INDICE

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
INTRODUCCION

1- Bacterias del Acido Lactico
2- Bacteriocinas
2.1 Definicién
2.2 Clasificacion
2.2.1 Bacteriocinas de Clase |
2.2.2 Bacteriocinas de Clase |l
2.2.3 Bacteriocinas de Clase Il
2.3 Espectro de Inhibicién
2.3.1 Espectro de inhibicion de las bacteriocinas Clase |
2.3.2 Espectro de inhibicion de las bacteriocinas Clase lla
2.3.3 Espectro de inhibicién de las bacteriocinas Clase Il
2.4 Caracteristicas fisicoquimicas
2.5 Mecanismo de Accién
2.5.1 Mecanismo de accion de las bacteriocinas Clase |
2.5.2 Mecanismo de accién de las bacteriocinas Clase lla
2.5.3 Mecanismo de accion de las bacteriocinas Clase b
2.5.4 Mecanismo de accion de las bacteriocinas Clase Il
2.6 Purificacion
3. Métodos de Screening para detectar la actividad antimicrobiana
4. Sintesis quimica en fase sdlida de péptidos antimicrobianos
5. Estudios estructura-funcién
6. Estudios conformacionales por Dicroismo circular y Fluorescencia
6.1 Dicroismo circular
6.2 Espectroscopia de fluorescencia
6.2.1 Intensidad y posicioén espectral de la longitud maxima de
emisién o excitacion.
6.2.2 Anisotropia
6.2.3 Apagamiento o quenching

OBJETIVOS GENERALES - JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS
PROPUESTOS

Objetivos Generales
Justificacion de los Objetivos Propuestos

MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES Y METODOS CAPITULO 1

Aislamiento, purificacién y caracterizacion de una bacteriocina producida

por Lactobacillus plantarum LP31

1.1 Cepas y conservacion de cultivos
1.2 Obtencion del sobrenadante libre de células
1.3 Deteccion de la actividad antimicrobiana
1.4 Purificaciéon
1.4.1 Extraccion en fase solida de C18
1.4.2 Determinacion del contenido total de proteina
1.4.3 Estimacién del peso molecular del compuesto activo
1.4.4 Cromatografia de filtracion por geles.

ONNOON

10

11
11
12
12
13
13
14
16
16
16
18
19
20
22
23
25

26
26
26

28
29
30

35

36

36

36
37
37
38
38
38
39
39



1.4.5 Sensibilidad a proteasas de la Fraccion l1A 'y 11B
1.4.6 Andlisis de la Fraccion lla mediante Cromatografia liquida de
alta performance (HPLC).
1.4.7 Electroforesis capilar
1.4.8 Modo de accion de las Fracciones IIA y 11B
1.4.9 Cromatografia de intercambio catidnico
1.4.10 Purificacion de la Fraccion IIA mediante HPLC
1.5 Caracterizacion del péptido mayoritario
1.5.1 Espectrometria de masas (Técnica MALDI-TOF)
1.5.2 Andlisis de aminoacidos

2. MATERIALES Y METODOS CAPITULOS 2 (a) y 3 (b)

(a) Sintesis quimica y estudios conformacionales de un analogo sintético

de Plantaricina 149 (PIn149a).
(b) Diseno de una bacteriocina hibrida y Estudios Estructura-Funcion.

2.1 Sintesis quimica en fase sodlida de los péptidos antimicrobianos
2.1.1 Reactivos utilizados
2.1.2 Etapas de la sintesis
2.1.3 Desproteccion y clivaje
2.2 Purificacién
2.3 Caracterizacién de los productos de sintesis
2.3.1 Control Analitico por HPLC
2.3.2 Espectrometria de masas
2.3.3 Secuenciamiento
2.4 Ciclizacion de los péptidos sintéticos por formacion de puentes
disulfuro.
2.5 Cepas sensibles y evaluacién de la actividad antimicrobiana
2.5.1 Cepas utilizadas y conservacion de cultivos
2.5.2 Condiciones de cultivo
2.5.3 Deteccion de la actividad antimicrobiana
2.5.4 Determinacién de la CIM (concentracion inhibitoria minima)
2.5.5 Estudio del Modo de accién de los péptidos activos
2.6 Determinacion de la actividad hemolitica
2.7 Estudios conformacionales
2.7.1 Andlisis predictivos de estructura secundaria
2.7.2 Determinacion de la estructura secundaria por Dicroismo
circular
2.8 Espectroscopia de fluorescencia
2.8.1 Desplazamientos de la longitud maxima de emision.
2.8.2 Ensayos de apagamiento o quenching
2.8.3 Preparacion de micelas
2.9 Célculos de Hidrofobicidad

RESULTADOS CAPITULO 1

Aislamiento, purificacién y caracterizacion de una bacteriocina producida

por Lactobacillus plantarum LP31

Caracterizacioén preliminar
Purificacion

40

40
41
41
41
42
43
43
43

44

44

44

44
44
47
49
49
50
50
50
50

50
51
51
52
52
53
54
54
55
55

55
56
56
56
57
57

58

59
62



Extraccion en fase solida

Estimacion del peso molecular de la Fraccién |

Cromatografia de filtracion con geles de la Fraccion |
Sensibilidad a proteasas de la fraccién Ay IIB

Modo de accioén de las Fracciones IIA y 1IB sobre un cultivo proliferante
de Pseudomonas sp

Andlisis mediante HPLC y Electroforesis capilar de la Fraccion II1A
Cromatografia de intercambio catiénico

Purificacion de la Fraccion 1A por HPLC Semipreparativo
Caracterizacion del péptido mayoritario

Espectrometria de masas y Electroforesis capilar

Andlisis de aminoacidos y Secuenciamiento

DISCUSION Y CONCLUSIONES CAPITULO 1
Discusion
Conclusiones

RESULTADOS CAPITULO 2
Sintesis quimica y estudios conformacionales de un analogo sintético de
Plantaricina 149 (PIn149a).

Sintesis y caracterizacion de PIn149a
Espectro antimicrobiano y Modo de accion de PIn149a
Determinacién de la actividad hemolitica de PIn149a
Analisis predictivos de estructura secundaria
Estudios conformacionales por Dicroismo circular
Espectroscopia de fluorescencia
Desplazamientos de la longitud maxima de emisién
Ensayos de Apagamiento

DISCUSION Y CONCLUSIONES CAPITULO 2
Discusioén
Conclusiones

RESULTADOS CAPITULO 3
Disefio de una bacteriocina hibrida y Estudios Estructura-Funcion

Sintesis quimica y caracterizacion de los péptidos disefiados
Sintesis quimica y caracterizacion del péptido hibrido lineal (PHL) y su
extremo C-terminal
Sintesis quimica y caracterizacion del péptido N-terminal (N-T)
Sintesis quimica y caracterizacion del pentapéptido N-terminal de
PIn149a
Ciclizacion de los péptidos PHL y N-T por formacién de puentes disulfuro
intramoleculares.
Espectro antimicrobiano de los péptidos disefiados
Modo de accién de los péptidos disefiados
Determinacién de la CIM (concentracion inhibitoria minima)
Determinacién de la actividad hemolitica
Estudios conformacionales por Dicroismo circular
Dicroismo circular del PHL y ciclico (PHC)
Dicroismo circular del péptido C-terminal protegido (C-TP)
Dicroismo circular del péptido C-terminal desprotegido (C-TD)
Dicroismo circular del péptido N-terminal lineal y ciclico

62
64
64
65

65
66
68
69
71
71
74

75
76
81

82

83
84
86
86
86
88
88
89

92
93
99

101

102

102
106

107

107
108
110
111
112
112
112
113
114
114



Dicroismo circular del péptido N- terminal lineal (N-TL)

Dicroismo circular del péptido N- terminal ciclico (N-TC)
Espectroscopia de fluorescencia

Desplazamientos de la longitud maxima de emision

Ensayos de Apagamiento

DISCUSION Y CONCLUSIONES CAPITULO 3
Discusion
Conclusiones

RESUMEN
SUMMARY
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

TRABAJOS PUBLICADOS — PRESENTACIONES EN REUNIONES
CIENTIFICAS.

115
116
116
117
118

119
120
130
132
135

138

154



