hoover,
2003). El segundo paso consiste en la adhesion de estos péptidos de forma
paralela sobre la superficie de la membrana y cuando la razén péptido/lipido
aumenta los péptidos se orientan de forma perpendicular, este reordenamiento
provoca la insercion de estos péptidos en la membrana y por consiguiente su
permeabilizacion, culminando con la formacion de poros transmembranales
(Oscariz & Pisabarro, 2001; Yann & Hans-Georg, 2001).

De acuerdo con Yann and Hans-Georg (2001) la formacién de poros conlleva a la
disipacion del potencial de membrana y promueve la pérdida de pequefios
metabolitos como aminoacidos y ATP ocasionando a su vez que se detengan los
procesos de biosintesis indispensables para la célula. Por su parte, Parada et al.
(2007) mencionan que las principales consecuencias son la pérdida de iones
como Ky Mg, pérdida de la fuerza proton motriz y la salida de ATP y aminoacidos.

La fuerza protdbn motriz tiene un papel fundamental en la sintesis de ATP,
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transporte activo y movimiento bacteriano, por lo tanto si la sintesis de
macromoléculas asi como la sintesis de energia de inhibe, el resultado sera la

muerte celular.

Brogden (2005) propone diferentes mecanismos de accion que se representan en

diversos modelos (Figura 2), los cuales se describen a continuacion.

Modelo en barril: También conocido como modelo de haces de hélices
transmembrana (Transmembrane helical-hundle model), los péptidos helicoidales
orientados en paralelo, se insertan perpendicularmente en la membrana de modo
que las regiones hidrofébicas de los péptidos se alinean con la region central de
los lipidos de la membrana, dejando a las regiones hidrofilicas hacia el exterior, se
forma asi un poro transmembranal muy similar a un barril sin fondo cuyas paredes

estan constituidas por la parte hidrofilica de los péptidos helicoidales.

Modelo de carpeta: Los péptidos se acumulan en la superficie de la bicapa
cubriendo la superficie de la membrana celular como una carpeta. En altas
concentraciones estos péptidos interrumpen la continuidad de la membrana
insertdndose en la membrana en paralelo a la bicapa lipidica, mediantes sus
regiones hidrofobicas. Las regiones polares de los péptidos quedan expuestas al

exterior, de modo que actian de manera similar a los detergentes.

Modelo de poro toroidal: Los péptidos se acumulan en la superficie de la
membrana celular y se insertan en la membrana induciendo la distorsion de la
monocapa de lipidos por lo que ésta se curvea a través del poro, de modo que las
regiones polares de ambas capas llegan a unirse. Asi, las paredes del poro
guedan formadas por las cabezas polares de los lipidos de membrana y por los
péptidos insertados en ella.
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Modelo de Barril

Modelo poro tiroidal

Modelo de carpeta

Figura 2. Esquema de diferentes mecanismos de accion propuestos para los péptidos

antimicrobianos. Modificado de Stromstedt, Ringstad, Schmidtchen, and Malmsten (2010).

2.2.3 Biosintesis

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados en ribosomas. Los genes que
codifican la produccién de las bacteriocinas y la inmunidad en las mismas estan
usualmente organizados en grupos de operones localizados en el cromosoma
como el caso de la mersacidina, en plasmidos como la divergicina o en
transposones como la nisina (Cleveland et al., 2001; Chen & Hoover, 2003;
Parada et al., 2007).

La mayoria de las bacteriocinas son sintetizadas como pre-péptidos
bioldgicamente inactivos (Chen & Hoover, 2003), que posteriormente son
modificados para formar moléculas maduras biol6égicamente activas. Funciones

auxiliares especificas para la produccion de bacteriocinas incluyen mecanismos
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para la translocacion extracelular, autoinmunidad a la actividad bactericida de la
molécula y transporte, por tal motivo la mayoria de los operones de las
bacteriocina incluyen: (i) un gen estructural que codifica la pre-bacteriocina; (ii) el
gen que codifica la proteina de la inmunidad; (iii) los genes responsables de la
elaboracion y el transporte de la bacteriocina, y, en algunos casos, (iv) la los
genes que codifican las enzimas implicadas en modificaciones postraduccionales
(Parada et al., 2007).

Mientras todas las clases de bacteriocinas son sintetizadas en ribosomas, solo las
que pertenecen a la Clase | requieren modificaciones postraduccionales para

producir su forma activa (Cleveland et al., 2001; Parente & Ricciardi, 1999).
2.2.4 Bacteriocinas vs. antibioticos

Aunque las bacteriocinas podrian ser categorizadas como antibiéticos, no lo son.
La principal diferencia entre bacteriocinas y antibiéticos (Cuadro 2) es que las
bacteriocinas restringen su actividad a cepas de especies taxondmicamente
relacionadas y particularmente a las cepas de la misma especie. Los antibiéticos,
por otro lado, tienen una mayor espectro de actividad, incluso si su actividad se
limita no mostrando ningun efecto preferencial sobre cepas estrechamente
relacionadas (Cleveland et al., 2001; Zacharof & Lovitt, 2012).

Cuadro 2. Principales diferencias entre bacteriocinas y antibi6ticos.

Caracteristicas Bacteriocina Antibidtico

Aplicacion Alimentacion Clinica

Sintesis Ribos6mica Metabolitos secundarios
Actividad Espectro reducido Amplio espectro
Inmunidad del productor Si No

Mecanismo de resistencia  Adaptacién relacionada con la Maodificacion genética
composicién de membrana
Modo de accién Principalmente, formacién de poros Dianas intra o extracelulares

Toxicidad No descritos Si

Fuente: (Chen & Hoover, 2003)
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2.2.5 Aplicacion de las bacteriocinas en la industria alimentaria

La necesidad de ofrecer alimentos “frescos” minimamente procesados y el
creciente rechazo del consumidor actual hacia los aditivos quimicos han llevado a
la industria alimentaria a reconsiderar el potencial antimicrobiano de las bacterias

lacticas como una nueva estrategia de conservacion.

De todas las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las
bacteriocinas aparecen como las mas adecuadas desde un punto de vista
tecnologico para ser utilizadas como conservantes de grado alimentario (De Vuyst
& Vandamme, 1992). En principio, su naturaleza peptidica permite la degradacion
por las enzimas digestivas, resultando asi presuntivamente inocuas para el
consumidor y su microbiota intestinal y, en algunos casos, su espectro de accién
incluye a los potenciales patdgenos y alterantes asociados a los alimentos
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium
spp., etc.). Por ultimo, sus propiedades fisicoquimicas las hacen resistentes a los
tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los alimentos durante su
fabricacion y almacenamiento y, ademas, su pequefio tamafio permite la difusion
en sistemas semisélidos, propios de la mayoria de los productos alimentarios
(Galvez et al., 2007).

La posibilidad de utilizar cepas productoras de nisina para conservar los alimentos
fue sugerida por Hirsch (1951). Este autor consiguio evitar la hinchazon tardia de
los quesos (debida a la produccion de gas por Clostridium spp.) e inhibir el
crecimiento de S. aureus. A partir de este momento y hasta la fecha actual, la
utilizacion de la nisina ha aumentado exponencialmente. Se aplica con éxito en
distintos productos y sistemas alimentarios, con especial referencia a la inhibicién
de L. monocytogenes (De Arauz, Jozala, Mazzola, & Vessoni Penna, 2009). La
nisina también se utiliza para disminuir la intensidad del tratamiento térmico de los
alimentos, para controlar la fermentacion malolactica en vinos y para evitar el

crecimiento de bacterias lacticas durante la fabricacién de la cerveza (Cleveland et

al., 2001).
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En la actualidad la nisina es la Unica bacteriocina legalmente autorizada como
conservante en aproximadamente 50 paises. EI Comité de Expertos en Aditivos
Alimentarios de la organizacion conjunta FAO/WHO (Food and Agriculture
Organization /World Health Organization) determind que la nisina es segura para
uso alimentario en 1969, aprobandose su uso en quesos procesados hasta una
concentracion maxima de 12.5 mg/kg de producto final. Este bioconservante
también se afiadio a la lista de aditivos alimentarios de Unién Europea donde se le
asigno el namero E234 (CEE, 1983) (Ross et al., 2002).

El uso de la nisina en productos carnicos ha sido menos efectivo. No obstante,
otras bacteriocinas (pediocinas) se presentan como buenas candidatas en estos
sistemas (Papagianni & Anastasiadou, 2009). Teniendo en cuenta que existe el
precedente de la nisina, aprobada por la Food and Drug Adminstration (FDA)
como conservante alimentario, posiblemente se simplificaran los tramites legales

necesarios para la aprobacion de las pediocinas como aditivos alimentarios.

De acuerdo con Deegan et al. (2006) y Galvez et al. (2007), las bacteriocinas
pueden ser aplicadas en los alimentos en al menos dos formas, ya sea aplicando
una preparacion purificada o semipurificada como un ingrediente en los alimentos
(ex situ) o bien mediante la incorporacion de la cepa productora de bacteriocinas
como reemplazo o parte de los cultivos iniciadores en alimentos fermentados (in
situ)( Figura 3).
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Cultivo vivo Ingrediente

] 1
- \._{ -
Alimentos Alimentos
Fermentados Mo fermentados

Figura 3. Alternativas para la incorporacién de bacteriocinas en los alimentos (Deegan et
al., 2006).

2.2.5.1 Aplicacién Ex Situ

Preparaciones de bacteriocinas pueden ser obtenidas mediante el cultivo de la
cepa productora en un medio de crecimiento adecuado, seguido por la inactivacion
de la bacteria por calor y posteriormente una concentraciéon del caldo por
liofilizacibn o secado por aspersion. Ejemplo de algunas preparaciones
comerciales son Nisaplin, Alta 2341 o Microgard (Cuadro 3). Otros bacteriocinas
tales como lacticina 3147, variacina de Kokuria varians o enterocina AS-48
también se han obtenido como preparaciones en polvo, sin embargo Nisaplin de
Danisco representa la forma de nisina comercialmente méas utilizada como
conservador en los alimentos. Este producto tiene un 2.5% de nisina como
ingrediente activo, 77.5% de NaCl, y leche en polvo sin grasa que comprende el
12% de proteina y 6% de carbohidratos (Jones, Salin, & Williams, 2005).
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Cuadro 3. Aplicaciones Industriales de bacteriocinas producidas por compafiias

internacionales.

Nombre . . Bacteriocina/ Bacterias o
) Compaifiia Pais ) Aplicacién
comercial Productor sensibles
o Lacteos
o Listeria spp. o
) . ) ] Nisina A / ) Panificacion
Nisaplin Danisco Dinamarca . Bacillus spp. .
Lactococcus lactis Bebidas

Clostridium spp. )
Delicatessen

Pediocina PA-1 /

) Listeria o
Alta 2341 Kerry Irlanda Pediococcus Carnicos
o monocytogenes
acidilactici
Lacteos
Listeria spp. Panificacion
Nisin A vy Nisina A, Nisina Z/ Clostridium spp Bebidas
o Handary Holanda _ o
Nisin Z Lactococcus lactis B. cereus Céarnicos
Otras Gram + Salsas y
aderezos
Cultivos
Chr. ) Pediocina Listeria iniciadores
SafePro Dinamarca ]
Hansen Sakacina A monocytogenes para
embutidos
o ) ] Cultivo
) Propionibacterium Diversas
Microgard ] ] o ] protector para
Danisco Dinamarca  freudenreichii | bacterias
430 o i gueso cottage
Propionicina F patdgenas
y yogurt

Modificado de Benmechernene et al. (2013)

2.2.5.2 Aplicacién In Situ
Cepas productoras de bacteriocina pueden ser aplicadas como cultivos iniciadores
en alimentos fermentados siempre que éstas presenten las propiedades
tecnoldgicas adecuadas, o como un cultivo adjunto en combinacion con cepas
iniciadoras bacteriocina-resistentes. También se pueden aplicar como cultivos
bioprotectores en los alimentos no fermentados, a condicion de que no generen

efectos adversos en los alimentos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Aplicacion de cultivos productores de bacteriocinas en alimentos.

Cepa/ Bacteriocina Aplicacion Referencia

Lactococcus lactis IFPL 3593 / Inhibicién de formacién de gas por C. ;
(Martinez-Cuesta et al.,

Lacticina 3147 tyrobutyricum y lactobacilos 2010)
heterofermentativos en queso.

Lactobacullus curvatus | Efecto antilisterial en carne (Dicks, Mellett, &

Curvacina fermentada. Hoffman, 2004)

Reduccion de células viables de

Enterococcus faecalis Enterobacteriaceae, S. aureus 'y

CECT7121/ Enterocina MR99  otros cocos Gram Positivos en (Sparo et al., 2008)
embutidos fermentados secos.

Lactobacillus plantarum Disminucién de supervivencia de B.
cereus, E. coli O157:H7 y S. enterica (Sanchez-Valenzuela et
en papilla de harina de mijo al., 2008)
malteada.

Enterococcus faecalis /' Reduccion de células viables de L.

Enterocina AS-48 monocytogenes, B. cereus y S. (Grande etal., 2005)

aureus en jugo de lechuga.

2.2.6 Purificacién de bacteriocinas

Debido a que las bacteriocinas son activas contra diversos patdégenos
causantes de enfermedades en humanos y transmitidos por alimentos, ademas
de ser consideradas GRAS por la FDA y de facil degradacién por proteasas del
tracto digestivo, son en definitiva una opcion viable para aplicaciones
biotecnolégicas. Sin embrago, antes de que una bacteriocina pueda ser
considerada como alternativa tecnologica es necesario purificarla, disponiendo
de un péptido puro y homogéneo. Ademas, es necesario llevar a cabo la
caracterizacion, elucidacién de estructura bioquimica y modo de accién de
estos péptidos antimicrobianos (Vera Pingitore, Salvucci, Sesma, & Nader-
Macias, 2007). Sin embargo los procesos de purificacion de bacteriocinas, en
especial las producidas por BAL, representan una tarea complicada. Algunos

de los principales problemas exhibidos durante estos procesos son el hecho
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que las BAL representan microorganismos exigentes dando la necesidad de
emplear medios complejos ricos en nutrientes para su crecimiento (i.e., caldo
MRS, caldo M17, caldo Soya Tripticaseina, etc.) a menudo estos medios
contienen péptidos pequefios (3,000 — 6,000 Da) en el rango de la mayoria de
las bacteriocinas, ademas de que las concentraciones en las que se
encuentran son considerablemente mayores (10 — 30 g L™) en comparacion
con las de las bacteriocinas (10 — 100 mg L™) (Parente & Ricciardi, 1999). Por
otro lado estas moléculas muestran una tendencia a asociarse con otras

debido a su hidrofobicidad, complicando asi su separacion.

Puesto que las bacteriocinas corresponden a un grupo ampliamente
heterogéneo, un método o protocolo general de purificacion no es viable, sino
que se requiere de protocolos especificos que necesitan generalmente ser
disefiados para cada bacteriocina. Un amplio nimero de metodologias para la
purificacion han sido descritas en la literatura, como se muestra en el Cuadro
5, sin embargo Saavedra and Sesma (2011) mencionan una estrategia clasica
gue ha sido empleada por diversos autores, esta estrategia sigue etapas como:
(a) concentracién del péptido en el sobrenadante de cultivo por precipitacion
con sales o extraccion acida, (b) cromatografia de intercambio i6nico, (c)

interaccién hidrofdbica, (d) filtracion en gel y/o de fase reversa (RP-HPLC).

Otro método alternativo que promete altos rendimientos es el descrito por
Yang, Johnson, and Ray (1992), dicho método consiste en la adsorcion de la
bacteriocina en la bacteria productora a pH 5 - 7, y posteriormente una
desorcion a un pH mas bajo (pH 1.5 - 2), bacteriocinas como pediocina AcH,

nisina, sakacina Ay leuconocina Lcm1 fueron purificadas con este método.
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Cuadro 5. Estrategias de purificacion de algunas bacteriocinas de BAL.
Bacteriocina Productor Purificacion Rendimiento Caracteristicas Referencia
Precipitacion con (NH,),SO, saturacién
80%, extraccion con butanol, o o
] a Péptido de 32 aminoacidos,
. Streptococcus  cromatografia de filtracion en gel con . (lvanova et al.,
Termofilina 81 ) 5.4% PM 4,500 Da, activa contra
thermophilus 81  columna TSK 2000 SW y doble HPLC ] ) 1998)
o bacterias Gram negativas.
con columna Eurosil Bioselect 300 C (8
x 250 mm).
PM 17.5 kDA, compuesta por
o Pediococcus y . 19 residuos de aminoéacidos )
Pediocina Adsorcion- desorcion celular y FPLC o o (Wu, Yin, &
pentosaceus 15% similares a los de Pediocina _
ACCEL con columna Superose 12. i Jiang, 2004)
ACCL PA-1/AcH, por lo que podria
pertenecer a la clase lla.
Precipitacion con (NH,),SO, saturacién
50%, cromatografia filtracion en gel con .
. ] (Yamazaki,
o ) Sephadex G-50, cromatografia de PM 4,430 Da, capacidad . .
Piscicocina Carnobacterium ) . o ) Suzuki, Kawai,
o intercambio catidnico SP-Sepharose 7% antilisterial y posible
CS526 piscicola CS526 i » o Inoue, &
Fast Flow, filtracion con cartuchos Sep- bacteriocina clase lla. )
Montville, 2005)
Pack C.;3 y RP-HPLC con columna C18
ODS-80Ts (4.6 x 150 mm)
Cromatografia de intercambio cationico PM 5,340 Da, estable a
Enterocina Enterococcus  con Carboxymetil-Sephadex 48.85% condiciones leves de calor y  (Lucas-Lépez
. 0
EJ97 faecalis EJ97 CM25 y RP- HPLC con columna Vydac sensible a enzimas et al., 2007)

218TP510 (10 x 250 mm).

proteoliticas.
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Precipitacion con acetona 3 PM 5,926.50 Da, compuesta
volimenes), cromatografia de por 53 residuos de .
o Lactococcus ) . . o (Fujita et al.,
Lacticina Q ] intercambio catiénico con columna SP 60% aminoécidos, altamente
lactis QU 5 L ) o 2007)
Sepharose Fast Flow y RP-HPLC con cationica, rica en triptéfano,
columna RESOURCE RPC. posible bacteriocina clase II.
Precipitacion con (NH,),SO, saturacién
_ PM entre 4 y 6 kDA,
80%, seguida de 2 etapas de RP-HPLC; o o
) actividad antilisteria, ]
) Enterococcus  primero con columna ATOLL 15 MP3 ] . (Belguesmia et
Enterocina S37 _ ] 32% altamente  hidrofébica vy
faecalis S37 (10 x 250 mm) y posteriormente con ) o al., 2010)
posible bacteriocina clase
columna C18 Symmetry 300 (4.6 x 150 '
a.
mm).
Precipitacion con (NH,4),SO,  saturacién
80%, elucion en cartucho de fase
S Lactobacillus reversa SPE UPTI-CLEAN usando PM 5,382 Da, activa contra ]
Salivaricina o ) ) S (Messaoudi et
salivarius diferentes concentraciones de 8% Campylobacter jejuni y otras
SMXD51 o _ al., 2012)
SMXD51 acetonitrilo (32, 48 y 80 %), RP-HPLC Gram-negativas.
con columna C18 Symmetry 300 (2.1 x
150 mm).
Precipitacion con (NH,4),SO, saturacion
Bacillus 80%, didlisis con membrana Spectra- PM 3,139.40 Da, termolabil a
o thuringiensis Por no. 3 (corte 5,000 Da), 70 °C/90 min, activa contra
Thuricina Bnl 0.53% (Ugras, 2013)

subsp. kurstaki
Bnl

cromatografia de filtraciébn en gel con
Sephadex G-50 y HPLC con columna
Agilent Zorbax 300 SB-C18.

Gram-negativas, Gram-

positivas.
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Columna de resina macroporosa XAD-2
i PM 1,334.77 Da, altamente
(25 x 30 cm), cromatografia de
) ] . termoestable (121 °C/30
) intercambio catidnico con columna ] )
o Lactobacillus ) : min), sensible a proteasas. (zhu, Zhao,
Plantaricina HiPrep Q HP 16/10, cromatografia )
plantarum ] N 1.98% Amplio  espectro contra Sun, & Gu,
ZJ008 filtracién en gel con columna Superdex -
ZJ008 ) Gram-positivas y  Gram- 2014)
Peptide 10/300 GL y RP-HPLC con ) )
. negativas, especialmente
columna Lichrospher C18 (2.1 x 150
Staphylococcus spp.
mm).
i PM 2,113.84 Da, altamente
) Cromatografia RP-HPLC en 3 etapas
Lactobacillus termoestable (120 °C/20
] con columnas C18 Macherey Nagel (20 ) ] )
o paracasei ) min), amplio espectro de (Miao et al.,
Bacteriocina F1 x 450 mm), Shim-pack PRC-ODS (K) o )
subsp. tolerans inhibicién, activa  contra 2014)
(30 x 250 mm) y RP ECOSIL C18 (4.6 x )
FX-6 Gram-negativas, Gram-

250 mm) respectivamente.

positivas y algunos hongos.
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2.3 Produccion de bacteriocinas en medios complejos alternos

De acuerdo con Trinetta et al. (2008) la produccion de bacteriocinas por BAL ha
demostrado estar relacionada con el crecimiento celular, presentando una méaxima
actividad proporcional a la etapa de maximo cecimiento celular (al término de la
fase exponencial). Sin embargo, varios factores pueden influir en el nivel de
produccion de bacteriocinas, siendo los requerimientos nutricionales uno de los

principales.

El crecimiento de las BAL esta estrechamente ligado a medios ricos en nutrientes,
como leche, carne, bebidas, granos y vegetales, siendo muy exigentes en cuanto
a su nutricion. A pesar de la utilidad que tienen las BAL para la industria de los
alimentos, es reconocida la dificultad que representa cultivarlas por la necesidad
de medios ricos en nutrientes (i.e., carbohidratos, &cidos nucleicos, minerales,
vitaminas y proteinas o aminoacidos; (Arauz et al.,, 2011)), esto trae como
consecuencia que los medios de cultivo para su produccion sean costosos
haciéndose inaccesibles en producciones a gran escala, sin embargo estos costos
pueden ser reducidos si son empleados como medios de cultivo alternos residuos
y subproductos de la industria alimentaria como suero de leche, hidrolizados de
visceras de pescado, desechos del procesamiento de mejillones, melazas, etc.
(Trinetta et al., 2008; Wolf-Hall, Gibbons, & Bauer, 2009). Por lo tanto, diversas
alternativas de valorizacién de estos residuos con la produccién simultanea de
compuestos como bacteriocinas de alto valor afiadido, es de notable importancia
dentro de la industria de alimentos.

2.3.1 Melaza

De acuerdo a la asociacion gubernamental Financiera Rural (2011)

(http://www.financierarural.gob.mx) la melaza es un producto liquido espeso

derivado de la cafia de azucar. Se elabora mediante la coccion del jugo de la cafia
de azlcar hasta la evaporacion parcial del agua que éste contiene, formandose un

producto meloso semi-cristalizado. Su aspecto es similar al de la miel de abeja
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aunque de color parduzco muy oscuro, practicamente negro, de sabor dulce y
agradable. Representa uno de los subproductos mas importantes de la industria
azucarera teniendo como usos principales la produccion de etanol, alimento de

ganado y sustrato para fermentaciones (Metsoviti et al., 2011; Wee et al., 2004).

En investigaciones similares Dumbrepatil et al. (2007) mencionan que la melaza
tiene un contenido de azucares (sacarosa) de 40 a 60%, debido a la presencia de
estos azUcares fermentables en concentraciones significantes, la melaza
representa una fuente importante de carbohidratos necesarios para el
metabolismo de las BAL, ademas de otros nutrientes en menor proporcion
(Cuadro 6), lo que la convierte en un sustrato alternativo para soportar su

crecimiento.

Cuadro 6. Composicién de la melaza.

Componentes Constituyentes Contenido
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63% p/p
AzUcares reductores 3-5% p/p
Componentes mayores Sustancias disueltas (diferentes ~ 4-8% p/p
azucares)
Agua 16%
Grasas 0.40%
Cenizas 9%
Calcio 0.74%
Magnesio 0.35%
Contenido de minerales )
Fésforo 0.08%
Potasio 3.67%
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Glicina 0.10%
Leucina 0.01%
Contenido de aminoécidos Lisina 0.001%
Treonina 0.06%
Valina 0.02%

Fuente: (Fajardo-Castillo & Sarmiento-Forero, 2007)

En el mercado internacional, la melaza de cafia tiene diferentes destinos basicos:
alimento animal, produccion de alcohol, reprocesamiento industrial para extraer el
azucar contenido en ella y como sustrato para la produccién de levadura, acido
citrico y lisina, entre otros. Sin embargo el uso de la melaza ha sido poco
aprovechado como base para medios complejos para la produccion de
bacteriocinas; dentro de los autores que han explorado el uso de melaza para este
fin, se encuentran Metsoviti et al. (2011) quienes reportan una actividad
antimicrobiana de ~320 UA/mL cuando se tuvo una concentracion inicial de

melaza de 30 g/Lmedio de cultivo-

En México, durante el 2010 segun FinancieraRural (2011) se tuvo una produccion
de melaza de 1.5 millones de toneladas, siendo los principales estados
productores Veracruz, Jalisco, San Luis Potosi, Chiapas y Nayarit abarcando el
68.7% de la produccion nacional. El precio de venta ronda $2.50 M.N. por

kilogramo.

Sanchez-Reyes, 2014



Produccidon de sustancias con actividad antimicrobiana de uso potencial en la CABA
industria alimentaria, mediante el cultivo de la bacteria acido lactica,
Streptococcus infantarius, en medios complejos que contienen melazas

3. ANTECEDENTES

En los dltimos afios se han realizado diversas investigaciones con el fin de
encontrar subproductos de la industria alimentaria que sirvan como base de
medios de cultivo que puedan sustituir a los medios comerciales ya existentes
como MRS y que proporcionen valores de productividad mejor o similar a éstos.
Dentro de estas investigaciones encontramos la de Todorov and Dicks (2007)
quienes aislaron una cepa de Lactobacillus pentosus ST712BZ, creciéndola en un
medio con 10% p/v melaza a 30 °C obteniendo una actividad de 200 UA/mL,
siendo Lactobacillus casei el indicador. Metsoviti et al. (2011) estudiaron un
sistema de produccion de Leuconostoc mesenteroides E131 en medio MRS
suplementado con melaza (20 - 30 g/L), 100 rpm, 37 °C, 24 h, encontrando un
rango de actividad de 160 a 640 UA/mL frente a Listeria monocytogenes. Por su
parte Todorov (2008) estudié la actividad de Lactobacillus plantarum AMA-K
contra Listeria sp. empleando un medio a base de 10% p/v melaza e incubando a
30 °C, la actividad reportada fue de 800 UA/mL.

Lépez-Ortega (2014), en trabajo precedente a éste, encontré que Streptococcus
sp. aislada de pozol presentd una maxima actividad de 3,498 UA/mL a la 6 h de
fermentacién, en biorreactor de 2.4 L, empleando un medio a base de lactosuero

y evaluando la actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes.
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4. JUSTIFICACION

La creciente demanda de los consumidores por encontrar productos
minimamente procesados, libres de aditivos y conservadores quimicos pero que a
su vez puedan garantizar buenas cualidades sensoriales e inocuidad, ha
estimulado la busqueda de alternativas en el campo de la bioconservacion, donde
uno de los propoésitos es emplear la microbiota natural de alimentos o bien los
productos metabdlicos de ésta, con el fin de inhibir el crecimiento de
microorganismos indeseables y extender la vida de anaquel de los alimentos. En
este sentido el uso de bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas (BAL)
para la conservacion de alimentos, resulta una préactica util y beneficiosa debido a
sus cualidades bactericidas y bacteriostaticas frente a algunos microorganismos
patdbgenos, ademas de ser seguras para el consumo humano y su estabilidad

durante los procesos de produccion y almacenamiento de alimentos.

La mayoria de las investigaciones para la produccién de bacteriocinas a partir de
BAL a nivel laboratorio, esta limitada al uso de medios comerciales complejos,
ricos en nutrientes y capaces de satisfacer sus altas exigencias, esto trae como
consecuencia que dichos medios sean costosos para la produccién a gran escala,
por lo que resulta de gran utilidad contar con sustratos econdémicos y de facil

obtencion.

El uso de subproductos de la industria alimentaria para este fin ha sido poco
aprovechado, sin embargo en Meéxico la produccion de melaza, principal
subproducto de la industria azucarera, es de alrededor de 1.7 millones de
toneladas anuales, de las cuales el 48% representan azlcares reductores
fermentables y el 0.95% nitr6geno, esto constituye una fuente rica principalmente
en carbohidratos que pueden ser utilizados como sustrato para la bacteria acido
lactica, Streptococcus infantarius. El uso de este sustrato, representaria una
disminucién en los costos de produccion a nivel industrial, ademas de darle un
valor agregado a la melaza mediante su uso como medio de cultivo alterno para la

produccion de compuestos con actividad antimicrobiana.
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5. OBJETIVOS

5.1.1 Objetivo General

Evaluar el uso de melaza como base de un medio de cultivo alterno para soportar
el crecimiento de la bacteria acido lactica Streptococcus infantarius aislada de
pozol, en fermentacion a nivel biorreactor, con el fin de obtener compuestos
antimicrobianos (CAM) capaces de inhibir el crecimiento de Listeria

monocytogenes y realizar la caracterizacion preliminar de dichos compuestos.

5.1.2 Objetivos especificos

e Determinar la actividad antimicrobiana (AaM) producida en los caldos de
fermentacién de S. infantarius, mediante la obtencion de sobrenadante

concentrado y su accién frente a Listeria monocytogenes.

e Determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) de los compuestos

antimicrobianos producidos.

e Desarrollar una metodologia para concentrar los compuestos con actividad
antimicrobiana y determinar el peso molecular mediante electroforesis SDS-
PAGE.

e Evaluar la separacién de los CAM en cromatografia en gel y RP-HPLC,
como parte del proceso de purificacion e identificacibon de estos

compuestos.
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La preocupacion de los consumidores acerca del posible efecto adverso de ciertos
conservadores sobre la salud los ha llevado a exigir la parcial o completa remocién
de aditivos y conservadores quimicos en los alimentos, incrementando la
demanda de alimentos lo mas cercano posible a lo “natural”, con larga vida de
anaquel y buenas cualidades sensoriales. Esta tendencia ha estimulado un interés
renovado en la busqueda y desarrollo de conservadores naturales que alarguen la
vida de anaquel y permitan mantener la seguridad de los alimentos. Los Miembros
de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han expresado su
preocupacion por el grado de inocuidad de los alimentos, tanto a escala nacional
como internacional. El aumento de la incidencia de enfermedades transmitidas por
alimentos que se ha producido en las Ultimas décadas esta al parecer relacionado
en muchos paises, con un aumento de las enfermedades ocasionadas por

la presencia de microorganismos o contaminantes quimicos en los alimentos.

En los dltimos afios numerosas investigaciones han reportado propiedades
antimicrobianas de diversos compuestos obtenidos de plantas, especies, cortezas,
tejidos animales y microorganismos, sin embargo muy pocos han sido explotados
para su aplicacion en los alimentos. Enfocandose Unicamente en el caso de
compuestos antimicrobianos a partir de microorganismos podemos destacar los
producidos por bacterias acido lacticas, donde las posibilidades son practicamente
infinitas debido al gran numero de bacterias aqui agrupadas, sin embargo
actualmente solo una bacteriocina producida por este grupo ha logrado colocarse
dentro de la categoria GRAS y ya es usada como aditivo alimentario para la

conservacion de algunos alimentos.

Por otro lado la produccion de bacterias acido lacticas y, especificamente, la
produccion de bacteriocinas es un proceso fastidioso debido a la necesidad

de usar medios de -cultivos ricos en nutrientes, tales como carbohidratos,
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minerales, vitaminas y, algunos, amino&cidos, proteinas o hidrolizados proteicos.
En experimentos a nivel laboratorio, las BAL son comunmente cultivadas en
medios como MRS y M17, pero éstos dificilmente podrian ser escalados a nivel
industrial por lo caro que resultaria el utilizar estos medios de cultivo. Asi, los
medios complejos de alto costo podrian ser reemplazados por medios de
bajos costo para promover el uso comercial de estas biomoléculas, lo cual
implica disefar/redisefiar los procesos industriales de produccion de sustancias
con actividad antimicrobiana. En este sentido y para otorgar un valor agregado
a subproductos como la melaza, se ha planteado su uso como medio de cultivo
alternativo (i.e., fuentes de carbono y nitr6geno) para la produccién de sustancias
con actividad antimicrobiana a partir de la bacteria acido lactica Streptococcus

infantarius aislada de pozol en biorreactor agitado mecanicamente.

Sanchez-Reyes, 2014



Produccidon de sustancias con actividad antimicrobiana de uso potencial en la CABA
industria alimentaria, mediante el cultivo de la bacteria acido lactica,
Streptococcus infantarius, en medios complejos que contienen melazas

7. HIPOTESIS

Es posible usar melazas como ingrediente importante de medios de cultivo para
soportar el crecimiento de la bacteria acido-lactica, Streptococcus infantarius,
aislada de pozol, con la consecuente produccion de sustancias con actividad
antimicrobiana. Las sustancias antimicrobiana producidas seran eficaces contra
organismos patogenos indicadores de importancia en la industria de los alimentos,

como Listeria monocytogenes, lo que dara cuenta de su potencial aplicacion.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Material bioldgico

8.1.1 Bacteria productora de compuestos antimicrobianos

Como microorganismo productor de compuestos antimicrobianos (CAM) se
empled la bacteria acido lactica, Streptococcus infantarius (ésta sera referida
como BAL1), aislada del pozol y proporcionada por la Dra. Gloria Diaz Ruiz de la
Facultad de Quimica de la UNAM (Mendoza-Mendoza, 2012; Mendoza-Mendoza
et al., 2013). La BALL1 fue preservada en viales de conservacién de 1.5 mL (20%
v/v glicerol, 80% v/v caldo MRS) a -80 °C (Ultracongelador REVCO). Para
reactivar la BAL1 se descongel6 un vial con el cual se inocularon 5 mL de caldo
MRS estéril (BD Difco® (1% v/v), dandole un periodo de incubacion de 24 h a
30 °C.

8.1.2 Caracterizacion bioquimica de la BAL1

Para conocer mas acerca de las caracteristicas de la BAL1 productora de CAM, se
realizaron distintas pruebas bioquimicas mediante un sistema APl 20 Strep
(Biomérieux®), el cual es un sistema estandarizado que asocia 20 ensayos
bioguimicos de un gran poder discriminante. Se compone de 20 camaras que
contienen los substratos deshidratados para la deteccibn de actividades
enzimaticas o de fermentacion de azucares. La realizacion de esta prueba se llevo
a cabo siguiendo el manual de instrucciones del producto proporcionado por

Biomérieux®.
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8.1.3 Bacteriaindicadora de actividad antimicrobiana

Para evaluar la actividad antimicrobiana (AaM) producida por la BAL1 se empled
como microorganismo indicador a Listeria monocytogenes CFQ-B-104 (Lm)
proporcionada por el Cepario de la Facultad de Quimica de la UNAM a través de
la Dra. Gloria Ruiz Diaz. Lm se preservéd en viales de conservacion de 1.5 mL
(20% v/v glicerol, 80% v/v caldo de fermentacion de Lm en BHI) a -80 °C
(Ultracongelador REVCO). Para su activacion se descongelé un vial de
conservacion y con él se inocularon 5 mL de caldo BHI estéril (Bioxon®) (1% v/v),
dandole un periodo de incubacion de 24 h a 30 °C.

8.2 Medios de cultivo

El medio de produccién (MMP) se formuldé con 4% p/v melaza, 2% p/v caldo soya
tripticasa (Bioxon), 0.5% p/v extracto de levadura (Bioxon®), 0.3% p/v Tween 80
(Merck Millipore) y 1.4x107° % p/v MnCl, (J.T. Baker) (Lépez-Ortega, 2014). Como
medio de referencia para comparacion de la AaM obtenida asi como pruebas de
concentracion minima inhibitoria y purificacion de los CAM se emple6 caldo MRS
(BD Difco®). Ambos medios se prepararon con agua desionizada y fueron
esterilizados a 121 °C por 15 min en autoclave Tuttnauer 3545 E. Para las
fermentaciones a nivel biorreactor, los medios se esterilizaron a 15 psig durante

60 min en autoclave Felisa FE-399.
8.3 Fermentacion en biorreactor
8.3.1 Condiciones de fermentacion
Se descongelo un vial de conservacién de BAL1, tomando 240 pL para inocular 24

mL de caldo MRS estéril (1% v/v), el cual se incubo por 24 h a 30 °C sin agitacion.

Posteriormente, este cultivo se inoculd en 2.4 L de medio MMP previamente
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esterilizado in situ en fermentador (Applikon Z61103CT04) (V=3 L; Dt=129 mm; 2
turbinas Rushton, D=45 mm) (Figura 4). La fermentacion se llevo a cabo a 30 °C,
200 rpm y aireacion de 1 L/min, tomando muestras de 100 mL alas 0, 3,6, 9, 12y
15 h, para evaluar concentracion de biomasa (X, g/L), contenido de acido lactico
(g/L) y AaM (UA/mL). El pH y oxigeno disuelto (OD) fueron medidos a través de
electrodos previamente calibrados, los cuales se acoplaron en el biorreactor antes
de la esterilizacion del medio in situ. Los registros de temperatura (T), pH, OD y
fluo de aire (L/min) fueron monitoreados de forma continua mediante una

Bioconsola ADI 1030 (Figura 4) acoplada al software BioXpert (Version 1.1x).

Figura 4. Fermentador autoclavable de 3L Applikon Z61103CT04 y bioconsola ADI 1030
(Laboratorio de Biotecnologia, ICAp, UAEH).
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8.3.2 Concentracion de biomasa (X)

Muestras de 80 mL de cada tiempo evaluado fueron centrifugadas a 6,000 rpm, a
4 °C durante 40 min (Hermle Z323K), al pellet de biomasa obtenido se le
realizaron dos lavados con solucion isotdnica (0.9% p/v NaCl) y se centrifugaron a
5,500 rpm, 4 °C durante 30 min. Posteriormente el pellet obtenido se llevo a peso
seco (100 °C, 24 h) en un horno de convencion (Drying Oven DHG-9075A).

La concentracion de biomasa se calculé usando la Ecuacion 1:

y= PPt
Vm

(1)

Donde X es la concentracién de biomasa (g/L), P; es el peso del tubo (g), Pux €s
el peso del tubo mas biomasa (g) y Vi el volumen de la muestra (L). Estos datos
se graficaron en funcion del tiempo. El sobrenadante libre de biomasa se conservo
para ensayos de AaM y contenido de &cido lactico.

8.3.3 Fermentacién en matraz

Para evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y purificacion de los CAM,
se realizaron fermentaciones en matraz usando caldo MRS (BD Difco®). Para ello,
después de activar a la BAL1, incubandola por 24 h a 30 °C, se inocularon al 1%
v/v, 500 mL de caldo MRS estéril, incubandose a 30 °C por 6 h en incubadora con
agitacion orbital a 150 rpm (Thermo Q5000). Una vez terminada la incubacién, el
caldo se distribuy6 en tubos Corning de 50 mL y se centrifugaron a 5,500 rpm, 4
°C durante 30 min. La biomasa se desechoé y el sobrenadante se concentr6 como

se describe en el apartado siguiente.
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8.4 Actividad antimicrobiana
8.4.1 Concentracion de la actividad antimicrobiana

A 80 mL del sobrenadante obtenido después de eliminar la biomasa del caldo de
fermentacion, se le ajustd el pH a 6.5 con NaOH 5 M con el fin de evitar la
interferencia del acido lactico en la evaluacion de la actividad antimicrobiana
contra Lm, posteriormente se concentré en un rotavapor (Bichi R-215) a 60 °C, 35
rpmy 72 mbar, hasta obtener un volumen final de 31 mL (factor de concentracion,
2.58). Finalmente, al concentrado se le dio un tratamiento térmico (110 °C, 10 min)
para la inactivacion de proteasas y se conservdé a -80 °C (Ultracongelador
REVCO).

8.4.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Como microorganismo indicador de AaM se utiliz6 Lm. La activacion de esta
bacteria se realizo de forma similar a la BAL1, pero inoculando 50 uL en 5 mL de
BHI estéril, e incubando a 35 °C por 24 h; posteriormente, se tomaron 50 uL de
ese caldo para inocular 5 mL de BHI fresco el cual se incub6 por 6 h a 35 °C (esto
resulta en un cultivo de Lm en fase log, 10° UFC/mL) (Mendoza-Mendoza, 2012;
Rodriguez-Rodriguez & Cruz-Maldonado, 2011). De este caldo, se mezclaron 58
uL en 10 mL de agar BHI suave, los cuales se vertieron en una caja Petri estéril
dejando reposar hasta la solidificacion del agar. Una vez solidificado el medio, se
realizo la prueba de difusion en agar por gota (ANEXO ), realizando diluciones 2"
de los sobrenadantes concentrados correspondientes a las diferentes horas de
muestreo (0, 3, 6, 9, 12 y 15 h); dichas diluciones se realizaron en tubos
Eppendorf colocando 500 pL de los concentrados mas 500 uL de agua destilada
estéril, representando la dilucién 2*, posteriormente de esta dilucién se tomaron

500 pL y se colocaron en otro tubo y se adicionaron otros 500 pL de agua
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destilada estéril (dilucién 2%), se continuo de esta manera hasta la dilucién 2°
(Figura 5). Posteriormente se colocaron 10 pL de estas diluciones sobre el agar
inoculado y gelificado en las cajas Petri las cuales se incubaron a 35 °C durante
24 h. Transcurrido ese tiempo se midieron los halos de inhibicion con un vernier

(Fowler). Esta prueba fue realizada por duplicado.

Figura 5. Diluciones 2" de sobrenadante concentrado para cuantificacion de la AaM

(método de la dilucion critica).

8.4.3 Cuantificaciéon de la actividad antimicrobiana

Para términos de cuantificacion de la AaM, ésta se expres6 en Unidades de
Actividad por mililitro (UA/mL). Para el célculo de las Unidades de Actividad (UA),
se empled la técnica de la dilucion critica (Figura 5) descrita por Nufiez, Tomillo,
Gaya, and Medina (1996), donde se considera como una UA al reciproco de la
dilucion (2") mas alta a la que se logra apreciar una zona de inhibicién clara y bien
definida del microorganismo indicador. En este trabajo de investigacion se
considerd una UA como el equivalente a un halo de inhibicién con al menos 2 mm

de radio.
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8.4.4 Efecto de proteasas sobre la actividad antimicrobiana

Con el fin de confirmar la naturaleza proteica de las sustancias con actividad
antimicrobiana, e identificarlas como bacteriocinas, se evaluo el efecto de la
proteinasa K sobre la actividad antilisterial del sobrenadante concentrado libre de
biomasa. Para ello se preparé una solucién de proteinasa K (Invitrogen) de 1
mg/mL y en un tubo Eppendorf se colocaron 100 pL de esta solucion con 100 pL
de sobrenadante concentrado de caldo de fermentacion libre de biomasa,
posteriormente se incub6 a 37 °C por 1 h. Pasado el tiempo de incubacion se
evaluo la actividad antimicrobiana contra Lm mediante la prueba de difusion en
agar por gota descrita anteriormente. Se incluyé un control negativo (sobrenadante
concentrado libre de biomasa sin tratamiento con proteinasa K) y un control

positivo (solucion de proteinasa K, 1 mg/mL + agua destilada).

8.5 Contenido de acido lactico

Para evaluar la produccion de acido lactico a través del tiempo en el medio de
fermentacion, se prepararon diluciones 1:1 de los sobrenadantes obtenidos en los
diferentes tiempos de muestreo, 3 mL de estas diluciones se colocaron en un
matraz Erlenmeyer, se adicionaron 3 gotas de fenolftaleina como indicador y se
titul6 con NaOH 0.1 N hasta obtener un ligero vire rosa. Se midié el volumen
gastado del titulante para determinar la concentracion de acido lactico en g/L
mediante la Ecuacion 2:

\ N)(P
Concentracion de acido Iéctico=( N"i(/)"')( )Fea)

(2)

muestra

Donde Vnaon €s el gasto del agente titulante (mL), N es la normalidad, Peq son
los equivalentes gramo de la masa molar del acido lactico (CH3-CHOH-COOH) y
Vmuesra €S la alicuota de muestra titulada (mL). La operacion se realizd por

triplicado para cada uno de los tiempos monitoreados.
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8.6 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria del sobrenadante concentrado con CAM se
determiné mediante el método reportado por Wiegand y colaboradores (Wiegand,
Hilpert, & Hancock, 2008). La CMI esta definida como la concentracion mas baja
de un agente antimicrobiano que evita el crecimiento visible de un microorganismo
(Andrews, 2001). El medio de cultivo empleado para la determinacién de esta
prueba fue agar Oxford (BD Difco®) y como microorganismo indicador se utilizd
Lm. Para la evaluacion se prepararon diluciones del sobrenadante concentrado
obtenido mediante fermentacion en caldo MRS (t=6 h) correspondientes a 80, 40,
20, 10, 5, y 2.5 UA/mL. Para asegurar que los CAM se encontraran en el medio de
cultivo, las diluciones se realizaron directamente en el agar Oxford antes de
gelificar (Figura 6), posteriormente se realizd el vertido en cajas Petri y se dejo
solidificar en una campana de flujo laminar (Labconco®). Se prepararon 2 cajas de
cada dilucién evaluada asi como del blanco (sin CAM). Por otro lado, se preparé
un cultivo fresco de Lm del cual se inocularon 10* UFC por caja mediante el
método de extensidn en superficie. Se incub6 a 35 °C y se monitoreo el
crecimiento de Lm a las 16, 20, 24 y 48 h. La CMI debe ser evaluada después de
un tiempo de incubacion de 16 a 20 h (Wiegand et al., 2008), por lo que se
consider6 como la CMI la concentracion minima a la cual no se observo

crecimiento de Lm después de 20 h de incubacion, es decir a las 24 h.

Sanchez-Reyes, 2014



Produccidon de sustancias con actividad antimicrobiana de uso potencial en la CABA
industria alimentaria, mediante el cultivo de la bacteria acido lactica,
Streptococcus infantarius, en medios complejos que contienen melazas

Diluciones resultantes
Preparacion de
diluciones
800, 400, 200,
100, 50, 25

UA/mL

—

Sobrenadante concentrado
(MRS /6 h) 9 mL Agar Oxford

(antes de solidificar )

? Vertido
Incubacion 35 °C Y
Monitoreo 16, 20,24y 48 h —

Siembra Listeria monocytogenes
(10* UFC) por extension

Figura 6. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria.
8.7 Purificacion de sustancias con actividad antimicrobiana

8.7.1 Determinacion del porcentaje de saturacion de sulfato de

amonio

El porcentaje de saturacion oOptimo para la precipitacion con (NH;).SO, se
determind mediante una precipitacion gradual, con el fin de identificar el rango en
el que era precipitada la fraccion con actividad antimicrobiana de interés. A 30 mL
de sobrenadante concentrado libre de biomasa se le adicionaron 7.09 g de
(NH.);SO,4 (J.T. Baker®) para lograr un porcentaje de saturacién del 40%, la
adicién del sulfato se realiz6 de forma lenta teniendo cuidado para evitar la
formacion de espuma y con agitacion suave y constante por toda la noche a

temperatura de refrigeracion (8 °C). Al otro dia se centrifug6 a 10,000 g por 30 min
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a 4 °C y se separ6 el pellet del sobrenadante; el pellet se resuspendié en 1.5 mL
de buffer de fosfatos 0.1 M a pH 6.5 (ANEXO Il), considerandose ésta como la
fraccion la (0 - 40%). Con el sobrenadante obtenido se llevé a cabo una segunda
precipitacion para alcanzar un porcentaje de saturacion del 60%; para ello se
adicionaron 3.79 g de (NH4).SO, a dicho sobrenadante y posteriormente se
realizaron los mismos pasos que en la fraccion la, obteniéndose la fraccion lla
(40 - 60%). Por ultimo se realizé una tercera precipitacion con el sobrenadante de
la fraccion lla para alcanzar un porcentaje del 80%, adicionando 4.06 g de sulfato
y siguiendo los pasos descritos anteriormente, el pellet resuspendido que se

obtuvo se identific6 como fraccion llla.

Se evalud la AaM de las tres fracciones obtenidas mediante la prueba de difusion
en agar por gota descrita en el apartado 8.4.2 y se seleccioné el porcentaje de
saturacion en el cual los CAM lograban precipitar en su totalidad para realizar las

pruebas posteriores.

8.7.2 Precipitacion con sulfato de amonio

Una vez realizada la determinacién de la concentracién optima de (NH;).SO,4 para
la precipitacion de los CAM, se identificé que éstos lograban precipitar totalmente
en el rango de 40 - 60%, correspondiente a la fraccion lla, la evaluacion de la AaM
de esta fraccion mostré un pequefio halo de inhibiciéon contra Lm hasta la dilucién
2, por lo que se decidi6 trabajar con un porcentaje de saturacién del 50%.

Un volumen de 250 mL de sobrenadante concentrado de 6 h de fermentacion en
caldo MRS (BD Difco®) fue precipitado con 50% (NH4),SO. (76.30 g), la adicién
del sulfato se realizd lentamente y con agitacion suave y constante por toda la
noche a temperatura de refrigeracion (8 °C). Al otro dia se centrifugé a 10,000 g
por 30 min a 4 °C y se separ6 el pellet del sobrenadante; el pellet se resuspendio
en 7 mL de buffer de fosfatos 0.1 M a pH 6.5.
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8.7.3 Precipitacion con acetona

El volumen resuspendido obtenido después de la precipitacion con (NH4),SO, fue
precipitado nuevamente con acetona, para lo cual se adicionaron lentamente 4
volumenes de acetona fria (-20 °C) y se mezcld en un vortex, posteriormente se
incubo a -20 °C por 60 min, una vez pasado este tiempo se centrifugé a 13,000 g
por 10 min y se decant6 teniendo cuidado de no romper el pellet. El tubo con el
pellet permanecio abierto en una campana de flujo laminar hasta que los restos de
acetona se evaporaron y el olor ya no fue perceptible. Una vez eliminada la
acetona el pellet se resuspendié en 3 mL de buffer de fosfatos 0.1 M a pH 6.5.

8.7.4 Eliminacién de sales por dialisis

El producto resuspendido de la precipitacion con acetona se sometio a dialisis
empleando membranas de celulosa con un tamafio de poro de 1000 Da
(Spectra/Por® 7). La didlisis se realiz6 a temperatura de refrigeracién (8 °C) con
agitacion constante por 18 h, como medio de intercambio se utiliz6 buffer de
fosfatos 0.1 M a pH 6.5, el cual fue cambiado periédicamente hasta el término de
la didlisis. Finalmente fue filtrado a través de membranas estériles Millipore
(Durapore® Membrane Filters, 0.22 um GV, Irlanda) y se conservé a -80 °C hasta

su uso. El volumen obtenido se denominé como Fraccién Ib.

8.7.5 Cromatografia de filtracion en gel

La fraccion Ib fue sometida a un segundo paso de purificacion mediante
cromatografia de filtracion en gel (Figura 7). Esta etapa se desarrollo en el
Laboratorio de Biotecnologia de Proteinas del CINVESTAV, Zacatenco bajo la
direccion del Dr. Jaime Ortega. Se emple6 una columna Econo-Column® Bio-Rad
(1.5 x 30 cm), la cual fue bien lavada con agua destilada y secada. Posteriormente

se adicionaron en la columna 10 mL de agua destilada y enseguida lentamente 35
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mL de resina Bio-Gel ® P30 de Bio-Rad (2,500 - 40,000 MW) evitando la
formacion de burbujas, se dejé sedimentar la resina y una vez compactada se
elimind el agua abriendo la llave de flujo de la columna y se adicioné mas resina
hasta completar un volumen compactado de 35 mL. La columna se conectd a un
cromatografo Biologic HR Workstation Bio-Rad y se realizé un lavado haciendo
pasar un volumen de agua destilada equivalente al de la resina (35 mL).
Enseguida se pasO buffer de fosfatos 0.1 M, pH 6.5 hasta que la curva de
conductividad se mostrara constante indicando el equilibrio. Una vez lista la
columna, se cargaron 4 mL de la fraccion Ib y se recolectaron fracciones de 2 mL
hasta que paso el volumen total de la columna (35 mL), obteniéndose alrededor de
18 fracciones, a las cuales se les evalu6 la AaM como se describe en el apartado
8.3.5, y aquellas que presentaron actividad antimicrobiana fueron reunidas en una
sola fraccibn denominandose Fraccion llb. Una vez que se termind de usar la

columna se lavé pasando agua destilada y se conservé con azida de sodio 0.05%.

Figura 7. Cromatografia de filtracion en gel: (A) Preparacion de columna; (B) Inyeccion de
Fraccién Ib; (C) Conexion de columna a cromatografo Biologic HR Workstation; (D)

Recoleccién de fracciones.
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8.7.6 RP-HPLC

Un volumen de 10 uL de la Fraccién llb, obtenido mediante cromatografia de
filtracion en gel, fue cargado en una columna Agilent Zorbax 300 SB-C18 (4.6 x 50
mm x 2.7 ym) conectada a un equipo de HPLC (Agilent 1260, USA) (Figura 8). La
elucién fue realizada mediante dos soluciones A (30% acetonitrilo / 0.1% acido
trifluoracético (TFA)) y B (agua destilada / 0.1% TFA) previamente filtradas y
desgasificadas, con un flujo de 0.5 mL/min. La recuperacion de las fracciones
eluidas se realizé a una absorbancia de 230 nm. Las fracciones recuperadas
fueron evaporadas (60 °C/10 h) y resuspendidas en buffer de fosfato pH 6.5, 0.1
M. La AaM de las fracciones obtenidas fue evaluada utilizando Lm como indicador
(apartado 8.4.2) y se denominé como Fraccion lllb a aquella que exhibié actividad.
Pediocina (Sigma Aldrich) fue utilizada como estandar para identificar los tiempos

de retencion aproximados.

Figura 8. Cromatdgrafo Agilent 1260 Infinity (Laboratorio de Microbiologia, ICAp, UAEH).
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8.7.7 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida

Se realizdé una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de
dodecil sulfato de sodio (SDS) de las fracciones Ib, llb y llIb. Las dimensiones de
los geles fueron 8 cm x 10 cm x 1.5 mm. Con el fin de lograr una mejor
separacion, para analisis de las fracciones Ib y IIb el gel separador consistié de
dos secciones, la inferior de 16% y la superior de 13%, para la fraccion lllb este
gel se prepard de 16.5%, el gel concentrador para las tres fracciones fue de 4%
(ANEXO IlI). Una vez solidificado el gel se colocé en la cubeta de electroforesis y
se cargaron 20 pyL de las 3 fracciones mencionadas anteriormente, 10 pyL de
marcador molecular Precision Plus Protein Dual Xtra Standards de Bio-Rad (2 —
250 kDa) y 10 pL de pediocina (Sigma Aldrich®) como indicador. Se aplicé un
voltaje de 50 V por 20 min y posteriormente se aumentd a 100 V por 3 h. Los geles
se tifleron con azul de Coomassie durante 30 min (Figura 9), posteriormente se
destifieron con una solucion de metanol (45%) y acido acético (10%) hasta que el
colorante quedo en la solucién. Para su conservacion, los geles se guardaron en
recipientes herméticos con un volumen suficiente de agua destilada estéril para

cubrirlos completamente.

contenedor de gel
Buffer Condiciones de corrida
de corrida . 50 V /20 min

Micropipeta
— ‘l\ | s 100V / 3h Teﬁido
Solucién de azul

Muestra ' de Coomassie

Cétodo (+)

o

Tina

Fuente de poder

Figura 9. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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8.7.8 Actividad antimicrobiana en geles de poliacrilamida

Para detectar la actividad inhibitoria de los CAM separados a su paso por los geles
de poliacrilamida, se siguié basicamente el método de Bhunia, Johnson, and Ray
(1987). Una vez transcurrida la electroforesis, los geles se lavaron durante 3 h en
agua destilada estéril a temperatura ambiente en una campana de flujo laminar y
se cortaron las secciones donde se observé una banda correspondiente a las
fracciones evaluadas. Posteriormente, en una caja Petri se prepar6 una cama de
10 mL de agar BHI y se dejo solidificar, en ella se colocaron las secciones
cortadas del gel y se cubrieron con una capa de 10 mL de agar BHI suave
inoculado con L. monocytogenes (10° UFC/mL) (ANEXO V). Las placas se
incubaron durante 24 h a 35 °C y se observé si las fracciones presentaban zonas

de inhibicion.

8.8 Analisis estadistico

Los resultados cuantitativos obtenidos fueron examinados por medio del analisis
de varianza (ANOVA) a fin de determinar diferencias significativas a un nivel de

significancia de a=0.05.
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9. RESUTADOS Y DISCUSIONES
9.1 Caracterizacion bioquimica de la BAL1

De acuerdo a investigaciones realizadas dentro del grupo de trabajo
anteriormente, mediante analisis del gen ADNr 16S, se ha reportado que la BAL1
pertenece al género Streptococcus (Mendoza-Mendoza et al.,, 2013),
complementario a esto, en investigaciones mas recientes (no publicadas),
mediante analisis del gen de la superéxido dismutasa A (sodA) se ha revelado que
la BAL1 se trata de un Streptococcus infantarius. Sin embargo para propésitos de

este trabajo seguird nombrandose como BALL.

Para conocer mas acerca de las caracteristicas bioquimicas de la BAL1
productora de CAM, se realizaron distintas pruebas bioquimicas mediante un
sistema API 20 Strep (Biomérieux®), las reacciones enzimaticas y fermentacién de
azucares que componen el sistema API se detallan en el Cuadro 7 asi como los

resultados obtenidos.

Cuadro 7. Comparativo de resultados para pruebas bioquimicas de la BAL1
obtenidos mediante sistema APl 20 Strep (presente trabajo) y algunos datos
reportados por otros autores para Streptococcus infantarius (Romero-Hernandez,
del Campo, & Canton, 2013; Schlegel et al., 2000; Schlegel, Grimont, Grimont, &
Bouvet, 2004).

Test Reaccién enzimatica AP 20 Reportado en
Strep literatura

VP Voges Proskauer + +

HIP Hidrolisis (acido Hipurico) - NM

ESC Hidrdlisis B-glucosidasa (Esculina) - \%
PYRA Pirolidonil arilamidasa - NM
aGAL a-Galactosidasa + +
BGUR B-Glucuronidasa - -
BGAL B-Galactosidasa - -

PAL Fosfatasa alcalina - NM
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LAP Leucina aminopeptidasa + NM
ADH Arginina Dihidrolasa - NM
RIB Acidificacion Ribosa - -
ARA Acidificacion Arabinosa - -
MAN Acidificacién Manitol - -
SOR Acidificacion Sorbitol - -
LAC Acidificacion Lactosa - +
TRE Acidificacion Trehalosa + -
INU Acidificacion Inulina - -
RAF Acidificacion Rafinosa + Vv
AMD Acidificacion Almidon + Vv
GLYG Acidificacién Glicogeno - \%

BHEM Hemodlisis - -

(NM) No mencionado; (V) Resultado variable; (+) Prueba positiva; (-) Prueba negativa, después de
24 h de incubacién a 35 °C.

En algunos trabajos de investigacion publicados por Romero-Hernandez, del
Campo, & Canton, Schlegel, et al., y Schlegel, Grimont, Grimont, & Bouvet
(Romero-Hernandez et al., 2013; Schlegel et al., 2000; Schlegel et al., 2004) se
mencionan ciertas caracteristicas bioquimicas representativas de Streptococcus
infantarius; haciendo un comparativo con lo encontrado en el presente trabajo
(Cuadro 7), podemos destacar resultados positivos (+) para las pruebas a-
Galactosidasa (aGAL, coloracion violeta) y la prueba de Voges Proskauer (VP,
coloracién roja), la cual consiste en la deteccidén de acetoina como resultado de la
fermentaciéon de la glucosa (Eddy, 1961), asi como resultados negativos (-) para
las pruebas B-Glucuronidasa, B-Glalactosidasa (BGUR y BGAL respectivamente,
incoloro), B-Hemolisis y acidificacion de azUcares como ribosa, arabinosa, manitol,
sorbitol e inulina (RIB, ARA, MAN, SOR e INU respectivamente, coloracién roja)
(Figura 10), dicha comparacién resulta concordante con lo observado por otros
autores para S. infantarius, con excepcién de las pruebas de acidificaciéon de

lactosa (LAC) y Trehalosa (TRE), donde los resultados son distintos; sin embargo,
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basandonos también en los analisis previos de los genes ADNr 16S y SodA, es
probable que la BAL1 sea una variante nativa de la especie Streptococcus
infantarius, que como ya se ha mencionado fue aislada de la bebida mexicana
llamada pozol (Tavera-Montes, 2010). Sin embargo, se deben realizar mas
estudios para confirmar plenamente la identidad de la BAL1 usada en esta

investigacion.

|

erl 20STREP | :

|
|
|

VP H|P ESC PVRA aGAL ﬂGUR BGAL PAL LAP ADH RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU RAF AMD  GLYG

Figura 10. Deteccién de actividad enzimatica o fermentacion de azlcares en sistema API

20 Strep, compuesto por 20 microtubos.
9.2 Fermentacion en biorreactor

9.2.1 Evolucién de labiomasa de BAL1

La Figura 1la muestra la cinética de crecimiento de la BAL1 obtenida en las
fermentaciones en biorreactor agitado mecanicamente usando medio conteniendo
melaza (4% p/v) a condiciones de 200 rpm, aireacion 1 L/min y 30 °C. La
concentracion inicial de BAL1 fue de 0.38 g/L (Desviacion estandar, DE=0.12),
alcanzandose la maxima concentracion de biomasa desde las 6 h (1.17 g/L,
DE=0.17), misma que ya no sufrio cambios significativos durante el resto del
proceso (P<0.05). Todos los datos de concentracion de biomasa obtenidos fueron
ajustados al modelo Sigmoidal de 4 parametros, mediante el programa SigmaPlot

v. 12.5, obteniéndose un coeficiente R?=0.81 asociado con la siguiente ecuacion,
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0.8490

< _t—3.5670> 3)
1+ 1.0971

Con base en la Ecuacion (3), mediante el programa MathCAD v. 14, se

X=0.3422+

determinaron las evoluciones de la velocidad de crecimiento (dX/dt; g/(L h)) y de

la velocidad especifica de crecimiento (ude/dt-l/X; h'), exhibidas en las

Figuras 11b y 11c, respectivamente. La pmax fue 0.28 h™. En investigaciones
previas a este trabajo Lopez-Ortega (2014), realizo el crecimiento de la BAL1 a las
mismas condiciones de fermentacién que en este estudio, pero usando un medio
de cultivo a base de lactosuero, se encontraron mayores valores de Xmax ¥ Hmax
que los reportados en este trabajo (1.65 g/L y 0.56 h™, respectivamente) lo cual
debe ser resultado de que el medio MCA-Il usado por Lépez-Ortega (LOpez-
Ortega, 2014) promovid una mayor produccion de biomasa de BAL1,
probablemente debido a una mayor afinidad de la bacteria por las fuentes de
nutrimentos encontradas en el medio a base de lactosuero. En la literatura existen
pocos trabajos acerca del cultivo de BAL en medios con melazas a nivel de
fermentador. En este sentido se ha reportado la produccion de acido lactico por
Enterococcus faecalis (Wee et al, 2004), por Lactobacillus delbrueckii
(Dumbrepatil et al., 2007) y por Lactococcus lactis (Meziane, 2011). Sin embargo,
son aun menos frecuentes los reportes sobre la produccion de bacteriocinas de
BAL en medios a base de melaza (Metsoviti et al., 2011; Todorov & Dicks, 2007),
encontrandose estudios con Leuconostoc mesenteroides E131 y con Lactobacillus

pentosus ST712BZ, pero no con BAL pertenecientes al género Streptococcus.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de la BAL1 en medio de cultivo MMP gque contiene 4%
p/v melaza, en fermentaciones por cuadruplicado en tanque agitado mecanicamente (200
rpm) con aireaciéon de 1 L/min y 30 °C. a) Evolucion de la concentracion de biomasa
mostrando el mejor ajuste de todos los datos al modelo Sigmoidal de 4 parametros (Ec.
3). Con base en la Ecuacion 3, predicciones de: b) velocidad de produccién de biomasa
(g/(L h)), y ¢) velocidad especifica de crecimiento (h™).

Por otra parte, si existen publicados diversos trabajos con enfoques cualitativos y
cuantitativos, referentes a la produccion de bacteriocinas por cepas del género

Streptococcus creciendo en medios complejos que no contienen melazas: S. bovis
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(Iverson & Millis, 1976; Mantovani, Kam, Ha, & Russell, 2001), S. infantarius (Jans
et al.,, 2012), S. macedonicus ACA-DC 198 (Maragkoudakis et al., 2009) y
Streptococcus phocae PI80 (Arul, 2009) , entre otros articulos relevantes en el

tema.
9.2.2 Evoluciéon de pHy concentraciéon de acido lactico

La cuantificacion de acido lactico en las fermentaciones fue determinada por
titulacion con solucion valorada de NaOH 0.01 N y fenolftaleina como indicador. La
Figura 12a presenta la evolucion de la concentracion de acido lactico en las
fermentaciones de BAL1 creciendo en medio con melaza. La BAL1 pertenece al
género Streptococcus, las cuales son BAL homolacticas (Prescott, Harley, & Klein,
2002), capaces de producir acido lactico como producto principal de la conversion
de fuentes de carbono disponibles en el medio, como glucosa y/o lactosa, lo cual
puede ocasionar un importante descenso del pH como se ve en la Figura 12c. El
pH al iniciar la fermentacién fue 6.2 (DE=0.1), descendiendo de forma importante
de manera que a las 9 h, éste ya era 4.1 (DE=0.1), el cual ya no cambié de forma
significativa el resto de proceso. Iverson y Millis (Iverson & Millis, 1976) estudiando
la produccion de bacteriocinas por 47 aislados de la especie Streptococcus bovis,
asi como probando cinco medios de cultivo, al final de las fermentaciones
registraron valores de pH entre 4.2 y 4.4 cuando sus especimenes crecieron en
medio compuesto por 0.5% (p/v) glucosa y 0.05 M buffer TES (acido N-
tris(hidroximetil)metil-2-amino  etano sulfénico). Por otra parte, Jans vy
colaboradores han reportado que el cultivo de S. infantarius subespecie infantarius
CJ244, aislado en Africa, acidula medios con lactosa con pH inicial de 6.8 hasta
4.54 cuando el cultivo se lleva en condiciones de agitacion orbital de 140 rpm y 37
°C (Jans et al., 2012). Sabiendo que Streptococcus spp. son heterétrofos que
fermentan azucares para producir acido lactico, sin gas, como el mayor producto -
por ser una BAL homolactica (Prescott et al., 2002)-, resulta l6gico esperar un

descenso importante en el pH en el desarrollo de fermentaciones de la BALL, lo
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cual es coincidente con lo reportado por otros autores al realizar estudios con

otras especies de Streptococcus (lverson & Millis, 1976; Jans et al., 2012).
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Figura 12. Cinética de produccion de acido lactico durante fermentaciones de la BAL1 en
medio de cultivo con 4% p/v melaza, en tanque agitado mecanicamente (200 rpm) con
aireacion de 1 L/min y 30 °C. a) Evolucién de la concentracion de acido lactico mostrando
el mejor ajuste de los datos al modelo Sigmoidal de 4 parametros (Ecuacion 4); b)
velocidad especifica de produccion de acido lactico (gacido 1actico/ (Obiomasa N)); Y €) evolucién

del pH durante las fermentaciones.
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Al inicio de las fermentaciones la concentracion de acido lactico fue 3.68 g/L
(DE=0.09) y ésta se increment6 notablemente hasta 7.53 g/L (DE=0.7) at=9 h, la
cual ya no cambié significativamente el resto del proceso. Los datos de
concentracion de acido lactico obtenidos fueron ajustados al modelo Sigmoidal de
4 parametros, mediante el programa SigmaPlot v. 12.5, obteniéndose la Ecuacién
4 asociada con R*=0.93.

4.5067

AL=3.5257+ W (4)

1+ 1.2424

Por otra parte, con base en la Ecuacion (4), mediante el programa MathCAD v. 14,

se determind la evolucion de la velocidad especifica de produccién de acido lactico

(R, = Y4B/ 1/ Gaco actco/ Giomasa 1), exhibida en la Figura 12b, donde el

maximo valor registrado fue Ra.max=0.88 Qacido I4ctico/(Obiomasa N) aproximadamente
en t=5 h. En un estudio realizado por Lopez-Ortega (2014), propago la BAL1 a las
mismas condiciones de proceso pero usando medios con lactosuero, logrando una
mayor concentracion de acido lactico (7.87 Qacido lactico/L, DE=0.14) asi como un
valor mayor de Raimax (1.49 Qacido lactico/(Obiomasa N)). NO existen reportes de valores
de Ra.max durante fermentaciones con Streptococcus para la produccion de
bacteriocinas utilizando medios con melazas. No obstante, es interesante
mencionar algunos datos relacionados, aunque los especimenes o medios de
cultivo utilizados hayan sido diferentes de lo relativo al presente trabajo. Por
ejemplo, Wee y colaboradores (Wee et al., 2004) reportaron la produccion de
acido lactico en fermentaciones de Enterococcus faecalis en medios con 13% p/v
melazas, en tanque agitado a 200 rpm, 38 °C y control de pH a 7, logrando
alcanzar 85 Qacido lacico/l €n 15 h de proceso. Por otra parte, Aktypis y
colaboradores (Aktypis, Tychowski, Kalantzopoulos, & Aggelis, 2007) estudiaron la
produccion de la bacteriocina termofilina T producida por Streptococcus

thermophilus ACA-DC 0040 en cultivos por lote en biorreactor, usando medios
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complejos sin melazas, a 37 °C, 50 rpm y pH controlado en 6.2, determinando
concentraciones de &cido lactico de 9 Qacido 1aciico/L @ las 15 h, resultando estos

valores muy parecidos a lo que observamos en la presente investigacion.

9.3 Evolucién de la actividad antimicrobiana

La Figura 13 muestra los resultados de produccion de actividad antimicrobiana en
(UA/mL) exhibida durante las fermentaciones de BAL 1creciendo en medio MMP
con 4% p/v melazas, en fermentador agitado mecanicamente. A manera de
control, también se presentan los resultados correspondientes utilizando medio
MRS.
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Figura 13. Cinética de actividad antimicrobiana durante fermentaciones de la BAL1 en
medio de cultivo MMP con 4% p/v melaza, en tanque agitado mecanicamente (200 rpm)
con aireacion de 1 L/min y 30 °C. Se presentan también los resultados correspondientes

cuando se us6 medio MRS.
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Puede observarse claramente que durante las primeras 6 h del proceso, la
produccién de actividad antimicrobiana mantuvo una relacién proporcional con la
cantidad de biomasa de BAL1 presente (Figura 11a), exhibiéndose el maximo de
actividad en t=6 h: 8,624 UA/mL (DE=2,730) en medio MMP y 10,600 UA/mL
(DE=488) en MRS; pasando este tiempo, la actividad tiende a disminuir siendo
mayor la tasa de disminucién en medio MMP, probablemente por la presencia de
mayores actividades proteoliticas, entre otras posibilidades (a t=15 h, 4,691
UA/mL (DE=1,497) en medio MMP y 9,946 UA/mL (DE=215) en MRS). Por otra
parte, la maxima actividad exhibida en MRS fue (10,600/8,624)=1.23 veces la
determinada en medio MMP, lo cual hace pensar que la BAL1 tuvo una mayor
“afinidad” por el medio MRS, complejo y muy nutritivo, pero también debe
considerarse que aun no se realizan los estudios para la optimacion del medio
MMP. Ademas, con relacion a la notable disminucion de la actividad antilisterial
registrada después de las 6 h de proceso, particularmente usando el medio MMP,
en trabajos relacionados se han observado situaciones muy similares. Por
ejemplo, Aktypis y colaboradores (Aktypis et al., 2007) observaron una notable
disminucion de la actividad de termophilina T durante cultivos de S. thermophilus
ACA-DC 0040 en medios complejos (Figura 14).
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Figura 14. Actividad bacteriocina producida por S. thermophilus ACA-DC 0040, en cultivo

por lote, usando caldo Elliker modificado, a 37 °C y pH controlado en 6.2. Tomado de

(Aktypis et al., 2007).
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De forma similar, Todorov y colaboradores (Todorov et al.,, 2011) estudiaron la
produccion de bacteriocinas por Lactobacillus sakei R1333 aislado de salmoén
ahumado, en fermentador de 2 L de MRS, a 30 °C, agitacién a 100 rpm y control
de pH a 6.5, usando como indicador a Listeria innocua F, encontrando un maximo
en la actividad antimicrobiana, entre 800 y 1,600 UA/mL, entre las 5y 12 horas del
cultivo, para disminuir de forma importante hasta el final de los procesos (Figura
15).
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Figura 15. Produccion de bacteriocina R1333 (AU/mL) por L. sakei R1333 creciendo en

MRS con (D") y sin (“£-) Tween 80. Tomado de (Todorov et al., 2011).

En otro trabajo donde se reportan investigaciones con distintos medios de cultivo,
entre ellos melazas del 2 al 10% p/v, en fermentaciones a 30 °C sin agitacion, se
lograron actividades de bacteriocina muy modestas (200 UA/mL) con la BAL,
Lactobacillus plantarum ST13BR (Todorov, Van Reenen, & Dicks, 2004). Estas
actividades antimicrobianas equivalen solo al (200/8,624)x100=2.3% de la maxima
reportada en el presente trabajo al crecer a la BAL1 en medio MMP que contiene

4% p/v melaza.
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9.3.1 Efecto de la proteinasa K sobre la actividad antimicrobiana

Con el fin de determinar la naturaleza proteica de los CAM producidos por la
BAL1, el sobrenadante concentrado libre de biomasa fue sometido a un
tratamiento con una solucion de proteinasa K (1 mg/mL) e incubacién a 37 °C por
1 h, obteniéndose como resultado una pérdida total de la AaM (Figura 16). En
trabajos relacionados se ha reportado la inactivacion de diversas bacteriocinas
producidas por bacterias del genero Streptococcus después la digestion con
proteinasa K como el caso de una bacteriocina producida por S. thermophilus 81
(lvanova et al., 1998), termofilina 1277 producida por S. thermophilus 1277
(Kabuki, Uenishi, Watanabe, Seto, & Nakajima, 2006), bovicina HJ50 producida
por S. bovis HJ50 (Xiao, 2004) y salivaricina 9 producida por S. salivarius NU10
(Barbour, Philip, & Muniandy, 2013) por mencionar algunas. La obtencion de estos
resultados sugiere firmemente que la naturaleza bioguimica de los CAM

producidos por la BAL1 corresponde a péptidos antimicrobianos tipo bacteriocinas.

Figura 16. Efecto del tratamiento con proteinasa K (1 mg/mL) sobre la actividad
antimicrobiana de CAM contra L. monocytogenes. a) Perdida de actividad antimicrobiana
por efecto de digestién con proteinasa K; b) Control negativo (sobrenadante concentrado
sin tratamiento con proteinasa K; ¢) Control positivo (proteinasa K, 1 mg/mL + agua).
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9.3.2 Concentraciéon minima inhibitoria

Se realizé la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) con el fin
de conocer la concentracion minima (UA/mL) a la que los CAM son capaces de
inhibir el crecimiento visible de Lm. Las concentraciones evaluadas fueron 2.5, 5,
10, 20, 40 y 80 UA/mL. El blanco, asi como la caja correspondiente a 2.5 UA/mL
presentaron crecimiento visible de Lm (colonias pequefias de color grisaceo con
halo negro, caracteristico del crecimiento de Lm en agar Oxford) desde las 16 h de
incubacion a 35 °C, mientras que el tratamiento con 5 UA/mL mostré un ligero
crecimiento a partir de las 20 h. Referente a las concentraciones correspondientes
a 10, 20, 40 y 80 UA/mL los resultados pueden apreciarse en el Cuadro 8,
destacando el tratamiento con 20 UA/mL que logré inhibir a Lm por 24 h, motivo
por el cual se seleccioné dicha concentracion como la minima inhibitoria. Por otro
lado es importante sefialar que con 80 UA/mL, el desarrollo de Lm fue inhibido
hasta por 48 h. Millette y colaboradores (Millette et al., 2008) en un trabajo similar
pero con Pediococcus acidilactici MM33, reportaron una CMI de 200 UA/mL contra
L. monocytogenes mientras que Kaur y colaboradores (Kaur et al.,, 2013)
mencionan una CMI para pediocina 34, de 540 UA/mL contra L. monocytogenes
ATCC 53135 inhibiéndola por 18 h. De los resultados mencionados anteriormente,
se puede sugerir que los CAM producidas por la BAL1 cuentan con una alta
eficacia para inhibir el crecimiento del patégeno Lm lo cual es de gran interés por

el potencial que esto conlleva en la industria de aditivos naturales.
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Cuadro 8. Cinética de crecimiento de L. monocytogenes en agar Oxford, en contacto con sobrenadante concentrado libre

de biomasa (MRS, t=6 h) producido por BAL1 a diferentes concentraciones.

Tiempo UA/mL
Blanco
(h) 5 10 20 40 80

SC

SC

SC

(SC) Sin crecimiento visible.
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9.4 Purificacion de compuestos antimicrobianos

La purificacion de los CAM producidos por la BALL, crecida en medio MRS, se
hizo siguiendo un método de tres pasos. El primero paso consistio en una doble
precipitacion, iniciando con sulfato de amonio a 50% y posteriormente con 4
volimenes de acetona fria (-20 °C), mediante esta etapa se obtuvo la Fraccion
denominada Ib. En el segundo paso, la Fracciéon Ib fue sometida a una
cromatografia de filtracion en gel empleando una resina Bio-Gel ® P30 con un
tamafio de exclusion de 2,500 - 40,000 MW, en esta etapa se obtuvieron cerca de
18 fracciones, a las cuales se les evalu6 la AaM mediante el método de difusion en
agar, solo aquellas que exhibieron actividad contra Lm se reunieron en una sola
obteniendo la fraccién indicada como Ilb. En el ultimo paso se realizé una
cromatografia RP-HPLC, mediante la cual se obtuvieron dos picos (Fracciones Ay
B) a una absorbancia de 230 nm (Figura 17), fueron colectados y evaluados por el
meétodo de difusién en agar contra Lm. Solo la fraccion correspondiente al pico B

con un tiempo de retencion de 2.080 min presentd actividad antilisterial; esta

fraccion se nombré Fraccion llib.
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Figura 17. Cromatograma RP-HPLC de Fraccion llb en una columna Agilent Zorbax 300
SB-C18 (4.6 x 50 mm x 2.7 um), eluida mediante solucion A (30% acetonitrilo / 0.1% TFA)
y B (agua destilada / 0.1% TFA) con un flujo de 0.5 mL/min.
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Como referencia para establecer un punto de comparacion, se utilizd una
Pediocina (bacteriocina de clase Ila) comercial que fue inyectada al HPLC bajo las
mismas condiciones que la Fraccion llb, obteniéndose un espectro similar al
conseguido por los CAM de la BALL, dicho espectro puede apreciarse en la
Figural8, en él se exhiben dos picos principales donde de manera analoga la
fraccion del pico B fue aquella que mostro actividad contra Lm pero con un tiempo

de retencion de 1.800 min.
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Figura 18. Cromatograma RP-HPLC de Pediocina (Sgma Aldrich®) en una columna
Agilent Zorbax 300 SB-C18 (4.6 x 50 mm x 2.7 um), eluida mediante soluciéon A (30%
acetonitrilo / 0.1% TFA) y B (agua destilada / 0.1% TFA) con un flujo de 0.5 mL/min.

En la literatura no existen reportes para la produccién de bacteriocinas por parte
de Streptococcus infantarius, sin embargo en un trabajo similar reportado por Arul
(2009), se encontr6 un tiempo de retencién de 12.94 min para focaecina PI180 -una
bacteriocina producida por Streptococcus phocae PI80- usando una columna C18
(Luna 5 um, 4.6 x 250 mm; Phenomenex, CA, U.S.A.), elucién con 90% de una
solucion A (0.1% p/v TFA en 5% v/v acetonitrilo y agua) y 10% de una solucion B
(0.1% TFA in 100% acetonitrilo), un flujo de 1mL/min y deteccion a 220 nm, lo cual
representa (12.94/2.080)=6.2 veces el tiempo obtenido en el presente trabajo.
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Por otro lado, en SDS-PAGE la Fraccion Ib exhibié una banda, ubicando el peso
molecular (PM) de los CAM cerca de 9 kDa en comparacion con 4.9 kDa
obtenidos por el estandar de pediocina, ambas bandas mostraron actividad contra
Lm (Figura 19).

Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE: 1) Gel 13-16% tefiido con azul de Coomassie
donde a) Fraccién Ib; b) pediocina Sigma Aldrich®; 2) Zonas de inhibicién de Listeria

monocytogenes en gel correspondientes a Fraccién Ib (a) y pediocina Sigma Aldrich® (b).

Diversas bacteriocinas producidas por BAL del género Streptococcus han sido
reportadas en la literatura, no obstante el rango de PM encontrados es muy
diverso, Balakrishnan y colaboradores (Balakrishnan, Simmons, Carne, & Tagg,
2000), reportaron un PM de 4.806 kDa para mutacina N producida por S. mutans
N, por su parte Wang y colaboradores (Wang et al., 2014) reportaron 3.428 kDa
para bovicina HJ50 producida por S. bovis HJ50, mientras que Arul (Arul, 2009)
menciona un PM de 9.24 kDa para focaecina P180 producida por S. phocae PI80,
ésta Ultima de PM muy similar al evidenciado por los CAM producidos por la BAL1
(S. infantarius). De manera similar se han reportado PM mucho mayores a los ya
mencionados, por ejemplo dysgalactina aislada de S. dysgalactiae subsp.
equisimilis tiene un PM de 21 kDa, Stellacina 29 kDa y SA-M57 17 kDa
producidas por S. constellatus subsp. constellatus y S. pyogenes M tipo 57,

respectivamente (Mouloud, Daoud, Bassem, Laribi Atef, & Hani, 2013).

Por otro parte, la Fraccion Ilb obtenida mediante cromatografia de filtracion en gel
mostré una banda muy tenue, sin embargo, mas limpia en comparacién con la
Fraccion Ib mientras que el extracto correspondiente a la Fraccién lllb (RP-HPLC)

presentd una banda practicamente limpia (Figura 20-2). Las bandas mostradas por
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las tres fracciones evaluadas, presentaron actividad contra Lm (Figura 20-3). El
hecho de visualizar una banda libre de restos del medio de produccion u otros
contaminantes sugiere que el método de tres pasos propuesto en el presente
trabajo, representa una opcién viable para la purificacion de los CAM producidos

por la BAL1, lo cual es de fundamental para lograr su secuenciacion.

Figura 20. Purificacibn de CAM producidos por la BAL 1 (Streptococcus infantarius)
mediante método de tres pasos: 1) Marcador molecular (Biorad®). 2) Gel 13-16% (a y b),
gel 16.5% (c) tefido con azul de Coomassie donde a) Precipitacion doble con (NH,;),SO,y
acetona (Fraccion Ib); b) Cromatografia de filtracion en gel (Fraccion Ilb); ¢) RP-HPLC
(Fraccion llib). 3) Zonas de inhibicion de Listeria monocytogenes en gel correspondientes

a fraccion Ib, lib y llib.

Algunas de las caracteristicas de las bacteriocinas de la clase Illa son un PM
menor de 10 kDa y gran actividad antilisteria (Drider, Fimland, Hechard, McMullen,
& Prevost, 2006), por tanto, basandonos en los resultados obtenidos podriamos
sugerir que los CAM aislados de S. infantarius podria tratarse de una bacteriocina

de este tipo.
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10. CONCLUSIONES

La bacteria acido lactica, Streptococcus infantarius, aislada del pozol, una bebida
fermentada tradicional mexicana, produce una actividad antilisterial sobresaliente
creciendo en un medio econdmico que incorpora melaza (subproducto de la
industria azucarera), presentandose como una alternativa viable para la eventual
sustitucion de medios comerciales (MRS, M17) que incrementan los costos de
produccion, especialmente en producciones de mayor escala. Por otra parte, con
base en los estudios de electroforesis de las fracciones obtenidas a partir del
caldo de fermentacion de la BAL1, asi como la exhibicion de actividad antilisterial,
termoresistencia (110 °C/10 min) y naturaleza proteinica, los CAM producidos
podrian ser de naturaleza bacteriocina tipo lla. EI método de purificacion de tres
pasos propuesto en el presente trabajo, podria representar una opcion viable para

la purificaciéon de los CAM producidos por Streptococcus infantarius.
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11. RECOMENDACIONES PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

» Optimizar el medio MMP para la produccion de compuestos antimicrobianos
por BALL.

> Explorar otras condiciones de fermentacibn en biorreactor para la
produccion de compuestos antimicrobianos por BAL1 usando el medio

MMP optimizado.

» Caracterizar los efectos de la temperatura, pH y tiempo de almacenamiento
sobre la actividad antimicrobiana producida.

> Realizar la secuenciacion los compuestos antimicrobianos obtenidos.

» Evaluar el peso molecular de los compuestos antimicrobianos por un

método mas preciso, como espectrofotometria de masas (MALDI-TOF).

» Valorar la microscopia electrénica de barrido como método para visualizar
el efecto de los compuestos antimicrobianos sobre la membrana plasmatica

de Listeria monocytogenes, en principio.
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12. ANEXOS

ANEXO |

DIFUSION EN AGAR POR GOTA

e Formulacién del agar BHI suave

Reactivo Cantidad
Caldo BHI 15¢g
Agar 0.8g
Agua destilada estéril 100 mL

e Prueba de gota (Dilucién critica)

10°UFC

Gelificacion de agar

- 50pL
(35°C /24 h)

50 pL
~ (35°C/6h)

Vertido
en placa

Caldo BHI Caldo BHI
estéril (5mL) estéril (5 mL)

Agar suave BHI
estéril (10 mL)

Maxima dilucién 2" a la que se
aprecia una zona de inhibicién

clara y definida Gotas (10 pL)

Diluciones 2"

Obtencidn de halos de inhibicion

Figura A.1. Metodologia para la prueba de difusion en agar
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ANEXO Il

PREPARACION DE BUFFER DE FOSFATOS

e Solucion A:
Fosfato de sodio monobéasico monohidratado (NaH,PO4®¢H,0) 0.2 M

Pesar 27.6 g y colocarlos en un matraz aforado de 1 L, disolver con agua destilada
y aforar.

e Solucion B:
Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (Na,HPO4¢7H,0) 0.2 M

Pesar 53.65 g y colocarlos en un matraz aforado de 1 L, disolver con agua

destilada y aforar.

Sol. A Sol. B Agua destilada

PH (mL) (mL) (mL)

6 438.5 61.5

6.1 425 75

6.2 407.5 92.5

6.3 387.5 112.5 >00

6.4 367.5 132.5

6.5 342.5 157.5

La molaridad obtenida serd de 0.1, omitir adicibn de agua para obtener una

solucién 0.2 M.
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ANEXO Il

SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS SDS-PAGE

e Acrilamida 29% / Bisacrilamida 1%

La acrilamida monomérica es neurotoxica, se debe usar guantes y mascarilla para
su manipulacion. En un volumen de 100 mL de agua desionizada mezclar hasta
disolver 29 g de acrilamida y 1 g de N,N’-metilen-bis-acrilamida. Filtrar con

membrana de 0.22 um. Almacenar a 4 °C.

e Tris-HCI, 8%, pH 8.8

Disolver 6.05 g de Tris base en 40 mL de agua desionizada, ajustar el pH a 6.8

con HCI 1 N y aforar a 100 mL. Almacenar a 4 °C.

e Tris-HCI, 4%, pH 6.8

Pesar 182 g de Tris base y disolver en 300 mL de agua desionizada, ajustar el pH
a 8.8 con HCI 1 N y aforar a 500 mL. Almacenar a 4 °C.

e Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%

Pesar 1 g de SDS y disolver en 10 mL de agua desionizada. Almacenar a 4 °C.

e Persulfato de amonio al 10%

Disolver 0.1 g de persulfato de amonio en 1 mL de agua desionizada. Almacenar a
4 °C.
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e Solucion de tincion Azul de Coomassie

Mezclar 50% de metanol, 10% de acido acético, 40% de agua destilada, 0.05%
(p/v) azul de Coomassie. Ajustar cantidades a utilizar. Esta solucién se puede

almacenar a temperatura ambiente hasta por un mes.

e Solucion destefidora

Mezclar 45% v/v metanol, 10% v/v &acido acético, 45% v/v agua desionizada.

Almacenar a temperatura ambiente.

e Buffer de corrida 5% (Tris-Glicina)

Disolver 72 g de glicina, 15.1 g de Tris base, 5 g de SDS en agua desionizada y
aforar a 1000 mL sin ajustar pH. Para preparar la solucién de corrida 1x (SDS
0.1% en Tris -Glicina pH 8.3) diluir 1:5 la solucidon 5x. Almacenar a temperatura

ambiente.

e Buffer de muestra

Disolver 1.2 g de SDS, 0.93 g de ditiotreitol (DTT), 6 mg de azul de bromofenol,
3.75 mL de buffer Tris-HCI pH 6.8, 6 mL de glicerol y ajustar hasta 10 mL.
Distribuir en tubos Eppendorf ® de 1 mL y guardar a -20 °C.
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e Preparacion de geles de poliacrilamida

Gel separador 0.375 M Tris, pH 8.8

13% 16% 16.5%
Agua desionizada 3.1mL 2.1 mL 2.17 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5 mL 2.5mL 2.5 mL
10% (p/v) SDS 50 pL 50 pL 50 pL
Acrilamida / Bisacrilamida
29% / 1% piv) 4.3 mL 5.3 mL 5.47 mL
10% p/v persulfato de sodio 50 pL 50 pL 50 pL
TEMED 5L 5L 5L
Volumen total 10.005 mL 10.005 mL 10.005 mL

Gel concentrador 0.125 M Tris, pH 8.8

4%

Agua desionizada 3.075 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 mL
10% (p/v) SDS 25 uL
Acrilamida / Bisacrilamida

(29% / 1% piv) 067 mL
10% p/v persulfato de sodio 25 uL
TEMED SuL
Volumen total 5.05 mL
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ANEXO IV

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN GELES DE POLIACRILAMIDA

e Formulacion del agar BHI

Reactivo Cantidad
Caldo BHI 3.6¢g
Agar 179
Agua destilada estéril 100 mL

Figura A.2. Evaluacion de actividad antimicrobiana en geles de poliacrilamida: (A)
Corte del gel; (B) Preparacion de cama con agar BHI placa; (C) Colocacién de gel
sobre cama de agar BHI placa; (D) Inoculacion de agar BHI suave con Listeria

monocytogenes (10° UFC); (E) Cobertura de gel con agar BHI suave.
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