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1.Resumen

A partir de siete cepas de Enterococcus spp. previamente aisladas de queso Cotija artesanal

madurado se evaluaron dos diferentes tipos de actividades enzimaticas: esterasa y proteasa.

Para la evaluacion de actividad esterasa de acidos carboxilicos se realizaron pruebas
cualitativas y cuantitativas, para las cualitativas se llevd a cabo la reaccion en microplaca con
alfa naftil acetato como sustrato, difusion en agar usando como sustrato tributirina y
zimografia revelando con alfa naftil acetato. Mientras que para la evaluacion cuantitativa se
realizaron reacciones de especificidad de sustrato con ésteres de p-nitrofenilo de diferentes

longitudes de cadena.

Para la evaluacion de actividad proteolitica cualitativas se realizaron pruebas de difusion en
agar usando como sustrato leche descremada y un perfil electroforético de hidrdlisis de
caseina. Y para la evaluacion cuantitativa se realizé una reaccion de hidrdlisis usando como

sustrato azocaseina.

Las cepas analizadas presentaron actividad de esterasa de 4cidos carboxilicos
preferentemente a los de cadena corta, de igual forma presentaron actividad proteolitica al

hidrolizar la caseina.



2. Introduccion

El queso Cotija artesanal es un queso mexicano genuino, con una tradiciéon de mas de 400
afos, elaborado con leche cruda de vaca y producido estacionalmente en la region geografica
que abarca la zona montafosa entre los estados de Jalisco y Michoacan (sierra de Jalmich).
Los productores artesanales se unieron para ofrecer un producto de buena calidad y es asi
como lograron que actualmente el queso Cotija artesanal cuente con una marca colectiva
sustentada en una indicacion geografica denominada “Cotija region de origen”. Es de gran
importancia ya que ha ganado fama debido a que es reconocido internacionalmente por su
sabor y calidad (queso Cotija region de origen, ganador del premio internacional como mejor
queso extranjero en el certamen celebrado en Cremona, Italia, en el afio 2006 (Lopez y
Ramos, 1992). Se entiende por queso genuino aquél que se elabora a partir de leche fluida
con el empleo minimo de aditivos, que no incluye grasa vegetal, ni derivados proteinicos, ni
almidones o extensores (Cervantes, et al. 2008). Su particularidad es que al ser un producto
elaborado a partir de leche cruda de vaca, su maduracién ocurre mediante la interaccion de
la microbiota natural del producto que cambia libremente en un tiempo minimo de tres meses,
en el que se ven modificados factores fisicoquimicos como pH, acidez (por el crecimiento
de bacterias acido lacticas) y la actividad acuosa (la cual disminuye por la pérdida de

humedad) (Casillas, 2013).

El objetivo de este trabajo fue la evaluacion de las actividades enziméticas de esterasa y
proteasa de cepas de Enterococcus spp aisladas del queso Cotija artesanal madurado con la

finalidad de evaluar su potencial biotecnologico.

Se sabe que los enterococos forman una parte importante dentro de la microbiota intestinal
endogena de los seres humano y animales y se cree que tienen un papel clave en el equilibrio
de la misma. Por otro lado las Bacterias Acido Lécticas (BAL) participan en la fermentacion

natural de diversos alimentos como queso, salchichas y aceitunas.

Dichos resultados podrian indicar la participacion de dichas cepas en la maduracion del queso
Cotija artesanal a través de la formacién de compuestos que confieren sabor y aroma al

producto final (Izquierdo et al., 2008; Franz et al., 2003).



3. Marco Teorico

3.1. Bacterias acido lacticas

Las BAL se definen como cocos o bacilos Gram (+), no esporulados, catalasa negativos,
anaerobios facultativos que producen acido lactico como producto final mayoritario de la
fermentacion de carbohidratos via Embden-Meyer —glucolisis- (homofermentacion, ver

figura 1) y en otras ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO2 por la via del &cido-6-

fosfogluconico (heterofermentacion, ver figura 2) (Lyhs, 2002; Larpent, 1995). En términos
generales estas bacterias tienen necesidades complejas de factores de crecimiento: vitamina
B, aminoéacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una de la razones del porque
abundan en un medio tan rico nutricionalmente como la leche. A nivel de laboratorio se deben
emplear medios selectivos que posean estas caracteristicas para su aislamiento (por ej., el
MRS, Man Rogosa Sharpe). Otra caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al
pH écido, pH 5, incluso a veces menores (pudiendo inhibir levaduras, mohos y algunas

bacterias).
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Figura 1. Fermentacion lactica homofermentativa (Adaptada de Brock & Madigan, 1991; Nelson & Cox,
2001).
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Figura 2. Fermentacion lactica heterofermentativa (Adaptada de Brock & Madigan, 1991; Nelson & Cox,
2001).

3.1.1. Principales grupos

Las BAL de importancia en la industria de alimentos pertenecen a los géneros
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus y Weissella (Lyhs, 2002; Leisner et al, 2000; Stiles y Holzapfel, 1997).

Dentro del grupo de las bacterias acido-lacticas homofermentativas encontramos algunas
especies de Streptococcus thermophilus, Streptococcus lactis, Pediococcus acidilactici,
Pediococcus pentosaceus, y de las heterofermentativas algunas especies de Lactobacillus
brevis, Lactobacillus buchnerii, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc dextranicum y

Leuconostoc cremoris (Larpent, 1995).



3.2. Cultivos iniciadores para la industria lactea

La industria lactea durante siglos ha aprovechado la utilidad de distintos grupos de
microorganismos (bacterias, mohos, levaduras) para la obtencion de diversos subproductos
fermentados, como prueba de ello encontramos entre otros a los quesos, yogures y mezclas

de leches y granos fermentados.

Los microorganismos que normalmente aparecen en los quesos se han dividido en dos
grandes grupos: cultivos iniciadores y cultivos no iniciadores (Beresfort et al., 2001). Los
cultivos iniciadores intervienen fundamentalmente en la produccion de acido lactico durante
la primera etapa de fabricacion, la coagulacion de la leche y pudiendo formar parte en la
maduracion del mismo en forma secundaria. Estos pueden presentarse de manera natural o
ser afladidos de manera intencional. Los cultivos no iniciadores son microorganismos que no
van a intervenir en la acidificacion (al menos de forma directa), pero van a desempefar un

papel muy importante durante la maduracion del queso (Martin, 2008).

La principal aplicacion de las BAL como cultivos iniciadores en la industria lactea ha sido

para la obtencion de yogurt y diversos quesos madurados.

3.3. Quesos

Para la obtencion de quesos debe lograrse la coagulacion de la caseina, para tal fin se emplea
de forma normal la adicidn de cuajo natural (renina) o de otras proteasas flingicas (enzimas),
obteniendo de esta forma una cuajada himeda, gelatinosa, muy impermeable, que se desuera
ya sea por calentamiento (queso de pasta cocida), por prensado (quesos de pasta prensada)
o cortdndola. En algunas ocasiones suele usarse a las BAL como cultivos iniciadores o el
acido lactico producido por éstas, lo que da lugar a una cuajada fragil, compacta, muy friable,
permeable y de la que se separa facilmente el suero. Dentro de las muchas formas de
clasificacion de los quesos como: frescos, curados, semi-curados, de pasta blanda, pasta
prensada no cocida o semi-cocida, pasta azul, entre otros. Varias BAL pueden intervenir en

su elaboracion.



Las BAL son de gran importancia en la manufacturacion, maduracion y propiedades

organolépticas de los quesos:

e La fermentacion de los azlicares lleva a un descenso de pH, importante en el fendmeno
de la coagulacion y en la reduccion o prevencion del crecimiento de microbiota
acompanante.

e Participan en la hidrolisis de las proteinas, contribuyendo a la textura y sabor final de
diferentes productos fermentados.

e Sintetizan compuestos que dan sabor y aroma, como acidos organicos, acetaldehido,
diacetilo, acetoina, entre otros.

e Pueden sintetizan agentes texturizantes como: polisacdridos los cuales aportan
consistencia al producto.

e Producen componentes inhibitorios de otros microorganismos (Salminen et al, 2004).

3.3.1. Microbiologia de los quesos

Entre los microorganismos que con mas frecuencia se aislan de derivados lacteos, destacan
los lactobacilos y los lactococos. Ambos tienen una gran capacidad acidificante y muchas
especies son proteoliticas. Ademds, en los quesos elaborados en la cuenca europea
Mediterranea, también es frecuente aislar enterococos, sobre todo en aquellos que han sido
elaborados con leche cruda. A continuacion se describirdn las caracteristicas diferenciales

de algunos géneros de BAL que participan en la elaboracion de productos lacteos.
Lactobacillus spp

Dentro de las bacterias lacticas, el grupo lactobacillus es el més importante y heterogéneo,
incluyendo especies con propiedades bioquimicas y fisiologicas muy diferentes. Son bacilos
0 cocobacilos no esporulados, aerotolerantes o anaerdbicos, aciduricos o acidofilos, con
requerimientos nutricionales complejos. Incluyen especies homofermentativas obligadas.
Ocasionalmente forman pigmentos; amarillo, rosa o rojo ladrillo. Los limites de temperatura
donde se desarrollan van de 2-53 °C con 6ptima de 30-40 °C. Estan presentes en productos

lacteos, carnicos, de pescaderia, agua, frutas y verduras.



En los quesos algunas especies de lactobacilos como Lb. helveticus y Lb. delbrueckii forman
parte de algunos cultivos iniciadores industriales contribuyendo a la acidificacion y a la

protedlisis (Feria, 2007; Castellano et al., 2008).
Lactococcus spp

Este género estd formado por varias especies, de las cuales las mas importantes en alimentos
son: Lactococcus lactis subesp. lactis, Lactococcus lactis subesp. cremoris, Lactococcus
lactis subesp. hordniae, Lactococcus garvieae, Lactococcus plantarum y Lactococcus
raffinolactis (Prescott,1999). Son tipicamente esféricas u ovoides y se agrupan en pares o en
cadenas cortas. No forman esporas y no son moviles. Tienen la capacidad de crecer a 10-
45°C, en pH optimo de 6.0-6.5, que son las caracteristicas mas importantes usadas para su
identificacion. A temperaturas entre 20 y 30°C, los lactococos se toman de 10 a 20 horas para
fermentar la leche cruda. Los lactococos son los microorganismos mesofilicos
homofermentativos mas usados para la produccion de &cido en las fermentaciones lacteas, ya

que son capaces de convertir rapidamente la lactosa en acido lactico.

Entre las especies de lactococos, se encuentra, Lactococcus lactis, que es utilizado en la
fermentacion de productos lacteos, destacandose, como las mas importantes, las subespecies

Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp cremoris.

Lactococcus lactis subsp lactis es una bacteria con propiedades bioconservadoras, ya que
algunas cepas son capaces de producir nisina, una bacteriocina ampliamente usada en la
industria y generalmente reconocida como segura por la Organizacidn para la Agricultura y

la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO) (Martin, 2008; Parra, 2010).

Numerosos estudios han sido publicados reportando la eficacia de la nisina para inhibir el
crecimiento de bacterias patogenas, entre ellas Listeria monocytogenes y Clostridium spp;
sin embargo, son escasos los que demuestran la efectividad sobre Staphylococcus aureus

(Rodriguez et al., 2005; Valbuena et al., 2005; Felis et al., 2009).



Streptococcus sp

El género Streptococcus es un grupo heterogéneo de bacterias gram positivos con gran
significado para la medicina y la industria, son esenciales en procesos de productos lacteos y

como indicadores de contaminacion de origen fecal (Harrington et al., 2002).

La mayoria de las especies de Streptococcus son anaerobios facultativos y algunos crecen
unicamente en una atmosfera enriquecida con dioxido de carbono. Sus exigencias
nutricionales son complejas, y su aislamiento requiere el uso de medios enriquecidos con
sangre o suero. Son capaces de fermentar carbohidratos produciendo acido lactico y también

son catalasa negativo (Patrick et al., 2009).

Son cocos esféricos u ovoides, tipicamente dispuestos en cadenas hasta con mas de 50 células
o en pares. La especie Streptococcus thermophilus es terméfilo con cepas especificas que se
utilizan en la fermentacion de productos lacteos, sobretodo en combinacion simbidtica con
otras BAL. Lb delbruecki sp. estimula al estreptococo liberando aminoacidos mientras que
éste forma compuestos relacionados con el acido formico, que promueve el desarrollo del

lactobacilo (Ryan y Ray, 2004; Hardie y Whiley, 2006: Martin, 2008).

Streptococcus thermophilus es una bacteria homofermentativa termorresistente, presenta la
habilidad de fermentar un pequefio nimero de carbohidratos, crece a un pH 6ptimo de 6.5
soporta una concentracion maxima de NaCl 2.5%, posee actividad protedlitica limitada,
produce acido lactico como principal producto de la fermentacion, tiene menor poder de
acidificacion que el género Lactobacillus y ha sido usado tradicionalmente para la
fabricacion de yogurt y de varios quesos, como, por ejemplo el queso Emmental, Gruyere,

Grana, Mozzarella y Cheddar (Hassan et al., 2001).

3.4 Generalidades de los Enterococcus spp.

Son cocos Gram positivo, anaerobios facultativos, quimiorganototrofos, no esporulados,
generalmente no moviles, no formadores de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa
negativo, no son capaces de reducir los nitratos y tienen la capacidad de producir 4cido lactico

por fermentacion de azucares como glucosa (Giraffa, 2003).



Se pueden distinguir de otros cocos Gram positivo, catalasa negativo, homofermentativos,
como los estreptococos y lactococos por su capacidad de crecer a 10° y 45° C, con 6.5 % de
NaCl, en presencia de 40 % de bilis, en un rango de pH entre 4 y 9.6, capacidad de hidrolizar

esculina y crecer en presencia de azida de sodio (Giraffa, 2003; Franz et al., 2003).

Tienen un metabolismo biosintético limitado por lo que requieren medios de cultivo ricos en
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas. En la clasificacion de BAL por su capacidad
de fermentacion de azucares, los enterococos son clasificados dentro del grupo III, junto con
pediococos, estreptococos, tetragenococos, algunos lactobacilos y vagococos. Estos
microorganismos se caracterizan por ser estrictamente homofermentativos ya que poseen la
enzima fructosa-1,6-difosfatoaldosa, mediante la cual hacen uso de la glicolisis para la
fermentacion de hexosas. Los enterococos son homofermentativos con respecto a las hexosas
y heterofermentativos para las pentosas y algunos otros sustratos y, por tanto son llamados

heterofermentativos facultativos (Salminen et al., 2004).

3.5 Importancia del género Enterococcus en alimentos y salud

En la actualidad no existe un consenso sobre la cantidad de enterococos permitido en los
alimentos y la posible patogenicidad de las diferentes especies del género sigue en estudio.
El género de Enterococcus incluye mas de 20 especies, con Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium y Enterococcus durans como las especies mas frecuentemente

encontradas en alimentos (Giraffa, 2003).

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios en los que se concluye que los
enterococos tienen un papel importante en la maduracion de quesos tradicionales elaborados
a partir de leche de oveja, vaca y cabra, y una contribucion al desarrollo del sabor y aroma

caracteristicos de dichos quesos (www.enpresa.chu.es). Se atribuye a su gran capacidad para

sobrevivir y resistir ambientes desfavorables, asi como a las fuentes de contaminacion
ambientales que hacen posible la colonizacion de alimentos crudos, tal es el caso de la leche

y carne y su multiplicacion en esos productos durante la fermentacion.


http://www.enpresa.ehu.es/

Mientras otros estudios demuestran que su resistencia térmica (62.8 ° C por 30 min) explica
su presencia en alimentos lacteos producidos a partir de leche pasteurizada (Giraffa, 2003).
La presencia de enterococos en quesos tradicionales puede ser deseable ya que en algunos
estudios indican que cepas de este género pueden tener un efecto positivo en la produccion y
maduracion de algunos quesos como: Manchego, Armada, Cebreiro, Picante, Majoero, Feta,
Teleme, Mozzarella, Monte Veronese, Fontina, Caprino, Serra, Venaco y Comte ya que
contribuyen a la maduracion y desarrollo de caracteristicas organolépticas deseables, tales
como el aroma y sabor, debido a la produccion de acido lactico y de metabolitos obtenidos
de la actividad proteolitica y lipolitica como aminoacidos libres, acetaldehido, diacetilo y
acetoina. Ademads de su contribucion en el desarrollo de caracteristicas organolépticas, los
enterococos pueden desempefar un papel antagonista en contra de bacterias patdgenas. Se
ha reportado que E. faecalis y E. faecium son capaces de producir una variedad de
bacteriocinas, llamadas enterocinas, éstas tienen como blanco de accion principal la
membrana citoplasmatica y forman poros en la membrana celular, agotando el potencial
transmembranal y/o el gradiente de pH, lo que resulta en la fuga de moléculas indispensables
(Cleveland et al., 2001). Se ha reportado que las enterocinas tienen actividad contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y
Vibrio cholerae (Giraffa, 1995; Franz et al., 1996; Maisnier-Patinet al., 1996; Nunez et al.,
1997; Simonetta et al., 1997, Ennahar et al., 1998; Laukova y Czikkova, 2001;

Sarantinopoulos et al., 2002).

En algunos paises de Europa los enterococos son utilizados como probiéticos (Franz et al.,
1999; 2003). La mayoria de los cultivos probioticos son de origen intestinal y pertenecen al
grupo de las BAL y Bifidobacterium; por ejemplo cepas de E. faecium, E. faecalis, S.
thermophilus, L. lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides y P. acidilactici se han

utilizado como probioticos (Fuller, 1989; O’Sullivanet al., 1992; Holzapfelet al., 1998).

Otro uso de cepas de enterococos como probidtico, es el cultivo Causido® que esté integrado
por cepas de S. thermophilus y E. faecium, se le atribuye un efecto hipocolesterolémico a
corto plazo (Agerholm-Larsenet al., 2000). Asi mismo, se utilizo la cepa E. faecium PR88
probiodtica, como un cultivo adjunto en el queso Cheddar. En comparacion con el control,

el queso que contenia la cepa PR88, aument6 la proteolisis y se percibieron mayores niveles
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de compuestos volatiles. La cepa mantuvo la viabilidad en queso Cheddar durante 9-15 meses

de maduracion a 8 °C (Gardiner et al., 1999).

Contrario a otras bacterias acido lacticas, no se consideran GRAS (Generalmente Reconocido
como Seguro) ya que se asocian con condiciones antihigiénicas en la produccion de alimentos

y son utilizados como un indicador microbioldgico de contaminacion en alimentos y agua.

Por otro lado, los enterococos se han convertido en agentes principales de las infecciones
adquiridas en los hospitales, por tal motivo se esta examinando la biologia de los enterococos

con el objetivo de tener nuevas estrategias terapéuticas (Shankar et al., 2004).

Por formar parte de la microbiota intestinal, los enterococos son capaces de producir
infecciones en pacientes hospitalizados, y se pensaba que la mayoria de las infecciones
causadas por estos agentes eran endogenas; sin embargo la mayoria de estas ocurren en
pacientes bajo tratamiento con dialisis peritoneal o hemodialisis, en los cuales el agente es
exdgeno, ya que las cepas se encuentran en el ambiente o en manos de personal. Los
enterococos poseen una variedad de mecanismos de resistencia adquiridos, la mayoria de los

cuales estan mediados por genes codificados en plasmidos o transposones (Brogden, 2000).

3.6 Caracteristicas proteoliticas y lipoliticas del género Enterococcus

Algunos autores reportaron actividad proteolitica relevante dentro de E. faecium, E. faecalis
y E. durans de cepas aisladas de diferentes quesos, sin embargo sus actividades fueron

generalmente bajas (Giraffa, 2003).

En un estudio donde se evalu6 la actividad proteolitica y la capacidad para hidrolizar
proteinas de la leche de E. faecalis FT132 y L. paracasei FT700, ambas cepas aisladas de
productos lacteos brasilefios, mediante la inoculacion de E. faecalis FT132 y L. paracasei
FT700 en leche descremada analizadas mediante SDS-PAGE, tal como se presenta
en la figura 3, E. faecalis FT132 presentd una mayor actividad proteolitica en comparacion
con L. paracasei FT700, especialmente en a-caseina, -caseina y B-lactoglobulina (Tulini et

al. 2015).
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(A) NC 132 M (B) NC 700 M

F 116 kDa o B 116 kDa
- 66.2kDa | 66.2kDa
45kDa 45kDa
a-casein - 35kDa a-casein = > 35kDa
-casein pB-casein
p - 25kDa 25kDa
BLC A 18.4kDa BLG 18.4kDa
14.4kDa
- G 14.4kDa

Figura 3. Gel SDS-PAGE para deteccion de actividades proteoliticas de E. faecales FT132 (A) y L. paracasei

FT700 (B) en la leche descremada. Control negativo (NC): leche descremada, Marcador de peso molecular

(M), BLG B-lactoglobulina, ALA a-lactalbimina (Tulini et al. 2015).

En cuanto a su actividad lipolitica fue reportado E. faecalis en menor medida, E. faecium, y

E. durans siendo el que presento mayor actividad. (Giraffa, 2003).

3.7 Queso Cotija

El queso Cotija es un derivado lacteo que se elabora artesanalmente en México, a partir de
leche bronca de vaca, cuajo y sal como materias primas. El queso Cotija (figura 4) se clasifica
como un queso madurado que posee una pasta friabre (desmoronable), 4cida y con un
porcentaje alto de sal; cuando estd maduro, presenta un color amarillento agradable y un
sabor-aroma bastante pronunciado (Villegas, 2004) es de gran formato, con un peso que
oscila de los 20-30 kg y dimensiones de 40 cm de didametro por 18 cm de altura, en promedio

(Alvarez et al., 2005), (NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

12



Figura 4. Pieza de queso Cotija artesanal madurado Region de origen.

Es originario de la region aledafia a Cotija de la Paz en el estado de Michoacéan y actualmente
el producto autentico s6lo es elaborado por un grupo de habitantes de las sierras de los estados

de Jalisco y Michoacén, la sierra de Jalmich (ARPQC, 2005).

El queso Cotija artesanal es el tinico queso mexicano que cuenta con una marca colectiva
sustentada en una indicacion geografica, denominada “Cotija Region de Origen”. A lo largo
del tiempo el producto ha adquirido un prestigio, y por ello es necesario diferenciarlo de otros

similares.

La leche que se utiliza para la elaboracion de este queso proviene de ganado de doble
proposito, producida en la zona geografica, durante la temporada de lluvias (julio a octubre)
y obtenida del dia en un solo ordefio. El ganado se alimenta en sistema de libre pastoreo,
unicamente con la vegetacion natural de la region. Las vacas utilizadas, principalmente
cruzas con raza cebu, producen leche con un minimo de 3.7% de grasa y 3% de proteina. La
leche no debe contener residuos de antibidticos, hormonas, desparasitantes, neutralizantes,
entre otros. Los unicos ingredientes permitidos para la elaboracion del queso son la leche, el
cuajo (que debe ser de origen animal) y sal de grano artesanal proveniente de Colima
(Alvarez et al., 2005). El producto se madura en la misma zona de produccién por un tiempo

minimo de tres meses.
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3.7.1 Materias primas para la elaboracion del Queso Cotija

Leche

La principal materia prima para la elaboracion del queso es la leche, esta debe ser producida
por ganado sano, la calidad de la leche debe tener un minimo de 3.7 % (p/p) de sélidos grasos

y 3.0 % (p/p) de proteina.

Toda la leche utilizada para la elaboracion debe ser fresca (recién ordenada del dia) y provenir

de las vacas ordenadas durante los meses de lluvia (junio a noviembre).
Cuajo

El cuajo utilizado puede ser natural. Elaborado higiénicamente por los mismos productores
de queso, a partir de cuajo de rumiantes jovenes, o bien puede utilizarse cuajo comercial cuya
composicion corresponda a la mezcla enzimatica proveniente del extracto enzimatico del

estobmago de rumiantes.
Sal

La sal empleada debe ser sal de grano artesanal proveniente de Colima libre de materia
extrafia y compuestos quimicos, obtenida mediante proceso artesanal, esto con el fin de que

tenga la consistencia necesaria para su incorporacién durante el salado (Alvarez et al., 2005).

3.7.2. Proceso de elaboracion

El proceso de manufactura del queso se resume a continuacion: la leche se filtra a través de
un lienzo limpio y se deja reposar en un recipiente, en el cual se adiciona el cuajo, se mezcla
y se deja quieta hasta obtener la cuajada. Esta se corta en un tamafio aprox. de lcm y se espera
hasta que el suero se separe. La cuajada libre de suero se pasa a una mesa de trabajo de acero
inoxidable y se mezcla manualmente con la sal. Esta operacion y otros factores, como el
prensado, son fundamentales para determinar la textura final del producto. La cuajada salada
y amasada se vacia al molde (forrado en su interior con dos mantas de ixtle o algodon) y se

envuelve para darle la forma cilindrica e imprimir la marca o dibujo caracteristico de la
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corteza. La pasta fajada se prensa de 18 a 24 h. A partir de este momento comienza la
maduracion de cada pieza de queso. La pieza se mantiene fajada para que no pierda la forma
durante al menos 15 dias, en los que diariamente se voltea y limpia su superficie, hasta que
esté firme y pueda ser manipulada. Entonces se desfaja y se contintia volteandolo durante al
menos tres meses. Este proceso de maduracion debe realizarse en la misma zona geografica,
en un lugar limpio destinado para tal efecto. Las condiciones higiénicas deben mantenerse
en todo momento, ademas de una temperatura < 28 °C y una humedad relativa de 80 a 95 %.
Durante la maduracion el queso debe estar protegido del sol y de cualquier agente
contaminante o materia extrafia se debe limpiar su superficie manualmente con un lienzo
limpio, volteando la pieza para favorecer la pérdida de humedad de manera uniforme y la
adecuada formacion de la corteza. Estas operaciones se realizan al menos cada tercer dia. La
corteza es caracteristica del producto y se retira previo al consumo (Alvarez et al, 2005),

(NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

3.7.3. Composicion proximal

En la tabla 1 con base a las reglas de uso del queso Cotija Region de Origen se muestran los

parametros establecidos respecto a la composicion proximal.

Tabla 1. Composicion proximal del queso Cotija (Alvarez et al, 2005).

Humedad maxima 36%
Grasa minima 23%
Proteina minima 25%

Caracteristicas fisicoquimicas

Previamente en el grupo de trabajo se ha estudiado la composicién y caracteristicas
fisicoquimicas del queso Cotija (Hernandez Briones, 2007), en la tabla 2 se muestran los

resultados obtenidos de dicho estudio respecto a las caracteristicas fisicoquimicas.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del queso Cotija.

Aw Maximo 0.90
Acido lactico 4.8-52
pH 0.20-0.32 %
Cloruros 47-72%

3.8 Actividades metabdlicas importantes para la maduracion del Queso

Las caracteristicas unicas de cada queso se desarrollan durante la maduracién del mismo y
son resultado diferentes reacciones bioquimicas. Los cambios que ocurren durante la
maduracidon son: aroma, sabor y textura del queso madurado estan determinados por el
proceso de manufactura, es decir, por la composicion o especialmente por la humedad,
contenido de NaCl y pH, por la actividad residual del cuajo, por el tipo de microorganismos
iniciadores, por las enzimas presentes en la leche (principalmente proteasas y lipasas) y en

otros casos por la microbiota secundaria (Fox et al., 2004).

La maduracién de los quesos comprende una serie de cambios quimicos que a continuacion

seran descritos de forma breve:

Glucolisis: mediante la cual se produce la transformacion de la lactosa en acido lactico,

cantidades pequefias de acético y propionico, asi como diacetilo y CO2. Esta comienza

durante la coagulacion y se prolonga hasta la desaparicion total de la lactosa. El &cido lactico

también sufre transformaciones, segun el tipo de queso.

Proteolisis: mediante la cual se degradan las proteinas en péptidos y aminodcidos libres, es
uno de los procesos mas importantes, ya que ademas de intervenir en las caracteristicas

olfato-gustativas, interviene fundamentalmente en la textura y el aspecto.

Lipdlisis: mediante la cual se produce la hidrdlisis de la grasa, generalmente en pequefias
cantidades, cuyos derivados: 4cidos grasos y productos de su transformacién como diacetilo

y acetoina, influyen decisivamente en las caracteristicas olfato-gustativas del queso.
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3.8.1 Lipidos y lipdlisis

Lipidos: contribuyen al sabor del queso en tres maneras:

I. Son una fuente de 4cidos grasos, especialmente de acidos grasos de cadena corta, los cuales

presentan sabor y aromas caracteristicos a productos lacteos.

II. Los 4cidos grasos, sobre todo los poliinsaturados son sometidos a la oxidacion, lo que
conlleva a la formacién de varios aldehidos insaturados que son fuertemente aromaticos y

causan defectos de sabor y aroma conocido como rancidez oxidativa.

III. Los lipidos ademas toman el papel de disolventes para compuestos de sabor y aroma

producidos no sélo por lipidos, también por proteinas y lactosa (Fox et al., 2004).

Lipasas: son enzimas que hidrolizan ésteres de acidos carboxilicos de cadena larga (>10
atomos de carbono), pertenecen al grupo 3.1.1 de la clasificacion del “Enzyme Collection”
de acuerdo a las reacciones quimicas que catalizan. Normalmente las lipasas actian en la

interfase aceite-agua de ésteres emulsificados.

En la figura 5 se muestra una imagen de la reaccion de lipdlisis.

0
ha)mz + HO —rnlc//—OH + R*OH

Figura 5. Reaccion de lipdlisis

Especificidad de las lipasas:

e Algunas lipasas muestran especificidad por enlaces externos tipo éster de tri o
diglicéridos (posiciones snl y sn3). Por lo tanto los triglicéridos son hidrolizados
inicialmente a 1,2 —y 2,3- diglicéridos.

e Usualmente las lipasas muestran especificidad por cierto largo de cadena en acidos

grasos.
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Figura 6. Hidro6lisis de un triglicérido por una lipasa (Fox et al., 2004).

Esterasas: son enzimas que hidrolizan ésteres de acidos carboxilicos de cadena corta (<10

atomos de carbono), y otros ésteres simples.
Especificidad de las esterasas (Arpigny y Jaeger, 1999):

e Actian sobre sustratos mas solubles y con un grado de hidrofobicidad menor en
comparacion con las lipasas.

e Muestran un menor nimero de aminoacidos no polares localizados en las zonas expuestas
al solvente y en la region del centro activo.

e FElrango se sustratos no es muy amplio.

e Menor regioselectividad y estereoespecificidad, comparado con las lipasas.

3.8.2 Proteinas de la leche y protedlisis

La leche contiene varios tipos de proteinas, algunas de ellas en cantidades muy pequenas.
Las proteinas pueden ser clasificadas de acuerdo a sus propiedades fisicas o quimicas y sus
funciones biologicas. Tradicionalmente las proteinas de leche fueron -clasificadas

en caseinas, proteinas de suero y proteinas menores.

Los tres grupos principales de proteinas en leche estdn distribuidos por sus diferentes
comportamientos y formas existentes. Las caseinas son facilmente precipitables
principalmente por coagulacion enzimdtica o por disminucion de pH, mientras que las

proteinas de suero usualmente quedan en solucion. Las proteinas globulares de suero se
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desnaturalizan bajo un calentamiento moderado mientras que las caseinas permanecen

estables (Marcos A, et al., 1977).
Caseina

Caseina es el nombre de un grupo de proteinas constituyente de las proteinas en leche. Las
caseinas estan presentes en toda leche animal, incluyendo leche humana. En leche de vaca

casi el 80 % de las proteinas son caseinas.

Las caseinas facilmente forman varios polimeros con el mismo o diferente tipo de caseinas.
Debido a la abundancia de grupos fosfatos y sitios hidrofébicos en la molécula de caseina,
las moléculas de polimeros formados por la caseina son muy especiales y estables. Los
polimeros son construidos por cientos y miles de moléculas individuales y forman una
solucion coloidal que da el color blanco de la leche. Estas moléculas complejas son conocidas
como miscelas de caseinas. Las miscelas de caseina consisten de un complejo de sub-

miscelas de un diametro de 10 a 15 nm.

El fosfato de calcio y las interacciones hidrofobicas entre las sub-miscelas son responsables
de la estabilidad de las miscelas de caseina. Las partes hidrofilicas de k-caseina contienen
grupos de carbohidratos que se proyectan desde el exterior del complejo de miscelas, lo mas

importante es que estabilizan las miscelas impidiendo la agregacion (Marcos A, etal., 1977).
Proteinas de suero

Las proteinas de suero forman aproximadamente el 20 % de la fraccion de proteinas en leche.

Las proteinas de suero son muy solubles y pueden ser separadas en los siguientes sub-grupos:

e o-Lactoalbumina

3-Lactoglobulina

Albumina de suero de sangre

Immunoglobulinas

Proteinas miscelaneas y polipéptidos
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a-Lactoalbumina

Esta proteina puede ser considerada por ser la tipica proteina de suero. Esta presente en la

leche de todos los mamiferos.
3-Lactoglobulina

Esta proteina es encontrada s6lo en mamiferos y es el mayor componente de proteinas de
suero en leche de vacas. Si la leche es calentada sobre 60 °C, se inicia la desnaturalizacion
donde la reactividad del aminoacido de azufre de la B-lactoglobulina juega un rol importante.
A altas temperaturas los componentes sulfurados son gradualmente liberados. Estos
componentes sulfurados son en parte responsables de los sabores a cocido de la leche tratada

con calor.
Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas juegan un rol importante en la proteccion del animal recién nacido

(también en humanos) contra bacterias y enfermedades.
Lactoferrina

Es una glicoproteina que pertenece al transportador de fierro o la familia transferrina, esto
fue originalmente aislado de leche bovina, pero estd también presente en la leche de otros

animales. Ademas se encuentra en las secreciones exocrinas de mamiferos.
Proteinas Menores

Las proteinas de la membrana forman una capa protectora alrededor de los globulos de grasa,
para estabilizar la emulsion de gotitas de grasa de la leche. Algunas de las proteinas contienen
residuos de lipidos y son llamados lipoproteinas. Las proteinas globulinas de la membrana
son la fraccion mas pequenia de las proteinas en la leche, aproximadamente 1.5 % de la
fraccion total de proteinas. Los lipidos y los aminoacidos hidrofobicos de dichas proteinas
hacen que las moléculas dirijan sus sitios hidrofobicos hacia la superficie de grasa, mientras
que las partes menos hidrofobas son orientadas hacia el agua. Enzimas fosfolipidicas y
lipoliticas, en particular, se absorben dentro la estructura de la membrana (Marcos A, et al.,

1977).
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La proteolisis es un proceso esencial en la maduraciéon de los quesos, estrechamente

relacionado con la calidad organoléptica del producto.

La hidrdlisis de las paracaseinas de la cuajada es de naturaleza enzimatica y en ella participan
las enzimas del coagulante de la leche, la proteasa alcalina natural de la leche, de los cultivos
lacticos afiadidos y de los microorganismos que entran en el producto durante su

manufactura.

En la degradacion de las caseinas a productos solubles por la accion microbiana intervienen
las proteasas extracelulares de los microorganismos vivos y las proteasas intracelulares

liberadas por la autolisis de las células microbianas.

La presencia de la actividad proteolitica de los microorganismos presentes en los diversos
tipos de queso y de la accion especifica de las proteasas microbianas sobre las diferentes
paracaseinas, es de indudable interés tecnoldgico para la seleccion de los cultivos a emplear

en queseria.

La extension de la protedlisis en los quesos depende de la variedad, los productos pueden ser
desde polipéptidos ligeramente mas pequefios que las caseinas intactas pasando por medianos
y pequeiios péptidos hasta aminoacidos libres (Marcos A, et al., 1977), ademas la actividad
proteolitica de LAB en proteinas de la leche puede liberar péptidos bioactivos con diferentes

actividades  tales como  antihipertensivo,  antioxidante =y  antimicrobiano.
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4. Antecedentes del grupo de trabajo

4.1 Enterococcus spp. aislados del queso Cotija

Bravo en el 2008 encontr6 que la microbiota presente en el queso Cotija cambia después de
3 meses de maduracion, no se detectan levaduras, los coliformes fecales disminuyen por
debajo del limite maximo (50 NMP/g) indicado en la NOM 121 “Quesos: frescos, madurados
y procesados. Especificaciones sanitarias”. También llevé a cabo el aislamiento e
identificacion de bacterias acido lacticas del género Enterococcus y Lactobacillus. Detecto
que durante el proceso de maduracion ocurren cambios fisicoquimicos como el aumento de
acidez, la disminucion de la Aw y el pH, lo que limité el desarrollo de ciertos
microorganismos. Zuifiiga en el 2009 estudio a la comunidad bacteriana del queso Cotija
mediante métodos moleculares (PCR-DGGE y posterior secuenciacion de la region V3 del
gen ADNr 16 S), identificando asi especies de Enterococcus, las cuales no son la poblacion
dominante dentro de todo el consorcio encontrado en el queso Cotija pero estan presentes y
se mantienen durante el proceso de maduracion. Serrano en 2010 demostrd que la actividad
antibacteriana extracelular producida por BAL aisladas del queso Cotija son de caracter
proteinico y encontr6 una banda de 87 kDa por Enterococcus faecalis, correspondiente a una
proteina con una region NplC/P60, de esta proteina solo pudo identificarse actividad en
contra de bacterias Gram positivas. Olvera en 2010 encontr6 que las cepas de Enterococcus
spp. aisladas del queso Cotija presentan actividad antibacteriana, al cultivarse en medio de
cultivo MRS, contra: Salmonella typhimurium, S. aureus, E. coli, Streptococcus pyogenes,

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Yersinia enterocolitica.

Asi mismo Olvera en el 2013 llevo a cabo la evaluacion del potencial de virulencia y efectos
antibacterianos en 12 grupos de Enterococcus spp. aislados de muestras de queso Cotija
“Region de Origen” y de cepas aisladas y caracterizadas por el grupo de trabajo, mediante la
deteccion y evaluacion de la expresion de genes que codifican para factores de virulencia
(citolisina, proteina de superficie y sustancias de agregacion), enterocinas (enterocina A y

AS-48) y peptidoglucano hidrolasas (AtlA).
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Resultados de nuestro grupo de investigacion indican que las cepas de Enterococcus faecalis
y faecium presentes en el queso Cotija pertenecen a complejos clonales diferentes de las

cepas de origen nosocomial (Olvera en proceso; Guzman, 2015).

4.2 Contenido de grasa del Queso Cotija

El contenido minimo de grasa en el queso Cotija debe ser de 23 %, el perfil de acidos grasos
de este contenido de materia grasa fue estudiado por Escobar (2012) y se muestra a
continuacion en la figura 7, donde se observa con diferentes colores las zonas del queso
Cotija de donde se tomd la muestra, numerada del 1 al 5 desde el centro hasta la corteza del
queso. Sobresale el alto contenido en acidos de cadena larga como el acido palmitico,
estearico y oleico. También se puede observar la presencia de acidos de cadena corta de los

cuales el que se encuentra en una mayor proporcion es el acido butirico.
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Figura 7. Perfil de acidos grasos del queso Cotija. La pieza fue dividida en 4 zonas comenzando por el centro

y se tomo la corteza como la zona 5 (Escobar, 2012).
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4.3 Contenido proteinico en el Queso Cotija

Las fuentes de proteasas provenientes en el queso, pueden provenir del cuajo (quimosina,
con especificidad por residuos de aminodcidos hidrofobicos y aromaticos), de la leche
(plasmina, catepsina D) y de microorganismos ya que como se menciono antes, dentro de la
elaboracion del queso Cotija no hay un paso de esterilizacion de la leche ni adicion de cultivo

iniciador.

Es sabido que las BAL tienen un sistema proteolitico no muy extenso, sin embargo lo poseen

y presentan diferentes peptidasas (Escobar, 2012).

En la figura 8. se muestra el perfil electroforético de proteinas correspondientes al queso
Cotija tomado de las cinco zonas diferentes marcados desde Z1 —Z5, donde se logran
observar diferentes bandas de proteina desde los 14.4 kDa hasta 116 kDa. No hay diferencia
en el perfil de proteinas entre zonas y tampoco se observa una prote6lisis evidente. Como lo
indican las flechas en la figura por debajo de los 25 kDa se observaron cuatro bandas bien
definidas las cuales podrian corresponder a caseinomacropéptido no glucosilado (6.5 kDa),
k-paracaseina libre (13.5 kDa), k-caseina residual (19 kDa) y caseinomacropéptido

glucosilado (alrededor de 20 kDa).
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Figura 8. Perfil electroforético de proteinas del Queso Cotija 4 zonas comenzando por el centro y se tomo la

corteza como la zona 5 (Escobar, 2012).
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5. Justificacion

Existen reportes de que los enterococos juegan un papel importante en las caracteristicas
finales de varios quesos madurados, donde contribuyen al desarrollo de aromas y sabores por

su actividad lipolitica y proteolitica.

En el grupo de trabajo se han aislado varias cepas de Enterococcus spp. a partir del queso

Cotija, sin embargo no se ha evaluado su capacidad proteolitica ni lipolitica.

6. Hipotesis

Las cepas de Enterococcus spp. aisladas de queso Cotija seran capaces de producir proteasas
y esterasas que presenten actividad a una temperatura similar a la que se madura dicho

producto.

7. Objetivos

General

Evaluar las actividades enzimadticas esterasa de acidos carboxilicos y proteasa, para cepas de

Enterococcus spp. aisladas de queso Cotija artesanal madurado.

Particulares

A partir de los extractos enzimaticos concentrados, evaluar la actividad esterasa de
Enterococcus spp., mediante pruebas cualitativas: hidrélisis de a-naftil acetato, por difusion
en agar y zimografia; y cuantitativamente contra ésteres de p-nitrofenilo de diferente longitud

de cadena.

Asi mismo evaluar la actividad proteasa de Enterococcus spp., cualitativamente mediante

difusion en agar e hidrélisis de caseina y cuantitativamente por hidrolisis de azocaseina.
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8. Metodologia

8.1 Disefio experimental

Reactivacion de cepas de
Enterococcus spp (Tabla 3)

Determinacion de curvas
de crecimiento a 600 nm

!

conservacién de cepas

ALD Agar Leche Descremada
AT Agar Tributirina

a-NA Alfa naftil acetato

Fermentacién en medio liquido

en gliceroles

MRS (250 rpm, 37 °C, 13 hrs)

!

Siembra en ALD y AT

Recuperacion de sobrenadante

Concentracion por ultrafiltraciéon

Cuantificacion de proteina (Bradfort, 1976)

Esterilizacion por filtracidn

Difusidon en ALD
Perfil de hidrélisis de
caseina

Difusidon en AT

Actividad en microplaca en
placa con aNA

Actividad proteolitica por hidrolisis
de azocaseina

Actividad esterasa por zimografia y
prueba con ésteres de p-nitrofenilo
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8.2 Bacterias en estudio

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron siete cepas de Enterococcus sp. aisladas

previamente del queso Cotija por el grupo de trabajo.

La lista de las siete cepas totales y la informacion que se sabia de ellas se muestra a

continuacion en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas de Enterococcus spp. aisladas de queso Cotija.

Todas las cepas se encontraban crioconservadas a -70 °C.

Cepa Gram Morfologia Identificada como Técnica empleada de

identificacion (Robles,
Tania, 2014)

A +) Cocos Enterococcus faecalis Amplificacion del gen
ribosomal 16S

B +) Cocos Enterococcus faecium Amplificacion del gen
ribosomal 16S

C +) Cocos Enterococcus faecium Amplificacion del gen
ribosomal 16S

D +) Cocos Enterococcus faecium Amplificacion del gen
ribosomal 16S

E +) Cocos Enterococcus faecalis Amplificacion del gen
ribosomal 16S

G ) Cocos Enterococcus faecium Amplificacion del gen
ribosomal 16S

I +) Cocos Enterococcus faecalis Amplificacion del gen

ribosomal 16S
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8.3 Reactivacion de cepas

A tubos de ensayo con capacidad de 15 mL, se les agregaron 5 mL de medio liquido MRS
los cuales se inocularon mediante la adicion de 50 pL de los gliceroles previamente
crioconservados y se incubaron a una temperatura de 37 °C y aireacion 250 rpm durante 8

horas.

8.4 Determinacion de curvas de crecimiento

Posterior a la reactivacion de las siete cepas de Enterococcus spp. se inocularon 500 pL en
matraces de 50 mL con caldo MRS y se incubaron a una temperatura de 37 °C y aireacion
de 250 rpm durante 20 horas. Las lecturas de absorbancia a 600 nm fueron tomadas por
duplicado cada dos horas hasta las 16 horas, tomando en cuenta el tiempo cero de la
fermentacion y el blanco con caldo MRS estéril sometido a las mismas condiciones de las

demas muestras.

Posterior a las curvas de crecimiento, las cepas utilizadas fueron conservadas (Anexo 1) hasta

el momento en que se utilizaran para la realizacion de todos los experimentos restantes.

8.5 Siembra de cepas en AT y ALD

Para la observacion de halos de lip6lisis y protedlisis cada cepa fue inoculada mediante estria
radial a partir de los gliceroles en placas de AT y ALD (Anexo 3), las cuales fueron incubadas
72 horas a 37 °C. La observacion de la produccion de halos en ALD fue realizada a las 48

horas y en AT fue hasta las 72 horas.

8.6 Fermentacion en medio liquido MRS

Se prepararon pre inodculos en tubos de ensayo con 5 mL de caldo MRS mas 50 pL de cepa

y se incubaron en condiciones de crecimiento a 37 ° C, 250 rpm durante 8 horas.
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Posteriormente a partir del pre inoculo se realizé un pase de 1 mL en 100 mL de caldo MRS
contenidos en un matraz de 500 mL y se incub6 en condiciones de crecimiento a 37 °C, 250
rpm durante 13 horas.Para cada cepa se obtuvieron 200 mL como volumen final de

fermentacion en el caldo MRS.

8.7 Concentracion de sobrenadante por ultrafiltracion

El sobrenadante obtenido de la fermentacion de 13 horas se coloco en un tubo falcon con
capacidad de 50 mL y se centrifugd a 8,500 rpm durante 15 minutos, posteriormente al
sobrenadante se le ajust6 el pH a 7 con NaOH 1N (se guardd una alicuota de 5 mL del extracto
crudo). Para concentrar los extractos primero se realizo una filtracion en el equipo millipore
con una membrana de 0.22 um Yy posteriormente se colocod en el equipo AMICON con
capacidad de 500 mL para ultrafiltrarlo con una membrana de 10 kDa. Con un volumen
inicial de 200 mL de extracto se ultrafiltro hasta un volumen de 50 mL y se realizaron dos
lavados con 100 mL de buffer de fosfatos de potasio 100 mM pH 7.5 hasta llegar a un
volumen de 10 mL. Por ultimo, los 10 mL de extracto se colocaron en el equipo AMICON
con capacidad de 10 mL y se ultrafiltraron hasta llegar a un volumen final de 2 mL,

concentrando asi la muestra 200 veces.

8.8 Determinacion de la concentracion de proteina (Método de Bradford)

Se determino la concentracion de proteina mediante el Método de Bradford, el fundamento
de la técnica es: el azul brillante de Coomasie G-250 al unirse a la proteina, principalmente
a los aminoacidos basicos y aromaticos, provoca un cambio en el maximo de absorcidon del
colorante de 465 a 595 nm, pasando de un color rojo a azul. Este ensayo es muy reproducible
y répido, ya que el proceso de union al colorante se da en aproximadamente 2 minutos y
continua estable durante una hora aproximadamente. Se mide la absorbancia a 595 nm

(Bradford, 1976).
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El ensayo se llevo a cabo de acuerdo a las instrucciones del proveedor del reactivo de
Bradford (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, No. de catdlogo 500-0006, Bio-Rad

Laboratories).

Las muestras concentradas mediante la ultrafiltracion se diluyeron para que la cantidad de
proteina estuviera dentro de la curva patréon elaborada con albumina bovina sérica (de 0 a 10

ng/mkL) la elaboracion de la curva patron se encuentra descrita en el Anexo 2.

Se adicionaron en cada pozo de una microplaca 160 pL de la muestra diluida y 40 pL del
reactivo de Bradford. Se mezclo, evitando la formacion de burbujas de aire. Se colocé un
blanco con agua destilada en lugar de la muestra y se dejo reposar por 5 minutos para que se
estabilizara el color generado, al cual se le midi6 la absorbancia a una longitud de onda de

595 nm (Espectrofotometro Biomate 3, Thermo Scientific).

8.9 Difusion en AT y ALD

Para poder observar la actividad enzimatica lipolitica y proteolitica de las diferentes cepas se
colocd sobrenadante concentrado con la misma cantidad de proteina en pozos hechos dentro
de placas con AT (1%) y ALD (1.5%). Las cuales se incubaron a 29 °C durante 24 horas.
Previamente las muestras se esterilizaron dentro de la campana de flujo laminar con una

membrana desechable Millipore de 0.22 pm.

La composicion de cada medio esta descrita en el Anexo 3 (Garcia, 2006; Hernandez Briones,

2007).
AT

La observacion de actividad lipolitica se basa en la actividad que tiene las lipasas, que puede
ser determinada a través de la utilizacion del sustrato de la lipasa, en este caso la tributirina.
La actividad lipolitica es indicada por una formacion de halos alrededor de las colonias del
triglicérido opaco. El area o la zona de aclaramiento es proporcional a la actividad lipolitica.
Para obtener un medio adecuado es importante que haya una buena emulsificacion de la

materia grasa afladida (Garcia, 2006).
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ALD

Con la finalidad de determinar la actividad proteolitica se selecciono el ALD considerando
que la leche es materia prima del queso y por tanto los sustratos de las proteasas tanto en el

medio s6lido como en el alimento son los mismos (caseinas).

En ALD, las colonias de bacterias proteoliticas se encuentran rodeadas de una zona clara
como resultado de la conversion de la caseina en compuestos nitrogenados solubles. La zona
clara en el agar refleja solamente el desdoblamiento completo de la caseina, por lo que etapas
tempranas de protedlisis, no pueden ser detectadas por el cambio en la opacidad del medio

(Pouch, 2001).

8.10 Determinacion de actividad cualitativa con a-NA

Se prepar6 en stock de a-NA (Sigma), pesando 2 mg del reactivo y disolviéndolo en 0.5 mL

de acetona. Se llevaron a un volumen de 2 mL con Buffer de Fosfatos 100 mM pH 7.5.

También se preparo6 un stock de fast red (Sigma), pesando 2 mg del reactivo y se disolvié en
0.5 mL de buffer de fosfatos 100 mM pH 7.5 con 20 pL de tritén 100-X para solubilizar y

se llevo a 2 mL con el mismo buffer de fosfatos.

Se colocaron en una microplaca 75 pL de la muestra ultrafiltrada (o regulador en el caso del
blanco), y se afadieron 75 pL del stock de a-naftil acetato (Sigma). Se incubd a una
temperatura de 29 °C durante 15 minutos y después se afiadieron 75 pL del stock de fast red

(Sigma) para observar la intensidad de la coloracion rojiza obtenida.

El fundamento de esta reaccion consiste en que las enzimas con actividad de esterasa
hidrolizan acetato de a-naftilo liberando a-naftol, el cual reacciona con el fast red, que es una

sal de diazolio para formar un cromoégeno de color rojo:
acetato de a — naftilo + H20 —— > a —naftol + acido acético

a —naftol + fastred —————> cromodgeno azoico color rojo
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8.11 Preparacion de geles de poliacrilamida y zimogramas

Geles de bandas de proteina

Para la determinacion de actividad lipolitica se realizaron geles nativos de poliacrilamida
segun el método de Ornstein-Davis con un gel concentrador al 4 % y un separador al 12 %
de poliacrilamida. Todos los reactivos que se utilizaron para su preparacion se realizaron de
acuerdo al manual Mini-Protean Tetra Cell Bio-Rad con nimeros de catadlogo 165-8000/165-

8001 (Anexo 4 y 5).

Los sobrenadantes concentrados fueron tomados de sobrenadantes frescos (al término de la
fermentacion) se ajustaron a 70 pg de proteina aproximadamente, se les afiadié Buffer de
Carga 4x (3:1) y se cargaron en el gel. La electroforesis se corrié en una camara Mini-Protean
de Bio-Rad a temperatura ambiente durante 15 minutos a 80 volts posteriormente se llevo a

una temperatura de 4 °C y 120 volts durante 2 horas aproximadamente.

Al término de la electroforesis el gel se lavo con un poco de agua destilada y se tifid con una
solucion de azul de comassie (10 % acido acético, 45 % metanol, 45 % agua destilada y 0.25
% azul de comassie) durante 30 minutos y posteriormente se dejo destifiiendo con una
solucion destifiidora (10 % acido acético, 45 % metanol y 45 % agua destilada). Se realizaron
cambios de esta solucion cuando se saturd por el colorante, asi hasta la aparicion de las

bandas azules en fondo claro.

Para los zimogramas, al término de la electroforesis el gel se lavo con un poco de agua
destilada y posteriormente se colocd con buffer de fosfatos 100 mM pH 7.5 y se dejé en
agitacion durante 30 minutos. Al término de ese tiempo se desecho el buffer y se le agregd
una solucion de a-NA (Sigma) (tabla 4), se dejé a una temperatura de 29 °C durante 15
minutos, pasado este tiempo se le agregd el mismo volumen de una solucion de fast-red

(Sigma) hasta ver las bandas de color rojo.
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Tabla 4. Solucion para revelar zimograma de actividad lipolitica.

Reactivos Solucién a-naftil acetato Solucion Fast-Red
a-naftil acetato 20 mg -—--
Fast-Red -—-- 20 mg
Acetona SmL ——-
Triton 100-X -—-- 20 uL
Buffer de Fosfatos 100 mM 15 mL 20 mL
pH7.5

8.12 Determinacion de actividad cuantitativa con ésteres de p-nitrofenilo

Se emplearon como sustrato los ésteres acetato de p-nitrofenilo (p-NA), butirato de p-
nitrofenilo (p-NB), decanoato de p-nitrofenilo (p-NDe), dodecanoato de p-nitrofenilo (p-
NDo) y palmitato de p-nitrofenilo (p-NP), los cuales se prepararon a una concentracion 0.1

mM en alcohol absoluto.

En una micro placa se colocaron 20 pL de buffer de fosfatos 0.5 M, pH 7.5, 90 pL de agua
destilada, 20 pL de sustrato y por aultimo 70 pL del sobrenadante concentrado. Finalmente se
registr6 cada 3 minutos el incremento en las lecturas de absorbancia a 420 nm
(Espectrofotometro Biomate 3, Thermo Scientific) como consecuencia de la actividad
lipolitica sobre los diferentes sustratos, durante 30 minutos. Para esta prueba también se
realizd un blanco para cada sustrato, con todos los reactivos menos el sobrenadante

concentrado.

Para obtener los valores de U/ mg proteina se utilizo una curva patréon pH 7 con p-nitrofenol

1 mM Anexo 6.

o |(255) () ()| - ) ()

uL

v
mg proteina
mL

mg proteina =
u/ g prote Vol.total de reaccion
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8.13 Perfil electroforético de hidrolisis de caseina

Se colocd 1 mL de leche descremada estéril en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL y se les
anadié el volumen correspondiente a 200 pg de proteina de cada una de las preparaciones
enzimaticas concentradas tomadas de sobrenadantes frescos (al término de la fermentacion)

y se incubaron a 29 ° C durante 24 y 48 horas.

Para la determinacién de actividad proteolitica se realizaron geles desnaturalizantes de
poliacrilamida segun el método de Laemmli (Laemmli, 1970) con un gel concentrador al 4

% y un separador al 12 % de poliacrilamida.

Todos los reactivos que se utilizaron para su preparacion se realizaron de acuerdo al manual

Mini-Protean Tetra Cell con nimeros de catalogo 165-8000/165-8001 (Anexo 5).

Después de las 24 horas de incubacion de la reaccion de proteolisis se tomaron 30 pL de las
muestras y se detuvo la reaccion sustrato-enzima cuando se les afiadié buffer de carga 4x
(3:1) y se calentaron a ebulliciéon en bafio maria durante 5 minutos antes de cargarlas en el
gel. La electroforesis se corrid en una camara Mini-Protean de Bio-Rad a temperatura
ambiente durante 15 minutos a 80 volts, posteriormente se llevo a una temperatura de 4 ° C
a 120 volts aproximadamente una hora y media. Lo mismo se realizé con las muestras de

48 horas de incubacion.

Al término de la electroforesis el gel se lavo con un poco de agua destilada y se tifio con una
solucion de azul de comassie (10 % acido acético, 45 % metanol, 45 % agua destilada y 0.25
% azul de comassie) durante 30 minutos y posteriormente se dejé destifiiendo con una
solucién destifiiddora (10 % &cido acético, 45 % metanol y 45 % agua destilada), realizando
cambios de esta solucion cuando sea saturada por el colorante, asi hasta la aparicion de las

bandas azules.

8.14 Determinacion de actividad cuantitativa con azocaseina

El método requiere de la preparacion de un blanco el cual no contiene muestra enzimatica,

tratada bajo las mismas condiciones que las reacciones con preparaciones enzimaticas. Si la
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muestra posee color que pueda interferir con la lectura adecuada de los resultados, se prepara
también un control del extracto. Ese control se somete a las mismas condiciones que las
muestras, pero se le agrega el TCA al 20 % antes de adicionar la azocaseina evitando que se
lleve a cabo la reaccion entre la proteasa y la azocaseina. La lectura registrada sera entonces

la ocasionada por el color per se de la preparacion enzimatica en estudio (Garcia Carrefio y

Haard, 1993).

La reaccion de hidrolisis se llevd a cabo en tubos eppendorf de 1.5 mL con agitacion y
temperatura controlada (Thermomixer, Eppendorf, 800 rpm y 37 °© C), la reaccion se realizd

como se indica en la tabla 5.

Tabla 5. Reaccién enzimatica

Reactivo (mL) en Reaccion con Control de extracto Blanco
orden de adicion muestra
Azocaseina 0.5 - 0.5
Buffer pH="7.5 - -—-- 0.1
Enzima ( muestra 0.1 0.1 -
concentrada)
TCA (20%) -—-- 0.6 -—--

Después se incubo a las condiciones anteriormente mencionadas durante 60 minutos, pasado
ese tiempo se procede a la adicion de reactivos de acuerdo a la Tabla 6. Se incub6 a 29 °C

durante 30 minutos mads, sin agitacion.

Tabla 6. Continuacion de la reaccion enzimatica

Reactivo (mL) en Reaccion con Control de extracto Blanco
orden de adicion muestra
TCA (20%) 0.6 -—-- 0.6
Azocaseina - 0.5 -
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Al término del tiempo se centrifugé a 8,200 rpm durante 20 minutos (Biofuga Primor
Heraeus) para separar el sustrato que no reacciond, se tomo una alicuota del sobrenadante (1
mL) y finalmente se registro el incremento en las lecturas de absorbancia a 440 nm como
consecuencia de la actividad proteolitica sobre azocaseina (derivado colorido de caseina que
sirve como sustrato para proteasas). Si existe la presencia de una proteasa en la muestra se
lleva a cabo una reaccidon con la azocaseina liberandose un color naranja (Adaptado de
Ballesteros, 2006 y Garcia Carrefio y Haard, 1996). Una unidad de actividad enzimatica se

define como ¢l incremento de absorbancia/hora*mg proteina (Hazen, et. al, 1965).

(Abs 440 muestra - Abs 440 control extracto)—(Blanco)] [Vf

U/mg proteina = ”

(mg de proteina )(60 min)

9. Resultados y discusion

9.1. Determinacion de curvas de crecimiento

Se llevo a cabo la reactivacion de las siete cepas de Enterococcus spp. y a continuacion se
presenta en las figuras 9-15 las curvas de crecimiento en caldo MRS (27 °C, 250 rpm durante
20 horas) , observandose que las cepas A,B,C,D y G a las 8 horas de crecimiento terminan
la fase exponencial y comienzan una fase estacionaria mientras que las cepas E e I hasta las

10 horas de crecimiento alcanzan el comienzo de la fase estacionaria.

Se realizaron las pruebas en microplaca con el sustrato a-NA a las 8 horas (término de la fase
exponencial) de la fermentacion y a las 13 horas (fase estacionaria), con la finalidad de
observar en cudl de esas dos fases de crecimiento se observaba actividad enziméatica. Como
se muestra en la figura 16, las cepas A, B,C y D tuvieron actividad desde las 8 horas, mientras
que las siete cepas presentaron actividad de tipo esterasa a las 13 horas de fermentacion, es
decir en una fase estacionaria. Considerando lo anterior, se decidio llevar a cabo la
fermentacion durante 13 horas, cuando todas las cepas se encontraran en una fase estacionaria

para la obtencion de las proteinas deseadas.
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Figura 9. Curva de crecimiento cepa A
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Figura 10. Curva de crecimiento cepa B
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Figura 11. Curva de crecimiento cepa C
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Figura 12. Curva de crecimiento cepa D
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Figura 14. Curva de crecimiento cepa G
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Figura 15. Curva de crecimiento cepa I
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Figura 16. Prueba cualitativa con a-NA a las 8 horas (a) y a las 13 horas (b) de fermentacion, después de
incubar 15 minutos a 29° C. Control positivo: esterasa de cerdo (Sigma) CP; Control negativo: Buffer de

Fosfatos CN.

9.2. Determinacion de actividad esterasa

9.2.1 Estria radial en placas de medio AT

Directamente de los gliceroles de las cepas se realizo una estria radial sobre placas con AT
las cuales fueron incubadas a 37 ° C durante 48 horas, esto con la finalidad de tener una

prueba presuntiva en cuanto a la capacidad de actividad esterasa que se esperaba de las cepas.
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Las siete cepas Figuras 17-23 presentaron halos alrededor de las colonias, lo que significa la

hidrolisis de la tributirina, sin embargo en las figuras 17, 18, 19 y 21 se observo una mayor

claridad de los halos.

Figura 17. Hidrolisis de tributirina: cepa A Figura 18. Hidro6lisis de tributirina: cepa B

Figura 19. Hidrolisis de tributirina: cepa C Figura 20. Hidrolisis de tributirina: cepa D

Figura 21. Hidrolisis de tributirina: cepa E Figura 22. Hidro6lisis de tributirina: cepa G
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Figura 23. Hidrolisis de tributirina: cepa I

9.2.2 Difusion AT

En la figura 24 y 25 se presenta la prueba en difusion en AT incubadas a 29° C durante 24
horas con los sobrenadantes crudos de la fermentacion de las diferentes cepas y un control
positivo (Esterasa de Cerdo, Sigma), donde no se observaron halos de hidrolisis de la
tributirina, mientras que en la figura 26 y 27 se muestra la misma prueba pero con los
sobrenadantes concentrados donde se logran observar halos de hidrolisis de las cepas A, B,
DyG.

Los halos fueron pequefios, lo que coincide con que generalmente se considera que las BAL
son débiles en su actividad lipolitica si se compara frente a otros grupos de microorganismos
(Foulquié et al., 2006), y dentro de las BAL los enterococos presentan la mayor actividad
lipolitica que por ejemplo Lactococcus y Lactobacillus (Tsakalidou et al., 1994, Hemati et
al., 1998; Tavaria y Malcata, 1998).

cp

Figura 24 y 25. Difusion en AT con sobrenadante crudo de las siete cepas de Enterococcus faecales y faecium

y control positivo: CP esterasa de cerdo (Sigma).
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Figura 26 y 27. Difusion en AT con sobrenadante concentrado de las siete cepas de Enterococcus faecalis y

faecium y control positivo: CP esterasa de cerdo (Sigma).

En la tabla 7 se muestran los valores de actividad esterasa especifica producidas por los
sobrenadantes concentradas de cada una de las siete cepas de Enterococcus spp. en el medio
AT, con la finalidad de tener una idea de la capacidad productora enzimatica de las cepas y
su pureza. Se calculd la actividad especifica relacionando el tamafio de halo con la cantidad
de proteina colocada en cada pozo. Cabe mencionar que en cada pozo se colocd la misma

cantidad de proteina.

Se puede observar que la cepa con mayor actividad es la cepa D, seguida de la cepa A, luego

B y G, y con menor actividad lacepa C, E, e I.

Tabla 7. Actividad especifica de las cepas de Enterococcus sp.

Cepa Tamaiio de halo (mm) Proteina (mg) Actividad especifica

(mm/mg)

B 2 0.197 10.15

D 4 0.198 20.20

G 2 0.197 10.15



9.2.3Prueba con a-naftil acetato

A partir de los sobrenadantes concentrados correspondientes a las 13 horas de fermentacion,
se observo en la figura 28 que las siete cepas dieron positivo en la prueba cualitativa en placa,
es decir que se hidrolizo el enlace éster liberando a-naftol formando un complejo con la sal
de Fast Red dando la coloracion roja. En cada uno de los pozos se colocéd la misma cantidad
de proteina y a pesar de que esta prueba solo es cualitativa, se logr6 observar que la cepa D
presento una coloracion mas acentuada en comparacion a las demas muestras, lo que coincide
con la prueba de difusion en agar, sin embargo si se pudo observar actividad en la cepa C.
Estos resultados podrian indicar que la prueba de hidrélisis de a-NA en placa es mas sensible

que la de difusion en agar.

b)

Figura 28. Prueba cualitativa con a-NA revelada con Fast Red. a) placa antes de incubar; b) placa después de
incubar 15 minutos a 29° C. Control positivo: esterasa de cerdo (Sigma) CP; Control negativo: buffer de

fosfatos CN.

9.2.4 Perfil electroforético e identificacion de bandas con actividad

Todas las muestras concentradas se sometieron a una electroforesis con el fin de separar las
proteinas, identificar sus pesos moleculares aproximados e identificar mediante zimogramas,

cuales eran las que presentaban actividad lipolitica.

Se colocaron alrededor de 70 pg de proteina total de las muestras en cada pozo del gel para
la electroforesis. Primeramente se realiz6 una electroforesis desnaturalizante pero no se logré
ver ninguna banda con actividad, por lo que se prosigui6 con una electroforesis nativa Figura

29 y 30 en donde se senalan las bandas de actividad que presentaron las cepas, la cepa A
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presento una banda ancha, mientras que todas las demas también presentaron una banda de
actividad. No se pudo obtener un peso aproximado de las bandas debido a la falta de un

marcador de peso molecular nativo.

3 4 5 6 7 9
v I

Figura 29. Perfil electroforético en gel nativo tefiido con azul de coomassie y zimograma revelado con a-NA

y Fast Blue. Control positivo: esterasa de cerdo Sigma (1), actividad control positivo (2), cepa A (3) y banda
de actividad (6), cepa B (4) y banda de actividad (7), cepa C (5) y banda de actividad (8).

1 2 3 4 5 6 7 8

a“‘g-ﬂ
e ——

Figura 30. Perfil electroforético en gel nativo tefiido con azul de coomassie y zimograma revelado con a-NA
y Fast Blue. Cepa D (1) y banda de actividad (5), cepa E (2) y banda de actividad (6), cepa G (3) y banda
de actividad (7), cepa I (4) y banda de actividad (8).
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9.2.5 Prueba cuantitativa con ésteres de p-nitrofenilo

Los estudios acerca de la actividad lipolitica de los enterococos, al igual que ocurre con la
actividad proteolitica es limitado y a menudo los datos existentes en la literatura son
contradictorios. Sin embargo de acuerdo a los resultados anteriores donde todas las cepas en
estudio presentan actividad esterasa, se decidid probar sustratos con diferente longitud de
cadena y que presentaran un enlace éster, el que al romperse libera un compuesto colorido,
en este caso algunos derivados del p-nitrofenol. Por tanto, se determinaron las actividades de
los extractos enzimaticos concentrados obtenidos de cada cepa frente a cinco sustratos: p-

NA (C:2), p-NB (C:4), p-NDe (C:10), p-NDo (C:12) y p-NP (C:16).

Se determind la absorbancia a 440 nm de cada reaccion y se realizaron las graficas
correspondientes con respecto al tiempo (Anexo 7). Con el valor de la pendiente (m
experimental) se calcul6 la actividad volumétrica y con los mg de proteina colocada en cada
una de las reacciones se determino el valor de actividad especifica “U”/mg (Anexo 8). Asi
mismo se realizaron los andlisis de varianza por el método de ANOVA con un 95 % de
confianza y el método empleado para discriminar entre las medias, diferencia minima

significativa (LSD) de Fisher (Anexo 9).

En la figura 31 se muestran los resultados expresados como porcentaje de actividad
especifica, donde se asigné el 100 % al sustrato con mayor actividad, haciéndose lo mismo
con la desviacion estandar, para Enterococcus faecalis (Cepa A) se observo una especificidad
bastante sobresaliente hacia el sustrato de cadena corta (C: 2) p-NA. Lo que concuerda con
la actividad mostrada en microplaca, donde se obtuvo una coloracion roja mas acentuada con
respecto a las demés cepas y también en el zimograma donde se uso a-naftil acetato como
sustrato, la banda fue mucho mas intensa con respecto a las demas. Estadisticamente existe
diferencia significativa, donde la especificidad por el sustrato C:2 es diferente de todas las

demas, mientras que las restantes presentan semejanza entre ellas.
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Figura 31. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecalis (Cepa A) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

En la figura 32 se puede observar que Enterococcus faecium (Cepa B) presentd mayor
especificidad hacia el sustrato de cadena corta (C: 2) p-NA de igual forma estos datos
concuerdan con la prueba en microplaca para actividad esterasa y la actividad detectada en
el zimograma. Existe una diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes

sustratos mostrando semejanza entre ellas.
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Figura 32. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecium (Cepa B) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

Mientras que en la figura 33, Enterococcus faecium (Cepa C) presentd especificidad hacia
los ésteres de cadena corta (C: 4) p-NB y cadena media (C:10) p-NDe. Sin embargo, no
dejo de presentar cierta actividad hacia el acetato de p-nitrofenilo como se mostrd en la
prueba de actividad esterasa en microplaca. Ademads estadisticamente se presentd una

diferencia significativa entre los diferentes sustratos y su especificidad.
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Figura 33. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecium (Cepa C) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.
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Los resultados de las Cepas A, B y C indican que las enzimas presentan actividad esterasa,
puesto que no responde al comportamiento tipico de las lipasas, que prefieren las cadenas
largas (Macedo y Malcata, 1997). Mientras que en la figura 34 se observa que Enterococcus
faecium (Cepa D) presentd mayor actividad hacia el sustrato de cadena corta (C:2) p-NA y

(C: 4) p-NB. Estadisticamente se presentd diferencia entre los diferentes sustratos y su

especificidad.
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Figura 34. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecium (Cepa D) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

En la figura 35 se observa que Enterococcus faecalis (Cepa E) present6 una mayor actividad
contra el sustrato de cadena media (C: 10) p-NDe, estadisticamente la actividad resultd

diferente entre los sustratos, sin embargo se presentd semejanza entre ellas a excepcion de
C:10.
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Figura 35. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecalis (Cepa E) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

En la figura 36 se observa que Enterococcus faecalis (Cepa G) presentd mayor actividad por
el sustrato de cadena corta C:2 sin embargo estadisticamente presentd semejanza con el
sustrato C:2 y C:12, mientras que para la actividad contra el sustrato de cadena media C:10

presentd menor especificidad.
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Figura 36. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecalis (Cepa G) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.
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En la figura 37 se observa que Enterococcus faecalis (Cepa I) presentd6 mayor actividad
contra el sustrato de cadena corta (C: 2) p-NA, mientras que las demas presentaron

semejanzas entre ellas.
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Figura 37. Especificidad de sustrato de Enterococcus faecalis (Cepa I) en extracto concentrado, hacia ésteres

de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

En general las cepas presentaron diferencia por una mayor actividad hacia los sustratos de
cadena corta, en un estudio realizado por Dovat et al., (1970), Chander et al., (1979)
demostraron que la actividad lipolitica de los enterococos se reduce en presencia de
compuestos de mayor tamafio molecular (por ejemplo, los acidos grasos C: 3, C: 4, C: 6 y C:
10 estimularon la produccion de lipasas, y que acidos grasos de C: 12, C: 14, C: 16, C: 18 y

C: 18:2 inhibieron esta produccion de lipasas).
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9.3 Determinacion de actividad proteolitica

9.3.1 Estria radial en placas de medio ALD

Directamente de los gliceroles de las cepas se realizo una estria radial sobre placas con ALD
las cuales fueron incubadas a 37 ° C durante 48 horas, esto con la finalidad de tener una
prueba presuntiva en cuanto a la capacidad de actividad proteolitica que se esperaba de las
cepas. Las siete cepas Figuras 38-44 presentaron halos traslucidos alrededor de las colonias,
lo que significa la hidrolisis de la caseina, sin embargo en las figuras 39, 41 y 42 se observo
una mayor claridad las colonias y de los halos. Las imagenes fueron tomadas con un efecto

negativo para mejorar la visibilidad de los halos.

Figura 38. Hidrolisis de caseina por la cepa: A Figura 39. Hidrolisis de caseina por la cepa: B

Figura 40. Hidrdlisis de caseina por la cepa: C Figura 41. Hidrdlisis de caseina por la cepa: D

s

N v

Figura 42. Hidrolisis de caseina por la cepa: E Figura 43. Hidrolisis de caseina por la cepa: G
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Figura 44. Hidrdlisis de caseina por la cepa: 1

9.3.2 Difusion en ALD

En la figura 45 y 46 se presenta la prueba en difusion en ALD incubadas a 29° C durante 24
horas con los sobrenadantes crudos de las diferentes cepas y un control positivo (Pronasa,
Sigma), donde no se observaron halos de hidrolisis de la caseina, mientras que en la figura
47 y 48 se muestra la misma prueba pero con los sobrenadantes concentrados donde se logran
observar halos de hidrolisis claros de todas las cepas. Sin embargo, sélo se encuentran
pocos datos en la literatura con respecto al sistema proteolitico de los enterococos

comparado con otras especies de BAL (Foulquié et al., 2006).

Figura 45 y 46. Difusion en ALD con los sobrenadantes crudos de las siete cepas de Enterococcus feacium y

faecalis. y control positivo: CP Pronasa (SIGMA).
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Figura 47 y 48. Difusion en ALD con los sobrenadantes concentrados de las siete cepas de Enterococcus

faeciumy faecalis y control positivo: CP Pronasa (SIGMA).

En la tabla 8 que se presenta a continuacion se muestran los valores de actividad proteolitica
especifica producida por los sobrenadantes concentrados de cada una de las siete cepas de
Enterococcus spp. en el medio ALD. Con la finalidad de tener una idea de la capacidad
productora enzimatica de las cepas y su pureza, se calculdo la actividad especifica
relacionando el tamafio de halo con la cantidad de proteina colocada en cada pozo. Cabe

mencionar que se colocd la misma cantidad de proteina.

Se puede observar que la muestra con mayor actividad es la cepa D, seguida de la cepa E y

con menor actividad la cepa G.

Tabla 8. Actividad especifica de las cepas de Enterococcus sp.

Cepa Tamafio de halo (mm) Proteina (mg)  Actividad especifica
(mm/mg)
A 5 0.329 15.19
B 5 0.305 16.39
C 5 0.314 15.92
D 10 0.372 26.88
E 7 0.339 20.64
G 4 0.329 12.15
| 0.355 16.90
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9.3.3 Hidrdlisis de caseina y perfil electroforético

La degradacion de la caseina juega el principal papel en el desarrollo de la textura del queso.
Ademas, algunos péptidos contribuyen a la formacion de un buen sabor, sin embrago,
algunos péptidos pueden aportar un sabor amargo indeseable en el producto final. También,
se considera que la degradacion secundaria de los aminoacidos tiene un gran impacto en el
desarrollo del sabor del queso. Sin embargo, so6lo se encuentran pocos datos en la
literatura con respecto al sistema proteolitico de los enterococos comparado con otras
especies de BAL (Foulqui¢ et al., 2006). Estas actividades son bajas en especies del género
Enterococcus, con excepcion de cepas de Enterococcus faecalis (Arizcun et al., 1997;
Macedo et al, 1997; Suzzi et al., 2000; Andrighetto et al., 2001).

Para evaluar la capacidad proteolitica de las cepas de estudio, se realizo la siguiente prueba
donde se colocé 1 mL de leche descremada estéril en tubos eppendorf de 1.5 mL y se
inocularon con el volumen correspondiente a 200 pg de proteina del sobrenadante
concentrado con la finalidad de observar un perfil de proteinas que serian hidrolizadas por
las enzimas del sobrenadante de cada cepa de Enterococcus spp. monitoreado a las 24 y 48
horas. Comparando el control negativo: CN (perfil de proteinas de la leche descremada) con
el perfil de las muestras inoculadas. También se colocd un control positivo: CP (Pronasa
Sigma). Como se muestra en la figura 49 todas las cepas presentaron hidrdlisis de caseina,
siendo las de mayor hidrolisis de caseina las cepas A, D y G para ambos casos, es decir a 24
y 48 horas y las de menor hidrolisis de caseina las cepas E, B, I y C. cabe resaltar que la
hidrolisis se vio mucho mayor a las 48 horas de incubacion. En el perfil electroforético (figura
50) resalta a la vista dos bandas intensas en todos los carriles del gel por arriba de los 30
kDa que podrian corresponder a asociaciones de asl y as2, las cuales presentarian pesos
moleculares de 37.1 y 38.7 respectivamente (Eck, 1990). Corroborando la figura 46, donde
a las 24 horas se observd poca diferencia entre el control negativo y las muestras, mientras
que en el perfil electroforético a las 48 horas la diferencia entre el control negativo y las
muestras es mucho mas notoria la degradacion de bandas que van de 14 a 31 kDa, sin
embargo se siguen observan bandas por debajo de los 20 kDa que probablemente sean

segmentos de la hidrolisis de las caseinas.
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CN CP A B C D E G I

Figura 49. Prueba de hidrélisis de caseina en tubos eppendorf. a) Incubados a 29 °C durante 24 horas, b)

incubados a 29 °C durante 48 horas.
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Figura 50. Perfil electruiorcuco en gel SDS —PAGE tefiido con azul de coomasie. Marcador de peso
molecular: MP; Control negativo: CN; Control positivo: CP. a) hidrélisis de caseina a las 24 horas. b)

hidrélisis de caseina a las 48 horas.
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9.3.4 Prueba cuantitativa de hidrolisis de Azocaseina
Con base en los resultados cualitativos de actividad proteolitica se decidio hacer una prueba
para cuantificar dicha actividad en cada una de las cepas en estudio.

Se us6 como sustrato azocaseina porque la caseina es la principal proteina que se encuentra

en la leche y ésta es la principal materia prima para la elaboracion del queso Cotija.

En la tabla 9 se muestran los resultados con una actividad proteolitica baja en comparacion

a una proteasa comercial (Pronasa, Sigma) la cual presenta un valor 0,047 U/mg.

Cabe resaltar que la cepa con mayor actividad proteolitica fue la cepa E, seguida de la cepa

Del

Tabla 9. Actividad proteolitica especifica de cepas de Enterococcus spp. utilizando como sustrato azocaseina.

Cepa U/mg proteina
Pronasa 0,047
A 1,4x10° 3
B 4,6x10 3
C 3.0X10 3
D 8.9X10 3
E 9.2X10 3
G 1.2X10 3
I 6.6X10 3
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10. Conclusiones

Se sabe que el género de Enterococcus, a pesar de pertenecer al grupo de las BAL, no se
caracterizan por ser microorganismos proteoliticos ni lipoliticos, ademas de no ser un género
predominante dentro de la microbiota del queso Cotija artesanal. Sin embargo, con base en
los resultados obtenidos en esta investigacion podemos decir que las cepas de Enterococcus
especies faecium y faecalis, aisladas del queso Cotija artesanal tienen actividad enzimatica
para hidrolizar sustratos como lo son acidos grasos de cadena corta: acetato y butirato, asi
como capaces de hidrolizar la caseina, proteina principal de este alimento a una temperatura

similar a la temperatura de su proceso de maduracion.

Por lo tanto las cepas que fueron estudiadas podrian contribuir al desarrollo de las
caracteristicas organolépticas finales del queso Cotija aunque quiza no son los principales

microorganismos encargados de las caracteristicas finales de dicho producto.

Estas cepas presentan potencial biotecnoldgico, sin embargo es necesario optimizar las

condiciones para la obtencion de las enzimas de interés.
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11. Perspectivas

Quedan como perspectivas de este trabajo determinar el peso molecular de las enzimas
producidas por las cepas de Enterococcus spp. aisladas de queso Cotija artesanal madurado,
en geles de electroforesis desnaturalizantes e identificacion mediante el sistema LC-MS/MS
(Cromatografia liquida acoplada a espectrometros de masas capaces de producir espectros en

tandem).

Por otro lado realizar la caracterizacion bioquimica de las enzimas y comprobar su potencial
biotecnoldgico mediante la inoculacion de las mismas en algin alimento fermentado o

producto.

Optimizar las condiciones de produccion de las enzimas a nivel matraz.
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Anexos

Anexo 1. Conservacion de cepas

1. Se tomaron 500 pLL del medio liquido de la cepa previamente reactivada y se colocaron

en un matraz con 10 mL de caldo MRS.

N

Se incubaron los matraces a 37 °C con agitacion de 250 rpm durante 8 horas.

(O8]

Se centrifugaron los 10 mL de medio a 10, 000 rpm durante 10 minutos y posterior a €so
se desecho el sobrenadante.
4. Al pellet obtenido se le agregaron 2 mL de solucion salina 0.85 % (pH neutro).

5. En tubos eppendorff estériles con capacidad de 1.5 mL se colocaron 800 pL pellet
resuspendido y 200 pL de glicerol al 15 %.

6. La mezcla se homogenizo6 en vortex y se distribuyo en tubos para crioconservacion.

7. Los tubos se conservaron en ultracongelador a — 70°C.
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Anexo 2. Curva patréon BSA

1. A partir de un stock de BSA de 1.42 mg/mL se prepar6 un segundo stock de 100 pg/mL.
2. A partir del segundo stock (100 uL/mL) se prepard la siguiente curva por duplicado.

Tubo No. Stock 2 (uL) Agua destilada (BSA) (ug/mL)
(uL)
1 0 800 0
2 16 784 2
3 32 768 4
4 48 752 6
5 64 736 8
6 80 720 10

3. Adicionar 160 pL de muestra en cada pozo (microplaca de 96 pozos) y 40 uL del reactivo
de Bradfort y mezclar evitando crear burbujas. Colocar un blanco con agua destilada.

4. Esperar alrededor de 5 minutos.

5. Leer absorbancia a 595 nm en el lector de microplacas (Espectro Biomate).

6. Graficar para obtener la curva patron y los valores de la pendiente y ordenada al origen.

Curva patron Bradford

0,5

s

0;4 /

03 y = 0,0444x + 0,0003
/ R2 = 0,9986

o /

0,1
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Anexo 3. Componentes del medio AT Y ALD

Medio AT

Para preparar 1 litro de este medio se agregaron los siguientes reactivos

Cantidad Reactivo
10g Bactotriptona
S5¢ Extracto de levadura
10g Cloruro de sodio
10 mL Tributirina
SmL Glucosa 20%
I5¢ Agar
1L Agua destilada

Preparacion

1. Se mezclo la bactotriptona, el extracto de levadura, cloruro de sodio y la tributirina en agua

destilada y por ultimo se le ajusto el pH a 7.5.

2. Se emulsifico la tributirina con el ultraturax en velocidad minima durante 2 minutos.

3. Posteriormente se agregdé el agar y se disolvio.

4. Se esterilizo el medio en autoclave (121° C, 15 min).

5. Se dejo enfriar el medio y se afiadio la glucosa previamente esterilizada en autoclave (121°

C, 3 min).

6. Se homogenizo la glucosa y se distribuyo en cajas Petri.
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Medio ALD

Para preparar 1 L del medio se necesitaron los siguientes reactivos

Cantidad Reactivo
I5¢g Leche Descremada
I5¢g Agar
1L Agua destilada

Preparacion:

1. Seagrega laleche descremada a la mitad del volumen de agua y se esteriliza en autoclave
(121° C, 3 min).
2. Esterilizar aparte el agar en la mitad de agua sobrante (121° C, 15 min).

3. Una vez estériles las dos soluciones se procede a mezclar y distribuir en cajas Petri.

63



Anexo 4. Electroforesis

La electroforesis es un método analitico semipreparativo, en el que se separan biomoléculas,
mediante su peso, bajo la accion de un campo eléctrico, fue empleado por primera vez por
Tiselius en el afio de 1937. Raymond y Weintraub en 1959 emplearon como soporte para la
electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método fue perfeccionado
por varios investigadores como Davis y Ornstein. El dodesil sulfato de sodio (SDS) se
introduce en esta técnica en 1970, y ya en1972 se emplean agentes reductores y SDS en la
determinacion del peso molecular de las proteinas en lo que se denomind electroforesis en

geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad, y
sirven como método de separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y
otras biomoléculas, donde aportan un potente criterio de pureza. Es util ademas para
determinar otros parametros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas

polipeptidicas de las proteinas (Garcia, 2000).

Fundamentos de la electroforesis

La electroforesis es la migracion de solutos idnicos bajo la influencia de un campo eléctrico;
estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos — y +), en dependencia de una

combinacion de su carga, peso molecular y estructura tridimensional.

La velocidad de migracion (v) de la particula es directamente proporcional al producto de su
carga efectiva (q) y el gradiente de potencial eléctrico (E) e inversamente proporcional al
coeficiente de friccion (f) relativo a la talla y forma de la molécula, o sea, a la resistencia que

le ofrece al medio (Garcia, 2000).

La mayoria de las biomacromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos) poseen
determinada carga eléctrica con grupos anionicos y catiénicos capases de disociarse. La carga
neta de la particula esta dada por el pH del medio y puede ser modificada por la interaccion
con pequefias moléculas de iones u otras macromoléculas. De lo anterior se deduce que el

pH influye sobre la velocidad de migracion de las moléculas.
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En el punto isoeléctrico de la biomolécula, pH al cual su carga neta es 0, esta no migra. Por
debajo del punto isoeléctrico tiene carga neta positiva y migra hacia el catodo, y por encima

del punto isoeléctrico tienen carga neta negativa y migra hacia el anodo (Nochumsons, 1985).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en la electroforesis en gel, es
quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida y
reproducible. Forma, ademas geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en
agua, relativamente no idnicos y que permiten buena visualizacion de las bandas durante
tiempo prolongado. Ademas tiene la ventaja de que variando la concentracion de polimeros,

se puede modificar de manera controlada el tamafo del poro (Campell, 1995).

Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

Se trata de un tipo de electroforesis en la que las muestras se desnaturalizan por calor en
presencia de agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que destruye los puentes
disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina con cargas netas negativas), y se

separan como cadenas polipeptidicas aisladas (Garcia, 2000).

Electroforesis nativa

Una electroforesis nativa es aquella que somete a las proteinas a migracion sin
desnaturalizacion. En este caso las proteinas migran en funcion de su carga, de su tamafo y
de su forma. Ademas se mantiene en ciertos casos las interacciones entre subunidades y entre

proteinas, separandose los complejos (Garcia, 2000).
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Anexo 5. Preparacion de reactivos para geles

Acrilamida (30% T, 2.67% C)

87.6 g de acrilamida (29.2 g/100 mL)

2.4 g N’N’- bis-metilen-acrilamida (0.8 g/100 mL)

Llevar a un volumen total de 300 mL agua desionizada y almacenar a 4°C.
SDS 10% (p/v)

Disolver 10g de SDS en 90 mL de agua y llevar a 100 mL agua desionizada.
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8

27.23g Tris base (18.15g/100mL)

80 ml de agua desionizada

Ajustar pH 8.8 con HCI1 6 N, llevar a un volumen total de 150 mL con agua desionizada

y almacenar a 4°C.
Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8
6g DE Tris base

60 ml de agua desionizada

Ajustar pH 6.8 con HCI1 6 N, llevar a un volumen total de100 mL con agua desionizada

y almacenar a 4°C.

APS 10% (p/v). Pesar 100g de persulfato de amonio y disolver en 1 mL de agua
desionizada.

Buffer de carga 4x

Para un volumen final de 9.5 mL, mezclar 1.25 mL de Tris HC1 0.5 M, 2.5 mL de glicerol
puro, 2.0 mL de SDS 10% (p/v) y 0.2 mL de azul de bromofenol 0.5% (previamente

disueltos en etanol).

Hacer alicuotas de 950 pL en tobos eppendorf y afiadir 50 pL de betamercapto etanol.
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Anexo 6. Curva de p-nitrofenol

1. Se prepar6 un stock de p-nitrofenol de concentracion 1 mM. Se pesaron 0.139 mg de p-

nitrofenol y se disolvié en 1 mL de alcohol absoluto.

2. A partir del stock anterior se preparé la siguiente curva patrdn por triplicado.

Tubo No. Stock 2 (uL) Agua destilada [p-nitrofenol]
(D) (mM)
1 0 200 0
2 5 195 25
3 10 190 50
4 15 185 75
5 20 180 100

3. Adicionar 20 pL del buffer pH 7.5, 0.5 M, 20 uL de sustrato, 90 pL de agua destilada y

20 pL de extracto enzimatico concentrado en cada pozo (microplaca de 96 pozos)

evitando crear burbujas. Colocar un blanco con todo menos la muestra pero si el medio.

4. Leer absorbancia a 420 nm en el lector de microplacas (Espectro Biomate).

5. Graficar para obtener la curva patron y los valores de la pendiente y ordenada al origen.

Abs 440 nm

Curva patrén p-nitrofenol  v=0,0023x+0,0068
R2=0,9956

20 40 60 80 100
[p-nitrofenol]
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Anexo 7.Cinéticas de especificidad de sustrato con ésteres de p-nitrofenilo
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Anexo 8. Actividad del extracto enzimatico concentrado usando como sustrato diferentes

sustratos derivados de p-nitrofenol.

Cepa Sustrato m exp vol.f/vol.i mtedrica Act.Vol. Proteina(mg) U/mg
A Acetato 0,0065 2,857 0,0023 8,94 313,6 0,1285
B Acetato 0,0041 2,857 0,0023 6,09 1043 0,0243
C Acetato 0,0016 2,857 0,0023 1,99 240,1 0,0418
D Acetato 0,0038 2,857 0,0023 4,72 319,2 0,0561
E Acetato 0,0023 2,857 0,0023 2,86 1099 0,0127
G Acetato 0,0032 2,857 0,0023 3,97 310,1 0,0640
I Acetato 0,0043 2,857 0,0023 5,34 1099 0,0242

Cepa Sustrato mexp vol.f/vol.i mtedrica Act.Vol. Proteina(mg) U/mg
A Butirato  0,0022 2,857 0,0023 2,86 313,6 0,0429
B Butirato  0,0021 2,857 0,0023 2,98 1043 0,0123
C Butirato  0,0022 2,857 0,0023 2,86 240,1 0,0578
D Butirato  0,0034 2,857 0,0023 4,60 319,2 0,0759
E Butirato  0,0018 2,857 0,0023 3,35 1099 0,0102
G Butirato  0,0028 2,857 0,0023 4,60 310,1 0,0554
I Butirato  0,0022 2,857 0,0023 3,23 1099 0,0124

Cepa Sustrato mexp vol.f/vol.i mtedrica Act.Vol. Proteina(mg) U/mg
A Decanoato  0,0026 2,857 0,0023 3,23 313,6 0,0515
B Decanoato  0,0013 2,857 0,0023 1,74 1043 0,0236
C Decanoato  0,0022 2,857 0,0023 2,73 240,1 0,0560
D Decanoato  0,0014 2,857 0,0023 1,74 319,2 0,0279
E Decanoato  0,0052 2,857 0,0023 6,58 1099 0,0290
G Decanoato  0,0023 2,857 0,0023 2,86 310,1 0,0461
I Decanoato  0,0034 2,857 0,0023 4,22 1099 0,0192
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Cepa Sustrato mexp vol.f/vol.i mtedrica Act.Vol. Proteina(mg) U/mg
A Dodecanoato  0,0023 2,857 0,0023 2,98 313,6 0,0449
B Dodecanoato  0,0024 2,857 0,0023 3,48 1043 0,0143
C Dodecanoato 0,0011 2,857 0,0023 1,37 240,1 0,0276
D Dodecanoato  0,0029 2,857 0,0023 3,60 319,2 0,0564
E Dodecanoato  0,0020 2,857 0,0023 2,61 1099 0,0115
G Dodecanoato  0,0032 2,857 0,0023 4,60 310,1 0,0648
I Dodecanoato  0,0036 2,857 0,0023 5,47 1099 0,0192

Cepa Sustrato mexp vol.f/vol.i mteérica Act.Vol. Proteina(mg) U/mg
A Palmitato  0,0028 2,857 0,0023 3,48 313,6 0,0568
B Palmitato  0,0018 2,857 0,0023 2,24 1043 0,0111
C Palmitato  0,0016 2,857 0,0023 1,99 240,1 0,0414
D Palmitato  0,0029 2,857 0,0023 3,60 319,2 0,0571
E Palmitato  0,0031 2,857 0,0023 3,85 1099 0,0179
G Palmitato  0,0026 2,857 0,0023 3,23 310,1 0,0527

I Palmitato  0,0024 2,857 0,0023 3,48 1099 0,0138
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Anexo 9. Analisis de varianza (ANOVA) para los resultados de la prueba cuantitativa con
¢ésteres de p-nitrofenilo y pruebas de multiples rangos (LSD) con un nivel de 95.0% de
confianza.

ANOVA unidireccional: especificidad vs. sustrato CEPA A

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por 1o menos una media es diferente

Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacioéon del factor

Factor Niveles Valores

sustrato 5 (C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
sustrato 4 0,015524 0,003881 380,91 0,000
Error 10 0,000102 0,000010

Total 14 0,015626

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0031920 99, 35% 99,09% 98,53%

Medias

sustrato Media Desv.Est. IC de 95%
Cc:10 0,05150 0,00200 (0,04739; 0,05561)
C:12 0,04490 0,00301 (0,04079; 0,04901)

C:2 0,12850 0,00346 (0,12439; 0,13261)

N
3
3
C:16 3 0,05677 0,00300 (0,05266; 0,06087)
3
C:4 3 0,04290 0,00411 (0,03879; 0,04701)

Desv.Est. agrupada = 0,00319197

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

sustrato N Media Agrupacion
C:2 3 0,12850 A

C:16 3 0,05677 B

C:10 3 0,05150 B

C:12 3 0,04490 C

C:4 3 0,04290 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA B

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SUSTRATO 4 0,000509 0,000127 74,15 0,000
Error 10 0,000017 0,000002

Total 14 0,000526

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0013102 96,74% 95,43% 92 ,66%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
C:10 3 0,008900 0,001039 (0,007215; 0,010585)
C:12 3 0,014300 0,001039 (0,012615; 0,015985)
C:16 3 0,008100 0,000693 (0,006415; 0,009785)
C:2 3 0,024333 0,001607 (0,022648; 0,026019)
C:4 3 0,01230 0,00183 ( 0,01061; 0,01399)

Desv.Est. agrupada = 0,00131022

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:2 3 0,024333 A

C:12 3 0,014300 B

C:4 3 0,01230 B

Cc:10 3 0,008900 C

C:16 3 0,008100 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA C

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SUSTRATO 4 0,003047 0,000762 36,74 0,000

Error 10 0,000207 0,000021
Total 14 0,003254

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0045535 93,63% 91,08% 85,66%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
C:10 3 0,06810 0,00745 ( 0,06224; 0,07396)
C:12 3 0,027633 0,001501 (0,021776; 0,033491)
C:16 3 0,03973 0,00530 ( 0,03388; 0,04559)
C:2 3 0,041833 0,001443 (0,035976; 0,047691)
C:4 3 0,05777 0,00397 ( 0,05191; 0,06362)

Desv.Est. agrupada = 0,00455353

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:4 3 0,05777 A

Cc:10 3 0,06810 B

C:2 3 0,041833 C

C:16 3 0,03973 C

C:12 3 0,027633 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA D

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SUSTRATO 4 0,000323 0,000081 123,69 0,000

Error 10 0,000007 0,000001
Total 14  0,000329

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0008079 98,02% 97,23% 95,54%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
C:10 3 0,005533 0,000231 (0,004494; 0,006573)
C:12 3 0,01130 0,00000 ( 0,01026; 0,01234)
C:16 3 0,003567 0,000058 (0,002527; 0,004606)
C:2 3 0,014233 0,000058 (0,013194; 0,015273)
C:4 3 0,01517 0,00179 ( 0,01413; 0,01621)

Desv._Est. agrupada = 0,000807878

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:4 3 0,01517 A

C:2 3 0,014233 A

C:12 3 0,01130 B

Cc:10 3 0,005533 C

C:16 3 0,003567 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA E

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SUSTRATO 4 0,000824 0,000206 100,52 0,000
Error 10 0,000020 0,000002

Total 14 0,000844

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0014315 97,57% 96,60% 94 ,54%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
C:10 3 0,02900 0,00282 ( 0,02716; 0,03084)
C:12 3 0,012067 0,000289 (0,010225; 0,013908)
C:16 3 0,017900 0,000346 (0,016058; 0,019742)
C:2 3 0,012667 0,001443 (0,010825; 0,014508)
C:4 3 0,007300 0,000000 (0,005458; 0,009142)

Desv.Est. agrupada = 0,00143155

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:10 3 0,02900 A

C:16 3 0,017900 B

C:2 3 0,012667 C

C:12 3 0,012067 C

C:4 3 0,007300 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA G

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 (C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

SUSTRATO 4  0,001004 0,000251 5,41 0,014
Error 10 0,000464 0,000046
Total 14  0,001468

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0068118 68,39% 55,75% 28,88%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
Cc:10 3 0,04610 0,00400 (0,03734; 0,05486)
C:12 3 0,06477 0,00306 (0,05600; 0,07353)
C:16 3 0,05277 0,00833 (0,04400; 0,06153)
C:2 3 0,06400 0,00721 (0,05524; 0,07276)
C:4 3 0,06743 0,00924 (0,05867; 0,07620)

Desv.Est. agrupada = 0,00681175

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:4 3 0,06743 A

C:12 3 0,06477 A B

C:2 3 0,06400 A B

C:16 3 0,05277 B C
C:10 3 0,04610 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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ANOVA unidireccional: ESPECIFICIDAD vs. SUSTRATO CEPA I

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna Por 1o menos una media es diferente
Nivel de significancia o = 0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

SUSTRATO 5 C:10; C:12; C:16; C:2; C:4
Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
SUSTRATO 4 0,000361 0,000090 68,64 0,000

Error 10 0,000013 0,000001
Total 14 0,000374

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0,0011466 96 ,49% 95,08% 92,09%

Medias

SUSTRATO N Media Desv.Est. IC de 95%
C:10 3 0,021667 0,001328 (0,020192; 0,023142)
C:12 3 0,023000 0,000346 (0,021525; 0,024475)
C:16 3 0,013767 0,001328 (0,012292; 0,015242)
C:2 3 0,024167 0,000764 (0,022692; 0,025642)
C:4 3 0,012433 0,001531 (0,010958; 0,013908)

Desv.Est. agrupada = 0,00114659

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

SUSTRATO N Media Agrupacion
C:2 3 0,024167 A

C:12 3 0,023000 A B

C:10 3 0,021667 B

C:16 3 0,013767 C

C:4 3 0,012433 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs individuales de 95% de Fisher
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