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RESUMEN

En el presente trabajo se caracterizaron los sobrenadantes de cultivo de la cepa de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 de diferentes fases de crecimiento, determinando la
relacion existente entre su concentracion de proteinas y su perfil electroforético mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), siguiendo los protocolos de Bradford
(1976) y Laemmli (1970) para la cuantificacién de la concentracion de proteinas y la

realizacion de la electroforesis en gel, respectivamente.

Se realiz6 la verificacién de la bacteria con la que se trabajd, Pediococcus acidilactici, ATCC
8042, observando sus caracteristicas morfoldgicas y de pureza al cultivarla en agar MRS,
evidenciando colonias blancas, redondas, de 1-2 mm, a la tincién de Gram se observaron
cocos Gram positivos en formacion de tétradas y pares, caracteristicas de Pediococcus.
Se utilizaron los sobrenadantes de cultivo en MRS modificado, previamente obtenidos de
distintas fases de crecimiento (4, 6, 8, 12, 16 y 24 horas de cultivo) ultracongelados y
liofilizados, se determind a cada uno concentracién de proteinas con el reactivo de
Bradford y se obtuvieron los perfiles electroforéticos, con el que se calcularon las masas

moleculares relativas de las bandas de proteinas asi obtenidas.

Se observé una clara diferencia en la cantidad, concentracion y masas moleculares
relativas de las proteinas producidas en cada fase de crecimiento, en el cultivo de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, siendo la fase estacionaria la que mostré valores
superiores, especificamente de 16 y 24 h de cultivo. Las bandas de 110 y 115 kDa,
responsables de la actividad litica de PGH sobre Micrococcus lysodeikticus ATCC 9648 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538, ya reportadas por Llorente (2008) y una banda
identificada por Munguia (2015) de 61 kDa responsable de la inhibicion de Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 en zimogramas de actividad.



INTRODUCCION

Algunos patdgenos presentes en alimentos pueden ser inhibidos o incluso eliminados por
la accion de competidores o microbiota antagonista, mejorando la vida de anaquel y la
seguridad de productos sin la necesidad de usar niveles elevados de aditivos quimicos.
Una de las alternativas modernas que pueden contribuir significativamente a lograr la
inocuidad de los alimentos a través de la reduccidon de los agentes microbioldgicos y
minimizar la proliferacion de las enfermedades transmitidas por los alimentos
contaminados, y por ende, coadyuvar en la preservacion de la salud humana, es la

Bioconservacion.

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son microorganismos que producen metabolitos con
caracteristicas antibacterianas y sustancias proteicas que pueden inhibir o reducir flora
indeseable en productos alimenticios. Su empleo es aceptado debido a que tienen la
denominacion GRAS, por sus siglas en inglés (Generally Regarded As Safe) por los
organismos reguladores de Estados Unidos y el Codex Alimentarius (Federal Register,
1988) y constituye una medida adicional a otras estrategias dirigidas a asegurar la

inocuidad alimentaria.

Dentro de las BAL se le dio estudio especifico a la bacteria Pediococcus acidilactici ATCC
8042, cuyo efecto inhibidor ante patdgenos ha sido estudiado anteriormente por Martinez
(2011) y Velasco (2010) realizando estudios sobre su actividad celular; mientras que, Bello
y Durdn (1992), Llorente et al. (2003) y Rivera (2004), utilizaron salamis como modelos

experimentales.

En esta investigacién se pretendid conocer e identificar las caracteristicas de las sustancias
de origen proteico que poseen el efecto inhibidor en una fase de crecimiento especifica en
los sobrenadantes de la bacteria por medio de su perfil electroforético, que se realizé por
medio de SDS PAGE, que es una técnica comun, rapida, sensible y capaz de dar un alto
grado de resolucidn, siendo, probablemente la mas utilizada para analizar mezclas de

proteinas. Se lleva a cabo en presencia del detergente SDS que se une a las proteinas para



formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente, anulando su carga
intrinseca, por lo que éstas son separadas en el gel poroso fundamentalmente con base

en sus diferencias de peso molecular (Lomonte, 2002).
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1. MARCO TEORICO
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1.1 Bioconservacion

En afios recientes, la adicidon de conservadores quimicos ha caido en la desaprobacion de
los consumidores, quienes, afirman estar buscando alimentos de mayor calidad, menos
procesados, libres de aditivos artificiales, mds naturales y mds seguros. Esto ha resultado

en una nueva generacion de alimentos minimamente procesados (Stiles, 1996).

La Bioconservacion puede ser definida como la extensién de la vida de anaquel e
inocuidad de un alimento a través del uso de microbiota natural o controlada y/o sus
compuestos antimicrobianos (Salcido y Barboza, 2010). La bioconservacién puede consistir
en afadir cepas bacterianas para que crezcan rdpidamente y produzcan sustancias
antagonicas, anadir sustancias antagonicas purificadas, afiadir el licor concentrado ya
fermentado proveniente del organismo antagdénico, o afiadir BAL mesofilicas como

proteccion a prueba de fallos contra el abuso de temperaturas (Stiles, 1996).

1.1.1 Bacterias Acido L4cticas (BAL)

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son un grupo de bacterias con caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas y fisiolégicas similares, Gram-positivas, no esporuladas,
anaerobias, cocos o bacilos, las cuales producen acido lactico como principal producto
final durante la fermentacién de carbohidratos. Muchos de estos microorganismos
ejercen su actividad antimicrobiana contra bacterias alterantes, patégenos y levaduras
(Axelsson, 1993). Son generalmente mesofilicas, pero pueden crecer en un rango de
temperatura de entre 5-45°C y en pH de entre 4-4.5 aunque algunas son activas en pH de
9.6 o de 3.2. Todas las BAL producen 4cido lactico a partir de hexosas y los modos en los
gue las hexosas son metabolizadas dividen a las BAL en dos grupos: homofermentativas y
heterofermentativas. Las homofermentativas producen acido lactico como mayoritario o

Unico producto final de la fermentacion de la glucosa (mas del 85%). Las

12



heterofermentativas pueden producir ademas otros acidos organicos, etanol, acetato y

didxido de carbono (Caplice y Fitzgerald, 1999).

Las BAL son de especial interés en el area de ciencia de alimentos por que presentan una
asociacion positiva con ellos, su uso y/o el de otros metabolitos para la conservaciéon de
alimentos es generalmente aceptado por los consumidores como algo “natural” vy
“benéfico para la salud” (Gomes, Lizziane, Reis y De Martinis, 2009). Tienen un gran
potencial para su uso en bioconservacion, por su larga historia de consumo humano
seguro y ademds dominan, de manera natural, la microbiota de muchos alimentos
durante su almacenamiento. Sus propiedades antimicrobianas se derivan de la
competencia por los nutrientes y la produccidon de uno o mas metabolitos antimicrobianos
como 4acidos orgdnicos, (principalmente lactico y acético), CO,, perdxido de hidrégeno y
otros componentes como bacteriocinas y péptidos antifungicos (Reis, Paula, Casarotti y
Penna, 2012), y son capaces de controlar microorganismos especificos que dominan la
microflora de los alimentos (que es la base del desarrollo de cultivos iniciadores). Ademas,
producen catabolitos que no sélo contribuyen a la conservacién, sino también mantienen
las cualidades sensoriales del producto, como sabor, olor y textura, valor nutricional y

ayudan a determinar sus caracteristicas propias y Unicas (De Vuyst y Vandamme, 1994).

1.1.2 Usos y aplicaciones de cultivos iniciadores

Los cultivos antagdnicos afiadidos a los alimentos para inhibir patdégenos y/o extender la
vida de anaquel, evitando cambiar las propiedades sensoriales tanto como sea posible,
son llamados cultivos protectores (Lucké, 2000). El uso de cultivos bioprotectores para
asegurar la calidad higiénica de alimentos es una herramienta promisoria, que debe ser
considerada como una medida adicional a las buenas practicas de fabricacion,
procesamiento, almacenamiento y distribucion. Las BAL, que predominan en la microbiota
de la carne, han mostrado antagonismo hacia bacterias patdgenas y alterantes. Es por ello
gue un enfoque alternativo de la produccién de bacteriocinas en alimentos es el uso de

13



cultivos vivos de BAL que las produzcan in situ. Las cepas productoras de bacteriocinas son
sustituidas por todo el cultivo iniciador, una parte de él, es, subsecuentemente aplicada al
alimento como cultivo bioprotector para asi mejorar la seguridad del producto (Vignolo,

Fadda, y Castellano, 2008).

1.2 Produccion de sustancias con actividad antibacteriana

La inhibicion producida por BAL se atribuye a una combinaciéon de uno o mas metabolitos
activos como 4cidos organicos (lactico, acético, féormico, propidnico y butirico), que
intensifican su accion reduciendo el pH del medio; asi como otras sustancias como etanol,
acidos grasos, acetoina, peréxido de hidrégeno, diacetilo; componentes antifiingicos
(propionato, fenil-lactato, dipéptidos ciclicos y 3-hidroxi acidos grasos), bacteriocinas
(nisina, reuterina, reuticiclina, pediocina, lactacina, enterocina y otras) (Reis et al, 2012).
Como sucede en la teoria de barreras, cada sustancia antimicrobiana producida durante la
fermentacion constituye un obstaculo adicional para las bacterias patdgenas vy
responsables del deterioro, de modo que mas adelante no puedan sobrevivir o proliferar
en alimentos. Su potencial antimicrobiano es definido por la acciéon colectiva de sus

productos metabdlicos sobre bacterias indeseables (Rivera, 2005).
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Cuadro 1 Requerimientos para el uso de sustancias antimicrobianas presentes
naturalmente como conservadores alimentarios

— En cuanto a aspectos toxicoldgicos debe ser aceptable por las autoridades
reconocidas.

— No debe tener ningun efecto perjudicial sobre cualquiera de las propiedades
sensoriales de los alimentos en que se use.

— El costo de uso debe ser econédmicamente aceptable para la industria.

— Debe ser estable durante su almacenamiento antes de su uso y si su accion
depende de un residual, debe ser suficientemente estable durante la vida de
anaquel del alimento.

— Debe ser efectivo a concentraciones relativamente bajas.

— No debe tener uso médico.

Fuente: Daeschel, 1989

1.2.1 Acidos orgénicos

El acido lactico es el metabolito mayoritario de las BAL, causando reduccion del pH que
inhibe muchos microorganismos. La forma no disociada, mas hidrofébica del acido es la
forma toéxica de la molécula, ya que ésta se difunde sobre la membrana celular y se disocia
dentro de la célula liberando iones H* que acidifican el citoplasma. Ademas del efecto del
pH, la forma no disociada de la molécula contribuye al efecto antibacteriano mediante el
colapso del gradiente electroquimico de protones en la membrana, causando con ello Ia

muerte de las bacterias susceptibles (Schniirer y Magnusson, 2005).

Las BAL heterofermentativas también son capaces de producir dcido acético y propidnico.
De la misma manera que el acido lactico, ambos interaccionan con la membrana celular al
neutralizar el potencial electroquimico, pero el efecto de estos acidos frecuentemente
dependen de la disminucién de pH causada por el acido lactico. El 4cido propidnico reduce
el crecimiento de hongos, especialmente en bajo pH y el acido lactico producido durante

el crecimiento de BAL junto con el acetato de sodio encontrado en el sustrato MRS, un
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medio estandar de crecimiento de BAL, pueden tener efectos antifungicos sinérgicos

(Schndrer, 2005).

1.2.2  Perdxido de hidrégeno (H202)

Las BAL que producen H;0; han demostrado que inhiben el crecimiento de
microorganismos psicrotrofos y patégenos a temperaturas de refrigeracion. Debido a que
las BAL carecen de catalasa para degradar el H,O, generado en presencia de oxigeno, se
argumenta que éste puede acumularse y ser inhibitorio para algunos microorganismos por
el fuerte efecto oxidativo que tiene sobre los lipidos de la membrana y proteinas celulares,
lo cual genera dafios irreversibles en la célula (Caplice, 1999). Se sabe que el H;0; es
bactericida por si mismo dependiendo de las concentraciones aplicadas y de factores
ambientales como el pH y la temperatura, que es un parametro extremadamente
importante, ya que se ha encontrado que el H,02 es un débil esporicida a temperatura

ambiente pero muy potente a altas temperaturas (Reis et al., 2012).

1.2.3 Didxido de carbono

El didxido de carbono, formado por fermentacién heteroldctica, puede crear un ambiente
anaerobio que es téxico para algunos microorganismos aerobios por medio de su accién
en las membranas de las células y su habilidad de reducir el pH interno y externo. En bajas
concentraciones, puede estimular el crecimiento de algunas bacterias (Caplice et al.,

1999).

1.2.4 Reuterina

La reuterina es producida durante la fase estacionaria del crecimiento anaerobio de
Lactobacillus reuteri en una mezcla de glucosa y glicerol o gliceraldehido (Caplice, 1999).
Es una mezcla equilibrada de formas monoméricas hidratadas y diméricas ciclicas de 3-
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hidropropionaldehido (3-HPA). Generalmente tiene un espectro anti microbiano que
afecta tanto virus, hongos y protozoarios como bacterias incluyendo Gram positivos y

negativos (Magnusson, 2003).

1.2.5 Bacteriocinas

El término bacteriocina fue originalmente acufiado para describir la colicina de E. coli de
tipo de proteina antimicrobiana, ya que las bacteriocinas reciben su nombre de acuerdo
con la bacteria que las sintetiza. Sin embargo, actualmente este término es utilizado para
definir un grupo mucho mayor de compuestos antimicrobianos sintetizados
ribosomalmente (Reis et al., 2012). Las colicinas constituyen un grupo diverso de
proteinas antibacterianas que matan bacterias estrechamente relacionadas por medio de
varios mecanismos como la inhibicidon de la sintesis de pared celular, permeabilizacion de
la membrana celular o por medio de la inhibicidn de la actividad realizada por ARN y ADN
(Cleveland, Montville, Ness y Chikindas, 2001). Muchas bacteriocinas producidas por BAL
son un grupo heterogéneo de péptidos y proteinas grado alimenticio, lo que puede ser
particularmente util en aplicaciones de conservacion e inocuidad alimentaria y también
tiene implicaciones en el desarrollo de flora deseable en alimentos fermentados que
ayudan a los procesadores a extender su control sobre la microbiota de los alimentos

después de su manufactura (Cotter, Hill y Ross, 2005).

Las bacteriocinas tienen diversas propiedades que hacen de ellas adecuadas para la
conservacion de alimentos. Son generalmente reconocidas como sustancias seguras
(GRAS); no activas y no toxicas en células eucariotas; se inactivan con las proteasas
digestivas, asi que tienen minima influencia en la microbiota de digestion. Son
generalmente termorresistentes (pueden mantener actividad antimicrobiana después de
la pasteurizacién y la esterilizacién) y tienen un espectro antimicrobiano relativamente

amplio contra bacterias de origen patdgenas y alterantes.
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El ultimo esquema de clasificacion realizado divide a las bacteriocinas en dos categorias:
Clase I: Lantibidticos y Clase II: Bacteriocinas no-lantibidticos. Mientras que, en forma
independiente, estan las proteinas grandes, murein hidrolasas termosensibles formando

la Clase Il designadas como bacteriolisinas (Cotter et al., 2005).

Las bacteriocinas pueden ser introducidas en los alimentos al menos de 3 maneras:
1) por cultivos bacterianos producidos in situ

2) por adicién directa de bacteriocinas purificadas o semipurificadas

3) como ingrediente basado en el fermentado de una cepa productora de la bacteriocina

(Vignolo et al., 2008).

La aplicacion de bacteriocinas en conservacion de alimentos puede ofrecer muchos
beneficios: provee proteccién extra durante el abuso de condiciones de temperatura;
disminuye el riesgo de transmisién de patégenos de origen a través de la cadena
alimentaria, reduce las pérdidas por descomposicién; reduce el uso de conservadores
guimicos; permite la aplicaciéon de tratamientos térmicos menos severos, lo que implica
una mejor preservacién de los nutrientes y vitaminas, asi como de las propiedades
sensoriales y, permite la comercializacién de nuevos productos que satisfagan Ia
demandas tanto de la industria como de los consumidores (menos acidos, con menos
contenido de sal, y mayor contenido de agua) (Reis et al., 2012). Las bacteriocinas tienen
aplicaciones en la tecnologia de barreras, en la que se utilizan sinergias con tratamientos

combinados para una conservacién de alimentos mds efectiva (cuadro 2).

1.2 Pediococcus acidilactici ATCC 8042

El género Pediococcus pertenece al grupo de las bacterias acido lacticas asociadas con la
fermentacion de carnes, donde juega un papel importante en la produccién de acido y

desarrollo del sabor. Este género consiste en siete especies (P. acidilactici, P. damnosus, P.

parvulus, P. pentosaceus, P. inopinatus, P. clausseniiy P. cerevisiae) (Holzapfel, 2006).
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Cuadro 2 Espectro de actividad antimicrobiana de bacteriocinas producidas por BALy

Género

Bifidobacterium

Enterococcus

Lactobacillus

Lactococcus

Leuconostoc

Pediococcus

Especie
B. Lactis

B. infantis BCRC
14602

B. bifdum NCFB
Bifidumbacterium
spp. RBL 68 y RBL 85
E. faecium WHE 81
E. faecalis A-48-32

E. mundi ST15

L. acidophilus AA11
L. acidophilus
DSM20079
L. casei

L. sake

L. reuteri

L. plantarum
KLDS1.0391

L. paracasei subesp.
cepa M3

L. lactis suesp. Lactis
ATCC 11454

L. lactis
L. lactis MG1614
L. lactis subesp. lactis
biovar. diacetylatis
UL719
L. gelidum
L mesenteriodes

P. pentosaceous
P. acidilacti

Fuente: (Reis, 2012)

Bifidobacterium
Compuestos Espectro de inhibicion
Bifilact Bb-12 Staphylococcus aureus AS 1.72,
Salmonella sp., Listeria
Bifidin | monocytogenes, Clostridium
butyricum
Bifidocina B Bacterias Gram-negativas
Componentes
. L. monocytogenes
proteinicos

Enterocinas Ay B
Enterocina AS-48

3944 Da bacteriocina

Acidocina D20079
Acidocina D20079

Lactocina 705

Sakacina

Reutericiclina
Plantaricin MG

Compuestos
proteinicos

Nisina

Lactacina 481
Enterocina A

Nisina Z

Leucocina A
Mesentericina Y105

Pediocina A

L. monocytogenes
S. aureus, Bacillus cereus
Enterococcus faecalis, B.
cereus, Clostridium
tyrobutyricum, Klebsiella
pneumoniae, S. aureus,
Pseudomonas aureginosa,
Streptococcus pneumoniae
Salmonella shigella, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, B,
cereus, Bacillus subtilis
L. monocytogenes

L. monocytogenes

Listeria inocua, S. aureus, E.
faecium
L. monocytogenes, S. aureus, E.
coli, Salmonella Typhimorium
Bacillus subtilis ATCC 6633,
Helicobacter pylori NCIPD 230y
algunas species de levaduras
Lactococcus lactis subesp.
Lactis, Lactococcus lactis
subesp. Cremoris, Lactobacillus
bulgaricus, L. monocytogenes,
S. aureus, Clostridium sp.,
Bacillus sp., bacterias
psicrétrofas
Clostridium tyrobutyricum
L. monocytogenes

Listeria inocua

L. monocytogenes
L. monocytogenes
Staphylococcus sp.,
Enterococcus sp., Listeria so.,
Clostridium sp.

Referencias
Abd El.Salam et al.,

Cheikhyoussef et al.,

Yildirim et al.
Zouhir et al.,

Izquierdo, et al.,
Mufiioz, et al.,

Kwaadsteniet et al.,

Abo-Amer
Deraz, etal.,

Parada, et al.,
Schillinger y Liicke,
Sobrino, et al., Samelis
et al., De Martinis y
Franco, De Martinis, et
al.,

Ganzleetal.,

Gongetal.,

Atanassova et al.,

Savadogo, et al.,

Dufour et al.,
Liu et al.,

Meghrous et al.,

Parada et al.,
Paradaetal.,

Parada et al.,
Devi y Halami
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Son Gram positivos de la familia Lactobacillaceae, homofermentativos. Requieren de
medios muy ricos en nutrientes y carbohidratos fermentables, no reducen nitratos y no
son patogenas para plantas o animales. Normalmente se presentan en pares o tétradas,
siendo las Unicas bacterias acido lacticas con forma de coco (1.0 — 2.0 um de didmetro), no

moviles, anaerobias facultativos.

Todas las especies crecen a 30 °C, la temperatura dptima de crecimiento es de entre 25°C
y 40°C, con un maximo de 52°C y se destruyen por calentamiento a 72°C por 10 min. El pH
optimo del medio de crecimiento es de 6 a 6.5 (Martinez, 2011). El primer cultivo iniciador
de Pediococcus acidilactici para la conservacidon de embutidos se utilizd en 1957 (Giraffa,

2004).

1.2.6 Actividad antibacteriana

En P. acidilactici ATCC 8042 se ha reportado actividad de peptidoglicano hidrolasa (PGH)
intracelular, que fue relacionada con la autolisis del microorganismo, que se presenté
(entre 40% y 90%) después de 48 h de incubacién a 37°C (Mora, et al., 2003, Llorente,
2008). Esta cepa no codifica para la produccién de pediocinas (Mora, et al., 2000), por lo
qgue el efecto bactericida que presenta se debe a otro tipo de sustancias. También se ha
reportado actividad litica adherida a membrana donde la mayor actividad fue detectada a
las 8 h de crecimiento del microorganismo y con amplio espectro antimicrobiano contra

diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas (Velasco, 2010).

1.2.7 Cinética de crecimiento

La curva de crecimiento normalmente se representa como el numero de células en una
escala logaritmica frente al tiempo de cultivo. Esta representacidn muestra el estado de

las poblaciones bacterianas y no de microorganismos individuales (Brock, 2003).
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Las cinéticas de crecimiento se realizaron con el fin de determinar el tiempo de incubacién
necesario para que los microorganismos alcanzaran su fase logaritmica o exponencial, ya
gue si éstos se encontraran en fase estacionaria, no se sabria si las sustancias inhibitorias
son las que detienen el crecimiento, o ese efecto fue debido a que muchas de las bacterias

estaban en fase de muerte (Parish y Davidson, 1993).

Por otro lado, en la fase logaritmica, la actividad metabdlica de los microorganismos de
prueba es maxima, su tamafio bacteriano se reduce, sus estructuras (pared y membrana)
presentan un espesor minimo y la sensibilidad a los agentes fisicos, quimicos y
antibacterianos son evidentes. Por lo anterior, también es durante esta fase cuando las

bacterias sintetizan compuestos de defensa (Martinez, 2011).

1.2.8 Sustancias identificadas

Las bacteriocinas identificadas en Pediococcus acidilactici son: Pediocina PA.1 de
Pediococcus acidilactici 1.0 (NRRL B-5627), Pediocina PO; y Pediocina AcH. Se ha
demostrado frecuentemente que la biosintesis de bacteriocinas de Pediococcus esta
asociada con plasmidos (Llorente, 1998). Tras diversos intentos de identificacién se
encontraron dos proteinas con actividad litica en un peso molecular aproximado de 99 y
110 kDa, con un total de aminoacidos de 927 y 1065 respectivamente (Garcia, et al.,

2011).

1.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis es una técnica por la cual se separan biomoléculas en disolucién al ser
sometidas a un campo eléctrico. La muestra debe situarse en o sobre un medio de soporte
principalmente para evitar perturbaciones mecdnicas y corrientes de conveccion durante
la separacién. Los medios de gel estdn formados por polimeros que forman una malla,

matriz o red tridimensional a través de la cual deben avanzar las moléculas de la muestra,
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que queda embebida en el medio de soporte electroforético. Empleando geles y aplicando
las proteinas en una zona estrecha en torno a los electrodos se pueden determinar
diferencias de carga neta entre proteinas. Este método se denominada electroforesis
zonal. La matriz de poliacrilamida resulta ser un buen soporte para este método pues la
migracion de las proteinas no sélo es proporcional a la carga neta sino también al tamafio
y forma de las proteinas. Una ventaja de los geles de poliacrilamida es que son
guimicamente inertes, trasparentes y estables en un rango amplio de pH, temperatura y

fuerza idnica.

La electroforesis de proteinas en geles con una matriz de poliacrilamida, cominmente
denominada PAGE (polyacrilamide gel electrophoresis por sus siglas en inglés) es sin duda
una de las técnicas mds ampliamente usadas para caracterizar mezclas complejas de
proteinas. Es un método conveniente, rdpido y econdmico a nivel de muestra, pues se

requiere sélo cantidades del orden de microgramos de proteina.

1.3.1 Algunas caracteristicas destacables de la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion de la acrilamida por accién
de un agente responsable del entrecruzamiento, bis-acrilamida en presencia de un
iniciador y un catalizador. Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina) y como catalizador el ién persulfato (S20s’) que se afiade en

forma de persulfato aménico.
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Figura 1 Estructuras quimicas de acrilamida, bis acrilamida y poliacrilamida
Fuente: Félix, A. (2017) Electroforesis de proteinas

La velocidad de polimerizacion viene determinada por la concentracién del iniciador y el
catalizador.

La porosidad del gel la determinan las proporciones relativas de poliacrilamida y bis-
acrilamida, siendo el poro mas pequeno cuanta mas bis-acrilamida vs acrilamida se use.

Habitualmente los geles se denominan en funcion del porcentaje de acrilamida/bis
acrilamida que contienen. El porcentaje total de acrilamida/bis acrilamida determina el
rango de separacién del gel.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un medio que tenga
un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la propiedad de desplazarse
cuando se someten a un campo eléctrico. La velocidad de migracién es proporcional a la
relacion entre las cargas de la proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de

masa, mas rapida sera la migracion.

1.3.2 Tipos de electroforesis en gel

La electroforesis se clasifica en funcidon del estado de las proteinas, en nativa o
desnaturalizante. Una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a
las proteinas a migracion asegurando la completa desnaturalizacion. En esta situacion la

migracion es proporcional a la carga y al tamafio de la molécula pero no a su forma. Una
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electroforesis nativa es la que somete a las proteinas a migracidn sin desnaturalizacidn. En
esta situacién las proteinas migran en funcién de su carga, de su tamafio y de su forma.
Ademas se mantienen en ciertos casos las interacciones entre subunidades y entre

proteinas, separandose los complejos.

1.3.3 SDS-PAGE

Es la SDS-PAGE mas ampliamente usada. Su nombre se deriva de que se lleva a cabo en
presencia de Dodecil sulfato de sodio (SDS Sodium Dodecyl Sulphate por sus siglas en
inglés). Fue descrito por Laemmli (1970). Se trata de un tipo de electroforesis
desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de
agentes desnaturalizantes ([-mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro, SDS
gue desnaturaliza y recubre la proteina con cargas netas negativas), y se separan como

cadenas polipeptidicas aisladas.

Es necesario analizar en la misma electroforesis unas proteinas patrén, de tamafio
conocido con las que se construye una curva de calibrado. Para controlar el avance del
frente de electroforesis (posicion de maxima movilidad) se afiade a la muestra un
colorante marcador, molécula cargada y de pequefio tamafio que avanza mdas que
cualquier componente de la muestra, el mas habitual es el azul de bromofenol. Para
deteccion de proteinas en el gel con azul de Coomassie (colorante estandar para proteina

total) se requiere por lo menos 1 mg de proteina por cada banda (Ausubel 1989).

1.3.4 Fundamento de la técnica

En la técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteinas con el detergente anidnico SDS para
formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente. La cantidad de SDS unido a

las proteinas es proporcional a sus complejos proteina/SDS; poseen una estructura
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elipsoide o de bastén, donde la cadena proteica es distendida y solubilizada por el
detergente. Dado que la relacidn final carga/masa queda constante para las distintas
proteinas (se anula su carga intrinseca), éstas van a ser separadas en el gel poroso
fundamentalmente con base en sus diferencias de peso molecular (PM): a menor tamafio,

mayor movilidad de la proteina y viceversa (Lomonte, 2002).

°
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Figura 2. Efecto desnaturalizante del SDS
Fuente: Bio Rad. A guide to Poliacrylamide Gel Electrophoresis and Detection
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JUSTIFICACION

Este trabajo constituye una herramienta de soporte en la identificacion de la actividad
antibacteriana de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 por medio de su perfil
electroforético para cualquier investigacién que pudiera realizarse en el futuro, dada la
viabilidad que promete esta bacteria para ser utilizada como bioconservador, ya sea in situ
o por medio de las sustancias inhibitorias que ha presentado en trabajos realizados
anteriormente las cuales son las que se pretende identificar y corroborar. La relacién de la
concentraciéon de proteinas y el perfil electroforético de estas proteinas definidas en
electroforesis en geles de poliacriacrilamida en condiciones desnaturalizantes y
reductoras, permitiran elementos importantes en la caracterizacion de los sobrenadantes

de cultivo de esta cepa con aptitud como cultivo iniciador, con efecto bioprotector.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 obtenidos de la

cinética de crecimiento por medio de su perfil electroforético.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Valorar la concentracion de proteinas de los sobrenadantes de cultivo de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 durante las diferentes fases de crecimiento

por medio de la técnica de Bradford (1976).

2. Identificar el perfil electroforético de los sobrenadantes de cultivo de
Pediococcus acidilactici ATCC 8042, en las distintas fases de crecimiento por

medio del protocolo de Laemmli (1970).

3. Correlacionar la concentracidén de proteinas, con los perfiles electroforéticos de
los sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042.
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HIPOTESIS

Si Pediococcus acidilactici ATCC 8042 produce metabolitos de naturaleza proteica,
entonces la electroforesis en geles de poliacrilamida permitira la definicion de los perfiles
electroforéticos de los sobrenadantes de cultivo en las distintas fases de crecimiento y se

podra establecer su relacidn con la concentracion de proteinas producidas.
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2. DESARROLLO METODOLOGICO
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2.1  Microorganismo utilizado

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd la cepa liofilizada de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042, que fue proporcionada por el laboratorio de Bioconservacion (Lab.7 de la
UIM-FESC) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM), en la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan.

2.2 Medios de cultivo

Se prepararon botellas y tubos de ensaye con agua peptonada al 0.1% para realizar las
series de diluciones decimales y cajas Petri estériles con agar MRS (Lactobacilli MRS Broth,

Difco™, USA) adicionado de sulfato de manganeso (J.T. Baker, USA) y 4cido ascorbico.

2.3 Reactivacion de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Para su reactivacion, se prepararon 200 mL de caldo MRS estéril, en el cual se colocé un
pellet de la cepa, la cual se incubd (incubadora marca Quincy Lab modelo 12-140
incubator) durante 12 h a 30 + 2 °C, tras las cuales se realizdé un pase a MRS estéril nuevo y
se cultivd durante 24 h a las mismas condiciones para obtener los indculos con los cuales

se desarrollaron las cinéticas de crecimiento.

2.4  Tincidn de Gram

Cuando las bacterias son tefiidas con ciertos colorantes basicos y tratadas con yodo,
algunas especies se pueden decolorar facilmente con disolventes organicos como etanol o
acetona, mientras que otras especies se resisten a la decoloracién. Las bacterias que
retienen el tenido son llamadas Gram-positivas y aquéllas que son decoloradas son

llamadas Gram-negativas. Las bacterias Gram positivas son un tipo de célula procariota
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cuya pared celular estd compuesta basicamente por peptidoglicano y que carece de
membrana externa, mientras que las bacterias Gram negativas son también procariotas
cuya pared celular contiene relativamente poco peptidoglicano y presenta una
membrana externa compuesta por lipopolisacérido, lipoproteina y otras macromoléculas

complejas (Brock, 2003).

La tincion de Gram es un procedimiento muy util para identificar bacterias desconocidas o
para verificar que las muestras de la bacteria con la que se estd trabajando no se
encuentran contaminadas por alguna otra cepa (Claus, 1992). El resultado de esta técnica
permite obtener al final imdgenes al microscopio de bacterias tefiidas de color violeta

cuando son Gram positivas, y color rojo cuando son Gram negativas.

La pared celular de las bacterias Gram positivas posee una gruesa capa de peptidoglicano,
ademas de dos clases de acidos teicdicos. Por el contrario, la capa de peptidoglicano de las
Gram negativas es delgada, y se encuentra unida a una segunda membrana plasmatica
exterior por medio de lipoproteinas. La diferencia que se observa en la resistencia a la
decoloracion, se debe a que la membrana externa de las Gram negativas es soluble en
solventes organicos, como por ejemplo la mezcla de alcohol/acetona. La capa de
peptidoglicano que posee, es delgada como para poder retener el complejo de cristal
violeta/yodo que se formd previamente, y por lo tanto este complejo se escapa,

perdiéndose la coloracidn azul-violacea.
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Figura 3. Estructura de pared celular en bacterias Gram negativas
Fuente: Salminem, (1993) Lactic Acid Bacteria

Por el contrario, las Gram positivas, al poseer una pared celular mas resistente y con
mayor proporcion de peptidoglicano, no son susceptibles a la accién del solvente
organico, sino que este actla deshidratando los poros cerrandolos, lo que impide que
pueda escaparse el complejo cristal violeta/yodo, y manteniendo la coloracién azul-

violacea.
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Figura 4 Estructura de pared celular en bacterias Gram positivas

Fuente: Salminem, (1993) Lactic Acid Bacteria
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La prueba se realizé6 tomando una impronta de células del cultivo fresco que se colocé en
un portaobjetos limpio en el cual se deposité una pequefia gota de agua estéril y se dejo
secar al aire 1 min, se cubrid la muestra seca con solucién cristal violeta (Cristal violeta,
etanol 95%, agua destilada) y se elimind el exceso con agua destilada, se agregd una gota
de solucién de lugol (Yodo, Kl, polivinilpirrolidona, agua destilada) dejando actuar durante
1 min y se elimind el exceso, se decolord con una solucién alcohol-acetona durante 10 s y
se elimind el exceso. Se tifid con una gota de solucidn de safranina (Safranina, etanol 95%,
agua destilada) dejando actuar 1 min. Los reactivos utilizados fueron B-D™ Gram Stain Kit.
Se dejo secar a temperatura ambiente y se observd al microscopio éptico (Olympus CX31
Tokio, Japdn) con el objetivo de 100X para identificar Gram positivos o Gram negativos

(Claus, 1992).

— —_—
%’ 1. Colocar . ,2' .,

| ¥ impronta del Soluc_:lon 3. Solucién

: cultivo en de cristal de lugol
‘ porta objetos violeta

4. 5.
Solucién 6. Vista al
Destefiido de microscopio

alcohol-acetona safranina

Figura 5 Procedimiento de la tincion de Gram
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2.5 Cinética de crecimiento

De acuerdo con la metodologia de Llorente (2008), la cepa reconstituida de P. acidilactici
ATCC 8042, se cultivd dos veces durante 12 h a 30 £ 2 °C en 40 mL de caldo MRSm, para

obtener el inéculo, mismo que se utilizé al 1% (v/v) para el desarrollo de las cinéticas.

Se utilizaron 3 matraces Erlenmeyer de 50 mL con 40 mL de MRSm de volumen de trabajo,
uno para cada réplica, tomando tres matraces de cada tiempo de cultivo de lasOalas 24 h
cada 30 min con objeto de construir la cinética de crecimiento de 24 h e identificar la fase

media logaritmica.

2.5.1 Densidad dptica

Todos los matraces se incubaron bajo las mismas condiciones a 30 £ 2 °C en incubadora
bacterioldgica Quinci Lab, Inc. Mod. 12-140 Incubator (USA). Para la construccion de las
cinéticas se les determind la densidad éptica con el espectofotémetro (BioPhotometer
Eppendorf™), a una longitud de onda de Asoo nm, utilizdndose como blanco caldo MRSm sin

inocular.

2.5.2 UFC/mL

En paralelo, se determinaron las UFC/mL, para lo cual se realizaron series de diluciones

decimales (10! a 10°®) en agua peptonada estéril al 0.1%.

Se colocaron 20 plL de cada dilucién por triplicado con una micropipeta Eppendorf en cajas
con agar MRS divididas en tres y se incubaron durante 24 h a 30 + 2 °C. Se consideraron
representativas las cajas que presentaron las diluciones que contenian entre 2 y 30

colonias; usando el factor de diluciéon se hizo la determinacion del niumero de células
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viables en 1 mL. Los resultados de las cuentas obtenidas expresadas como UFC/mL se

transformaron al logaritmo base 10 y se obtuvieron las graficas correspondientes.

2.6 Caracterizacion de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

26.1 Obtencidn de los lotes de sobrenadantes

De acuerdo con protocolo estandarizado por Llorente (2008), del cultivo del pre inéculo se
tomé el 1% para cultivarlo en un matraz Fernbach para llevar a cabo la fermentacién en
un volumen de 1 L. Al término del tiempo de fermentacion, tardia se centrifugd a 6000
rom durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue vaciado y se neutralizé6 a pH 7+0.02 con
solucién de NaOH 1M para asegurarse que el efecto inhibitorio que presenten los
sobrenadantes no sea por causa de la presencia de acido lactico producido por la cepa. Se
filtraron con el sistema de filtracién (Millipore) con membrana (0.22pum); 30 mL de los
sobrenadantes fueron dispensados en tubos cénicos de 50 mL, se congelaron a -70 + 2°C
durante 24 h, luego se liofilizaron a -50+2°C y 0.055 mBars durante 24 h, y por ultimo, se
conservaron a -20°C, hasta su utilizacidn. Los sobrenadantes se resuspendieron en la

décima parte del volumen original (10x) en agua bidestilada estéril (Llorente, 1998).

2.6.2  Determinacién de proteinas por el método de Bradford

La determinacién de proteinas con el reactivo de Bradford™, promueve la formacion de
un compuesto de adsorcidon de coloracion azul entre los residuos de aminoacidos basicos
de las proteinas y el colorante azul brillante de Coomassie G-250 (BioRad™). La
absorbancia se lee a Asosnm y la intensidad de la absorciéon depende del contenido de
aminodacidos basicos y aromaticos. El complejo proteina-colorante permanece disperso en

la solucién durante un tiempo relativamente largo (1h) (Bradford, 1976).
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Previo a la determinacién de la concentracién de proteina total del sobrenadante de
cultivo, se construyd una curva de calibracion a partir de una solucién de seroalbimina
bovina (BSA) en diluciones, de modo que, permitieran estimar la concentracion de
proteina contenida en la muestra. Cada muestra se realizé por triplicado. El tubo No. 1 fue

utilizado como blanco.

2.6.3  Preparacion de la solucién de BSA

A partir de una soluciéon de BSA (Bio Rad) (-20°C) en viales Eppendorf con concentracion
inicial de 2 mg/mL en una presentacién comercial de microtubos de 1 mL se realizd una
dilucion tomando el contenido de un microtubo y agregandole 0.4285 mL de agua
destilada para cambiar su concentracién a 1.4 mg/mL, se diluyd la solucién 1:1 con agua
destilada quedando una concentracion de 0.7 mg/mL, se tomd una alicuota de 178 uLy se

aford a 10 mL con agua destilada.

La preparacion de la muestra de sobrenadantes consisti6 en tomar 30 mL de
sobrenadante de cultivo de cada tiempo de incubacion y sometido a liofilizacion,
posteriormente fue rehidratada con agua destilada estéril y concentrada 10x al ser

reconstituida en sélo 3 mL y mezclado a homogeneidad.

Se hicieron diluciones del sobrenadante rehidratado de 1/10, 1/100 y 1/1000. Se
anadieron 800 L y de la dltima dilucién y 200 pL del reactivo (Etanol 95%, acido fosférico
88%, azul de Coomassie G-250) (Bollag, 1996) a cada tubo y se mezclaron. Se tomd un
tubo como blanco, en el cual se sustituyé el volumen de la solucién proteica con agua
destilada. Se tomaron alicuotas de 80 pL y se midio la absorbancia de cada muestra entre

los 5y 60 min después de adicionar el reactivo (Kruger ,2009).
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2.7 SDS-PAGE

Todos los reactivos utilizados en la determinacidén de proteinas y en la electroforesis, asi
mismo los marcadores de peso molecular empleados en este trabajo son de la marca

BioRad™

2.7.1 Separacién de proteinas con metanol cloroformo

Se utilizaron 450 pL de los sobrenadantes liofilizados de cada fase de crecimiento,
resuspendidos en agua desionizada, en la décima parte de su volumen original (10x)
adicionados de 400 uL de metanol (J.T. Baker) y agitados vigorosamente en un vortex por
5 minutos. Se afiadieron 100 pL de cloroformo (J.T. Baker) y se agitaron nuevamente por 5
min, posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 2 min a 4°C (Centrifuga
Centurion Scientific mod. 2015R). Se aspird la fase superior sin tocar la interfase, ya que
ahi se encontraban las proteinas. Se afiadieron 700 pL de metanol y se mezclaron por 5
min. Se centrifugaron a 13000 rpm durante 2 min a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se

dejo secar.

2.7.2 Reactivos para SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Se hizo una solucion de Acrilamida/Bis (30% T, 2.67% C) con agua desionizada usando una
formulacion de 87.6 g de Acrilamida (29.2g/100mL) y 2.4 g de N’N’-BIS-metileno-
acrilamida (0.8g/100mL) que se aforé a 100 mL. Se filtré y almacend a 4°C dentro de un

frasco dmbar en un lugar oscuro por maximo 30 dias.

La solucion de SDS al 10% (p/v) se prepard mezclando 10 g de SDS en 90 mL de agua hasta

disolucion completa y se aforé a 100 mL con agua desionizada.

Para obtener buffer de gel concentrador 0.5 M se disolvieron 18.5 g Tris en 60 mL de agua,

se ajustd el pH a 6.8 con HCI, se aford a 100 mL con agua desioniada y se almacend a 4°C.
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Para obtener buffer de gel separador 1.5 M se disolvieron 18.5 g Tris en 60 mL de agua, se

ajusté el pH a 8.8 con HCl y se aford a 100 mL.

Para obtener el buffer de muestra se mezclaron 1.25 mL de buffer de gel apilador, 2.5 mL
de glicerol, 2 mL de solucién de SDS, 0.2 mL de 0.5% (P/V) azul de bromofenol y 3.55 mL
de agua desionzada para obtener un volumen total de 9.5 mL de solucién final y se

almacend a temperatura ambiente

La solucién de persulfato de amonio (APS) 10% (p/v) se obtuvo disolviendo 100 mg de este

compuesto en 1 mL de agua desionizada.

La solucidn de poliacrilamida se obtuvo disolviendo 27.23 g de Tris base y 80 mL de agua
desionizada se ajustd a pH 8.8 con HCI 6 N, se aford a un volumen total de 150 mL con

agua desionizada y se almacend a 4°C.

Para usarlo se afiadieron 50 pl de B-Mercaptoetanol a 950 pl de buffer de muestra antes
de su uso, se diluyd la muestra 1:2 con el buffer de muestra y se calenté a 95 °C por 4

minutos.

Para el buffer de corrimiento en la cdmara se utilizaron 30.3 g de Base Tris, 144 de glicina
y 10g de SDS que se disolvieron y aforaron a un volumen total arriba de 1000 mL con agua
desionizada obteniendo una solucién con un pH de 8.3 — 8.4 y fue almacenado a 4°C. Para
usarlo se diluyeron 50 mL de 10x stock con 450 mL de agua desionizada por cada corrida
de electroforesis. Las cantidades de 30% Acrilamida/Bis y de agua que se agregan varian
de acuerdo al porcentaje de gel que se desee. El cuadro 3 muestra la formulacion
necesaria para obtener geles de 4%, de 12% y de cualquier otro porcentaje de gel que se

desee, cuyo valor estd representado por X.
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Cuadro 3 Formulaciones de reactivos para 15 mL de gel concentrador (4%) y gel de
resolucion al 12 %

Gel concentrador Gel de resolucion
4% 12% X%
30 %Acrilamida/Bis 1.98 mL 6 mL 0.33 (X mL)
0.5M Tris-HCl, pH 6.8 3.78 mL - -
1.5M Tris-HCl, pH 8.8 - 3.75mL 3.75 mL
10% SDS 150 uL 150 uL 150 puL
diH.0 9mL 7.28 mL 11.03-(0.33 x X) mL
TEMED 15 uL 15 uL 15 uL
10% APS 75 pL 75 pL 75 pL

Fuente: Bio Rad. Manual de Instruccién Mini Protean 3

Se prepard la solucién del monédmero mezclando todos los reactivos, el TEMED y el APS al
10% en el orden siguiente: Agua, Buffer de Laemmli (1970), solucién de Acrilamida y
solucién de SDS. Inmediatamente antes de vaciar el gel, se afiadid la solucidon de
persulfato de amonio (APS) al 10% y TEMED, tanto para el gel separador como para el gel
concentrador. Se sirvid la mezcla de soluciones para el gel de corrimiento dentro de los
vidrios con una pipeta cuidando que no se formaran burbujas y se esperd a que

polimerizara (figura 6).
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3a

3c

Figura 6 Montaje del cassette y el vidrio en el soporte

Fuente: Mini Protean Tetra cell manual. Bio-Rad

Una vez polimerizado el gel de corrimiento, se sirvié la mezcla de soluciones para el gel
concentrador (que siempre sera realizado al 4%) cuidando que no se formen burbujas,
colocar el peine y se retird una vez polimerizado en gel.

Los geles polimerizados se colocaron en la celda Mini Protean Tetra cell (figura 7).
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Figura 7 Montaje de la celda de electroforesis
Fuente: Mini Protean Tetra cell manual. Bio-Rad

El procedimiento para electroforesis se realizd preparando el buffer de corrida (10x)
diluido en 100mL de stock 10x con 900mL de agua y usando en buffer de Laemmli (1970)

para las muestras.

El pellet de proteinas precipitadas se resuspendié en 30 mL del buffer de muestra Bio-Rad
(30 mL de SDS) 2 mercaptoetanol, azul de bromofenol Tris-HCl y glicerol) y se
desnaturalizaron a 95°C por 5 min, posteriormente se colocaron en los pozos

correspondientes con una pipeta y puntas especiales como se observa en la figura 8.
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Figura 8 Colocacion de muestra en los pozos correspondientes dentro de la cdmara
Fuente: BioRad Electrophoresis Guide to PAGE and detection

Se conectd la cdmara de electroforesis a una fuente de poder BioRad y se realizaron las

corridas @200 Vy 4 mA durante 60 min (figura 9).

Una vez terminada la electroforesis los geles se desmontaron y se tiflieron con una
solucion de azul Coomassie (Sigma-Aldrich) al 0.25% en 450 mL de metanol y 10 mL de
acido acético aforado a 1000 mL con agua bidestilada, en agitacién orbital por 1 h,
posteriormente se decoloraron por 12 h con metanol-acido acético- agua bidestilada
(200mL, 150 mL, 650 mL respectivamente). Los geles tefiidos fueron guardados en

solucion de almacenamiento (BioRad™) para su posterior analisis.

41



Figura 9 Procedimiento de electroforesis
Fuente: BioRad Electrophoresis Guide to PAGE and detection

2.8 Analisis de imagenes y determinacion de la masa molecular relativa

El primer paso en la determinacion de la masa molecular relativa fue la separacién de la
proteina de muestra en el mismo gel con un marcador de peso molecular estandar.
Después, se trazd una grafica de log PM contra la distancia relativa de migracién (Rs)
basada en los valores obtenidos de las bandas de PM estandar. EI PM de las bandas de

proteina desconocida es calculado por la interpolacion.
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y=mx+b
Dénde:
y =log PM
X=Rs¢
Por lo que: PM = 10Y = 10mRf+b

Los valores de m y b se conocen a través de la obtencion de la curva. Para asegurar una
determinacién mas exacta deben seleccionarse condiciones de separacidon que produzcan
una relacién lineal en la gréafica obtenida, ademds, es importante también generar
multiples datos (por lo menos 3) para poder un ajuste lineal y coeficiente de

determinacidn. (Bio Rad, Molecular Weight Determination by SDS PAGE).

El calculo de la masa molecular relativa fue obtenido con la informacion de Bio-Rad,

mediante el uso de los estandares de peso molecular (figura 18).

MPM All Precission Blue
y = 2374 -1293 x

24 . = Regresion
~ — — ICde95%

S 0.0993584
R-cuad. 93.3%
R-cuad.(ajustado) 91.9%

22

20

Log PM
o 6

14

12

10
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Rf

Figura 10. Curva patron de Marcadores de Peso Molecular para calcular R¢
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3. ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS
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3.1 Verificacidon de pureza de la cepa

3.1.1 Cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en agar MRS

La pureza del cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 fue verificada mediante cultivo
de 24 h, en agar MRS. En la figura 10 se presenta la imagen de la caja en donde se
observan colonias redondas, lisas, apariencia cremosa de color blanca, de didmetro

aproximado de 1a2 mm.

Figura 11. Cultivo de Pediococcus acidilactici en agar MRS

3.1.2 Tincién de Gram

En la imagen al microscopio del frotis correspondiente, en la tincion de Gram se pueden
observar tétradas o pares de cocos Gram positivos (azules) (Figura 11) agrupados en pares

y tétradas, que es la agrupacion caracteristica de Pediococcus acidilactici.
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Figura 12 Imagen al microscopio 100x de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en la tincion
de Gram

3.1.3 Cinética de crecimiento

En la figura 11 se muestra la cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042
(Munguia, 2015) donde se evalué el comportamiento de la Densidad Optica (D.O.) Asoonm Y
las Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL), pudiéndose establecer que la fase de
latencia va de las 0 a las 2 h, la fase logaritmica de las 4 a las 10 h y la fase estacionaria de
las 10 h en adelante. Estos resultados son muy similares a los obtenidos por Llorente

(1998).

3.2 Caracterizacion de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

Los sobrenadantes de cultivo liofilizados de cada una de las fases de crecimiento, fueron
evaluados en su concentracién de proteinas y perfil electroforético mediante

electroforesis en gel (SDS-PAGE). Los resultados se presentan a continuacién
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Figura 13 Cinética de crecimiento de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en caldo MRSm

Fuente: Munguia, 2015

3.2.1 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

La determinacion de proteinas de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 se llevd
a cabo por la técnica de Micro Bradford (Bradford 1976). Se construyd una curva patrén utilizando
diluciones conocidas de Albumina Sérica Bovina (BSA) (BioRad™) y los resultados obtenidos se

muestran en el cuadro 4 y figura 13.
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Cuadro 4 Diluciones en tubos de las muestras de albimina concentrada y concentracion
final de cada tubo

0O NOoOU»L B WNER=LRO

200
200
200
200
200
200
200
200
200

800
650
600
500
400
300
200
100

0
150
200
300
400
500
600
700
800

0
1.875
2.5
3.750

6.25
7.5
8.750
10

Con esta curva se obtuvieron los datos de la pendiente y la ordenada al origen. Utilizando

la ecuaciéon de la recta sustituyendo los valores de la ecuacion se obtuvo la gréfica

correspondiente (figura 13).

0.38
0.36
0.34
0.32

0.3
0.28
0.26
0.24
0.22

0.2
0.18
0.16
0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04

D.O. (A 595 nm)

0.02 | ./

4

y =0.0339x + 0.0077

R?=0.9946

6 8

Concentracidn BSA (ug/mL)

10 12

Figura 14 Curva patron obtenida de la determinacion de proteina por la técnica de
Bradford
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Conociendo los valores necesarios, se obtuvo la concentracién de proteinas de las muestras de los
sobrenadantes en las diferentes fases de crecimiento. Los resultados se muestran en el cuadro 5y

en la figura 14.

Cuadro 5 Concentracion de proteina de los sobrenadantes de Pediococus acidilactici
ATCC 8042 en sus fases de crecimiento

Hora de cultivo Fase Concentracion de proteina (mg/mL)
4 2.51
6 Logaritmica 4.09
8 4.37
12 5.76
16 Estacionaria 3.80
24 3.42

6.00
5.50
5.00
4.50
4.00
3.50

3.00

- !
2.00 =
4

Concentracion de proteinas (mg/mL)

6 8 12 16 24
Tiempo (h)

Figura 15 Concentracidn de proteina de los sobrenadantes de Pedococcus acidilatici
ATCC 8042 a diferentes horas de crecimiento en medio MRSm

Lo que se observa, es una coincidencia en el comienzo de la fase estacionaria, que corresponde a
las 12 horas de cultivo, cuando la bacteria ha mostrado su mayor valor de crecimiento, con la

mayor concentracion de proteinas.
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3.3 Perfil electroforético de sobrenadantes de cultivo

Se partié de una concentracion de proteina de 0.84 pg de proteina/mg de sobrenadante
liofilizado de MRS. En las figuras 15-17 se muestran las imagenes obtenidas de los geles.
En los 3 casos se aprecidé una presencia mayor de proteinas en los sobrenadantes de 12,
16 y 24 h de cultivo que en los otros, y en todos coincidieron las mismas bandas
observadas y los sobrenadantes de MRS, 4, 6 y 8 h de cultivo, fueron los que
correspondieron a pesos moleculares de alrededor de 50, 60 y 75 kDa, mientras que de 12
h, 16 hy 24 h de cultivo se observaron muchas mas bandas de las cuales las mds notables

fueron las que correspondientes a los pesos moleculares de alrededor de 100, 70, 50, 40 y

32 kDa.

Marcador
PM kDa
7 6 5 4 3 2 1
T 1 , B - |

kDa

|
{

250

I Asp. 150
’ 100

B = wlly

|
/ e 37

Figura 16. Perfil electroforético de sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042
Gel de poliacrilmida al 10%, 1 mm, tincion de azul de Coomassie. Réplica 1
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Carriles: 1. Medio MRSm, 2. Sobrenadante de 4h de cultivo, 3. Sobrenadante de 6h de cultivo, 4.
Sobrenadante de 8h de cultivo, 5. Sobrenadante de 12h de cultivo, 6. Sobrenadante de 16h de cultivo, 7.
Sobrenadante de 24h de cultivo. El MPM utilizado fue All Precission Plus Protein™ Standards, Bio-Rad™.

Marcador

7 6 5 4 3 2 1

Figura 17. Perfil electroforético de sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042
Gel de poliacrilmida al 10%, 1 mm, tincién de azul de Coomassie. Réplica 2
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Marcador

Figura 18. Perfil electroforético de sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici
ATCC 8042
Gel de poliacrilmida al 10%, 1 mm, tincién de azul de Coomassie. Réplica 3

Carriles: 1. Medio MRSm, 2. Sobrenadante de 4h de cultivo, 3. Sobrenadante de 6h de cultivo, 4.
Sobrenadante de 8h de cultivo, 5. Sobrenadante de 12h de cultivo, 6. Sobrenadante de 16h de cultivo, 7.
Sobrenadante de 24h de cultivo. El MPM utilizado fue All Precission Plus Protein™ Standards, Bio-Rad™.

3.4  Calculo de la masa molecular relativa

Es importante sefialar que al observar los perfiles electroforéticos de cada sobrenadante
de cultivo, existe clara una diferencia entre ellos, donde los sobrenadantes de la fase
estacionaria presentan notablemente un mayor numero de bandas, que los de la fase
logaritmica, sin embargo se encontré que hay bandas que se presentan en todas las fases

y se sefialan en las figuras 15-17.
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Una vez identificadas las bandas en comun de todos los sobrenadantes de cultivo, se
describen las de mayor interés que corresponden a los valores de movilidad

electroforética relativa que se presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6 Valores de masa molecular relativa correspondientes a las bandas presentes
en todos los sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042

(kDa)
127.53
115.97
110.59

84.5

74.44

70.99

54.24

50.12
44.85

22.7

Como microorganismo perteneciente al grupo de las BAL, el perfil electroforético de sus
sobrenadantes, respalda los resultados obtenidos por Mora, et al. (2003), y Lortal et al.
(1997), en los cuales, la presencia de PGH se hace notar en los perfiles obtenidos de los
sobrenadantes de otras BAL como son Lactobacillus lactis, Pediococcus pentosaceus y
Pediococcus acidilactici, tratandose ésta Ultima, de una cepa distinta. Respecto a la cepa
8042, el perfil electroforético obtenido en este trabajo coincide con lo reportado por
Llorente et al. (2008), donde el valor de 110 kDa corresponde a la PGH extracelular de la

cepa 8042.

El patrén de movilidad proteica de cada sobrenadante de cultivo es bastante similar al
descrito por Munguia (2015), donde se presentan hasta 35 bandas en los carriles con los
sobrenadantes de cultivo de 12, 16 y 24h de cultivo y no mas de 15 en los carriles con los

sobrenadantes de 4, 6 y 8 h, y cuyas masas moleculares coinciden.
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Los resultados confirman lo que Llorente, 2008 y Munguia (2015) describen como la
presencia de actividad PGH de los sobrenadantes de P. acidilacici en evidencia de la
generacion de lisis en células de Micrococcus lysodeikticcus con bandas de 116 kDa, asi
como en un intervalo de bandas entre los 110 y 61 kDa. De la misma forma, se observa la
ausencia de dichas bandas en el carril del medio MRSm y en el de 4h de cultivo, lo que
confirma que las bandas no se deben a componentes del medio de cultivo, por el
contrario al identificarse en los sobrenadantes de distintas fases de crecimiento de

P. acidilacici, como productos metabdlicos de la fermentacion.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se realizd la caracterizacidon del perfil electroforético de las
proteinas de los sobrenadantes de cultivo de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 en las

diferentes fases de crecimiento y se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. Existe un patron electroforético relacionado con las sustancias de naturaleza
proteica generadas en los sobrenadantes de cultivo de la cepa ATCC 8042 segun
cada fase de crecimiento, mismas que fueron identificadas mediante UFC/mL y

densidad 6ptica.

2. Es importante resaltar que en los perfiles electroforéticos se lograron identificar
las bandas de proteinas que corresponden a masas moleculares relativas en un
intervalo de valores entre los 61 y 115 kDa donde los mas destacados son de 110 y

115 kDa, que corresponden a las de actividad de PGH.

3. Se observé una tendencia positiva en la concentracion de proteinas hasta las doce
horas de cultivo, en el inicio de la fase estacionaria, con la mayor concentracién de
proteinas del sobrenadante de la bacteria en cuestion. Asimismo se obtuvieron

mayor numero de bandas de proteinas en el perfil electroforético.

4. Llos resultados de imagen corroboran los obtenidos anteriormente en trabajos
previos con la cepa de estudio, por lo que puede establecerse que los

procedimientos se realizaron de manera apropiada.

5. Los perfiles electroforéticos de los sobrenadantes de Pediococcus acidilactici ATCC
8042 obtenidos y analizados en este trabajo, representan una referencia sobre la
caracterizacion de la bacteria en cuestién, que puede ser utilizada en
investigaciones futuras con el objetivo de profundizar en el estudio de cada
proteina especifica identificada, asi como su efecto en la inhibicién de otros

microorganismos.
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