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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son fundamentales en la elaboracion de productos
carnicos fermentados, ya que sus metabolitos producen efectos de bioconservacion, esto se debe a
la actividad antimicrobiana contra microorganismos patégenos y alterantes. También las BAL
producen enzimas con actividad lipolitica y proteolitica lo cual repercute en el desarrollo de aromas
y sabores caracteristicos del madurado. Sin embargo, en los ultimos afnos las BAL han sido
estudiadas por su capacidad para producir de compuestos indeseables como; aminas biégenas (AB)
las cuales pueden tener efectos toxicos para algunos consumidores, debido a esta situacion es
importante evaluar la capacidad para degradar AB mediante la actividad de multicobre oxidasa
(MCO) y amino oxidasa (AOX) de los cuales destacan los géneros Pediococcus y Lactobacillus

con dichas actividades en diferentes fracciones celulares.

Previamente en el grupo de trabajo se aislaron bacterias lacticas de diversos productos carnicos,
las cuales fueron el objetivo de este estudio. Todos los microorganismos fueron identificados por
métodos moleculares mediante la amplificacion del gen 16S del ADNr. Se encontraron los
siguientes géneros; Lactobacillus, Pediococcus, Weissella y Enterococcus. Por medio de diversas
técnicas cuantitativas y cualitativas, se evaluaron actividades enzimaticas como: antibacteriana,
lipolitica, proteolitica, tirosina descarboxilasa, multicobre-oxidasa y amino-oxidasa. Los géneros
Lactobacillus y Pediococcus presentaron actividad antimicrobiana contra las siguientes bacterias
patdgenas: Staphylococcus aureus y Escherichia coli. También presentaron actividad lipolitica y
proteolitica. Para el caso de Enterococcus faecium presentd actividad contra Listeria innocua.
También dichas bacterias inhibieron bacterias deteriorantes del exudado de salami. Unicamente se
detect6 actividad MCO por parte de Pediococcus lolii en células y en extracto crudo libre de células

por zimografia.



1. INTRODUCCION

Los derivados carnicos son productos alimentarios preparados con carnes, grasa y
subproductos comestibles, procedentes de animales de abasto u otras especies y en su caso, de
ingredientes de origen vegetal como lo son condimentos y especias, ademas pueden contener
aditivos, siempre y cuando estén autorizados en su uso y se ajusten a las normas oficiales vigentes.
Con base en la “NOM-145-SSA1-1995”. Se define como derivado céarnico aquel que en cierto
tiempo a determinadas condiciones de almacenamiento desarrolla aromas, colores y sabores
especificos causados por cambios fisicos, quimicos y por la presencia de microorganismos acido
lacticos adicionados o no. El proceso de elaboracion de productos madurados incluye una etapa de
secado, en la que se presenta una reduccion de la actividad acuosa (aw), que en combinacién con la
acidificacion se adquiere un efecto de conservacion, ademas de la consistencia del producto (Frey,
1983). Las bacterias acido lacticas (BAL) se han empleado a través de los siglos como cultivos
iniciadores para brindar atributos sensoriales, se ha reportado su capacidad conservadora, esto se
debe a la amplia gama de metabolitos antibacterianos que actuan de forma sinérgica para prevenir

o eliminar la microbiota tanto patdgena como deteriorante (Grosu-Tudor et al., 2014).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Las BAL son microorganismos Gram-positivos, en general presentan morfologia de bacilos y coco-
bacilos, los géneros que pertenecen a los cocos son; Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Enterococcus (Vandamme et al.,
1996). Los géneros que pertenecen a bacilos son; Lactobacillus, Carnobacterium, Bifidobacterium,
son anaerobios, microaerofilicos o aerotolerantes, como caracteristicas metabdlicas en general son,
oxidasa y catalasa negativa, carecen de citocromos y no reducen el nitrato a nitrito, producen acido
lactico como principal producto de la fermentacion de carbohidratos, normalmente no presentan
movilidad y no son esporulados, ademds las BAL pueden crecer en condiciones 4cidas a valores
de pH de 3.2, en general su pH 6ptimo de crecimiento es de 4.0-4.5, permitiendo asi sobrevivir de
manera natural en alimentos como: cereales, lacteos, carnes y vegetales, donde otras bacterias no
podrian hacerlo debido a la presencia de acidos organicos (Carr et al., 2002). Las BAL se

desarrollan rapidamente a una temperatura de 20°C a 25°C durante el proceso fermentativo, desde



un orden de 10° UFC/g hasta 10° UFC/g después de 12 h (Andrighetto et al., 2001). Con respecto
a sus requerimientos nutricionales emplean fuentes de carbono como la glucosa y lactosa, ademas
de aminoécidos, vitaminas, factores y cofactores de crecimiento como las sales de magnesio y

manganeso (Krockel, 2013).

Clasificaciéon de bacterias acido lacticas

Con base al metabolismo de carbohidratos las BAL se pueden clasificar en: homofermentativas,
las cuales producen unicamente acido lactico durante la fermentacion, utilizando la via metabdlica
de Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) al convertir 1 mol de glucosa en 2 mol de 4cido lactico
(Parra-Huertas, 2010). Este grupo se conforma por los géneros: Pediococcus, Vagococcus,
Lactococcus, Streptococcus y algunas especies de Lactobacillus. Las heterofermentativas
convierten 1 mol de glucosa en 1 mol de 4cido lactico, etanol y bioxido de carbono, esta ruta
metabodlica emplea fosfocetolasa, pero carece de aldolasa y fosfohexosa isomerasa; asi que, en
lugar seguir la via EMP, siguen las vias de las hexosas monofosfato, obteniendo una molécula de
ATP (Figura 1). Este grupo de bacterias incluye a los géneros Leuconostoc, Weissella,

Carnobacterium y algunas especies de Lactobacillus.
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Figura 1. Rutas metabdlicas de carbohidratos en BAL (Ramirez-Cuenca, 2005).

Las BAL también se pueden clasificar en funcion de su temperatura de crecimiento, siendo estas

mesoOfilas o termofilas.

Las BAL mesofilas crecen a una temperatura optima de 20-25°C en un tiempo de 18-20 h, dentro
de este grupo, las especies mas comunes son: Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris y

Leuconostoc mesenteroides (Tarté, 2009).

El grupo de BAL termofilas crecen a una temperatura optima de 40-45°C en un tiempo de 2-4 h'y
las especies mas comunes son: Lactobacillus delbruekii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius (Tarté, 2009).



Productos de la fermentacion de BAL

Las BAL producen una serie de metabolitos que pueden cumplir diversas funciones en los
alimentos, por ello desde la antigiiedad se han empleado como cultivos iniciadores para la
produccion de yogurt, bebidas alcoholicas fermentadas, quesos y embutidos madurados; estos
metabolitos brindan propiedades tanto funcionales como efectos bioconservantes y sensoriales
(Garcia-Fontan et al., 2007). Los podemos clasificar en funcion de su naturaleza quimica; es decir,

de origen orgénico y proteinico.

Organicos

Acidos organicos

El 4cido lactico es el principal 4cido organico que producen las BAL por la via homofermentativa,
es importante en productos como mantequillas, quesos, yogurt, bebidas y carnicos ya que se emplea
como acidulante e inhibidor de bacterias en una amplia variedad de alimentos procesados. Este
acido débil tiene potencial antimicrobiano debido a que en su estado no disociado puede atravesar
la membrana celular microbiana disipando el potencial de membrana y reduciendo el pH

intracelular, lo que causa la muerte de células sensibles (Gloud, 1991).

Los acidos acético y propionico son producidos por la via heterofermentativa, pueden interactuar
con las membranas celulares y causar acidificacion intracelular y desnaturalizacion de proteinas.
Estos compuestos presentan mayor efectividad antimicrobiana con respecto al 4cido lactico debido
a los valores elevados de pKa (acido lactico 3.08, 4cido propidnico 4.87 y acético 4.75) por lo que

la actividad antimicrobiana aumenta contra levaduras, mohos y bacterias (Yang, 2000).

Peroxido de hidrogeno

Es producido principalmente por el género Lactococcus a través de la accion de NADH oxidasa la
cual cataliza la oxidacion de NADH por oxigeno molecular, se ha reportado que reacciona con el
i6n superdxido liberando radicales hidroxilos capaces de oxidar lipidos de la membrana celular y
alterar el material genético de la célula sensible (Block, 1991). La acumulacién de este compuesto

en productos carnicos puede provocar reacciones de rancidez de grasas provocando olores
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desagradables y pérdida de color caracteristico del curado. Se ha reportado que el peroxido de
hidrogeno producido por Lactobacillus y Lactococcus es capaz de inhibir cepas de S. aureus y

Pseudomonas spp. (Yang, 2000).

Dioxido de carbono

El dioxido de carbono es un producto final de BAL heterofermentativas y algunas
homofermentativas, se puede generar por descarboxilaciéon de aminoacidos como arginina,
histidina y tirosina y de la fermentacion de carbohidratos como malato, citrato, gluconato, lactato
y lactosa (Lyte, 2004; Callejon et al., 2013). En altas concentraciones el dioxido de carbono crea
un ambiente anaerobio el cual inhibe las descarboxilaciones enzimaticas; por otra parte, la
acumulacioén en la bicapa lipidica causa una disfuncion en la permeabilidad de la membrana. A
bajas concentraciones puede favorecer el crecimiento de algunos microorganismos deteriorantes.

(Yang, 2000).

Proteinicos

Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos antibacterianos, generalmente cationicos, hidrofobos o anfifilicos y
capaces de permeabilizar la membrana celular de bacterias sensibles, pueden contener de 20 a 60
aminoacidos aproximadamente, con un peso molecular de 3 a 10 kDa. Estos péptidos difieren en
su espectro de actividad, caracteristicas bioquimicas y genéticas. De acuerdo a sus caracteristicas
bioquimicas y genéticas se dividen en tres clases: la clase I son las bacteriocinas que contienen
lantionina; la clase II, aquellas bacteriocinas que no contienen lantionina; y la clase III, son
bacteriolisinas (Cotter et al., 2005). En la Tabla 1 se listan algunos ejemplos y descripciones de

cada clase

Tabla 1. Clases de bacteriocinas (Cotter et al., 2005)



Clasificacion

Descripcion

Ejemplos

Clase 1. Bacteriocinas que

contienen lantionina

Clase I1. Bacteriocinas que

no contienen lantionina

Clase I11. Bacteriolisinas

Lantibioticos de uno o dos

péptidos

Clase heterogénea de

pequeiios péptidos

Proteinas termolabiles y de

Nisina

Pediocina PA1

Enterolisina A

alto peso molecular

El modo de accion de las bacteriocinas es complejo. La nisina (clase I) y pediocina (clase II) son
las mas estudiadas y comparten algunas caracteristicas en comun (Montville y Chen, 1998). Por lo
general, actian formando agregados proteinicos que destruyen la integridad de la membrana
citoplasmadtica a través de la formacion de poros, lo que provoca la salida de iones (potasio y
magnesio) y aminodcidos, produciendo la muerte celular debido a la inhibicién de sintesis de
macromoléculas, alteracion de la fuerza motriz de protones necesaria para la produccion de energia

y sintesis de proteinas o acidos nucleicos (Ramirez-Cuenca, 2005).

Peptidoglucano hidrolasas (PGH)

En las bacterias Gram-positivas, la pared celular contiene una capa gruesa de peptidoglucano la
cual forma multiples capas y presenta una conformacion tridimensional que origina una pared
celular muy fuerte y rigida, ademas se asocian a otros compuestos como acidos teicoicos y
lipoteicoicos y/o polisacaridos. En cambio, el peptidoglucano de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas constituye una sola capa delgada, la cual se encuentra rodeada por una segunda
membrana lipidica exterior que contiene lipopolisacaridos y lipoproteinas, en este caso la capa de

peptidoglicano se una a la membrana externa mediante lipoproteinas.

Las PGH son aquellas enzimas que hidrolizan el péptidoglucano en regiones especificas; las N-

acetilglucoamidasas hidrolizan el enlace B-1,4 de la cadena de glicanos dejando un extremo N-
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acetilglucosamina reductor, las N-acetilmuramidasas hidrolizan el mismo enlace, sin embargo,
dejan un extremo N-acetilmuramico reductor libre, estas enzimas son llamadas cominmente como
lisozimas. Las N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas rompen el enlace amida entre el N-
acetilmuramico y la L-alanina del péptido. Las peptidasas son capaces de hidrolizar el ultimo
aminoacido del extremo carboxilo de los péptidos (carboxipeptidasas), o de hidrolizar

completamente los enlaces peptidicos entre aminoacidos (Garcia-Cano, 2013) (Figura 2).

Muramidasa
” ? \ Glucoamidasa

MurNAc —— GIcNAc ——| MurNAc —— GlcNAc

I\ e
L-Ala ‘g £

D-Glu D-Ala

| L-Lys | = L-Lys

- Gly
I Gly == Gly
ot e Gly PRY [
D-Ala = S D-Glu

Endopepidasa
= s |

GIcNAc = MurNAc ;—‘ GIlcNAC = MurNACc |

Figura 2. Estructura del péptidoglucano de S. aureus. Las flechas indican el tipo de enlace que
hidrolizan las PGH sobre la pared bacteriana (MurNac, N-acetilmuramico; GlcNAc, N-

acetilglucosamina) (Tomado de Garcia-Cano, 2013).

Lipasas

Las lipasas se definen como glicerol éster hidrolasas, las cuales hidrolizan enlaces de tipo éster
presentes en tri, di y monoacilgliceroles teniendo como producto final glicerol y acidos grasos
libres cuando se trata de una hidrdlisis total (Figura 3). El sustrato natural de las lipasas son
triacilgliceroles (TAG) de cadena larga, que tienen muy baja solubilidad en agua y su catalisis
sucede en una interfase aceite-agua, a diferencia de las carboxilesterasas que prefieren sustratos

solubles en agua y de cadena corta (Jiménez-Lopez, 2004).
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Las lipasas bacterianas se clasifican en mas de 50 carboxilesterasas, agrupandolas en 8 familias,
basandose en la homologia de su secuencia de aminoéacidos y sus propiedades bioldgicas (Zufiiga-

Rodriguez, 2004).

o]

[
Il R—C—OH -
CH,—O—C—R CH,—OH
. LIPASA ﬁ'
CH—O—C—R' *+ 3H;0 — R—C—0OH + CH—OH
1l =
CH,~O—C—R" R*—C—OH CHy—ON
Triacilglicerol Agua Acidos grasos Glicerol

Figura 3. Ejemplo de catalisis enzimatica de un triacilglicerol.

Las carboxilesterasas han sido estudiadas por ser altamente selectivas durante las reacciones de
sintesis de esteres y desacetilacion, ademas de ser muy estables en solventes organicos. Catalizan
otras reacciones no hidroliticas (reacciones de sintesis) debido a que son capaces de mantener su
actividad en medios no acuosos (Bermudez-Garcia, 2010). Las reacciones de sintesis que catalizan
las lipasas son tutiles en la formacion de ésteres a partir de diversos alcoholes (alcoholisis), acidos
grasos (acidolisis) y otros ésteres de acidos grasos. Sin embargo, este tipo de reacciones tiene como
factor limitante la eficiencia en la eliminacion del agua en el medio. Se pueden distinguir dos tipos
de reaccion: la transesterificacion e interesterificacion. La transesterificacion implica la
transferencia de un grupo acilo de un TAG a un alcohol o a un glicerol. En la interesterificacion el
grupo acilo se intercambia entre un triglicérido y un acido graso (acidolisis) o un éster de acido

graso a otro triglicérido (Jiménez-Lopez, 2004).

Proteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de cadenas polipeptidicas, se ha reportado
que poseen funciones en procesos bioquimicos y de regulacion con la finalidad de mantener el
equilibrio entre degradacion y sintesis de proteinas. Un ejemplo son las proteinas existentes en
productos carnicos: caseina y colageno, las cuales son hidrolizadas por BAL del género
Lactobacillus, que posteriormente son asimiladas como fuente de nitrogeno. (Vendramin-Alegre,

2013).
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Dependiendo del sitio donde actian, pueden dividirse en dos grupos: exopeptidasas y
endopeptidasas. Las exopeptidasas realizan la hidrdlisis de un solo aminodcido o dipeptido desde
el extremo N terminal (aminopeptidasas) o desde el extremo C terminal (carboxipeptidasas). Las
endopeptidasas o proteinasas hidrolizan enlaces polipeptidicos a lo largo de la cadena polipeptidica

(Figura 4).

NH5 X1 X2 X3 x4 COO"

Figura 4. Sitio de catalisis enzimatica de las proteasas. Exopeptidasas actian en la posicion N
termina 1 (2) o en la posicion C-terminal (3) del polipéptido. Las endopeptidasas hidrolizan enlaces

peptidicos internos de los polipéptidos (1). (Tomado de Gonzales y Robert-Baudouy, 1996).

Descarboxilasas

Las carboxi-liasas, también conocidas como descarboxilasas, son liasa carbono-carbono que
agregan o remueven grupos carboxilo a de los aminoécidos, generando aminas bidgenas, estas
enzimas también pueden catalizar la descarboxilaciéon de B-cetodcidos y a-cetodcidos. Por lo
general se nombran de acuerdo al sustrato de la reaccion de descarboxilacion que catalizan, por
ejemplo, la ornitina descarboxilasa cataliza la descarboxilacion de la ornitina para obtener

putrescina (Leuschner et al., 1998).

Multicobre oxidasas

Las multicobre oxidasas son un tipo de metaloenzimas oxidoreductasas que se encuentran
ampliamente distribuidas en plantas superiores, hongos, bacterias e insectos. Acoplan la oxidacion
de cuatro moléculas de sustrato con la reduccioén de una molécula de oxigeno a 2 moléculas de agua
usando como minimo cuatro atomos de cobre distribuidos en dos sitios activos (Solomon et al.,
2008). Estas proteinas conforman una gran familia de enzimas constituidas por lacasas,

ferroxidasas, ascorbato oxidasa y ceruloplasmina (Hoegger et al., 2006).

Los 4 atomos de cobre de las multicobre oxidasas se clasifican en: tipo 1, tipo 2 y tipo 3 de acuerdo

a las propiedades espectroscdpicas que presentan (Tabla 2) (Rodriguez y Toca, 2006).
13



Tabla 2. Clasificacion de los 4 atomos de cobre en las multicobre oxidasas (Tomado y modificado de

Rodriguez y Toca, 2006).

Tipo de Cu Atomos de Cu/molécula de proteina Absorcion UV-visible
Tipo 1 1 610 nm
Tipo 2 1 Indetectable
Tipo 3 2 330 nm

Las lacasas son enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas, estas catalizan la oxidacion de un
sustrato organico o inorganico y la reducciéon de oxigeno en agua. Principalmente sustratos
fenolicos como; ferrocianidas, anilinas, benzotioles y otros compuestos con potenciales redox
menores a 1V (Piscitelli, 2005). Su catalisis consiste en la reduccion del Cu?* tipo 1 debido a la
oxidacion del sustrato fendlico, el electron extraido es transferido internamente del Cu®* tipo 1 al
Cu?" tipo 3 a través de una cisteina y una histidina, finalmente se une un segundo sustrato (oxigeno
molecular) el cual acepta el electron transferido. Esta reaccion genera radicales que se pueden
rearreglar espontdneamente para promover la apertura de enlaces covalentes como: C-C, C-O y en

la apertura de anillos aromaticos (Kunamneni et al., 2007).

Amino oxidasas

Las amino oxidasas son un tipo de metaloenzimas que pertenecen a la familia de las
oxidoreductasas, presentan actividad sobre diaminas como la cadaverina, estas actiian sobre los
grupos CH-NH2 como donantes de electrones y con oxigeno como aceptor (Figura 5). Se clasifican
en; monoamino oxidasas, las cuales contienen cobre en su estructura. Las diamino oxidasas son
sensibles a la inhibicidn por reactivos con presencia de grupo carbonilo, tales como la
semicarbazida, estas poseen verdadera actividad histaminasa por lo que se diferencian de las

monoamino oxidasas (Haywood et al., 1981).
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5-aminopentanal

O M
Diamino oxidasa +
HNT"N"NH, + H,0 + 0, ——m > NH,*
Cadaverina ’
H20,

Figura 5. Catalisis de cadaverina mediante una diamino oxidasa.
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2. ANTECEDENTES

Biodiversidad microbiana de los productos carnicos curados-fermentados

La microbiota de los productos carnicos curados-fermentados ha sido caracterizada en distintas
regiones de Europa (Montel et al., 1991) y se ha comprobado que no existen diferencias
significativas entre los productos de diversos paises europeos a nivel de especies bacterianas, ya
que en general se han reportado bacterias acido lacticas como; Lactobacillus sakei, Lactobacillus
curvatus y Lactobacillus plantarum, asi como mohos y levaduras. Con respecto a los
microorganismos patdgenos que estan presentes en caso de malas practicas de manufactura son;
Salmonella spp. S. aureus, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Campylobacter spp., E. coli y Listeria monocytogenes, los cuales causan infecciones
e intoxicaciones (Soomro et al., 2002). Los microorganismos que provocan alteraciones en
productos carnicos fermentados, en su mayoria son psicrotrofos aerobios heterofermentativos
como: Leuconostoc, Weissella, Moraxella, entre otros, los cuales producen acidificacion,
formacion de exudados y abombamiento en productos empacados al vacio y atmosferas

modificadas (Hui et al., 2013).

Importancia de los microorganismos en la elaboracion de productos carnicos

En la industria carnica los microorganismos desempefian un papel decisivo en la elaboracion de
productos, ya que estdn implicados en la modificacion de textura, color y aroma, reduccion de
nitratos, acidificacion entre otros. Sin embargo, no todos los microorganismos presentes en las
materias primas contribuyen de manera benéfica, y algunos de ellos pueden producir atributos
indeseables. Una manera de obtener un producto de calidad consiste en utilizar microorganismos
seleccionados que influyen de manera benéfica, ademas de inhibir el desarrollo de la microbiota
acompanante que normalmente llega a la masa del embutido procedente de la materia prima o en
el transcurso de su fabricacion (Frey, 1983). Durante los ultimos afios la biotecnologia de alimentos

se ha involucrado en los procesos de elaboracion tanto tradicionales e industriales.

Se ha demostrado que las BAL contribuyen a la maduracion y deterioro de productos carnicos, ya

que presentan diferentes actividades metabolicas como: antimicrobiana, lipolitica, proteolitica,
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descarboxilasa y oxidasa, lo cual repercute directamente en la inocuidad y en propiedades
organolépticas, asi como la vida de anaquel del producto final. Por lo que es importante conocer

los metabolitos sintetizados por las BAL.

Actividad antimicrobiana

El efecto antimicrobiano de BAL contra otras bacterias se conoce desde hace muchos afios. En el
ser humano la microbiota nativa intestinal regula e inhibe el crecimiento de bacterias patdgenas
debido a los productos de la fermentacion, competencia por sustratos y sitios de colonizacion

(Fernandez-Escartin, 2000).

Durante la fermentacion y maduracion de productos, los nutrientes disponibles son consumidos y
se producen diversas moléculas de origen proteinico y orgéanico las cuales pueden presentar
actividad antimicrobiana y antagoénica. Esta interaccion entre microorganismos alterantes y BAL
es importante ya que determinard que bacterias son predominantes al final de la maduracion. Un
ejemplo es el chorizo tipo espafiol ya que la microbiota inicial de BAL es baja y se presentan
microorganismos alterantes (Leuconostoc, Weissella y Pseudomonas) y patogenos (S. aureus, L.
monocytogenes y E. coli). Una vez concluida la maduracion las BAL son las predominantes (Hui
etal., 2013).

Otro ejemplo, es la actividad antimicrobiana descrita en Pediococcus acidilactici ATCC 8042
contra microorganismos patoégenos como S. aureus, E. coli y L. monocytogenes. Este
microorganismo (P. acidilactici) fue aislado de un producto madurado tipo salami y se ha reportado
que la actividad antimicrobiana observada se debe principalmente a la produccién de PGH (Garcia-

Cano et al., 2011).

El género Lactobacillus es uno de los mas estudiados y empleados como cultivos iniciadores por
sus propiedades metabolicas y probioticas (Gutiérrez-Ramirez et al., 2005). En condiciones
Optimas genera metabolitos con actividad antimicrobiana como; 4cidos organicos, perdxido y
péptidos. Presenta efecto antagénico contra microorganismos patogenos como Salmonella, L.

monocytogenes y E. coli (Scolari y Vescovo, 2004).

Enterococcus es un género bacteriano el cual ha tenido mucho interés con respecto a su actividad

antimicrobiana, basicamente por la produccion de bacteriocinas (enterocinas), teniendo efecto
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inhibitorio considerable contra microorganismos indicadores como; Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Bacillus spp. y Clostridium spp.
Aunque en la actualidad el uso de Enterococcus como cultivo iniciador es cuestionado por tratarse

de una bacteria entérica (Hwanhlem et al., 2017).

Actividad lipolitica

La presencia de lipasas favorece la hidrolisis selectiva de TAG y por ende la liberacion de acidos
grasos y compuestos volatiles, repercutiendo notablemente en el aroma del producto, esta actividad
se atribuye principalmente a bacterias del género Staphyloccocus y Lactobacillus, las cuales
pueden crecer en medios con concentraciones altas de NaCl. Lo mas importante es que pueden
seguir produciendo lipasas en condiciones anaerobias (Torres et al., 2014). Las lipasas son
importantes en etapas de fermentacion de alimentos como en la maduracién del chorizo tipo
espafiol, ya que en el interior la disminucién de oxigeno es considerable y la cantidad de sales
favorecen a que los microorganismos produzcan lipasas. Se ha demostrado que dichas enzimas
tienen actividad aun en condiciones salinas (Schreck y Grunden, 2004) y los géneros
Staphylococcus y Kocuria producen mayor cantidad de lipasas y proteasas en dichas condiciones
(Comi et al., 1992).

La lipdlisis es iniciada durante la fermentacion y contintia en la maduracion. Ademas, los acidos
grasos libres que son producto de la hidrélisis de TAG sufren reacciones oxidativas que conducen
a la aparicion de compuestos volatiles y no volatiles, repercutiendo principalmente en el aroma y

sabor del producto (Demeyer et al., 1986).

Actividad proteolitica

Las enzimas proteoliticas hidrolizan los enlaces peptidicos de las proteinas de la carne con distinto
grado de intensidad y selectividad, se ha reportado que existen microorganismos que proliferan a
bajas temperaturas, en especial las bacterias Gram-negativas, ya que pueden actuar sobre proteinas
miofibrilares, presentando actividad proteolitica. En el caso del género de Clostridium se ha
reportado que son los productores mas eficientes de colagenasas, por lo que presentan actividad

proteolitica hacia el colageno (Hui et al., 2013).
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La protedlisis inicia con la accion de exopeptidasas tanto endogenas como de origen microbiano,
liberando péptidos y aminoacidos (Demeyer et al., 1986). La fraccion de nitrogeno no proteinico
se enriquece con el amoniaco proveniente del metabolismo microbiano de aminodcidos,
provocando un ligero aumento del pH. Este incremento de nitrégeno no proteinico y de
aminoacidos libres contribuyen al sabor, aroma y textura, asi como la pérdida de agua (Demeyer

etal., 1992).

Las BAL productoras de exopeptidasas son: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus curvatus, Pediococcus pentosaceus y Pediococcus acidilactici. Se ha reportado el
uso de cepas de Pediococcus pentosaceus como cultivo iniciador en la produccion de quesos debido
a que contribuye en la maduracion, asi como en la produccion de aromas y sabores ya que presenta
actividad de aminopeptidasa, proteasa intracelular, dipeptidasa, dipeptidil aminopeptidasa y amino

peptidasa (Contreras-Cruz, 2013).

Actividad descarboxilasa

Durante la maduracion, los productos de hidrolisis proteinica (péptidos de bajo peso molecular y
aminodcidos), participan en reacciones de descarboxilacién y desaminacion, generando aminas y
acidos organicos, respectivamente, que pueden reaccionar y generar otros compuestos volatiles,
que participan en atributos sensoriales como sabor y aroma caracteristico del producto fermentado

(Hui et al., 2013).

Se ha reportado que estos compuestos nitrogenados producidos por la actividad aminoécido
descarboxilasa de los microorganismos ocasionan trastornos como la intoxicacién histaminica,
crisis hipertensivas y migrafias en individuos sensibles (Brink et al., 1990). En los embutidos
fermentados la acidifacion favorece la sintesis y actividad descarboxilasa, tanto de la microbiota

responsable de la fermentacion y de los microorganismos alterantes (Triki et al., 2012).

En general, la actividad aminodcido descarboxilasa en productos carnicos se atribuye
principalmente a los géneros: Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Photobacterium,
Staphylococcus, Micrococcus, Kocuria, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella

y Shigella (Marino et al., 2000). Ademas, las BAL pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
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Enterococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus y Lactococcus también son capaces de

descarboxilar uno o mas aminoacidos libres (Galgano et al., 2009).

En productos frescos no madurados y carnes, las enterobacterias han sido identificadas como las
principales productoras de cadaverina e histamina (Bover-Cid et al., 2009). Los mesofilos aerobios
y el género Pseudomonas son los principales microorganismos productores de putrescina. Con
respecto a la tiramina, se ha reportado que los principales productores son Carnobacterium
divergens, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum, Bronchothrix thermosphacta,
Pseudomonas y E. coli. Cabe destacar al género Lactobacillus, ya que son las BAL presentes en
productos fermentados que presentan mayor contenido de aminas bidgenas, principalmente la

tiramina (De las Rivas et al., 2008).

Actividad multicobre-oxidasa (MCO) y amino-oxidasa (AOX)

Debido a la problematica existente de la formacion de aminas bidogenas en distintos alimentos
fermentados como vinos, quesos, lacteos, cdrnicos, etc., la industria alimentaria junto con la
biotecnologia han buscado alternativas de emplear microorganismos que presenten actividad MCO
y AOX para el disefio de cultivos iniciadores que favorezcan la reduccion de estos compuestos

nitrogenados, de los cuales depende la calidad e inocuidad de un producto alimenticio.

En la industria vinicola se han investigado consorcios de L. plantarum y P. acidilactici, las cuales
han sido identificadas como MCO positivo, estas cupro-proteinas son eficientes al reducir aminas
bidgenas en vinos ya que degradan el 41% de putrescina durante una semana de fermentacion

(Callején et al., 2013).

En la produccién y maduracion de salchichas fermentadas se ha estudiado el efecto de adicionar
cultivos iniciadores que contienen bacterias como S. xylosus y L. plantarum. Una vez concluida la
etapa de maduracion se detectd una reduccion de tiramina (21%), histamina (25%) y cadaverina
(22%) en comparacion con el control (Chong et al., 2015). Especies bacterianas como;
Staphylococcus carnosus, Brevibacterium linens y Micrococcus varians han sido estudiadas por

su actividad AOX para degradacion de histamina y tiramina (Leuschner et al., 1998).

En el grupo de trabajo del laboratorio S-132 de la Universidad Auténoma Metropolitana, Campus

Iztapalapa se han aislado distintas BAL procedentes de diversos productos carnicos (chorizo tipo
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espaiol, peperoni, jamoén y salchicha) y que hasta el momento no han sido identificadas. De igual
manera no se ha evaluado el potencial biotecnoldgico que pueden llegar a presentar estas cepas
aisladas. Por lo tanto, este proyecto pretende identificar molecularmente cada una de las BAL
aisladas y detectar la posible actividad enzimatica en diferentes niveles celulares; extracelular,
intracelular y restos de membrana. En estudios recientes, se ha demostrado que los sistemas
proteoliticos por parte de las BAL difieren en los distintos niveles celulares, esto se debe a la
presencia de enzimas que se caracterizan por tener distinto peso molecular y condiciones de
catalisis ante ciertos macrocomponentes (proteinas, grasas, etc.) que existen en los productos
carnicos madurados y/o fermentados (Tabla 3), por ello es de suma importancia evaluar las
actividades antes mencionadas con la finalidad de localizar actividad enzimatica con interés

biotecnoldgico.

Tabla 3. Uso y aplicacion de BAL en alimentos
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Microorganismo Extracto Uso en Condiciones Actividad

alimentos enzimatica
L. curvatus, L. Células Salchichas 40 dias de Inhibicion de
sakei (Fadda et enteras y fermentadas  maduracion ~ bacterias patogenas
al., 1999; Scolari sobrenadantes y secado a al final de la
y Vescovo, 2004) T(25°C) maduracion
S. xylosus y L. Células Salchichas 38 diasde  Formacioén de acidos
plantarum enteras fermentadas  maduracion grasos libres por
(Casaburi et al., y secadoa  hidrolisis de TAG al
2007) T(25°C) inicio de maduracion
L. curvatus y L.  Sobrenadantes Extractos 96 h de Hidrdlisis inicial de
sakei (Sanz et miofibrilares  incubacion proteinas
al., 1999) a T(37°C) miofibrilares que

generan péptidos

Enterococcus, Células Embutidos 24 h de Descarboxilacion de
Lactococcus 'y enteras contaminados incubacion a lisina e histidina
Pediococcus por AB 25°C
(Galgano et al.,
2009)
L. plantarumy  Sobrenadante Vinos 24 hde Multicobre oxidasa y
P. acidilactici incubacion a Amino oxidasa
(Callejoén et al., T(28°C)
2013)
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3. HIPOTESIS

Si las BAL existentes de distintos productos carnicos poseen efecto antimicrobiano y actividad
enzimatica (lipolitica, proteolitica, descarboxilasa y oxidasa), entonces podremos emplear sustratos
especificos para deteccion y localizacion de las actividades enzimaticas de los distintos géneros de

BAL previamente identificados.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las diferentes actividades enzimaticas a nivel intracelular (citosol), extracelular (extracto
crudo libre de células) y de los restos de membrana de 18 cepas que fueron aisladas de distintos

productos carnicos.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar las dieciocho BAL aisladas de distintos productos carnicos mediante la
amplificacion del gen 16S del ADNTr.

e Detectar la actividad antimicrobiana y la posible actividad lipolitica, proteolitica,
descarboxilasa y oxidasa de las cepas.

e Localizar actividades enzimaticas en las fracciones extracelular, intracelular y en restos de

membrana.
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5. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
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6. METODOLOGIA

Cultivo de cepas aisladas. Las BAL utilizadas en esta investigacion fueron aisladas por el grupo
de trabajo a partir de diferentes productos carnicos. La reactivacion de las cepas se realizé en medio
CGB (Caldo Caseina-Glucosa) al 1.0 %, incubando 12 h a 37°C en condiciones estaticas (Craft,
IFA-1400 ID, Ciudad de México, México).

Identificacion de microorganismos aislados. De los cultivos se tomaron alicuotas y se realizo
la extraccion de ADN gendmico utilizando el kit Wizard® Genomic DNA purification (Promega,
Wisconsin, Estados Unidos). El ADN extraido se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 1.0%
para verificar la integridad del mismo. Este ADN se utilizé como templado para llevar a cabo la
reaccion de PCR para la amplificacion del gen 16S del ADNr (Garcia-Cano et al., 2014).
Finalmente, el producto obtenido de la reaccion fue enviado a los laboratorios de Macrogen Inc.
en Corea, para su secuenciacion y posterior identificacion por medio de un alineamiento en una

base de datos especifica (NCBI-BLAST).

Obtencidn de las fracciones de estudio. Con la intencion de conocer la localizacion celular de
las actividades enzimdticas, se trabajo con: (a) extracto crudo libre de células (proteinas
extracelulares), (b) citosol (proteinas intracelulares) y (c) restos de membrana (proteinas de
membrana). Para obtener dichas fracciones, los cultivos se centrifugaron a 7,500 rpm durante 15

min a 4°C (Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania) para separar las células del sobrenadante.

El extracto crudo libre de células se obtuvo neutralizando el sobrenadante con NaOH al 0.1% y fue
esterilizado por filtracion a través de membranas con un diametro de poro de 0.45 um (Merck-
Millipore, Missouri, Estados Unidos), acorde con Garcia-Cano et al., (2011). Para la determinacion
de actividad antimicrobiana por parte de peptidoglucano hidrolasas el extracto crudo libre de

células fue liofilizado (Labconco Freezone 2.5, Montreal, Canada).

Por otra parte, las células se lavaron dos veces con 2 ml de agua destilada estéril, una vez lavado
el pellet celular, se prepard una suspension con una densidad optica a 600nm (DOeoonm) 3.0-3.5, la
cual fue sometida a sonicacion por 20 ciclos de 5 s de sonicacion y 5 s de descanso (Fischer-

Scientific 550, Pittsburg, Pennsylvania, USA). Posteriormente, la suspension celular se centrifugd
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a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C (Eppendorf 5415R, Hamburgo, Alemania) para separar el

citosol de los restos de membrana (Garcia-Cano et al., 2011).

Cuantificacion de proteina. Una vez obtenidas las fracciones correspondientes, se cuantifico
proteina por el método de Bradford (1976) empleando un kit comercial (Bio-Rad, California,
Estados Unidos) y utilizando como referencia albumina bovina sérica (BSA, Bio-Rad). Se utiliz6
un lector de placas para medir la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm (BioTek Synergy

HT, Winooski, Vermont, Estados Unidos).

Determinacion de perfil proteinico en SDS-PAGE. Para determinar el perfil proteinico de
las fracciones de estudio se llevo a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en el

gel separador y 5% en el gel concentrador en condiciones desnaturalizantes empleando dodecyl-

sulfato de sodio (SDS, Bio-Rad) al 10% (Manual Bio-Rad).

Se ajust6 la concentracion de proteina de las tres fracciones (extracto crudo libre de células, citosol
y restos de membrana) para obtener 35 pg de proteina final en el gel. Se tomd una alicuota de 30
ul de extracto enzimatico y 10 pl de buffer de carga (Tris-HCl 50 mM pH 6.8, 2% SDS, 10%
glicerol y 0.1% de azul de bromofenol). Posteriormente, se tomo una alicuota de 35 pl de la mezcla
anterior para cargar el gel, el cual se corridé durante 1 h y 30 min a 120V. Una vez concluida la
electroforesis, el gel se lavo dos veces con agua destilada con agitacidon suave durante 30 min., se
tifio con azul de Coomassie (0.1% Coomassie R-250, 45% metanol, 10% de 4cido acético glacial
y 45% agua destilada v/v) durante 12 h en agitacion suave y finalmente el gel se sumergié en
solucion destefiidora (10% metanol, 10% acido acético glacial y 80% agua destilada v/v)
(Contreras-Cruz, 2013). El peso molecular de las bandas de proteina fue determinado por la

comparacion con marcadores de alto peso molecular (Bio-Rad).

Estudio de las actividades enzimaticas

Actividad antimicrobiana

Difusion de agar. Para determinar el efecto antibacteriano in vitro se realizaron ensayos de difusion
de agar contra microorganismos deteriorantes (Weissella viridescens, Leuconostoc mesenteroides),
patdgenos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua y Salmonella typhimurium)

y exudados de productos (salchicha y salami). Los microorganismos deteriorantes y patdogenos
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fueron crecidos en CGB al 0.1% de inoculo en condiciones estaticas por 12 h a 37°C. Los exudados
se obtuvieron tomando una alicuota a partir de productos que presentaran signos de deterioro como;

viscosidad, abombamiento y acidificacion.

Se empleo la técnica descrita por Garcia-Cano en 2013 con algunas modificaciones. En la caja Petri
se colocaron 15 ml de agar TSB al 1.5%, se dejo solidificar a temperatura ambiente durante 1 h,
posteriormente a la caja se le adicionaron 10 ml de agar MRS al 0.8% con 0.02% de inoculo de
microorganismos deteriorantes y patogenos. Para el caso de los exudados se efectud una dilucion
de 10", Con una pipeta Pasteur se hicieron pozos sobre la doble capa de agar, a los cuales se les
adicion6 50 pl de extracto crudo libre de células, finalmente las cajas se incubaron 24 h a 37°C. Se
tomod como positiva la prueba cuando se formé un halo de inhibicién alrededor de los pozos, el

cual se correlacion6 con la concentracion de proteina cargada en cada pozo.

Pruebas antagonicas. Se determind la actividad antagénica mediante la técnica descrita por
Guzman-Trampe en 2012, con algunas modificaciones. Se prepararon cajas Petri de agar TSB al
1.5%, y se hicieron estrias verticales de las cepas en estudio con ayuda de un hisopo estéril,
posteriormente se incubaron 12 h a 37°C. Transcurrido el tiempo de incubacion se hicieron estrias
perpendiculares de los exudados y microorganismos a inhibir (patdégenos y deteriorantes) con
respecto a la estria vertical, teniendo cuidado de no tocarla con el hisopo, pero quedando muy cerca.
Finalmente se incubaron nuevamente durante 12 h. La actividad antagonica es positiva si en las

estrias de los microorganismos se observa inhibicion en el crecimiento.

Deteccion de actividad litica por zimografia. Para determinar la actividad litica se hicieron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% con 0.2 % (m/v) de células liofilizadas de Micrococcus
lysodeikticus (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) (Garcia-Cano et al., 2014). Una vez
efectuada la electroforesis, el gel se lavo tres veces con agua destilada con agitacion suave durante
30 min, posteriormente el gel se coloco en una soluciéon amortiguadora renaturalizante de Tris-HCl
100 mM con Tritén X-100 al 1.0 % pH 8.0; se incubd 12 h a 37°C. Finalmente, el gel se lavo
nuevamente con agua destilada y se tiflo con una solucion de azul de metileno (0.01% azul de
metileno, 0.001% KOH) por un lapso de 15 min. La actividad litica contra M. lysodeikticus es

positiva si las bandas son translucidas.
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Actividad N-acetilmuramoil-L-alanina-amidasa. Se determind utilizando como sustrato L-
alanina-p-nitroanilina hidroclorada (Sigma-Aldrich), el cual, al ser hidrolizado por la enzima se
obtienen como productos L-alanina y p-nitroanilina, la cual es un cromoféro de color amarillo que

es cuantificable a 390 nm (Yoke-Ming et al., 2015).

En una microplaca se colocaron 50 pl de muestra (suspension de células y extracto crudo libre de
células), 10 pl de una solucion 1.5 mg/ml de L-alanina-p-nitroalinida hidroclorada y 50 ul de
solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.6. Posteriormente se incubo la reaccion durante 30 min a
37°C, finalmente se midi6 la absorbancia a 390 nm en el lector de microplacas. Una unidad se
define como: la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1.0 pmol de L-alanina-p-nitroalanina
para obtener 1.0 pmol de p-nitroalanina en 1 min a pH 7.6 a una temperatura de 37°C.
Adicionalmente se emplearon dos controles negativos; lisozima y lisostafina a una concentracion

de 1.0 mg/ml.

Actividad N-acetilglucosaminidasa. Se determiné la actividad de PGH utilizando como sustrato
4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosamina (Sigma-Aldrich), el cual, al ser hidrolizado por la enzima
libera p-Nitrofenol y N-acetil-B-D-glucosaminida. El p-Nitrofenol en medio basico forma el ion p-
nitrofenolato, el cual es de color amarillo y este puede ser medido espectrofotométricamente a 405

nm (Garcia-Cano et al., 2015).

En una microplaca se colocaron 10 pl de una solucién de 1.5 mg/ml de 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-
glucosamina, 50 ul de muestra (suspension de células y extracto crudo libre de células) y 40 ul de
solucion amortiguadora de citrato de sodio 100 mM pH 4.8. Posteriormente se incub6 la reaccion
a durante 40 min a 37°C, finalmente se detuvo la reaccion agregando 100 pl de una solucion de
carbonato de sodio 140 mM y se midi6 la absorbancia a 405 nm en el lector de microplacas. Una
unidad se define como: la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 1 umol de 4-nitrofenil N-
acetil-B-D-glucosaminida a p-nitrofenol y N-acetilp-D-glucosaminida en 1 min a pH 4.8 a una
temperatura de 37°C. Adicionalmente se empled como control positivo B-N-acetilglucoamidasa
(Canavalia ensiformis, Sigma-Aldrich) en una concentracion de 10 pg/ml 'y como control negativo

a la lisozima 10 pg/ml.
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Actividad lipolitica

Actividad lipolitica utilizando tributirina al 1.0%. En una caja Petri se colocaron 20 ml de agar
cuenta estandar (Bioxon, Nueva Jersey, Estados Unidos) adicionado con tributirina (Sigma-
Aldrich) al 1.0%. Una vez solidificado se hicieron pozos con una pipeta Pasteur estéril y se
colocaron 40 pl de muestra (cultivo, suspension de células y extracto crudo libre de células),
finalmente las placas se incubaron 48 h para su revelado. Una zona clara alrededor del pozo indicé
actividad positiva (Bermudez-Garcia, 2010). Se empled como control positivo Bacillus pumilus

GMA1 (cepa proporcionada por la Dra. Pefia, Facultad de Quimica, UNAM).

Deteccion de actividad lipolitica por zimografia empleando a-NA (acetato de a-naftilo). Se
determind en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Una vez terminada
la electroforesis, el gel se lavo con un amortiguador de fosfato de sodio 0.05 M pH 7.2 y se incubd
en un amortiguador de fosfato 0.05 M renaturalizante con 0.5% de Triton X-100 durante 12 h,
posteriormente se lavaron los geles con agua destilada 3 veces durante 10 min. Finalmente se
agregd una solucion de a-NA durante 30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo, se agregd una
solucion de FR (Fast-Red, Sigma-Aldrich) con la cual se reveld la actividad enzimatica como una
banda de color marron. El gel se guard6 en una solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.05 M

pH 7.2 durante 12 h a 4°C para seguir desarrollando la coloracién marréon (Bermudez-Garcia,

2010).

Deteccion de actividad lipolitica por espectrofotometria empleando p-NFA (acetato de para-
nitrofenilo). Se determindé empleando p-NFA como sustrato, ya que al presentar hidrélisis por
medio de lipasas el p-NFA genera p-nitrofenol, el cual en condiciones alcalinas produce el i6n p-
nitrofenolato el cual puede cuantificarse a una absorbancia de 410 nm presentando un color
amarillo. En esta técnica se empled una curva patron de p-Nitrofenol, partiendo de una solucion

stock de 40 pg/ml en un intervalo de 0-32 pg/ml.

En una microplaca se colocaron 50 pl de solucion A, 10 ul de muestra (suspension de células y
extracto crudo libre de células), 115 pl de solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.2. Se
midid la absorbancia inicial (to min) a 410 nm, posteriormente se incub6 la reaccion durante 1 h a
37°C, transcurrido el tiempo se agregd 50 pl de una solucion 0.4 N de Na2COs pH 8.5, la reaccion

se agitd durante 1 min, finamente se midi6 la absorbancia final (t60 min) @ 410 nm (Zufiga-
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Rodriguez, 2004). Una unidad se define como la cantidad necesaria de enzima para hidrolizar
lumol de p-NFA en | min a pH 7.2 a una temperatura de 37°C. Adicionalmente se empled como
control positivo una solucion de lipasa porcina pancreatica (Sigma-Aldrich) a una concentracion

de 15 mg/ml.

Con la finalidad de descartar el color del extracto crudo libre de células, se emple6 un blanco el

cual consistio en 190 pl de amortiguador y 10 pl de extracto.

Soluciéon A: 18 mg de p-NFA/ml en metanol, tomar una alicuota de solucion anterior y llegar a

marca de aforo de 10 ml en solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.2 (protocolo tomado

de Sigma-Aldrich N8130).

Actividad proteolitica

Actividad proteolitica empleando caseina. En una caja Petri se agregaron 20 ml de agar skim milk
(Difco, Nueva Jersey, Estados Unidos) al 1.0%. Una vez que solidifico el medio se hicieron pozos
con una pipeta Pasteur estéril y se colocaron 40 ul de muestra (cultivo, suspension de células y el
extracto crudo libre de células), finalmente las placas se incubaron 48 h para su revelado. Una zona
clara alrededor del pozo indico actividad positiva. Se empled como control positivo a Bacillus

pumilus GMAI1.

Deteccion de actividad proteolitica por zimografia empleando gelatina. Se realizaron geles de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes adicionado con gelatina al 0.1%. Una vez
efectuada la electroforesis, el gel se lavd dos veces con agua destilada por 30 min en una solucion
de Triton X-100 2.5%. Posteriormente se incubd 12 h a 37°C en una solucion amortiguadora
renaturalizante que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7.6 en agitacion suave. Finalmente, el gel se tifio
con azul de Coomassie R-250 y se destifio con una solucion (10% metanol, 10% acido acético
glacial y 80% agua destilada). La actividad proteolitica es positiva cuando se forma una zona clara

en contra de un fondo azul (Casales-Cabrera, 2012).

Deteccion de actividad proteolitica por espectrofotometria empleando gelatina
succinilada. Se determin6 empleando gelatina, la cual fue succinilada (con anhidrido succinico)
en una concentracion de 200 pg/ml. La gelatina succinilada se prepard disolviendo 200 mg de

gelatina (Merck) en 10 ml de una soluciéon amortiguadora de borato de sodio 50 mM a pH 8.5,
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posteriormente se adiciono lentamente la misma cantidad de anhidrido succinico manteniendo el

pH entre 8.0-8.5 con una solucién al 0.1% de NaOH (Casales-Cabrera, 2012).

La solucion anterior se coloco en una membrana de dialisis Spectra/Por7 (Spectrumlabs, California,
USA) de 1 kDa, una vez cerrada la membrana, se coloco en una solucion amortiguadora de boratos
la cual se mantuvo en agitacion constante 12 h a temperatura ambiente. Concluida la dialisis, la
gelatina succinilada se almacend en un tubo de plastico a 4°C (Baragi et al., 2000). Finalmente se

realizd la cuantificacion de proteina por el método de Bradford.

En una microplaca se afiadieron 175 ul de gelatina succinilada y 50 pl de muestra (extracto crudo
libre de células, citosol y restos de membrana), se incubd la reaccion durante 30 min a 37°C,
posteriormente se agregaron 75 ul de 2, 4, 6-TNBS (4cido 2,4,6-Trinitrobenzelsulfonico, Sigma-
Aldrich) al 0.03%. Finalmente se determind la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm en
el lector de placas (Casales-Cabrera, 2012). Adicionalmente se empled como control positivo 10
ul de una solucidn de tripsina con una concentracion de 10 pg/ml, 40 pl de solucion amortiguadora
de boratos y 175 pl de gelatina succinilada. Finalmente se midi6 la absorbancia en las mismas

condiciones.

Actividad aminoacido descarboxilasa

Deteccion de actividad aminodcido descarboxilasa en caldo diferencial. En tubos de plastico de
1.5 ml se adicionaron 900 pl de medio Moeller descarboxilasa base (Merck) y 100 ul de inoculo.
Los tubos se incubaron 12 h a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo, en otros tubos se adicionaron
100 pl del cultivo fresco base y 900 ul de medio base adicionado con los siguientes L-aminoacidos;
arginina, ornitina, tirosina, histidina y lisina en una concentracion del 1.0% cada uno. Finalmente,
los tubos se incubaron 12 h a 37°C. Se considera la actividad aminoacido descarboxilasa positiva
cuando el medio presenta un vire de color ptrpura o violeta, el resultado es negativo cuando el vire
es de color amarillo. Se emple6 como microorganismo control a Morganella morganii

(Universidad Autonoma Metropolitana, Campus Iztapalapa).
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Actividad oxidasa

Obtencion de las fracciones de estudio. Se prepard un medio MRS-modificado como se describe
a continuacion: se adiciond L-cisteina 0.5 g/L, histamina, tiramina y putrescina en una
concentracion de 10 mg/L respectivamente (Callejon et al., 2014). Se inocularon las cepas de
estudio en dicho medio y se incubaron a 28°C durante 12 h en condiciones estaticas, posteriormente
el extracto crudo libre de células se obtuvo por centrifugacion a 8,500 rpm por 15 min a 4°C y se
ajustd el pH a 7.0, se esterilizo por filtracion con membrana de 0.45um. La fraccion celular se
obtuvo lavando dos veces el pellet celular con 2.0 ml de agua estéril, finalmente se ajustd la

DO6s00nm 3.0-3.5.

Deteccion de actividad MCO por zimografia empleando 2,6 DMP (2,6 Dimetoxifenol). Se
realizaron geles de poliacrilamida al 10% en condiciones nativas. Una vez efectuada la
electroforesis el gel se coloco en una solucién amortiguadora de acetato de sodio 100 mM pH 4.0
con 10 mM de 2,6 DMP (Sigma-Aldrich) durante 5 min a temperatura ambiente en agitacion suave,
posteriormente la solucion fue descartada y se agregd una nueva soluciéon amortiguadora
acondicionada con 1 mM de sulfato de cobre. Se considera la actividad MCO positiva cuando se

forma una banda de color amarrillo-naranja (Callejon et al., 2014).

Deteccion de actividad MCO por espectrofotometria. En una microplaca se agregaron 167 ul de
muestra (suspension de células y extracto crudo libre de células), 333 ul de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.2 y una solucién amortiguadora de fosfatos adicionada con 75 mM de 2,6
DMP (Callejon et al., 2013). Posteriormente se incubd la reaccion durante 1 h a 37°C. Finalmente
se midiod la absorbancia a una longitud de onda de 470 nm en el lector de placas. Para la deteccion
de actividad en suspension de células la reaccion se centrifugoé durante 1 min a 14,000 rpm con la
finalidad de descartar la densidad optica de las células, por ultimé se midi6 la absorbancia. Una
unidad se define como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de 2,6 DMP en 2 h a
una temperatura de 37°C. Adicionalmente se empled como control positivo una lacasa de
Myceliophthora thermophila (Lopez-Cruz et al., 2006) (Enzima proporcionada por el Dr. Lopez

Cruz, Universidad Autonoma Metropolitana, Campus Iztapalapa).
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Deteccion de actividad AOX por zimografia empleando 3,3 DAB (3,3 Diaminobenzidina). Se
realizaron geles de poliacrilamida al 10% en condiciones nativas. Una vez efectuada la
electroforesis el gel se colocd en una solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.4
acondicionada con 1 mM de histamina, tiramina y putrescina durante 15 min a temperatura
ambiente, posteriormente la solucién amortiguadora fue descartada y se adiciondé una nueva
solucién amortiguadora acondicionada con 1000 U/L de horseadish peroxidasa tipo IV y 0.25 mM
de 3,3 DAB (Sigma-Aldrich). Se considera la actividad AOX positiva cuando se forma una banda
de color cafe (Callejon et al., 2014).

Deteccion de actividad AOX por espectrofotometria. En una microplaca se agregaron 450 pl de
muestra (extracto crudo libre de células y células) por separado, 100 pl de solucion amortiguadora
de fosfato 50 mM pH 7.2 con histamina, tiramina y putrescina 10 mM, posteriormente se incubo
la mezcla durante 30 min a 37 °C, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se adicionaron 50
ul de una solucién amortiguadora de fostatos 50 mM que contiene 1000 U/L de horseadish
peroxidasa tipo IV y 0.50 mM 3,3 DAB (Callejon et al., 2014) la mezcla se incubd durante 2 h a
37°C. Finalmente se midio la absorbancia a 460 nm. Para la deteccion de actividad en suspension
de células, previamente la reaccion se centrifugd durante 1 min a 14,000 rpm con la finalidad de
descartar la densidad optica de las células, por ultimo se midi6 la absorbancia. Una unidad se define
como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pumol de 3,3 DAB en 2 h a 37°C.

Adicionalmente se empled una amino oxidasa de cerdo (Sigma-Aldrich) como control positivo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de microorganismos aislados. En la Tabla 4 se muestran las 18 cepas aisladas de productos carnicos por parte del grupo

de trabajo, las cuales fueron identificadas con un porcentaje mayor al 98%. Se identificaron géneros como; Lactobacillus, Pediococcus,

Enterococcus y Weissella. Las cepas E. faecium MXVK 29, E. faecium UAMI-3 y P. acidilactici MXVK 133 se identificaron

previamente en el laboratorio S-132 de la UAM-Iztapalapa y fueron consideradas en este estudio para la evaluacion de las actividades

enzimaticas.
Tabla 4. Identificacion de microorganismos de diversos productos carnicos
Numero Fuente Nombre del microorganismo Morfologia Produccion % de Nomenclatura
de cepa * de gas** identidad*** asignada
aislada
1 JP Lactobacillus sakei Bacilos + 100 UAM-MGJP1
2 S Lactobacillus curvatus Bacilos - 98 UAM-MGSI1
3 S Enterococcus faecium Cocos - 100 UAM-MGSI1
4 S Weissella viridescens Cocos en racimos + 100 UAM-MGSI
5 CE Lactobacillus sakei Bacilos + 99 UAM-MGCEI
6 S Weissella viridescens Cocos en racimos + 100 UAM-MGS2
7 JP Weissella viridescens Cocos en racimos + 100 UAM-MGJP1
8 S Weissella viridescens Cocos en racimos + 100 UAM-MGS3
9 JP Weissella viridescens Cocos en racimos + 100 UAM-MGJP2
10 UAM-I Enterococcus faecium MXVK 29 Cocos - PI UAM-MXVK29
11 CE Pediococcus acidilactici Cocos - 100 UAM-MGCEI1
12 CE Pediococcus lolii Cocos - 100 UAM-MGCEI1
13 UAM-I Enterococcus faecium UAMI-3 Cocos - PI UAM-I3
14 P Pediococcus lolii Cocos - 100 UAM-MGPI1

34



15 CE Pediococcus acidilactici Cocos - 99 UAM-MGCE1

16 P Pediococcus acidilactici Cocos - 100 UAM-MGP1
17 P Pediococcus acidilactici Cocos - 100 UAM-MGP2
18 UAM-I Pediococcus acidilactici MXVK 133 Cocos - PI UAM-MXVK133

*Fuente de aislamiento: Jamon picado (JP), Salchicha (S), Chorizo tipo espafiol (CE), Peperoni (P), Coleccion UAM-I lab. S-132(UAM-I). **Produccién de gas:
positivo (+), negativo (-).***% de identidad. Previamente identificado (PI).

De los microorganismos aislados de distintos productos carnicos, se identificaron 18 cepas, de las cuales; dos corresponden a L. sakei,
una L. curvatus, tres a E. faecium, cinco a W. viridescens, cinco a P. acidilactici y dos a P. lolii (Tabla 4). Cabe mencionar que los
resultados de identificacion presentaron un %de identidad mayor al 98%, lo cual nos indica que el valor de expectancia para cada
identificacion es cercano a cero, por tanto los resultados son confiables. Una vez identificadas las cepas de estudio fueron evaluadas para

su deteccion y localizacion de actividad enzimatica.
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Perfil proteinico en SDS-PAGE. Una vez obtenidas las fracciones de estudio y determinada la
concentracion de proteina se realizaron geles al 10% de acrilamida con SDS, para obtener el perfil
proteinico. La cantidad de proteina en cada carril se homologé a 35 pug de proteina total por pozo.
En la Figura 7 se muestra el perfil de proteinas de cada fraccion, el cual es distinto para cada
microorganismo, lo que indica la diversidad de proteinas en los diferentes niveles celulares (Tabla

5).
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Figura. 7. Perfil proteinico de las fracciones de estudio. Carril 1, marcador de peso molecular alto; carril 2,
L. sakei; carril 3, P. lolii; carril 4, E. faecium UAMI-3; carril 5, W. viridescens; carril 6, E. faecium MXVK
29; carril 7, P. acidilactici; carril 8, P. acidilactici MXVK 133.

Deteccion y localizacion de actividad enzimatica

Lactobacillus

Actividad antimicrobiana

Se identificaron las siguientes BAL pertenecientes al género Lactobacillus: Lactobacillus sakei (1.
UAM-MGIJP1 y 5. UAM-MGCELI) y Lactobacillus curvatus (2. UAM-MGSI1). L. sakei presento
actividad antimicrobiana contra todos los microorganismos patdgenos; con respecto a los
microorganismos deteriorantes solo presentd actividad contra L. mesenteroides y bacterias
presentes en exudados de salami. Para el caso de L. curvatus, se report6 actividad antimicrobiana
contra todos los microorganismos indicadores (patogenos y deteriorantes) (Tabla 5), Scolari y

Vescovo (2004) reportaron actividad antimicrobiana de células enteras de L. sakei contra; S.
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aureus, E. coli, S. typhimurium y L. innocua. Con respecto a extractos liofilizados de Lactobacillus,

se ha reportado actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes en salchichas (Unlu et al., 2016).

Comparando los resultados de actividad antimicrobiana especifica y actividad antagénica (Tabla 5
y Figura 8) observamos que hubo mayor efecto antimicrobiano por parte de L. sakei contra las
siguientes cepas: L. innocua, S. typhimurium, L. mesenteroides, E. coli, S. aureus y exudados de
salchicha y salami. Por otra parte, L. curvatus presentdé menor efecto antimicrobiano ya que no tuvo

actividad contra L. mesenteroides y W. viridescens.

Con respecto a la actividad de PGH, se detect6 actividad N-acetilmuramoil-L-alanina-amidasa en
mayor cantidad en suspension de células de L. sakei. En la fraccion extracelular se detecta la misma
actividad para las 3 cepas de Lactobacillus (Figura 8b). También se detectd actividad N-
acetilglucosaminidasa en ambas fracciones celulares. Para el caso de suspension de células se
detect6 mayor actividad fue de L. sakei. En extracto crudo libre de células la mayor actividad por
parte de L. sakei 1. UAM-MGIJPI1. En ambas fracciones la actividad N-acetilglucosaminidasa de

L. curvatus fue minima y casi la misma. (Figura 8b y 8c).

Tabla 5. Deteccion de Actividad antagdonica de Lactobacillus contra microorganismos patogenos y

deteriorantes en caja Petri de agar TSB.

L. sakei L. curvatus L. sakei

1. UAM-MGJP1 2. UAM-MGS1 5. UAM-
MGCE1

Patégenos S. aureus -
E. coli -
S. typhimurium
L. innocua

Deteriorantes  W. viridescens -

+ +
+ + + +

L. mesenteroides
Exudado salami

Exudado -
salchicha
*Positivo (+), Negativo (-)

+ +
o+ + o+t
1
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Figura 8. Actividad antimicrobiana del género Lactobacillus. 8a, actividad antimicrobiana especifica en
extracto crudo libre de células; 8b, actividad N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa especifica en suspension
de células y extracto crudo libre de células; 8c, actividad N-acetilglucosaminidasa especifica en suspension

de células y extracto crudo libre de células.

L. sakei presenté actividad litica contra M. lysodeikticus en 110 y 85 kDa en la fraccion de restos
de membrana (Figura 9). Se han reportado proteinas con actividad litica del género Lactobacillus
en 80 y 70 kDa, principalmente por la accion de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (Najjari et
al., 2016). Con base en reportado anteriormente, la banda de actividad litica que observamos en la
Figura 9 (85 kDa aprox.) probablemente pertenezca a una N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, la

cual esta adherida en la membrana celular de L. sakei.
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Figura 9. Actividad litica en gel de poliacrilamida con 0.2% de M. lysodeikticus. Carril 1, marcador de peso

molecular alto; carril 2, fraccion de restos de membrana de L. sakei.

Con base a los resultados anteriores la actividad antimicrobiana del género Lactobacillus contra
microorganismos indeseables es considerable, por ello, la presencia de Lactobacillus en distintos
productos madurados y/o fermentados es fundamental para la bioconservacion de los mismos, por
lo que es favorable adicionar cepas del género Lactobacillus como cultivos iniciadores para inhibir
cepas deteriorantes y/o patogenas en productos como; salchichas y/o salamis. El efecto
antimicrobiano se atribuye a las enzimas y/o acidos organicos producidos por dicho género, los
cuales han sido estudiados en salchichas fermentadas y en embutidos madurados como salamis y/o
chorizos, donde la adicion de L. curvatus repercute en la inhibicion de bacterias patdogenas y

deteriorantes, como Listeria y Leuconostoc, respectivamente (Flores y Toldra, 2011).

Actividad lipolitica

Lactobacillus ademas de tener actividad antimicrobiana contra bacterias patdgenas y deteriorantes
también posee actividad lipolitica, ya que presentd halos de hidrdlisis en cajas Petri con agar
tributirina al 1.0%. En la tabla 6 se enlistan los resultados de actividad en tres fracciones distintas;
cultivo, es decir, el medio de cultivo crecido y fresco; suspension de células y extracto crudo libre
de células. Unicamente se detect6 actividad en cultivo y en extracto crudo libre de células, por lo
que las enzimas lipoliticas para hidrolizar la tributirina del medio se encuentran en el medio

extracelular de Lactobacillus (Figura 10).
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Tabla 6. Deteccion de Actividad lipolitica de Lactobacillus en caja Petri con agar tributirina al
1.0%.

Lactobacillus Cultivo Suspensién de Extracto crudo libre de
células DOsoonm células
3.0-3.5
1. UAM-MGJP1 + - +
2. UAM-MGS1 + - +
5. UAM-MGCE1 + - +

*Positivo (+), Negativo (-).

Figura 10. Halos de actividad lipolitica en caja Petri de agar tributirina al 1.0% de la fraccion extracto crudo
libre de células. Lipasa pancreatica porcina (LipPP) empleada como control positivo, L. sakei (1. UAM-
MGJP1 y 5. UAM-MGCE1) y L. curvatus (2. UAM-MGSI1).

Por otra parte, se evalud la actividad lipolitica empleando p-NFA por espectrofotometria. Se
detect6 actividad lipolitica contra p-NFA en la suspension de células por parte de las 3 cepas de
Lactobacillus; con respecto a la fraccion extracelular se detectd actividad por parte de la cepa 5.
UAM-MGCEIL. Las cepas 2. UAM-MGSI1 no present6 actividad en dicha fracciéon y 1. UAM-
MGIJP1 presentd 50% menos actividad con respecto a la fraccion anterior (Figura 11). Con base a
lo anterior, se infiere que la actividad lipolitica contra p-NFA de L. sakei (5. UAM-MGCE]) se
encuentra en el medio extracelular. L. curvatus (2. UAM-MGS1) no posee actividad en el medio
extracelular. Posteriormente se evalud la actividad mediante zimografia contra a-NA como
sustrato, donde se detecté una banda de actividad lipolitica en 200 kDa aprox., en la fraccion

extracelular de L. sakei (Figura 12).
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Figura 12. Actividad lipolitica en gel de acrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes; carril 1,
marcador de peso molecular alto; carril 2, lipasa porcina pancredtica; carril 3, extracto crudo libre de células

de L. sakei 5. UAM-MGCETI.

Lactobacillus es un género de BAL con caracteristica de cultivos iniciadores y con actividad
lipolitica, el cual, se ha aislado de alimentos fermentados ricos en grasa como lacteos y embutidos.
Se ha reportado que la expresion de enzimas lipoliticas estd en funcion del tipo y concentracion de
acidos grasos presentes en el medio (Hui-Qing et al., 2016). Un aspecto importante de L. sakei con

respecto a los lipidos, es la produccion de catalasa, ya que propicia un efecto antioxidante que
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previene la oxidacion lipidica en productos carnicos fermentados, por lo tanto, Lactobacillus es
importante en la actividad lipolitica para la produccion de &cidos grasos libres como la proteccion
de la oxidacion de los mismos (Flores y Toldra, 2011). Torres et al., (2014) reporta actividad de
lipasas halotolerantes de L. plantarum, por lo que la produccion y accion catalitica de lipasas esta
en funcion de ingredientes como NaCl y de las condiciones de maduracion. Enver-Baris et al.,
(2014) reportaron el efecto de la actividad lipolitica en salchichas fermentadas al adicionar cultivos
iniciadores de L. sakei, esto se atribuye a la cantidad de lipasa producida ya que repercute en las
propiedades sensoriales durante el madurado y secado, por lo tanto, tener un cultivo iniciador con
uno o mas microorganismos lipoliticos aceleran la maduracion mejorando considerablemente la

calidad de salchichas, salami y chorizos madurados.
Actividad proteolitica
Todas las cepas del género Lactobacillus poseen actividad proteolitica en los tres niveles celulares

(cultivo, suspension de células y extracto crudo libre de células) ya que presentaron halos de

hidrolisis en cajas Petri de agar skim milk al 0.1% (Figura 13).

Figura 13. Halos de actividad proteolitica del medio de cultivo en caja de agar al 0.1% de skim milk. B.
pumilus empleado como control positivo, L. sakei (1. UAM-MGIJP1 y 5. UAM-MGCEL1) y L. curvatus (2.
UAM-MGSI).

Empleando gelatina succinilada, se detectd Unicamente actividad gelanolitica en la fraccion
extracelular de las distintas cepas de Lactobacillus, siendo mayor en L. curvatus 2. UAM-MGJP1
y L. sakei 5. UAM-MGCEI] respectivamente; en la fraccion de restos de membrana se detecto

menor actividad y no se detect6 actividad por parte de la cepa 5. UAM-MGCE]L. En la fraccion
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citosodlica no se detectd actividad proteolitica (Figura 14). Por tanto las enzimas proteoliticas de

Lactobacillus son predominantes en la fraccion extracelular.

B vAM-MGJIP1
3800 — B 2. UAM-MGSY
Bl UAM-MGCE1

Actividad especifica [nU/mg. proteinal

Figura 14. Actividad gelanolitica especifica del género Lactobacillus en: Exto. Crudo libre de células, restos

de membrana y citosol.

Mediante zimografia empleando gelatina al 0.1% se detect6 actividad gelanolitica en ambas cepas
en un peso molecular aproximado de 100 y 81 kDa (Figura 15). Con base a los resultados previos,
las proteinas detectadas de Lactobacillus corresponden a exopeptidasas reportadas por
Hechelmann et al., (1988), las cuales poseen un peso de 100-120 kDa aprox. Dichas exopeptidasas
hidrolizan enlaces peptidicos en Pro-Gly en el extremo amino terminal de las proteinas
miofibrilares y sarcopldsmicas provenientes de la carne, generando péptidos y aminoacidos libres
lo cual repercute en atributos sensoriales como, en la textura, desarrollo de aromas y sabores

caracteristicos del madurado (Flores y Toldra, 2011).
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Figura 15. Deteccion de actividad proteolitica en zimograma de gelatina al 0.1%. Fraccion de restos de
membrana; carril 1, marcador de peso molecular alto; carril 2, L. sakei (5. UAM-MGCE1); carril 3, L.
curvatus (2. UAM-MGS1).

Actividad aminoacido descarboxilasa

Una vez que las proteasas hidrolizan enlaces peptidicos de las proteinas existentes en los productos
carnicos (proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares), se generan ciertos aminoacidos que son
susceptibles a la descarboxilacion por parte de BAL. En general, Lactobacillus present6 actividad
arginina y tirosina descarboxilasa, por lo que son productores de putrescina y tiramina
principalmente. L. sakei (5. UAM-MGCE1) tnicamente puede descarboxilar arginina (Tabla 7).
Ambas aminas bidgenas son indeseables por su toxicidad y aroma caracteristico, ya que al ser un
compuesto de bajo peso molecular heterociclico y nitrogenado son volatiles y por tanto detectable
en concentraciones minimas con un olor caracteristico a putrefacto (Macrobal et al., 2006). El
género Lactobacillus es capaz de descarboxilar uno o mas aminoacidos libres produciendo tiramina
y putrescina principalmente (Galgano et al., 2009). Si se desea emplear Lactobacillus como cultivo
iniciador se debe considerar la actividad aminoacido descarboxilasa, debido a la formacion de AB

en los productos carnicos durante el madurado.
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Tabla 7. Deteccion de actividad aminoacido descarboxilasa por parte de Lactobacillus

L. sakei L. curvatus L. sakei

Aminoécido 1. UAM-MGJP1 2. UAM-MGS1 5. UAM-MGCE1

Arginina + + +
Ornitina - - -
Tirosina + + -
Histidina - - -

Lisina - - -

*Positivo (+), Negativo (-).

Actividad MCO y AOX

Se detectd MCO en suspension de células enteras de L. sakei (5. UAM-MGCE!) (Figura 17a)
mediante espectrofotometria al oxidar el 2,6 DMP. Callejon et al., (2013) reportaron a L. plantarum
como MCO positivo, por lo que, a pesar de la similitud filogenética existente entre ambas cepas,

no fue posible detectar actividad MCO en zimografia de otros Lactobacillus.

Se detectd6 AOX en suspension de células de L. sakei (1. UAM-MGIP1) mediante
espectrofotometria al oxidar el 3,3 DAB (Figura 17b). El resto de las cepas presentd poca actividad
AOX. No fue posible detectar actividad AOX en zimografia por parte de todos los géneros de

Lactobacillus.
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Figura 17. Actividad oxidasa del género Lactobacillus en suspension de células. 17a, actividad MCO
especifica contra 2,6 DMP; 17b, actividad AOX especifica contra 3,3 DAB.

Con base a lo reportado anteriormente, se recomienda emplear Lactobacillus como cultivo
iniciador para degradar AB que puedan producirse durante el secado y/o madurado de productos

carnicos fermentados.

Pediococcus

Actividad antimicrobiana

Se identificaron las siguientes BAL pertenecientes al género Pediococcus: P. lolii (12. UAM-
MGCE1 y 14. UAM-MGP1) y P. acidilactici (11. UAM-MGCE], 15. UAM-MGCE], 16. UAM-
MGP1, 17. UAM-MGP2 y 18 UAM-MXVK133), las cuales inhibieron a los microorganismos
patogenos. Las bacterias deteriorantes, fueron inhibidas de manera considerable con excepcion de
L. mesenteroides, ya que ninguna cepa de Pediococcus logré inhibir su crecimiento (Tabla 8); las
cepas: 15. UAM-MGCEI, 11. UAM-MGCEI1 y 12. UAM-MGCEI son las que mayor actividad
especifica antimicrobiana presentaron (Figura 18a). Con respecto a la actividad antagdnica, si hubo
diferencia en el efecto antimicrobiano, ya que se presentd mayor actividad antimicrobiana por parte

de Pediococcus frente a los microorganismos patogenos y deteriorantes (Tabla 8 y Figura 18a).

Se detectd actividad de PGH; para el caso de N-acetilmuramoil-L-alanina-amidasa las cepas, 12.

UAM-MGCE]I, 11. UAM MGCE1 y 15. UAM-MGCEI en suspension de células, y inicamente la
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cepa 12. UAM-MGCEI en exto. Crudo libre de células, por lo que esta PGH de P. lolii (12. UAM-
MGCE]1) se encuentra localizada dentro de la célula y es capaz de salir al medio extracelular. De
igual forma se detect6 actividad N-acetilglucosaminidasa en las cepas anteriores, solo que en este

caso en menor magnitud, de igual forma se detectd actividad en el medio extracelular por parte de

P. lolii (12. UAM-MGCE]1) (Figura 18b y 18c).

Tabla 8. Deteccion de actividad antagénica de Pediococcus contra microorganismos patdogenos y

deteriorantes en caja Petri de agar TSB.

P. lolii P. lolii P. P. P. P. P
12. 14. acidilactici  acidila acidila acidilact acidila
UAM- UAM- 11. ctici ctici ici ctici
MGCE1 MGP1 UAM- 15. 16. 17. 18.

MGCE1 UAM- UAM- UAM- UAM-
MGC MGP1 MGP2 MXV

El K133
Patogenos S. aureus + + + + + + +
E. coli + - + n
S. typhimurium + - + + - - +
L. innocua - - - + - + +
Deteriorantes  W. viridescens + - - + - - -
L. mesenteroides - - + - - - -
Exudado salami - - - - + -
Exudado salchicha + - + + + -

*Positivo (+), Negativo (-)
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Figura 18. Actividad antimicrobiana del género Pediococcus. 18a, actividad antimicrobiana especifica en
extracto crudo libre de células; 18b, actividad N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa especifica en suspension
de células y extracto crudo libre de células; 18c, actividad N-acetilglucosaminidasa especifica en suspension

de células y extracto crudo libre de células.

P. acidilactici 11. UAM MGCE] present6 actividad litica en 110 kDa aprox. Garcia-Cano (2013)
reportd actividad litica mediante zimogramas contra M. lysodeikticus en 99 y 110 kDa en la
fraccion de proteinas adheridas a membrana, con actividad de N-acetilglucosaminidasa de P.
acidilactici ATCC 8042, por lo que las bandas detectadas (Figura 19) podrian corresponden a
dichas PGH las cuales presentan actividad litica contra microorganismos como: S. aureus, L.

monocytogenes y S. typhimurium.
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Figura 19. Actividad litica en gel de acrilamida al 10% con 0.2% de M. lysodeikticus. Carril 1, marcador de

alto peso molecular; carril 2, fraccion de restos de membrana de P. acidilactici 11. UAM MGCEI.

El género Pediococcus se caracteriza por ser productor de bacteriocinas (pediocinas), las cuales
han demostrado actividad antimicrobiana contra distintas bacterias principalmente de los géneros:
Staphylococcus, Bacillus, Clostridium, Lactococcus, Propionobacterium y Listeria, algunas de
estas cepas estan presentes en exudados y por ello se obtiene un efecto inhibitorio por parte de P.
acidilactici contra el consorcio de BAL presentes en el exudado de salami. En la actualidad
Pediococcus se emplea como cultivo iniciador para distintos productos carnicos debido a este
efecto antimicrobiano ante bacterias patdgenas (Barbosa-Gonzalez, 2015). Por lo que es

recomendable emplearlo como cultivo iniciador en productos carnicos madurados.
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Actividad lipolitica

Se detect6 actividad lipolitica hacia tributirina por parte de las siguientes cepas: P. acidilacticci 11.
UAM-MGCE], en células y 15. UAM-MGCEI en extracto crudo libre de células (Tabla 10).

Tabla 9. Deteccion de actividad lipolitica de Pediococcus en caja Petri con agar tributirina al 1.0%

Pediococcus Cultivo Suspensién de Extracto
células DOsoonm crudo libre de

3.0-3.5 células
12.UAM-MGCE1 - - -
14. UAM-MGP1 - - -
11. UAM-MGCE1 + + -
15. UAM-MGCE1 + - +
16. UAM-MGP1 - - -
17. UAM-MGP2 - - -

18. UAM-MXVK133 - - -
*Positivo (+), Negativo (-)

Generalmente todas las cepas presentaron mayor actividad lipolitica en suspension de células con
respecto al extracto crudo libre de células, a excepcion de la cepa 18. UAM-MXVK133, la cual
solo present6 actividad. Para el caso de la cepa 15. UAM-MGCEI la actividad es predominante
en la célula y una tercera parte menos en la fraccion extracelular, por lo que las enzimas
proteoliticas estan en la célula y en medio extracelular. En el caso de la cepa 11. UAM-MGCEI1 en
actividad es mayor en el medio extracelular por lo que las enzimas lipoliticas se encuentran fuera
de la célula. (Figura 19). Pediococcus no es caracteristico por presentar actividad lipolitica en
productos fermentados, pero considerando la composicion de nutrientes, es evidente que dichos
microorganismos repercutan en la hidrolisis de triacilgriceridos (TAG) como la tributirina e
inclusive en la hidrolisis de enlaces éster de acidos carboxilicos como el p-NFA y en la oxidacion

de acidos grasos (Flores y Toldra, 2011).
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Figura 19. Actividad lipolitica especifica del género Pediococcus en células y extracto crudo libre de células

contra p-NFA.

Actividad proteolitica

Todas las BAL del género Pediococcus presentaron actividad proteolitica contra la caseina, tanto
en la fraccion de células y en el extracto crudo libre de células, con respecto a la actividad
gelanolitica especifica se detectd en todas las cepas en la fraccion de extracto crudo libre de células.
No se detect6 actividad en la fraccion citosolica para todas las cepas de Pediococcus (Figura 20).
Por lo tanto, las enzimas proteoliticas de Pediococcus en su mayoria se encuentran en el medio

extracelular e inclusive en las proteinas adheridas a la membrana celular.
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Figura 20. Actividad gelanolitica especifica del género Pediococcus en citosol, restos de membrana y

extracto crudo libre de células.

Se detecto actividad gelanolitica mediante zimografia contra M. lysodeikticus por parte de P.
acidilactici y P. lolii en la fraccion extracelular en bandas de actividad a los 81 y 150 kDa (Figura
21). Lo cual coincide con lo reportado por Casales-Cabrera, (2012) detectando actividad
proteolitica de P. acidilactici en la fraccion extracelular en 200 kDa. Con base en anterior, si se
recomienda emplear Pediococcus como cultivo iniciador en productos madurados como salami,
chorizo y salchicha, ya que en el madurado la actividad proteolitica es un factor importante para
lograr los atributos caracteristicos del producto final como lo es el aroma y la textura (Krdckel,

2013).
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Figura 21. Deteccion de actividad proteolitica en zimograma de gelatina al 0.1%. Fraccion

extracelular; carril 1, marcador de peso molecular alto; carril 2, P. acidilactici; y carril 3, P. lolii.

Actividad aminoacido descarboxilasa

Todas las BAL del género Pediococcus presentaron actividad arginina descarboxilasa, excepto P.
acidilactici (18. UAM-MXVK133), la cual a su vez solo present6 actividad tirosina descarboxilasa.
Con base en lo anterior, se puede indicar que Pediococcus es productor de putrescina y tiramina,
aunque cabe sefialar que Pediococcus no se caracteriza por generar dichas AB en productos
carnicos (Krockel, 2013), pero en un medio donde existen cofactores y etapas de induccion si se
detecta actividad descarboxilasa para producir putrescina y tiramina. Dentro de los requisitos para
emplear un cultivo iniciador se considera a aquellos microorganismos generalmente reconocidos
como seguros (GRAS) (Hui et al., 2013), por lo que P. acidilactici (18. UAM-MXVK133) al
descarboxilar inicamente a la tirosina no representa un riesgo considerable para producir AB como

tiramina y putrescina.
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Actividad MCO y AOX

Debido a la problematica existente de AB que se producen en las etapas de madurado en productos
carnicos por parte de la descarboxilacion microbiana, se evalud la actividad MCO y AOX con la
finalidad de detectar microorganismos con actividad oxidasa para degradar AB. Se detectd
mediante espectrofotometria. Todas las cepas presentaron actividad MCO en suspension de células.
La cepa P. lolii 14. UAM-MGP1 presenté mayor actividad MCO (Figura 23a). De igual forma,
dicha cepa present6 actividad MCO contra hacia el 2,6 DMP por parte del extracto crudo libre de
células la cual se detectdé mediante zimografia (Figura 24). Con respecto a la actividad AOX se
detectd en cantidades inferiores con respecto a MCO (Figura 23b), cabe mencionar que la actividad

AOX no fue posible detectarla en zimografia.

Considerando los resultados anteriores es recomendable adicionar P. lolii como cultivo iniciador
para reducir el contenido de AB por parte de los demas microorganismos predominantes en la
maduracion. Qinxiu et al., (2016) reportaron un efecto antagéonico en la reduccion de AB al hacer
cultivos iniciadores con dos microorganismos (S. xylosus y L. plantarum) con actividad oxidasa
contra AB, por lo que una alternativa viable para tener mayor actividad es emplear a P. lolii 14.
UAM-MGPI en cultivos iniciadores con uno o mas microorganismos que presenten actividad
oxidasa.
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Figura 23. Actividad oxidasa del género Pediococcus en suspension de células; 23a, actividad MCO
especifica contra 2,6 DMP; 23b, actividad AOX especifica contra 3,3 DAB.
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Figura 24. Deteccion de actividad MCO en zimograma. Carril 1, marcador de peso molecular alto; carril 2,

lacasa Myceliophthora thermophila; y carril 3, extracto crudo libre de células de P. lolii 14. UAM-MGP1.

Enterococcus

Actividad antimicrobiana

Se identificaron las siguientes BAL pertenecientes al género Enterococcus: Enterococcus faecium
3. UAM-MGSI, E. faecium UAM-MXVK?29 y E. faecium UAM-I3.

Las cepas de E. faecium inhibieron la mayoria de los microorganismos, sin embargo, no
presentaron actividad contra exudados, E. coli y S. typhimurium (Figura 25a). Se ha reportado que
el género Enterococcus produce bacteriocinas que son efectivas contra diversas BAL e inclusive

algunos microorganismos deteriorantes y patdgenos (Hwanhlem et al., 2017).

Cabe mencionar que los exudados provienen de productos con signos de deterioro (abombamiento,
exudado y acidificacion), en el cual se desarrollan microorganismos homofermentativos y
heterofermentativos como L. curvatus, L. plantarum, W. viridescens y L. mesenteroides (Le6n et
al., 2006), son las BAL predominantes, por lo que el efecto antimicrobiano de E. faecium
disminuye contra este consorcio de bacterias debido al efecto antagdénico y a la diversidad de

metabolitos que dichas bacterias producen.
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Con respecto al efecto antagonico, inicamente no se present6 actividad contra exudado de salami,
cabe sefalar que el efecto antimicrobiano por parte E. faecium es mayor en las cepas 10. UAM-
MXVK29 y 3. UAM-MGSI. La actividad antimicrobiana por el efecto antagénico es mayor, esto
se debe a que los microorganismos a inhibir se encuentran en la misma placa, por lo que son
sensibles entre si, dando ventaja a que los metabolitos de E. faecium sean mas efectivos al inhibir

a los microorganismos patégenos y deteriorantes.

Tabla 11. Deteccion de actividad antagonica de E. faecium en caja Petri de agar TSB.

3. UAM-MGS1 10. UAM-MXVK29 13. UAM-I3

Patégenos S. aureus + + +
E. coli + + +
L. innocua + + +

S. typhimurium - - -

Deteriorantes W. viridescens + + +
L. mesenteroides - + -

Exudado salami - + +

Exudado salchicha - + -

La cepa 10. UAM-MXVK?29 present6 actividad de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa en células
y extracto crudo libre de células y menor actividad de N-acetilglucosaminidasa (Figura 25b y 25¢).
Se detectd actividad litica en zimograma a los 90 kDa en restos de membrana (Figura 26). Con
base en lo anterior esta PGH se encuentra embebida en la membrana celular. Por otra parte,
Enterococcus es un género que se caracteriza por producir bacteriocinas, las cuales en su mayoria
son enterocinas pertenecientes al grupo II, las cuales son de bajo peso molecular (5.0-3.5 kDa) por
lo que con las técnicas empleadas en este estudio no se detectaron ninguna, aunque el efecto
inhibitorio en la actividad especifica antimicrobiana y antagoénica se puede atribuir a dichos
metabolitos, en especial para inhibir a L. innocua y S. aureus (Hwanhlem et al., 2017). El potencial
antimicrobiano por parte de Enterococcus es considerable, pero una limitante para emplearlo como
cultivo iniciador es que el género Enterococcus es un microorganismo que estd presente en la

microbiota intestinal de diferentes mamiferos, en los cuales destacan los seres humanos, se ha
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reportado a E. faecalis como microorganismo patéogeno causante de diversas infecciones

gastrointestinales (Mascini et al., 2006).
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Figura 25. Actividad antimicrobiana especifica del género Enterococcus. 25a, actividad antimicrobiana
especifica en extracto crudo libre de células; 25b, actividad N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa especifica
en suspension de células y extracto crudo libre de células; 25c, actividad N-acetilglucosaminidasa especifica

en suspension de células y extracto crudo libre de células.
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Figura 26. Actividad litica en gel de acrilamida al 10% con 0.2% de M. lysodeikticus. Carril 1, marcador de

peso molecular alto; carril 2, fraccion de restos de membrana de E. faecium.

Actividad lipolitica

Se detecto actividad lipolitica baja en tributirina por parte de las cepas E. faecium: 3. UAM-MGS1
y 10. UAM-MXVK29 en extracto crudo libre de células. Present6 actividad contra el p-NFA siendo
mayor en la suspension de células de 3. UAM-MGSI (Figura 27), lo cual coincide con lo reportado,
ya que Enterococcus no es caracteristico de ser un microorganismo lipolitico, pero considerando
la composicion de nutrientes de los productos cérnicos es evidente que dichos microorganismos
repercutan en la hidrdlisis de triacilgriceridos, como la tributirina e inclusive en la oxidacion de

acidos grasos (Flores y Toldra, 2011).

58



25 4

3. UAM-MGS1
B 10. UAM-MXVK29

® 204 I 13. UAM-I3

Actividad especifica [U/DO 600nm
Actividad especifica [U/mg. proteina)

Suspension de células Exto. crudo libre de células

Figura 27. Actividad lipolitica especifica del género Enterococcus en suspension de células y extracto crudo

libre de células contra p-NFA.

Actividad proteolitica

Las cepas 10. UAM-MXVK29 y 3. UAM-MGSI presentaron actividad proteolitica hacia la caseina
en ambas fracciones, tanto en extracto crudo como en células. La cepa 13. UAM-I3 solo presento
actividad en la fraccion extracelular. Con respecto a la actividad gelanolitica la cepa 13. UAM-I3
presentd actividad en las tres fracciones de estudio, teniendo mayor actividad en la fraccion
correspondiente al extracto crudo libre de células y en la fraccion citosolica (Figura 28).
Enterococcus no se caracteriza por ser un microorganismo proteolitico y/o lipolitico, se ha

reportado que el uso de dicha cepa es més considerado por las propiedades probioticas que presenta

(Foulquie et al., 2006).
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Figura 28. Actividad gelanolitica especifica del género Enterococcus en; Extracto crudo libre de células,

restos de membrana y citosol

Actividad aminoacido descarboxilasa

Todas las cepas de E. faecium presentaron actividad arginina y tirosina descarboxilasa, por lo tanto,
son productores de putrescina y cadaverina, respectivamente. Galgano et al., (2009) detectd que
BAL pertenecientes a Enterococcus son capaces de descarboxilar uno o mas aminoécidos libres,
produciendo principalmente tiramina y putrescina. Por lo tanto, se debera considerar la actividad
aminoacido descarboxilasa en caso de emplear algun microorganismo del género Enterococcus

como cultivo iniciador para evitar la formacién de AB.
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Actividad MCO y AOX

No se detectd actividad MCO y AOX considerable con respecto a los demas géneros estudiados
(Figura 29), cabe mencionar que Enterococcus no es un género con promotores de las enzimas

monoamino-oxidasa y diamina-oxidasa (De las Rivas et al., 2008).
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Figura 29. Actividad oxidasa del género Enterococcus. 29a, actividad MCO en suspension de células; 29b,

actividad AOX en suspension de células.

Weissella

Se identificaron las siguientes BAL pertenecientes al género Weissella: W. viridescens (4. UAM-
MGSI1, 6. UAM-MGS2, 7. UAM-MGJP1, 8. UAM-MGS3, 9. UAM-MGIJP2).

Actividad antimicrobiana

W. viridescens no presentd actividad antimicrobiana especifica considerable hacia
microorganismos indicadores y/o patogenos, unicamente las cepas 7. UAM-MGJP1 y 8. UAM-
MGS3 (Figura 30a), por lo que no es una BAL la cual pueda ser empleada como cultivo iniciador
por efecto de bioconservacion ya que su inhibicion es bacteriostatica y no bactericida debido a que

dicho microorganismo es heterofermentativo por lo que sus metabolitos no inhiben el crecimiento
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de microorganismos indicadores (Krockel, 2013). De igual modo no presentd actividad litica

considerable de PGH (Figura 30b y 30c).
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Figura 30. Actividad antimicrobiana del género Weissella. 30a, actividad antimicrobiana especifica en

extracto crudo libre de células; 30b, actividad N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa especifica en suspension

de células y extracto crudo libre de células; 30c actividad N-acetilglucosaminidasa en suspension de células

y extracto crudo libre de células.
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Actividad lipolitica

Ninguna cepa del género Weissella presentd actividad lipolitica contra ninguno de los sustratos
empleados en este estudio, lo cual coincide con lo reportado ya que dicho género bacteriano solo
se caracteriza por ser alterante en salchichas fermentadas debido a la alta actividad proteolitica y

produccion de 4cidos organicos (Krockel, 2013).

Actividad proteolitica

Todas las cepas del género Weissella presentaron actividad proteolitica hacia la caseina ya que
presento halos de hidrodlisis en cajas Petri de agar skim milk. Se detectd actividad gelanolitica en
la fraccion de restos de membrana mediante zimografia en 150, 100 y 81 kDa. Aunque no se ven
las bandas definidas, se observo un barrido en 200-150 kDa de actividad proteolitica hacia la
gelatina (Figura 31). Se observa mayor actividad gelanolitica en la fraccion extracelular (Figura
32), por lo que su mecanismo proteolitico de dicho microorganismo deteriorante se encuentra con
mayor actividad en el medio extracelular, y que es indispensable para la degradacion de proteinas
de gran peso molecular (200-150 kDa), lo cual es evidente en la degradacion de productos carnicos
al producir exudados los cuales aumentan en aw por la hidrélisis de enlaces peptidicos (Krockel,
2013). Esto se atribuye al metabolismo heterofermentativo, ya que produce distintos metabolitos
organicos como: COq, etanol y acetato a partir de glucosa, dichos compuestos favorecen el
deterioro causado por la acidificacion e hidrolisis de enlaces peptidicos de proteinas. W. viridescens
es considerada como una BAL termoresistente por lo que su presencia se asocia a la decoloracion
en productos carnicos curados y/o fermentados, en jamones cocidos es comunmente identificada
por producir cavidades en musculo después de la coccion (Krockel, 2013), por lo que no es
recomendable su presencia y/o adicion en cultivos iniciadores ya que evidentemente es una BAL

deteriorante.
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Figura 31. Deteccion de actividad proteolitica en zimograma de gelatina al 0.1%. Carril 1, marcador

de peso molecular alto; carril 2, fraccion de restos de membrana de W. viridescens 8. UAM-MGS3.
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Figura 32. Actividad gelanolitica especifica en extracto crudo libre de células, restos de membrana

y citosol.
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8. CONCLUSIONES

Se identificaron todos los microorganismos previamente aislados de distintos productos carnicos
en un porcentaje de similitud mayor al 98%. Se detecto actividad antimicrobiana en extracto crudo
libre de células y en restos de membrana de los siguientes géneros: Lactobacillus, Pediococcus y
Enterococcus contra microorganismos patdgenos y deteriorantes. En ensayos antagonicos se
obtuvo un mayor efecto antimicrobiano. También se detect6 actividad antimicrobiana de PGH. Se
detecto actividad lipolitica hacia la tributirina en extracto crudo libre de células de Lactobacillus,
Pediococcus y Enterococcus, de igual modo dichos microorganismos presentaron actividad litica
contra la caseina en todas las fracciones celulares de los siguientes BAL; Pediococcus y
Lactobacillus de los cuales en su mayoria Pediococcus presento mayor actividad litica contra la
gelatina en la fraccion de proteinas adheridas a membrana. Los microorganismos. L. sakei, L.
curvatus, E. faecium y P. acidilactici son productores de AB; tirosina descarboxilasa y ornitina
descarboxilasa, finalmente se detectd actividad MCO y AOX en células y tinicamente MCO en

fraccion extracelular de P. lolii.
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PERSPECTIVAS

Caracterizar e identificar los metabolitos proteinicos detectados en las diferentes

actividades enzimaticas evaluadas.

Determinar los parametros cinéticos dptimos de actividad catalitica de las distintas

enzimas detectadas en los distintos ensayos.

Evaluar el efecto de los metabolitos proteinicos detectados durante las transformaciones
bioquimicas que ocurren durante el madurado de diferentes productos carnicos y alimentos

fermentados.

Diseflo, desarrollo y mejoramiento de cultivos iniciadores para obtener efectos benéficos y

minimizar los atributos indeseables y el deterioro por parte de BAL.
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