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Objetivo:

El proyecto pretende identificar, aislar y producir péptidos antimicrobianos orientados a
mejorar la eficiencia fermentativa del rumen, y por consiguiente, a reducir las emisiones de
gases con efecto invernadero. Una vez seleccionados y sintetizados se determinara su
mecanismo de accion y su efecto sobre el crecimiento de microorganismos ruminales.

Este proyecto se desarrolla en el marco de un proyecto mas amplio del Departamento de
Produccion Animal de Neiker

Objetivos especificos:

1. Identificacion de péptidos antimicrobianos de interés.

2. Caracterizacion de los péptidos seleccionados

3. Ensayos de actividad antimicrobiana

4.-Obtencion de péptidos antimicrobianos

2.4.1.Purificacion de bacteriocinas

2.4.2. Expresion heterologa de péptidos antimicrobianos de origen animal o vegetal
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1. Equipo participante de NEIKER - Tecnalia

Participantes de NEIKER - Tecnalia

= Jefe de Proyecto: Sonia Castafion de la Torre
= QOtros participantes: Ainara Crespo

Otras entidades patrticipantes o colaboradoras:
Universidad de Oviedo: Luis Manuel Quirds

2. Informe sobre las actividades mas destacadas de la investigacién en el
proyecto y resultados obtenidos

Incluir en este apartado

+ Actividades mas destacadas por objetivo
+ Otros resultados obtenidos (si es necesario)

1. Identificacion de péptidos antimicrobianos de interés.

Para la identificacion se realizara una revision exhaustiva de la literatura y las bases de datos
con objeto de identificar péptidos presentes de forma natural en especies animales, vegetales y
microbianas que pudieran ser de interés. Asi mismo, se analizaran las bases genéticas
existentes de PAMs para valorar su potencial interés para nuestro objetivo concreto.

2. Caracterizacidn de los péptidos seleccionados

En el caso de los péptidos antimicrobianos de origen animal o vegetal, para realizar los primeros
ensayos de actividad, antes de la purificacion o expresion heteréloga de los mismos, se recurrira
a la obtencion de péptidos sintéticos.

En el caso de los péptidos antimicrobianos de origen microbiano, como son las bacteriocinas, se
cultivaran los microorganismos productores en medio liquido y se centrifugara el medio de
cultivo, para la separacién de las células.

3. Ensayos de actividad antimicrobiana

Los ensayos de actividad antimicrobiana se desarrollaran en colaboracién con el Departamento
de Produccion animal.

4.-Obtencién de péptidos antimicrobianos

2.4.1.Purificacion de bacteriocinas

2.4.2. Expresion heterologa de péptidos antimicrobianos de origen animal o vegetal
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1.1. IDENTIFICACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE INTERES.

La acidosis constituye una enfermedad muy habitual en los rumiantes de cebo actualmente,
originada por el consumo de cantidades excesivas de hidratos de carbono de facil digestion, o
granos ricos en almidén, que dan lugar a una disfuncién ruminal. Esta causada por una rapida
produccion y absorciéon de acidos a través de las paredes del rumen y es reconocida como
origen de estrés en el ganado.

Existen dos tipos de acidosis: la clinica 0 aguda y la subclinica.
Acidosis Ruminal Aguda

La acidosis ruminal aguda, o acidosis lactica, se caracteriza por un pH ruminal muy reducido (<
5,0), un aumento importante en la concentracion de acido lactico, un aumento de la
concentracion de acidos grasos volatiles (AGVs) y la disminucién de la poblacion de protozoos y
de determinadas bacterias ruminales.

Los factores que determinan el desarrollo de la acidosis ruminal aguda son:

- Composicién de alimento: alimentos que presentan altas concentraciones de hidratos de
carbono de facil digestion.

- Tipo de grano: los granos con un mayor contenido en almidon resultan mas peligrosos
que aquellos que tienen cantidades inferiores.

- Integridad fisica del grano: Los piensos y granos molidos, son mas facil y rapidamente
degradables y favorecen la aparicion de acidosis.

- Contenido de humedad del gano: Los granos humedos o artificialmente humedecidos
poseen una tasa de fermentacién mas rapida que los secos.

Con el incremento de carbohidratos solubles en la dieta de los rumiantes, aumenta inicialmente
el crecimiento de todas las bacterias ruminales, lo que conlleva un incremento de los AGVs, un
ligero descenso del pH y un mayor crecimiento de Streptococcus bovis. S. bovis, es el principal
productor de acido lactico en el rumen, de forma que al aumentar su numero en el rumen, se
produce mas acido lactico, que da a lugar a un descenso del pH y la disminucidn de la tasa de
crecimiento de parte de la microflora ruminal, como son bacterias gram-negativas, levaduras y
protozoos, por inhibicién del bajo pH, aumentando las bacterias gram-positivas, principalmente
los cocoides y, en mayor medida, S. bovis. Si el pH del rumen alcanza valores inferiores a 5,2,
también disminuye el numero de S. bovis y los microorganismos presentes que pueden crecer a
bajos pHs, Lactobacillus, se reproducen con facilidad invadiendo el rumen. Los lactobacilos
también producen acido lactico, de forma que aumenta nuevamente la produccién de éste acido
y disminuye mas aun el pH del rumen, con un aumento de la presiéon osmética ruminal.

Para restablecer la presién osmética en el rumen, hay una entrada de liquidos hacia éste, a la
vez que el acido lactico y los AGVs atraviesan la pared ruminal, incorporandose al torrente
circulatorio. Resulta interesante destacar que la microflora del reticulo ruminal elabora dos
isomeros de lactato: las formas D y L. Mientras la forma L se metaboliza a piruvato en el higado
se elimina por via renal de forma rapida, el D-lactato, se absorbe con mucha facilidad y, sin
embargo, se metaboliza muy lentamente, alcanzando niveles sanguineos que pueden resultar
neurotdxicos.

El descenso del pH en el rumen y la acumulacién de D-lactato en sangre, conducen a la acidosis
metabdlica y la aparicion de sintomas clinicos claramente visibles en el animal: deshidratacion,
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pérdida del apetito, estasis ruminal, diarrea y paresia, pudiendo incluso provocar la muerte del
animal.

Acidosis Ruminal Subclinica

La acidosis ruminal subclinica o crénica consiste en un descenso del pH en el rumen, no tan
marcado como en la acidosis clinica. Esta también ocasionada por una ingestion prolongada de
hidratos de carbono facilmente digeribles, y pueden o no aparecer sintomas, en su caso, mas
leves que en la acidosis aguda. Una de las formas de diagnéstico de grupo de este tipo de
acidosis es la aparicion de laminitis en el rebafio con una incidencia superior al 10% anual.

Objetivo

Encontrar una bacteriocina capaz de actuar selectivamente frente a los lactobacilos que
colonizan masivamente el rumen en la acidosis lactica, para evitar una mayor acidificacion de
éste y de la sangre, que ocasionan las principales consecuencias de esta patologia.

1.2. OBTENCION DE BACTERIAS LACTICAS RUMINALES
Preparacion de medio de cultivo MRS complementado

Para la preparacion del medio de cultivo condicionado para bacterias lacticas del rumen se
consultaron los protocolos descritos por Scott y Dehority (1965) y Yanke y Cheng (1998), con las
correspondientes modificaciones para ajustarse al material existente.

Asi, se realiz6 una extraccion de fluido ruminal de oveja, del que se tomaron 200 ml que fueron
autoclavados durante 20 minutos a 121°C. En campana de flujo vertical se recogio el
sobrenadante obtenido, se trasvaso a viales de 50 ml y se centrifug6 durante 1 hora a 3500 rpm.
Nuevamente en campana de flujo vertical, se recogié el sobrenadante obtenido en la
centrifugacion, se trasvaso a viales estériles de 50 ml y se almacend en refrigeracion a 4°C,
hasta su uso para complementar el medio Man, Rogosa and Sharpe (MRS) para crecimiento de
bacterias lacticas.

El medio de cultivo MRS es un medio para lactobacilos, que utiliza el acetato de sodio para
inhibir el crecimiento de posibles competidores. No es un medio selectivo dado que no inhibe
otros géneros del mismo orden como Leuconostoc y Pediococcus, cuyo crecimiento también
podria ser interesante porque son también productores de acido lactico. Se utilizé el medio MRS
Broth de Oxoid, con la composicidn que se describe a continuacion:

- 1.0% peptona

- 0.8 % extracto de carne

- 0.4 % extracto de levadura
- 2.0 % glucose

- 0.5 % CH3COONa. 3H20

- 0.1 % Tween 80

- 0.2 % NaHPOs3

- 0.2 % (NHa)3 C3HsO(COO0)3
- 0.02 % Mg2(SOs). 7TH20

- 0.005 % Mn2(SOs). 4H,0
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El medio de cultivo fue resuspendido en una proporcion 5,2 % (m/V) en agua destilada y
mantenido a 50°C con agitacién magnética. Se trasvasé a botellas y fue autoclavado durante 15
minutos a 121°C.

Tras enfriar el medio, se suplementd con un 5% del fluido ruminal clarificado y autoclavado.

Aislamiento de bacterias lacticas

Como indculo en el medio MRS complementado se utilizé 0,05% de fluido ruminal extraido sin
clarificar y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 horas, tras las cuales se introdujo en
estufa a 37°C con una atmdsfera 5% CO(g), donde se incubo durante 48 horas.

El medio de cultivo se utilizé para realizar diluciones seriadas 1.10-" hasta 1.10-6, en medio MRS,
de las cuales se inocularon 100 ul en medio MRS sélido (MRS + 1,5% agar bacteriolégico). Las
placas se incubaron a 37°C con 5% COx(g) durante 24 horas.

Se seleccionaron las placas correspondientes a las diluciones 1.10% y 1.106, ya que las
superiores tenian demasiada densidad para poder seleccionar colonias unicas. En estas
diluciones, se escogieron colonias con distinta apariencia, escogiendo siempre un minimo de tres
colonias con morforlogia similar, que se sembraron en medio MRS nuevamente y fueron
incubadas en las condiciones descritas previamente. Tras 16 horas de incubacion, se
centrifugaron a 3500 rpm durante 30 minutos, se elimind el sobrenadante en campana de flujo
vertical y se afiadié medio MRS nuevo + 25% glicerol, previamente autoclavado, para almacenar
las células a -80°C.

2. CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS SELECCIONADOS

2.1. Peptido seleccionado: PLANTARICINA C

La Plantaricina C es una bacteriocina producida por el microorganismo Lactobacillus plantarum
LL441, aislado de queso Cabrales. Este lantibiético, se clasificd durante mucho tiempo como tipo
A, por ser un péptido de 2880 Da, de estructura terciaria tipo sacacorchos (Turner et al., 1999),
sin embargo, estudios mas recientes, parecen clasificarla en un estado intermedio entre el tipo A
y el tipo B (Wiedemann et al., 2006) por su interaccion con las membranas; en la clase |l
(Todorov, 2009), clasificacion que no seria posible dado que requiere que no tenga lantioninas
en su estructura; y en un subgrupo dentro del tipo A, el tipo A.ll, que se diferenciaria del tipo A.l
Unicamente por el numero de enzimas que producen las modificaciones post-transcripcionales
de los lantibiéticos, més de uno en el tipo A.l, sélo uno en el tipo A.Il (Chatterjee et al., 2005).

La plantaricina fue probada frente a multiples microorganismos, entre ellos, alterantes en
alimentos, y demostro tener actividad bactericida con muchos de ellos e incluso, en ocasiones,
bacteriolitica, como en Lactobacillus fermentum (Gonzélez et al., 1994). Ademas, se comprobd
que tenia actividad antibacteriana frente a microorganismos sensibles en concentraciones de
orden nanomolar.

Estabilidad

Gonzélez et al., 1994, comprobaron que con tratamientos enzimaticos la Plantaricina C perdia
actividad frente a la pronasa, la tripsina y la a-quimotripsina pero era estable frente a pepsina,
proteinasa K, a-amilasa y lipasa en concentraciones de 1 mg/ml. En almacenamiento se
mantenia estable tanto a 4°C como a -20°C. La plantaricina C es estable térmicamente,
caracteristica que comparte con los lantabiéticos, tanto cuando se la somete a un calentamiento
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progresivo como a ebullicion, a 100°C durante una hora o0 a 121°C durante 10 minutos. El
tratamiento con solventes organicos como metanol, cloroformo, acetonitrilo, etc., no afecta a la
bacteriocina ni a su actividad antibacteriana. También es estable en medios acidos y neutros,
perdiendo actividad a en medios alcalinos.

Estructura

La Plantaricina C es un lantibidtico de estructura equivalente a la presentada en la figura 1.4.,
segun lo descrito por Turner et al., 1999. Tiene una secuencia de 27 aminoacidos, y puede
dividirse en dos partes: la primera es una cadena lineal de 6 aminoacidos, 4 de los cuales son
lisinas, con una fuerte carga positiva. La segunda parte tiene conformacion globular, causada por
la formacidn de un puente lantionina entre las alaninas presentes en las posiciones 7 y 27 de la
cadena. Se establecen también otros tres puentes sulfuro en la molécula, concretamente,
puentes -metil-lantionina, entre la alanina y el aminobutirico, en las posiciones 12 - 15, 13 - 18
y 23 — 26, respectivamente.

Lys Lys Thr

Figura 1.1: Estructura de la plantaricina C

Purificacion de la Plantaricina C

Para la purificacién de esta bacteriocina, en la primera publicacion en que se hace mencién de la
misma de Gonzélez et al., 1994, se crecid Lactobacillus plantarum LL441 en medio liquido MRS
(ver Abreviaturas) con 0,6% de glucosa a 30°C con agitacion hasta alcanzar la fase estacionaria
de crecimiento. Dado que la Plantaricina C forma agregados de 100 kDa, fue necesario tratarla
con disoluciones de urea 7 M, dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1% o hervirla para
desagregarla y posteriormente ultrafiltrarla en un diametro de poro de 10 kDa. El filtrado se
ajustd a un pH de 6,5 y se afadio6 sulfato amonico al 55% para la precipitacion de la bacteriocina.
Tras la centrifugacion, el precipitado fue resuspendido en una disolucion acuosa de acetonitrilo al
25% v tricloroacético (TCA) al 0,1% y se sometié a una cromatografia de fase reversa en una
columna Cg, empleando como fase mévil una disoluciéon de acetonitrilo al 50% y TCA al 0,1%,
eluyendo el péptido a un volumen de retencion de 50 ml. Las fracciones que contenian la
bacteriocina fueron recogidas y concentradas e inyectadas en un cromatografia de intercambio
catiénico FPLC (significado de las siglas en Abreviaturas) con una columna Mono S, que fue
equilibrada con un tampdn 0,020 M de acetato de amonio a pH 5,3. La eluciéon se realizd
empleando el tampon de acetato de amonio 0,02 M a pH 5,3 y un gradiente en cloruro sodico de
0 a1 M, con el que se realizd un gradiente del 0 al 100% y la bacteriocina eluy6
aproximadamente al 50%.
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La pureza de la plantaricina fue confirmada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida,
obteniéndose para ella un peso molecular aproximado de 3500 kDa por comparacion con la
cadena B de la insulina, de 3400 kDa, aunque en publicaciones posteriores (Turner et al., 1999)
se comprobd por espectrometria de masas que el peso molecular real de la molécula era de
2880 kDa.

2.2. ENSAYOS DE PRODUCCION DE BACTERIOCINAS CON OTRAS BACTERIAS
LACTICAS

Se hicieron ensayos con distintas cepas de los lactobacilos: L. reuteri, L. gasseri, L. fermentum,
L. rhamnosus, L. paraplantarum, L. casei, para comprobar si producian algun tipo de péptido que
pudiese inhibir el crecimiento de los aislados del rumen. En el caso de las cepas de L. reuteri, a
pesar de que producen reuterina mediante un método que se describird mas adelante, se
ensayaron también sus caldos de cultivo, por si producian algun otro péptido que pudiera ser de
utilidad.

Para ello, se inocularon cada una de las cepas en medio MRS en viales de 10 ml con 5 ml de
medio y se dejaron creciendo en estufa de 37°C con 5% COx(g) durante 24 horas. Dado que, en
ocasiones, los lactobacilos no producen los péptidos antimicrobianos, se volvié a inocular a partir
del primer cultivo nuevamente en las mismas condiciones sobre medio MRS. A partir del
segundo cultivo se inocularon 500 ul del cultivo crecido en 100 ml de medio MRS en matraces
de 250 ml con tap6n poroso y se dejaron crecer durante 24 y 48 horas en estufa de CO2(g) a
37°C. Estos dos tiempos de crecimiento se debieron a que la produccion del péptido depende de
cada una de las cepas y podria no observarse inhibicion si el tiempo de crecimiento era
demasiado corto o que el péptido perdiese actividad con un tiempo excesivo de cultivo.

Los cultivos se recogieron en viales de 50 ml y se centrifugaron a 35000 rpm durante 30 minutos
para separar sobrenadante y células. El sobrenadante se ajusté a pH=6,2, de forma que no se
pudiese observar inhibicién por el pH del sobrendante (que desciende en el medio de cultivo a
pH<4,5). Se recogidé una parte de dicho sobrenadante y se calentd a 60°C durante 15 minutos,
para eliminar posibles fagos que pudiesen estar presentes en el sobrenadante, dado que
también podrian dar lugar a halos de inhibicion y a falsos resultados positivos.

Con los cultivos liquidos de las colonias aisladas, se prepararon placas de 5 cm con MRS soélido
y tras su enfriamiento, se realizaron poros con pipetas pasteur estériles. En los poros, se
afadieron los distintos sobrenadantes, tras el calentamiento y sin calentamiento. Las placas se
dejaron incubando durante 24 horas en estufa a 37°C con 5% de CO2(g).

Al cabo de las 24h, en ninguno de los casos se observo la presencia de halos de inhibicidn.

Ensayos de produccién de reuterina

Para la obtencién de reuterina, se siguié el protocolo descrito por Talarico et al., 1988, con
ligeras modificaciones.

Las cepas de L. reuteri se pusieron a crecer en medio MRS + 25 M de glucosa durante 16
horas a 37°C con agitacion de 250 rpm.

Se inoculé 1 ml del cultivo de las cepas de L. reuteri en matraces de 250 ml sobre 100 ml de
medio MRS y 25 uM de glucosa y se incubaron durante 16 horas a 37°C sin agitacion.

Tras su incubacion, los cultivos fueron centrifugados a 2500 rpm durante 30 minutos en viales de
50 ml, eliminando el sobrenadante. Se realizaron dos lavados del precipitado que contenia las
células con fosfato de sodio, y posteriores centrifugaciones a 3500 durante 10 minutos para
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eliminar restos del medio de cultivo. Se elimind el buffer fosfato y se afadieron 25 ml de una
disolucién de glicerol 250 mM sobre el pellet, se descompacté dicho pellet con pipeta y incub6 a
37°C en la estufa de CO>(g) durante 48 horas.

Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm durante 30 minutos para retirar el pellet formado por las
células y obtener con el sobrenadante, en el que deberia de mantenerse la reuterina, en caso de
haberse producido. Se utilizaron Vivaspin de 30 kDa MWCO para el filtrado de dicho
sobreandante, dado que la reuterina tiene un peso molecular de 145 g/mol y podria atravesar el
filtro, manteniendo las moléculas de mayor tamafio que pudieran interferir en el concentrado. El
filtrado se almacend en refrigeracion a 4°C en viales estériles hasta su uso en las placas de
inhibicidn.

Con los cultivos liquidos de los aislados del rumen, se prepararon placas de 5 cm con agar MRS.
En el agar, tras enfriamiento, se realizaron poros con pipetas pasteur estériles, en los que se
afiadieron 50 pl de cada filtrado. Se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% CO2 (g) y no se
observo ningun tipo de halo de inhibicidn en ninguno de los aislados.

3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
3.1. ENSAYQS DE ACTIVIDAD DE PLANTARICINA C
Cultivo de Lactobacillus plantarum LL441

Lactobacillus plantarum LL441 se cultivd en medio liquido MRS suplementado con 1% de
glucosa en matraces estériles de 2 litros con un litro de medio de cultivo, a 200 rpm de agitacion
en un agitador orbital y a 30°C durante toda la noche.

Purificacion de Plantaricina C

Para proceder a la purificacién de la plantaricina C se intent6 seguir el protocolo referido en el
articulo de Gonzalez et al. (1995), pero se encontraron diversos inconvenientes, debido
principalmente a que no se disponia exactamente del mismo material descrito en el trabajo. Por
tanto se comenzd produciendo la proteina en las condiciones del apartado “Materiales y
Métodos”, pero ajustandose al medio de cultivo y condiciones referidos en el articulo de Turner et
al. (1999). El tiempo de incubacion para obtener la densidad dptica necesaria correspondiente a
la méxima cantidad de Plantaricina C fue en nuestro caso de 14 horas en lugar de las 21 horas
citadas por Gonzalez et al. (1995).

Para la separacion de células y del medio de cultivo, dado que el volumen generado fue de 2
litros, en lugar de ultrafiltrar a 10000 de didmetro de corte, se procedi6 a realizar una
centrifugacion a 7000 rpm. Tras la centrifugacion, se ajusto el pH del sobrenadante a 6,5, se
realizd un ensayo de actividad y se precipito con 55% de sulfato amonico, centrifugando y
resuspendiendo el precipitado en tampon 20 mM de Bis-Tris a pH=6,5. El precipitado
resuspendido fue dializado durante toda la noche, a 4°C, con agitacion, en el mismo tampon.

Tras la dialisis, se afiadio SDS al 0,1% para desagregar la plantaricina y se intenté ultrafiltrar con
un diametro de corte de 30 kDa, pero tras prueba de actividad en placa se observo que la
bacteriocina quedaba en el concentrado en lugar de quedar en el filtrado. Se consider6é que
podia ser debido al incremento de tamafio ocasionado por la asociacion con el SDS, ya que se
unen 1,4 gramos de tensoactivo por cada gramo de proteina, y teniendo en cuenta que la
proteina es altamente hidrofébica, podria no haberse desagregado de zonas apolares de otras
proteinas, con lo que el peso molecular seria muy superior al didmetro de poro mencionado.

Asi, se recogi6 el concentrado y se intentd realizar una cromatografia FPLC basada en
interaccidn hidrofébica con una columna Cs, para sustituir la cromatografia de fase reversa
descrita por Gonzalez et al. (1995), apareciendo dos nuevos problemas, por una parte la

neiker y



aparicion de un precipitado en la muestra y en el tampdn A, ambos conteniendo SDS al 0,1%, al
afiadir sulfato aménico 1 My un incremento en la presion del FPLC, debida a la obturacién del
filtro. Este efecto de sebe presumiblemente a la alta concentracién salina, dado que el SDS
precipita en presencia de sales.

La muestra fue entonces dializada en las condiciones descritas previamente y se intento
nuevamente la misma cromatografia en ausencia de SDS, pero la Plantaricina no eluyo, sino que
aparecio en las fracciones de carga de la columna, también recogidas, hecho que se comprob6
con ensayos de actividad en placa. No obstante esta fraccion resulto ser mas pura que la
muestra original y por tanto se decidi6 proceder directamente a la cromatografia FPLC
intercambio cationico sobre ella, utilizando como tampones los descritos en el apartado
Materiales y Métodos. Pero, nuevamente, la bacteriocina no fue retenida por la columna
eluyendo con el volumen muerto.

Se prepar6 entonces un gel para ver en qué condiciones de pureza se encontraba la plantaricina,
observandose en la zona de desarrollo electroforético de la muestra la ausencia de bandas
definas apareciendo sélo una distorsion a lo largo de toda la superficie (jError! No se encuentra
el origen de la referencia.), sin embargo en la zona de desarrollo en la que fue cargado el
marcador se aprecia una banda clara y definida. En general, cuando en un gel de electroforesis
aparecen distorsiones de este tipo, éstas pueden deberse a la alta concentracion proteica, la
presencia de sales o la presencia de lipidos en la muestra. Como la concentracién de proteina
cargada habia sido limitada adecuadamente y la presencia de sales no era posible puesto que la
muestra estaba dializada, se dedujo que habia una alta concentracién lipidica proveniente
posiblemente de la ruptura de células durante el proceso de centrifugacion. De esta forma, se
decidio limpiar la muestra empleando metanol y cloroformo (Deutscher y Abelson, 1990), con
una relacion de volumenes de 1:4:1:3 para muestra, metanol, cloroformo y agua
respectivamente, conservandose una parte de ella para ver si tras este tratamiento no habia
cambios en la actividad. Se repitio entonces la electroforesis observandose la banda propia de la
plantaricina C y muchas otras, de forma que la proteina no habia quedado retenida en la
columna cromatografica, debido a la presencia de los lipidos, pero si conservaba la actividad, de
forma que se decidio emplear este paso para la purificacion.

Para lograr una desagregacion efectiva de la proteina, se pensé entonces en emplear cloruro de
guanidina 6 M, en sustituciéon de la urea 7 M tal y como estaba descrito por Gonzélez et al.
(1995), debido al riesgo que esta ultima puede representar sobre la actividad de la Plantaricina
por la formacion de iones cianuro tras la reaccion. Asi, tras la adicién de cloruro de guanidina se
ultrafiltré con un didametro de poro de 10 kDa, observando que aparecia actividad en el filtrado en
los ensayos de placas.

Tras realizar la ultrafiltracion, se dializd durante toda la noche en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos y se procedié a la cromatografia FPLC de Intercambio Cationico. Se
dializaron las fracciones nuevamente, se realizd una prueba de actividad (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.) para la seleccién de las fracciones adecuadas y se midi6
el diametro del halo producido por cada fraccién, se cuantifico la proteina en dichas fracciones
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.) y se procedié a la realizacion de una
electroforesis en gel para comprobar si se habia obtenido la purificacion completa de la proteina.

Tras estas comprobaciones, se concentro el péptido mediante ultrafiltracion en un didmetro de
poro de 10 kDa.

Prueba de actividad de la plantaricina: Test de difusion en agar
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Sobre una placa de Petri se inocularon con micropipeta y puntas estériles 100 pl de un cultivo de
L. fermentum (microorganismo control para comprobar la actividad de la Plantaricina C), sobre el
que se afiadi6 MRS agar, que se dej6 previamente enfriar tras haberlo introducido en el
microondas para que licuase. Se agitd unos minutos para homogeneizar la mezcla. Se dejo
solidificar el medio a temperatura ambiente y, una vez frio, se crearon pocillos en el medio sélido
de la placa usando pipetas Pasteur de vidrio estériles. En los pocillos, se afiadié el extracto de
proteina y se introdujo en la estufa a 30°C durante 16 - 18 horas para su incubacion.

Figura 2.2.: Test de difusién en agar para seleccion de

fracciones con actividad.
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Figura 2.3: Representacion grafica concentracion proteina (mg/ml) vs. Diametro de halo en las

fracciones de la cromatografia de Intercambio Catiénico.
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De esta forma, el microorganismo crece en el medio de cultivo, dejando el medio opaco, dado
que es microaerdfilo y no precisa de mucho oxigeno para crecer. Si la plantaricina que hemos
afadido en los pocillos es activa, habra una zona alrededor del pocillo, en el agar, en que no
podra crecer L. fermentum, por la formacién de poros en su membrana, y se observara un halo
de inhibicion transparente a su alrededor.

Electroforesis en gel de Tricina SDS PAGE

Las electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se realizaron en presencia de SDS (0,1%) y
con tricina como componentes catddicos, (Schager y von Jagow, 1987). Los parametros T (%
acrilamida y bisacrilamida) y C (% de la relacion bisacrilamida/acrilamida) fueron 16,5% T - 3% C
para el gel separador y 4% T — 3% C para el gel empacador. Se aplicé una corriente constante
de 60 mA. Los geles se tifieron con azul de Coomassie durante 30 minutos y se destifieron en
disolucion de metanol al 20%, acido acético al 10 % en agua destilada, hasta obtener el
contraste adecuado.

Con los cultivos liquidos de las colonias aisladas, se prepararon placas de 5 cm con MRS solido
y tras su enfriamiento, se realizaron poros con pipetas pasteur estériles. En los poros, se
afiadieron distintas concentraciones de plantaricina C purificada a homogeneidad, partiendo de
una Co = 6,3 mg/ml de péptido y con diluciones posteriores, tras el calentamiento y sin
calentamiento. Las placas se dejaron incubando durante 24 horas en estufa a 37°C con 5% de
CO2(q).

Al cabo de las 24h, en ninguno de los casos se observo la presencia de halos de inhibicion.
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