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RESUMEN

Las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas son compuestos proteicos
antimicrobianos de interés para la industria alimentaria porque pueden ser utilizadas
como conservadores naturales. L. /actis subsp. lactis, aislado de pozol de la zona Altos
de Chiapas, se ha identificado como cepa productora de aparentemente dos
bacteriocinas, denominadas WB1a (adherida a células de L. /actis subsp. lactis) y
WB1m (libre en el medio de cultivo al finalizar la fermentacion). El objetivo principal del
presente trabajo fue purificar y caracterizar ambas bacteriocinas.

Se realizaron estudios de produccion de la bacteriocina WB1m. El proceso de
purificacion consistié en una primera etapa de concentracién seguida de una etapa de
separacion mediante cromatografias. La determinacion del peso molecular se hizo por
electroforesis (SDS-PAGE) y la caracterizacion se hizo mediante los ensayos de GUS,
bioluminiscencia y HPLC.

Se encontré que la bacteriocina WB1m es producida en una concentracién de 100 a
200 UA/mL, no tiene un pico maximo y la aireacién no aumenta su produccion. Por lo
tanto, para proceder con la purificacion se escal6 la fermentacion de matraz de 250 mL
a fermentador de 5 L.

Se obtuvo un rendimiento del 13.1 y del 1.1% con un factor de purificacién de 5 y 58
veces para las bacteriocinas WB1a y WB1m, respectivamente.

Los estudios de caracterizacion demostraron que tanto la bacteriocina WB1a como la
bacteriocina WB1m son nisina, reportandose una concentracion (UA/mL) de 445.2 y
127.18 por el ensayo de GUS y 250 y 10 por el ensayo de bioluminiscencia,
respectivamente.

De lo anterior, se concluye que la purificacidn a partir de células es mas eficiente.



I. INTRODUCCION

Las bacteriocinas son compuestos de naturaleza proteica producidas por algunos
microorganismos como mecanismo de defensa. Las bacteriocinas tienen un efecto
antimicrobiano contra bacterias taxondémicamente relacionadas con el
microorganismo productor (Klaenhammer, 1993). En la industria alimentaria existe
interés por bacteriocinas producidas por Bacterias Acido Lacticas (BAL) porque
pueden ser usadas como conservadores naturales.

Actualmente existen tres bacteriocinas patentadas: nisina, pediocina PA-l vy
termofilina, unicamente las dos primeras son comercializadas para su uso en
alimentos. Debido a lo anterior, existe un gran interés cientifico por encontrar
nuevas bacteriocinas. La secuencia de investigacion en el estudio de bacteriocinas
es la siguiente: identificacién y aislamiento de la cepa productora, determinacién
de! espectro de inhibicion, purificacion de la bacteriocina, caracterizaciéon y/o
secuenciacion de aminoacidos y determinacién del mecanismo de accién.

Lz bacteriocina WB1 es producida por L. /actis subsp. lactis aislado de pozol de la
zona Altos de Chiapas. De acuerdo a Santiago (2000), aproximadamente el 40%
de la bacteriocina WB1 esta adherido a las células productoras y el resto se
encuentra libre en el medio de cultivo. Se denomind WB1a a la bacteriocina
adherida a células y WB1m a la bacteriocina libre en el medio de cultivo. De lo
anterior, surge la hipétesis de que L. /actis es productor de dos bacteriocinas.

El presente trabajo se enfocd a estudios de purificacién y caracterizacién de

dichas bacteriocinas.




Il. ANTECEDENTES

2.1 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de tipo proteico producidas por
microorganismos como E. coli (colicinas), Pseudomonas pyocyaneus (piocinas),
Bacillus megaterium (megacinas) y bacterias acido lacticas (pediocinas,

lactococinas, lantioninas, etc.) (Klaenhammer, 1993; Dikes, 1995).

2.2 Bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son Gram positivas, no esporuladas y
anaerobias facultativas e incluyen los géneros de Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Jay, 1992). Las BAL juegan un papel
muy importante en alimentos fermentados. Desde hace muchos siglos se han
utilizado debido a que resultan efectivas para preservar alimentos. Ademas de
proporcionarles sabor y textura.

El potencial de las BAL radica en la capacidad que tienen de producir sustancias
antimicrobianas tales como son acidos organicos, diacetilo, perdxido, reuterina y
bacteriocinas (Stiles,1996; Enan ef al. 1996; Larsen et al. 1993).

Las bacteriocinas producidas por BAL constituyen una nueva perspectiva como
conservadores naturales ya que debido a su naturaleza proteica son degradas por
enzimas del tracto digestivo (tripsina, a—quimotripsina) y por lo tanto no se
acumulan en el organismo del consumidor (Delves-Broughton, 1990); otra de sus
ventajas es que presentan un amplio espectro de inhibicion contra

microorganismos alterantes de los alimentos (Stiles, 1996; Van Reenen et al.



1998; Franz et al. 1998). El interés por el uso de bacteriocinas también se ha
acentuado por la gran preocupacion en la industria alimentaria con respecto a
Listeria monocytogenes. Dicho microorganismo es un patégeno emergente que
crece a temperaturas de refrigeracion y resulta fatal en el 30% de los casos
registrados. Por lo que se ha generado una intensa busqueda de bacteriocinas

para ser usadas como agentes antilistéricos (Pucci ef al. 1998).

2.2.1 Clasificacién

Las bacteriocinas de BAL presentan diferencias en cuanto a peso molecular,
espectro de inhibicién, modo de accién, y propiedades bioquimicas (Montville y
Winkowski, 1997). Con base en dichas diferencias Klaenhammer en 1993,
clasificé a las bacteriocinas de BAL en cuatro grupos: |. Lantibidticas, Il. No
lantibidticas, lll. Termolabiles y V. Bacteriocinas de estructura compleja.

En estudios posteriores se propuso la eliminacion del grupo IV y se modificaron
los grupos |, Il y Il (Nes et al. 1996). La clasificacion actualizada se presenta en

el cuadro 1.

2.2.2 Bacteriocinas producidas por Lactococcus /actis

Lactococcus lactis es una BAL Gram positiva, tiene forma de coco, anaerobia
facultativa. Las subsespecies de L. /actis son /actis, lactis var diacetylactis y
cremoris. Hurst (1981) realizé un estudio en 40 tipos de bacterias de L. /actis
encontrando que 35 de éstas eran productoras de nisina. En el cuadro 2 se
describen algunas bacteriocinas, ademas de nisina, producidas por el género

Lactococus.




Cuadro 1. Clasificacion de bacteriocinas (Klaenhammer, 1993; Nes ef al. 1996).

estructura globular, actian
contra enzimas Yy tienen
actividad immunolégica

CLASE* GRUPO ESTRUCTURA CARACTERISTICAS EJEMPLOS
Contienen minoacidos raros o atipicos como
lantionina, B-metil lantionina
Existen 2 tipos:

Tipo A. Péptidos alargados Nisina A
L Péntidos pequefios y catiénicos. Forman poros. | ;..

| Lantibidticas (mgnos dz 5qKDa) Algunos estan formados por Eéﬂtgasizna S
dos componentes.

Tipo B. Péptidos con Lacticina 481

Carnocina Ul49

No lantibiéticas

Péptidos de cadena
corta, termoestables
(menos de 10KDa)

No contienen lantionina

Se dividen en 4 subgrupos :

lla. Péptidos antilistéricos
con una secuencia N-
terminal (Try-Gly-Ans-Gly-
Val-Xaa-Cys)

Pediocina PA-1
Sakacina A
Sakacina B
Leucocina A
Curvacina A

lIb. Bacteriocinas cuya
actividad depende de la
accion complementaria de
dos péptidos

Lactococina G
Lactococina M
Lactacina F

lic. Bacteriocinas que

Enterococina P

requieren residuos de Divergisina A
cisteina para su actividad. Lactococina B
lid. Bacteriocinas con un S: rerbacterlom

sistema de transporte
secundario

Enterococina B
Plantaricina A

Proteinas
termolabiles

Peso molecular
superior a 30 KDa

Son afectadas por la
temperatura

Helveticina V-
1829
Helveticina J
Acidofilucina A

Lactacinas Ay B

* Las bacteriocinas mas estudiadas son las pertenecientes a las clases I y II debido a su abundancia en la
naturaleza y su potencial de aplicacion industrial.




Cuadro 2. Bacteriocinas producidas por el género Lactococus

MICROORGANISMO
PRODUCTOR BACTERIOCINA REPORTADA POR

|

L. lactis subsp. lactis ;

ATCC 11454 Nisina A | Rogers (1928);Mattick&
 Hirsch (1944,1947)

NIZO 22186 Nisina Z 'Mulders et al. (1991)

10 Lactostrepcina 1 | Kozak et al. (1977)

300 Lactostrepcina2y 3 | Kozak et al. (1978)

71 Lactostrepcina 4 | Kozak et al. (1978)

6F3 BacV, Vly VI ' Geis et al. (1983)

CNRZ 481 ' Lacticina 481 Piard et al. (1990)

DRC1 Dricina  Powell et al. (1990)

ADRIA 85L030 Lactococina DR | Thualt et al. (1991);
' Dufour

‘et al. (1991)

L. lactis subsp. lactis var

diacetylactis ;

6F7 Bac VIl Geis etal. (1983)

WM4 Bac WM4 | Scherwitz ef al. (1983)

S50 Bacteriocina S50 'Kojic etal. (1991)

DPC938 Lactocina D Morgan & Hill (1993)

L. lactis subsp. cremons :

346 Diplococina 'Rogers (1928); Oxford

202
9B4, 4G6
LMG2081
9B4

LMG2081
R

Lactostrepcina 5
Bacl Il, llly IV
Lactococina A
Lactococina A, B yM

Lactococina G
Lactococina R

(1944)

| Kozak et al. (1978)

Geis et al. (1983)

Holo et al. (1991)

Geis et al. (1983); Van
Belkum et al. (1989)
Nissen-Meyer et al. (1992)
Yildrim & Johnson (1998)

Adaptada de De Vuyst y Vandamme, 1994.




2.3 Bacteriocinas patentadas

Las bacteriocinas disponibles en el mercado son escasas por varias razones. Una
de ellas es que investigaciones largas y complicadas pueden conducir a
secuencias idénticas para bacteriocinas diferentes. También es comun que
pierdan actividad durante los procesos de fermentacion y/o purificaciéon o que la
bacteriocina en estudio tenga un espectro de actividad similar al de otras
bacteriocinas ya conocidas. Las bacteriocinas patentadas, por ende las mas
conocidas , son nisina, pediocina PA-1 y termofilinas 1 y 2 que se describen a

continuacion.

2.3.1 Nisina

La nisina producida por Lactococcus lactis subsp. lactis fue la primera
bacteriocina en descubrise (Rogers, 1928) y es la mas estudiada hasta el
momento. En 1969 fue autorizada para su uso en alimentos por la FAO/WHO
(WHO, 1969) y fue reconocida en 1988 con el estatus GRAS por el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos.

La nisina esta formada por 34 residuos de amincéacidos y tiene un peso molecular
de 3,510 Da (Delves-Brought, 1990), inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas y particularmente las que producen esporas como Bacillus y Clostridium.
Existen dos tipos de nisina, la nisina A y la nisina Z, cuya diferencia radica en un
aminoacido en la posicion 27 de la cadena peptidica. La nisina A y Z tienen un
espectro de actividad similar, sin embargo, la nisina Z difunde mejor en agar

(Jenson et al. 1994). Se han reportado evidencias de que la nisina puede formar




dimeros o tetrdmeros con pesos moleculares de aproximadamente 7000 y 14 000
Da respectivamente cuando se encuentra en solucion acuosa (Kelly et al. 2000).
La molécula de nisina presenta una gran estabilidad y solubilidad bajo
condiciones &cidas. Recientemente se ha reportado que la nisina en solucién a
un valor de pH de 3 presenta mayor estabilidad cuando se calienta a una
temperatura de 115°C por 20 minutos (Davies, 1998).

La nisina se comercializa principalmente como Nisaplin por Applin & Barret
(Inglaterra), como Ambicin por AMBI Inc. (Estados Unidos) y como Chrisin por

Chr. Hansen (Dinamarca) a un costo promedio de 460 USD/Kg.

2.3.2 Pediocina PA-1

La Pediocina PA-1 producida por Pediococcus acidilactici NRRL-B-18050
(Gonzélez y Kunka, 1987); esta conformada por 44 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 4 629 Da (Vanderburg, 1991); inhibe el crecimiento de bacterias
Gram positivas de los géneros Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y Listeria.
La Pediocina PA-1 se comercializa por Quest International como ingrediente en
una mezcla denominada ALTAMR 2341 y es recomendada para su uso en

productos como queso cottage, crema, ensaladas y carnes (Szabo y Cahill, 1998).




2.3.3 Termofilinas

Las Termofilinas 1 y 2 son producidas por Streptococcus thermophilus. El peso
molecular de la Termofilina 1 es de 5 800 Da y el de la Termofilina 2 es de 3900
Da. Inhiben el crecimiento de bacterias de los géneros Clostridium, Listenia y
Bacillus. Las termofilinas 1 y 2 fueron patentadas en 1997 por Germond. No se
comercializan pero son usadas por Nestlé en una gama de productos que

incluyen leches, yogurt y pastas de dientes.

2.4 Secuencia a seguir para el estudio de bacteriocinas
El procedimiento general para el estudio de bacteriocinas se ha descrito por
varios autores en la literatura (Coventry et al. 1997; Yildrim y Johnson, 1998;
Zheng y Slavik, 1999; Zhu ef al. 2000). Los pasos principales se mencionan a
continuacién.

» |dentificacion y aislamiento de la bacteria productora de la bacteriocina

» Produccion de la bacteriocina

¢ Determinacién del espectro de inhibicion

« Purificacion de la bacteriocina

» Secuenciacién o caracterizacion de la bacteriocina pura para establecer si

es una bacteriocina nueva

¢ Mecanismo de accién




2.5 Purificacion de bacteriocinas

Generalmente las bacteriocinas no se comercializan ni se utilizan en forma pura
en los alimentos sino que son mezcladas con otros ingredientes. La razén
principal para purificar bacteriocinas es realizar estudios de caracterizacion.

No existe un método universal para llevar a cabo la purificaciéon de las
bacteriocinas debido a que se trata de un grupo heterogéneo de sustancias
(Lopez-Lara et al. 1991). Usualmente se toma como base la secuencia general de
purificacion de proteinas y se adapta de acuerdo a las necesidades y
posibilidades de cada grupo de investigacién como se describe en el cuadro 3.
Convencionalmente, la purificacion de bacteriocinas se lleva a cabo por medio de
una etapa inicial de precipitacion, seguida de una etapa de separacién por
cromatografia en gel, de intercambio i6nico o en fase reversa purificacion por
adsorcion-liberacién especifica (Yang et al.1992; Yildrim y Johnson, 1998) o por
cromatografia de inmunoafinidad (Suérez ef al. 1997). A continuacién se hace una

breve descripcidn de las etapas de purificacion.

2.5.1 Precipitacion

Normalmente las bacteriocinas se purifican a partir del medio de cultivo, teniendo
como paso inicial de purificacion la precipitacion. Los métodos de precipitacion se.
Existen también métodos que involucran una etapa inicial de separacién o
fundamentan en la diferencia de solubilidades que presentan las proteinas al ser
expuestas a sales, solventes organicos, polimeros organicos, variaciones de pH y

temperatura (Prado et al. 1999). Los compuestos mas empleados en la
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Precipitacion de bacteriocinas son el sulfato de amonio y mezclas cloroformo-

metanol (Cuadro 3).

2.5.2 Separacion o purificacién

Como se indica en el cuadro 3, la etapa de separacion o purificaciéon de las
bacteriocinas se lleva a cabo mediante métodos cromatograficos tales como
cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio idnico y
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). También se han empleado
métodos poco convencionales como la cromatografia de inmunoafinidad y el
método de adsorcion- liberacion. El final del proceso de purificacion esta marcado
por la concentracion de las muestras de bacteriocina para cuyo fin se realizan
procesos de dialisis, ultrafiltracién y liofilizacion.

Por ser de interés en el presente trabajo, a continuacion se detalla el método de

purificacion por adsorcion-liberacion especifica.

2.5.2.1 Purificacion por el método de adsorcion-liberaciéon especifica

De acuerdo a Bhunia, (1991) dependiendo del pH del medio de cultivo la
Pediocina AcH se adhiere a la célula productora. Se observo también que la
maxima adsorcion ocurria a valores de pH de 6.0-6.5 y que a un valor de pH
menor o igual a 2 no se observaba adsorcion alguna. Hasta el momento, no se
conoce el principio fisicoquimico de este fendmeno, pero dicha propiedad ha sido
utilizada para la purificacién de bacteriocinas por Yang (1992), Elegado et al.
(1997) y Yildrim y Johnson (1998). EI método consiste en modificar el pH del

medio de cultivo a un valor que promueva la adsorcién de la bacteriocina a la

13




célula productora y posteriormente resuspender las células en una solucién salina
a un valor de pH que propicie su liberacion (Figura 1).

En algunos casos el método de adsorcién-liberacién se puede utilizar como paso
inicial de purificacién, es decir, usario para recuperar la bacteriocina del medio de
cultivo y continuar con una serie de cromatografias. También existen reportes de
que aprovechando la propiedad de adherencia de las bacteriocinas se ha
sustituido a las células por una resina (amberlita XAD-7 (Germond et al. 1997),
XAD-10 (Hastings ef al. 1991), XAD-1180 (Jennes, 2000) para la recuperacién de
bacteriocinas del medio de cultivo. El uso de la resina ha resultado efectivo
aungue la adsorcion no es tan especifica como en el caso de las células ya que
también se adhieren otros componentes del medio de cultivo. Aun asi, de acuerdo
a Guyonnet et al. (2000) es mejor usar la resina como paso inicial de purificacion
que la precipitacién porque se recupera un porcentaje mayor de la bacteriocina

con una menor cantidad de proteinas del medio de cultivo.

2.5.3 Determinacion del peso molecular e identificacion de actividad

Una vez separadas o purificadas, la determinacion del peso molecular de las
bacteriocinas se hace tradicionalmente por electroforesis (Gonzélez et al. 1994;
Garver y Muriana, 1994). Se puede usar también espectroscopia de masas para

dicho fin aunque el proceso resulta muy caro (Elegado ef al. 1997).
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Caldo de
cultivo Paquete
lular

( } ®
Centrifugar y .
& &

Célula
Bacteriocina Célula Badericting
ADSORCION LIBERACION
en medio de cultivo a pH 6-9 en solucion salinaa pH 2

Figura 1. Esquematizacion del proceso de adsorcion-liberacién de bacteriocinas a las

células productoras

La determinacion del peso molecular de las bacteriocinas puras se realiza
utilizando gel de acrilamida (PAGE) y dodecil sulfato de sodio (SDS), de acuerdo
a Shagger y Von Jagow (1987). La técnica de electroforesis fue usada
inicialmente para separar proteinas de bajo peso molecular de un rango de 1 a
100 Kda y ha sido empleada con éxito por varios grupos de investigacién para
separacion de péptidos (Kaiser y Montville,1996; Aymerich et al. 1996; Larsen et

al. 1993).
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En el caso de las proteinas la electroforesis, ademas de dar a conocer su peso
molecular también es empleada como un indicador de pureza, ya que la presencia
de una sola banda en el gel indica que la proteina en estudio esta pura. En el
caso de las bacteriocinas, sin embargo, el gel de electroforesis presenta
generalmente mas de una banda o una banda no definida (Figura 2) (Aktypis et
al., 1898; Oscariz et al., 1999; Abriouel et al., 2001; Janes et al., 1999). Esto es
dedido a que las bateriocinas tienen la propiedad de formar productos de
agregacion y a que se degradan durante el proceso de purificacion por efecto de
los procesos de didlisis, liofilizacién, factores de pH, temperatura y tiempo de
puficacion (Elegado et al. 1993; Parente y Ricardi, 1999; Jiménez-Diaz et al.
1995).

La identificacion de la banda correspondiente a una bacteriocina en un gel de
poliacrilamida, se hace colocando el gel sin tefiir en una caja Petri estéril y
agregando una capa de agar que contiene un microorganismo indicador ( Yildrim
y Jonson, 1998; Humbert ef al. 1998; Kaiser y Montville, 1996; Janes et al. 1999).
Después de un periodo de incubacion, se observan halos de inhibicién (figura 2

(i) y (ii)) alrededor de la banda correspondiente a la bacteriocina.
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B

i) Gel y zimograma de las bactericinas
leucocina BC2 y G13 (Janes ef al. 1999).
A) Gel de acrilamida. Carril 1- Marcadores
de peso molecular 2-Leucocina BC2 y 3-
Leucocina G13. B)Zimograma donde se
observan las zonas de inhibiciéon de las
dos bacteriocinas

ii) Gel de la bacteriocina AS- 48 (Abriouel et
al.2001). M-Marcadores de peso molecuar y en
los carriles del 1al 7 se observan bandas de las
muestras de bacteriocina AS-48 con diferentes
concentraciones de SDS

iii) Gel y zimograma de la bacteriocina Cereina
7 (Oscariz et al. 1999).A) Gel de acrilamida donde
M- marcadores de peso molecular y 1) Banda
correspondiente a Cereina 7. B) Zimograma de
Cereina 7 donde se observa la zona de inhibicién.

Figura 2. Determinacién de los pesos moleculares en SDS-PAGE de algunas
bacteriocinas e identificacion de las zonas de actividad (zimogramas).
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2.6 Factores que influyen en la purificacion de bacteriocinas
Debido a la naturaleza extremadamente heterogénea de las bacteriocinas se han
destacado algunos factores importantes a considerar durante el proceso de

purificacion. Dichos factores se detallan a continuacién

2.6.1 Produccién de bacteriocinas

Existen reportes de bacteriocinas que pierden o disminuyen su actividad en medio
liquido (Contreras et al. 1997) . Por lo tanto es necesario asegurar la producciéon
maxima de la bacteriocina antes de iniciar el proceso de purificacion. La
produccion de las bacteriocinas se presenta de dos maneras. Existen
bacteriocinas que tienen un pico maximo de produccion y un ejemplo de ellas es
la acidocina J1132 (Tahara et al. 1996) (Figura 3A). Debido a esto se hacen
ensayos de cinética de crecimiento para encontrar el pico maximo de produccién
de una bacteriocina en estudio. También hay bacteriocinas que no tienen un pico
maximo de produccién sino que alcanzan su concentraciéon maxima al final de la
fase logaritmica de crecimiento del microorganismo productor y dicha
concentracion permanece constante durante toda la fermentacion como es el
caso de la cereina 7 (Oscariz et al. 1999) (Figura 3B). Cuando la produccion de
bacteriocina no tiene un pico maximo y se desea aumentarila varian las

condiciones (Eraso et al. 1992), como por ejemplo, la aireacion.



| plls pH 6

3
+ Actividad (UA/mL)

© Crecimiento celular (DO)

¥ [\ !

216 240 3 5 12 120 220 4 R 17 6 A 24

Tiempo de cultivo (h)

A) Produccién de la acidocina J1132 a diferentes
condiciones de pH (Tahara ef al. 1998). Se
observa un pico maximo de produccién a pH 6.

.
B

e

¢ 2
. Unidades Arbitrarias

Tiempo (h)

B)Produccién de la bacteriocina Cereina 7 que no
tienen un pico méaximo durante la fermentacién 7
(Oscariz et al. 1999).

Figura 3. Cinética de produccién de las bacteriocinas J1132 y Cereina 7.
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2.6.2 Determinacion de la concentracién de proteinas y la actividad especifica

La sensibilidad de los ensayos de cuantificacién de proteinas y de actividad de
bacteriocinas resultan de importancia para asegurar el grado de pureza y
actividad especifica de la bacteriocina en estudio (Carolissen-Mackay et al. 1997).
Los métodos méas empleados para la determinacion de proteinas son el de Folin
Lowry, Biuret, Bradford, Acido bicinconicico (BCA) asi como la determinacién
directa por espectroscopia a 280 o 214 nm (Piard et a/.1992; Rammisberg et al.
1990) y han sido adaptados para determinar las concentraciones de bacteriocinas
durante el proceso de purificacion.

Tagg y colaboradores (1976) indican que los ensayos de actividad de
bacteriocinas dependen de las condiciones de prueba y de la susceptibilidad del
microorganismo indicador utilizado. La difusién de la bacteriocina durante los
ensayos es un importante factor a considerar. Por ejemplo la nisina tiene una
difusion baja en el agar y por lo tanto se subestima su valor de actividad
(Hurst,1981). En 1971, Bailey y Hurst encontraron que la actividad biolégica de la
nisina es afectada por los métodos de extraccion y purificacion teniendo como
consecuencia diferencias en la actividad especifica. Asi también, se ha reportado
que las actividades especificas de las carnobacteriocinas BM1 y B2 varian cuando

son probadas contra diferentes cepas indicadoras (Quadri et al. 1994).
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2.6.3 Pureza y estabilidad de las bacteriocinas

Las bacteriocinas puras son mas inestables que las bacteriocinas que se
encuentran en el medio de cultivo (Carolissen-Mackay et al. 1997). A lo largo de
la purificacién las bacteriocinas se van degradando observandose la disminucién
de actividad durante cada paso de purificacion. Este proceso de degradacion se
refleja también mediante bandas que no estédn muy bien definidas aunque la

muestra este pura (Aktypis et al. 1998).

2.7 Caracterizacion de bacteriocinas

Los estudios de caracterizacion de bacteriocinas se realizan para confirmar si la
bacteriocina en estudio es nueva o es una de las ya existentes. Tradicionalmente,
la caracterizacion de bactericinas se ha venido haciendo mendiante la
secuenciacion de aminoacidos. Esto tiene la desventaja de que el proceso es
largo y a veces se complica debido a que el grupo N- terminal de los aminoacidos
se encuentra bloqueado haciendo imposible la secuenciacion por degradacion de
Edman. Tal es el caso de la nisina (Jiménez-Diaz ef al. 1995; Mota-Méira et al.

1997).

2.7.1 Bioensayos para la caracterizacion de nisina
En el caso especifico de la nisina se han desarrollado pruebas rapidas para
caracterizar a la nisina como el ensayo de bioluminiscencia (Wahistrém y Saris,

1999) y el ensayo de GUS (B-glucorinidasa) (De Ruyter et al.1996).
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Ambos ensayos se fundamentan en la autorregulacion de la biosintesis de la
nisina. Los genes que participan en la biosintesis de la nisina, autorregulacién e
inmunidad, estan clasificados en dos operones inducibles, nisA/ZZBTCIPRK vy
nisFEG. Los genes nisR y nisKk son los responsables del sistema de
autorregulacion, formado por dos componentes: el regulador de respuesta NisR
que se encuentra en el citoplasma y la histidin cinasa (NisK) que se encuentra en
la membrana. La nisina externa actia como sefal sobre NisK que transmite la
informacién a NisR y este activa la transcripcidn de los promotores de los
operones nisA/ZBTCIPRK y nisFFEG (Figura 4). Los promotores de nisina se han
utilizado para hacer plasmidos, en donde dichos promotores son unidos a un gen
reportero. En el caso del bioensayo de GUS el promotor nisA es unido al gen gus
A (De Ruyter ef al. 1996) y en el de bioluminiscencia el promotor nisF es unido al
gen de luciferasa (Wahlstrém y Saris, 1999). Ambos genes se van a expresar en
presencia de nisina. Estos ensayos se han utilizado para detectar nisina en leche,
agua y sobrenadantes de cepas productoras de nisina.

Hasta el momento, no se han reportado bioensayos para detectar otras

bacteriocinas que no sean nisina.

2.6.1 Cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)

Generalmente el HPLC ha sido usada como paso final de purificacién de algunas
bacteriocinas como curvacina FS47 (Garver y Muriana, 1999), bavaricina A
(Larsen et al. 1993) y Mesentericina Y-105 (Héchar et al. 1992). También se ha
utilizado para determinar el peso molecular de las bacteriocinas como es el caso

de acidocina A (Kanatany , 1995). Hasta el momento, no existen reportes de la
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utilizacion de HPLC para caracterizar bacteriocinas. Sin embargo, se conoce el
perfil de elusion de nisina. Por lo tanto se puede usar ésta como referencia y

comparar su perfil de elusién con el de otras bacteriocinas en estudio.

cromosoma

..
® O
° @
Inmunidad
nisina

Figura 4. Esquema de la autorregulacién de la biosintesis de la nisina en L. /actis subsp.
Lactis N8 por sefial de transduccion. 1) La nisina es modificada y secretada por la
maquinara de biosintesis (BCTP). 2) La nisina extracelular activa la histidin cinsa NisK
quél es autofosforilada. 3) NisK después fosforila al regulador de respuesta NisR. 4) Nis
R activa la transcripcién de los promotores de los operones que estan antes de nisZ y nis
F. 5) El sistema (IFEG) esta presente para proteger a la cepa productora de nisina, por un
mecanismo desconocido pero previene la muerte por nisina (Wahlstrém y Saris, 1999).
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2.7 Bacteriocina WB1

La bacteriocina WB1 es producida por Lactococcus lactis subsp. lactis aislado de
pozol de la zona Altos de Chiapas por Cafas (1991). El pozol es una masa
preparada a base de maiz nixtamalizado que se consume disuelta en agua como
bebida refrescante en Honduras, Nicaragua y en el sureste de México (Oaxaca,
Campeche, Tabasco, Veracruz, Yucatan y Chiapas)( (Herrera y Ulloa, 1975; Silva,
1984).

De acuerdo a Pereyra y Trejo (1998) la bacteriocina WB1 se reporta como
perteneciente al grupo lla y que inhibe el crecimiento de Listeria monocytogenes.
Es sensible a pronasa y no es inactivada por tripsina ni por a-quimotripsina. Asi
mismo se ha reportado que un porcentaje del 40% de bacteriocina se encuentra
adherido a células y un 60% se encuentra libre en el medio de cultivo al finalizar
la fermentacién (Santiago, 2000). La bacteriocina adherida a células se denomind
WB1a mientras que la bacteriocina libre en el medio de cultivo se denomind
WB1m. En ese mismo trabajo se liberd a la bacteriocina WB1a en solucién salina
a pH 1 y posteriormente se observaron 6 bandas con actividad antimicrobiana en
el gel de electroforesis (Santiago, 2000). Lo anterior conllevd a la presuncién de
que L. lactis aislado de pozol es productor de un sistema de bacteriocinas. Por

lo tanto seria de intéres purificar dicho sistema para caracterizarlo.
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UNACH

BIBMOYNGA CENTRAL UNIVERSITARI:

lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Purificar y caracterizar las bacteriocinas WB1a y WB1m producidas por L.

lactis subsp. lactis.

3.20bjetivos especificos

1

Estandarizar la preparacion del inéculo de L. /actis

Determinar el pico maximo de produccion de la bacteriocina WB1m en un

cultivo estatico.

Determinar la influencia de la aireacion en la produccion de la bacteriocina

WB1m.

Realizar el escalamiento de la producciéon de las bacteriocinas WB1a y

WB1m de matraz a fermentador.

Realizar la separacion de las bacteriocinas WB1a y WB1m para determinar

sus pesos moleculares.

Caracterizar las bacteriocinas WB1ay WB1m .
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Medios de cultivo y soluciones

4.1.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron los siguientes: Agar assay 1%
(g/L: peptona bacteriolégica (Oxoid L37) 10; extracto de carne (Bioxon 160) 3;
NaCl 3; extracto de levadura (Difco 0127-179) 1.5; aztcar mascabado (Dilis) 1 y
agar bacteriologico (Bioxon C150-1) 10, pH 7.5); Agar assay 0.8% (g/L: la
formulacion anterior con 8 g de agar) pH 7.5; Caldo soya tripticasa preparado
por ingredientes (CST-C): (g/L: Triptona (Oxoid L42) 17; peptona bacteriolégica
(Oxoid L37) 3; cloruro de sodio 5; fosfato dipotésico 2.5; 0.25% glucosa mas 0.5%

de extracto de levadura (Difco 0127-17)); Caldo M17 (Difco).

4.1.2 Soluciones
Las soluciones empleadas fueron las siguientes: Soluciéon Ringer (g/L: NaCl 9;
KCI 0.42; CaCl; anhidro 0.24 y NaHCO; 0.20); Solucién Ringer 1:4 : A una parte

de solucion Ringer se le adiciona 3 partes de agua destilada; Agua peptonada

0.1%.

4.2 Microorganismos
Las cepas que se utilizaron fueron:
l. Lactococcus lactis subsp. lactis aislada de pozol indigena de la zona Altos de

Chiapas y caracterizada por MIDI LABS (Newark, USA) con base en la similitud de

su secuencia genética 16SrRNA.
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Il. Micrococcus luteus ATCC (American Type Cultive Collection) 10240.

4.2.1 Conservacion de cepas

. Lactococcus lactis subsp. /actis fue mantenida a —20°C en chaquiras preparadas
en caldo nutritivo con glicerol como crioprotector.
Il. Micrococcus luteus fue mantenida a —70°C en viales con 200 uL de una mezcla

de caldo nutritivo con glicerol al 10% como crioprotector.

4.2.2 Estandarizacion del inéculo de L. /actis

El indculo de L. lactis se preparé a partir de las cepas conservadas. Se hicieron
dos resiembras de L. /actis y en cada una se realiz6 un registro de la DOssonm
(Densidad optica) para establecer el tiempo de incubacién necesario para tener un
cultivo en la fase logaritmica de crecimiento ( DOssonm= 0.45-0.85) (Figura 5). Los
experimentos se realizaron por triplicado.

Después de establecidas las condiciones se transfirieron 0.2% de la segunda
resiembra de L. /actis (Indculo A) y se realizaron dos diluciones seriadas en 50 mL
de agua peptonada para indcular el cultivo de fermentacién y alargar el tiempo a

18 h (Figura 6).

4.2.3 Inéculo de M. luteus

El indculo de M. Juteus se preparé a partir del cultivo de trabajo de acuerdo a lo

descrito por Maqueda (2001) ( Apéndice 1).
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1ra. resiembra ‘
2da. resiembra
—_—

Transferir 2%
L. lactis (-20°C)
50 mL de caldo CST-C
30°C ~17h Inéculo A
50 mL de caldo CST-C
l 30°C ~4h
Medir la DO 550 nm cada
media hora a partir de
las 17 h

Medir la DOssq nm cada
media hora durante 4 h

Figura §. Preparacion del indculo A de L. /actis para tener un cultivo en fase logaritmica de
crecimiento

Transferir 0.2% Transferir 0.2%

Inéculo B

Inéculo A 50 mL de H;,0 50 mL de H,0
peptonada peptonada

N F.
Y

Diluciones

Figura 6. Preparacion del inéculo B de L. /actis para iniciar las fermentaciones
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4.3 Produccion de las bacteriocinas WB1

4.3.1 Cultivo estatico

Se inocularon 250 mL de caldo CST-C con 0.2% del inéculo B (Figura 6) en
matraces Erlenmeyer de 500 mL se incubaron a 30°C bajo condiciones estaticas.
Después de 17 horas de crecimiento de L. Jactis se tomaron muestras cada 30
minutos hasta las 23 y 31h. Se midi6 la DOssonm , €l pH y la actividad de la

bacteriocina WB1m en cada una de las muestras. Los experimentos se hicieron

por triplicado.

4.3.2 Efecto de la aireacidn
Para conocer el efecto que tiene la aireaciéon en la produccidén de la bacteriocina

WB1m se incubd a L. lactis durante 18 h a 30 °C como se describe en la Figura

A

4.3.3 Cultivo de L. /actis en fermentador

Una vez establecidas las condiciones de cultivo en matraz se escalé la produccién
de las bacteriocinas WB1 a cultivos de 5 L de CST-C en un fermentador
BIOFLOW II. Con base en estudios previos (Santiago, 2000) esta era la cantidad
minima de medio para tener una concentracién de bacteriocina WB1a y WB1m
suficiente al final de la fermentacion y poder seguir con la purificacion. Se
transfirié 0.2% del indculo B a los 5 L de medio de cultivo CST-C . La fermentacién
se incubd a 30°C durante 18 h con una agitacién de 50 r.p.m.

Al finalizar la fermentacién, el medio de cultivo se centrifugd a 6000 r.p.m durante

10 minutos y se separé el medio de cultivo del paquete celular.
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Indculo B
CULTIVO AIREADO

CULTIVO
ESTATICO

.

A AAAR

125 mL de caldo CST-
C a30°C por 18 h Matraces erlenmeyer de 250 mL con volumenes de medio
CST-C: 25, 50, 100, 150 y 200 mL

l Incubar a 30 °C/18 h con
agitacion a 200 rpm

Medir el diametro del halo
de inhibicién

Medir el diametro del halo de inhibicién

para determinar la actividad de la
bacteriocina y compararia con el control

Figura 7. Efecto de la aireacién en la produccién de la bacteriocina WB1m
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4.4 Determinacion de la actividad

4.4.1 Preparacion de muestras

Las muestras con bacteriocina WB1 fueron calentadas en bafio Maria a 70 °C
durante 30 minutos para evitar una posible inactivacion de la bacteriocina WB1 por
la accion de enzimas proteoliticas. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 10 000 rp.m por 10 minutos a 4 °C o temperatura ambiente para tener
sobrenadantes libres de células. El pH de los sobrenadantes se ajustd a un valor
de 6.5 adicionando NaOH 1M o HCl| 1M. Las muestras obtenidas fueron
esterilizadas por filtracién utilizando membranas de punto de corte de 0.45 um. A

partir de estas muestras se realizaron diluciones seriadas de dos en dos (1:2, 1:4,

1:8. etc.) en condiciones asépticas.

4.4.2 Método de fosas

La determinacién de actividad se llevd a cabo por el método de fosas utilizando
como microorganismo indicador a M. Juteus (Pereyra y Trejo, 1999; Santiago,
2000; Magueda 2001). Se prepararon placas con el microorganismo indicador y se
refrigeraron durante 1 hora a 4 °C. Después de este tiempo, en cada placa se
hicieron tres series de 3 fosas de 5 mm de diametro. En cada fosa se colocaron
por triplicado 20 ulL de muestra de bacteriocina y de sus respectivas diluciones. Se
dejaron secar las muestras en las fosas durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubaron las placas en posicién invertida durante

24 h a 30 °C. La presencia de halos de inhibicién indicd la actividad de la

bacteriocina.
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4.4.3 Cuantificaciéon de la actividad

La cuantificaciéon de la actividad se hizo midiendo el diametro de los halos de
inhibicion de muestras concentradas. La relacion entre el diametro de inhibicién y
la actividad de la bacteriocina fue proporcional. También se cuantificé la actividad
de un modo fino utilizando unidades. Las unidades de actividad fueron definidas
como el reciproco de la maxima dilucién que presentd una zona de inhibicidn

perceptible y fueron expresadas como unidades arbitrarias (UA) por mililitro.

4.5 Determinacion de proteinas

La concentracién de proteinas en las muestras de bacteriocina se determiné
colocando 1 mL de solucién en un celda de volumen reducido y midiendo la DO a
214 nm. El método se basa en que a la longitud de onda de 214 nm se manifiesta
el enlace peptidico de las proteinas.

La concentracién de proteinas se cuantificd interpolando la DO obtenida de las
muestras en una curva patron mediante una ecuacién de regresion lineal.

La curva patrén se hizo midiendo la DO a 214 nm de concentraciones conocidas
de nisina pura. Se preparé una solucién de nisina con una concentracién de 20
ug/mL a partir de la cual se hicieron diluciones para tener concentraciones de 2 a
10 pg/mL. La curva patrén obtenida (Apéndice 2) se utilizd para calcular la
cantidad de proteina en las muestras de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Proteina (ug/mL)=[ DO214nm — (- 0.00157)]/0.02149
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4.6 Purificacién de las bacteriocinas WB1a y WB1m
El proceso de purificacion de las bacteriocinas WB1a y WB1m se realizé como se

describe a continuacion.

4.6.1 Purificaciéon de la bacteriocina WB1a adherida a células

4.6.1.1 Liberacién de la bacteriocina WB1

Las células de L. /actis con bacteriocina WB1 fueron resuspendidas en 250 mL
de una solucién salina de NaCl 100 mM ajustada con HCI 1M a pH 1.0. La
solucidon fue mezclada con un agitador magnético durante 6 h. Transcurrido el
tiempo la muestra se centrifugo a 10,000 r.p.m por 15 min para separar la solucién
del paguete celular. El volumen de la muestra se redujo cinco veces por

liofilizacién. Se realizd la determinacion de actividad y proteina.

4.6.1.2 Ultrafiltracion

La eliminacién de sales y reduccion del volumen cinco veces mas que en el paso
anterior (4.6.1.1) de la muestra de bacteriocina se hizo por ultrafiltracién. Se usé
un equipo de ultrafiltracion Amicon con una membrana YCOS (punto de corte de
500 Da). El proceso tuvo una duracion de 2 a 3 h. A la muestra se le determind

actividad y proteina.
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4.6.1.3 Técnicas cromatogréficas

i) Cromatografia de filtracion en gel

La muestra de bacteriocina WB1 obtenida en el inciso 4.6.1.2 se aplicd a una
columna de 76x2.3 cm con resina Sephadex G-50 (rango de separacion entre
1.5 y 30 kDa). La columna fue equilibrada y eluida en una solucién amortiguadora
de TRIS 10 mM pH 7.0 a un flujo de 0.5 mL/min y a 4 °C. Las fracciones se
colectaron cada 5 minutos. A las fracciones que contenian proteina se les hizo

ensayo de actividad. Se mezclaron las fracciones con actividad de bacteriocina.

ii) Cromatografia de intercambio catiénico

La muestra con actividad obtenida de filtracién en gel fue aplicada a una columna
que contenia resina CM-celulosa. La columna fue equilibrada y eluida en una
solucién amortiguadora de TRIS 10 mM pH 7.0 2 un flujo de 0.5 mL/miny a 4 °C.
La muestra de proteina adherida a la resina fue removida aplicando un gradiente
desde 0 a 2 M de una solucién de NaCl. Se colectaron las fracciones cada 5
minutos. Se determino actividad en cada una de las fracciones y se mezclaron las

fracciones con actividad. Se redujo el volumen final de la muestra obtenida por

liofilizacion.

iii) Cromatografia de filtracion en gel
La muestra obtenida por intercambio catiénico se aplicé a una columna con resina
sephadex G-50 para desalar la muestra y eliminar otras proteinas. Las

condiciones fueron las mismas que se describieron en /) excepto que se uso como
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eluyente agua destilada. Finalmente las muestras puras de bacteriocina WB1

obtenidas se concentraron por liofilizacién.

4.6.2 Purificacion de la bacteriocina WB1m libre en el medio de cultivo

4.6.2.1 Adsorcién de la bacteriocina a la resina XAD-7

Los 5 L de medio de cultivo con bacteriocina fueron adicionados con 160 g de
resina XAD-7 (Sigma). La mezcla se mantuvo con agitacién por un periodo de 12
a 14 h para que la bacteriocina WB1m se adsorbiera a la resina XAD-7.
Transcurrido el tiempo la resina se separd del medio de cultivo por decantacion.
La resina fue lavada de 5 a 8 veces con agua destilada para eliminar compuestos
con color procedentes del medio de cultivo. Se colocd la resina XAD-7 en un
matraz Erlenmeyer de 1L y se le adicioné 500 mL de una solucién amortiguadora
de acetonitriio al 70% con TFA (Acido trifluoroacético) 0.1% para extraer la
bacteriocina. La solucién amortiguadora fue adicionada en fracciones de 100 mL
por cada hora durante 5 h aproximadamente. El extracto obtenido fue concentrado
5 veces del volumen original por evaporacion del acetonitrilo con nitrégeno. A la

muestra obtenida se le determiné actividad y proteina.

4.6.2.2 Técnicas cromatograficas

a) Cromatografia de intercambio aniénico

La muestra de bacteriocina obtenida en el inciso 4.6.2.1 se aplicé a una columna
que contenia resina QAE-550C Toyopearl. La columna fue equilibrada y eluida
con solucién amortiguadora de TRIS 10 mM pH 7 a un flujo de 0.5 mL/min. Las

fracciones con bacteriocina WB1 no fueron retenidas en la columna. Estas
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fracciones se colectaron cada 5 minutos y se les determind actividad. Las

fracciones con actividad se mezclaron.

b) Cromatografia de intercambio catiénico
La muestra obtenida de intercambio aniénico se aplicé a una columna con resina

CM-celulosa. El procedimiento fue el mismo que se describié en el inciso ii).

c¢) Cromatografia de filtracién en gel
La muestra obtenida de intercambio catiénico se aplicd a una columna con resina

sephadex G-50. E! procedimiento seguido fue el mismo que se describié en el

INCiso Jii).

Todos los analisis cromatogréaficos fueron realizados con columnas en las que el
eluyente fluia por gravedad. La deteccion de las bacteriocinas WB1a y WB1m se
llevo a cabo en linea con un detector (Uvicord SIl Pharmacia) mediante celda UV a

205 nm. La coleccion de fracciones se hizo con un colector Bio-Rad, modelo

2128,

4.7 Determinaciéon de los pesos moleculares de las bacteriocinas WB1a y

WB1m

Los pesos moleculares de las muestras de bacteriocinas WB1a y WB1m puras
obtenidas de las células y del medio de cultivo se determinaron por electroforesis

usando un gel de poliacrilamida al 16.5% de acuerdo a lo descrito por Schagger y
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von Jagow (1987). Las condiciones de electroforesis que se emplearon fueron las

descritas por Kaiser y Montville (1996).

4.8 Determinacion de bandas con actividad

La determinacion de bandas con actividad en el gel de electroforesis se hizo
utilizando zimogramas.

El zimograma consiste en colocar una parte del gel sin tefir (después de la
electroforesis) en una caja Petri que contiene una base de agar assay 0.8%
inoculado con M. luteus y se cubren con una sobrecapa de agar assay 0.8%
igualmente inoculada con M. luteus. Las cajas se incubaron a 30 °C por 24 h.
Transcurrido este tiempo se determind la presencia o ausencia de halo de

inhibicién alrededor de las bandas que correspondan a las bacteriocinas.

4.8 Caracterizacion de las bacteriocinas WB1a y WB1m
Una vez que se confirmé la pureza de las bacteriocinas, el siguiente paso fue
determinar si las bacteriocinas WB1 eran diferente a las que ya existen para lo

cual se hicieron los siguientes estudios de caracterizacion.

4.9.1 Ensayo de GUS (B-glucorinidasa)

Las muestras puras de bacteriocina WB1 obtenidas a partir de células y del medio
de cultivo fueron analizadas por el ensayo de GUS, usando como referencia
nisina. Se inéculo la cepa de L. /actis 8008, que tiene un gen especifico que es

activado en presencia de nisina. En 20 mL de medio M17 y se incubé a 30 °C por
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12 h. Transcurrido el tiempo, se transfirieron 10 mL del cultivo a 100 mL de medio
fresco y se incubd a 30 °C por 1.5 h. Se revisé que la DOggo fuera mayor o igual a
0.5.

A partir de una solucidon de nisina pura de 50 Ul/mL se hicieron diluciones hasta
0.26 Ul/mL para hacer una curva patron; también se tuvieron preparadas las
muestras de bacteriocinas WB1. Después de la 1.5 h de incubacién se transfirid
0.1 mL de las diluciones de nisina y de las bactericionas WB1 a tubos de
microcentrifuga y se les adicioné 0.9 mL del cultivo de L. /actis,, se homogenizaron
las muestras y se incubaron nuevamente a 30 °C por 1.5 h. Después los tubos se
centrifugaron por 5 min. a la maxima velocidad (12 000 r.p.m) de la
microcentrifuga para separar al paquete celular del medio de cultivo. A los
paguetes celulares contenidos en cada tubo se les adicionaron 0.2 mL de buffer
de fosfatos pH 7 y 25 ulL de tolueno-acetona 9:1. Se homogenizé la mezcla y fue
incubada a 30 °C por 20 minutos. Por otro lado, se prepard una serie de viales de
vidrio con 2.85 mL de buffer de GUS y 0.189 mL de sustrato. Transcurridos los 20
minutos se adicionaron 100 uL de la suspension de células a cada tubo de vidrio.
Se homogenizaron las muestras y se dejaron reposar por 5 minutos. Después se
transfirieron 200 puL de cada muestra a una placa con pozos. La fluorescencia de
las muestras se midié en el espectrofluordmetro a una excitacién de 325 nm y
emision de 345 nm. Para determinar las unidades internacionales (Ul) por mL de

las bacteriocinas WB1 los valores de actividad de B-glucorinidasa se interpolaron

en la curva patrén.




4.9.2 Ensayo de bioluminiscencia

Las muestras de bacteriocinas WB1 fueron analizadas de acuerdo a lo descrito

por Wahlstrém y Saris (1999).

4.9.3 Cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC)

Las muestras de bacteriocina WB1a se inyectaron a una columna x-Terra RP18
(250 mm x 4.6 mm). El sistema cromatografico de HPLC Waters constaba de una
bomba cuarternaria Waters 600, un automuestreador Waters 717, un detector UV
visible Waters 2487 y un sistema de integracidn Millenium versiéon 2032. La
separacion de la muestra se hizo a un flujo de 1 mL/min usando como eluyente A
acetonitrilo y como eluyente B TFA (Acido Trifluoroacético ) 0.1%. Muestras de
nisina pura y de nisaplin, sometido al mismo proceso de purificacion que la
bacteriocina WB1a, fueron usadas como estéandares. Al final se hizo una

comparacion de los cromatogramas obtenidos.
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V. RESULTADOS

5.1 Estandarizacion del inéculo de L. Jactis

Para obtener un inéculo de L. /actis en fase logaritmica de crecimiento se encontrd
que se necesitan dos resiembras consecutivas a partir del cultivo de trabajo. Los
tiempos de incubacion se establecieron con base en el monitoreo realizado
durante el crecimiento de L. /actis como se muestra en la Figura 8. La primera
resiembra requiere un tiempo de incubacién de 19 h (DOsse=0.4-0.7) y la segunda

resiembra requiere un tiempo de 2.5 h (DOsso = 0.5-0.6).

5.2 Produccién de las bacteriocinas WB1

5.2.1 Cultivo estatico

Se monitored el pH del medio de cultivo y la produccién de la bacteriocina WB1m
durante el crecimiento de L. /actis en un cultivo estatico. Se encontré que durante
la fase media logaritmica de crecimiento de L. /actis (DOsso= 0.6) la produccion de
la bacteriocina WB1 m fue de 200 UA/mL y que 2 lo largo de la fermentacion varia
entre 100 y 200 UA/mL (Figura 9). El pH del medio de cultivo disminuyé de 6.5 a
S durante la fase logaritmica de crecimiento y se mantuvo a 5.5 al final de la
fermentacion (Figura 9). La bacteriocina WB1m no presentd un pico maximo de

actividad.
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Figura 8.Estandarizacién del in6culo de L. /actis. 1) Crecimiento de L. /actis durante la
primera resiembra proviene del cultivo de trabajo mantenido a —20°C. II) Crecimiento de L.
lactis durante la segunda resiembra inoculada con 2% de la primera resiembra a las 19h
de crecimiento (DO 0.4-0-7). Los resultados son el promedio de tres determinaciones
donde las barras y los valores entre paréntesis indican la desviacién estandar.
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Figura 9. Produccién de la bacteriocina WB1m en un cultivo estatico, donde se muestra la
relacion de crecimiento (o), pH (A) y actividad de la bacteriocina (¢). Los resultados son el

promedio de tres fermentaciones diferentes, donde las barras indican la desviacidn
estandar.
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5.2.2. Efecto de la aireacién

Para conocer el efecto de la aireacién en la produccion de la bacteriocina WB1m
se crecid a L. /actis en cultivos aireados variando los volimenes de medio de
cultivo y usando como control un cultivo estatico.

Los resultados obtenidos muestran que la aireacién no aumenté la produccion de

la bacteriocina WB1m con respecto al control (Figura10).

5.2.3 Crecimiento de L. /actis en fermentador

Al escalar |la produccién de las bacteriocinas WB1a y WB1m en fermentador de 5L
se encontrd que, al igual que en matraz, el tiempo de incubacién fue de 18 hy la

actividad de la bacteriocina WB1m también variaba entre 100 y 200 UA/mL.

5.3 Purificacion de las bacteriocinas WB1

5.3.1 Purificacién de la bacteriocina WB1a

El valor promedio de recuperacion de células del medio de cultivo fue de 2.5g de
células en peso humedo por litro. La actividad especifica del extracto de liberacién
fue de 2327 UA/mg de proteina (Cuadro 4). El proceso de purificacién de la
bacteriocina WB1a se realiz6 mediante un paso inicial de liberacién seguido de
ultrafiltraciéon (% de recuperacion de 162), cromatografia de filtracién en gel el
porcentaje de recuperacion disminuyé aproximadamente cinco veces (33.9%),
cromatografia de intercambio iénico el porcentaje de recuperacion disminuyé 0.25
veces (25%) vy finalmente nuevamente cromatografia de filtracién en gel en

donde la actividad disminuyé una vez (13.1%) y el factor de purificacion fue de
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Figura 10. Produccién de la bacteriocina WB1m en un cultivo aireado a 18h de incubaciéon
a 30°C. Se observa que la aireacién no aumenté la produccién de bacteriocina WB1 a

ninguno de los volumenes probados con respecto al control. Los resultados son el
promedio de tres fermentaciones diferentes.
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cinco en promedio para todos los pasos excepto para la segunda filtracién en gel

(1.8). Los resultados antes descritos se muestran resumidos en el cuadro 4.

5.3.2 Purificacion de la bacteriocina WB1m

La actividad especifica recuperada del extracto del medio de cultivo fue de 123
UA/mg de proteina. Los resultados obtenidos durante el proceso de purificacién de
la bacteriocina WB1m se muestran en el cuadro 5. Se observa que durante la
adsorcion se tiene una recuperacion de actividad (RA) del 62.9% con un factor de
recuperacion (FR) de 6.6 seguido de cromatografia de intercambio aniénico con
RA de 48.4% y FR de 7.2, cromatografia de intercambio catidnico con RA de
26.9% y un FR de 285.7 y finalmente con la cromatografia de filtracién en gel la

RA fue de 1.1% con un FR de 58.4.

5.4 Determinacién de los pesos moleculares de las bacteriocinas WB1

En el gel de acrilamida (Figura 11) se colocaron muestras de bacteriocina WB1a,
WB1m y de nisina pura (patron de referencia). Se observd que en el carril de la
bacteriocina WB1a se tienen 4 bandas con un rango de peso molecular entre
3500 a 13 000 Da (Cuadro 6) siendo mas ancha la banda identificada como 4. En
el carril de la bacteriocina WB1m se observo una sola banda ancha con un peso
molecular promedio de 3387 Da (Cuadro 6, Figura 11). En el carril con nisina pura
(N) se observaron dos bandas con peso molecular de 6115.5 y 3842.1 Da siendo

la ultima una banda ancha.
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Cuadro 6. Pesos moleculares de las bacteriocinas WB1a y WB1m comparados contra

nisina
@ PESOS MOLECULARES (Da)
E Bacteriocina WB1a Bacteriocina WBm Nisina
| 1 13084.2 - %
| 2 7880.2 - .
l 3 6115.5 - 6115.5
4 3530.8 3387.5 3842.1

- No existe banda

5.5 Identificacién de bandas con actividad

Para identificar las bandas con actividad, se hicieron zimogramas utilizando como
microorganismo indicador a M. luteus. De las 4 bandas obtenidas de la muestra de
bacteriocina WB1a solo se observd actividad en una de ellas y que coincide con la

zona de actividad de la muestra de bacteriocina WB1m (Figura 11 (ii)).

5.6 Caracterizacion de las bacteriocinas WB1

5.6.1 Ensayo de GUS y ensayo de bioluminiscencia

Los resultados obtenidos por el ensayo de GUS y el ensayo de bioluminiscencia
demostraron que tanto la bacteriocina WB1a como la bacteriocina WB1m son
nisina. La cantidad de bacteriocina WB1a y WB1m detectada al interpolar los
valores de actividad de B-glucorinidasa en la curva patrén de nisina (Figura 12)

fue de 0.065 Ul/mL y de 0.248 Ul/mL respectivamente. Con los valores antes
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mencionados se determind que la cantidad total de la bacteriocina WB1a y WB1m
en las muestras purificadas fue de 445.2 Ul/mLy 127.18 Ul/mL.
Las concentraciones totales de bacterioacina WB1a y WB1m obtenidas mediante

el ensayo de bioluminiscencia fueron de 250 Ul/mL y 10 Ul/mL respectivamente.

WB1m
700 -
600 - ¢
500 -
400 -
300 -

y=19217x + 117.24
R?=0.9849

Aclividad de p-glucorinidasa (Intensidad)

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Nisina (Ul/mL)

Figura 12. Curva patrén de nisina contra actividad de p-glucorinidasa
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5.6.3 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Los resultados obtenidos muestran que el perfil de elusién de la bacteriocina W1a

es igual que el de nisina pura y el de nisaplin (figura 13). El tiempo de retencién en
la columna para el pico mas concentrado en todas las muestras probadas fue de
33.5 a 34 minutos. La concentracién de la bacteriocina WB1a después de pasarla
por la columna de CM-celulosa disminuyo aproximadamente a la mitad (0.018 AU)
comparada con la concentracion de la bacteriocina WB1a de liberacién (0.037

AU).
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Figura 13. Cromatogramas de HPLC. A) Bacteriocina WB1a después de la liberacion de
células. Se observan 5 picos; B) Bacteriocina WB1a después de pasar por la columna de CM-
celulosa. Se observan 7 picos; C) Nisaplin sometido al mismo proceso de purificacién que la
baceriocina WB1a. Se observan 5 picos.
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Figura 13. Cromatogramas de HPLC (continuacién). D) Nisina pura. Solo se observa 1 pico; E)

Comparacién

de cromatogramas de HPLC. (—) WB1a después de liberacién de células. (—)

WB1a después de pasar por la columna de CM-celulosa. (—) Nisina pura. (—) Nisaplin sometido
al mismo proceso de purificacion que la bacteriocina WB1a.
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V1. DISCUSION DE RESULTADOS

Antes de proceder con los estudios de purificacion de las bacteriocinas WB1a y
WB1m fue necesario asegurar una alta producciéon de las mismas. Para ello se
experimentd con tres variables: calidad del inéculo, tiempo de fermentacién y
efecto de la aireacién. En primer lugar se estandarizé el indculo de L. lactis
porque se ha reportado que este factor pueden repercutir en la produccion de
bacteriocinas durante la fermentacién. Generalmente, la estandarizacion se realiza
utilizando dos resiembras consecutivas para tener un cultivo en fase logaritmica
de crecimiento (Krier ef al. 1998; Miteva et al. 1998; Scanell et al. 2000). También
se ha reportado que durante la produccién de algunas bacteriocinas del grupo lla
como Acidocina J1132 (Tahara et al. 1996), Enterococina 012 (Jennes et al.
2000), Termofilina T (Aktypis ef al. 1998), Acidocina A (Kanatani et al. 1995) vy
Amilovorina L471(Lejeune et al. 1998), se observa un pico méximo. La tercera
variable estudiada fue el efecto de la aireacion debido a que se ha reportado el
incremento de produccién de bacteriocinas en cultivos aireados (Eraso et al.
1992).

Una vez estudiadas las 3 variables, los resultados condujeron a la estandarizacion
del indculo de L. /actis mediante dos resiembras consecutivas de 19 y 2.5 h de
incubacién, respectivamente (Figura 8).

Utilizando dicho indculo estandarizado, se siguid la cinética de produccién de la
bacteriocina WB1m. La produccién maxima de ésta se presentd al final de la fase
logaritmica de crecimiento (18 h). La concentraciéon de bacteriocina no disminuyo

durante la fase estacionaria, esto es, no se observo un pico maximo de produccién
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(Figura 9). En lo referente a la aireacion, ésta no aumenté la produccién de la
bacteriocina WB1m con respecto a un cultivo estatico como control (Figura 10).
Dado que ninguna de las variables estudiadas implico un aumenté la produccion
de la bacteriocina WB1m, se decidié6 aumentar el volumen de medio de cultivo
fermentado para tener una concentraciéon suficiente y poder continuar con la
purificacién. Aunque existen varios reportes en los que se muestra que el
escalamiento afecta la produccién de las bacteriocinas (De Vuyst y Vandamme,
1992), en el caso de la bacteriocina WB1 se observd que de matraz de 250 mL a
un fermentador de 5 L la produccién no cambio (100 IU/mL).

Una vez establecidas las condiciones de produccion se procedié a la purificacion
de laa bacteriocinas WB1a y WB1m.

Generalmente, la purificacién de bacteriocinas se realiza a partir del medio de
cultivo y hasta el momento, solamente Mota-Meira et al. (1997) han reportado la
purificacion de Mutacina B-Ny266 a partir de células. Por lo anterior fue
interesante comparar los procesos de purificacidon de la bacteriocina WB1a
(adsorbida a células) y WB1m (libre en el medio de cultivo). Se observd que el
rendimiento de purificaciéon fue de 13.1% para la bacteriocina WB1a y de 1.1 %
para la WB1m, mientras que los factores de recuperacién fueron de 5 y 58
respectivamente (Cuadro 4 y 5 ). Para ambas bacteriocinas, el paso critico fue la
separacion por filtracién en gel usando como eluyente agua destilada ya que se
observa una disminucién del rendimiento del 25 al 13.1% de la bacteriocina WB1a
y del 26.9 al 1.1 % de la bacteriocina WB1m (Cuadro 4 y 5). La finalidad de este
paso, principalmente, fue eliminar el NaCl que provenia de las muestras obtenidas

de CM-celulosa para asi evitar el barrido de bandas durante la electroforesis. De
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cualquier forma, en el gel se observaron 4 bandas para la bacteriocina WB1a y
una banda ancha para la bacteriocina WB1m (Figura 11). Esto es debido a que
las bacteriocinas tienden a agruparse y formar dimeros, trimeros y tetrameros
(Kelly et al. 2000; Jiménez-Diaz et al. 1996) y a que durante los procesos de
purificacién las bacteriocinas tienden a degradarse (Abriouel et al. 2001; Oscariz et
al. 1999).

Al comparar los pesos moleculares obtenidos para las bacteriocinas WB1a (3 500
a 13 000 Da) y WB1m (3530.8 Da) con los de nisina (6 115.5 y 3 387.5 Da) se
encontré que son muy similares (Figura 11); dado que la bacteriocina WB1 fue
inicialmente caracterizada como perteneciente al grupo lla (Pereyra y Trejo, 1999),
para descartar o confirmar los resultados obtenidos mediante la electroforesis se
caracterizd a ambas bacteriocinas mediante ensayos de GUS, biolumiscencia y
HPLC. Dichos estudios demostraron que tanto la bacteriocina WB1a como la
bacteriocina WB1m son nisina y que por lo tanto, pertenecen al grupo la. Este
resultado se obtuvo después de purificar por separado a ambas bacteriocinas.
Pereyra y Trejo (1999) realizaron los estudios preliminares de caracterizacion de
dichas bacteriocinas en muestras sin purificar. De aqui se destaca la importancia
que tiene la purificacion para realizar estudios de caracterizacion.

Los estudios de caracterizacion también demostraron que el sistema de
purificacion seguido para separar a la bacteriocina WB1a proporciona muestras
mas estables, esto es, la concentracion detectada por el ensayo de GUS y de
bioluminiscencia fue mayor en las muestras de bacteriocina WB1a ( 445.2 y 250
Ul/mL) que en las muestras de bacteriocina WB1m (127.1 y 10 Ul/mL)

respectivamente. Ademas el estudio de HPLC demostré que la bacteriocina
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procedente de células WB1a desde el primer paso de liberacion en solucién salina
a pH 2 ya tiene una pureza similar a la de nisina y que al llevar a cabo
subsecuentes pasos de separacién por columnas disminuye el rendimiento sin
aumento en la pureza ( de 100 a 13%)(Figura 13 (E); Cuadro 4).

De lo anterior se desprende que la bacteriocina WB1a puede ser purificada
mediante un proceso de liberacién en solucién salina con un rendimiento del
100%.

La nisina se comercializa en mas de 48 paises, sin embargo el proceso de
produccién no es del dominio publico. La presentacién comercial (Nisaplin“’,
Ambicin“®, Chrisin™®) contiene un 99% de sales, de lo que podria presumirse que
la produccién comerciar se realiza mediante liberacién en solucién salina como se
describié en este trabajo.

A lo largo de este estudio fue de interés darse cuenta que cada bacteriocina tiene
su propio proceso de produccion y purificacion unico e individual y que la
informacion referente a las diversas bacteriocinas reportadas es de utilidad
unicamente como marco de referencia, es decir, no puede estandarizarse el

proceso de purificacién como en el caso de proteinas.
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Vil. CONCLUSIONES

Los estudios de caracterizacion demostraron que las bacteriocinas WB1a y

WB1m son nisina.

El proceso de purificaciéon a partir de células proporciona muestras mas
estables de bacteriocina WB1a que el proceso de purificacién a partir del

medio de cultivo.

Es importante purificar las bacteriocinas para tener estudios de

caracterizacion confiables.

La bacteriocina WB1a puede purificarse Unicamente mediante un proceso

de libercién en solucion salina con un rendimiento del 100%.
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APENDICE 1

PREPARACION DEL INOCULO DE M. luteus
(Maqueda, 2001)

Inoculo 1
o asada Almacenar a
250 uL ——p  4°C durante
5 — 21 dias
AL
iteus . Agar Assay
C) 30°C/48 h
10 mL de caldo BHI
30°C/12h, 250 r.p.m l asada
Mezclar - 250 uL Ajustar la DOsg
< a0.2,
‘_
TR
- 4 mL de solucion
3 mL Ringer 1/4
le agar 100 mL de agar Assay
0.8% a 40°C
\4
PSR |
Dejar gelificar
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APENDICE 2

CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS EN
LAS MUESTRAS DE BACTERIOCINA WB1a y WB1m

Nisina {
ug/mL) DO1 DO2 DO3
2.17 0.0379 0.0455 | 0.023
4.062 0.0832 0.0832 | 0.0857
6.093 0.1283 0.1266 | 0.1299
8.124 0.1722 01734 | 0.1769
10.155 0.2171 0.2185 | 0.2164
| 0.25 - -
£ 0.2 - |
| = |
‘ L - | 015 T |
| a i
Ll AR ;
Ko |
'8 0.05 - i
0 |
0 5 10 15 |

Nisina (ug/mL) !

DO214nm= 0.02149 (Proteina (ug/mL)-0.00157
R=0.998
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