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RESUMEN

Las bacterias &cido lacticas (BAL) pueden producir compuestos de naturaleza proteica con
actividad antimicrobiana como bacteriocinas, peptidoglucano hidrolasas (PGHs) vy
recientemente identificadas, algunas proteinas ribosomales. Dentro de los géneros de BAL
productoras de compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica se han reportado
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus y Lactobacillus. En el grupo de trabajo
dirigido por la Dra. Edith Ponce Alquicira (UAM-Iztapalapa) se aislé una cepa de un producto
carnico (salami) con actividad antimicrobiana; por lo que el objetivo de este trabajo fue
determinar si la actividad antimicrobiana presente en el extracto celular se debe a compuestos
antimicrobianos de naturaleza proteica, asi como evaluar el efecto de la concentracién de

carbono y nitrégeno en el medo de cultivo en la actividad antimicrobiana.

La cepa de estudio fue identificada como Lactobacillus paraplantarum mediante amplificacion
del gen de referencia 16S ARNr y del gen recA; ademas del perfil proteico obtenido por
espectrometria de masas (MALDI-TOF-Biotyper). Se determiné la actividad antimicrobiana del
extracto crudo producido por esta cepa, asi como de los extractos de bacteriocinas y PGHs
mediante la prueba de difusion en agar. Se observo la actividad antimicrobiana de las proteinas
mediante el empleo de zimogramas contra Micrococcus lysodeikticus; las bandas
correspondientes a la actividad antimicrobiana fueron identificadas por espectrometria de
masas. Posteriormente, se evallo el efecto de diferentes concentraciones carbono y nitrégeno
en el medio de cultivo sobre la cinética de crecimiento, pH y la actividad antimicrobiana.
Ademas, se determiné la actividad antagonica de L. paraplantarum frente a microorganismos
de interés en los alimentos. Finalmente se identifico la naturaleza de la actividad antimicrobiana

del extracto de PGH mediante el método de especificidad de sustrato.

En la identificacion del gen 16S ARNr completo, el porcentaje de similitud de la cepa con
respecto a una secuencia del BLAST-n fue del 92% para L. plantarum y L. paraplantarum, por
lo que se realizé la amplificacion del gen recA para la diferenciacion de estas dos especies;
siendo positivo para L. paraplantarum con un amplicon de 107 pb. La identificacién por género
y especie se corroboré por espectrometria de masas con un nivel de fiabilidad de 2.16 generado
mediante MALDI-TOF Biotyper. Con respecto a la actividad antimicrobiana, los extractos
obtenidos de L. paraplantarum mostraron actividad antibacteriana contra Listeria innocua, con
una actividad 2.3 veces mayor en el extracto de PGH con respecto al extracto de la bacteriocina
(proteina ribosomal). Por otra parte, L. paraplantarum presentd bandas de actividad

antibacteriana en 13.1- y 66.6- kDa en geles de poliacrilamida, Tris-Tricina y Tris-Glicina,
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respectivamente. Los resultados de la identificacion por espectrometria de masas fueron para
la proteina de bajo peso molecular, la 50S proteina ribosomal L14 y para la proteina de alto
peso molecular, una muraramidasa, el cual se verificO mediante especificidad por sustrato al dar
positivo para N-acetilmuramidasa. Los resultados obtenidos proporcionan relevancia, debido a
la primera visidn de actividad antimicrobiana por una proteina ribosomal y una PGH producida
por L. paraplantarum, demostrando la capacidad de la cepa en producir nuevos compuestos
antimicrobianos. Por lo que se sugiere su investigacion para uso en la industria alimentaria como

bioconservadores y en la industria farmacéutica como reemplazo a los antibiéticos.

En cuanto al efecto de las diferentes concentraciones carbono y nitrégeno en el medio de cultivo,
se obtuvo un mayor crecimiento y actividad antimicrobiana en L. paraplantarum al incrementar
2.1 veces la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo. Por dltimo L. paraplantarum
presento actividad antagénica contra microrganismos de interés en alimentos como L. innocua,

Weissella viridescens, Salmonella spp. y Escherichia coli.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (BAL) can produce antimicrobial protein compounds like bacteriocins,
peptidoglycan hydrolases (PGHs) and recently, some ribosomal proteins have been identified.
Among the BAL genera that produce antimicrobial protein compounds are Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus and Lactobacillus. In the working group led by PhD
Edith Ponce Alquicira (UAM-Iztapalapa) a strain of a meat product (salami) with antimicrobial
activity was isolated. Therefore, the aim of this work was to determine if the antimicrobial activity
present in the cell-free extract (supernatant) is due to antibacterial protein compounds, as well
as to evaluate the effect of carbon and nitrogen concentration in the culture medium on

antimicrobial activity.

The amplification of the 16S rRNA gene reference gene and the recA gene; in addition to the
protein profile obtained by mass spectrometry (MALDI-TOF-Biotyper), they were used to identify
the strain. Once the strain was identified as Lactobacillus paraplantarum, the antimicrobial
activity of the cell-free extract (supernatant) produced by the strain was determined, as well as
the bacteriocin and PGH extracts by agar diffusion test. Proteins with antimicrobial activity were
identified using zymograms against Micrococcus lysodeiktikus and polyacrylamide gels (SDS-
PAGE), where bands corresponding to antimicrobial activity were sent to be identified by mass
spectrometry. Subsequently, the effect of different carbon and nitrogen concentrations in the
culture medium on growth kinetics, pH and antimicrobial activity. In addition, the antogonic
activity of L. paraplantarum was determined against microorganisms of interest in food. Finally,
the nature of the antimicrobial activity of PGH extract was identified by the method of substrate

specificity.

In the identification of the complete 16S rRNA gene, the percentage of similarity of the strain with
respect to a BLAST-n sequence was 92% for L. plantarum and L. paraplantarum, so amplification
of the recA gene was performed for differentiation of these two species; being positive for L.
paraplantarum with an amplicon of 107 bp. The identification by genus and species was
corroborated by mass spectrometry with a 2.16 score generated by MALDI-TOF Biotyper. With
regard to antimicrobial activity, extracts obtained from L. paraplantarum showed antimicrobial
activity against Listeria innocua, with an activity 2.3 times higher in PGH extract with regard to
the extract of the bacteriocin (ribosomal protein). On the other hand, L. paraplantarum presented

bands of antimicrobial activity in 13.1- and 66.6- kDa in polyacrylamide gels, Tris-Tricine and



Tris-Glycine, respectively, obtaining as a result of mass spectrometry identification for the low
protein molecular weight to the 50S ribosomal protein L14 and for the high molecular weight
protein, a muraramidase, which was verified by substrate specificity by testing positive for N-
acetylmuramidase. These results provide relevance, due to the first vision of antimicrobial activity
by a ribosomal protein and a PGH produced by L. paraplantarum; demonstrating the strain’s
ability to produce new ampromicrobial compounds. Therefore, its research is suggested for use
in the food industry as bioconservatives and in the pharmaceutical industry as a replacement for

antibiotics.

Regarding the effect of different carbon and nitrogen concentrations on the culture medium,
greater growth and antimicrobial activity in L. paraplantarum was obtained by increasing 2.1
times the concentration of nitrogen in the culture medium. Finally, L. paraplantarum presented
antagonistic activity against microorganisms of interest in foods such as L. innocua, Weissella

viridescens, Salmonella spp. and Escherichia coli.



1. INTRODUCCION

1.1 Bacterias acido lacticas.

El término de bacterias acido lacticas (BAL) fue definido en 1919 por Orla-Jensen a partir de
sus observaciones de las bacterias causantes de la fermentacion y coagulacién de la leche,
siendo definidas como “aquellas que forman un grupo natural de cocos y bacilos Gram-positivos,
inmdviles, no esporulados que fermentan azlcares produciendo &cido lactico” (Blanco et al.,
2006).

Hoy en dia son utilizadas algunas BAL como probidticos, asi como en la industria farmacéutica
y alimentaria, siendo empleadas en esta Ultima como cultivos iniciadores en la elaboracion de
productos lacteos tales como yogur, leche, mantequilla, quesos madurados; col agria,
embutidos (salami y chorizo) y bebidas alcohdlicas como la cerveza y sidra, entre otros,
produciendo cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad,
digestibilidad y aspecto de los mismos (Smith et al., 2017; Bintsis, 2018; Vieco-Saiz et al., 2019).

1.1.1 Generalidades de las BAL.

Las bacterias lacticas comprenden un amplio grupo de cocos, cocobacilos o bacilos Gram-
positivos; catalasa y oxidasa negativas, anaerobios o aerobios facultativos, no esporulados y
cuyo producto principal de la fermentacién de carbohidratos es el acido lactico (Madigan et al.,
2009).

Las BAL pertenecen al phylum bacteriano Gram-positivo Firmicutes con bajo contenido de G+C
(<55%) en el ADN. Basado en el analisis de secuencia del gen 16S ARNr, Firmicutes se
distinguen del otro phylum Gram-positivo, Actinobacteria, con un alto (=55%) contenido G+C

(guanina y citosina) en su ADN (Holzapfel y Wood, 2014).

Las BAL han sido utilizadas consciente e inconscientemente desde hace siglos en procesos de
elaboracion de alimentos sin causar dafios a los consumidores, por lo que la mayoria de las
BAL no representan un riesgo para los seres humanos, debido a que estan presentes en
alimentos y su contribucién como microbiota de las superficies mucosas humanas y animal
(Madigan et al., 2009). La mayoria de las BAL poseen el estatus de Generally Recognised As
Safe (GRAS) por la Food and Drug Administration (FDA) en Estados Unidos y de QPS (Qualified
Presumption of Safety) por la Unién Europea. Sin embargo, el resto de BAL que no poseen el

estatus GRAS, corresponden a las BAL patdgenas, particularmente las que pertenecen a las
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especies de los géneros Streptococcus y Enterococcus (Peterbauer et al., 2011; Papadimitriou
etal., 2016).

1.1.2 Las BAL en la industria.

Las BAL son un grupo de microorganismos importantes en la produccién de los alimentos.
Diferentes paises y regiones tienen sus propias tradiciones con respecto a la fermentacion acido
lactica de sus alimentos; otorgandole caracteristicas sensoriales deseables y Unicas. Lo
anterior, debido a que las BAL participan en la hidrolisis de proteinas, contribuyendo a la textura
y sabor final de diferentes alimentos fermentados debido a que sintetizan compuestos que dan
sabor y aroma, como acidos organicos, acetaldehido, diacetilo, acetona, etc.; y la textura del
producto con la produccidén de algunos agentes texturizantes, como exopolisacaridos (Salminen
et al., 2004; Tian, 2019).

Otro aspecto de las BAL es la produccién de compuestos antimicrobianos como productos
finales de su metabolismo, tales como acidos grasos de cadena corta, peréxido de hidrégeno,
péptidos antimicrobianos (AMP) o proteinas antimicrobianas y acidos organicos, este Ultimo
provoca un descenso en el pH, ocasionando dafios en la membrana plasmatica de la microbiota
acompafante (Willey et al., 2009). En cuanto a los AMP, se encuentran las bacteriocinas, estas
son aplicadas en la industria alimentaria como conservadores al mejorar significativamente la
preservacioén y seguridad de los alimentos, extendiendo su vida (til. Las bacteriocinas también
son utilizadas en la industria farmacéutica como reemplazo de antibiéticos en aves y otros
animales mediante su suministro en forma encapsulada, disminuyendo al menos un millén de
veces la poblacion de Campylobacter jejuni, un microorganismo patdégeno que se encuentra en
el tracto intestinal de animales y es transmitido a humanos al ingerir (via oral) carne o aves de
corral crudas o sin la coccién adecuada, provocando campilobacteriosis (Yang et al., 2014).
Ademas de las bacteriocinas, las peptidoglucano hidrolasas (PGH) son otras proteinas
antimicrobianas utilizadas en la industria alimentaria y farmacéutica. Su principal uso en la
industria alimentaria es como compuesto antimicrobiano en pescado, carne, lacteos, frutas,
verduras y vinos, siendo la lisozima el mejor ejemplo de PGH. Asimismo, las PGH son utilizadas
en la produccion de cosméticos y farmacos, como pomadas y cremas para la piel (Shrivastava
etal., 2019; Wu et al., 2019).

1.1.3 Metabolismo de las BAL.

El metabolismo de azlcares de las BAL se lleva a cabo por dos vias, la homolactica y

heterolactica. La mayoria de las BAL obtienen su energia a partir del metabolismo de azlcares
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y presentan un metabolismo biosintético (sintesis de proteinas a partir de fuente de carbono)
limitado, por lo que requieren de medios de cultivos ricos en aminoacidos, vitaminas, purinas y

pirimidinas (Marilley y Casey, 2004).

e Homolacticas.
La glucdlisis (Via de Embden Meyerhoff-Prans) resulta casi exclusivamente en la produccion de
acido lactico como producto final de la fermentacién de la hexosa y es nombrada como
fermentacién homolactica o también llamado homofermentativo. Esta fermentacion convierte un
mol de glucosa en dos moles de acido lactico (Almanza y Barrera, 1991). Especies de
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, asi como Lactobacillus son bacterias que llevan a

cabo este metabolismo (Marilley y Casey, 2004).

e Heterolacticas.
Estas bacterias producen menor cantidad de acido lactico en comparacion a las homolacticas.
Durante la fermentacién, se obtiene a partir de un mol de glucosa produce un mol de acido
lactico, un mol de etanol y un mol de CO3, o bien, a partir de hexosa monofosfato o la via de las
pentosas. Como ejemplo de este metabolismo, se encuentran los géneros Lactococcus,

Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus (Ganzle, 2015).
1.2 Género Lactobacillus.

El phylum Firmicutes, al cual pertenecen las BAL se divide en tres clases: la clase | (Bacilos), la
clase Il (Clostridia) y la clase Il (Erysipelotrichia). Dentro de la clase | se encuentran el orden |
correspondiente a Bacillales y el orden Il, Lactobacillales; en este Gltimo orden se encuentra el
género Lactobacillus, dentro de éste género se encuentran las especies plantarum, pentosus y
paraplantarum (Felis y Delagio, 2007; Drissi et al., 2017).

1.2.1 Generalidades del género Lactobacillus.

El género Lactobacillus es el mas abundante de las BAL (da Silva Sabo et al., 2014); pertenece
al phylum Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales y familia Lactobacillaceae. Los
miembros del género Lactobacillus son bacilos cortos y gruesos o largos y delgados Gram
positivas, no formadoras de esporas, no moviles, anaerobios facultativos, tolerantes a las
condiciones acidas y catalasa negativos. Asi mismo, se caracterizan por tener un bajo contenido
de G C (33 a 52%) en el genoma. El género Lactobacillus lleva a cabo la fermentacién de
carbohidratos, siendo el &cido lactico el principal producto final de este metabolismo; no
obstante también producen acido acético y succinico pero en pequefias cantidades (Goldstein

et al., 2015; Mesquita et al., 2017). Segun Bottazzi (1988), los distintos lactobacilos podrian
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distinguirse por sus diferencias morfologicas, por ejemplo, los lactobacilos mesdéfilos son bacilos
cortos, gruesos, regulares y unidos, formando filamentos (estreptobacilos). Mientras las
especies termdfilas son bacilos largos y rectos, de células separadas, en parejas 0 en
empalizados. En las especies heterofermentativas obligadas, la morfologia tipica es la de

bacilos cortos, rectos y separados.

Este grupo de microorganismos se encuentra en diferentes ambientes, tales como plantas,
cavidad oral, piel y mucosa gastrointestinal en mamiferos, bebidas y alimentos, como el vino,
leche, carne, cereales y productos lacteos, principalmente yogures y quesos (Mesquita et al.,
2017). Los lactobacilos tienden a crecer en una variedad de medios, como por ejemplo agar
sangre (Summanen y Jobaron, 1993), Caldo Caseina-Glucosa (CGB) y principalmente, el agar
de Man Rogose y Sharpe (MRS). Este ultimo es utilizado para el aislamiento de Lactobacillus,
debido a la selectividad que presenta al bajar el pH a 5.7 y por la presencia de acido ascérbico
en el medio. El aislamiento de colonias del género Lactobacillus en agar MRS producen colonias
blancas generalmente mucoides, en consecuencia a la produccidon de exopolisacaridos,

principal componente de la biopelicula bacteriana (Corry et al., 2003; Monika et al., 2017)

1.2.2 Necesidades nutritivas.

El género Lactobacillus, al igual que el resto de las bacterias lacticas, tiene requerimientos
nutricionales complejos ya que ademas de necesitar una fuente de energia y de carbono
(hidratos de carbono), requieren de nucle6tidos, amino4cidos y vitaminas. Todas las especies
del género requieren acido pantoténico y nicotinico, mientras que la tiamina sélo es necesaria
para el desarrollo de los lactobacilos heterofermentativos. Las necesidades de vitaminas son
variables dependiendo de la especie, la mayoria necesita riboflavina y muy pocas, biotina o
vitamina B2. Estos complejos requerimientos nutritivos de los lactobacilos actuales reflejan la
seleccion natural de mutantes en determinadas rutas biosintéticas, lo que les permite crecer
mas rapidamente que las cepas originarias en medios de cultivo con muchos nutrientes (De
Angelis y Gobbetti, 2016; Morishita et. al., 1974).

1.2.3 Factores que influyen en el crecimiento de Lactobacillus.

Existen diversos factores que influyen en el crecimiento de la mayor parte de las especies del
género Lactobacillus. Debido a que éste género de microorganismos son organismos
extremadamente fastidiosos, es decir, no sélo se requiere de carbohidratos como fuente de

energia, sino también se requieren nucleétidos, es por lo anterior que el medio de cultivo en
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donde crecen se considera como un principal factor que influye en el crecimiento de estos.
Como se mencioné anteriormente, los medios empleados para el crecimiento de los lactobacilos
deben cubrir sus necesidades nutritivas y estar constituidos por hidratos de carbono
fermentables, extractos de carne, peptonas y extracto de levadura. Los medios de cultivo con
compuesto como el jugo de tomate, manganeso, acetato y ésteres de acido oleico y
especialmente Tween 20, se han reportado como compuestos que favorecen el crecimiento de
estos microorganismos. Por otra parte, los compuestos mencionados anteriormente, a
excepcion del jugo de tomate, forman parte del medio de cultivo MRS que es sin duda es el mas
utilizado para el crecimiento de los lactobacilos. Asi mismo se ha observado que las especies
de lactobacilos también tienden a crecer bien en agar sangre y en CGB (De Man et al., 1960;

Summanen y Jobaron, 1993; de Vos et al., 2009).

En relacién al medio CGB, es un medio que también ha sido utilizado para el crecimiento de
BAL, como por ejemplo en L. paraplantarum. La mayoria de los componentes y concentraciones
del medio CGB son similares a los del medio de cultivo MRS. Las diferencias entre estos medios
redican en la presencia de acetato de amonio en el medio MRS y en la concentracion de
glugosa, teniendo la mitad de concentracion de glucosa el medio CGB con respecto al MRS
(Bhunia et al., 1988; Hoover y Harlander 1993).

El pH, es otro factor elemental en el crecimiento y comportamiento de Lactobacillus, debido a
gue su crecimiento es mejor en medios ligeramente acidos entre 6.4 y 5.4. El crecimiento se
detiene cuando se alcanza un pH entre 3.6 y 4.0, dependiendo de la especie y cepa.
Generalmente estas bacterias lacticas pueden crecer en un amplio rango de pH, adn si se
encuentran en valores lejanos a su pH 6ptimo, aunque si hay variaciones dramaticas o
sobrepasan sus limites de tolerancia, se puede ocasionar dafios en las bacterias como
alteraciones en la membrana plasmatica, inhibicién de la actividad enzimatica o alterar la
ionizacién de sustratos, por lo que se veria reducida su disponibilidad para las bacterias (de Vos
et al., 2009; Willey et al., 2009).

Por otro lado, la temperatura es un factor de suma importancia en el crecimiento de los
microorganismos, debido a que estos suelen ser muy susceptibles en los cambios de su
temperatura 6ptima. Uno de los mayores efectos de la temperatura esta en las propiedades
cataliticas de las enzimas, las cuales poseen un punto éptimo de temperatura para su llevar
acabo su maxima actividad enzimatica. Por debajo de este punto optimo, pierden su velocidad
de catalisis, mientras que a temperaturas superiores, se suelen desnaturalizar al igual que los

transportadores y demas proteinas. Incluso, la temperatura puede causar dafios en la
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membrana celular, solidificandose a bajas temperaturas por la elevada concentracion de lipidos
o0 bien, se puede desintegrar a elevadas temperaturas. La mayoria de los lactobacilos crecen a
temperaturas Optimas de 30 a 40°C, con un limite superior alrededor de 53°C. Algunos
lactobacilos también crecen por debajo de 15°C y algunas cepas incluso por debajo de 5°C (de
Vos et al., 2009; Willey et al., 2009).

Por ultimo, pero no menos importantes, existen otros factores que influyen en el crecimiento de
Lactobacillus, la actividad del agua y la aireacién. En cuanto a la actividad del agua, los
microorganismos al estar constituidos generalmente por valores del 70 al 80% de agua, pueden
sufrir efectos hiperténicos o hipoténicos, generando en ambos casos la muerte del
microorganismo. Por otro lado, el efecto de la aireacion se debe a la incapacidad de las bacterias
lacticas por sintetizar catalasas, por lo que sus necesidades de oxigeno son pequefias o nulas,
teniendo un crecimiento Optimo en condiciones microaerofilas o anaerdbicas. Dado que el
oxigeno presente en el medio se reduce parcialmente a peréxido, este representa un riesgo
para las bacterias lacticas, al ser un compuesto tdxico y por consiguiente, tiene un efecto
inhibitorio hacia las bacterias por su toxicidad (Bamforth, 2005; de Vos et al., 2009; Abdel-
Rahman et al., 2013).

1.2.3.1 Efecto del medio de cultivo en el crecimiento y metabolismo microbiano.

El crecimiento bacteriano se define como un aumento en el nimero de células microbianas de
una poblacién. En un cultivo en lote, graficando el logaritmo de células en funcién del tiempo,
presenta una curva de crecimiento que, como se observa en la Figura 1, se divide en fase de

latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase muerte (Madigan y Martinko, 2006).
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Figura 1. Curva de crecimiento. El recuento de viables mide las células que son capaces de
dividirse en el cultivo. La densidad Optica (turbidez) es una medida cuantitativa de la
dispersion de laluz en un cultivo liquido e incrementa cuando aumenta el niumero de

células (Madigan et al., 2009)

La fase de adecuacion o de latencia se refiere al periodo de adaptacion de los microorganismos
a nuevas condiciones nutricionales y ambientales. Se presenta inmediatamente después de la
inoculacion de la célula bacteriano a un medio fresco, esta fase puede ser breve o larga
dependiendo del estado fisioldgico de la célula inoculada y de las condiciones ambientales. Si
un cultivo que proveniente de una fase exponencial se inocula en un medio fresco y en las
mismas condiciones de cultivo, no se observa una fase de adecuacion y el crecimiento se inicia
inmediatamente. Sin embargo, cuando se transfiere una poblacién de un medio rico en
nutrientes a otro con menor contenido de éstos, se presentara una fase de adecuacion. Cuando
se realizan mediciones del nimero de células en distintos tiempos dentro de esta fase, el valor
no cambia significativamente. En cambio, interiormente las células se encuentran adaptando y
preparando para hacer uso de los nutrientes que el medio le aporta, por lo que la masa celular
incrementa pero no el nimero de células. Por lo anterior, la velocidad de crecimiento con

respecto al tiempo en esta primera fase es nula.

En la fase exponencial, las células se dividen debido al proceso de fisién binaria y se multiplican
a la maxima velocidad. Su crecimiento puede ser cuantificado con base en el nUmero de células
que se producen por unidad de tiempo o por el incremento en la biomasa por unidad de tiempo.
En esta fase, la velocidad de crecimiento permanece constante e independiente de la
concentracion de sustrato, siempre y cuando se encuentre en exceso. La mayoria de los
microorganismos unicelulares crecen exponencialmente, pero las velocidades del crecimiento

exponencial son muy variables ya que se ven afectadas por las condiciones ambientales y por
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las caracteristicas genéticas del organismo. El crecimiento no se puede prolongar de modo
indefinido, ya que generalmente un nutriente esencial del medio de cultivo sea usado por
completo y se convierte en un factor limitante, o bien, se empiezan a acumular en el medio
productos finales del metabolismo (acidos organicos o alcoholes) e incluso enzimas autoliticas
del tipo de las proteasas y de las nucleasas, que actian como inhibidores del crecimiento

(frecuentemente pueden ocurrir ambos eventos).

Durante la fase estacionaria ocurre el crecimiento de algunas células, pero a su vez también
ocurre la muerte de otras, por lo que estos procesos se equilibran, de modo que no hay aumento
ni disminucién en el numero de células, fendmeno llamado crecimiento criptico. Por lo que en
esta fase, la velocidad de crecimiento del microorganismo es igual a la velocidad de deceso, lo
que conlleva a un equilibrio celular y por lo tanto, a una velocidad de crecimiento nula (Madigan
y Martinko, 2006).

Si la incubacion contintia después de que la poblacion alcanzé la fase estacionaria, las células
pueden continuar vivas y metabdlicamente activas, pero también pueden morir. Cuando el
namero de células que muere es mayor a las metabdlicamente activas y cesa el crecimiento
celular, la poblaciéon entra en la fase de muerte, por lo tanto la velocdad de crecimiento es

negativa.

El crecimiento celular y la acumulacion de productos del metabolismo estan fuertemente
influenciados por la composicion del medio de cultivo, fuente de nitrégeno, factores de

crecimiento y sales inorgénicas (Contreras, 2013).
El crecimiento se mide en funcién del incremento de la masa celular segun la ecuacién:

X_dx
KA =t

Donde:
X= concentracién celular (UFC/mL).
t=tiempo de incubacién (h).

u= velocidad especifica de crecimiento (h1).

La velocidad especifica de crecimiento (1) es caracteristica para cada tipo de microorganismo
y medio de cultivo. Se utiliza para caracterizar el comportamiento de una poblacién en
determinadas condiciones de cultivo y depende principalmente de factores internos y externos
como la capacidad de crecimiento y del ambiente en que se encuentra el microorganismo,
respectivamente (composicion del medio de cultivo, pH, temperatura y presencia de

inhibidores).
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Las bacterias quimioheterotrofas son organismos que llevan a cabo reacciones de oxidacion y
reduccion de fuentes de carbono para obtener energia. Esta energia obtenida de las fuentes de
carbono, servira para la sintesis de componentes celulares (Chan et al., 2002; Madigan et al.,
20009).

El crecimiento celular y la acumulaciéon de productos del metabolismo estan directamente
influenciados por la composicion del medio de cultivo: fuente de carbono, fuente de nitrégeno,
factores de crecimiento y sales inorganicas. Dentro de los nutrientes que mas se han investigado
por su relacion con la produccion de compuestos antimicrobianos son la fuente de carbono, la

fuente de nitrégeno y la concentracion de NaCl (Contreras, 2013).

Algunos autores han reportado que las BAL son propensas a responder a cambios en la
disponibilidad de nitrégeno mediante la regulacién de sus sistemas proteoliticos para asegurar
un equilibrio de nitrégeno apropiado para la célula (Savikoiji et al., 2006). Se ha demostrado que
la concentracion o ausencia de la fuente de nitrégeno, contribuye al incremento de la produccion

de compuestos antimicrobianos (Pantev et al., 2002).

Por ejemplo, De Vuyst y colaboradores (1996), determinaron que la produccion de bacteriocina
por Lactobacillus amylovorus muestra un incremento de la actividad durante la fase exponencial
del crecimiento. Y también, Alquicira-Paez (2006), determind que la produccién de bacteriocinas
por Pediococcus parvulus MXVK 133 esta asociada a la fase de crecimiento y se observa que
la produccion de bacteriocinas cesa al final de la fase exponencial. Esto puede ser atribuido a
la adsorcion de la bacteriocina en la membrana celular bacteriana o a la degradacion de estas

por proteasas.

1.3 Generalidades de Lactobacillus paraplantarum.

La cepa de Lactobacillus paraplantarum fue identificada por Curk y colaboradores (1996) al
investigar el polimorfismo de genes de pirimidina entre tres cepas con similitud fenotipica, de
las cuales dos habian sido previamente identificadas como L. plantarum y L. pentosus,
quedando una sin identificar. Ellos decidieron nombrar a la nueva especie como L.

paraplantarum.

Las células de L. paraplantarum son bacilos Gram-positivos no méviles que se presentan solas,
en pares Yy en cadenas cortas; catalasa negativas, anaerobias facultativas vy

heterofermentativas, cuyo producto principal es el acido lactico. Las colonias cultivadas en agar
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MRS tienen una elevacion convexa, borde entero, superficie lisa, forma circular y de color
crema. Crece en medio MRS a valores de pH entre 5 y 7 y tolera el NaCl hasta una
concentracion del 8%. El intervalo de temperatura para su crecimiento va desde los 15°C hasta
los 37°C, inhibiéndose por completo a 45°C (de Vos et al., 2009; Winkelstréter et al., 2015;). En
cuanto al genoma, L. paraplantarum contiene 3,139.729 pb con un contenido del 43.95% de GC
y se han identificado 3,087 genes (Liu et al., 2015 y Liu y LIi, 2016).

1.4 Compuestos con actividad antimicrobiana de las BAL.

Las BAL tienen la capacidad de inhibir microorganismos patégenos y por ende disminuir o
retardar el deterioro de los alimentos. Lo anterior descrito en diversos mecanismos como la
acidificacion y produccion de antimicrobianos. La acidificacion es producida por un descenso
del pH, debido a la produccién de acido lactico, acético y propidnico, inhibiendo el crecimiento
de microorganismos patdgenos y de descomposicion (Pseudomonas spp., enterobacterias,
Alcaligenes spp., etc) (De Vuyst y Vandame, 1994; Lopez-Arvizu et al., 2019). Este efecto
antimicrobiano puede deberse a la disociacion molecular de estos 4cidos en el medio, lo que
produce un aumento en el gradiente de protones y desestabiliza la permeabilidad de la
membrana celular o bien a la disociacion del acido en el interior celular, interfiriendo con las
funciones celulares de los microorganismos (Konings y Otto, 1983; Baird-Parker, 1980). Los
antimicrobianos incluyen a los acidos lactico, acético y propionico, sin embargo, también
incluyen una compleja gama de metabolitos como el peréxido de hidrogeno, diacetilo, acidos
grasos de cadena corta (antifiingicos), acido piroglutdmico, asi como péptidos antimicrobianos

conocidos como bacteriocinas y PGH (Salminen et al., 2004; Lépez-Arvizu et al., 2019).

1.4.1 Bacteriocinas.

Jacob en 1953 designo el término de bacteriocinas a las proteinas con actividad antimicrobiana
(Chen y Hoover, 2003). Esta definicibn ha sido modificada, incorporando su origen y
propiedades origen, es decir, polipéptidos pequefios producidos por bacterias Gram positivas,
generalmente bacterias acido lacticas e inactivados por enzimas proteoliticas como la tripsina,
a-quimotripsina, pepsina, pronasa, proteinasa K, etc. Aunque la sensibilidad a dichas proteasas
es variable, siendo esta prueba la que refleja el origen proteico de las bacteriocinas. Estos
polipéptidos son termoestables, activos contra otras bacterias (antimicrobianos) y la cepa
productora tiene un mecanismo especifico de inmunidad (Bogovi¢-Matijasi¢ et al., 1998, Chen

y Hoover, 2003, Cotter et al., 2005). Posteriormente, ese término bacteriocina se redefinié como
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“un grupo diverso de péptidos antimicrobianos ribosémicos principalmente activos contra cepas
bacterianas sensibles y estrechamente relacionadas por la formacion de poros en la membrana
citoplasmatica que causa la reduccién de los competidores microbianos” (Lopez-Arvizu et al.,
2019). Algunos autores europeos han propuesto una nomenclatura para las bacteriocinas, la
cual se basa en asignar a cada bacteriocina deriva del género o especie de la bacteria
productora, agregando “cina”. Por ejemplo, plantaricina 423 de Lactobacillus plantarum (Cheny
Hoover, 2003).

e Clasificacion.

Muchas de las bacteriocinas de las BAL son moléculas catidnicas, hidrofébicas o antifilicas,
compuestas de 20 a 60 aminoacidos de bajo peso molecular (por lo regular, de menos de 10
kDa), sintetizadas ribosomalmente (Cotter et al., 2005). Estas bacteriocinas son clasificadas

comuUnmente en 3 grupos de acuerdo con sus caracteristicas genéticas y bioquimicas (Tabla 1).

A partir de la clasificacién de Kleanhammer en 1993, se han propuesto diferentes clasificaciones
de bacteriocinas, como es el caso reciente de Alvarez-Sieiro y colaboradores (2016), quienes
proponen una clasificacion con base la identificacion de bacteriocinas mediante andlisis in silico
y a la organizacion de las bacteriocinas por clusters, es decir, con respecto a la organizacién y

regulacién de los grupos de genes responsables de su produccion y biosintesis.

El analisis de un total de 238 genomas de BAL depositados en bases de datos publicas y
pertenecientes a los géneros Aerococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus y Weisella, di6 como resultado una lista de 785 grupos de genes de
bacteriocinas, incluidos péptidos modificados postraduccionalmente y producidos
ribosémicamente (RiPP) que no se habian identificado previamente en las BAL, ademas de
presentar actividad antimicrobiana por bacterias que no encajan en ninguna de las
clasificaciones a pesar de ajustarse a la definicion de bacteriocina, resultando la siguiente

clasificacion (Alvarez-Sieiro et al., 2016):

a) Clase | (RiPP; de bajo peso molecular, menos de 10 kDa): esta clase abarca todos los
péptidos que sufren modificaciones postraduccionales, las cuales originan la aparicion de

aminoacidos modificados durante la biosintesis. Consisten en un péptido lider que sirve para el
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reconocimiento enzimético, el transporte y el mantenimiento del péptido inactivo, que se fusiona

con un péptido central (Arnison et al., 2013).

Tabla 1. Clasificacion de las bacteriocinas y sus microorganismos productores (Cheny
Hoover, 2003; Drider et al., 2006; Balciunas et al., 2013).

Clasificacion

Caracteristicas

Subcategorias

Microorganismo

productor

Ejemplos

Clase |l o

lantibidticos

Lantionina o péptidos
que contienen [3-

lantionina

Tipo A (moléculas
lineales, <4 kDa)

Lactobacillus lactis,
Lactobacillus sakei,
Staphylococcus

gallinarum

Nisina, subtilina, epidermina

Tipo B (molécula
globular, 1.8 a 2.1
kDa)

Bacillus shitilis,

Streptomyces ssp.

Mersacidina

Clase Il

Clase heterogénea de
pequefios péptidos
termoestables, <10

kDa

Subclase lla (tipo de

Pediococcus

bacteriocinas acidilactici, Pediocina, enterocina,
antilisteriales- Enterociccus sakacina
pediocinas) faecium
Lactobacillus
Subclase llIb

(compuesto por dos

péptidos)

plantarum,
Lactobacillus

johnsonii

Plantaricina, lactacina F

Subclase lic (otras

bacteriocinas)

Lactobacillus
acidophilus,
Carnobacterium

piscicola

Lactococina

Clase I

Péptidos termolabiles

grandes, >30 kDa

Lactobacillus

helveticus

Helveticina J, millericina B.
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b) Clase Il (de bajo peso molecular, menos de 10 kDa): son bacteriocinas termoestables, no
contienen lantionina, sin aminoacidos modificados postraduccionalmente y son sintetizadas sin
una secuencia lider o péptido sefial. Es el grupo que comprende la mayor cantidad de

bacteriocinas. Esta clase se divide a su vez en tres subgrupos:

Clase lla: péptidos similares a la pediocina y contienen una secuencia de aminoacidos

€coNnsenso en su extremo amino terminal. Bacteriocinas con potente actividad anti-Listeria.

Clase llb: para llevar a cabo la actividad antimicrobiana, requiere de la accion

complementaria de dos péptidos.

Clase llic: sus péptidos se caracterizan por tener un grupo tiol (-SH) activos que requieren

cisteina reducida para activarse.

c¢) Clase lll: son bacteriocinas que no estan bien caracterizadas. Sin embargo, se sabe que son
termolabiles y no han sido sometidas a modificaciones enzimaticas durante la biosintesis. Su
peso molecular es mayor a los 30 kDa y presentan un mecanismo de accion bacteriolitico o no

litico. La mayoria de estas bacteriocinas son producidas por el género Lactobacillus.

¢ Clasificacion de bacteriocinas segin su modo de accién.

Una clasificacion propuesta por Cotter y colaboradores (2005), comprende tres clases de
bacteriocinas (Figura 2). La clase | incluye a los lantibidticos que contienen residuos de
lantionina o B-metil-lantionina. La estructura del lantibiético, caracteristica estructural importante
de las bacteriocinas clase |, puede actuar de dos formas: se pueden enlazar al lipido Il, el mayor
transportador de subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular, lo que evita
la sintesis correcta de la pared, con la consecuente muerte celular; ademas, pueden usar al
lipido 1l como molécula de acoplamiento para insertarse en la membrana e iniciar la formacién

de poros, lo que lleva a una muerte rapida.

La clase Il, o bacteriocinas que no contienen lantionina, deben su actividad bactericida
principalmente a la desestabilizaciéon de las funciones de la membrana celular de las células
sensibles, méas que a la pérdida de la integridad de la membrana o la formacién de poros. Dada
su naturaleza catidnica, las bacteriocinas interactian con la carga negativa de la superficie
celular, mientras que la regién hidrofobica del péptido induce la permeabilizacion de la
membrana y, consecuentemente, la salida de moléculas del interior de la bacteria (Figura 2). Y
en la clase lll se encuentran las bacteriolisinas o proteinas liticas, como la lisostafina; su modo
de accion es directamente en la pared celular de bacterias Gram-positivas, llevando a cabo la

muerte v lisis celular (Cotter et al., 2005).
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Clase ll Clase | Bacteriolisina
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Figura 2. Modo de accién de las bacteriocinas (Adaptado de Cotter et al., 2005).

o Clasificacion de bacteriocinas segun su organizacion genética.

Los determinantes genéticos asociados a la sintesis de bacteriocinas forman agrupaciones
génicas (clusters) compuestas por varios genes agrupados en uno, dos o incluso tres operones.
En el caso de las bacteriocinas de la clase lla presentan agrupaciones génicas que constan de
genes que codifican: (i) la prebacteriocina (gen estructural); (ii) la proteina de inmunidad que
protege a la célula productora de la toxicidad de la bacteriocina; (iii) el transportador ABC y (iv)
la proteina accesoria esencial para la funcion de estos transportadores (Sablon et al., 2000;
Cintas et al., 2001; Diep y Nes, 2002; And y Hoover, 2003; Skaugen et al., 2003; Nes et al.,
2014) (Figura 3). Por lo que respecta a su localizacion, las agrupaciones génicas implicadas en
la sintesis de bacteriocinas pueden localizarse en plasmidos, en el cromosoma o incluso en
transposones. Cabe mencionar, que la estructura y localizacién de los genes que codifican

bacteriocinas varia segun la cepa productora de bacteriocinas.
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Similar a la Pediocina:
Pediocina PA-1

Dos péptidos:
Lactococcina G

Bacteriocina sin lider:
Enterocina L-50

Figura 3. Esquema general de las agrupaciones génicas que codifican bacteriocinas de la
clase ll. Gen estructural en negro, gen transportador en gris, gen de inmunidad rayado y
otros genes en blanco (Adaptado de Alvarez-Sieiro et al., 2016).

1.4.2 Peptidoglucano hidrolasas.

Las PGHSs son enzimas que tienen pesos moleculares que pueden ir desde los 14 kDa hasta
los 137 kDa. Estas enzimas hidrolizan el peptidoglucano, principal componente de la pared
celular de bacterias Gram-positivas y -negativas. El peptidoglucano consiste en cadenas de
residuos alternados de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilmuramico (MurNAC)
unidos mediante enlaces (-1,4, que se entrecruzan por péptidos cortos formados por L- y D-

aminoacidos (Layec et al., 2008; Gétz et al., 2014; Lopez-Arvizu et al., 2019).

Las PGHs estan involucradas en funciones que requieren la modificacion de la red rigida del
peptidoglucano como la regulacién del crecimiento de la pared celular, el intercambio de
unidades de peptidoglucano durante el crecimiento, la separacion de las células hijas durante
la division y la autdlisis, que generalmente se induce en condiciones adversas como la falta de
nutrientes (Lortal y Chapot-Chartier, 2005; Eckert et al., 2006; Vollmer et al., 2008).

La clasificacion de las PGHs se basa en el tipo de enlace que pueden hidrolizar en el
peptidoglucano (Figura 4). Las N-acetilmuramoil-Lalanina amidasas rompen el enlace amida
entre MurNAc y la L-alanina del péptido. Las peptidasas son capaces de hidrolizar el ultimo
aminoacido del extremo carboxilo de los péptidos (carboxipeptidasas), o de romper
completamente los puentes formados por los péptidos (endopeptidasas). Las N-
acetilglucosaminidasas y las N-acetilmuramidasas hidrolizan los enlaces 3-1,4 de la cadena de
glicanos. Las primeras lo hacen dejando un extremo GIcNAc reductor, mientras que las
segundas hidrolizan el enlace entre MurNAc y GIcNAc, dejando libre un extremo MurNAc
reductor, llamadas lisozimas, o formando un anillo 1,6-anhidro en MurNAc, conocidas como

transglicosilasas liticas (Layec et al., 2008; Vollmer et al., 2008).
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Glucosaminidasa Muramidasa

Amidasa

Carboxipeptidasas

0-Ac 0-Ac

Figura 4. Representacion esquemaética de la estructura del peptidoglicano. Este es el tipo de
estructura que se encuentra en L. lactis y numerosos lactobacilos. En otras especies de
BAL, la naturaleza del puente cruzado interpéptido (representado como D-Asp / D-Asn en la
figura) puede variar, el tercer diaminoacido (L-Lys) puede reemplazarse por mDAP o L-
ornitina, y El D-Ala en la posicién cinco del péptido del tallo puede ser reemplazado por D-
lactato. Las posibles modificaciones de la estructura de PG, como la O-acetilacion (O-Ac), la
N-desacetilacion (que conduce a GIcNH2) o la amidacién (NH2), se indican en rojo. Los
sitios de escision de las diferentes clases de hidrolasas PGH se indican con flechas.
(Adaptado de Chapot-Chartier y Kulakauskas, 2014).

1.4.3 Proteinas ribosomales

Ademas de las bacteriocinas y PGHSs, existen otros compuestos antimicrobianos, tales como las
BLIS (Bacteriocin Like Inhibitory Substances), que por sus siglas en inglés se refiere a
sustancias inhibitorias similares a la bacteriocina. Estos compuestos antimicrobianos son
péptidos producidos por bacterias Gram-positivas, los cuales comparten caracteristicas
generales con las bacteriocinas, sin embargo, en la literatura se sugiere utilizar el acrénimo BLIS

hasta que se haya obtenido la secuencia de aminoacidos y nucleétidos del gen estructural. Una
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vez obtenida la informacién de las secuencias y establecido que el compuesto antimicrobiano
(BLIS) difiere significativamente de las bacteriocinas reportadas en la literatura, entonces la
denominacion debera basarse a la de bacteriocinas, teniendo en cuenta la designacion del
género o preferiblemente de la especie de la cepa productora (Jack et al., 1995; Srionnual et
al., 2008).

Otros compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular que se han diferenciado de las
bacteriocinas y BLIS, el cual ha sido recientemente identificado mediante secuenciacion, son
las proteinas ribosémicas 30S o 50S. Por ejemplo, de Carvalho y colaboradores (2010)
obtuvieron tres compuestos antimicrobianos diferentes, los cuales fueron purificados por
intercambio catiénico y por métodos cromatograficos e identificados mediante la degradacion
de Edman. Uno de estos compuestos con actividad antimicrobiana corresponde a la proteina
ribosomal S21 de la subunidad 30S, la cual ellos sugieren que es secretada por la bacteria para
participar en el ensamblaje ribosomal de bacterias estrechamente relacionadas
filogenéticamente y puede ser vista como un nuevo ejemplo de proteina antimicrobiana. Mas
adelante, Pidutti y colaboradores (2018) hallaron dos proteinas ribosomales de la subunidad
50S con actividad antimicrobiana, la L27 y L30 producidas por Lactobacillus salivarius SGLO3,
las cuales fueron identificadas mediante nano-HPLC-Chip lon Trap y espectrometria de masas.
Recientemente, Garcia-Cano y colaboradores (2019), identificaron a partir de Pediococcus
acidilactici a la L36 como otra proteina ribosomal de la subunidad 50S con actividad
antimicrobiana. Existe evidencia de que algunas de las proteinas ribosomales tienen una
segunda funcién, aparte de la sintesis de ribosomas y proteinas. Por ejemplo, L4 regula la
degradacién del RNA (Singh et al., 2009), S12 actlla como chaperona de ARN, lo que facilita el
empalme de los intrones (Coetzee et al., 1994), asi como las proteinas ribosomales citadas por
de Carvalho y colaboradores (2010). Por lo que estas proteinas de bajo peso molecular pueden

clasificarse como un nuevo grupo de péptidos con actividad antimicrobiana.

1.4.4 Aplicaciones en biotecnologia.

Se ha descubierto que ciertas BAL producen compuestos antimicrobianos de naturaleza
proteica, los cuales pueden tener un efecto bactericida o bacteriostatico. Dentro de estos
compuestos antimicrobianos, encontramos principalmente a las bacteriocinas, descritas
anteriormente (Bintsis, 2018). La bacteriocina mas conocida es la nisina, que ha tenido una
amplia aplicacion en los alimentos como conservador de alimentos esta aprobado por la FDA
(denominada tipo GRAS); es producida por Lactococcus lactis subsp. lactis (Bintsis, 2018;

Hansen, 1994). Otro ejemplo de bacteriocina producida para la industria alimentaria es la
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pediocina PA-1, dado que inhibe el desarrollo de Listeria monocytogenes en productos carnicos
(Rodriguez et al., 2002).

En el grupo de trabajo de la Dra. Edith Ponce Alquicira en la UAM-Iztapalapa, se ha llevado a
cabo la caracterizacion bioquimica y molecular de bacteriocinas aisladas de productos carnicos,

por ejemplo:

e Enterocina A es una bacteriocina de clase lla producida por Enterococcus faecium
MXVK29 aislado de chorizo mexicano (Alvarez, 2011).

e Pediocina AcH es una bacteriocina de clase lla producida por Pediococcus parvulus
MXVK133 aislado de chorizo mexicano (Schneider, 2005b).

e Enterocina MXVK222 producida por Enteroccocus faecalis aislada de chorizo mexicano
(Schneider, 2005a).

Otro compuesto antimicrobiano que se emplea en la industria, son las PGH, por citar algunas
de las mas utilizadas, se puede mencionar a la lisozima que se encuentra en el huevo de gallina
y es utilizada como conservador en quesos Y vinos (Callewaert et al., 2011) y la lisostafina, la
cual es una endopeptidasa que hidroliza los enlaces glicina-glicina especificos de la pared
celular de S. aureus, teniendo aplicaciones terapéuticas para tratar infecciones causadas por

este microorganismo (Kumar, 2008).

1.4.5 Métodos de evaluacion de actividad de compuestos antimicrobianos.

Cuando se estudian las bacteriocinas o cualquier otro metabolito antimicrobiano producido por
las BAL, se debe tomar en cuenta que no son los Unicos que pueden llegar a tener una actividad
antimicrobiana (Alvarez-Cisneros et al.,, 2011). Se pueden realizar algunas técnicas para
eliminar la inhibicion debida a otros metabolitos, como la neutralizacion y la adicién de la enzima
catalasa a los sobrenadantes del cultivo de las cepas productoras que permiten eliminar un
posible efecto inhibitorio del crecimiento de la cepa sensible debido al acido lactico y al peréxido
de hidrégeno, respectivamente (este Ultimo también puede ser eliminado mediante incubacién

anaerobia; de Vuyst y Vandamme, 1994).

Los métodos para detectar la actividad bacteriocina se dividen en dos tipos: métodos directos y
métodos indirectos. Los directos se utilizan para medir la actividad antimicrobiana de todos los
metabolitos producidos por BAL e implican la incubacién de bacterias productoras de
compuestos antimicrobianos simultineamente con el organismo sensible. El antagonismo

depende de la liberacién del inhibidor en los medios durante la fase de crecimiento del
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organismo analizado. Por otro lado, los métodos indirectos se basan en la difusion de
bacteriocinas a través de medios de cultivo sélido o semisolido, lo que resulta en la inhibicion
del crecimiento de un microorganismo indicador sensible. Por ejemplo, el método de difusion en
agar utiliza dilusiones de bacteriocinas colocadas en pozos hechos en agar pre-inoculados con
un microorganismo sensible. El agente antimicrobiano difunde a través del medio de cultivo,
produciendo halos de inhibicion. La mayoria de los métodos utilizados se basan en la
observacion de estos halos de inhibicidn en placas con agar: la zona de inhibicién es el resultado
de la difusidn de la proteina a través del agar, lo que resulta en la inhibicién del crecimiento de
células sensibles. La determinacion de la actividad inhibidora en medios solidos se usa con
frecuencia debido a su simplicidad, bajo costo y al potencial inhibidor de la proteina (Alvarez-
Cisneros et al., 2011).

1.5 Técnicas de identificacion de bacterias.

Hoy en dia existen diversos métodos para la identificacion de BAL, tal como las pruebas
bioquimicas, como caso tipico, el perfil de fermentacién de azlcares. Sin embargo, se ha
demostrado que puede haber diferencia en el metabolismo de azlicares entre cepas, a pesar
de pertenecer al mismo género y especie. Tal es el caso de L. paraplantarum, que no pudo
identificarse y diferenciarse de L. plantarum por la fermentacion de L-arabinosa y sorbitol, ya
que mientras L. plantarum podia fermentar estos carbohidratos, algunas cepas de L.
paraplantarum pudieron fermentarlos, mientras que otras no pudieron (Curk et al., 1996). Sin
embargo, los avances en la biologia molecular han permitido una identificacién mas rapida y
eficiente de los microorganismos a través de técnicas moleculares como la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR). La técnica de la PCR consiste en la amplificaciéon de una secuencia
especifica de un segmento de ADN en una simple reaccidn enzimatica a través de la ADN
polimerasa y dos cebadores de extension, los cuales sintetizan el fragmento de ADN especifico
de una secuencia de ADN molde. Asi, se obtienen varias capias de un fragmento de ADN, las
cuales serviran para la identificacion bacteriana, constituyéndose asi, en una prueba diagnostica
sensible y rapida. Previo al uso de la PCR se extrae el ADN mediante una lisis de la pared
celular y formacién de complejos insolubles, se purifica el ADN y se remueven los productos de

degradacion, lo que conserva al ADN por mayores periodos (Woo et al., 2003).

Se llevan a cabo tres pasos que se repiten ciclicamente, el inicial que implica la
desnaturalizacion de la molécula de ADN, es decir, la separacion de sus cadenas, lo cual se

realiza aumentando la temperatura a 95 °C con el fin de que cada cadena sirva como molde
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para sintetizar una nueva. En el segundo paso, la temperatura es reducida a 55 °C lo que
permite la unién de los cebadores con la secuencia completa. En la tercera etapa, la temperatura
es elevada alrededor de los 72 °C y la ADN polimerasa comienza la adicién de nucleétidos en
los extremos de los cebadores, sintetizando asi las nuevas cadenas (Clarridge, 2004; Rodicio y
Mendoza, 2004; Petti, 2007).

Por otra parte, la espectrometria de masas (EM) ha irrumpido recientemente en el laboratorio
de microbiologia, ofreciendo una alternativa rapida y fiable para la identificacion de
microorganismos mediante dos aproximaciones diferentes: la identificacion basada en el perfil
proteico especifico de cada microorganismo (aproximacion protedmica) o el analisis de sus

acidos nucleicos (Jordana-Luch et al., 2012; Relloso et al., 2015).

1.5.1 PCR multiple con cebadores derivados del gen recA.

Curk y colaboradores (1996) describieron a L. plantarum como un taxén que exhibe
heterogeneidad fenotipica y gendémica. En estudios de hibridacion de acidos nucleicos se ha
demostrado claramente las diferencias entre L. plantarum y L. pentosus, sin embargo, se han
encontrado que algunas cepas no son de L. plantarum ni de L. pentosus. Por lo que las
posiciones taxonémicas de estos organismos no identificados habian permanecido inciertas,
hasta que se estudié el polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion de los genes
de pirimidina biosintéticos, encontrando asi una nueva especie diferente a L. plantarum y L.
pentosus, proponiendo el nombre de L. paraplantarum. Estas especies estrechamente
relacionadas no pueden distinguirse por el analisis de la secuencia del gen 16S ARNr porque

muestran un 99% de similitud en la secuencia (Zanoni et al., 1987).

Sin embargo, cuando las especies que tienen un 70% o mas de similitud generalmente tienen
mas del 97% de identidad de secuencias de RNAs; por lo tanto, la identidad de las secuencias
del gen 16S ARNr puede no ser suficiente para garantizar que dos taxones pertenezcan a la
misma especie, por lo que el andlisis de la secuencia de ADN ribosémico 16S no es el método
apropiado para reemplazar la reasociacién del ADN para delinear especies y medir las

relaciones intraespecificas.

Una alternativa para diferenciar especies con porcentaje mayor de identidad de secuencias de
RNAs al 97%, es el uso de del gen recA y la proteina RecA como marcador filogenético. Rec A

es una proteina pequefia (352 aminoacidos en Escherichia coli) implicada en la recombinacion
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de ADN homdloga, la induccién de SOS y la mutagénesis inducida por dafio en el ADN. Estas
funciones implican mudltiples actividades bioquimicas, incluida la unién al ADN (doble y
monocatenario), el emparejamiento e intercambio de ADN homologo, la hidrdlisis del ATP y
protedlisis de las proteinas LexA, Icl y UmuD. Debido a su papel fundamental como gen
constitutivo, el gen recA y su producto genético ha sido propuesto como un marcador

filogenético para especies emparentadas lejanamente (Torriani et al., 2001; Bringel et al., 2005).

1.5.2 Espectrometria de masas.

La técnica de espectrometria de masas conocida como matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), permite la
identificacion de microorganismos mediante el analisis de proteinas, principalmente
ribosémicas, a través de la creacion de un espectro de masas o huella peptidica que es
especifica para cada especie. Un microorganismo dado presentara siempre una serie de picos
caracteristicos en el espectro, y esto permite la creacion de bases de datos con los espectros
de masas que presentan los distintos microorganismos. El espectro obtenido para un
determinado microorganismo se compara automaticamente con la base de datos, y el resultado
se emite junto a un puntaje o score. Esta técnica, consta de cuatro pasos: la recuperacion de
una colonia aislada, la realizacién de un espectro de masas, la comparacion con la base de

datos y la entrega de resultados (Relloso et al., 2015).

El estudio se puede realizar por dos metodologias diferentes: analisis de células intactas o
transferencia directa y extraccion previa de proteinas. Para el andlisis de células intactas, se
selecciona la colonia de interés y se aplica directamente sobre la placa de metal pulido; mientras
que para la extraccion con etanol-acido férmico, se resuspende la colonia de interés con agua
bidestilada y etanol, centrifugando y eliminando el etanol, para posteriormente afadir acido
férmico al 70% y la misma cantidad de acetonitrilo para la disrupcion de la pared celular. Una
vez centrifugada la muestra, se recoge el sobrenadante y se aplica en la placa de metal pulido.
A continuacion, para cualquiera de las metodologias empleadas, se cubre la muestra con la
solucién matriz (generalmente una solucion saturada de acido alfaciano-4-hidroxicinamico,
acetonitrilo y &cido trifluoroacético) la que se cristaliza al dejarse secar a temperatura ambiente.
Esta matriz es empleada para dos aspectos fundamentales; el primero expone las proteinas
intracelulares mediante la ruptura de la membrana celular y el segundo, facilita la vaporizacion
y la ionizacion de las proteinas mediante un haz de laser pulsante. Una vez ionizadas las

proteinas, estas viajan por una camara de vacio hasta llegar al detector. Dependiendo de la
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relacion masa/carga de cada fragmento ionizado, serd el tiempo que la proteina ionizada
demore en llegar al detector. Este "tiempo de vuelo” es utilizado para construir el espectro
especifico de las masas. La manera en que este espectro es analizado va a depender del
software utilizado para realizar la identificacion. Este espectro es comparado automaticamente
con un archivo y el resultado es entregado automaticamente (Garcia et. al., 2012, Jordana-Luch
etal., 2012).

Una vez obtenido el espectro de masas y comparado con los existentes en la base de datos, el
software le adjudica una identificacion y un valor indicativo de la fiabilidad de dicha identificacion.
En el caso de Biotyper, se emplea una escala logaritmica que va de 0 a 3 y se divide en tres
intervalos: 2.0 o mas es indicativo de una identificaciéon confiable al nivel de especie (color
verde); puntajes de 1.7 a 1.99 fueron confiables y aceptados para deteccion nivel de género
(color amarillo) y puntajes por debajo de 1.69 se consideraron insatisfactorios y no confiables
(color rojo) (Jordana-Luch et al., 2012; Richter et al., 2012).
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2. JUSTIFICACION

Dentro de los péptidos y proteinas con actividad antimicrobiana producidos por BAL, se
encuentran las bacteriocinas y PGH. Estos compuestos antimicrobianos son trascendentes en
la industria farmacéutica y alimentaria. En particular, en los alimentos se presentan como una
alternativa potencial en la conservacion de estos, debido a su capacidad de inhibir el crecimiento
de microorganismos patégenos como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Yersinia
enterocolitica, Staphylococus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Bacillus
cereus, entre otras. Ademas, su naturaleza proteica les ha conferido ser considerados inocuos

toxicolégicamente.

Por otra parte, existen escasas investigaciones con respecto al efecto en el crecimiento y
produccién de compuestos antimicrobianos en la cepa de L. paraplantarum bajo diferentes

concentraciones de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo.

En investigaciones previas dentro del grupo de trabajo; Salas en el 2018 aislé y conservo
(glicerol 50% a -70°C) a partir de muestras de salami comercial (Murgati, S.A de C.V.) una cepa
bacteriana que mostro actividad antimicrobiana contra Listeria innocua y detectd proteinas de
alto y bajo peso molecular con dicha actividad antimicrobiana a partir del extracto crudo de la
cepa, evaluado mediante zimogramas de Micrococcus lysodeikticus. Por lo anterior, si se logra
identificar y determinar el efecto de la concentracion de carbono y nitrdgeno en el crecimiento y
actividad antimicrobiana de L. paraplantarum, en un futuro se podran aplicar como
antimicrobianos naturales en la industria alimentaria o farmacéutica, ya sea como

bioconservadores o como reemplazo de antibioticos, respectivamente.
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3. HIPOTESIS

La actividad antimicrobiana que presenta L. paraplantarum se debe a la presencia de
compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica, la cual varia en las fases de crecimiento

celular y por las concentraciones de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo.

4. OBJETIVO GENERAL

Identificar los compuestos antimicrobianos de origen proteico producidos por L. paraplantarum
y evaluar el efecto de la concentracion carbono y nitrégeno en el medio de cultivo sobre la

actividad antimicrobiana.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

€ Corroborar la identificacién molecular de la cepa en estudio mediante la amplificacion

de los genes 16S ARNr y recA, asi como por espectrometria de masas.

€ Verificar la actividad antag6nica producida por L. paraplantarum frente microorganismos

deteriorantes de alimentos y/o patégenos.

€ Determinar la actividad antimicrobiana del extracto crudo, asi como de los extractos de
proteina ribosomal y PGH obtenidos de L. paraplantarum sobre Listeria inoccua,

mediante la prueba presuntiva por difusién en agar.
€ Determinar el perfil proteinico de los compuestos antimicrobianos de L. paraplantarum
a través de zimogramas y geles de poliacrilamida para su posterior identificacion por

espectrometria de masas y en su caso por especificidad de sustrato.

4 Evaluar la influencia de la concentracion de carbono y nitrégeno en la variacion de la

actividad antimicrobiana producida por L. paraplantarum durante el crecimiento celular.
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Crecimiento de Lactobacillus
paraplantarum medio CGB a 29°C

6. Metodologia

6.1 Metodologia general.

La figura 5 resume la estrategia de trabajo experimental, la cual comprendio de tres etapas. La
primera se caracteriz6 por la identificacion de la cepa mediante métodos moleculares y
espectrometria de mas, la segunda por la extracciéon e identificacion de los compuestos
antimicrobianos producidos por L. paraplantarum vy la tercera, por la determinacién del efecto
en la concentracion de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo para la producciéon de

compuestos antimicrobianos.
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R
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ce |
pa Gen recA
——
e
. Espectrometria de masas
(MALDI-TOF)
_ Verificacién espectro de -
inhibicién — Actividad antagénica
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Figura 5. Esquema general de trabajo. ES-B, extracto semi purificado de bacteriocina, ES-
PGH, extracto semipurificado de PGH.

32



6.2 Condiciones de crecimiento de la cepa.

La cepa con actividad antimicrobiana aislada a partir de salami fue reactivada (1% v/v de
inéculo) en medio CGB pH 6.8, cuya composicion consiste de peptona biotriptasa 20 g/L
(Bioxon, México), glucosa 10 g/L (Bioxon, México), extracto de levadura 5 g/L (DIBICO S.A. de
C.V.), citrato de amonio 2 g/L (J.T.Baker, México), fosfato disddico 2 g/L (J.T. Baker, México),
sulfato de magnesio 0.1 g/L (J.T. Baker, México), sulfato de manganeso 0.05 g/L (J.T. Baker,
México) y tween 80 al 0.01% (Hycel, México), durante 24 h a 30°C (Guzman, 1999).
Posteriormente se realizd una resiembra de la cepa reactivada (1% v/v de in6culo) en medio
CGB a pH 6.8 y se incubd a 29°C durante 18 h.

Cabe mencionar que el criterio de incubacion de la cepa a 30°C se bas6 en lo reportado por
Nishida y colaboradores (2017), donde determinaron un mayor crecimiento de la cepa de L.
paraplantarum a esa temperatura y se ha reportado que a un mayor crecimiento existe un
aumento en la produccién de compuestos antimicrobianos debido a que se entra a una etapa

de estrés (Anderson y Jayaraman, 2003).

6.3 Identificacion de cepa.

6.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN total se realizé con un kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, E.U.A.) conforme a las especificaciones del proveedor. La extraccion se realiz6 a partir
del pellet resultante de la centrifugacion a 14,000 rpm de 1 mL de cultivo de 18 h durante 2 min

a temperatura ambiente, siendo en el pellet donde se encuentra el ADN.

La verificacion de la integridad del ADN se realizé mediante un gel de agarosa al 0.8% tefiido
con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 10 mM;
Bio-Rad, E.U.A.), EDTA 1 mM (J.T. Baker, México), pH 8.0. El gel se coloc6 en un sistema de
electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, Beijin, China), llevandose a cabo la
electroforesis a 80 V durante 40 min y se empled el marcador GeneRule 1kb ADN (Thermo
Scientific). Posteriormente, se determiné la concentracién y pureza del ADN total extraido,
midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm utilizando la placa Take3™ Multi-volume (Biotek

Instruments GmbH, Vermont, E.U.A) en un espectrofotbmetro Epoch Biotek (Synergy HT,
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Vermont, E.U.A). Finalmente, se visualiz6é en un analizador de imagenes Molecular Imager Gel-

Doc™ XR+ System (Bio-Rad, California, E.U.A), utilizando el software Image Lab versién 5.0.

6.3.2 Identificacidon por el gen 16S ARNry gen recA.

La identificacion por medio de la amplificacion del gen de referencia 16S ARNr consiste en
amplificar un segmento de la cadena de ADN a partir de cebadores universales para el gen 16S
ARNr (Tabla 2) (Punina et al., 2013). Se realiz6 la amplificacion de las regiones V1 a la V8 del
gen 16s ARNr utilizando la enzima Tag ADN polimerasa y cebadores especificos, obteniendo
un amplicon con un tamafio de 1500 pb. Se realizé un master mex de reaccion de PCR (Tabla
3) y se utilizaron las condiciones mencionadas en la tabla 4 en un termociclador T100 Thermal

Cycler (Bio-Rad, Henderson Building, Singapur).

Tabla 2. Cebadores universales para amplificar el gen 16S ARNr.

o Temperatura de
Cebador Secuencia 5°-- 3 ) y Tamario (pb)
alineacion (Tm)

27f GTTTGATCM TGG CTC AG 40 °C

1500
1492R TAC GGY TACCTT GTTACGACTT 40 °C

Abreviaturas de cebadores: f, hacia adelante; r, hacia atras. Todas las secuencias de cebadores se presentan 5" a 3.
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Tabla 3. Componentes de lareaccion de PCR.

Componente Volumen final (uL)

Master Mix

dNTPs, Taq amortiguador, Mg?*, Tag ADN 12,5
polimerasa

ADN 1.0

Cebador 27f 0.7

Cebador 1492R 0.7

Agua libre de nucleasas 10.1

Tabla 4. Condiciones de PCR.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial % : !
Desnaturalizaciéon 95 0.5
Alineacion 40 0.5 35
Extensioén 72 1
Extensién final 72 5 1

Posteriormente se verificd el producto de PCR, un amplicon de 1,500 pb mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en las mismas condiciones del apartado 6.3.1, del cual
se cort6 la banda con un tamarip de 1,500 pb y se purificé siguiendo las indicaciones del manual

de Thermo Scientific para el kit Gene JET Gel Extraction.

El producto de PCR amplificado y purificado se mand6 a secuenciar a MacroGen Inc (Séul,
Corea del Sur), en donde utilizd un secuenciador de 96 capilares 23 ABI 3730XL (Applied

Biosystems, California). Una vez obtenida la secuencia del 16S ARNr mediante la
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secuenciacion, fue comparada con las secuencias depositadas en la base de datos de National
Center for Biotechnology Information (NCBI), para obtener el porcentaje de identidad. Este debe
ser mayor del 97% para asegurar una identificacion de la cepa por género y especie (Rocio y
Mendoza, 2004).

Con relacion a la identificacion de la cepa por el gen recA, se sigui6 la metodologia descrita por
Torriani y colaboradores (2001) con modificaciones, la cual se basa en la diferenciacion de
especies del grupo L. plantarum utilizando la técnica de PCR. Esta técnica se llevé a cabo al
realizar tres PCR por separado, utilizando para cada una un cebador directo especifico de la
especie, es decir, en la primer PCR se utilizé el cebador directo llamado planF, especifico para
L. plantarum, el segundo cebador corresponde a pentF, especifico para L. pentosus y ultimo
cebador, paraF, especifico para L. paraplantarum; mientras que solamente se utilizé un Unico
cebador un cebador reverso (pREV) para todas las PCR, obteniendo asi diferentes tamarfios de
amplicones (Tabla 5). Por consiguiente, se obtuvo uno de los tres posibles productos de

amplificacion especifica de acuerdo a la especie identificada.

La amplificacion del gen recA se realizé utilizando la enzima Platinum™Tag ADN polimerasa y
cada uno de los tres cebadores directos especificos de la especie en combinacién con el
cebador reverso (pREV) en ensayos de PCR separados (Bringel et al., 2005). Se realizaron las
diferentes mezclas de reaccion de PCR (Tabla 6) y se programaron las condiciones en un

termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, California, E.U.A.) de acuerdo con la Tabla 7.

Tabla 5. Cebadores para amplificacion el gen recA.

o Temperatura de . _
Cebador Secuencia 5°-- 3 ) » Tamarfo amplicon(pb)
alineacion (Tm)

paraF GTC ACA GGC ATT ACG AAAAC 60.0 °C 107
pentF CAG TGG CGC GGT TGATAT C 64.0 °C 218
planF CCGTTT ATG CGG AAC ACCTA 61.9 °C 318
pREV TCG GGATTA CCA AAC ATC AC 62.2°C -

Cebadores sintetizados por Sigma Aldrich.
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Tabla 6. Componentes de la reaccién de PCR.

Componente Volumen final (uL) Concentracion final
Agua libre de nucleasas 36.8
10X PCR Master Mix*, -Mg 5 1X
50 mM MgCl; 15 1.5mM
10 mM dNTP Mix 1.0 0.2 mM, cada uno

10 uM cebador directo**

paraF 1.0 0.2 uM
pentF 1.0 0.2 uM
planF 0.5 0.2 uM
10 pL cebador reverso (pREV) 1.0 0.2 uM
ADN templado 2.0 (216.017 ng/uL)
Platinum™ Tag ADN polimerasa 0.2 2 U por reaccioén

*PCR Master Mix (10X), Thermo Scientific, California.

**Se realizé un ensayo para cada uno de los cebadores directos.
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Tabla 7. Condiciones de PCR.

Paso Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Numero de ciclos

Desnaturalizacion

inicial o 2 !
Desnaturalizacion 94 0.5
Alineacion * 0.5 34
Extensioén 72 0.5
Extensién final 72 5 1
Enfriamiento 12 o0

*La temperatura de alineacién varia dependiendo del cebador directo (Tabla 5).

Por Gltimo, para verificar el tamafio de los amplicones, se realizé un gel de agarosa al 1.2%
tefiido con bromuro de etidio (Bio-Rad, 0.001%), utilizando amortiguador TAE 1X (Tris-acetato
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). La electroforesis se llevé a cabo a 70 V durante 50 min, utilizando

un marcador 100 pb ADN (Promega). Se utiliz6 como control positivo una cepa de L. plantarum.

6.3.3 Identificacion de cepa por espectrometria de masas.

La identificacién se realizé en el laboratorio divisional de espectrometria de masas en la UAM-
Iztapalapa mediante la técnica MALDI-TOF-TOF (Autoflex Speed, Bruker-Daltonics, Bremen,
Alemania) se realiz6 siguiendo la técnica de extraccion etanol/acido formico (Jordana-Luch et
al., 2012), a partir de colonias puras aisladas de la cepa en medio MRS (DIFCO, Cuautitian
Izcalli, México) tras 18 h de resiembra 29°C (como se menciona en el punto 6.2) (Corry et al.,
2003).

La colonia de interés se resuspendid en agua Milli-Q® y etanol. Después se centrifugd y
eliminaron completamente los restos de etanol, se afadio acido férmico al 70% y la misma
cantidad de acetonitrilo para la disrupcion de la pared celular. Una vez centrifugada la muestra,
se recogio el sobrenadante y se deposité 1 pL en la placa de metal pulido, se recubrié con 1 pL
de la matriz (acido alfaciano-4-hidroxicinamico), se dejé secar a temperatura ambiente y se
procedié a su analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF. Finalmente, se obtuvo
un espectro de masas el cual fue comparado con la base de datos (Bruker Daltonic MALDI
Biotyper ®, version 4.1.60 (PYTH) 28 2016-04-18_11-26-19), donde el software adjudica una
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identificacion y valor indicativo de la fiabilidad de dicha identificacion. En el caso de Biotyper,
este valor se encuentra en un intervalo que va de 0 a 3; un valor en el intervalo de 2.0 a 3.0
indica una identificacion fiable a nivel de especie, un valor entre 1.70 y 1.99 indica un parentesco
muy cercano y una identificacién fiable a nivel de género, y un valor <1.69 ofrece una

identificacion no posible.

Como estandar de calibracion y optimizacion del espectro de masas Bruker MALDI-TOF-TOF,
se utilizé IVD Bacterial Test Standard (denominado “IVT BTS”) que contiene un extracto de
Escherichia coli DH5a, el cual muestra un perfil de péptidos y proteinas caracteristico en los
espectros de masas MALDI-TOF. El extracto estd modificado con dos proteinas adicionales que
amplian el limite superior del rango de masas cubierto por IVD BTS, donde el rango general de
masa cubierto por IVD BTS va de 3.6 a 17 kDa.

6.4 Actividad antagodnica de L. paraplantarum.

Salas (2018), evaluo la actividad antagdnica mediante la inoculacion vertical del microorganismo
en estudio (L. paraplantarum) en el centro de una caja Petri al en medio TSB (Caldo Soya
Tripticaseina, Dibico®, México). Una vez crecida la cepa de L. paraplantarum después de 24 h
de incubacién a 29°C, se realizaron estrias de forma perpendicular a la cepa en estudio (Tabla

8) (Figura 6), previamente resembrados al 1% e incubados a 30°C durante 18h.

Microorganismo
objetivo

Microorganismo
objetivo
Microorganismo
objetivo
Microorganismo
objetivo

Microorganismo
objetivo

L. paraplantarum

Microorganismo
objetivo

Figura 6. Representaciéon general en caja Petri con agar para prueba antagénica de L.
paraplantarum.
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Tabla 8. Microorganismos utilizados para la actividad antagonica.

Microorganismo

objetivo

Listeria innocua

Weissella

viridescens

Salmonella spp.

Leuconostoc spp.

Escherichia coli

Lactobacillus

sakei

Staphylococcus

aureus

Brochothrix

thermosphacta

Pseudomonas

fluorescens

Tipo de

bacteria

Gram (+)

Gram (+)

Gram (-)

Gram (+)

Gram (-)

Gram (+)

Gram (+)

Gram (+)

Gram (-)

Fuente

Departamento de Alimentos y
Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM

Departamento de

Biotecnologia, UAM-I

Departamento de Alimentos y
Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM

Departamento de

Biotecnologia, UAM-I

Departamento de Alimentos y
Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM

Departamento de

Biotecnologia, UAM-I

Departamento de Alimentos y
Biotecnologia, Facultad de
Quimica, UNAM

Laboratorio de Bioquimica de

Macromoléculas, UAM-I

Laboratorio de Bioquimica de

Macromoléculas, UAM-

Medio de

cultivo

TSB*
(Dibico®,

México)

TSB*
(Dibico®,

México)

TSB*
(Dibico®,

México)

TSB*
(Dibico®,

México)

CGB** (ver
apartado
6.2)

CGB** (ver
apartado
6.2)

CGB** (ver
apartado
6.2)

TSB*
(Dibico®,

México)

Medio F

incubacion

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

37°C

Temperatura de
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6.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana.

6.5.1 Obtencidén del extracto crudo.

El extracto crudo (EC) se obtuvo a partir de un cultivo de 18 h de L. paraplantarum seguido de
una centrifugacion a 7,500 rpm durante 15 min a 4°C. Una vez centrifugado, se colect6 el
sobrenadante y se ajusté el pH a un valor de 7 para eliminar la influencia de los acidos organicos
sobre la actividad inhibitoria. Posteriormente, se filtr6 a través de membranas estériles de
tamafo de poro de 0.22 ym. Finalmente, el EC resultante se almacend a -80°C hasta su

posterior uso.

6.5.2 Obtencién de compuestos antimicrobianos tipo bacteriocina (adsorcion-desorcion).

La extraccion o semi purificacion del compuesto antimicrobiano de tipo bacteriocina (ES-B) se
llevé a cabo mediante la técnica de adsorcién-desorcion dependiente del pH (Yang et al., 1992),
con algunas modificaciones (Schneider, 2005a). Se inocularon 4 L de caldo CGB al 1% (v/v) de
un cultivo de L. paraplantarum durante 18 h hasta la fase estacionaria, el cual posteriormente
fue sometido a un tratamiento térmico a 70°C durante 30 min para la inactivacion de las
proteasas que pudieran estar presentes en el medio (Katla et al., 2003). Posteriormente, se
ajustd el pH del cultivo a 5 con una solucion 10 M de NaOH y se mantuvo en agitacion moderada
durante 24 h permitiendo la adsorcién del compuesto antimicrobiano a la membrana celular
bacteriana. Transcurrido este tiempo, los cultivos se centrifugaron a 3,100 rpm durante 20 min
a 4°C y se recupero el precipitado celular, se lavd dos veces con amortiguador de fosfatos (5
mM fosfato de sodio, pH 6.5). Finalmente, las células se resuspendieron (5% del volumen
original) en una soluciéon 100 mM de NaCl a pH 1 (ajustada con acido fosférico al 5%); este valor
de pH favoreci6 la desorcion del compuesto antimicrobiano desde la membrana celular de las
bacterias hacia el medio; para este proceso se mantuvieron las células en agitacion a 4°C
durante 24 h. Las cuales se sometieron a centrifugacion a 3100 rpm durante 20 min a 4°C para
descartar células y retener el sobrenadante, el extracto libre de células se dializé6 empleando
membranas de celulosa (Spectra/Por7®, Arizona US) con un tamafio de poro de 1,000 Da con
cambios frecuentes de agua destilada hasta eliminar las sales presentes y se filtré a través de
membranas estériles (poro de 0.22 ym). A continuacion, el sobrenadante se liofilizdé (Scientz-
10N Freeze Dryer, Zhejiang, China), la temperatura de muestra fue de -25.0°C, la temperatura

de la trampa fria fue de -66.0°C y con una vacio de 1 Pascal. Los liofilizados se resuspendieron
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en 400 pL de amortiguador (Tris-HCI 100 mM, pH 8). Finalmente, los liofilizados resultantes se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.5.3 Obtencién de compuestos antimicrobianos tipo peptidoglucano hidrolasa (PGH).

La obtencion o purificacion parcial de la PGH (ES-PGH) se realiz6 mediante la ultrafiltracion del
EC (apartado 6.4.1.) con una membrana de tamafio de corte de 50 kDa (Amicon® Millipore,
Dramstadt, Alemania), siendo las condiciones de centrifugacion a 6,500 rpm a 4°C durante 15

min. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso.

6.5.4 Prueba presuntiva por difusion en agar.

La actividad antimicrobiana se midié por el método de difusién en agar (Schillinger y Liicke,
1989), con modificaciones (Liu et al., 2014). La técnica consintid en depositar 100 yL del EC,
ES-B 0 ES-PGH obtenido del cultivo de L. paraplantarum en pozos hechos con una punta de
micropipeta (1000 pL) estéril en medio TSB (Dibico, México) semisélido (0.8% de agar
bacteriolégico) superpuesto sobre una capa de medio TSB sélido (1.0% de agar bacteriolégico),
utilizando como control positivo 15 uL de nisina al 10% y 15 pL de lisozima al 10%. El medio
TSB semisélido fue previamente inoculado con 140 uL de Listeria innocua en fase logaritmica
106-10” UFC/mL (D.O.600 nm=0.3). La actividad antimicrobiana se evalu6 determinando el halo
de inhibicién formado alrededor del pozo, una vez incubada la placa a 37°C durante 24 h para

el crecimiento de la cepa sensible.

La actividad antimicrobiana especifica se calculé6 midiendo los mm de los halos obtenidos en
las cajas Petri por el método de difusion en agar y con los valores de proteina total determinados
en un lector de placas como se menciona en el apartado 6.5.4.1. Con base a los valores
obtenidos de la proteina total (mg/mL) en cada uno de los extractos utilizados, se calculé la
proteina total presente en 100 uL adicionados por muestra y cada uno de los extractos semi

purificados obtenidos en las diferentes condiciones aplicadas.

6.5.4.1 Cuantificacion de proteina.

La concentracion de proteina se determiné por el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay,
California, E.U.A.) (Bradford, 1976) a una longitud de 595 nm en un lector de microplacas

(Epoch, Biotek, Vermont, E.U.A). Se colocaron 160 uL de los respectivos extractos y 40 uL del
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reactivo de Bradford concentrado en los pozos de la microplaca y posteriormente se mezclaron
e incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. La lectura se realiz6 en un lector de placas,
empleando una curva patron de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri,
E.U.A).

6.6 Perfil proteico para bacteriocinas y zimograma contra Micrococcus

lysodeikticus.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio y tricina (Tris-Tricina-SDS-
PAGE) es una forma eficiente de separar proteinas de bajo peso molecular. Sin embargo, el
sistema estandar descrito por Schagger y von Jagow (1987) es bastante complicado y
especificamente puede no ser Util cuando las proteinas separadas requieren ser recuperadas
del gel para el andlisis cuantitativo. Haider y colaboradores (2012) describen un sistema
simplificado por el cual estas proteinas mas pequefias pueden tener mayor separacion y
resolucion, este sistema requiere solamente de un amortiguador, es decir, se utiliza el mismo
amortiguador para el gel de separacion, como para el gel concentrador (Anexo A). En cambio,
en el sistema origina se utilizan dos amortiguares, uno para el gel de separacién y otro para el

gel concentrador.

El peso molecular de la bacteriocina se determind siguiendo la técnica para geles de
poliacrilamida Tris-Tricna-SDS descrita por Haider y colaboradores (2012), empleando geles de
separacion (ver la preparacion en el Anexo A) con 2.67% de C (entrecruzamiento) y 16% de T
(proporcién de acrilamida/bisacrilamida) y los geles de concentracién con 2.67% de Cy 4% de
T. Los geles fueron ensamblados en en una camara de electroforesis Mini-Protean® Tetra
System (Bio-Rad, California, E.U.A.).

Las muestras fueron tratadas en condiciones no desnaturalizantes, con el fin de evitar la pérdida
de la actividad. La corrida del gel se realiz6 a 135 V durante 2 h, empleando una fuente de poder
PowerPac (Bio-Rad, California, E.U.A.). Posteriormente se realizé la fijacion de los geles con
una solucién de glutaraldehido al 5% durante 25 min en agitacion. En seguida se tifieron los
geles con la solucién de tincién Coomassie Brilliant Blue (0.027 g de Coomassie Briliant Blue
G-250 en 100 mL de acido acético al 10%) durante 20 min en agitacién moderada. Finalmente,
se destifieron los geles con una solucién de acido acético al 10% durante 20 min en agitacion.
El peso molecular de las bandas de proteina se determind por la comparacion con un marcador
pretefiido de amplio espectro, SDS-PAGE Strandars (Bio-Rad, 161-0318).
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Para la elaboracién del zimograma, se prepararon geles de poliacrilamida Tris-Tricina-SDS al
16% de poliacrilamida co-polimerizada con 0.2% de células liofilizadas de M. lysodeikticus,
como sustrato (Hardt et al., 2003). Posteriormente, las células se resuspendieron con los
reactivos mencionados anteriormente para la elaboracién del gel. Una vez transcurrida la
electroforesis, los geles se lavaron dos veces con agua Milli-Q durante 30 min y se incubaron a
37°C con amortiguador de renaturalizaciéon (100 mM Tris-HCI, pH 8.0 con 1% v/v Tritdn X-100)
durante un lapso de 12 a 16 h con agitacion suave. Después, los geles se tifieron con 0.01% de

KOH y 0.1% de azul de metileno durante 20 min y se destifieron con agua MilliQ.

Los geles obtenidos fueron visualizados en un analizador de imagenes Molecular Imager Gel-

Doc™ XR+ System (Bio-Rad, California, E.U.A), utilizando software Image Lab version 5.1.

6.7 Perfil proteico para PGHs y zimograma contra M. lysodeikticus.

El peso molecular aparente de las proteinas de interés se determin6 por electroforesis en geles
de poliacrilamida co-polimerizada en condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE; Laemmli,
1970). Se prepararon Tris-Glicina-SDS-PAGE al 10% con los reactivos necesarios (30%
Acrilamida/Bisacrilamida, 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 10% SDS, agua Milli-Q, TEMED y 10% APS),
ver la preparacion en el Anexo A. Se tomaron 35 uL del ES-PGH (ver apartado 6.4.3) y se les
adicionaron 15 uL de amortiguador de carga (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 2.5% glicerol,
y 0.5% de azul de bromofenol). Se cargaron en el gel y a su vez éste en una camara Mini-
Protean® Tetra System (Bio-Rad, California, E.U.A.), la cual se puso en funconamiento a 80 V
durante 30 min y 120 V durante 1.5 h. Después de la electroforesis, el gel se lavé dos veces
con agua Milli-Q durante 30 min, se tifié con azul de Coomassie (0.1% azul de Coomassie R-
250, 45% metanol, 10% acido acético glacial y 45% de agua Milli-Q) durante 24 h y se destifid
con 10% de metanol, 10% acido acético glacial y 80% agua Milli-Q. El peso molecular de las
bandas de proteina se determind por la comparacion con el marcador Precision Plus Protein
Dual Color Standars (Bio-Rad, 161-0374).

Para la elaboracién del zimograma, se prepararon geles SDS al 10% de poliacrilamida co-
polimerizada con 0.2% de células liofilizadas de M. lysodeikticus, como sustrato (Leclerc y
Asselin, 1989). Posteriormente, las células se resuspendieron con los reactivos mencionados
anteriormente para la elaboracién del gel. Una vez transcurrida la electroforesis, el gel se lavo
dos veces con agua Milli-Q durante 30 min, se incubé a 37°C con amortiguador de
renaturalizacion (100 mM Tris-HCI, pH 8.0 con 1% v/v Triton X-100) durante 12-16 h en agitacion

suave. Finalmente, el gel se tifié con 0.01% de KOH y 0.1% de azul de metileno durante 15 min
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y se destifidé con agua Milli-Q. Ambos geles fueron visualizados en un analizador de imagenes

utilizando el software Image Lab version 5.1.

6.8 Identificacion de proteinas por espectrometria de masas.

Una vez identificada la banda correspondiente a la proteina de bajo peso molecular con
actividad en zimograma contra M. lysodeikticus (apartado 6.6), esta banda se identific6 por
espectrometria de masas y analizé en el “Institut De Recherches Cliniques De Montréal” (IRCM)
en Montreal, Canada. Se utilizé el método LC-MS/MS (cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas) en un LTQ-Orbitrap (ThermoFisher Scientific, Bremen, Alemania).
Los resultados de la secuenciacion fueron entregados y analizados mediante la software
Scaffold4 (versién 4.8.9.20181203, Proteoma Software Inc., Portland, OR).

En cuanto a la identificacion de la proteina de alto peso molecular con actividad antimicrobiana
(PGH), la banda de interés en gel de poliacrilamida Tris-Glicina se envié a secuenciar al
Laboratorio Nacional Plan TECC en el CINVESTAV (Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados del IPN) en Irapuato, México, donde se utiliz6 el método LC-MS/MS por electrospray.

6.9 Actividad de N-acetilmuramidasa.

Previamente a determinar la actividad por especificidad de sustrato de la PGH con actividad
antimicrobiana en zimograma contra M. lysodeikticus, se calculé peso molecular aparente a
través del gel Tris-Glicina-SDS-PAGE mediante el Software de Imagen Lab Versién 5.0, el cual
fue de 66.6 kDa. Por otra parte, se analizé la secuencia del genoma de L. paraplantarum L-ZS9
(NCBI GenBank: CP013130.1), en donde se encontré una muramidasa (PGH) con un peso
molecular de 67.212 kDa, similar al calculado a través del gel, el cual fue de 66.6 kDa. Por lo

anterior, se realiz6 la actividad especifica de sustrato de N-acetilmuramidasa.

En la determinacioén de la actividad de N-acetilmuramidasa se utilizaron 75 L de peptidoglucano
(apartado 6.9.1) tratado enziméticamente y diluido en agua (4 mg/mL), 25 uL de la muestra (ES-
PGH, aparado 6.5.3) y 400 L de agua. La reaccion se dejé a 37°C por 1 h a 70 rpm, una vez
transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugd 1 min a 14,000 rpm para eliminar el

peptidoglucano insoluble. De cada tubo se tomaron 400 uL que se aforaron con 100 L de agua.
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Cada muestra se coloco en un tubo de vidrio con rosca de un volumen de 15 mL, a cada tubo
se le adicionaron 3 mL de H2SO. concentrado y se calentd a ebulliciéon por 10 min. Una vez
transcurrido el tiempo, se agregaron a cada tubo 50 pL de CuSO4 (4 %) y 100 uL de pPp (p-
fenilfenol, Sigma-Aldrich; 1.5 % en etanol al 96 %). La reaccion se incub6é por 30 min a
temperatura ambiente y la actividad se cuantificé a 570 nm (Salas 2018; Kimberley y Taylor,
1996). Se utiliz6 como control positivo 25 L de lisozima (10%) y como negativo 25 uL agua en

lugar de la muestra.

6.9.1 Extraccion de peptidoglucano de M. lysodeikticus.

A partir de un cultivo de M. lysodeikticus en medio Brain Heart Infusion (BHI, Difco, E.U.A.), el
cual fue incubado 12 h a 37°C y 250 rpm, se centrifugd a 8500 rpm por 15 min a 4°C para
recolectar las células. Las células fueron lavadas con agua estéril (1/10, p/v) hasta la obtencion
de un precipitado blanco, el cual se disolvio en acido tricloroacético (TCA) al 10 % y se colocd
en ebullicién por 60 min, una vez concluido este tiempo la solucién se centrifugd a 8,500 rpm
por 20 min a 4°C.

El pellet fue resuspendido e incubado con un amortiguador de acetatos (acido acético 0.5 My
acetato de sodio 0.2 M pH 4.5), cloroformo y metanol en una relacién 4:5:10 a pH 4.6 durante
12 h y se centrifug6é a 8,500 rpm por 10 min a 4°C. El pellet resultante se resuspendi6 en
amortiguador Tris-HCI 0.1 M pH 7.5 con 4000 U de tripsina (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) y se
incubd en bafo de agua a 37°C y 140 rpm por 12 h, una vez transcurrido el tiempo la solucion
se centrifugd a 8,500 rpm por 20 min a 4°C. El sedimento se lavl 4 veces con agua estéril, se

liofiliz6 y se almacen6 a -20°C (Tian, et al., 2015).

6.10 Efecto de la concentracion de nitrogeno y carbono en el medio sobre la

actividad antimicrobiana.

Ooi y colaboradores (2015) demostraron que una relacién carbono/nitrégeno (C/N) de 3.33
producia la mayor actividad antimicrobiana para L. plantarum I-UL4, por lo que, para el presenté
trabajo se calcul6 la relacion C/N aportada por el medio CGB, la cual fue de 2.2. Por lo anterior,
se decidio incrementar y disminuir 1.1 unidades la relaciéon C/N en el medio CGB, fijando la
concentracion de carbono para cada relacion C/N (1.1, 2.2 y 3.3). Lo mismo se realiz6 para cada
una de las relaciones C/N establecidas, variando en esta ocasién la concentracién de nitrégeno

y fijando la concentracion de carbono. Sin embargo, al tener las mismas relaciones C/N, seria
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complicado visualizar lo antes explicado, por lo que se decidié nombrar los cambios en el medio
de cultivo, como las diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno, en lugar de relaciones
C/N, ademas de que el objetivo es determinar el efecto de la composicion del medio de cultivo
en la actividad antimicrobiana.

Se probaron dos condiciones con diferentes concentraciones de carbono (C1 y C3), una de
menor concentracién de carbono y otra de mayor concentracion de carbono con relacién a la
concentracion de carbono aportada por el medio de cultivo (C2). Lo anterior también se realizé

para la concentracion de nitrégeno aportada por el medio (Tabla 9).
Tabla 9. Concentracion de carbono y nitrégeno aportadas por cada medio de cultivo (CGB).
Condicién

C1 C2 C3 N1 N2 N3

Concentracion de carbono (g/L) 2.7 6.0 8.8 6.0
Concentracion de nitrégeno (g/L) 2.7 1.8 27 5.7
Relacién C/N 11 22 3.3 3.3 22 11

Letras en negritas indican la concentracién de nitrégeno y carbono proporcionada por el medio.

Se evalué el efecto de las diferentes concentraciones carbono y nitrégeno en el medio de cultivo
sobre el crecimiento celular, actividad antimicrobiana en el extracto crudo (EC) y pH en la
fermentaciéon de L. paraplantarum. Por lo que se resembr6 al 1% (v/v) la cepa de estudio,
previamente reactivada, estandarizando el pre-indculo a una D.0.600 nm= de 0.5 en matraces
de 175 mL de medio de cultivo para las diferentes condiciones de concentracion carbono y
nitrégeno (Tabla 9). Se tomaron alicuotas de 25mL alas 0, 6, 9, 12, 15, 18 y 24 h de crecimiento
microbiano en los medios de cultivo a base de diferentes concentraciones de carbono y

nitrégeno (Tabla 9) a 29°C durante 24 h sin agitacion como condiciones de crecimiento.
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6.10.1 Determinacion de la curva de crecimiento.

Como medida indirecta del crecimiento microbiano, se cuantificd la densidad 6ptica a 600 nm
en el espectrofotbmetro Synergy HT (BioTek, Vermont, E.U.A.) durante 24 h a 30°C, tomando
lecturas cada 30 min para cada una de las diferentes condiciones de los medios de cultivo (Tabla
9).

Los parametros cinéticos se obtuvieron a partir de las curvas de crecimiento, ajustando los datos

de crecimiento al modelo de Gompertz mediante en el programa NCSS V.97.

6.10.2 Obtencion del extracto crudo.

A partir de cada medio de cultivo bajo diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno se
obtuvieron extractos crudos (EC) por triplicado, siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 6.5.1alas 0, 6, 9, 12, 15, 18 y 24 h de crecimiento de L. paraplantarum.

6.10.3 Deteccion de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los extractos crudos obtenidos bajo diferentes concentraciones
de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo se midié por el método de difusion en agar
(apartado 6.5.4). La técnica consistio en realizar diluciones seriadas el extracto crudo y depositar
100 uL de las diluciones en pozos en medio TSB semisélido (0.8% de agar bacteriolégico)
superpuesto sobre una capa del mismo medio, pero con 1.5% de agar bacteriolégico. El medio
semisolido fue previamente inoculado con 140 pL (D.O. 600nm=0.3) de un cultivo de la cepa
sensible Listeria innocua. La actividad se evalu6 determinando el halo de inhibicién formado en
la cepa sensible, una vez incubada la placa a 37°C durante 24 h, como se menciona en el
apartado 6.5.4.

6.10.4 pH.

Se tomaron alicuotas de 50 mL alas 0, 6, 9, 12, 15, 18 y 24 h de crecimiento de L. paraplantarum
a las diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno para medir el pH (Orion Versa Star,
E.U.A).
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6.10.5 Analisis estadistico.

Para el analisis de los resultados se realizaron dos analisis de varianza (ANOVA), de un
(diferentes concentraciones de C y N) y dos factores (diferentes concentraciones de C, N y
tiempo), ambos con un nivel de significancia del 5% y un nivel de confianza del 95%. Se utiliz6
el método de Duncan para la comparacion de medias entre tratamientos, asi como para cada

tiempo de maduracién, empleando el paquete estadistico SPSS V.18.

7. RESULTADOS Y ANALISIS.

7.2.1 Extraccion del ADN total.

El ADN total extraido de la cepa aislada de salami se puede visualizar en la Figura 7 (carril 1),
en la cual se observa una banda que corresponde al ADN, el cual es mayor a las 10000 pb, lo
que significa que el ADN total tiene la integridad idonea para realizar la amplificacion de gen
16S ARNr y recA mediante PCR. Previamente a la amplificacion de los genes, se determiné la
concentracion de ADN, la cual fue de 216 ng/pL. Asi mismo se obtuvo la relacion de absorbancia
260/230, dicha relacién es una manera comun para expresar un valor representativo de la
pureza del ADN, un valor de 1.65 a 1.9 indican una muestra pura. El resultado de la absorbcia
fue de 1.807, lo que indico la obtencién de ADN con pureza aceptable, ya que valores menores
a 1.65 indican una posible contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas
(Kumari et al., 2019). Una vez determinada la integridad, concentracién y pureza del ADN
extraido se realiz6 la amplificacion del gen de referencia 16S del ARNr y del gen recA especifico

para cada especie mediante PCR.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Marcador: GeneRule 1kb ADN (Thermo
Scientific). Carril 1: ADN extraido de la cepa aislada del salami. Carril 2: producto de PCR del
gen 16S ARNr con ADN de la cepa aislada del salami. Carril 3: producto purificado de PCR
del gen 16S ARNr de la cepa aislada del salami.

7.1 Identificacion por amplificacién gen de referencia 16S del ARNry gen recA.

La cepa en estudio fue aislada por Palafox (2015) y Salas (2018) a partir de salami en trabajos
previos. Ambos autores determinaron caracteristicas generales de las cepas como tincién
Gram, morfologia y produccion de compuestos antimicrobianos. En este trabajo se verifico la

identificacion de secuencias del gen 16S ARNr, analizando el ADN total del microorganismo.

Se verificé la integridad del ADN total en un gel de agarosa al 0.8%, posteriormente se realizé
la amplificacién del gen completo 16S ARNr con cebadores universales mediante la PCR. Se
comprobo la amplificacion mediante un gel de agarosa al 0.8% como se puede observar en la

Figura 7, en donde el amplicon obtenido fue de un tamafio alrededor de los 1,500 pb, lo que
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concuerda con el tamafio de amplicon esperado al utilizar los cebadores universales 27f y

1492R. La banda del carril 2 (Figura 7) correspondiente al amplicon de 1,500 pb se cortd, purificd

y mandd a secuenciar a Macro Gen Inc. (Séul, Corea del Sur).

Una vez obtenida la secuencia del gen 16S ARNr, se comparo en la base de datos de NCBIl y

se determiné el porcentaje de similitud, siendo de 92, 92, y 91% con L. paraplantarum, L.

plantarum y L. pentosus, respectivamente (Figura 8). Un porcentaje de similitud menor al 94.5

solamente define el género, mientras que valores mayores al 98.5% definen una especie (Yarza

et al., 2015). Debido al bajo y similar porcentaje de identidad entre estos microorganismos, se

realizo la identificacion especifica que permite discernir entre L. plantarum, L. paraplantarum y

L. pentosus mediante la amplificacion del gen recA.
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Figura 8. Resultados de BLAST en la base de datos NCBI del 16S ARNr de cepa aislada de

En cuanto a la identificacion de la cepa mediante la amplificacion del gen recA, cuyo tamafio es
de 322 pb, se realiz6 utilizando un Unico cebador reverso (pREV) y tres cebadores directos
(paraF, pentF y planF) en la prueba de PCR (Tabla 5). Por lo que al numerar las secuencias de
fragmentos de 1 a 322 pb, los cebadores especificos hacia adelante se localizaron de la

siguiente manera: planF, el cebador especifico para L. plantarum, con posiciones de nucleétidos
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9 a 28; pentF, el cebador especifico para L. pentosus, con posiciones de nucléotidos 109 a 127,
y paraF, el cebador especifico para L. paraplantarum, con posiciones de nucleétidos 220 a 239.
Consecuentemente, los tamafios esperados de los amplicones son de 318 pb para L. plantarum,
218 pb para L. pentosus y 107 pb para L. paraplantarum (Torriani et al., 2001).

En la Figura 9, se observa un solo amplicon con un tamafio de 107 pb en el carril 1, el cual
corresponde a la amplificacion del gen recA de la cepa aislada del salami cuando se utilizé el
cebador directo para L. paraplantarum (paraF), por consiguiente, la cepa aislada del salami
corresponde a L. paraplantarum. Con respecto al control positivo, como era de esperarse, se
observa un amplicon con un tamafio de 318 pb para el control positivo, el cual corresponde a L.

plantarum.

Marcador
(pb)

1 2 3 4

Figura 9. Productos de amplificacién por PCR obtenidos a partir del ensayo multiple recA en
gel de agarosa al 1.2%. Marcador: de 100 pb ADN (Promega). Carril 1: producto de
amplificacion con cebador directo paraF de la cepa aislada de salami (L. paraplantarum).
Carril 2: amplificacion con cebador directo planF. Carril 3: amplificaciéon con cebador directo
pentF. Carril 4: producto de amplificacion con cebador directo planF del control positivo (L.
plantarum).
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7.2 ldentificacion de cepa por espectrometria de masas.

El estudio realizado en el Laboratorio Divisional de Espectrometria de Masas en la UAM-
Iztapalapa, identifico a la cepa obtenida de un cultivo puro aislado del salami mediante la técnica
de espectrometria de masas MALDI-TOF. Por estriado se aislaron colonias puras de la cepa en
medio TSB, seleccionando seis colonias con morfologia similar y posteriormente por
sextuplicado se realizaron las lecturas correspondientes a cada colonia seleccionada en una
placa de metal pulido para obtener mayor precision de los resultados. Con lo anterior, se
examind la reproducibilidad del equipo y observando consistencia entre las muestras. La
identificacion se obtuvo mediante la comparacion de dos espectros del perfil de proteinas, el
cual es Unico para cada especie. El espectro que se muestra en la Figura 10, contiene la
informacion de la base de datos comercial de MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Leipzig,
Alemania) de la muestra conocida de L. paraplantarum (espectro inferior) y el segundo
corresponde al espectro generado de la espectrometria de masas de la cepa a identificar
(espectro superior, Figura 10). En ambos espectros se detectaron de 10 a 20 picos de los iones
de proteinas mas abundantes en el espectro de masas. Los picos prominentes de iones se
presentaron en la region entre 3,000 y 11,000 m/z, con los picos de mayor intensidad

consistentemente en el intervalo de 3,000-8,000 m/z.

Lactobacillus paraplantarum DSM 10641 DSM
T T

05 +

0.0 + II

rel. int.

05 4

t t 1 t t t t + t t
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
miz (103)

Figura 10. Descripcién general de los espectros de masas MALDI-TOF de Lactobacillus
paraplantarum.
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El software con el cual cuenta Biotyper realiza la comparacion de los picos (iones de proteinas)
entre los espectros de masas obtenidos mediante una ecuacion logaritmica, generando valores
de 0 a 3, los cuales cuantifican la similitud entre la muestra analizada y la base de datos. Los
resultados de la ecuacion logaritmica para los espectros obtenidos se muestran en la Figura 11,
por lo que se puede concluir que L. paraplantarum corresponde a la cepa aislada del salami,
debido a que el espectro obtenido y el valor indicativo de fiabilidad es de 2.16, asegurando una

identificacion por género y especie.

Gama de valores Descripcion Simbolos Color
2.00-3.00 () el
1.70-1.99 Identificacién de baja confianza (+) amanillo
0.00 - 1.69 &) rojo

Nombre de ID de la o i ; didat B Organismo (segundo mejor (tna

Ia muestra muestra rganismo (mejor candidato) ‘?;?:' candidato) \?;?:'

J6 JHR 1.1 . .
(++5) (A) (standard) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus paraplantarum 195
17 JHR 1.2 . _
(++5) (A) (standard) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus paraplantarum
J8 N . .
(++4) (A) (mg) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus paraplantarum
K6 JHR. 2.1 . :
(++4) (A) (standard) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus paraplantarum
(+++ ?(B) (ﬂg{dig) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus plantarum
(+-r-l§_)8 (A) (':ﬂfdfgg) Lactobacillus paraplantarum Lactobacillus paraplantarum

Figura 11. Significado del valor de puntuacion MALDI-TOF MS.

Existen varios reportes que han realizado la comparacion sobre el rendimiento de MALDI-TOF
MS con respecto a los métodos convencionales para la identificacion de microorganismos.Seng
y colaboradores (2009) realizaron un estudio en donde por medio de MALDI-TOF MS
identificaron el 84.1% de microorganismos a nivel de especie. Cuando se producen
discrepancias entre MALDI-TOF MS y los métodos de identificacion convencionales, la
secuenciacion de 16S ARNr tiende a favorecer la identificacion MALDI-TOF MS en la mayoria
de los casos, lo que otorga a la espectrometria de masas MALDI-TOF una herramienta rapida,
confiable y precisa para la identificacion y diferenciacién rutinaria de microorganismos. Siendo
la Unica falla de la técnica MALDI-TOF MS, en la identificaciéon de un microorganismo, la falta

de espectros de referencia adecuados en la base de datos (Bourassa y Butler-Wu, 2015).
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7.4 Actividad antagonica de L. paraplantarum.

Este ensayo consistio en estriar verticalmente al centro de la placa de agar TSB al 1.5% la cepa
de estudio (L. paraplantarum) y de manera perpendicular se estriaron los microorganismos de
interés en los alimentos, como se aprecia en la Figura 12. Cabe mencionar que la eleccién de
medio TSB para esta prueba, se debié a que es un medio enriquecido para microorganismos
aerobios no exigentes, siendo fundamental la presencia del fosfato de potasio y de sales en
baja concentracién en el medio, donde el primer compuesto actia como amortiguador para el
control del pH y las concentraciones bajas de sales provocan un ligero descenso del pH en el
medio (Contreras, 2013); por consiguiente la actividad antagénica observada no se debe al pH

del medio sino a los compuestos producidos por L. paraplantarum durante la fermentacion.

La cepa de estudio, L. paraplantarum, mostré actividad antagénica contra microorganismos
patdbgenos como Listeria innocua, Salmonella spp, Escherichia coli, (Figura 12). Estos
patdgenos presentes en los alimentos son considerados nocivos e incluso letales para las
personas (Koohmaraie et al., 2005). Ademas, presentd actividad antagdnica contra un solo
microorganismo responsable del deterioro en los alimentos, Weissella viridescens, el cual es
bien conocido por causar deterioro en la superficie de productos carnicos envasados al vacio
(Martins et al., 2016).

Figura 12. Actividad antago6nica de L. paraplantarum en agar TSB contra microorganismos

de interés en alimentos. 1, Listeria innocua. 2, Weissella viridescens. 3, Salmonella spp. 4,

Leuconostoc spp. 5, Escherichia coli. 6, Lactobacillus sakei. 7, Staphylococcus aureus. 8,
Brochothrix thermosphacta. 9, Pseudomonas flourescens.
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7.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana.

La técnica de difusidbn en agar descrita por Liu y colaboradores (2014) se empled para
determinar la actividad antimicrobiana producida por los diferentes extractos obtenidos de L.
paraplantarum, siendo EC, para el extracto crudo, ES-B, para el extracto semi purificado de
bacteriocina y ES-PGH para el extracto semi purificado de PGH contra el microorganismo
objetivo, Listeria innocua. En la Figura 13 se observan los halos de inhibicién formados por cada
uno de los extractos obtenidos, de los cuales, el de mayor actividad antimicrobiana lo presento
el EC, esta actividad antimicrobiana se atribuye a bacteriocinas y/o PGHs producidas por L.
paraplanatrum y no por acidos organicos u otros productos finales de la fermentacion, los cuales
tienen influencia sobre la actividad inhibitoria, dado que lo anterior se eliminé al ajustar el pH a
7 del EC (Magnusson, 2003; Salminen, 2004).

Debido a la actividad antimicrobiana presentada por el EC, se realiz6 la extraccion o semi
purificacién del compuesto antimicrobiano de bacteriocina (ES-B) debido a que algunos autores
han encontrado genes relacionados con bacteriocinas en L. paraplantarum (Liu y Li, 2016).
Asimismo se realizo la extraccion o semi purificacion de PGH (EPGH), con el fin de hallar si
existe una o mas PGHs que confieran dicha actividad antimicrobiana. Aunque no existen
reportes de PGHSs producidas por L. paraplanatrum; Rolain y colaboradores (2012), asi como
van den Nieuwboer y colaboradores (2016) identifican PGHs en L. plantarum; cabe mencionar
gue existe una alta relacion fenotipica y genémica entre L. plantarum y L. paraplanatrum (Curk
et al.,1996). El EC fue el que presentdé mayor actividad antimicrobiana, seguido por el extracto
de PGH y menor actividad antimicrobiana para el extracto de proteina ribosomal; siendo una

actividad 1.6 veces mayor el extracto de PGH con respecto al de proteina ribosomal (Tabla 10).
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Tabla 10. Actividad antimicrobiana de extractos contra L. innocua.

Extracto semi Extracto semi
Extracto crudo
Muestra purificado de PGH purificado de Nisina
(£Q (ES-PGH) bacteriocina (ES-B)
Actividad
antimicrobiana
(mm halo de 798.79 494.74 303.20 | -
inhibicién/mg
proteina)
Imagen de
actividad

antimicrobiana

7.6 Perfil proteico para compuestos antimicrobianos tipo bacteriocinas y

zimograma contra M. lysodeikticus.

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS se emplea para separar
con mayor resolucion aquellas proteinas con peso molecular entre 1 a 30 kDa (Haider et al.,
2012). Por esa razon, se utilizo la electroforesis en gel de poliacrilamida Tris-Tricina-SDS al 16%
para separar las proteinas de bajo peso molecular presentes en la muestra de ES-B. Los
resultados del gel de poliacrilamida Tris-Tricina-SDS se observan en la Figura 13, donde se
presentan bandas mayormente definidas por debajo de los 17 kDa. Por otro lado, en el
zimograma del gel de poliacrilamida en Tris-Tricina-SDS al 16% (Figura 13), la muestra de ES-
B presentd una banda traslucida correspondiente a la actividad sobre el sustrato (células
liofilizadas de M. lysodeikticus), con un peso molecular aparente menor a los 17 kDa respecto
al marcador. Posteriormente, con base en los resultados obtenidos, se calcul6 el peso molecular
aparente de la proteina con actividad antimicrobiana (Figura 13) utilizando el software Image

Lab 6.0.1, obteniendo un peso molecular de 13.1 kDa.

Autores como da Silva Sabo y colaboradores (2014) reportan una lista de bacteriocinas
producidas por L. plantarum, las cuales tienen un peso molecular que va de los 2.5 kDa a los
10 kDa. Salas (2018) identific6 de la misma cepa una bacteriocina con un peso molecular

alrededor a los 3 kDa; que a diferencia de lo obtenido en el presente trabajo, donde se identificé
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una bacteriocina con un peso molecular aparente a los 13.1 kDa (Figura 13). Lo anterior podria
estar relacionado a lo reportado por Amortegui y colaboradores (2014) para cepas de L.
plantarum, en donde bacteriocinas identificadas con pesos moleculares entre 10 y 14 kDa se
encuentran acompafadas por otras bacteriocinas con pesos moleculares alrededor de los 3.0
kDa. Cabe mencionar que puede haber una relacion entre las bacteriocinas producidas por L.

paraplantarum y L. plantarum debido a su estrecha relacion genémica reportada por Curk y
colaboradores en 1996.

Con los resultados obtenidos, la banda correspondiente a la actividad antimicrobiana en
zimograma se corté del gel Tris-Tricina-SDS-PAGE y se envi6 a identificar por espectrometria

de masas al IRCM.

Marcador
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Figura 13. Gel de poliacrilamida para la identificacion de proteinas de bajo peso molecular.
Marcador: de amplio espectro (Bio-Rad). Carril 1, Tris-Tricina al 16%. Carril 2, zimograma
con M. lysodeikticus en Tris-Tricina al 16%. Carril 1y 2, extracto semi purificado de
bacteriocina (ES-B) de la cepa L. paraplantarum.
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En la espera de los resultados de secuenciacion se realizaron andlisis in silico con base al peso
molecular calculado de 13.1 kDa para identificar a la posible bacteriocina de acuerdo al peso
molecular. En primer lugar, se utiliz la base de datos de bacteriocinas, BACTIBASE (Hammami
et al., 2010), en donde no se encontrd ninguna bacteriocina con pesos moleculares entre 12.1
a 14.1 kDa, tanto para L. plantarum y L. paraplantarum. Posteriormente, se realiz6 un analisis
in silico en el genoma de L. paraplantarum L-ZS9 (NCBI GenBank: CP013130.1) en busca de
bacteriocinas presentes con un peso molecular similar al calculado anteriormente, donde no se
encontrd ninguna bacteriocina con pesos moleculares alrededor de los 13.1 kDa, solamente se
encontraron tres proteinas de inmunidad bacteriocina identificadas como ALOO03085.1,
ALOO05217.1 y ALO05227.1 con pesos moleculares de 12, 13.5 y 12.6 kDa, respectivamente.
La biosintesis de las bacteriocinas de las clases | y Il se encuentra regulada por un sistema
regulador de tres componentes (un factor de induccion, un regulador de respuesta y una
proteina sensora), de modo que los determinantes genéticos de estas bacteriocinas poseen un
tercer operon, que contiene los genes responsables de dicha regulacién, dentro de estos se
encuentran los genes de inmunidad que codifican para las proteinas de inmunidad de
bacteriocina (Skuagen et al., 2003). Por lo anterior, a pesar de no encontrar referencias
bibliograficas de actividad antimicrobiana atribuidas a proteinas de inmunidad bacteriocina, la
proteina en estudio podria estar asociada de acuerdo al analisis in silico, a una de las proteinas

de inmunidad antes mencionadas.

7.6.1 Identificacidon de proteina de bajo peso molecular por espectrometria de masas.

Con base a los resultados obtenidos en el apartado anterior, se identifico a través del gel de
poliacrilamida Tris-Tricina a la proteina de bajo peso molecular con actividad sobre sustrato en
zimograma (Figura 13). Para la identificacion se utilizé la técnica de cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS) en un equipo LTQ-Orbitrap
(ThermoFisher Scientific, Bremen, Alemania). Este analisis fue realizado en el Institut De
Recherches Cliniques De Montréal (IRCM) en Montreal, Canada. Los resultados obtenidos de
la secuenciacion fueron entregados a través del Software protedmico Scaffold4 (version
4.8.9.20181203, Proteoma Software Inc., Portland, OR).

Keller y colaboradores (2012) refieren que para validar la identificacion de péptidos y proteinas
enlistados en el software de Scaffold4, se deben establecer parametros estandarizados en el
software, los cuales son 3. Para el primero, se debe establecer minimamente un 95% en el

algoritmo peptid prophet, este refiere a la probabilidad de que los péptidos identificados por
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espectrometria se encuentren en la secuencia de la proteina enlistada. En el segundo
parametro, se establece 99% como minimo de probabilidad de que sea la proteina, en donde el
programa utiliza el algoritmo protein prophet descrito por Nesvizhskii y colaboradores en 2003.
Por dltimo que la proteina identificada por Scaffold contenga en su secuencia al menos 5

péptidos identificados por espectrometria.

Con base a lo anterior, se obtuvo como resultado de la secuenciacion de la proteina 50S
ribosomal L14 (Figura 14), que fue identificada con 5 péptidos Unicos exclusivos, derivados de
la digestion de la proteina y se obtuvo un porcentaje de cobertura del 35% con una proteina de
122 amino&cidos en el genoma de L. plantarum WCFS1. Esta proteina tuvo un peso molecular
experimental de 13 kDa, dato que es similar con el peso molecular aparente calculado mediante
el software Image Lab 6.0.1, el cual fue de 13.1 kDa. En el afio 2010, de Carvalho y
colaboradores identificaron por primera vez una proteina ribosomal con actividad antimicrobiana
aislada de Lactobacillus sakei subsp. sakei 23 K. Posteriormente, Pidutti y colaboradores (2017)
descubrieron otras proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana, la L27 y L30, las cuales
fueron aisladas de Lactobacillus salivarius SGL 03 con actividad antimicrobiana. Finalmente,
Garcia-Cano y colaboradores (2019) identifican a partir de Pediococcus acidilactici OSU-PECh-
3A a la 50S proteina ribosomal L36 con actividad antimicrobiana. Aunque aun no esta claro el
mecanismo de accién de las proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana, se tiene una
hipotesis en donde estas proteinas ribosomales interfieren en el ensamblaje y funcién ribosomal,
dificultando asi la sintesis de proteinas, llevando asi a la muerte celular de bacterias (Pidutti et
al., 2017).
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Figura 14. Resultado general de las proteinas identificadas en el analisis mediante el
Software de Scaffold 3.

Por otra parte, se realizd un andlisis in silico en el genoma de L. paraplantarum L-ZS9 (NCBI
GenBank: CP013130.1) donde se encontraron tres posibles proteinas de inmunidad
bacteriocina de acuerdo con el peso molecular aparente de 13.1 kDa. Se realizdé por medio de
la plataforma MultAlin (Multiple sequence alignment, 1988) un alineamiento entre las secuencias
de aminoacidos de los péptidos identificados en espectrometria de masas y las posibles
proteinas de inmunidad bacteriocina, obteniendo como resultado ningln alineamiento entre las
secuencias, quedando completamente descartado que la actividad antimicrobiana proceda de
una bacteriocina. Mientras que el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los
péptidos identificados por espectrometria de masas mostraron un alineamiento con la secuencia
en aminoécidos de la 50S proteina ribosomal L14 identificada en el genoma de L. paraplantarum
L-ZS9 (NCBI GenBank: CP013130.1)

7.7 Perfil proteico para compuestos antimicrobianos tipo PGHs y zimograma

contra M. lysodeikticus.

Una vez determinada la actividad antimicrobiana del ES-PGH se utilizé la técnica de

electroforesis para obtener el perfil proteico mediante un gel de poliacrilamida Tris-Glicina-SDS
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al 10%. Este gel se muestra en la Figura 15, en donde se observan en el carril 1, correspondiente
al ES-PGH concentrado, una banda con peso molecular aparente de 66.2 kDa con respecto al
marcador de peso molecular utilizado. Asi mismo, en el zimograma de Tris-Glicina-SDS-PAGE
(Figura 15), la muestra de ES-PGH concentrado presentd una banda traslucida correspondiente
a la mencionada anteriormente en el gel poliacrilamida inferior a los 75 kDa respecto al marcador
empleado, indicando la actividad litica sobre el sustrato de células liofiizadas de M.
lysodeikticus. La banda puede corresponder a una peptidoglucano hidrolasa (PGH), debido a
que se han encontrado PGHs con un peso molecular alrededor de los 60 a 110 kDa para L.
plantarum (van den Nieuwboer et al., 2016; Rolain et al., 2012).

Marcador 1 2
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Figura 15. Gel de poliacrilamida para la identificacién de proteinas de alto peso molecular.

Marcador: Precision Plus ProteinTM Dual Color Standars (Bio-Rad). Carril 1, Tris-Glicina al

10%. Carril 2, zimograma con M. lysodeikticus en Tris-Glicina al 10%. Carril 1y 2, extracto
semi purificado y concentrado de PGH (ES-PGH) de la cepa L. paraplantarum.

Se calculé el peso molecular aparente de la banda que mostré actividad antimicrobiana (Figura
15, carril 1) por medio del Software Image Lab 6.0.1, el cual fue de 66.2 kDa. Lo anterior, sirvid
como base para realizar un andlisis in silico en el genoma de L. paraplantarum L-ZS9 (NCBI
GenBank: CP013130.1). La busqueda en el genoma se restringid a localizar tnicamente PGHs
con el peso molecular similar al calculado anteriormente. En la busqueda se encontré una
muramidasa (NCBI Protein id: ALO05578.1), cuyo peso molecular es de 67.2 kDa, por lo tanto,
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se procedid a ratificar el tipo de PGH mediante la especificidad de sustrato, es decir, a partir de
la determinacion de la actividad de N-acetilmuramidasa, como se menciona en el siguiente
apartado (7.7.1).

7.7.1 Actividad de N-acetilmuramidasa.

Las PGHs se clasifican segun el tipo de enlace que hidrolizan. Dentro de las tres clases
principales, se incluyen las glucosidasas, las amidasas y las peptidasas. En el grupo de las
glucosidasas se encuentra la N-acetil-B-D-muramidasas o muramidasas que hidrolizan los
enlaces B-1,4-glucosidicos entre los residuos N-acetilimuramicos y N-acetilglucosamina del
peptidoglucano presente en la pared celular de los microorganismos (Lopez-Arvizu et al., 2019;
Layec et al., 2008). Por consiguiente, se identifico la especificidad de sustrato del extracto semi
purificado de PGH (ES-PGH) mediante el ensayo de N-acetiimuramidasa, el cual se basa en
una prueba colorimétrica del acido muramico libre que depende de la hidrdlisis del
peptidoglucano liofilizado presente en la reaccion por la N-acetiimuramidasa proveniente del
ES-PGH. Los residuos generados de acido murémico libre son degradados a &cido lactico, este
tltimo es oxidado a acetaldehido mediante el tratamiento térmico con &cido sulfdrico
concentrado, donde el acetaldehido reacciona con el 4-fenilfenol dando un cromoégeno purpura
en presencia de los iones metalicos del sulfato de cobre y cuya absorbancia es leida a 570 nm
(Hadzija, 1974; Barnett, 1951; Barker y Summerson, 1941). En la Figura 16 se observan los
resultados de la prueba de especificidad por sustrato (N-acetiimuramidasa), siendo positiva para
el extracto semi purificado de PGH (ES-PGH) y para el control positivo (lisozima). Por otro lado,
en caso contrario, la prueba resulté negativa para el control negativo. Estos resultados atribuyen
a que la actividad antimicrobiana del compuesto de alto peso molecular se debe a una
muramidasa. Con base a lo anterior y a lo discutido en el apartado 7.7, se secuencié la banda

correspondiente al peso molecular de 66.2 kDa del gel de poliacrilamida Tris-Glicina-SDS.

Figura 16. Resultado de la prueba de N-acetilmuramidasa. A, Extracto semi purificado PGH
de Lactobacillus paraplantarum. B, Control negativo. C, Control positivo (lisozima).
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7.7.2 Identificacidn de proteina de alto peso molecular por espectrometria de masas.

La identificacion de la proteina de alto peso molecular con actividad antimicrobiana se llevé a
cabo por espectrometria de masas, utilizando el método LC-MS/MS con ionizacién por
electrospray. Se identificaron dos péptidos que pertenecen a la proteina chaperona DnaK
(Figura 17, Anexo B), los cuales tiene un 91% y un 100% de identidad con respecto a la proteina
chaperona DnaK (NCBI Protein id: AYJ38813.1) encontrada en el genoma L. paraplantarum.
Ademas se obtuvo un porcentaje de cobertura del 6.62% con una proteina de 619 aminoacidos

y un peso molecular teérico de 67.2 kDa.

La identificacion resulta contradictoria a la proteina que se suponia era una muramidasa, de
acuerdo al resultado positivo por especificidad de sustrato y al andlisis in silico en el genoma de
L. paraplantarum para muramidasa, discutido en los apartados anteriores. Sin embargo, para
no descartar la probabilidad de la identificacibn de una nueva proteina con actividad
antimicrobiana, como ocurrié con la proteina 50S ribosomal L14, se realizé una investigacion
bibliografica de proteinas chaperonas con actividad antimicrobiana, del cual no se encontrd
ningun antecedente. Cabe mencionar que la funcion de la proteina chaperona DnaK es
promover el plegamiento y desagregacién de proteinas dentro de la célula (Fredriksen et al.,
2013).
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Figura 17. Resultado general de las proteinas identificadas en el analisis mediante LC-
MS/MS por electrospray.

Con base a lo discutido anteriormente, la muramidasa, es una proteina que se encuentra
glicosilada, debido a la modificacién postraduccional que sufren algunas proteinas como parte
importante de la regulacién de los procesos celulares, incluida la localizacion celular de las
proteinas, regulacion de la funcién de proteinas y la formacion de complejos de proteinas. La
glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales mas desafiantes que entorpecen
la identificacion de proteinas por espectrometria de masas, debido a la variabilidad en los
glucanos unidos. A menudo, los glucanos se eliminan mediante glucosidasas y su estructura de
ramificacion se determina por separado de la proteina. Como desafio en la identificacion de

proteinas glicosiladas, es que los glucanos intactos también son modificaciones de alto peso
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molecular (hasta varios miles de Da), que pueden desplazar los pesos moleculares de los
péptidos. A menudo, los péptidos glicosilados no aparecen en los espectros de digestion de la
proteina, ademas de que los péptidos glicosilados también son dificiles de extraer de los geles
PAGE (Parker et al., 2010; Latousakis y Juge, 2018).

Fredriksen y colaboradores (2013) analizaron a través de la espectrometria de masas Orbitrap
XL las células de L. plantarum WCFS1, en busca de proteinas glicosiladas, mejorando la
metodologia para la identificacién de estas proteinas. Estos autores utilizaron un método,
basado en la fragmentacién por colision con mayor energia del espectro de masas, también
llamado Orbitrap XL (Higher-energy Collisional Dissociation, HCD), para generar iones glicano
y asi obtener informacién de una secuenciacién de péptidos significativa que pudiera ser
utiizada para la identificacion de nuevas glicoproteinas. Ellos identifican diez proteinas

glicosiladas, dentro de las cuales dos eran proteinas peptidoglucano hidrolasas.

Con base a lo anterior, se propone como perspectiva para la identificacion de la “muramidasa”,
la identificacion mediante la técnica de espectrometria de masas Orbitrap XL (HCD). Esta
técnica presenta un alto rendimiento de deteccién, debido a que induce la fragmentacién en sus
componentes mas pequefos. La mayoria de las técnicas de disociacion en espectrometria de
masas se basa en analizadores de masas especificos, aunque algunas técnicas se combinan
con distintos procesos de ionizacidn, tal es el caso de la disociacién HCD, la cual se usa para
fragmentar los iones, después estos son acelerados y se almacenan dentro de una trampa.
Posteriormente, los iones se inyectan y separan dentro del Orbitrap en funcién de sus

diferencias de rotacién (Ford et al., 2015).

7.8 Efecto de la concentracion de nitrogeno y carbono en el crecimiento de L.

paraplantarum.

Uno de los factores que afectan la fermentacion de las BAL, asi como su crecimiento, es la
concentracion de sustratos empleados en los medios de cultivo, principalmente la concentracion
de la fuente de carbono y de nitrégeno. Como se mencioné anteriormente, con el fin de evaluar
el efecto de la concentracion de carbono y nitrégeno en el crecimiento de L. paraplantarum en

el medio de cultivo (CGB), se trabajaron diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno.

Los resultados obtenidos para las distintas concentraciones de carbono y nitrégeno en el medio

de cultivo (CGB) presentaron un comportamiento similar en el crecimiento de L. paraplantarum
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(Figura 18), mostrando asi la capacidad del microorganismo en adaptarse y crecer bajo
diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno. En cuanto al efecto de la fuente de carbono,
en la condicién C3 (mayor concentracion de carbono) hubo un incremento en el crecimiento de
L. paraplantarum con una D.0.600nm de 1.1462 en comparacién con la condicién C1 (menor
concentracion de carbono), la cual presentd un crecimiento con una D.0.600nm de 1.0728. A
pesar de haber un ligero incremento en el crecimiento de la cepa, no hubo diferencia significativa
entre estos dos tratamientos, pero si con respecto a la condicion C2 (Tabla 11). Con respecto a
la condicién control (C2), se esperaba un incremento del crecimiento de L. paraplantarum en la
condiciéon C3 (mayor concentracion de carbono), debido a la mayor disposicion de carbono en
el medio de cultivo y asi el crecimiento el microorganismo se veria beneficiado al obtener
mayores fuentes de energia (Abbasiliasi et al.,, 2017). Sin embargo, la disminucion del
crecimiento microbiano en la C3 con respecto a la C2, se puede explicar al efecto de la presién
osmotica en el crecimiento bacteriano, donde el medio de cultivo presenta una concentracion
de solutos mayor que la concentracion intracelular, provocando pérdida de agua en la célula 'y
en consecuencia se ve inhibido el crecimiento bacteriano (Rodriguez et al., 2005). Otro factor
que pudiese haberse presentado es la represidon catabdlica, esta permite a las células utilizar
principalmente a los nutrientes mas eficientes para su crecimiento, como la glucosa. Sin
embargo, esto tiene un costo, ya que el cambio a nutrientes no preferidos de carbono requiere
la eliminacion de la represion (desrepresion) de genes especificos para la sintesis de enzimas
involucradas directa o indirectamente en el uso de fuentes de carbono mas complejas, como la
lactosa y durante esta transicion las células deben dejar de dividirse temporalmente provocando

un retraso en su crecimiento (New et al., 2014; Lengeler, 2001).

El crecimiento microbiano también es afectado por la concentracion de nutrientes en el medio

del cultivo. A menudo se consideran como sustratos limitantes en el medio a las fuentes de
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carbono y nitrégeno. Altas concentraciones de sustrato en el medio, puede inhibir el crecimiento
microbiano, llamado, inhibicion por sustrato. Es decir, aunque el medio e cultivo se mejore
mediante la adicién de algun nutriente, puede ser dificiimente absorbido por la célula al haber
un exceso de este nutriente. Esto pudiese estar pasando en la condicion C3, al haber
incrementado la concentracién de carbono en el medio como se muestra en la Figura 18, donde
el crecimiento fue menor, en comparacién a la condicién C2 (control), la cual contiene la

concentracion de carbono que aporta el medio CGB (Doran, P.M, 2013; Khay et al., 2013).

Figura 18. Crecimiento de L. paraplantarum en medio CGB bajo diferentes concentraciones
de carbono y nitrégeno: C1, baja concentracion de carbono; C2, control concentracion de
carbono; C3, alta concentracion de carbono; N1, baja concentracion de nitrégeno; N2,
control concentracién de nitrogeno y N3, alta concentracion de nitrégeno.

En cuanto al efecto de la concentracion de nitrdgeno en el medio de cultivo, la condicion que
contenia mayor concentracién de fuentes de nitrégeno (N3) fue la que produjo el maximo

crecimiento de L. paraplantarum (D.O.s00nm=1.3885); en contraste con la condiciéon de que
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contenia la menor concentracion de fuente de nitrégeno (N1) cuyo crecimiento fue con una D.O.
(600nm)de 1.0819. Con base a lo anterior, se puede observar que la concentracion de nitrégeno
en el medio de cultivo afecta el crecimiento de L. paraplantarum, esto se puede deber a lo
reportado por Sepahy y Jabalameli en 2011, en donde el incremento del crecimiento de un
cultivo es influenciado por la fuente de nitrogeno en el medio de cultivo, obteniendo un mayor
crecimiento al utilizar extracto de levadura, seguido por licor de maiz fermentado, extracto de
carne, proteina de suero y peptona como fuente de nitrégeno; por lo que el incremento de
crecimiento microbiano en el presente trabajo se puede deber al incremento de la concentracion
de los compuestos de extracto de levadura y peptona biotriptasa, los cuales constituyen
mayoritariamente al medio CGB. Las fuentes de nitrégeno proporcionan al medio de cultivo
aminodcidos libres y péptidos que son proporcionados, estos al estar en el medio de cultivo son
absorbidos por la célula, favoreciendo la produccion de proteasas ancladas a la pared celular,
generando un uso mas eficiente de las fuentes de nitrégeno mejorando la permeabilizaciéon de
los péptidos de gran tamafio por su hidrélisis extracelular, lo que conlleva a un mayor y rapido
crecimiento celular, asi como la sintesis de proteinas, para llevar a cabo sus funciones
metabolicas (Abbasiliasi et al., 2017; Leveau y Bouix 2000).

La constante de velocidad maxima especifica de crecimiento (Umax) €S empleada para interpretar
el comportamiento de una poblacion en determinadas condiciones de cultivo. Su valor depende
principalmente de la composicidn y concentracion de nutrientes en el medio de cultivo, presencia
de inhibidores, temperatura y pH. Los resultados de las pmax para cada una de las condiciones
utilizadas se muestran en la Tabla 11, donde la condicion C3 present6 un mayor valor en
relacion con las otras concentraciones de carbono (C1 y C2). Por otra parte, para las
condiciones con diferentes concentraciones de nitrégeno, se obtuvo una mayor pmax para N3
con relacién a N1 y N2, las cuales no presentaron diferencias significativas (Tabla 11). Esto
quiere decir que al incrementar pmax, la cantidad de células que se generan por mL de medio de
cultivo por unidad de tiempo serd mayor, lo cual se vera reflejado también en un mayor
crecimiento del cultivo como se muestra en la Figura 18, donde las condiciones C2 y N2
presentaron mayor crecimiento en el medio de cultivo, debido a lo discutido anteriormente para

cada una de las condiciones.

Tabla 11. Velocidades especificas de crecimiento y crecimiento maximo en diferentes

concentraciones de carbono y nitrégeno en medio CGB.
Condicion
Parametro
Cl(2.74) C2(6.04) C3(8.84) N1(1.872) N2 (2.74) N3 (5.74)
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D.O. max. 1.07337 1.2029° 1.1467¢ 1.0824¢ 1.1993¢ 1.3890¢

umax (ht)  0.42512 0.4438° 0.4575¢ 0.4950¢ 0.4460¢ 0.4831f

Donde: A, especifica la concentracion en g/L.
Letras desiguales significan que existe diferencia significativa.
Los valores se obtuvieron ajuntando los datos de crecimiento al modelo de Gompertz en el programa NCSS V.97.

Los valores se analizaron estadisticamente en el programa SPSS V.18 mediante una ANOVA de 1 factor.

El resumen de los resultados del andlisis estadistico se encuentra en el Anexo C. Primero,
se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor del crecimiento maximo (Tabla 11),
este analisis estadistico mostré que hay diferencia significativa en el crecimiento de L.
paraplantarum al variar la concentracién de carbono y nitrégeno en el medio, solamente no
presentd diferencia significativa entre las condiciones C2 y N2, las cuales son los controles,
al no haber mantenido la concentracion de carbono y nitrégeno aportada por el medio de
cultivo. En cuanto a los valores de pmax, las condiciones N1 y N2 fueron las Unicas que no
presentaron diferencia significativa. Por otro lado, se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) de dos factores como se muestra en la Tabla 16 en donde hubo diferencia
significativa entre el crecimiento de L. paraplantarum bajo las diferentes concentraciones

en el medio de cultivo (carbono y nitrégeno) y el tiempo de fermentacion.

Por ultimo, se compararon las medias obtenidas por método de Duncan (Tabla 12) del
crecimiento de L. paraplantarum en los diferentes tratamientos de carbono y nitrégeno,
obteniendo Unicamente diferencia significativa en el tratamiento N3, mayor concentracion
de nitrégeno en el medio de cultivo, el cual fue el tratamiento con un mayor crecimiento

como se muestra en la Figura 18.

Tabla 12. Resumen de las comparaciones de medias por Duncan del crecimiento de L.
paraplanatrum.
Condicion
C1 Cc2 C3 N1 N2 N3

D.0.a 600 nm 0.875143%P  0.955424° 0.898008%*" 0.861612% 0.962478° 1.08730°

Medias con diferentes letras de subindice representan diferencia significativa (Pr<0.05)
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7.9 Efecto de la concentracion de nitrogeno y carbono en la actividad

antimicrobiana de L. paraplantarum.

En la fermentacion lactica se requiere de la fuente de carbono y nitrégeno tanto para el
crecimiento del microorganismo como para la formacion de los productos finales. Entre ellos
compuestos antimicrobianos, por ejemplo, acido lactico, bacteriocinas, peptidoglucano
hidrolasas (Abbasiliasi et al., 2017; Contreras, 2013). Anderson y Jayaraman (2003) observaron
que existe una relacién directa entre la produccién de compuestos antimicrobianos que se ve
reflejada en la actividad antimicrobiana y el crecimiento celular, es decir, al incrementar el
crecimiento celular, se incrementaba la actividad antimicrobiana. Sin embargo, esto no se
obtuvo en el presente trabajo, donde la condicion C2 (control) presenté un incremento en el
crecimiento de L. paraplantarum (Figura 18) en comparacion con la condicién C1 (menor
concentracion de carbono), por lo que se esperaria una mayor actividad antimicrobiana para la
condicion C2. No obstante, la condicion C2 presenté menor actividad antimicrobiana con
respecto a la condicion C1 (Figura 19). Es probable que esté incremento en la actividad
antimicrobiana de la condicion C1 se deba a los aminoécidos libres y los factores de crecimiento
presentes en la fuente de nitr6geno, los cuales estimularan la produccion de los compuestos

antimicrobianos (Abbasiliasi et al., 2017).

Por otro lado, como se muestra en la Figura 19, durante toda la fermentacién se obtuvo la mayor
actividad antimicrobiana para la condicién C3 (mayor concentracién de carbono) este hecho
puede estar relacionado a una rapida adsorcion de la glucosa, fuente principal de carbono, que
se encuentra en mayor proporcion en la condicion C3 y es utilizada rapidamente para la
formacion de productos, por lo tanto de compuestos antimicrobiano, esto se puede observar en
la Figura 19, donde la condicién con mayor concentracién de carbono produjo una mayor
actividad antimicrobiana y por ende mayor compuestos antimicrobianos durante las primeras 9
h. Otra observacion con respecto a la actividad antimicrobiana producida en la condicién C3, es
gue esta presentd un menor crecimiento en comparacion con la concisiéon C2 (control), por lo
que se esperaria una menor actividad antimicrobiana para la condicién C3, ya que como lo
mencionan Anderson y Jayaraman (2003), existe una relacion entre el crecimiento microbiano
y la produccion de compuestos antimicrobianos. Asi mismo, al haberse disminuido el
crecimiento de L. paraplantarum en la C3 por una inhibicién por sustrato, también se hubiera
visto disminuida la actividad antimicrobiana como lo mencionan Khay y colaboradores (2013).
Sin embargo, este incremento en la actividad antimicrobiana por la condiciobn C3 en

comparacion con la condicion C2 (control), puede atribuirse a un mecanismo de sintesis de
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metabolitos como bacteriocinas inducido por L. paraplantarum en condiciones de estrés, este
estrés es consecuencia al incremento en la concentracion de nutrientes presentes en el medio,

en este caso, el incremento en la concentracion de la fuente de carbono (Da Costa et al., 2019)
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Figura 19. Actividad antimicrobiana de L. paraplantarum en medio CGB bajo diferentes
concentraciones de carbono y nitrégeno: C1, baja concentracién de carbono; C2, control
concentraciéon de carbono; C3, alta concentracion de carbono; N1, baja concentracion de
nitrégeno; N2, control concentracién de nitrégeno y N3, alta concentracion de nitrégeno.

En cuanto al efecto de la concentracién de nitrdgeno en el medio de cultivo sobre la actividad
antimicrobiana, la condicion N3 (Figura 19) obtuvo la mayor actividad antimicrobiana en relacién
con la condicién N2 y N1. Pantev y colaboradores en el 2002 demostraron que el aumento en
la fuente de nitrdgeno contribuye al incremento de la produccion de compuestos
antimicrobianos. Esto concuerda con los resultados obtenidos (Figura 19), debido a que hubo
una mayor produccién de compuestos antimicrobianos, es decir, increment6 la actividad
antimicrobiana de L. paraplantarum al aumentar la concentracion de nitrégeno en el medio de
cultivo. Lo anterior se debe a la mayor disposicion de aminoacidos y péptidos principalmente,

asi como carbohidratos y sales proporcionados por la fuente de nitrégeno (extracto de levadura,
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extracto de carne, peptona, brotes de malta y soja) en el medio de cultivo, en este caso particular
por el extracto de levadura y la peptona biotriptasa, los cuales actlan como inductores o

precursores para la sintesis de compuestos antimicrobianos por BAL (Abbasiliasi et al., 2017).

En la comparacion de medias obtenidas por el método de Duncan de la actividad antimicrobiana
de L. paraplantarum en los diferentes tratamientos de carbono y nitrégeno (Tabla 13), se
obtuvieron mayores actividades antimicrobianas en las condiciones N3 y C3, los cuales
presentaron diferencia significativa con respecto al resto de las condiciones. Por otro lado, el
analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (Anexo C, Tabla 19) mostr6 que no hubo
diferencia significativa entre las actividades antimicrobianas producidas por L. paraplantarum
bajo las diferentes concentraciones en el medio de cultivo (carbono y nitrégeno) y el tiempo de
fermentacion.

Tabla 13. Resumen de las comparaciones de medias por Duncan de la actividad
antimicrobiana de L. paraplanatrum.

Condicién
C1 C2 C3 N1 N2 N3

Actividad

antimicrobiana

759.6397¢ 603.8924°>  840.8889%¢ = 401.7453% 586.5687° 927.8514¢

Medias con diferentes letras de subindice representan diferencia significativa (Pr<0.05)

7.10 Efecto de las concentraciones de nitrégeno y carbono en el pH de L.

paraplantarum.

En la Figura 20 se observa una disminuciéon del pH a partir de las 6 h de fermentacién, la cual
se prolonga al finalizar la misma en el medio de cultivo para todas las condiciones (C1, C2, C3,
N1, N2 y N3). Este descenso de pH es debido a la produccién de acido lactico como producto
mayoritario y final del metabolismo fermentativo de las BAL; en éste caso en particular, se debe
al metabolismo heterofermentativo facultativo de L. paraplantarum, es decir fermenta casi en su
totalidad a las hexosas proporcionadas por el medio de cultivo en acido lactico (Parra-Huertas,
2010; De Angelis y Gobbetti, 2016). Asi mismo, este descenso de pH repercute en la
disminucion del crecimiento celular, debido a que los valores bajos pH tienen efecto sobre la

membrana plasmética del microorganismo, la inhibicion en la actividad enzimética y la alteracion
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en la ionizacion de sustratos, lo que reduciria su disponibilidad para el crecimiento microbiano
(Willey et al., 2009). Esto se puede observar mejor en el caso de las diferentes concentraciones
de carbono en el medio de cultivo (C1, C2 y C3), donde la condicion C1, con baja concentracién
de carbono en el medio de cultivo, produjo el menor descenso de pH debido a la pequefia
produccion de acido lactico al tener menor disposicion de fuentes de carbono en el medio de
cultivo. Por consiguiente, al haber un menor decaimiento de pH en la C1, se esperaria que el
crecimiento microbiano no se hubiera afectado, obteniendo un mayor crecimiento al resto de las
condiciones, sin embargo, la baja concentracién de la fuente de carbono limita el crecimiento
microbiano (Abbasiliasi et al., 2017).

Una de las clasificaciones de las BAL esta dada por el tipo de fermentacién de carbohidratos
que llevan a cabo; el primero, es homofermentativo, caracterizandose por la produccién casi
exclusiva de acido lactico y heterofermentativo, en donde ademas de la produccion de acido
lactico se producen otras sustancias (Parra-Huertas, 2010). La produccién de acido lactico
provoca un descenso del pH en el medio de cultivo. En la Figura 20 se observa un mayor
descenso de pH en la condicion C3 (mayor concentracion de carbono) y menor descenso en la
condicion C1 (menor concentracion de carbono), esto se puede deber a que la C1 al tener un
mayor contenido de carbohidratos (glucosa) disponibles en el medio de cultivo, este sera
transformado mayoritariamente en acido lactico como producto final. Sin embargo, a pesar de
lo sefialado anteriormente, las condiciones N1y N2, menor concentracion de nitrégeno y control
sin modificaciébn de concentracion de nitr6geno, respectivamente, presentaron una ligera
disminucion de pH en el medio de cultivo en comparacion con las diferentes condiciones de
concentracion de carbono. El descenso de pH en las condiciones N1 y N2 puede deberse al

metabolismo heterofermentativo de L. paraplantarum.
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Figura 20. Variacion en el pH en cinéticas de crecimiento de L. paraplantarum en medio CGB
bajo diferentes concentraciones de carbono y nitrégeno: C1, baja concentracion de
carbono; C2, control concentraciéon de carbono; C3, alta concentracion de carbono; N1, baja
concentracion de nitrégeno; N2, control concentracion de nitrégeno y N3, alta
concentracién de nitrégeno.

Por otra parte, Abbasiliasi y colaboradores (2017) mencionan que existe una relacion entre la
produccién de compuestos antimicrobianos y los valores de pH durante la fermentacion. Lo
anterior se observa en los resultados obtenidos, donde la mayor actividad antimicrobiana se
produce a las 24 h de crecimiento de L. paraplantarum (Figura 19) y los valores de pH oscilan
entre 4.2 y 5.1 (Figura 20); estos valores de pH se encuentran entre los valores de pH éptimo
para las BAL, los cuales oscilan de 5.5 a 6.0, por lo tanto, las BAL tienen una mayor actividad

antimicrobiana Todorov y Dicks (2006).

Las medias de pH calculadas para cada una de las condiciones durante el crecimiento de L.
paraplantarum por el método de Duncan (Tabla 14), mostraron diferencia significativa solamente
con el tratamiento C1, menor concentracion de carbono en el medio de cultivo, siendo la

condicion con menor descenso de pH durante la fermentacién en el medio cultivo, como se
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muestra en la Figura 20. Por ultimo, los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores como se muestra en la Tabla 19 (Anexo C), muestran diferencia significativa entre el
pH presentado por L. paraplantarum en el transcurso de la fermentacion bajo las diferentes

concentraciones en el medio de cultivo (carbono y nitrégeno) y el tiempo de fermentacion.

Tabla 14. Resumen de las comparaciones de medias por Duncan de la variacion en el pH
durante el crecimiento de L. paraplanatrum.

Condicién
C1 C2 C3 N1 N2 N3

Variacion de
pH

5.4724° 5.10972 5.12022 4.87532 4.96572 5.18482

Medias con diferentes letras de subindice representan diferencia significativa (Pr<0.05)
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Crecimiento de Lactobacillus paraplantarum medio

CGB a 29°C

™y

RESUMEN DE RESULTADOS

La Figura 21 recapitula la estrategia de trabajo experimental la cual comprendi6 de tres etapas,

asi como los resultados obtenidos. El objetivo de la primera etapa fue la identificacion por

métodos moleculares y espectrometria de masas de la cepa aislada de salami comercial,

obteniendo como resultado a L. paraplantarum. La segunda etapa comprendid la extraccion e

identificacion de los compuestos antimicrobianos producidos por L. paraplantarum, teniendo

como resultado una proteina 50S ribosomal y una muramidasa, las cuales se identificaron

mediante espectrometria de masas y sustrato especifico, respectivamente. Por dltimo en la

tercera etapa, se determiné el efecto en la concentracion de carbono y nitrégeno en el medio

de cultivo para la producciéon de compuestos antimicrobianos, obteniendo una mayor actividad

antimicrobiana y crecimiento celular al incrementar la concentracién de nitrégeno en el medio

de cultivo.

— Identificacion cepa —r

16S ARNr (Porcentaje identidad):
L. plantarum-92%
L. paraplantarum-92%
L. pentosus-91%

Gen recA:

L. paraplantarum (amplicon
107pb)

— Obtencidn extracto crudo (EC) ——

Espectrometria de masas
(MALDI-TOF)
L. paraplantarum (2.16,
puntuacion)

Verificacion espectro de
inhibicién

Listeria innocua

Weissella viridescens

Extraccion de compuestos
antimicrobianos

Crecimiento de L. paraplantarum

'— a diferentes concentraciones C y ——
N del medio CGB a 29°C

ES-B
ES-PGH

Determinacidn actividad
antimicrobiana

Cinéticas de crecimiento:
Mayor crecimiento con N3

Actividad antimicrobiana:
Mayor actividad con N3

___ Identificacion de compuestos

antimicrobianos

— Actividad antagénica T
Salmonella typhimurium
Escherichia coli
Difusién en agar: EC: 799

— Actividad antimicrobiana (mm ES-B: 495
halo de inhibicion/mg proteina) 2
2 gp ES-PGH: 303

Zimogramas vs Micrococcus

lysodeikticus
ES-B: 13.1 kDa
ES-PGH: 66.6 kDa

— SDS-PAGE

Actividad N-acetilmuramidasa ES-PGH: positiva

2 ES-B: teina 50S
Espectrometria de masas PO

pH:

Menor concentracién C1, N1. -~ No hubo efecto bajo diferentes

Controles: C2,N2.
Mayor concentracién: C3, N3.

concentraciones Cy N

(MALDI-TOF-TOF) s
ES-PGH: No identificada

Figura 21. Esquema general de trabajo y resumen de resultados obtenidos. ES-B, extracto
semi purificado de bacteriocina, ES-PGH, extracto semipurificado de PGH.
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8. CONCLUSIONES.

El uso combinado de técnicas moleculares, como el gen 16S y de secuencias cortas del gen
recA, permitieron la identificacion de L. paraplantarum, la cual se rectific6 mediante el analisis
MALDI-TOF-MS.

L. paraplantarum presentd actividad antagdnica contra microrganismos patégenos y de
descomposicion en alimentos como Listeria innocua, Salmonella spp., Escherichia coli y

Weissella viridescens.

El extracto libre de células y los extractos obtenidos de L. paraplantarum mostraron actividad
antimicrobiana contra Listeria innocua, siendo 1.6 veces mayor en el extracto de PGH con

respecto al de la proteina ribosomal.

Se detectaron dos bandas que presentaron actividad antimicrobiana con pesos moleculares de
13.1 y 66.6 kDa en geles de poliacrilamida. La primera banda corresponde a la proteina 50S
ribosomal L14, identificada mediante secuenciacion por espectrometria de masas y la segunda
banda, a una muramidasa, identificada mediante la actividad especifica por sustrato de N-

acetilmuramidasa.

El incremento en la concentracidn de nitrégeno en el medio favorecié significativamente el
crecimiento de L. paraplantarum. No obstante, la variacion en la concentracion de carbono en

el medio disminuyo el crecimiento de la cepa con respecto al control.

La actividad antimicrobiana en L. paraplantarum increment6 significativamente al aumentar la

concentracion de nitrégeno o al variar la concentracion de carbono en el medio de cultivo.
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11. PERSPECTIVAS

Existen diversos estudios que han publicado sobre las sustancias antimicrobianas y su
aplicacion eficaz como antimicrobianos en los alimentos, ya sea como sustancias
purificadas o por su aplicacién directa como cultivos iniciadores en los alimentos. Por
ejemplo, la pediocina, utilizada como bioconservador, inhibe el crecimiento de Listeria
monocytogenes en productos carnicos. Por otra parte, la bacteriocina OR-7 encapsulada
para la alimentacién de pollos reduce al menos un millon de veces la poblacion de
Campylobacter jejuni en comparacién a pollos no tratados con alimentos encapsulados de

OR-7, ilustrando el potencial para utilizar estos compuestos en la alimentacion animal.

Por otro lado, se han estudiado las caracteristicas genéticas y moleculares de estas
sustancias, aportando informacion relevante sobre los procesos de sintesis, transporte,
mecanismos de accidn, resistencia e inmunidad, por mencionar algunos. Es por ello, que
los resultados obtenidos en el presente trabajo son relevantes, debido a la identificacién de
nuevas sustancias antimicrobianas producidas por la cepa de L. paraplantarum aislada del
salami; resaltando la identificacién de la 50S proteina ribosomal L14 debido al reciente

descubrimiento de proteinas ribosomales con actividad antimicrobiana.
Por lo anterior, como perspectivas se proponen:

e La caracterizacion bioquimica de las sustancias antimicrobianas identificadas en el
presente trabajo, para posteriormente llevar a cabo su aplicacién como agentes de
bioconservacion en los alimentos.

e La clonacion y expresion en un microorganismo heterélogo de los genes que
codifican para la 50S proteina ribosomal L14 y la muramidasa, para asi incrementar

y controlar la produccidn de estas proteinas antimicrobianas.
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ANEXO A. Preparacion de soluciones, geles y muestras para

electroforesis.

Tabla 15. Soluciones concentradas para Tris-Tricina-SDS-PAGE.

Amortiguador | Tris (M) | Tricina (M) pH SDS¢ (%) CBB¢ (%) | Glicerol (%)

de gel 25 - 8.8° - - -

de

. 0.025 0.025 - 0.05 - -
corrida®(1Xx)

de la

0.100 - 6.8° 1.0 0.02 24

muestra (2X)

2 No es necesario ajustar pH; ® Ajustado con HCI;® dodecilsulfato sédico; ¢ Coomassie Brilliant Blue G-250.

Mezcla

Acrilamida (% p/v)

Bisacrilamida (% p/v)

30.0%T, 2.67%C

29.2

0.8

Tabla 16. Composicion de los geles para Tris-Tricina-SDS-PAGE al 16%.

Componente Gel de separacion Gel de concentracion
Acrilamida/BIS 30% (mL) 4531 0.66

2.5M Amortiguador Tris pH 8.8

(ML) 3.655 0.76

Agua Milli-Q (mL) 0.187 3.42

TEMED (uL) 5.1 5.0

APS 30 mg/mL (uL) 85.0 150.0

Volumen final (mL) 8.5 5.0
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Tabla 17. Soluciones concentradas para Tris-Glicina-SDS-PAGE.

Amortiguador Tris (M) pH
de gel separador? 15 8.8>
de gel concentrador? 0.5 6.8

@ Ajustado con HCI.

Mezcla Acrilamida (% p/v) Bisacrilamida (% p/v)

30.0%T, 2.67%C 29.2 0.8

Tabla 18. Composicion de los geles para Tris-Glicina-SDS-PAGE al 10%.

Componente Gel de separacion Gel de concentracién
Acrilamida/BIS 30% (mL) 2.805 0.510

Amortiguador del gel (mL) 2.125 0.750

Agua Milli-Q (mL) 3.485 1.71

10% SDS (uL) 85 30.0

10% APS (pL) 42.5 15.0

TEMED (uL) 4.25 3.0

Volumen final (mL) 8.5 3.0

Amortiguador de carga: se prepard una soluciéon que contenia 2.0 mL de SDS al 10%, 2.5 mL
de glicerol, 1.25 mL de 0.5 M Tris-HCl a pH 6.8 y 0.2 mL azul de Coomassie al 0.5%. Las

muestras se diluyeron en viales (1:1) con la mezcla anterior.

Amortiguador de corrida (10X): se preparé una solucién que contenia 30.3 g Tris Base, 144.0 g
de glicina y 10.0 g de SDS, para 1.0 L con agua Milli-Q a pH 8.3. No ajustar pH con acido o
base.
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Anexo B. Resultado espectrometria
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Anexo C. Andlisis estadisticos.

Para el analisis de los resultados se realizaron dos andlisis de varianza (ANOVA), de uno y dos
factores, ambos con un nivel de significancia del 5% y un nivel de confianza del 95%. Se utilizé
el método de Duncan para la comparacién de medias entre tratamientos, asi como para cada

tiempo de maduracién, empleando el paquete estadistico SPSS V.18.

En las tablas con los resultados estadisticos los grupos con la misma letra indican que no hay

diferencias significativas.

Tabla 19. Resumen del analisis de varianza para las variables analizadas.

Fuente de variacion D.O. max. Actividad antimicrobiana pH
R? 0.990 1.000 0.996
Modelo F 194.190 239985.437 464.274
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05
F 542.208 876871.463 922.011
Concentraciones
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05
F 771.464 748051.727 2186.772
Tiempo
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05
F 9.131 10994.974 28.227
Concentraciones*tiempo
Pr>F <0.05 <0.05 <0.05

Efecto significativo (Pr<0.05)

Efecto no significativo (Pr>0.05)
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