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La presente tesis doctoral se centra en la identificacién y estudio de las propiedades con interés
funcional y tecnoldgico de una coleccion de nuevos aislados de BAL procedentes de tres
productos fermentados tradicionales: chicha, bebida alcohélica fermentada a base de maiz del
noroeste argentino, atole, bebida fermentada de México, y focosh, patatas fermentadas de forma
espontanea de los Andes peruanos. De cara a su posible aplicacion en alimentos, aquellas cepas
mas prometedoras se evaluaron en cuanto a propiedades relacionadas con la seguridad y
calidad alimentaria, determinando su actividad antimicrobiana y su perfil de resistencias a
antibioticos. El estudio se complement6 con la secuenciacién del genoma completo de una
seleccion de cepas de BAL con potencial biotecnolégico. A continuacion, se seleccionaron
siete cepas productoras de riboflavina y se realiz6 el estudio de la tolerancia a estreses
relacionados con procesos de produccion de alimentos.

Debido a las cada vez mas extendidas intolerancias a la leche, los cereales son una buena
alternativa a los productos lacteos como matrices fermentables, aunque es comun que
requieran de un enriquecimiento en vitaminas, por tanto, con el objetivo de conseguir niveles
de produccién adecuados para el enriquecimiento de una matriz alimentaria, se recuperaron
mutantes espontaneos super-productores de riboflavina de las cepas de BAL seleccionadas. La
cepa super-productora de riboflavina L4, plantarum M5MA1-B2, al igual que la cepa salvaje de
la que deriva, present6 la mejor tolerancia a las condiciones de estrés ensayadas, por lo que fue
utilizada para el desarrollo de un alimento funcional “tipo kéfir” a partir de los cereales avena,
cebada y maiz, con dos tipos de estarter comercial, para kéfir de agua y para kéfir de leche.

Se observo que 100 g del producto tipo kéfir a base de avena fermentado con el estarter de
leche y la cepa supetr-productora de riboflavina, contenfan el 11,4% de la cantidad diaria
recomendada de la vitamina. Ademas, esta cepa Lb. plantarum M5MA1-B2, en combinacion
con el estarter de kéfir de agua, mejoraba el proceso de elaboracién de los productos con base
de avena y maiz, debido a que incrementaba la concentracion de acido lactico. Para elucidar la
mejor de las combinaciones que permita valorar el potencial de los nuevos productos
elaborados para entrar en el mercado de los alimentos funcionales, se realiz6 un analisis de
petfiles de compuestos organicos volatiles, que requeriria del estudio complementario de las

_propiedades sensoriales y de pruebas pruebas de aceptacion por el consumidor.
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ACN Acetonitrilo

AcNa Acetato de sodio

APS Amina primaria-secundaria

BAL Bacterias del acido lactico

bp Pares de bases

C18 Carbono 18

CAF Medio Chalmers Agar con Fitato

CARD “Comprehensive Antibiotic Resistance Database”
CDM Medio Quimicamente Definido

CDR Cantidad diaria recomendad

CECT Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
CERELA Centro de Referencia para Lactobacilos
CMI Concentraciéon minima inhibitoria

CNS Estafilococos coagulasa-negativos

CO2 Diéxido de carbono

cP CentiPoise

CPS Polisacaridos capsulares de superficie
DHPPP Hidroximetil-7,8-dihidropterina fosfato

DNA Acido desoxirribonucleico

DO Densidad dptica

EA Etil acetato

EFSA Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
ELC Extractos libres de células

EPS Exopolisacaridos

EtOH Etanol

FDA “Food and Drug Administration”

FAO Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
FFC Centro de Alimentos Funcionales

FEEDAP Panel de Aditivos y Productos o Sustancias usadas en Alimentacion Animal
FAD Flavin-adenina-dinucledtido

FMN Flavin-mononucleétido

gL Gramos por litro

GRAS “Generally Recognized As Safe”

GTP Guanosina trifosfato



HCI Acido clorhidrico

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion

IATA Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos
ISO “International Organization of Standarization”

ISR “Intergenic Spacer Region”

KA Kéfir de avena

KC Kéfir de cebada

KL Kéfir de leche

KM Kéfir de maiz

LC-MS/MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas/masas
Log Logaritmo en base 10

mg Miligramos

MCB Medio Chalmers modificado

MgSO4 Sulfato de magnesio

min Minutos

MRS ‘De Man-Rogosa médium”

MS Espectrometria de masas

MS-LIT Espectrometria de masas linear de trampa idnica
NaCl Cloruro de sodio

NADH Nicotinamida-adenina-dinucleétido deshidrogenasa
ng/mL Nanogramos por mililitro

OMS Organizacién Mundial de la Salud

PABA Acido para-aminobenzoico

PCA Analisis de componentes principales

PEG “Protein Encoding Gene”

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PTR Reaccion de transferencia de protones

Pi Fésforo inorganico

QPS “Qualified Presumption of Safety”

RAPD Polimorfismos del DNA al azahar

RC Reactivo de color

REP Elementos palindrémicos repetitivos

RFN Regi6n reguladora del operdn de biosintesis de riboflavina

RGI “Resistance Gene Identifier”



RNAr
SCSIE
SE
TCA

TSB
UVEG
UFC
VOC
YPD

RNA ribosomico
Servicio Central de Soporte Experimental
Solucion de extraccién

Solucion de tricloroacético

Caldo de soja y tripticaseina
Universitat de Valéncia-Estudi General
Unidades formadoras de colonia
Compuestos organicos volatiles

“Yeast Extract-Peptone- Dextrose”
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Introduccion general

1. Taxonomia, clasificacion e identificacion de bacterias lacticas

Las bacterias del acido lactico (BAL) son microorganismos procariotas que han estado
intimamente asociados con la cultura humana y su bienestar a lo largo de la historia. La
industrializacion de las bio-transformaciones alimentarias en nuestros tiempos, asi como las
cualidades que estos microorganismos aportan a las caracteristicas sensoriales, de calidad y de
seguridad de los productos fermentados, han consolidado la consideracion de las BAL como

microorganismos beneficiosos (Holzapfel y Wood, 2014).

Pertenecen al filo de bacterias Gram-positivas Firmicutes, incluyendo cocos, coco-bacilos o
bacilos no esporulados y que presentan un DNA de bajo contenido en G+C (< 55 mol%). Son un
grupo bacteriano normalmente catalasa-negativo y que necesita una fuente de carbono
fermentable para crecer. Las BAL se agrupan en la Clase Ill del filo Firmicutes, es decir, en la
clase Bacilli, compartiendo filo con los Clostridia (Clase 1) y los Mollicutes (Clase Il). Los analisis
basados en la comparacion de las secuencias del gen del RNA ribosomico 16S (RNAr 16S)
diferencian claramente Firmicutes del otro filo de bacterias Gram-positivas, Actinobacteria,
presentando los miembros que lo componen un DNA con alto contenido en G+C (= 55 mol%).
Dentro de la clase Bacilli, las BAL estan englobadas en el orden I, los Lactobacillales (Garrity y
Holt, 2001; Ludwig et al., 2009).

Como se puede observar en la Tabla 1-I, las BAL son un grupo microbiano muy diverso
compuesto por seis familias, 40 géneros y un creciente numero de especies (mas de 500 en la
actualidad), por lo que se caracterizan por tener una rapida expansion, sobre todo considerando
la tasa de publicacién de nuevas especies de los géneros Lactobacillus (236) y Streptococcus
(129). Ademas, las seis familias que componen las BAL también son diversas en cuanto a los
géneros que las componen: Aerococcaceae (7 géneros), Carnobacteriaceae (18 géneros),
Enterococcaceae (7 géneros), Lactobacillaceae (4 géneros), Leuconostoccaceae, (5 géneros) y

Streptococcaceae (3 géneros) (http://www.bacterio.net/).


http://www.bacterio.net/
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Tabla 1-1. Vision general de las especies de BAL (adaptado de Vandamme et al., 2014)

Familia Género Especie tipo N° especies
Abiotrophia A. defectiva 1
Aerococcus A. viridans 8
Dolosicoccus D. paucivorans 1

Aerococcaceae Eremococcus E. coleocola 1
Facklamia F. hominis 6
Globicatella G. sanguinis 2
Ignavigranum I. ruoffiae 1
Agitococcus A. lubricus 1
Alkalibacterium A. olivapoviiticus 10
Allofustis A. seminis 1
Alloiococcus A. otitis 1
Atopobacter A. phocae 1
Atopococcus A. tabaci 1
Atopostipes A. suicloacalis 1
Carnobacterium C. divergens 12

Carnobacteriaceae Desemzia D. incerta 1
Dolosigranulum D. pigrum 1
Granulicatella G. adiacens 3
Isobaculum I. melis 1
Jeotgalibaca J. dankookensis 3
Lacticigenium L. naphtae 1
Marinilactibacillus M. psychrotolerans 2
Pisciglobus P. halotolerans 1
Trichococcus T. flocculiformis 8
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Tabla 1-I. Cont.

Familia Género Especie tipo N° especies
Bavariicoccus B. seileri 1
Catellicoccus C. marimammalium 1
Enterococcus t. faecalis 53

Enterococcaceae Melissococcus M. plutonius 1
Pilibacter P. termitis 1
Tetragenococcus T. halophilus 5
Vagococcus V. fluvialis 13
Lactobacillus L. delbrueckii 199

Lactobacillaceae Pediococcus P. damnosus 12
Sharpea S. azabuensis 1
Convivina C. intestini 1
Fructobacillus F. fructosus 5

Leuconostocaceae Leuconostoc L. mesenteroides 15
Oenococcus 0. oeni 3
Weissella W. viridescens 21
Lactococcus L. lactis 14

Streptococcaceae Lactovum L. miscens 1
Streptococcus S. pyogenes 103

La diversidad biologica de las BAL incluye distintos aspectos: la diversidad taxonomica y

genética (género, especie e incluso cepa), y la diversidad fenotipica. Estos conceptos estan en

relacion con el ecosistema que habitan y la adaptacion a las condiciones del medio, que se

reflejan en su diversidad fisioldgica y su presencia en una amplia gama de habitats, a veces

extremos, 10 que avala el hecho de que las BAL no sea precisamente un grupo homogéneo

(Holzapfel y Wood, 2014). No obstante, comparten muchos rasgos bioquimicos y su

identificacion en especies en muchos casos resulta conflictiva, por lo que la taxonomia polifasica

es la mejor aproximacion para la identificacién de las BAL e implica la aplicacién de métodos

generales de taxonomia y algunos mas concretos. En la taxonomia polifasica, los analisis

comparativos del gen RNAr 16S generalmente sirven como un punto de partida para revelar los
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vecinos mas proximos de supuestas nuevas especies, pero carecen de resolucion para la
discriminacion entre éstas. Por su parte, la caracterizacion fenotipica de las BAL tipicamente
incluye el andlisis de los patrones de fermentacion de carbohidratos y de los productos de
fermentacion de la glucosa, asi como la produccion de los isémeros D- y L- del &cido lactico. La
determinacion del contenido en G+C del DNA forma parte de la descripcion estandar de nuevos
taxones, mientras que el andlisis de la estructura del peptidoglicano de la pared celular es mas
especifica para la taxonomia de las BAL. Aun asi, en general estas Ultimas caracteristicas son
bastante poco discriminatorias entre los taxones de BAL y su valor es principalmente descriptivo.
No existen guias ni reglas estrictas de identificacién, por tanto, el objetivo de la taxonomia
polifasica es la recoleccién de la maxima informacién genotipica, fenotipica y filogenética posible
y, de este modo, evaluar todos los resultados para obtener conclusiones que sean Uutiles a la

hora de elaborar esquemas practicos de identificacion (Vandamme et al., 2014).

Tradicionalmente, los estudios de hibridacion DNA-DNA se han realizado para proporcionar
evidencias concluyentes sobre el estatus taxonomico de un organismo determinado. Sin
embargo, en la actualidad existen suficientes evidencias experimentales para sustituir la
tradicional técnica de hibridacion por los estudios genomicos, ya que se encuentran respaldados
por plataformas de secuenciacién de DNA que generan datos de alto rendimiento con bajo coste
y alta calidad, asi como herramientas bioinforméticas adecuadas para la clasificacion e

identificacion de los organismos procariotas (Chun et al., 2018).

Ademas, la relacién entre un nuevo organismo y su vecino filogenéticamente mas cercano puede
lograrse mediante el uso de una gran variedad de técnicas, que incluyen el ribotipado, el anélisis
del polimorfismo de la longitud de fragmentos y los analisis de patrones al realizar reacciones de
PCR de elementos palindromicos repetitivos (REP) o de polimorfismos del DNA al azahar
(RAPD). Por su parte, existe un numero creciente de estudios que incluyen el andlisis de

marcadores filogenéticos menos conservados, como son los genes pheS, dnak, tuf o recA.
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1.1 Identificacion bacteriana por secuenciacion del gen RNAr 16S
El RNA ribosémico es la mejor diana para el estudio de las relaciones filogenéticas porque esta
presente en todas las bacterias, es permanentemente funcional y estd compuesto por dominios
altamente conservados, asi como por otros mas variables. Las secuencias del RNA ribosémico
proporcionan un marco de referencia que sirve como columna vertebral para la taxonomia
microbiana moderna (Ludwig y Klenk, 2009). Existen en la actualidad bases de datos publicas
construidas con secuencias publicadas y no publicadas (Cole et al., 2009) que resultan de gran
utilidad para los estudios filogenéticos, pero que, a su vez, han acumulado secuencias de baja
calidad, secuencias imprecisas e incluso incorrectamente etiquetadas. Esta situacion motivo que
surgieran las iniciativas de Yarza et al. (2008) y Cole et al. (2009), entre otros autores, para
proporcionar a la comunidad cientifica bases de datos RNAr 16S curadas y garantizar, de este
modo, la calidad y trazabilidad de las secuencias, asi como la fiabilidad de los resultados

derivados de su analisis.

El arbol de la vida que se basa en los estudios comparativos del gen RNAr 16S, establece que
hay algunas docenas de filos dentro del dominio Bacteria, y tres de ellos comprenden la gran
mayoria de las especies bacterianas cultivables: Firmicutes (organismos Gram positivos con bajo
contenido en G+C, que incluyen la mayoria de las BAL), Actinobacteria (organismos Gram

positivos con alto contenido en G+C) y Proteobacteria (organismos Gram negativos).

En las ultimas décadas, el anélisis de las secuencias del RNAr 16S como referencia para la
reorganizacion de la taxonomia bacteriana ha llevado a la revision de muchas clasificaciones,
causando multitud de cambios de nomenclatura. En concreto, la variabilidad en las secuencias
del gen RNAr 16S se ha utilizado de forma extensiva en la taxonomia de las BAL permitiendo un
andlisis en profundidad de este grupo bacteriano. Algunos taxones, que habian sido clasificados
en base a las caracteristicas fenotipicas y filogenéticamente, no eran coherentes, mientras que a
su vez se fueron detectando nuevos taxones de BAL (Holzapfel et al., 2001). No obstante, cabe
destacar, que la resolucion de los andlisis de secuencias del gen RNAr 16S entre especies de
BAL cercanas es muy baja y muchas de ellas comparten mas del 97% de sus secuencias, por lo
que no existe un valor umbral de similitud de esta secuencia para la diferenciacion entre
especies. En estos casos, existen otras aproximaciones moleculares que complementan la

secuenciacion del RNAr 16S resultando utiles en identificacion y/o diferenciacion intraespecifica.
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1.2 ldentificacion de BAL por técnicas moleculares basadas en perfiles
genéticos

Entre las técnicas moleculares que se han utilizado para tipificar las cepas de BAL estan
aquellas que generan perfiles genéticos derivados del genoma completo, ya sea de fragmentos
de restriccion, i.e. ribotipado (Lyhs et al., 2002), por amplificacién por PCR de la regién
intergénica espaciadora de los genes de RNAr 16S-23S (ISR) (Chenoll et al., 2003) o PCR con
un solo cebador, i.e. REP-PCR (Gevers et al., 2001) o RAPD-PCR (Aznar y Chenoll, 2006), entre
otros. De todos ellos, cabe destacar que los perfiles de ISR permiten diferenciar entre géneros
de BAL (Chenoll et al., 2003); junto al RAPD-PCR, son técnicas simples y rapidas que pueden
llevarse a cabo a partir del lisado de una sola colonia, lo que las convierte en herramientas
adecuadas cuando se quiere trabajar con un elevado numero de cepas. Por esta razon, el
RAPD-PCR se ha aplicado en muchos estudios de BAL, ya sea para su identificacion (Chenoll et
al., 2007; Elizaquivel et al., 2015; Ruiz-Rodriguez et al., 2016) diferenciacion de sub-especies
(Pérez et al., 2002), en estudios de la distribucién geogréafica de las cepas (Oneca et al., 2003), o
para la monitorizacion de BAL implicadas en la fermentaciéon de alimentos, tanto cultivos
iniciadores como no iniciadores (De Angelis et al., 2001; Plengvidhya et al., 2004), asi como para
caracterizar la diversidad de las poblaciones de BAL en alimentos fermentados (Coppola et al.,
2006; Chao et al., 2008).

La identificacion molecular se ha convertido en nuestros dias en una herramienta de
identificacion precisa y fiable que se utiliza ampliamente en aproximaciones, tanto dependientes
de cultivo como independientes de cultivo, para la identificacion de microorganismos de
alimentos fermentados (Giraffa y Carminati, 2008; Dolci et al., 2015). Ademés de las técnicas
mencionadas, la PCR especifica de especie, es decir utilizando oligonucleétidos dirigidos a
secuencias diana especificas de una especie determinada, es otra aproximacion que se ha
utilizado ampliamente en la identificacion de BAL aisladas de alimentos fermentados (Robert et
al., 2009). En este caso, se requiere del conocimiento previo de las secuencias especificas,
existiendo ademas su adaptacion al formato de PCR en tiempo real (Real-time PCR) que permite

detectar y cuantificar las especies de BAL en los alimentos fermentados (Park et al., 2009).
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2. Metabolismo y fisiologia de las BAL

Las BAL se caracterizan por ser microorganismos “delicados”, con requerimientos nutricionales
complejos y que necesitan para su crecimiento hidratos de carbono, aminoacidos, vitaminas y
minerales. Ademas, algunas BAL necesitan factores de crecimiento especiales o la utilizacion de
medios de cultivo complejos que incluyan, por ejemplo, zumo de tomate o suero de leche. Estas
bacterias son capaces de degradar varios tipos de hidratos de carbono y compuestos
relacionados a través de distintas rutas metabdlicas, generando ATP para el transporte de

solutos a través de la membrana celular y también para usos biosintéticos.

2.1 Metabolismo de los carbohidratos
Respecto al metabolismo de las hexosas, y en funcion del tipo de catabolismo de la glucosa que
tengan, las BAL se dividen en dos grupos fermentativos: las bacterias homolacticas y las
bacterias heterolacticas (Endo y Dicks, 2014). Las primeras utilizan la glicdlisis, o via Embden-
Meyerhof-Parnas, mientras que la via de la fosfocetolasa, o del 6-fosfogluconato, es la que se
encuentra presente en las bacterias heterolacticas. El uso de una u otra via esta normalmente
determinado a nivel de familia. La via glicolitica esta presente en las familias Enterococcaceae,
Lactobacillaceae y Streptococcaceae, con excepcion del conocido como grupo Ill del género
Lactobacillus; en esta ruta fermentativa, una molécula de glucosa se convierte finalmente en dos
moléculas de acido lactico, y se generan 2 moléculas de ATP mediante fosforilacidn a nivel de

sustrato, gracias al enzima fructosa-1,6-bifosfatasa.

Por su parte, los miembros de la familia Leuconostocaceae, y algunas especies del género
Lactobacillus, pertenecen a las bacterias heterolacticas, y metabolizan la glucosa por la via de la
fosfocetolasa que produce una molécula de &cido lactico, una de CO2 y una de etanol, a partir de
cada molécula de glucosa consumida. El paso de produccion de etanol desde el acetil fosfato es
importante para la oxidacion de las moléculas de NAD(P)H a NAD(P)*. De hecho, esta reaccion
esta estrechamente relacionada con la tasa de fermentacion de la glucosa y, por tanto, con la
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tasa de crecimiento de las BAL heterofermentativas (Maicas et al., 2002), obteniéndose la
ganancia neta de una molécula de ATP por cada glucosa consumida, como resultado de la

fermentacion heterolactica.

Las BAL producen normalmente los isémeros D (-) y L (+) del &cido lactico, en ratios casi
idénticas en las cepas de una misma especie, siendo uno de los criterios que se aplican para
clasificar las BAL en sub-grupos. Existen algunas excepciones, como por ejemplo en el caso de
Lactobacillus sakei que es capaz de cambiar la ratio de estos isomeros en presencia 0 ausencia

de acetato de sodio (lino et al., 2001).

Ademas de la glucosa, la mayoria de BAL también son capaces de fermentar otras hexosas
como son la fructosa, la galactosa y la manosa, siendo la fructosa también utilizada como

aceptor de electrones y no solo como sustrato.

Con respecto al metabolismo de las pentosas, muchas BAL son capaces de metabolizar algunas
de ellas como por ejemplo arabinosa, ribosa y xilosa. Normalmente, son transportadas al interior
celular por permeasas y metabolizadas por la via de la fosfocetolasa. Sin embargo, algunas
especies de BAL, como es el caso de Lactobacillus vini, presentan la via de las pentosas fosfato,
que se trata de una ruta homolactica de la fermentaciéon de las pentosas y que produce
solamente acido lactico como producto final, siendo los enzimas claves la transcetolasa y la
transaldolasa (Rodas et al., 2006).

En definitiva, las BAL se separan en tres grupos en base a las rutas metabdélicas que utilizan
para fermentar la glucosa y también a su capacidad de metabolizar las pentosas: i) el primer
grupo se define como homofermentativo obligado, ya que fermentan la glucosa exclusivamente a
acido lactico por la via glicolitica y las BAL que pertenecen a este grupo son incapaces de
fermentar pentosas y compuestos relacionados, como el gluconato. Las cepas que presentan
estas caracteristicas estan clasificadas como el grupo | de lactobacilos, segun la clasificacion de
Kandler y Weiss (1986), y solamente algunas especies del género Lactobacillus forman parte de
este grupo; ii) el segundo grupo son las llamadas BAL heterofermentativas facultativas, que
fermentan la glucosa a acido lactico mediante la glicolisis, y las pentosas y compuestos
relacionados mediante la via de la fosfocetolasa. Los géneros incluidos en este grupo son
Enterococcus, Lactococcus, Lactovum, Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus y Lactobacillus spp. del grupo Il. Por su parte, los miembros de la familia

Carnobacteriaceae metabolizan la glucosa a piruvato mediante glicélisis, el cual es metabolizado

10
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dando lugar a los acidos lactico, acético y formico, y a etanol, con o sin CO2. Ademas,
normalmente metabolizan pentosas (Ishikawa et al., 2009), por lo que también se incluyen en
este segundo grupo metabdlico de las BAL; iii) el tercer grupo estd compuesto por las BAL
heterofermentativas obligadas, que metabolizan la glucosa y las pentosas mediante la via de la
fosfocetolasa. Se incluyen los géneros Leuconostoc, Oenococcus, Weissella y el grupo Il de

Lactobacillus spp.

Las clasificaciones como BAL homofermentativas obligadas o heterofermentativas obligadas
dependen de la presencia o ausencia de los enzimas claves para la glicdlisis y para la via de la
fosfocetolasa, que son la fructosa 1,6-difosfato aldolasa y la 1,6-difosfato fosfocetolasa,
respectivamente (Kandler, 1983). En el caso de las BAL heterofermentativas facultativas, éstas
comparten caracteristicas de ambos grupos, y presentan los enzimas para las dos rutas

metabdlicas descritas.

Por su parte, algunas BAL son capaces de metabolizar disacaridos, como la celobiosa, la
lactosa, la maltosa, la melibiosa, la sacarosa, etc. Estos azucares son transportados tanto libres
como fosforilados y luego son divididos en dos monosacaridos (Axelsson, 1998), siendo los
productos metabolizados por la via glicolitica o la de la fosofocetolasa. Cabe destacar que
algunas BAL prefieren disacaridos que monosacaridos, aunque la fermentacién parezca mas
compleja; como ejemplos estan las BAL de productos lacteos y las BAL de masas acidas.
También existen casos de BAL capaces de degradar polisacaridos, como por ejemplo el almidén,

mediante la sintesis de enzimas enddgenas, como son las amilasas (Olympia et al., 1995).

2.2 Metabolismo de los acidos organicos
La fermentacion de los acidos organicos tiene un papel importante en el metabolismo energético
de algunas BAL heterofermentativas. En el caso de la fermentacién del malato, se trata de un
proceso importante durante la fermentacién secundaria del vino, ya que muchas BAL vinicas lo
utilizan para producir L-lactato y CO> como productos finales, llevando a cabo la llamada
fermentacion malo-lactica que contribuye a la bajada de la acidez del vino, siempre a partir del L-
malato. Las especies de BAL que presentan dicha capacidad son Oenococcus oeni (Dicks et al.,
1995) y algunos representantes de otras especies de BAL, por ejemplo, Enterococcus faecalis y

Lb. casei, que pueden usar L-malato como Unica fuente de energia (London, 1990).

El citrato, por su parte, se utiliza normalmente como precursor de un aceptor de electrones, el

piruvato, en el co-metabolismo de otros azlcares (Zaunmiiller et al., 2006). A través de esta via,
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se producen muchos compuestos responsables del aroma de productos fermentados, como el

diacetilo, la acetoina y el acido acético.

En el caso del lactato, su metabolismo es poco frecuente en las BAL. No obstante, Lb.
bifermentans, es capaz de metabolizar acido lactico a acético, etanol, CO2 y Hz cuando se cultiva
en condiciones limitantes de sustrato (Kandler et al., 1983), y algunas cepas de Lb. buchneri 'y
Lb. parabuchneri también pueden fermentar el acido lactico a acido acético, 1,2-propanodiol y un
poco de etanol bajo condiciones anaerdbicas, sin necesitar un aceptor de electrones externo
(Oude Elferink et al., 2001).

2.3 Requerimiento de aminoacidos, vitaminas y minerales
Las BAL requieren de complejos que contengan aminoacidos y vitaminas para poder crecer, y
para confirmar sus requerimientos especificos son necesarios los medios sintéticos.
Generalmente, el acido L-glutamico, la L-isoleucina, la L-leucina y la L-valina son aminoacidos
necesarios para practicamente todas las BAL, mientras que muchas de ellas requieren L-

metionina, L-tirosina y L-triptéfano (Ledesma et al., 1977).

En el caso de las vitaminas, se puede decir que el pantotenato y la niacina, como precursores
del coenzima A y del coenzima NAD, respectivamente, son esenciales para todas las BAL
(Rogosa et al., 1961).

Los minerales Fe?*, Fe¥*, Mg?*, MnZ* and Zn2* normalmente forman parte de los medios de
cultivo de las BAL siendo necesarios para las reacciones enzimaticas (Archibald, 1986). No
obstante, la mayoria de BAL no requieren iones de hierro para su crecimiento (Imbert y
Blondeau, 1998). Generalmente, los requerimientos de estos metabolitos son dependientes de
cepa por lo que es necesario su estudio en medios quimicamente definidos (Endo y Dicks,
2014).

2.4 Protedlisis y lipolisis
Las BAL involucradas en las fermentaciones lacteas suelen presentar actividades proteoliticas
debido a que la leche contiene escasos aminoacidos, de modo que estas bacterias los obtienen
de la proteina principal de dicha matriz alimentaria, la caseina. La utilizacion de esta proteina se
da gracias a proteinasas presentes en la capa externa de las BAL capaces de degradar la
caseina a oligopéptidos que son introducidos en el interior celular y utilizados tras su

degradacion a péptidos mas cortos mediante peptidasas intracelulares (Savijoki et al., 2006). La
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protedlisis en las BAL es una actividad que, ademas, presenta interés industrial debido a su
contribucion en las propiedades organolépticas de los productos lacteos fermentados (Sridhar et
al., 2005). Por su parte, la lipdlisis llevada a cabo por algunas BAL, también tiene relevancia en
el desarrollo del aroma y sabor de productos lacteos, especialmente en el proceso de
maduracion del queso; Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, Lb. casei, Lb. plantarum y
Lb. rhamnosus son algunas de las especies de BAL en las que se ha descrito actividad lipolitica
(Di Cagno et al., 2006; Abeijon Mukdsi et al., 2009).

3. Ecologia

Las BAL son uno de los grupos bacterianos mas importantes a nivel industrial ya que cuentan
con una larga historia en su uso para los procesos fermentativos. Debido a sus capacidades
biosintéticas limitadas y sus altos requerimientos en cuanto a fuentes de carbono y nitrégeno, los
habitats naturales de las BAL comprenden ambientes nutricionalmente ricos. De modo que estéan
generalmente asociadas con materias primas crudas, tanto de origen animal como vegetal,
incluyendo lacteos, carnes, vegetales y cereales en los que la fermentacion puede llevarse a
cabo, y sus respectivos productos fermentados derivados (Ravyts et al., 2012). Muchas especies
de BAL también se aislan de los tractos respiratorio, intestinal y genital de humanos y animales,
siendo su amplia versatilidad metabdlica la que permite la colonizacion de esta gran variedad de
habitats (Giraffa, 2014). De este modo, todas las especies de BAL tienen sus reacciones y
nichos particulares, conformando un grupo muy diverso y con diversas capacidades metabdlicas.
Dicha diversidad metabdlica las hace muy adaptables a los cambios de condiciones del medio
haciendo posible su éxito en las fermentaciones acidas de los alimentos. Bioquimicamente, las
BAL llevan a cabo la conversion de los hidratos de carbono a acido lactico y, como se ha descrito
anteriormente, en algunos casos también a CO; y otros acidos organicos, sin la necesidad de
oxigeno. De hecho, han sido descritas como bacterias microaerdfilas ya que necesitan de una

pequefia cantidad de oxigeno para crecer de modo eficiente.
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Ademas, se caracterizan por su alta tolerancia a pHs acidos. Este rasgo confiere a las BAL una
ventaja para competir con otras bacterias en una fermentacion natural, ya que pueden aumentar
la acidez por la produccion de los acidos organicos. Ademas, tanto el &cido lactico, como
principal producto de su metabolismo, junto a otros metabolitos, son efectivos como inhibidores
del crecimiento de otros microorganismos autoctonos o contaminantes que pueden comprometer

la calidad y/o seguridad de los alimentos fermentados (Giraffa, 2014).

Como consecuencia, las BAL forman parte de numerosos alimentos, contribuyendo a su
conservacion en muchos casos, los cuales se consumen desde antafio de forma generalizada
por los humanos. Esta circunstancia ha llevado a su consideracién como organismos “Generally
Recognized As Safe, GRAS” por la autoridad americana de alimentacion FDA (Food and Drug

Administration) (Klaenhammer et al., 2005).

El estatus GRAS de las BAL ha facilitado su utilizacion en numerosas aplicaciones industriales,
abarcando su uso como cultivos iniciadores en la industria lactea, como probidticos en
suplementos dietéticos, asi como en la produccion de macromoléculas, enzimas y metabolitos.
Gracias a la intervencién de las BAL, durante siglos se han obtenidos alimentos seguros,
almacenables y organolépticamente aceptables. De hecho, se podria afirmar que las BAL son los
microorganismos, Unicamente superados por las levaduras, que mas han aportado en sus
servicios a la humanidad; el metabolismo aparentemente simple de las BAL se ha explotado a lo
largo de la historia para la conservacion de alimentos y bebidas en casi todas las sociedades
desde los origenes de la agricultura. La domesticacion de las cepas de BAL se ha transmitido a
traves de diversas tradiciones culinarias que han dado lugar a culturas modernas capaces de

llevar a cabo las fermentaciones (Giraffa, 2014).

Actualmente, las BAL tienen un papel distinguido a nivel global como suplementos alimentarios
que dirigen y hacen posibles las bioconversiones en los productos lacteos, carnes y vegetales
fermentados, siendo esenciales en la produccion de vino, y las fermentaciones de café, ensilaje,
cacao y masas acidas, asi como en numerosas fermentaciones de alimentos tradicionales

indigenas (Makarova et al., 2006).

Como se ha comentado, la importancia de las BAL en la industria alimentaria se debe
fundamentalmente a que se utilizan como cultivos iniciadores o como cultivos adyuvantes para la
produccion de alimentos fermentados y, ademas, juegan un reconocido papel en la conservacion

y en la seguridad microbioldgica de los mismos, promoviendo la estabilidad de los productos
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finales (Caplice y Fitzgerald, 1999). Sus efectos profilacticos se atribuyen a la produccion de
acidos organicos, CO., etanol, peréxido de hidrogeno y diacetilo, asi como a compuestos
antimicrobianos mas especificos, como los acidos grasos, las bacteriocinas y otros compuestos

proteicos relacionados (Lavermicocca et al., 2000; Atrih et al., 2001).

Durante los procesos fermentativos, las BAL también influyen en las propiedades sensoriales de
los productos, como por ejemplo en el desarrollo de su aroma. Como se ha descrito en los
apartados 2.1-2.4, los compuestos responsables se forman por diferentes procesos, como las
conversiones de la lactosa y el citrato mediante la glicdlisis y el metabolismo del piruvato, de los
acidos grasos mediante la lipdlisis, y de las proteinas mediante la protedlisis (Van Kranenburg et
al., 2002). Fruto de este metabolismo, se generan compuestos como el diacetilo, la acetoina y el
acido acético, y algunos de los cuales, en las cantidades adecuadas y bien equilibradas,

contribuyen de una forma beneficiosa a los aromas fermentados tipicos (Pastink et al., 2008).

Por todo ello, muchas especies de BAL encuentran amplias aplicaciones industriales,
principalmente como cultivos iniciadores o cultivos complementarios, en varias fermentaciones
alimentarias, y los géneros mas comunmente asociados a estos procesos alimentarios son
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus y Streptococcus (Leroy y
De Vuyst, 2004).

4. Las BAL en las fermentaciones alimentarias

La fermentacion alimentaria se define como un método biotecnoldégico que ha surgido
histéricamente de la necesidad de preservar los alimentos. Puede llevarse a cabo por hongos
filamentosos, levaduras y bacterias, o por una combinacion de ellos, que convierten los hidratos
de carbono en metabolitos finales como los acidos organicos, alcoholes y CO. (Leroy y De
Vuyst, 2004). Son muchos los alimentos que pueden ser fermentados, como es el caso de la
leche, la carne, el pescado, los vegetales y los cereales (Ravyts et al., 2012).

Las BAL son de particular interés en las fermentaciones alimentarias por el hecho ya comentado
de que producen é&cido lactico como metabolito final en las mismas. Pero, ademas de las BAL,
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existen otros grupos bacterianos que comparten con ellas el ecosistema de los productos
fermentados. Este es el caso de las bacterias acéticas, que pueden presentar efectos
beneficiosos, i.e. son responsables de la produccion del vinagre y participan en la fermentacion
del cacao, pero también son conocidas por las alteraciones que producen en el vino (Raspor y
Goranovi¢, 2008). Los estafilococos coagulasa-negativos (CNS), junto con miembros de Kocuria
spp. Y Micrococcus spp., forman parte de la microbiota natural de los productos carnicos
fermentados, a la vez que los lactobacilos y los pediococos (Leroy et al., 2006). Ademas de la
carne, los CNS pueden encontrarse en distintos tipos de quesos ya que presentan una elevada
tolerancia a las sales y al pH acido (Irlinger, 2008). Otras grupos bacterianos que juegan un
importante papel en las fermentaciones son las brevibacterias, corinebacterias y las
popionibacterias, que se utilizan en la produccidn de quesos, asi como la especie Bacillus subtilis

implicada en la fermentacion del haba de soja (Hutkins, 2006).

En los ambientes ricos en carbohidratos, las BAL crecen frecuentemente asociadas a levaduras
que suelen estar en niveles mas bajos. Las especies de los géneros Saccharomyces, Candida,
Torula, Hanseniaspora, Hansenula, entre otros, pueden proliferar en estos nichos causando
fermentaciones alcohdlicas espontaneas, como es el caso de las fermentaciones espontaneas
de vino y de cerveza (Fleet, 2007). Sin embargo, el descubrimiento de los microorganismos en el
siglo XIX hizo posible la mejora de las producciones de cerveza, vino, vinagre y productos de
panaderia mediante el uso de cultivos iniciadores especificos (Hansen, 2002); la adiciéon de
millones de células por gramo a las matrices alimentarias sin fermentar (en vez de las 100 o
1000 células por gramo que contienen de forma natural las materias primas), aceleran y dirigen
las fermentaciones (Leroy y De Vuyst, 2004). A pesar de su caracter impredecible, la
optimizacién de las fermentaciones espontaneas a lo largo de la historia fue posible mediante
‘reinoculacién”, es decir, utilizando una pequefia porcion de la fermentacion espontanea, que
previamente habia resultado ser exitosa, como inoculo para la siguiente. Tras refrescar varias
veces, la reinoculacion da lugar a una microbiota estable, en la que solo permanecen las cepas

mejor adaptadas (Tamang et al., 2016).

En la actualidad, se siguen utilizando las fermentaciones espontaneas generalmente como
alternativas mas econdmicas que los cultivos iniciadores. Este es el caso de las fermentaciones
de alimentos tradicionales llevadas a cabo en paises sub-desarrollados para proporcionar al
alimento de forma natural las caracteristicas particulares de una regién concreta, pero también

en algunos productos en los que la composicion exacta de la microbiota y el papel de las

16



Introduccion general

sucesiones microbianas no se conoce con exactitud. Desafortunadamente, estas fermentaciones
presentan muchas veces el inconveniente de ser demasiado lentas, lo que permite el desarrollo

de microorganismos no deseables que desencadenen la alteracion del proceso.

De todos modos, la técnica de la reinoculacion se sigue aplicando, no solo en alimentos
fermentados indigenas de algunas culturas y paises, sino también en muchos productos
fermentados cuyo consumo se ha ido expandiendo en todo el mundo, como el chucrut, las

masas &cidas y algunos productos lacteos fermentados, como el kéfir (Tamang et al., 2016).

Los alimentos fermentados se clasifican a nivel global en 9 grupos principales en funcién de los
sustratos (materias primas) utilizados: i) cereales fermentados, ii) vegetales fermentados, iii)
legumbres fermentadas, iv) tubérculos y raices fermentadas, v) productos lacteos fermentados,
vi) productos carnicos fermentados y conservados, vii) productos de pescado fermentados,
secados y ahumados, viii) productos fermentados varios y ix) bebidas alcohdlicas (Steinkraus,
1997; Tamang, 2010). A continuacion, se detallaran algunos de estos grupos y el papel que

ejercen las BAL en las fermentaciones correspondientes.

4.1 Productos fermentados basados en cereales

En Europa, América y Australia, la mayoria de cereales tales como el trigo, el centeno, la cebada
y el maiz se fermentan, o bien de modo espontaneo, o bien afiadiendo levaduras panaderas
comerciales en el caso de la masa para panificacion (Guyot, 2010); sin embargo, concretamente
en Europa, todavia es comUn preparar ciertos panes mediante la practica tradicional, sin utilizar
ninguna cepa comercial de levaduras panaderas, siendo las levaduras y las BAL propias de la
materia prima las que conducen la fermentacion de la masa; los productos resultantes se llaman
generalmente “panes de masa &cida” debido a su alto contenido en los &cidos lactico y acético
debidos al crecimiento bacteriano (De Vuyst et al., 2009), y se definen por ser una mezcla de la
harina del cereal con agua, donde se produce la fermentacion espontanea por, principalmente,
levaduras y BAL. Las bacterias que con mayor frecuencia se aislan de las fermentaciones de
cereales estan representadas por especies de BAL, concretamente por los géneros
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, 'y
Weissella (De Vuyst et al., 2009; Guyot, 2010; Moroni et al., 2011).

Las fermentaciones de masas acidas mejoran la textura y el aroma del pan, retardan su
endurecimiento y previenen de las alteraciones por hongos y bacterias (Arendt et al., 2007). Sin

embargo, en la estabilidad de una masa acida influyen otros factores aparte de la microbiota
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enddgena, entre los que se encuentran las actividades metabdlicas, tanto de los
microorganismos como de la propia harina, y los pardmetros tecnologicos del proceso, como la
temperatura de fermentacion y de almacenamiento, el tiempo de fermentacién, el pH vy la
hidratacion de la masa (Gobbetti et al., 2005). Como consecuencia de la heterogeneidad de los
determinantes ecoldgicos, las masas acidas difieren en su diversidad de especies, y las BAL y
las levaduras mas competitivas seran las que alcancen los niveles mas altos en la microbiota.
Durante las fermentaciones espontaneas de estas matrices, se ha detectado la presencia de los
tres tipos metabdlicos de BAL, descritos en el apartado 2.1., homofermentativas y
heterofermentativas obligadas y heterofermentativas facultativas. Como se ha comentado mas
arriba, para conseguir un producto mas estable a partir de fermentaciones espontaneas, se
utilizan masas madre como indculo para las siguientes masas, adicionandose mas agua y
harina, lo que normalmente resulta en la prevalencia de BAL heterofermentativas obligadas,
como Lb. sanfranciscensis y Lb. pontis (De Vuyst y Neysens, 2005). La dominacién de las BAL
heterofermentativas se debe a su metabolismo especialmente adaptado a los carbohidratos. Por
ejemplo, la maltosa, una fuente de energia muy abundante en las masas, se metaboliza
mediante la via de la maltosa fosforilasa, que deriva en la via de las pentosas fosfato en las

especies de BAL con este tipo de metabolismo (Ganzle et al., 2007).

4.2 Productos fermentados vegetales
Los vegetales perecederos y estacionales, como por ejemplo las verduras de hoja, los rabanos y
los pepinos, se fermentan tradicionalmente en productos consumibles. Estas fermentaciones
estan principalmente dominadas por las especies de los géneros de BAL Lactobacillus y
Pediococcus, seguidos de Leuconostoc, Weissella, Tetragenococcus y Lactococcus (Tamang et
al., 2016). Existen trabajos en los que se ha estudiado el perfil microbioldgico de las BAL en
productos fermentados de vegetales, como son el kimchi, un alimento tradicional de Corea (Jung
et al.,, 2011), o el chucrut, un producto de col fermentada de Alemania (Plengvidhya et al., 2004).
Ademas, las BAL también constituyen las poblaciones nativas de muchos productos vegetales
del Himalaya (Tamang y Tamang, 2005), asi como productos fermentados de bambu de India y

Nepal (Sonar y Halami, 2014).

4.3 Tubérculos y raices fermentados

El producto fermentado mas estudiado dentro de este grupo es la raiz de mandioca (Manihot
esculenta), que se fermenta tradicionalmente en muchos paises africanos, adquiriendo distintos

nombres. Comunmente, la etapa inicial de la fermentacién estd dominada por Corynebacterium
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manihot (Oyewole et al., 2004) pero también se da una sucesion de especies de BAL, entre las
que se encuentran Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. pentosus y Lb. plantarum
(Oguntoyinbo y Narbad, 2012).

4.4 Productos carnicos fermentados

Existen dos categorias de productos carnicos fermentados, aquellos elaborados de piezas
enteras de carne o de cortes de ésta, como la carne desecada, y aquellos producidos por el
corte o triturado de la carne, llamados generalmente salchichas (Adams, 2010). Los productos
carnicos tradicionales fermentados estan bien documentados, como son las salchichas
fermentadas y el salami (Toldra, 2007) de Europa, la came desecada de América y Africa
(Baruzzi et al., 2006), nham de Tailandia (Chokesajjawatee et al., 2009), y nem chua de Vietnam
(Nguyen et al., 2013).

Los principales grupos microbianos implicados en la fermentacién de la carne son las BAL
(Cocolin et al., 2011; Nguyen et al., 2013) que crecen rapidamente y dominan el proceso de
fermentacion debido a las condiciones anaerdbicas de la pasta de carne y de la presencia de sal,
asi como por los nitratos y nitritos que son afiadidos en el proceso de elaboracion de estos
productos. Las especies mas comunes son Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus y, en
menor proporcion, Lactobacillus plantarum. Como segundo grupo mas comun, y en orden
decreciente de prevalencia, se encuentran los pediococos, como Pediococcus pentosaceus y
Pediococcus acidilactici, y algunas especies de los géneros Leuconostoc, Lactococcus,

Weissella y los enterococos, como Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium.

También forman parte de la microbiota de los productos carnicos fermentados los CNS que, a
pesar de estar presentes en niveles mucho menores que las BAL y de ser muy poco
competitivos frente a éstas, juegan un papel relevante en muchas de las reacciones deseables
para estos productos, por lo que los miembros de la especie Staphylococcus carnosus, aun
marginalmente presente en fermentaciones tradicionales de salchichas, es un cultivo iniciador
recomendado y utilizado en Europa para la elaboracion de estos productos (Leroy et al., 2006;
Cocolin et al., 2011).

Dependiendo del producto, también se pueden encontrar algunas especies de levaduras en
fermentaciones espontaneas, incluso dominando el proceso, como es el caso de Debaryomyces
hansenii (Leroy et al., 2006). Por ultimo, algunos hongos filamentosos pueden estar involucrados

o utilizarse para el proceso de maduracién de la carne (Licke, 2015).
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4.5 Productos lacteos fermentados

Los productos lacteos fermentados se pueden clasificar en dos grandes grupos en base a los
microorganismos responsables del proceso. En un grupo se incluyen aquellos productos donde
la fermentacion lactica estd dominada, o bien por especies de BAL termofilicas, como es el caso
del yogur o la leche fermentada Bulgara, o por probiodticos, como la leche fermentada con Lb.
acidophilus y la leche con Bifidus spp., 0 bien por BAL mesofilicas, como las demas leches
tradicionales fermentadas por BAL. En el otro grupo se incluyen los productos donde ocurre una
fermentacion “fungica-lactica’, debido a que tanto las BAL como las levaduras son las
responsables del proceso de produccion, formando un consorcio en el alimento; en este grupo
estan las llamadas leches alcohdlicas, como el kéfir o el koumiss, y las “leches mohosas”, como
el viili (Mayo et al., 2010).

Dentro de la gran diversidad de productos lacteos fermentados cabe destacar los yogures, que
son los mas extendidos y consumidos a nivel mundial, y entre los cuales también existe mucha
variedad en funcion del tipo de leche, el nivel de grasa, la adiciéon de sabores, frutas y otros
ingredientes. En general, la produccién de este alimento se basa en la fermentacion de la leche
por dos especies de BAL termofilicas, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus (Tamime, 2003). Segun la normativa, el uso de la palabra “yogur”
implica que estas dos especies deben encontrarse como cultivos vivos en el producto. Aunque
ambos son capaces de fermentar la leche por separado, al estar juntos, obtienen un beneficio
comun debido a que sus maquinarias metabdlicas se complementan. Dicho mecanismo
cooperativo resulta en un crecimiento bacteriano mas alto, asi como en la produccién de acido
lactico y de aromas. S. thermophilus, en comparacién con los lactobacilos, es débilmente
proteolitico, por lo que su crecimiento depende en gran medida del suministro de aminoacidos y
péptidos proporcionados a través de la actividad proteasa extracelular de Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus a partir de la caseina de la leche. A su vez, la produccion por S. thermophilus de los
acidos formico, piravico y félico, y COz, estimula el crecimiento de Lb. delbrueckii subsp.

bulgaricus (Sieuwerts et al., 2008).

Por otra parte, los quesos y los productos relacionados que derivan de la fermentacion de la
leche, son de gran importancia nutricional y comercial en todo el mundo. En ellos se distingue
entre dos tipos de cultivos iniciadores: los cultivos primarios, que son principalmente Lactococcus
lactis subsp. cremoris, Lc. lactis subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Leuconostoc spp. y Streptococcus thermophilus para
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participar en la acidificacion (Parente y Cogan, 2004); y los cultivos secundarios, que se usan en
la fabricacion de queso e incluyen otros microorganismos a parte de las BAL, como por ejemplo
Brevibacterium linen, Propionibacterium freudenreichii, Debaryomyces hansenii, Geotrichum
candidum, Penicillium camemberti y P. roqueforti, utilizandose para el desarrollo del sabor y la
textura durante la maduracién del queso (Quigley et al., 2011). En la leche fermentada también
suelen estar presentes y en niveles elevados algunas BAL de la microbiota que no forman parte
de los cultivos iniciadores (conocidas como NSLAB) e incluyen las especies Enterococcus
durans, E. faecium, Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. salivarius y, ademas, Staphylococcus spp.
(Briggiler-Marco et al., 2007).

5. Aplicaciones biotecnolégicas de las BAL en alimentos

funcionales

Como se ha mencionado anteriormente, el hecho de que las BAL lleven tanto tiempo
relacionadas con la alimentacion humana ha facilitado la catalogacion de muchas de sus
especies como GRAS por la FDA. Ademas, varias especies de BAL también estan avaladas por
la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) al incluirse en la lista QPS (“Qualified
Presumption of Safety”) (Leuschner et al., 2010). Las BAL, presentes de forma natural en una
amplia variedad de matrices alimentarias, llevan a cabo la fermentacién en las mismas debido a
su alta versatilidad metabdlica (Tamang et al., 2016; Vakevainen et al., 2018). Esta caracteristica
propia de su fisiologia lleva aparejada, en muchos casos, una alta capacidad biosintética y, por lo
tanto, durante las fermentaciones puedan sintetizar exopolisacaridos (EPS), vitaminas, péptidos
bioactivos o presentar actividades enzimaticas de interés biotecnolégico, como son las amilasas
o la actividad degradadora de fitatos. Estas capacidades confieren a las BAL un papel importante
ya que son capaces de enriquecer el valor nutricional de los productos fermentados en los que
se encuentren (Steinkraus, 2002; Farhad et al., 2010; Tamang, 2015; Vakevainen et al., 2018).
Ademas, junto a las biofidobacterias, las BAL son los microorganismos mas estudiados en
cuanto a sus propiedades probidticas; los probiéticos estan disponibles comercialmente como

suplementos alimentarios, pero también pueden ser componentes de alimentos y bebidas
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funcionales, principalmente productos lacteos (Shiby y Mishra, 2013). Aunque la mayoria de los
probidticos estan aislados de microbiota intestinal (Bove et al., 2012), existen BAL aisladas de
otros origenes, como por ejemplo de fermentaciones de quinoa y amaranto, que han demostrado

poseer potencial probidtico (Vera-Pingitore et al., 2016).

5.1 Alimentos funcionales
La importancia de la alimentacion en la salud humana es un hecho conocido desde
practicamente toda la historia de la humanidad, y ya en el siglo V a.C., Hipdcrates decia “que tu
medicina sea tu alimento, y el alimento tu medicina”. Ha sido a lo largo del siglo XX cuando mas
evidencias cientificas han surgido en cuanto a la relacidén que existe entre la nutricién y la salud,
debido a hallazgos como la asociacion de algunas enfermedades a ciertas carencias
nutricionales, asi como que el exceso de algunos nutrientes y la falta de una dieta equilibrada

también dan lugar al aumento de la incidencia de otro tipo de alteraciones alimentarias.

El siglo XXI esta representado por varias de estas enfermedades, pudiendo coexistir en la misma
zona geografica, como es el caso de América Latina y el Caribe, en las que se afronta la
morbilidad, la malnutricién y la obesidad, segun reporta la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) (2013). La malnutricidn se define por la FAO como un
estado fisiolégico anormal que se debe a un consumo insuficiente, desequilibrado o excesivo de
nutrientes. Esta enfermedad incluye alteraciones como la desnutricidn y la hipernutricién, asi
como las carencias de micronutrientes. Ademas, cabe destacar que la malnutricion esta
relacionada sinérgicamente con las enfermedades infecciosas, siendo estas ultimas la causa
principal de morbilidad y mortalidad en nifios de la mayoria de paises de Africa, Asia y América
Latina. Esta relacion se convierte en un circulo vicioso, ya que las infecciones empeoran la
malnutricidn y ésta aumenta la gravedad de las enfermedades infecciosas (Guerrant et al., 2008;
Black et al., 2010). Por su parte, la obesidad, causada por un exceso de alimentos hipercaldricos
y por el aumento del sedentarismo, es un gran problema de salud publica en los paises

desarrollados, aunque también se da en paises en vias de desarrollo.

Como consecuencia, en los Ultimos afios ha surgido en todos estos paises el interés por los
alimentos que promueven la salud al reducir el riesgo de padecer enfermedades, los conocidos
como “alimentos funcionales”. El pais pionero fue Japdn que, en los afios 80, promovi6 el
desarrollo de este tipo de productos para tratar de reducir costes sanitarios frente al

envejecimiento de la poblacion (Henry, 2010). Para introducir el uso del término “alimento
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funcional’, la Comision Europea elaboré un documento consenso en el que se recogia qué se
consideraba como alimento funcional (Consensus Document, 1999). Desde entonces, el
concepto ha ido evolucionando hasta llegar a la definicion mas reciente proporcionada por el
Centro de Alimentos Funcionales (FFC), que define a los alimentos funcionales como “aquellos
alimentos, naturales o procesados, que contienen compuestos biologicamente activos, conocidos
o0 desconocidos, y que, en cantidades definidas, efectivas y no tdxicas, tienen un beneficio para
la salud clinicamente probado y documentado, ya sea para la prevencion o para el tratamiento

de enfermedades crénicas” (Martirosyan y Singh, 2015).

La alta demanda de alimentos funcionales ha coincidido durante la ultima década con un
aumento de las reacciones adversas a los alimentos (intolerancia alimentaria, mala absorcién y
alergias), aumento de las enfermedades no transmisibles relacionadas con la dieta
(enfermedades cardiovasculares) y nuevos estilos de vida del consumidor (vegetarianismo,
veganismo, etc.), lo que ha llevado a una demanda creciente de sustitutos de los productos
lacteos (Zannini et al., 2012). Las bebidas fermentadas a base de cereales o de zumos de
vegetales y frutas tienen un enorme potencial como alternativas de consumo. Ademas, existen
varios ejemplos de este tipo de productos que actian como vehiculos para el suministro de
compuestos funcionales, tales como antioxidantes, fibras dietéticas, minerales, probioticos y

vitaminas (Waters et al., 2015).

5.2 Probiéticos

El concepto de probidtico segun lo definieron la FAO y la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 2001 es “live microorganisms when administered in adequate amounts confer a
health benefit on the host”, es decir, “microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedador”. Recientemente, un
nuevo comité de expertos reunidos por la ISAAP (“International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics”) ha revisado la definicion del afio 2001, aceptandola tras un cambio
gramatical menor: “live microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer a
health benefit on the host” (Hill et al., 2014).

El origen de los microorganismos utilizados como probiéticos es fundamentalmente humano. El
tracto digestivo humano alberga varios ecosistemas microbianos, que cuentan con una gran
variedad nichos ecologicos, difiriendo entre ellos segun la ubicacidn en el tracto. Muchas de las

especies de BAL, asi como de bifidobacterias, normalmente forman parte de este ecosistema.
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Las BAL que principalmente se pueden encontrar en el intestino humano pertenecen a los
géneros Lactobacillus y Leuconostoc spp. Por su parte, las especies de Bifidobacterium son las
que dominan como primeras colonizadoras en los recién nacidos, y continuan persistiendo, en
niveles mas bajos, en adultos. Esta predominancia explica por qué se han usado especialmente

los lactobacilos y las bifidobacterias como los principales probiéticos.

En la actualidad existe mucha literatura acerca de los efectos beneficiosos para la salud de los
probidticos; sin embargo, la mayor evidencia clinica esta vinculada a su uso para mejorar la
salud intestinal (Sanders et al., 2013) y solo unas pocas cepas, principalmente de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, han sido evaluadas mediante estudios de intervencién (Tojo et
al., 2014). Uno de los campos donde los probidticos se muestran mas eficaces es en el
tratamiento y prevencion de diarreas, tanto las agudas como las causadas por antibiéticos. Para
tratar las infecciones es necesario utilizar antibiéticos, lo que a su vez también conduce a
alteraciones en la microbiota puesto que actuan frente a los patogenos, pero también frente a
microorganismos comensales. Por ello, se plantea el uso de probiéticos en estados de infeccion
para tratar de restaurar el equilibrio de la microbiota alterada por la presencia de patégenos
(Reid et al., 2010). Los mecanismos por los cuales un probidtico puede contrarrestar la accion de
patdgenos son multiples; entre otros, se encuentran la competicién por la adhesion al epitelio
intestinal y por nutrientes, o la produccién de compuestos antimicrobianos, asi como la
estimulacion del sistema inmune del hospedador reforzando la barrera intestinal o induciendo

una respuesta inmune adaptativa (Gareau et al., 2010).

Los alimentos que contienen microorganismos probidticos constituyen el tipo de alimento
funcional pionero en este campo y ocupan un amplio sector econdmico en el mercado mundial.
El auge de los probidticos se debe fundamentalmente al empuje de ciertas industrias
multinacionales del sector alimentario, siendo los productos lacteos el vehiculo de administracion
mas habitual, i.e. leche pasteurizada, helados, leches fermentadas, quesos y leche de féormula
para recién nacidos (Reid, 2015). Sin embargo, existe actualmente un aumento de la demanda
de productos no-lacteos por parte del consumidor que esta llevando a investigar alternativas, por
ejemplo, matrices de cereales, zumos de frutas e incluso mezclas de ellos, para actuar como
vehiculos de los microorganismos beneficiosos (Elizaquivel et al., 2011; Waters et al., 2015;
Enujiugha y Badejo, 2017). Dentro de las BAL, la mayoria de microorganismos probiéticos
pertenecen a las especies Lb. acidophilus, Lb. gasseri, Lb. helveticus, Lb. johnsonii, Lb.

(para)casei, Lb. reuteri, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. fermentum (Tamime et al., 2005).

24



Introduccion general

5.3 Actividades enzimaticas importantes en las BAL
La microbiota autéctona de productos fermentados se caracteriza por presentar diferentes
actividades enzimaticas que son Utiles en las aplicaciones biotecnoldgicas. En concreto, las BAL
procedentes de masas acidas con frecuencia presentan actividades esterasa, lipasa, proteasa,

amilasa o fitasa (Collar et al., 1992; Anastasio et al., 2010).

La actividad amilolitica no es comun entre las BAL, pero en algunos estudios se ha reportado su
aislamiento de matrices amilaceas fermentadas representando alrededor del 10% de la
poblacion total de BAL (Guyot, 2010). Esta propiedad es particularmente importante en aquellos
procesos tradicionales que no incluyen un paso de pregelatinizacién (coccion) antes de la
fermentacion y que, por lo tanto, la concentracion de azucares libres en los cereales, es decir,
mono y disacaridos accesibles, se encuentra en niveles muy bajos (Diaz-Ruiz et al., 2003; Tou et
al., 2006). Dado que el almidén es una de las principales reservas de carbohidratos en los
cereales, también es una de las fuentes de energia y de carbono mas importante para apoyar la
fermentacion lactica tras su hidrolisis, lo que lleva a la hipétesis de que las BAL amiloliticas
tendrian un papel muy relevante en la microbiota haciendo disponibles los sustratos necesarios

para su crecimiento y el de las BAL no amiloliticas (Guyot, 2012).

Por su parte, las fitasas se encuentran naturalmente en las plantas, animales, bacterias, hongos,
levaduras y protozoos, y son muy diferentes unas de las otras en cuanto a su estructura,
mecanismo, temperatura y pH de accion. Su funcion especifica es la degradacion del fitato, un
compuesto con muchas propiedades beneficiosas, ya que tiene poder antioxidante y
anticancerigeno, pero que, a su vez, se describe como antinutriente (Gupta et al., 2013). Este
caracter de antinutriente se debe a su afinidad por la uniéon a metales, proteinas y algunos
oligoelementos, lo que provoca en los animales que no sintetizan fitasas, como los humanos, la
imposibilidad de absorcion de ciertos nutrientes unidos al fitato en el intestino (Bohn et al., 2008).
Existen varias estrategias para la disminucion de fitatos en alimentos como los cereales o las
legumbres en los que es frecuente su presencia, siendo las mas comunes el procesado de los
alimentos, la activacion de fitasas enddgenas en semillas y las fermentaciones con
microorganismos productores de fitasas. Mientras que las dos primeras o bien suponen la
pérdida de otros componentes interesantes, como la fibra y algunos minerales, o son procesos
lentos, respectivamente, la alternativa basada en el uso de microorganismos que poseen
actividad degradadora de fitatos es muy prometedora, especialmente aquellos que son de grado
alimentario como las BAL. La presencia de actividad especifica fitasa se ha demostrado en
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bifidobacterias; de hecho, Garcia-Mantrana et al., (2014) describieron la disminucion del
contenido en fitato en productos de cereales con amaranto mediante el uso de fitasas
provinientes de Bifidobacterium longum spp. infantis y B. pseudocatenulatum. Sin embargo, su
dificultad de crecimiento no las hace buenas candidatas para su aplicacion directa en alimentos.
En BAL no se han descrito enzimas con actividad especifica fitasa, sin embargo, si presentan
actividad degradadora de fitatos no especifica, llevada a cabo por fosfatasas (Haros et al., 2008),
siendo también efectivas eliminando los grupos fosfato del fitato por hidrdlisis; esta actividad se
ha observado en varias cepas de BAL aisladas de quinoa (Carrizo et al., 2016), queso
(Sumengen et al., 2012), distintos tipos de masas (De Angelis et al., 2003; Anastasio et al., 2010)

y alimentos tradicionales fermentados a base de maiz (Vakevainen et al., 2018).

5.4 Produccion de vitaminas en las BAL y su aplicacion en alimentos

Las vitaminas son micronutrientes que se clasifican en dos grupos, las liposolubles y las
hidrosolubles. Generalmente, las vitaminas hidrosolubles actian como coenzimas, siendo
esenciales para el metabolismo de los organismos vivos. Los seres humanos no pueden
sintetizar las vitaminas por lo que deben obtenerlas de la dieta o por la microbiota intestinal. En
concreto, las vitaminas del grupo B estan normalmente presentes en distintos alimentos crudos
pero pueden ser faciimente destruidas durante su cocinado o procesado. Como se puede
observar en la Tabla 2-I, los cereales son una fuente importante de vitaminas del grupo B,
encontrandose en concentraciéon mas alta en las capas externas de los cereales (Capozzi et al.,
2012) y se pierden facilmente tras el molido, procesado y cocinado de las partes aprovechables
de los cereales. Por ello, los programas de fortificacion de este tipo de alimentos con vitaminas
son necesarios para contribuir al aporte diario recomendado de vitaminas en la dieta de ciertos
grupos de poblacién. Los procesos biotecnologicos de bio-fortificacién en vitaminas de los
alimentos utilizando microorganismos productores son mas respetuosos con el medio ambiente
que la adicion tras su sintesis, ademas de ser una alternativa atractiva a la sintesis quimica de
vitaminas, ya que incluyen el uso de fuentes renovables y el resultado en cuanto a la calidad del
producto es igual o superior (Capozzi et al., 2011b). Esta estrategia es una forma natural y
econdmicamente viable de obtener productos alimenticios enriquecidos, que debe de permitir la
produccion de alimentos con mayores concentraciones de vitaminas y sin efectos secundarios
indeseables, como es el caso del enmascaramiento de la deficiencia en vitamina B12 que puede
producir la fortificacién con acido félico, lo cual no ocurre con los folatos naturales, tales como el
5-metil-tetrahidrofolato, presentes en los alimentos y producidos por los microorganismos
(LeBlanc et al., 2011).
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Algunas BAL de grado alimentario son capaces de sintetizar vitaminas del grupo By, junto con
su adaptabilidad a los procesos fermentativos y su capacidad biosintética unida a la alta
versatilidad metabdlica, las convierten en buenas candidatas para el desarrollo de nuevas
bebidas o productos funcionales bio-fortificados con vitaminas. Este concepto ha fomentado la
busqueda de BAL con propiedades funcionales y tecnologicamente interesantes en diversos
nichos ecoldgicos, para su potencial incorporacion a alimentos funcionales. De hecho, con
respecto a las vitaminas del grupo B, se ha estudiado en las especies de BAL relevantes en la
industria alimentaria, como Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus, demostrandose su
capacidad de sintetizar acido félico (vitamina B9), asi como de aumentar naturalmente su
contenido en el producto final, cuando se utilizan como cultivos iniciadores en la elaboracion de
yogur (Laifio et al., 2013). En el caso de la riboflavina (vitamina B2), muchos estudios se han
centrado en los genes implicados en su biosintesis para aumentar el contenido de la vitamina en
productos fermentados lacteos y de origen vegetal mediante la utilizacién de cepas de BAL
superproductoras (Burgess et al., 2006; Capozzi et al., 2011b). La sintesis de cobalamina
(vitamina B12) ha sido demostrada por Taranto et al. (2003) en una cepa probiética de
Lactobacillus reuteri. Otra fuente de BAL capaces de producir vitaminas del grupo B que esta
siendo explorada en los ultimos afios son los alimentos fermentados tradicionales (Carrizo et al.,
2016; Pacheco Da Silva et al., 2016).

La seleccion y explotacion adecuada de las BAL productoras de vitaminas es una buena
estrategia para generar nuevos alimentos fermentados con mayores propiedades nutricionales.
Con este objetivo, este grupo bacteriano ha captado la atencién de la comunidad cientifica
impulsando el desarrollo de diferentes estrategias para lograr la superproduccion de vitaminas

por cepas de BAL, utilizando o no ingenieria metabdlica.

Cabe destacar el uso de la roseoflavina para seleccionar mutantes espontaneos de
superproductores de riboflavina. Tratdndose de organismos no modificados genéticamente (no
OMG) serian adecuados para su aplicacion en alimentos aumentando el contenido de la vitamina
in situ (Burgess et al. 2006). Este hecho explicaria el aumento de trabajos publicados en los
ultimos afios sobre produccion de vitaminas en BAL para su aplicacion en productos funcionales
fermentados (Capozzi et al., 2011b; Laifio et al., 2013; Juarez del Valle et al., 2014; Russo et al.,
2014; Pacheco Da Silva et al., 2016; Albuquerque et al., 2017).
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La produccion de vitaminas en BAL difiere considerablemente entre especies, siendo en la
mayoria de los casos un rasgo dependiente de cepa. En este contexto, el anélisis comparativo
de los genomas de distintas cepas y especies de BAL revela que, cuando se observa un fenotipo
deficiente en la produccion de la vitamina, generalmente estd relacionado con alguna
interrupcion en la ruta de la biosintesis de la misma a nivel genético (Capozzi et al., 2012). Por
tanto, el estudio gendmico centrado en los genes, los operones y las regiones reguladoras
implicados en la produccion de vitaminas es crucial para seleccionar buenos candidatos
productores de vitaminas y también para desarrollar estrategias que aumenten su contenido en

el producto final.

Tabla 2-I1. Contenido en vitaminas del grupo B de granos no procesados de cereales (en 100 g)

Vitaminas (mg) Trigo Maiz  Arroz Cebada Sorgo Avena Centeno
B1 0,38 0,39 0,40 0,65 0,24 0,76 0,32
B2 0,12 0,20 0,09 0,29 0,14 0,14 0,25
B3 5,47 3,63 5,09 4,60 2,92 0,96 4,27
B6 0,30 0,62 0,51 0,32 n.d. 0,12 0,29
Folatos 38,2 19,0 19,5 19,0 n.d. 56,0 59,9
Ac. pantoténico 0,95 0,42 0,28 0,28 n.d. 1,35 1,46

No se han descrito cantidades detectables de vitamina B12 (Capozzi et al., 2012)

n.d. datos no disponibles

5.5 Produccion de EPS en las BAL

Los biopolimeros de azlcares se llaman polisacaridos y pueden producirlos muchos organismos
entre los que se incluyen las plantas, las algas, las levaduras, los hongos y las bacterias. Debido
a que estos polimeros sirven como proteccion frente a algunas condiciones de estrés, juegan un
papel muy importante durante la adaptacioén al medio ambiente (Caggianiello et al., 2016). Las
bacterias pueden sintetizar polisacaridos intracelulares que actuan como polisacaridos de
almacenamiento citoplasmatico (glucégeno o almidén bacteriano), asi como polisacéridos
extracelulares, que pueden asociarse a los polisacaridos capsulares de la superficie celular
(CPS, como el antigeno O K30) o liberarse al medio, como es el caso de los EPS (Zeidan et al.,
2017). Los EPS son polisacaridos de cadena larga, compuestos por unidades repetitivas de
azucares (glucosa, galactosa, manosa, fructosa, ramnosa) lineales o ramificadas, o derivados de

azucares (N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina) en diferentes proporciones (Patel et al.,
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2012), aunque también pueden incluir componentes que no son carbohidratos (Ibarburu et al.,
2015). Concretamente, las BAL sintetizan una amplia variedad de EPS funcionales, algunos de
los cuales se han utilizado en la produccion de yogur, queso y productos lacteos, debido a que
contribuyen a mejorar la reologia y textura de estos alimentos (Zeidan et al., 2017). Los EPS
producidos por BAL tienen ademas otras aplicaciones fuera de la industria alimentaria como
compuestos de filtracion en gel para columnas de cromatografia (Sephadex), sustitutos del
plasma sanguineo (Dextran 70), proteccion contra la actividad biliar y efectos prebioticos, entre
otros (Torino et al., 2015; Caggianiello et al., 2016). También se ha demostrado que ejercen
efectos beneficiosos en la salud humana, principalmente por sus actividades antitumorales,
inmunomoduladoras y de adhesion en el intestino, caracteristicas que proporcionan a los EPS un
alto valor afiadido a sus potenciales aplicaciones industriales (Ruas-Madiedo et al., 2006; Wang
etal., 2014; Pérez-Ramos et al, 2017).

No obstante, en determinados procesos alimentarios la produccion de EPS por BAL es un
atributo negativo, asociado a la alteracién del producto, por conferirle propiedades reoldgicas

indeseables como es el caso de la sidra y del vino (Duefias et al., 1995; Lonvaud-Funel, 1999).

5.6 Aspectos relacionados con la seguridad alimentaria de las BAL
Como se ha comentado anteriormente, muchas de las especies de BAL tienen el estatus GRAS
segun la FDA, y se incluyen en la lista QPS de la EFSA, en base al largo historial de consumo de
alimentos fermentados en los que estan presentes. No obstante, la deteccién de cepas de BAL
resistentes a antibidticos ha llevado a proponerlas como posible reservorio de genes de
resistencia que podrian transmitirse horizontalmente a patégenos a través de la cadena
alimentaria (Devirgiliis et al., 2013). El aumento de resistencias a antibiéticos es actualmente uno
de los principales problemas de salud publica debido al incremento exponencial de las mismas
en patdgenos bacterianos humanos. De hecho, ya en 2014 el informe anual de la OMS reveld
evidencias que relacionaban el uso de antibioticos en animales de explotacion ganadera y la
aparicién de resistencias en los patdgenos bacterianos. Esta situacion ha ido empeorando y, a
principios de 2017, la OMS public6 una lista de los patdgenos resistentes a antibiéticos que se
habian priorizado por presentar un riesgo elevado para la salud humana. En consecuencia,
recientemente la OMS ha publicado unas directrices encaminadas a la reduccion del uso de
antimicrobianos de importancia clinica en animales de granja para ayudar a preservar la
efectividad de los mismos en los tratamientos humanos (Aidara-Kane et al., 2018). En la misma

linea, EFSA ha elaborado una guia como soporte para la puesta en el mercado de nuevos
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aditivos en alimentacion animal que contengan microorganismos, o que han sido producidos
mediante la fermentacion por éstos. Dicha guia establece la caracterizacion de los
microorganismos en cuanto a identificacion taxonomica, sensibilidad a antibidticos, produccion
de antimicrobianos, produccion de metabolitos toxicos (i.e. aminas bidgenas), toxicidad y
patogenicidad, y propone el analisis del genoma como herramienta de diagnostico inequivoco
(Guido et al., 2018).

En el caso de las BAL en alimentacion humana, sélo se contemplan las especies utilizadas como
cultivos iniciadores que se consideran ingredientes alimentarios en el reglamento de la Union
Europea. No obstante, se exige que los alimentos sean seguros y, por tanto, también los
microorganismos que se encuentran en ellos (Laulund et al., 2017). Los niveles de resistencias a
antibidticos y la presencia de genes transferibles se han estudiado con profundidad en muchas
especies patdgenas, pero no ocurre asi con los microorganismos para aplicaciones alimentarias.
El hecho de que, para estas cepas que se ingieren en grandes cantidades, sea crucial la
ausencia de genes de resistencias a antibiéticos transferibles en el intestino a microorganismos
patogenos, ha promovido su consideracion por parte de EFSA y se ha determinado la necesidad
de que las nuevas cepas de BAL, con aplicaciones alimentarias, cumplan una serie de premisas.
Por ello, a titulo orientativo, se siguen las directrices de EFSA (2012, 2018), resumidas en la
Figura 1-l. Por una parte, se requiere la determinacion fenotipica de la susceptibilidad a
antibidticos clinicamente relevantes por parte de estas cepas de BAL. Para ello es necesaria una
correcta identificacion de la especie bacteriana del microorganismo a evaluar, ya que las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) frente a los antibiéticos establecidos para cada
especie de BAL deben ser inferiores a los valores de corte publicados para cada antibiotico
(EFSA, 2012). La mayoria de cepas utilizadas en alimentacién pertenecen a especies que
pueden evaluarse mediante el método descrito en la ISO 10932:2010, en el que se incluye la
determinacion de susceptibilidad a antibiéticos para las bifidobacterias y BAL. Por otra parte, en
el caso de que se observe o bien un fenotipo de resistencia a antibioticos y/o, mediante el
andlisis genético, la presencia de genes de resistencia a antibioticos, el analisis genémico de la
cepa en estudio es la mejor estrategia para investigar si el gen responsable de la resistencia
observada es o no transferible, determinar su probabilidad de activacion, y, en definitiva, concluir

si es se trata de una cepa segura para su uso en alimentacion (EFSA, 2018).
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Taxonomia molecular

Determinacion de la CMI Analisis gendmico

__________________ 5 | NOACEPTABLE
1 CMI > valor de corte — > .

L Presencia de genes de

___________ 1 ; . A
resistencia a antibidticos T
_—> Posibilidad de
_—
CMI = valor de corte activacion del gen

Ausencia de genes de | -—————-3 >
resistencia a antibioticos —>| ACEPTABLE

Fig. 1-1. Esquema para la determinacion de resistencias a antibiéticos en cepas bacterianas con aplicacion
alimentaria (adaptado de EFSA, 2018). (CMI: Concentracion Minima Inhibitoria). Las flechas con lineas
discontinuas muestran las porishilidades ante una CMI ayor al valor de corte, mientras que las flechas con

lineas continuas las posibilidades ante una CMI inferior o igual al valor de corte establecido.
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Objetivos

Identificar una coleccion de BAL aisladas de productos fermentados tradicionales
procedentes de Latinoamérica: dos bebidas a base de maiz, Chicha del Noroeste de
Argentina y Atole de México, y Tocosh, patatas fermentadas de la region central de los
Andes peruanos.

Caracterizar biotecnoldgicamente los nuevos aislados de BAL determinando su
capacidad para producir enzimas y vitaminas con interés en la industria de los alimentos
funcionales.

Determinar las caracteristicas de los nuevos aislados relacionadas con calidad y
seguridad alimentaria: resistencia a antibioticos y produccidn de antimicrobianos.

Evaluar la capacidad tecnoldgica de las cepas seleccionadas considerando tanto la
mejora en los aspectos tecnoldgicos y nutricionales del alimento, como la calidad y
seguridad alimentaria.

Disefiar un nuevo alimento modelo con base vegetal bio-fortificado que incluya una cepa

final seleccionada superproductora de riboflavina.
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Materiales y métodos

1. Materiales

1.1 Cepas microbianas utilizadas
En el presente trabajo se han estudiado 779 cepas de BAL aisladas de tres productos
fermentados tradicionales de Latinoamérica: 393 cepas de dos producciones distintas de
‘chicha”, 147 de la produccion “M” (Maimara) y 246 cepas de la produccion “T” (Tumbaya)
(Elizaquivel et al., 2015), 152 cepas de “tocosh” (Jiménez, Yépez et al., 2018) y 234 cepas de

“atole” (Pérez-Catalufia et al., 2017).

Se incluyeron en el estudio 28 cepas de referencia suministradas por la Coleccién Espafiola de

Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espafia) que se utilizaron en los siguientes ensayos:

- |dentificacion de los aislados de BAL: Enterococcus faecium CECT 4107, Enterococcus
gallinarum CECT 9707, Enterococcus casseliflavus CECT 9697, Enterococcus faecalis CECT
4817, Lactobacillus brevis CECT 41217, Lactobacillus pentosus CECT 4023T, Lactobacillus
plantarum CECT 7487, CECT 6000, CECT 4674, CECT 4219, Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides CECT 2197, Lc. mesenteroides subsp. dextranicum CECT 912T,
Leuconostoc lactis CECT 41737 y Weissella viridescens CECT 283T.

- Determinacion de la actividad amilolitica: Lb. amylophilus CECT 4133T.

- Determinacion de la actividad antimicrobiana: Meyerozyma guilliermondii CECT 1021 (sinénimo
de Pichia guilliermondii), Penicillium roqueforti CECT 2905NT, Aspergillus oryzae CECT 2094NT,
Aspergillus niger CECT 2807, Aspergillus parasiticus CECT 2681, Penicillium expansum CECT
2278, Fusarium verticilloides CECT 2987, Escherichia coli O157:H7 CECT 5947, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhi CECT 4138 (referida como Salmonella Typhi de ahora en

adelante) y Listeria innocua CECT 910T.
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- Determinacion de la resistencia a antibiéticos: Lb. plantarum CECT 748T se utilizd como control

de las codiciones de crecimiento para asegurar la reproducibilidad y precision del ensayo.

- Determinacion de la produccién de vitaminas del grupo B: para folatos se utilizo la cepa Lb.
rhamnosus CECT 2787 y para riboflavina se utilizé la cepa equivalente Lb. rhamnosus CRL 932
(= CECT 278T) proveniente de la coleccion del Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA, San Miguel de Tucuman, Argentina).

1.2 Oligonucleoétidos
La empresa Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EEUU) sintetizdé y purificd los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del DNA. Se resuspendieron en agua ultrapura
para obtener la concentracion adecuada segun las instrucciones del fabricante. EI nombre,
secuencia y caracteristicas de los oligonucleétidos empleados en el presente trabajo se

describen en la Tabla 1-M.

Tabla 1-M. Oligonucleédtidos utilizados.

A . _
Nombre Secuencia (5' > 3) Utilizacion T oh'br Amplificado Referencias
(°C) (pb)
1387V GCCTTGTACACWCCGCC ISR para Chenoll et .
¢ identificacion 56 2003
118R GTTNCCCCATTCRGA
M3 GAAACAGCTATGACCAT  RAPD para 15 Aznary
G identificacion Chenoll, 2006
RAPD para SamarZzija et
P GATCGGACGG identificacion 36 al., 2002
RAPD para SamarZija et
P16 TCGCCAGCCA identificacion 36 al., 2002
616Valt AGAGTTTGATYMTGGCT  Amplificacién/se
CAG cuenciacion 55 1600 Chenoll et al.,
2003
630R  CAKAAAGGAGGTGATCC RNAr16S para
identificacion
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Tabla 1-M. Cont.

Nombre  Secuencia (5 = 3’) Utilizacion T ohlbr Amplificado  Referencias
(°C) (pb)
lank CCGTTTATGCGGAACACC 318
P TA PCR especifica Lb. o
CAGTGGCGCGGTTGATAT  plantarum/ Lb. Torriani et
pentF 60 al., 2001
C pentosus para 218 ,
TCGGGATTACCAAACATC  identificacion
preV
AC
Brevdir CTTGCACTGATTTTAACA  PCR especifica Guarneri et
GGGCGGTGTGTACAAGG  Lb.brevis para 40 1340 al., 2001
Brevrev identificacion
LcmesS XgéGTTGTAATGCGTTATT PCR especifica Lc. Elizaquivel et
CACAGCTTGTCCTTATAG  Mesenteroldes para 63 130 al., 2008
LcmesA identificacion
AAAA
Efaec'”m GCAAGGCTTCTTAGAGA  PCR especifica E. Dutka-Malen
Efaccium  CATCGTGTAAGCTAACTT  2ccium para > >0 etal., 1995
R c identificacion
CAGACTTTT casseliflavus para 55 269 ! ’
GCTAGTTTACCGTCTTTAA ooooavtsp 2010
CA2 cG identificacion
GA1 E;ACTTGCTGATTTTGATT PCR especffica £ Laytonetal,
TGAATTCTTCTTTGAAATC  J2/narm para % 190 2010
GA2 AG identificacion
ribF CTTCRGGGCAGGGTG Deteccion operon Capozzi et
i . 52 2300
ribR GGRAADABRTGNCCNGG  rib al., 2011b
. CAAGAACACGGGGTTGAT Judrez del
ribA F 9
AC Deteccion gen GTP 58 500-700 Valle et al.,
. CCCTCCGTTAGTGTGAGT ciclohidrolasa I 2014
rbAR 16
ribB F TGTAGTGGTGATGCCTGA Juarez del
AA Deteccion gen Valle et al.
. CGTCAAACTAACCCCATC  riboflavina sintetasa >0 200700 2014
rbB R AA
ibC F ZZTTTGATGGTGTGCATC Deteccion gen Judrez del
; ; : Valle et al.,
| CATTCAACCCGACAAGGT kinasa/adenil 58 500-700 2014
rbCR AA transferasa
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Tabla 1-M. Cont.

Nombre Secuencia (5 2> 3 Utilizacion
>3 c)  (pb)
ribG F GGTCAATTAGATCCCCATCC Deteccién gen Juarez del
; ; Valle et al.,
fibG R TGAAACTGTGACCGTAAGCA uracil 8 500700 T
transferasa
rioH F AGATTCCACTGACGGTTCAA Deteccion gen Juarez del
6,7-dimetil-8- i Valle etal.,
ribH R TCTAACAAACTGACCGCACA ribitil-lumazina 58 500-700 2014
sintetasa
RFNFfm GTATTGAGCAACCAGCG Amplificacién/se
cuenciacion 53 576 Russo etal.,
RFNR TGGCCGTCTTTGACTA region 2014
reguladora RFN

1.3 Medios de cultivo generales
1.3.1. MRS modificado (De Man et al. 1960)

Compuesto Concentracion (g/L)
Peptona bacterioldgica 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Acetato sodico 5
Fosfato dipotasico 2

Citrato amdnico 2
Tween 80 1
Sulfato de magnesio 2
Sulfato de manganeso 0,05

El pH se ajustd a 6,5. Las cepas se incubaron de 24 a 48 horas a 30 °C.
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1.3.2. Caldo de soja y tripticaseina (TSB) (Conda, Madrid, Spain)

Compuesto Concentracion (g/L)
Digestidn pancreatica de caseina 17
Cloruro de sodio (NaCl) 5
Papaina digerida de soja 3
Glucosa 2,5
Fosfato dipotasico 2,5

Las cepas se incubaron de 24 a 48 horas a 37 °C.

1.3.3. Caldo Malta

Compuesto Concentracion (g/L)
Extracto de malta 20
Glucosa 20
Peptona micoldgica 1

La incubacién de las cepas en este medio se realizé durante 7 dias a 25 °C.

1.3.4. Caldo “Yeast Extract-Peptone- Dextrose” (YPD, Oxoid)

Compuesto Concentracion (g/L)
Extracto de levadura 3
Extracto de malta 3
Peptona 5
Glucosa 10
Cloranfenicol 0,01

La temperatura de incubacion en este medio fue de 25 °C durante 48 horas.

Todos los medios de cultivo generales se esterilizaron en el autoclave, durante 20 minutos a 121
°C. Para realizar cultivos en placa se afadio agar bacteriologico (Pronadisa, Madrid, Espafia) al

1,5%, y al 0,7% para los ensayos en medio con agar semisdlido.

1.4 Medios de cultivo para la caracterizacion biotecnolégica

Para algunos ensayos de la caracterizacion biotecnoldgica y para los ensayos de tolerancia a

estreses tecnologicos de las cepas de BAL estudiadas, se realizaron una serie de modificaciones
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en el medio MRS descrito en el apartado (1.3.1.). En el caso de los ensayos de resistencia a
etanol, el medio MRS se suplement6 con 2%, 8%, 10% y 12% del mismo. En la determinacion de
la actividad amilolitica, la glucosa se sustituy6 por almidén soluble a una concentracién de 5 g/L.
En la determinacion de produccion de dextranos, se sustituy6 la glucosa por 20 g/L de sacarosa.
En los ensayos de tolerancia a pH acido, se ajustd el medio a pH 3 y 4. Para determinar la

tolerancia a la presion osmatica, el MRS se suplementd con 2% y 4% de NaCl.

1.4.1 Medios de cultivo para el ensayo de la actividad degradadora de fitatos

Para el cribado de las cepas de BAL en la determinaciéon de la actividad degradadora de fitatos

se utilizo el medio Chalmers modificado (MCB), cuya composicion es:

Compuesto Concentracion (g/L)
Peptona de soja 5
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Glucosa 20
Lactosa 20

El medio se utilizd tanto liquido como con 1,5% de agar para el ensayo en placa, y se ajusto a
pH 6. Se suplement6 con 1 g/L de fitato de sodio, y/o con 1 g/L de fitato de calcio (SIGMA, St.
Louis, MO, EEUU) en el caso del medio sdlido (CAF).

1.4.2 Medios de cultivo para la determinacion de la produccién de vitaminas

La produccion de vitaminas del grupo B por parte de las BAL se estudié con dos medios
comerciales: “Riboflavin Assay Medium” libre de riboflavina y “Folic Acid Casein Medium” libre de

folatos, ambos de la empresa Difco (Sparks, MD, EEUU).

1.4.3 Medios de cultivo para la determinacion de resistencias a antibiéticos

En el estudio de las resistencias a antibidticos, las cepas de BAL se cultivaron en el medio
estandarizado LSM, segun el protocolo de la normativa correspondiente a “International
Organization of Standarization” (ISO 10932:2010(E); IFD 223:2010(E)), consistente en la mezcla
de medio ISO-Sensitest (ITS) al 90% (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) y MRS al 10%. El pH se
ajustd a 6,7 (Klare et al., 2007).
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1.4.4 Medio quimicamente definido (CDM)

Este medio se utilizd para el estudio del crecimiento de las cepas en distintas fuentes de
carbono, incluyendo en cada caso glucosa, lactosa o sacarosa. También se utilizé en los
experimentos para la obtenciéon de mutantes superproductores de riboflavina, suprimiendo la

vitamina de su formulacién. La composicién se muestra en la Tabla 2-M.

Tabla 2-M. Ingredientes del medio CDM (quimicamente definido) (adaptado de Terrade et al., 2009). El
medio se esterilizo en el autoclave durante 15 minutos a 121 °C, excepto los componentes indicados (*),

los cuales se prepararon por separado a concentraciones 100X y se esterilizaron por filtracion.

Compuesto Concentracion (g/L)
Glucosa 20
Tween 80 1
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 1
CuS04-5 H20* 1.50-10-5
FeS04-7 H20* 2:10-2
ZnS04-7 H20* 1.35:10-4
MnS0O4-4 H20 0.1
MgSO4-7 H20 0.1
K2HPO4 1
CaCl2 0.44
Acido 4-aminobenzoico 1:10-4
Biotina 210-3
Cloruro de colina* 210-3
Cianocobalamina* 1-10-4
Acido félico* 210-3
Acido nicotinico* 210-3
Ca-D-pantotenato 210-3
Piridoxina HCI* 210-3
Riboflavina* 210-3
Tiamina HCI* 110-3
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Tabla 2-M. Cont.

Compuesto

Concentracion (g/L)

Adenina sulfato
Guanina HCI
Citosina
Timina
Uracilo
Xantina
L-Alanina
L-Arginina
L-Asparagina
Acido L-aspartico

L-Cisteina*

Acido L-glutamico*

L-Glutamina*
L-Glicina
L-Histidina
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina HCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptéfano*
L-Tirosina
L-Valina

1-10-2
1-10-2
1-10-2
1-10-2
1-10-2
5:10-3
0.2
0.75
0.15
0.35
0.2
0.5
0.2
0.5
0.5
0.2
0.2
0.25
0.15
0.2
0.5
0.4
0.35
0.2
0.2
0.2
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1.5 Soluciones de reactivos y otros materiales utilizados

1.5.1. Reactivos para la purificacion y electroforesis del DNA

Para la extraccion y purificacion del DNA: lisozima (50 mg/mL), reactivo de GES (tiocinato de
guanidio 5 M, EDTA disodico 0,1 My sarcosil al 30%), acetato de amonio (7,5 M), isopropanol

puro, cloroformo isoamilico en una proporcion 24:1'y etanol al 70%.

Para la electroforesis de DNA: tampon TAE (Tris Base 20 mM pH 8,3, CH3COOH 10 mM y
EDTA 0,5 mM) al 0,5x.

Como marcador de peso molecular se utilizd el GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) que consta de 14 fragmentos de DNA individuales de
tamafios en pares de bases (pb): 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200 y 100.

Como tampon de carga 6X Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) que
esta compuesto por 10mM Tris-acido clorhidrico (HCI) (pH 7,6), azul de bromofenol al 0,03%,
cianol xileno al 0,03%, glicerol al 60% y 60mN de EDTA.

1.5.2 Reactivos para la determinacion de la actividad amilolitica
La solucion de lugol (yodo-yoduro al 4%) para el revelado de la degradacién del almidén.
1.5.3 Reactivos para la determinacion de la actividad degradadora de fitatos

- Cloruro de cobalto al 2%, para el revelado de las placas de CAF.

- Tampon acetato de sodio (AcNa) 0.2M, pH5, para obtener el extracto celular.

- Solucién de tricloroacético (TCA) al 20%, para la reaccién enzimatica.

- Reactivo de color (RC) que se compone de 4 volimenes de FeSO4 2,7% y 1 volumen de
NH4Mo preparado en acido sulfurico, para la reaccién enzimatica.

- K2HPO4 a diferentes concentraciones (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 50 pg/mL) para la curva
patrén de fésforo inorganico (Pi).

- Reactivo de Bradford (VWR, Barcelona, Spain) preparado en agua a una concentracion del
20%, para determinar la concentracién de proteina total en las muestras.

- Soluciones de seroalbumina bovina (0,0625; 0,125; 0,5 mg/mL), para la curva patron de

proteina.
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1.5.4 Reactivos para los ensayos de produccion de vitaminas del grupo B

Para la determinacién de folatos, el tampdn PB, o tampdn fosfato 0,1 M, consiste en la mezcla de
dos soluciones, una Na;HPO4-2H,0 0,2 M y la segunda NaH.PO4-H20 0,2 M. La proporcién
utilizada de cada una determina el valor de pH 6,8 en este caso. Se suplementé con acido

ascorbico (SIGMA) a una concentracién del 1,5%.

Las curvas patron de las vitaminas se prepararon a partir de acido folico comercial (‘HPLC grade
Folic Acid”, SIGMA, St. Louis, MO, EEUU) y riboflavina comercial (Fluka, Biochemika, Alemania).

1.5.5 Reactivos para la determinacion de las resistencias a antibiéticos

Los antibidticos utilizados pertenecen a la casa SIGMA (St. Louis, MO, EEUU). Se prepararon
todos a una concentracion de 5120 ug/mL y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. A partir de
ésta, se hicieron las diluciones pertinentes para obtener las concentraciones requeridas.
Ampicilina, vancomicina, gentamicina, estreptomicina y kanamicina se disolvieron en agua miliQ
estéril, mientras que cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y clindamicina se prepararon en

etanol al 95% (v/v).
1.5.6 Reactivos para los ensayos de actividades antimicrobianas

Los solventes utilizados para la extraccion QUEChERS y para el analisis por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) fueron: etil acetato (EA) y acetonitrilo (ACN), el agente secante
sulfato de magnesio (MgSOs), el carbono 18 (C18), la amina primaria-secundaria (APS) y la
pancreatina, que también provienen de Sigma-Aldrich (Dublin, Ireland). El &cido férmico (99%)
de Fluka (Alemania). La solucion de extraccion (SE) contenia 1% de acido férmico, 0,4% de
MgSO4 y 0,1% de NaCl en 10 mL de EA. Para filtrar los solventes cromatograficos se utilizd un
filtro de celulosa de 0,22 um (Scharlau, Barcelona, Espafia). Para identificacion y caracterizacion
de los compuestos antifungicos producidos por las cepas de BAL se utilizaron una serie de
compuestos de referencia. De la casa Sigma-Aldrich (Dublin, Ireland) se obtuvieron: acido
propanoico 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil); acido sinépico; 2-Deoxicitidina; Ciclo (L-His-L-Pro); Ciclo
(L-Tyr-L Pro); é&cido fenilpiravico; acido cis-Caftarico; acido protocatechuico hexdsido; &cido
cafeico derivativo; &cido hidroxicinamico derivativo (&cido p-cumarico); quercetin pentdsido; &cido
quinico derivativo; cafeoilnexosa-deoxihexosido y é&cido 3,5-Di-O-cafeoilquinico. El &cido
fenilactico de la casa BaChem (Weil am Rhein, Alemania). Todos los analitos tenian una pureza
del 95%.
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1.5.7 Reactivos para la obtencion de mutantes superproductores de riboflavina

Se utilizaron las concentraciones crecientes del agente quimico roseoflavina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EEUU), 10 mg/L, 50 mg/L and 100 mg/L para la obtencion de

mutantes resistentes.

1.5.8 Reactivos para la extraccion de la riboflavina de matriz alimentaria

La solucion enzimatica para el tratamiento de las muestras alimentarias en el proceso de

extraccion de la riboflavina estaba compuesta por:

- 420 unidades de a-amilasa

- 12 unidades de papaina

- 22 unidades de fosfatasa acida

- 0,1% de glutation, todos adquiridos de la casa Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).

1.5.9 Matrices alimentarias y cultivos iniciadores comerciales

Para los ensayos preliminares de crecimiento de las cepas de BAL en matrices alimentarias
vegetales se utilizaron bebidas comerciales de soja y avena “YoSoy” (Liquats Vegetals, Girona,
Espafia). No presentan azucares afiadidos y la informacion nutricional se presenta en la Tabla 3-
M.

Tabla 3-M. Informacion nutricional de las bebidas comerciales de avena y soja.

Avena Soja
Grasas saturadas 0,2% 0,3%
Grasas insaturadas 0,3% 0,4%
Grasas poliinsaturadas 0,3% 1,1%
Az(cares asimilables 5,4% 0,6%
Fibra alimentaria 0,4% 0,5%
Proteina 1,4% 3,6%
Sal 0,04% 0,06%
Betaglucanos 0,3% -
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Para la elaboracién de los productos “tipo kéfir’ basados en cereales se utilizaron harinas de
avena, cebada y maiz (Molino Rosetto SpA, Padova, Italia) como materias primas para las

fermentaciones.

Los microorganismos encargados de realizar la fermentacién fueron dos cultivos iniciadores
comerciales “Kefir fai da te” (BioNova snc, Villanova sull’Arda, ltalia), referidos de ahora en
adelante como “estarter de kéfir de agua” y “estarter de kéfir de leche”. Segun el fabricante,
constan de microorganismos caracteristicos de los granos de kéfir como son BAL de los géneros
Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc, levaduras Saccharomyces spp., y bacterias acéticas

del género Acetobacter.

2. Métodos

2.1. Condiciones de cultivo y de conservacion de las cepas
Todas las cepas de BAL se cultivaron rutinariamente en MRS a 30 °C, excepto Lb. rhamnosus
que se incubd a 37 °C, 24-48 horas. En el caso de los patdgenos bacterianos transmisibles por
alimentos, se cultivaban en TSB a 37 °C durante 24 horas. La conservacion a largo plazo de las
cepas bacterianas se realiz preparando suspensiones en medio de cultivo diluido al 10% a
partir de cultivos crecidos en placa. A continuacion, se les afiadié glicerol a una concentracion

final del 20% y se guardaron a — 20 °C.

Los hongos utilizados se cultivaron en medio Malta a 25 °C. En el caso de la levadura M.
guilliermondii, el tiempo de incubacion fue de 48 horas, mientras que los hogos filamentosos se
incubaron hasta observar la esporulacion (de 5 a 7 dias). La conservacion de las cepas fungicas

se realizd también a — 20 °C, en un 10% del medio de cultivo suplementado con glicerol al 15%.

2.2. ldentificacion de las BAL

En el presente trabajo se realizd parte de la identificacion de los aislados provenientes de chicha

y de tocosh, utilizando varios cebadores universales. La identificacion se realizd mediante
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técnicas moleculares basadas en amplificacion por PCR: perfiles ISR, perfiles RAPD,

secuenciacion del gen del RNAr 16S y PCR especifica de especie.
2.2.1. Extraccion, cuantificacion y amplificacion del DNA

La extraccion del DNA de las cepas de BAL se realizd siguiendo el método descrito por Pitcher et
al. (1989). A partir de cultivos crecidos en medio sélido MRS, se recuperd una porcion del
tamafio de un grano de arroz que se resuspendié en tampon de lisis con lisozima y se incubd
durante un minimo de 30 min a 37 °C para la ruptura de la pared celular. A continuacion, se
lisaron las células afiadiendo 0,5 mL de reactivo de GES e incubando a temperatura ambiente
durante 30 min. Para la precipitacion quimica del DNA, se afiadieron 0,25 mL de acetato de
amonio y la mezcla se mantuvo en hielo durante al menos 10 min. Para arrastrar los restos
celulares, se afiadieron 0,5 mL de cloroformo isoamilico y se agitd hasta conseguir la emulsion
de las dos fases. La mezcla se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min y se afiadié isopropanol
frio (0,54 volimenes) a la fase acuosa para recuperar el precipitado de DNA, que posteriormente
se lavé con etanol al 70%, tres veces. Finalmente, el DNA se secé utilizando un “Speedvac’ y se

resuspendi6 en agua ultrapura.

La calidad y cuantificacion del DNA extraido se determinaron midiendo la absorbancia de la
solucién a A = 260 nm en un espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EEUU), para poder realizar las diluciones pertinentes del DNA. Las soluciones de

DNA obtenidas se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Todas las amplificaciones de DNA por PCR realizadas con el objetivo de la identificacion de los
aislados de BAL se realizaron en un volumen final de reaccién de 50 L, empleando como molde
200 ng de DNA gendmico, con una concentracion final de los componentes de la reaccién de:
100 uM de los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), tampdn 1X para la polimerasa, 0,5 uM

de cada oligonucleétido y 1,25 U de DNA polimerasa DreamTagq (Thermo Fisher Scientific).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 (PE
Applied Biosystems, Norwalk, CT, EEUU).
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2.2.2 Perfiles electroforéticos obtenidos por amplificacion de DNA (ISR, RAPD)

Las caracteristicas de los cebadores utilizados para la amplificacion y obtencién de los perfiles
ISR y de RAPD se describen en la Tabla 1-M. Las condiciones de reaccién para dichas

amplificaciones fueron:

- Para la ISR: un ciclo de 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 sa 94 °C,45sa 56 °Cy
45sa 72 °C, y un ciclo final de 10 mina 72 °C.

- Para el RAPD con el cebador M13: un ciclo de 5 mina 94 °C, 5 mina40°Cy 5 mina 72 °C,
seguido de 33 ciclos de 20 s a 94 °C, 30 s a45°C y 45 s a 72 °C, y un ciclo final de 10 min a
72°C.

- Para los RAPD con los cebadores P2 y P16: un ciclo de 5 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos
de 30sa94°C, 30 sa36°C,60sa72°Cyun ciclofinal de 7 mina 72 °C.

2.2.3 Amplificacion, secuenciacion y analisis de secuencias del gen de RNAr 16S

Se amplifico el gen completo del RNAr 16S utilizando los cebadores indicados en la Tabla 1-M.
Las condiciones de PCR fueron las mismas que para la obtencion de los perfiles ISR. A
continuacion, los fragmentos de DNA amplificados se secuenciaron en el Servicio Central de
Soporte Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valéncia (Espafia) y las secuencias obtenidas
se compararon mediante la herramienta RDP (“‘Ribosomal Database Project’

http://rdp.cme.msu.edu/) para la identificacion de las cepas a nivel de especie.

2.2.4 Amplificacion por PCR con cebadores especificos de especie

Se utilizaron los cebadores indicados en la Tabla 1-M y las condiciones para las reacciones de

amplificacion fueron:

- Para la distincién de Lb. plantarum/Lb. pentosus se realizé6 una PCR multiple con un ciclo de 3
min a 94 °C, 30 ciclos de 30 sa 94 °C 10 s a 56 °C y 30 s a 72 °C, con un ciclo final de 5 min a
72 °C.

- Para Lb. brevis: un ciclo de 2 min a 94 °C, 25 ciclos de 1 min a 94 °C for, 1 min a 40 °Cy 1 min
a 72 °C, y un ciclo final de 10 mina 72 °C.
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- Para E. faecium: un ciclo de 2 min a 94 °C, 30 ciclos con 1 min a 94 °C, 1 min a 54 °C, 1 min a
72 °C, y un ciclo final de 10 min a and 72 °C.

- Para la distincién de E. casseliflavus/ E. gallinarum se realizé una PCR multiple con un ciclo
inicial de 4 min a 95 °C, 30 ciclos con 30 s a 95°C 1 min a 55 °C, y un ciclo de final de 1 min a 72
°C.

- Para Lc. mesenteroides: un ciclo de 5min a 94 °C, 35 ciclos con 30 s a 94 °C,45sa 63 °C y 45

s a 72 °C, con un ciclo final de 10 min a 72 °C.

2.2.5 Electroforesis de DNA

Para las comprobaciones rutinarias de todas las PCR, alicuotas de los productos de
amplificacion suplementados con tampdn de carga que incluia el agente de tincion del DNA, Gel
Red Nucleic Acid Gel Stain® (Biotium Inc., Hayward, CA, EEUU) al 1X, y se sometieron a
electroforesis a un voltaje de 100 V durante 30 min en geles de agarosa a una concentracion del
1,5 %, utilizando tampén TAE 0,5X. En cambio, a la hora de realizar las electroforesis para
obtener las imagenes que se utilizarian en el analisis e identificacién de los aislados, los
amplificados de ISR se sometieron a un voltaje constante de 80 V durante 105 min con una
concentracion del gel de agarosa del 2,5 %, y las electroforesis de los productos de RAPD se
llevaron a cabo a un voltaje de 80 V durante 90 min en un gel de agarosa a una concentracion
del 1,8 %. En ambos casos, se realizaron en tampén TAE 1X y el Gel Red para la tincion del

DNA se afiadié a una concentracion de 0,01% a la solucion de agarosa antes de que solidificase.

Tras las electroforesis, los geles se revelaron bajo luz UV y las imagenes obtenidas se
digitalizaron mediante una camara de video (Gelprinter Plus, TDI, Madrid, Espafia), y se

guardaron como archivos TIFF.

2.2.6. Analisis bioinformatico de los perfiles electroforéticos

Las imagenes de electroforesis digitalizadas se normalizaron, analizaron y combinaron utilizando
el programa BioNumerics 4.61 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Para normalizar los patrones de
bandas obtenidos, se incluyeron marcadores de peso molecular cada siete muestras. Los niveles
de similitud por pares del perfil de bandeo electroforético se calcularon mediante el coeficiente de
Jaccard para los patrones de ISR y para los perfiles de RAPD se utilizé el coeficiente de

correlacion de Pearson, que proporciona la similitud basada en las curvas de densitometria. Los
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datos obtenidos se agruparon utilizando el algoritmo UPGMA ("Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic”). La identificacion de los perfiles obtenidos de cada cepa se llevé a cabo con la
ayuda del mismo programa, mediante la comparacion de los mismos con una base de datos
generada previamente (IATA-UVEG) que contiene perfiles de ISR y RAPD correspondientes a
132 cepas de BAL de referencia (Chenoll et al., 2007).

2.3 Caracterizacion biotecnoldgica

Para la seleccion de cepas con interés biotecnoldgico se investigaron la capacidad de producir

enzimas con interés industrial, vitaminas del grupo B 'y EPS.
2.3.1. Actividad amilolitica

De acuerdo con el protocolo descrito por Diaz-Ruiz et al. (2003), la capacidad de las cepas de
BAL para degradar el almidén se realizd con cultivos los activos tras su crecimiento en medio
MRS durante 24 h. Alicuotas de 5 uL del cultivo se inocularon en placas de MRS-almidén y se
incubaron a 30 °C durante 48 h. La actividad amilolitica se revel6 al verter sobre el cultivo crecido
la solucién de lugol y observar una decoloracion del medio alrededor del mismo. La cepa Lb.

amylophilus CECT 41337 se utilizé como control positivo con actividad amilolitica.
2.3.2. Actividad degradadora de fitatos

Se realizd en dos pasos, en primer lugar se determiné la capacidad de degradacion de fitatos
siguiendo el procedimiento descrito por Anastasio et al. (2010) y, a continuacion, se cuantificé la

produccion de las cepas que resultaron positivas.
a) Capacidad de degradacion de fitatos:

Para ello, se activaron las cepas en caldo MRS durante 24 h y se realizaron dos pases en el
medio MCB. A continuacidn, el cultivo se ajusto previamente a una DO de 0,5a A =600 nmy
se sembraron 5 UL de cada cepa en placas de CAF. Tras 4 dias de incubacién a 30 °C, se
revelaron las placas observando si aparecia un halo translucido. Para descartar falsos
positivos, se eliminaron primero las colonias de la superficie del medio sélido con agua
destilada y se hicieron dos lavados de 20 min cada uno con cloruro de cobalto al 2%. Si el
halo translucido se mantenia, se consideraron como cepas positivas para la degradacion de

fitatos.
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b) Cuantificacion de la actividad degradadora de fitatos:

Para la cuantificacion de la actividad degradadora de fitatos se realizaron tres pases del
cultivo de BAL en el medio MCB. Del Ultimo, se centrifugaron 10 mL del cultivo en fase
exponencial lavando los “pellets” de células en 1 mL de solucién fisiolégica y afiadiendo el
mismo peso de perlas de vidrio que de biomasa y el doble en volumen de tampdn AcNa. Las
células se rompieron con el equipo Ball MillMix 20 Tehtnica (Domel, Zelezniki, Eslovenia) en 5
ciclos de 2 min cada uno. Tras centrifugar 10 min a 10000 rpm y a 4 °C se obtuvo el extracto

celular.

La determinacion de la actividad se realiz6 mediante una reaccion colorimétrica que se
produce en dos pasos. En primer lugar, se llevo a cabo la reaccion enzimatica, que libera Pi a
partir del fitato de sodio (sustrato de la reaccién). Se incubd a 45 °C durante 15 min, y se
detuvo la reaccion afiadiendo un volumen de TCA al 20% y dejando en hielo durante 10 min.
A continuacion, se centrifugd 5 min a 10000 rpm. Las mezclas de reaccién que se usaron

para cada cepa se muestran en la Tabla 4-M.

Tabla 4-M. Composicién de los blancos utilizados para el ensayo enzimatico de la cuantificacion de la
actividad degradadora de fitatos.
Fitato de Na 3 mM (uL) Extracto celular (L)  Tampén AcNa 0,2 M (L)
Blanco 200 0 50
Muestra 200 50 0

En segundo lugar, para poder cuantificar el fésforo liberado, se hizo reaccionar el producto de la

primera reaccion con un volumen de RC, obteniéndose un producto coloreado que se midid

espectrofotométricamente a A = 700 nm, tras incubar a temperatura ambiente la reaccion durante

20min. La lectura se realiz6 por triplicado para cada cepa en una microplaca de 96 pocillos. La

cuantificacion del fosfato liberado se realizé afiadiendo una curva patrén en triplicado en cada

microplaca de K:HPOs. Para el calculo de los valores de la curva, a cada punto se le restd el

valor obtenido en el blanco.

Para poner a punto el calculo de la actividad enzimatica, primero se tuvieron en cuenta dos

blancos posibles (Tabla 4-M): B1, medio sin extracto libre de células (sin enzima), y el B2, blanco
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sin fitato de sodio (sustrato de la reaccion). Una vez realizadas las determinaciones, se tomo el

blanco de mayor valor para el resto de los ensayos.

Para el calculo de la actividad degradadora de fitatos (A) se siguié la féormula descrita a
continuacion, teniendo en cuenta que 1 ug de P tiene 31 pmoles y el tiempo de reaccion fueron
15 min; siendo ADO la diferencia entre la densidad optica (DO) medida para de cada muestra y
la DO del blanco, B la pendiente obtenida de la curva patron, Vina €l volumen final de la reaccion
Y Vmuestra €l volumen de la muestra en mL, expresada en pmol de Pi liberado por unidad de

tiempo (min):

A= (ADOXI/BX1/31XVfinal/Vmuestra)
15
Ademas, de todas las muestras de extracto celular se cuantificé la cantidad de proteina mediante
el método de coloracidn con el reactivo de Bradford para el célculo de la actividad enzimatica
especifica. Para ello, se afiadieron 10 uL de muestra diluida 5 veces o de estandar de la curva
patron, y 200 uL de reactivo de Bradford. Una vez cuantificada la proteina total de cada muestra,
la actividad especifica (Aesp) se calculd siguiendo la férmula siguiente, expresada como Pi

liberado por unidad de tiempo (min) y por cada mg de proteina total:
A esp=A/mg proteina
2.3.3. Produccién de EPS

Para determinar la capacidad para producir EPS se siguid el procedimiento descrito por
Notararigo et al., 2013. Se cultivaron las cepas en caldo MRS durante 24 h 'y, a continuacion, se
sembraron en placas de medio sélido MRS-Sacarosa mediante el método triple estria. Tras
incubacion a 30 °C durante 48 h, se consideraron positivas para la producciéon de EPS aquellas
cepas que daban lugar a la aparicion macroscopica del polisacarido, dando un aspecto mucoso a

las colonias.
2.3.4. Produccion de vitaminas del grupo B: folatos y riboflavina

La capacidad para producir folatos y riboflavina se estudio, en primer, lugar observando su
capacidad de crecimiento en medios de cultivo libres de las correspondientes vitaminas
(“‘Riboflavin Assay Medium”y “Folic Acid Casein Medium”, respectivamente) y, a continuacion, se

realizd la cuantificacion de las vitaminas producidas mediante un ensayo microbiol6gico

56



Materiales y métodos

utilizando la cepa de Lb. rhamnosus indicadora correspondiente (apartado 1.1.). Dichos ensayos
fueron adaptados de los protocolos descritos por Laifio et al. (2013) y Juarez del Valle et al.
(2014).

a) Produccion de vitaminas:

Para el cribado preliminar, se tomd una alicuota de 1 mL de medio MRS tras 24 h de
crecimiento de las cepas de BAL y se centrifugd a 8000 rpm durante 5 min. Se desecho el
sobrenadante y se lavo el “pellet” de células con 1 mL de NaCl (0,85%) estéril. Se realizaron
un total de 3 lavados para eliminar restos de la vitamina correspondiente en el medio. A
continuacion, se inocularon 200 pL de la suspensién celular en 3 mL del medio libre de la
vitamina a ensayar y se incub6 a 30 °C durante 24 h. Para cada cepa, se repitié el proceso de
lavado, resuspension en NaCl (0,85%) e inoculacién en nuevo medio libre de vitamina

siempre que se observaba turbidez debida al crecimiento, y asi hasta un maximo de 7 pases.

b) Recuperacion de las vitaminas producidas por las cepas de BAL:

El primer paso consistio en liberar y recuperar las vitaminas a partir de las suspensiones
bacterianas, tanto del interior como del exterior celular. Para ello, se tomaron 500 uL de la
muestra y el mismo volumen del tampon “Protecting Buffer” en el caso de la determinacion de
folatos 0 de acido acético al 1% para la determinacion de riboflavina, siendo ambas
soluciones estabilizadoras de la vitamina correspondiente. A partir de este momento, se
trabajo en condiciones reducidas de luz debido a que ambas vitaminas son fotosensibles. La
mezcla se calenté a 100 °C durante 5 min y se centrifugd a 13000 rpm 5 min, para separar el
sobrenadante de los restos celulares. Todos los extractos se almacenaron a -70 °C hasta su

uso.

c) Cuantificacion de la produccion de vitaminas mediante bioensayo.

Las cepas indicadoras Lb. rhamnosus CECT 2787 y Lb. rhamnosus CRL 932, incapaces de
crecer en ausencia de folatos y de riboflavina, se cultivaron por dos pases en el medio libre
de la vitamina a cuantificar y, a continuacién, se inoculé cada una de ellas, al 4% en el medio
correspondiente libre de la vitamina, preparado al 2X con 20 pg/mL de cloranfenicol. La
determinacion de vitaminas en las muestras se realizd siempre en condiciones de luz
reducida, por triplicado, en una microplaca de 96 pocillos, afiadiendo 100 uL del extracto

obtenido en el paso b) y el mismo volumen del cultivo de cepa indicadora. Las microplacas se
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incubaron en oscuridad durante 48 h a 37 °C y el crecimiento de la cepa indicadora se evalu6

midiendo la DO a una absorbancia A = 600 nm.

Se construyeron las correspondientes curvas patron representando DO respecto a
concentraciéon. Para la curva estdndar de folatos, el acido félico se diluyd en tampén
“Protecting Buffer” hasta conseguir las concentraciones 0,02; 0,1; 0,2; 1y 2 ng/mL. Para la de
riboflavina, las soluciones se prepararon en &cido acético al 1% a las concentraciones 10, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 300 y 400 ng/mL. En el caso de la determinacion de folatos, los
extractos se diluyeron 40 veces y, por esta razon, los valores de la curva patron se

encuentran en un rango menor a los puntos de la curva de riboflavina.

2.4. Propiedades relacionadas con la seguridad alimentaria

Entre las propiedades relacionadas con la seguridad alimentaria, se ensayaron la actividad

antimicrobiana y la resistencia a antibidticos para una seleccion de cepas de BAL.
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2.4.1. Actividad antimicrobiana

a) Actividad antifingica de cultivos en placa.

La actividad antifungica de las cepas de BAL se ensayo siguiendo el protocolo descrito por
Magnusson et al. (2003), frente a los hongos M. guilliermondii, A. oryzae, A. niger y P.
roqueforti. En primer lugar, se inocularon dos estrias de las cepas de BAL sobre placas de
MRS y se incubaron a 30 °C durante 48 h. Por su parte, una vez se obtuvo crecimiento de
los hongos en el medio sdlido agar Malta, se prepararon las suspensiones de esporas
afiadiendo la solucién NaCl (0,85%) estéril suplementada con Tween80 al 30% para evitar
la agregacion de las esporas. En el caso de la levadura M. guilliermondii se incubd en medio
liquido hasta obtener crecimiento. De dichos cultivos fungicos, se inoculé 1 mL de
suspensién, a una concentracion de 104 esporas o células de levadura por mL, a 10 mL de
medio Malta agar semisélido, y se vertio uniformemente sobre las placas de MRS que

contenian las cepas de BAL, una vez se observo el crecimiento de las mismas.

Tras la incubacion a 25 °C durante otras 48 h, la actividad antifingica se determiné por la
formacion de un halo de inhibicién alrededor de las estrias de las cepas de BAL ensayadas.
Los criterios establecidos para evaluar el nivel de actividad, segun el tamafio del halo de

inhibicion, fueron:
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0mm
Sin actividad
Actividad débil >1mm
Actividad fuerte 20-30 mm
Actividad muy fuerte > 30 mm

b) Actividad antibacteriana de cultivos en placa.

La capacidad de las cepas de BAL de inhibir a los patégenos alimentarios Salmonella Typhi,
E. coli O157:H7 y L. innocua se ensay6 siguiendo el método descrito por Gaudana et al.
(2010). Tanto los patdgenos bacterianos indicadores como las cepas de BAL ensayadas se
activaron durante 24 h antes de las pruebas, en medio TSB a 37 °C y en MRS a 30 °C,
respectivamente. De cada cepa de BAL, se depositd una gota de 5 L, a una concentracion
aproximada de 108 UFC/mL, en la superficie de placas de medio MRS; tras secarse, las
cepas de BAL se incubaron a 30 °C durante 24 h. A continuacién, se inocularon 150 uL
provenientes de cultivos de 18 h de las bacterias patdgenas o indicadoras, con una
concentracion de 108 UFC/mL, a 15 mL de medio agar TSB semisdlido, y se vertieron sobre
las placas de MRS, donde ya se observaba el crecimiento de las cepas de BAL. Las placas
se incubaron durante 24 h a 37 °C. La actividad antimicrobiana se consideré positiva por la
aparicion de un halo de inhibicién, y se valord el nivel de actividad antibacteriana de las

cepas de BAL ensayadas en funcion del tamafio de dicho halo:

Actividad débil <5mm
Actividad fuerte 6-9 mm
Actividad muy fuerte =10 mm

c) Actividad antimicrobiana de extractos libres de células (ELC).

Los ELC procedentes de BAL crecidas en caldo MRS se prepararon como describen
Saladino et al. (2016). Para ello los cultivos de BAL se centrifugaron a 5000 rpm durante 15
min y alicuotas de 2, 5y 10 mL, y los ELC obtenidos se filtraron utilizando un filtro de 0,22

Mm, se neutralizaron y se concentraron por liofilizacion. Se resuspendieron de nuevo en
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medio MRS, y a continuacion, se evalu6 su actividad frente a los hongos toxigénicos A.
parasiticus, P. expansum y F. verticilloides, y contra los patdgenos bacterianos E. coli
0157:H7, L. innocua y Salmonella Typhi. Para ello, se prepararon 10 mL del medio
semisolido enfuncion del microorganismo diana, agar malta o TSA, en el que se inocularon
los microorganismos indicadores, y se vertieron en placas Petri. Una vez solidificado, se
excavaron los pocillos en los que se depositaron 100 L de los ELC de las cepas de BAL,
por triplicado. En el caso de los hongos, las placas se incubaron a 25 °C durante 20 dias,

mientras que los patdgenos bacterianos se incubaron durante 48 h a 37 °C.

2.4.2. Extraccion, identificacion y cuantificacion de los compuestos presuntivamente
antifiingicos

Con el objetivo de evaluar la posible naturaleza proteica de los compuestos antimicrobianos

producidos por las cepas de BAL, los ELC se sometieron a hidrolisis con pancreatina (30

unidades/mg) y, posteriormente, se ensayaron en paralelo los ELC tratados y los no tratados con

pancreatina, mediante el ensayo de difusion en agar descrito en el apartado 2.4.1.c). En todos

los ensayos se incluyé como control negativo un pocillo con MRS liofilizado y resuspendido de

nuevo en MRS.

El perfil de compuestos con actividad antifungica se caracteriz6 mediante cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas/masas (LC-MS/MS). Para ello, los ELC correspondientes
se trataron mediante la metodologia QUEChERS para la extraccion y cuantificacién de los
compuestos responsables de la actividad observada como se describe a continuacién: se
afiadieron 10 mL de la solucion de extraccion a 10 mL de cada ECL y se agit6 la mezcla durante
1 min. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min y el
sobrenadante que contenia los solventes organicos se recuperd en un tubo de capacidad 15 mL.
A dicho sobrenadante se le afiadieron 150 mg de APS, 150 mg de C8 y 885 mg de MgSQs, se
agito la solucion durante 1 min y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. El solvente se deseco
mediante un flujo de nitrégeno a 35 °C en un equipo evaporador (Turbovap, Uppsala, Suecia), y
se reconstituyo afiadiendo 1 mL de una solucion acuosa con 10% de ACN. Por ultimo, se filtrd en
los viales para LC con 1,5 mL de capacidad. Este proceso de extraccion se realizé por triplicado

para cada cepa de BAL, y 20 pL de cada muestra se inyectaron en el sistema LC-MS/MS.

El proceso de separacion de los acidos fendlicos se llevd mediante el sistema LC (CMB-20A/LC-

10AT, Shimadzu, Kioto, Japén) equipado con una columna Gemini C18 (150 x 2 mm, 5 um;
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Phenomenex, Madrid, Espafia) y con una columna de seguridad (Security Guard™Gemini C18
cartridge AF0-8497; 4 x 3 umID; Phenomenex, Madrid, Espania).

La composicion de la fase movil constaba de dos soluciones: i) el solvente A, una solucion
acuosa con 0,1% de &cido férmico y ii) el solvente B, una solucién de ACN con 0,1% de acido
formico. Para asegurar la correcta separacion de los compuestos, se utilizé un flujo en gradiente
(0 min-5% B; 5 min-10% B; 10 min- 30% B; 20 min-30% B; 30 min-40% B; 35 min- 40% B; 40
min-95% B; 45 min-95% B), a una tasa de flujo de 0,2 mL/min, manteniéndose la temperatura a
30 °C.

Para detectar la presencia de los compuestos antifungicos se utilizd un espectrometro de masas
de trampa iénica LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Hemel Hempstead, Reino Unido).
Se operd en el modo “ionizacién negativa” a una resolucién de 30000 con las siguientes
condiciones: la temperatura de los capilares era de 300 °C, el voltaje de los capilares de 50 V, la
lente de tubo a 110 V, el gas de envoltura a 45 unidades arbitrarias y el gas auxiliar a 15
unidades arbitrarias. Ademas, semanalmente se realizaba una calibracidn segun las
instrucciones del fabricante para asegurar una alta exactitud (< 2 ppm) y robustez en el espectro

de masas y confirmar la presencia de todos los compuestos.

2.4.3. Resistencia a antibioticos
La resistencia a antibiéticos de las cepas de BAL se evalud utilizando el método de la
microdilucién para determinar la CMI siguiendo el protocolo de la “International Organization of
Standarization” (ISO 10932:2010(E); IFD 223:2010(E)). En el presente trabajo se incluyeron
todos los antibioticos recomendados por EFSA (2012) para detectar cepas bacterianas con
resistencias potencialmente adquiridas. Para preparar los inoculos de las cepas de BAL
ensayadas se obtuvieron colonias aisladas en medio MRS de cada una y se resuspendieron en 3
mL de solucién NaCl (0,85%) estéril. La turbidez de la suspension celular se ajustd a una DO de
0,16-0,2 a A = 625 nm y se diluyé 500 veces en el medio LSM descrito en el apartado 1.4.3. Para
cada antibidtico se ensayaron i) la concentracion estipulada como valor de corte (ver Tabla 5-M),
ii) esta concentracion diluida un cuarto, iii) diluida a la mitad y, por Gltimo, iv) doble concentrada.
Los ensayos se realizaron en microplacas de 96 pocillos y se afiadieron 50 uL de la solucion de

antibidtico para cada concentracion evaluada mas 50 uL de la suspensidn celular, por duplicado.

Se incluyeron tres controles por cada placa por triplicado: i) un control de crecimiento de la cepa
de BAL ensayada o control positivo (50 uL cepa + 50 uL agua miliQ), ii) un control de precisién y
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reproducibilidad de los ensayos (50 pL cepa Lb. plantarum 7487 en medio LSM + 50 pL agua

miliQ) y i) un control del medio o control negativo (50 uL agua miliQ + 50 uL del medio LSM sin

inocular). Las microplacas se incubaron en anaerobiosis durante 48 h a 30 °C. A continuacién, se

determind el crecimiento de las cepas por DO a A = 600 nm, y se consideraron resistentes

aquellas que eran capaces de crecer a la concentracion del valor de corte establecido para cada

antibiotico y grupo de BAL segun el “Panel de Aditivos y Productos o Sustancias usadas en
Alimentacion Animal” (FEEDAP) (EFSA, 2012). Dichos valores de corte se muestran en la Tabla

5-M.

Tabla 5-M. Valores de corte (mg/L) para determinar la resistencia a antibiticos en las especies y géneros

de BAL (EFSA, 2012).

Amp Van Gen Kan Str  Ery Cli Tet Chl

Lactobacillus

1 2 16 16 16 1 1 4 4
Homofermentativos obligados
Lactobacillus

2 n.r. 16 32 64 1 1 8 4
Heterofermentativos obligados?
Lactobacillus reuteri 2 n.r. 8 64 64 1 1 16 4
Lactobacillus

4 n.. 16 64 64 1 1 8 4
Heterofermentativos facultativos
Lactobacillus

2 n.r. 16 64 n.r. 1 2 32 8
plantarumipentosus
Lactobacillus casei Iparacasei 4 n.r. 32 64 64 1 1 4 4
Pediococcus 4 n.r. 16 64 64 1 1 8 4
Leuconostoc 2 n.r. 16 16 64 1 1 8 4
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8
Otros Gram + 1 2 4 16 8 05 025 2 2
Enterococcus faecium 2 4 32 1024 128 4 4 4 16

Amp, ampicilina; Van, vancomicina; Gen, gentamicina; Kan, kanamicina; Str, estreptomicina, Ery,

eritromicina; Cli, clindamicina; Tet, tetraciclina; Chl, cloranfenicol.

a|ncluye Lb. fermentum, n.r. no requerido.
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2.5. Evaluacion tecnoldgica de las cepas de BAL

2.5.1. Tolerancia a estreses tecnoldgicos

Para valorar las posibles aplicaciones de las BAL en la elaboracion de nuevos alimentos
funcionales se estudiaron aspectos relacionados con los procesos tecnoldgicos de produccién de

alimentos y con la sobreproduccion de vitaminas.

Como estreses relacionados con procesos de produccion de alimentos se ensayé la capacidad
de crecimiento a pH acido (3 y 4), a altas temperaturas (37 °C y 42 °C), a bajas temperaturas (10
°C y 20 °C), a alta presidn osmotica (2% y 4% de concentraciones de NaCl) y en presencia de
etanol (2, 8, 10y 14%).

Los cultivos de BAL activados en caldo MRS durante 24 h se inocularon al 2% del volumen final
en los medios o condiciones correspondientes a los cuatro tipos de estrés, sumando un total de
12 condiciones, en microplacas de 96 pocillos por triplicado, para cada tiempo, condicién y cepa:
MRS con pH &cido (3 y 4), MRS a altas temperaturas (37 °C y 42 °C), MRS a bajas temperaturas
(10 °C y 20 °C), MRS con alta presion osmotica (2% y 4% de concentraciones de NaCl) y, por

ultimo, MRS con diferentes concentraciones de etanol (2, 8, 10y 14%).

La tolerancia de las cepas de BAL a las condiciones de estrés se evalu6 mediante la
monitorizacion del crecimiento por medida de la DO a A = 600 nm (DOsoonm) ajustandose la
frecuencia de las medidas a cada condicion ensayada, durante un intervalo de 24 a 60 h en

funcion del estrés evaluado.

Para estudiar el comportamiento de las cepas frente los distintos estreses en base a las medidas
de DOsoonm Obtenidas, se utilizd la ecuacion Gompertz propuesta por Zwietering et al. (1990) que
proporciona una estimacion de los parametros del crecimiento de las cepas, entre ellos, la
duracion de la fase lag (M) y la velocidad maxima especifica (Umax) de las cepas en las distintas

condiciones.

y =D Xexp {—exp [((umax X e)/D) X(A—t)+ 1]}

Donde y = In (DO#DO¢0), DOt es la DO inicial y DO; es la DO a un tiempo determinado, D es
equivalente a In (DOmax/DO =0), Umax S€ Mide en h' y A en h. Para obtener estimaciones de los

parametros estadisticamente significativas, se utilizé el minimo de la suma de los cuadrados de
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la diferencia entre los datos experimentales y el modelo ajustado a la ecuacion, mediante el
programa informatico Statistica 7.0 (Stat-Soft, Inc., Tulsa, OK, EEUU).

Las cepas de BAL se analizaron en cuanto a las diferencias significativas entre ellas mediante el
analisis ANOVA de un factor, utilizando el parametro de la méxima DOsoonm alcanzada como
variable dependiente. Los valores de las medias se agruparon utilizando el test de Tukey HSD,

con un intervalo de confianza de a = 0.05.
2.5.2. Crecimiento en distintas fuentes de carbono

Se determin6 realizando curvas de crecimiento en medio CDM (descrito en el apartado 1.4.4)
con glucosa, lactosa o sacarosa. El crecimiento se monitorizd mediante: i) la medida de la
absorbancia a A = 600 nm, ii) el recuento de viables en placa de MRS, y iii) la medida del pH a

distintos tiempos de incubacion, al inicio, alas 4 h, 8 h, 12 hy 24 h.
2.5.3. Obtencion y caracterizacion de mutantes naturales resistentes a la roseoflavina

Con el fin de obtener cepas superproductoras las cepas productoras de riboflavina fueron
tratadas con el agente quimico roseoflavina, analogo estructural de la riboflavina que

generalmente resulta toxico; dicho tratamiento permite seleccionar mutantes resistentes.

a) Obtencion de mutantes resistentes a la roseoflavina. Para ello, las cepas de BAL
crecidas en caldo MRS durante 24 h, se inocularon en medio CDM sin riboflavina
(descrito en el apartado 1.4.4.) y se expusieron a niveles sub-inhibitorios de roseoflavina,
en concentraciones crecientes (10 mg/L, 50 mg/L y 100 mg/L), durante 2 a 4 dias
mediante la suplementacion del medio con dicho agente quimico (Burgess et al., 2006).

mediante el uso de de roseoflavina.

Las cepas que mostraron crecimiento a la mayor concentracion de roseoflavina ensayada
(100 mg/mL) se sembraron en placas de MRS para obtener las colonias de mutantes. Se
escogieron al azar 5 colonias por cepa, que se inocularon de nuevo en CDM, sin riboflavina, y
para cada cepa, se seleccionaron aquellos mutantes que tras crecer cambiaron el color del

medio a un amarillo mas intenso.

b) Caracterizacién de los mutantes superproductores. Se realizd mediante amplificacion,

secuenciacion y comparacion de la region RFN de las cepas silvestres y de los mutantes
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derivados del tratamiento con roseoflavina. Para amplificacion y secuenciacion se utilizaron
los oligonuclettidos descritos en la Tabla 1-M que amplifican un fragmento de 576 bp que
incluye la region reguladora “rib” del RFN (Russo et al., 2014). Las amplificaciones se llevaron
a cabo en un volumen final de reaccion de 25 UL que contenian 20 ng de DNA, 0,2 nM de
cada oligonucledtido, 2,5 unidades/uL de la DNA polimerasa HotStar HiFidelity (Qiagen) y 5
L del tampdn 5X para la DNA polimerasa. El programa de PCR consistié en 95 °C durante 5
min, 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 53 °C durante 45 s y 72 °C durante 1 min, y un ultimo
ciclo a 72 °C durante 7 min. Las secuencias de los productos de amplificacion de las cepas
silvestres y las mutantes se alinearon para su comparacion utilizando el Sofware Mega, con el

objetivo de encontrar las diferencias entre ellas.

2.6. Elaboracion de un modelo de alimento funcional vegetal

2.6.1. Ensayos de crecimiento en matrices vegetales

Se realizaron los ensayos de crecimiento en dos bebidas vegetales comerciales, soja y avena
(YoSoy) que se inocularon a partir de cultivos de 24 h en MRS. Se centrifugd 1 mL del cultivo a
8000 rpm durante 5 min y el “pellet” se lavd y resuspendié en una solucién de NaCl (0,85%)
estéril para conseguir una concentracion final de 107 UFC/mL en el alimento, y se incubaron a 30
°C, monitorizandose el pH y el crecimiento por recuento de viables en placa de MRS a 4, 8 y
24h.

2.6.2. Produccioén de un alimento vegetal (a base de cereales) fermentado

Los productos fermentables basados en cereales se obtuvieron a partir de harina de avena,
cebada y maiz siguiendo el método previamente descrito por Coda et al. (2012), con algunas
modificaciones. Se prepararon las mezclas de harina al 12% en agua destilada a un volumen
final de 600 mL en recipientes estériles. Para alcanzar la gelatinizacién del almidon en las
mezclas, se calentaron a 95 °C en un bafio durante 10 min, agitindose manualmente cada 2

min.

Las fermentaciones de las tres matrices se realizaron con dos cultivos iniciadores comerciales de
kefir, mencionados en el apartado 1.5.9, y se incluyé otra matriz, la leche, como control de una

produccion estandar de kéfir.

La preparacién de los dos cultivos iniciadores se realizd siguiendo las instrucciones del

fabricante: las mezclas liofilizadas de microorganismos 25X se resuspendieron en agua al 6,25%
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y se mantuvieron 1 h a temperatura ambiente para facilitar su rehidratacion. A continuacion, se
inoculé cada uno de los cultivos iniciadores en recipientes estériles conteniendo 75 mL de la
matriz correspondiente, a la concentracion recomendada por el fabricante (aproximadamente 106
UFC/mL) y la cepa BAL productora de riboflavina se inoculd a una concentracion final de

aproximadamente 108 UFC/mL, para asegurar y seguir su viabilidad en el alimento.

Las fermentaciones se realizaron por duplicado, incluyendo las cuatro matrices sin inocular como

controles negativos, a 25 °C durante 48 h.

La monitorizacion de los niveles BAL y de levaduras en todos los productos se llevd a cabo
mediante recuento en placa de MRS y en YPD con cloranfenicol, respectivamente, al tiempo

inicial y a las 48 h.
2.6.3. Parametros fisico-quimicos

Para la caracterizacion de los productos de cereales tipo kéfir se realizé un seguimiento de los
parametros fisico-quimicos, tales como la concentraciéon de los acidos acético y lactico, la
pérdida de CO2, como medida indirecta de la produccion de etanol, y la viscosidad, asi como un

estudio preliminar de las propiedades sensoriales de los productos.

- Acidos acético y l4ctico: Las concentraciones de los &cidos acético y lactico se determinaron
al inicio y tras las 48 h del proceso de fermentacion, mediante kits comerciales basados en

ensayos colorimétricos (Biogamma S.I.r., Italia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

- CO2: La produccién de CO2 se determiné indirectamente a través de la medida de pérdida de

peso durante la fermentacion, y se expresé en g/25 mL. Se tomaron medidas cada 4 h.

- Viscosidad: Las medidas de viscosidad se llevaron a cabo con un viscosimetro rotacional
(Brookfield LV, DV-II-Pro, Harlow, Inglaterra) al final de la fermentacion. Para ello, se utilizaron
50 mL de cada muestra y la medida se realizd con el huso n° 3, aplicando una velocidad de 40

g por cada 30 s. La viscosidad se expreso en centipoise (cP).

El analisis estadistico en cuanto a diferencias significativas entre todos los productos se realizd
mediante ANOVA de un factor con el programa informatico Statistica 7.0. Como variables
dependientes se introdujeron los recuentos microbianos en MRS e YPD al final de las
fermentaciones, la variacion de los acidos acético y lactico entre el inicio y las 48 h de
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fermentacion, la pérdida total de CO> y la medida de viscosidad a las 48 h. Las medias se

agruparon utilizando el test de Tukey HSD con un intervalo de confianza de a = 0,1.

La evaluacion sensorial se llevo a cabo mediante la comparacion del aroma de las matrices
cereales (avena, maiz y cebada) fermentadas con el kéfir comercial de agua o de leche, con el

kéfir convencional utilizado como control.

2.6.4. Extraccion y cuantificacion de la riboflavina por HPLC acoplada a un detector

de fluorescencia

La extraccion de la riboflavina de los nuevos productos a base de cereales, elaborados con
cultivos iniciadores de kéfir, para su determinacion por HPLC, se realizd mediante el
procedimiento descrito por Jakobsen (2008). Para ello, se parti6 de 5 g de muestra a los que se
afadieron 25 mL de HCl y la mezcla se autoclavo a 121°C durante 30 min. A continuacion, el pH
se ajust6 a 4,5 afiadiendo AcNa 4 M y las muestras se sometieron a un tratamiento enzimatico
afadiendo 5 mL de la solucion descrita en el apartado 1.5.8. Las muestras se diluyeron hasta un
volumen final de 50 mL con HCI 0,01 M y fueron cuantificadas por HPLC en el servicio de la

Universita degli Studi di Foggia (Foggia, Italia).

El equipo de HPLC constaba de un sistema desgasificador con nitrégeno, una bomba binaria y
un detector de fluorescencia (Agilent-1100 Series, Palo Alto, CA, USA). Para la determinacion de
la riboflavina se utilizé una columna analitica Zorbax Eclipse Plus C 18 (4.6%x150 mm, con 5um
de diametro interno) y una pre-columna Zorbax ODS (4.6x12.5 mm, con 5um de diametro
interno) (Agilent Technologies). Para el analisis por HPLC realizd una elucion isocratica a 1
mL/min con una fase mdvil compuesta por la mezcla metanol/ agua (35:65 v/v). Para la deteccion
de la riboflavina en el producto de elucidn, también en este caso se utilizd un detector de
fluorescencia con una longitud de onda de excitacién de 440 nm y una longitud de onda de
emision a 520 nm, y se afiadieron controles de espectros de muestras estdndar y muestras
reales para verificar la selectividad del método. Los datos obtenidos se registraron mediante el
Software ChemStation (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

2.6.5. Analisis del perfil de los compuestos organicos volatiles (VOC) de los

productos elaborados

La monitorizaciéon de los procesos fermentativos para detectar y cuantificar la produccién de

VOC a lo largo del tiempo se realizé mediante un muestreador automatico provisto de un brazo
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robotico (Gerstel, Mulheim an der Ruhr, Alemania). Todas las combinaciones de cultivos
iniciadores de kéfir (2), matrices alimentarias (4) que incluian o0 no la cepa superproductora de
riboflavina (2), méas los cuatro controles de matrices sin inocular, se analizaron con 5 réplicas
cada una, dando lugar a un total de 100 viales, que se situaron al azahar en el analizador. Los
productos kéfir y tipo kéfir se monitorearon durante 48 h y el experimento se realizd dos veces,

en dos dias separados. El espacio de cabeza de los productos fermentados.

La deteccion y cuantificacion de los VOC producidos en los espacios de cabeza de los productos
de kéfir y tipo kéfir elaborados se realiz6 en la Fundacion EDMUND MARCH (San Michele
allAdige, ltalia). Se utilizd el procedimiento descrito por Benozzi et al. (2015) mediante la
tecnologia de reaccion de transferencia de protones (PTR) acoplada a tiempo de vuelo (ToF) y
espectrometria de masas (MS) con un aparato comercial PTR-ToF-MS 8000 (lonicon Analytik
GmbH, Innsbruck, Austria), en su configuracion estandar (modo V). El aire proviniente del
espacio de cabeza se inyectaba directamente en el tubo de corriente sin ningun tratamiento. Las
condiciones de ionizacién del tubo de corriente fueron 110 °C, 2,30 mBar de presion y 550 V. La
linea de entrada consistid en un tupo capilar PEEK con un diametro interno de 0,04 in. calentado

a 110 °C. El flujo de entrada se establecio a 40 sccm.

El andlisis estadistico de la totalidad de los datos adquiridos se realizd con el programa
informatico R Studio, y se estudié mediante el anélisis de componentes principales (PCA) con el
objetico de investigar aquellos compuestos que explicaban la mayor variabilidad entre todas las

muestras evaluadas.

2.7. Secuenciacion y analisis genémico

Previamente a la secuenciacion, para obtener una extraccion de los DNA genémicos de las
cepas de BAL con un alto rendimiento y pureza se utilizé un kit comercial (Bacteria DNA
Preparation kit, Jena Biosciencie, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad
del DNA gendmico obtenido se comprobaron mediante la electroforesis en gel de agarosa al 2%

y la concentracion se midié con el espectrofotometro NanoDrop.

La secuenciacion gendmica se realizd mediante el sistema MiSeq® de lllumina en el SCSIE de la
Universitat de Valencia. La calidad de las lecturas obtenidas se analizé mediante la herramienta
FastQC y se ensamblaron utilizando la herramienta SeqMan NGen 12.0.1 que se encuentra
libremente disponible en la aplicacion BaseSpace, obteniéndose asi los contigs del boceto del

genoma.
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A continuacion, se realiz6 una anotacion automatica mediante la herramienta web Prokaryotic
Genomes Annotation Pipeline del NCBI, descrito por Angiuoli et al., (2008) (http://www.ncbi
.nim.nih.gov/genomes/static/Pipeline.html). Ademas, para la anotacion y analisis del genoma

también se utilizo el servidor RAST, descrito por Aziz et al., (2008) (http:/rast.nmpdr.org/).

Para la deteccion de genes de resistencia a antibidticos, se utilizd la herramienta Resistance
Gene Identifier (RGI) de la Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)

(https://card.mcmaster.ca/). Por ultimo, se observd el entorno génico de los genes detectados

también mediante el servidor RAST.
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CAPITULO 1.

Identificacion de cepas de BAL aisladas de
productos fermentados tradicionales
procedentes de Latinoamérica.






Capitulo 1. Introduccion

Existe una gran variedad de alimentos fermentados tradicionales originarios de paises
pertenecientes a Africa, Asia, América y Europa del este, entre otros, obtenidos en su mayoria a
partir de cereales, plantas leguminosas, tubérculos y frutas (Abriouel et al., 2006; Chen et al.,
2006; Botes et al., 2007; Escalante et al., 2008; Lacerda Ramos et al., 2010; Yousif et al., 2010;
Schoustra et al., 2013; De Vuyst et al., 2014;) originados principalmente debido a la necesidad
de preservar la materia prima, tras la cosecha y almacenamiento, y en cuya elaboracion estan

involucrados cultivos mixtos de bacterias, levaduras y/o hongos (De Vuyst et al., 2014).

En Latinoamérica, durante siglos se han elaborado productos fermentados a partir de cereales y,
en concreto, los derivados de maiz, tienen gran relevancia y se siguen consumiendo en la

actualidad, algunos en medicina tradicional o en ceremonias religiosas.

Entre ellos, la “chicha” es una de las bebidas fermentadas mas importantes que se produce
desde tiempos pre-hispanicos en regiones del noroeste de Argentina y en las regiones andinas
de Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru. La elaboracion de la chicha es una actividad comunitaria y
se consume normalmente por las poblaciones nativas durante festividades religiosas y agricolas
asi como en eventos familiares y sociales (Lorence-Quifiones et al., 1999; Delibes Mateos y
Barragan Villena, 2008). Durante su elaboracion, los métodos para el tratamiento inicial de la
harina de maiz pueden variar mucho, tratandose de un paso esencial dado que es cuando se
produce la hidrélisis del almidén para obtener los azlcares fermentables. Entre estos métodos se
utiliza, o bien el malteado (germinacién) de los granos de maiz en el caso de la chicha de jora, 0
bien un paso de pre-fermentacién en el que tradicionalmente se afiadia saliva. El proceso de

elaboracion de la chicha se detalla en la Figura 1-C1 (Figura 1 del Capitulo 1).
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Agua caliente
(1:1 piv)

Harina de maiz
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\L Amasado manual
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(horno de barro 1,5 h)

!

Mezcla (M4, T4)
Bolloscocidos + cafia
de azucar+ harinade
maiz + agua caliente

(1:1:0,5:1 p/v)

Fermentacion
(7 dias, 16-18°C)
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Y
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Prensado yfiltrado
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(20-24 h) (M9, T9)

—

M7-M9 + agua caliente (1:10 v/v)
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> [Chicha (M10,T1 0}]

Fig. 1-C1. Diagrama de flujo de la elaboracién de la chicha de las dos producciones locales de

Maimaré (M) y Tumbaya (T). M1-M10 y T1-T10 indican las distintas muestras analizadas.
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El producto resultante es una bebida amarillenta, efervescente y alcohdlica, que contiene entre 2
y 12% de etanol, y se puede obtener a partir de diferentes variedades locales de maiz (Lorence-
Quifiones et al., 1999). En cuanto a los estudios microbioldgicos, trabajos previos sobre los
microorganismos implicados en la fermentacion de la chicha de jora revelaron que las BAL y las
levaduras son las poblaciones nativas dominantes. Cuando se caracterizaron mediante técnicas
fisiologicas y bioquimicas, se observé que Lactobacillus era el género predominante (Quillama y
Liendo, 1995), y también se describieron bacterias del género Leuconostoc como

microorganismos fermentativos en el alimento (Steinkraus, 2002).

Otro alimento tradicional fermentado de Latinoamérica es el “atole agrio”, cominmente elaborado
en el centro y sur de México. Se trata de una bebida regional &cida, no alcoholica y fermentada,
preparada con una masa elaborada a partir de maiz de dobla; este nombre se debe a que el tallo
de la planta se dobla a la mitad, alrededor de treinta dias antes de su cosecha, con el fin de que
el maiz pierda la humedad y evitando asi la accidén de microorganismos alterantes. Por tanto,
esta bebida se elabora unicamente en el periodo de dobla (de mayo a septiembre). Al igual que
la chicha, su consumo tiene fines diversos. Por una parte, tiene fines nutricionales, ya que es
habitual que la consuman mujeres en periodo de lactancia, pero también medicinales, para
combatir la diarrea, y, ademas, fines ceremoniales, ya que se toma como ofrenda a los difuntos
en la celebracion del Dia de los Muertos. En el proceso de elaboracion del atole agrio, se parte
de maiz de dobla desgranado que se muele hasta obtener una masa blanca. A partir de este
punto, la fermentacion se lleva a cabo de dos formas. En la fermentacidn sélida, tras el amasado
a mano, se forman bolas que se dejan fermentar a temperatura ambiente durante 24 h, mientras
que, en la fermentacion liquida, se afiade agua para homogeneizar la masa dejandola fermentar
a temperatura ambiente, también durante 24 h. Se trata de una fermentacion &cida, y se ha
observado que las BAL presentes en el producto producen diacetilo, lo que contribuye a las
propiedades organolépticas caracteristicas del atole (Escamilla-Hurtado et al., 1993). En ambos
tipos de fermentaciones, al finalizar dicho proceso, se hierve el producto hasta conseguir una

consistencia espesa.

Otro de los cultivos nativos de gran relevancia en Latinoamérica son las patatas. Se originaron
hace aproximadamente 8000 afios en los Andes, siendo la region peruana la que abarca una de
las reservas mas importantes del tubérculo, tanto de patatas silvestres como de las variedades
que se han ido obteniendo con el paso del tiempo (Velasquez-Milla et al., 2011). El llamado

“tocosh” surgié como una estrategia natural de preservar las patatas gracias a su fermentacion.
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Se trata de un alimento ancestral que sigue preparandose en pequefias comunidades del
altiplano en los Andes centrales peruanos por los campesinos locales (Horkheimer, 1973). El
método tradicional de preparacion se esboza en la Figura 2-C1 y consiste en excavar un pozo
(aprox. 0,70 m x 1,50 m) en las proximidades de un curso de agua. En su interior se colocan las
patatas, normalmente las desechadas, en capas separadas por paja. Ademas, se utilizan rocas
para cubrir la pila con el fin de evitar que los tubérculos sean arrastrados por la ligera corriente
de agua que pasa a través de la zanja; las patatas permanecen en el agua corriente hasta
tiempos que pueden llegar hasta los 12 meses. Es entonces cuando los lotes de patatas,
oscurecidas debido a reacciones que consisten principalmente en la conversion enzimatica de
los compuestos fendlicos a melaninas (Zvitov-Ya'ari y Nussinovitch, 2014), se extraen y colocan
en un area seca y sombreada para permitir que el agua drene. Desde un punto de vista
microbioldgico, solamente se han llevado a cabo estudios preliminares que demuestran que el
tocosh es el resultado de la fermentacién microbiana, llevada a cabo principalmente por BAL
pertenecientes al género Lactobacillus. Ademas de ser un alimento basico para la poblacion
local, se cree que los compuestos generados por estos microorganismos beneficiosos son
responsables de la gran diversidad de propiedades medicinales atribuidas a este producto

conocido como el "antibiético natural de los Incas".
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Rastrojos que separan las patatas en
distintas capas

Pozo excavado por el que el agua se
filtra desde el curso naturalcercano

Ubicacion de las patatas

Rastrojos de las capas de “tocosh”

Patatastras ocho meses (‘tocosh”)

Fig. 2-C1. Produccion tradicional del tocosh. (A) Pozo excavado cerca de un manantial donde las patatas
se situan entre capas de rastrojos; (B) Patas sacadas de un pozo tras ocho meses de almacenamiento

(tocosh).
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La presente tesis doctoral se centra en el estudio de 779 nuevos aislados de BAL procedentes
de estos tres alimentos fermentados tradicionales de Latinoamérica de los cuales, en este
trabajo, se han identificado 393 de chicha y 152 de tocosh. Los aislados se consideraron como
pertenecientes al grupo de BAL ya que todos ellos procedian de placas de MRS o YGLP y
resultaron ser Gram-positivos, y oxidasa y catalasa negativos (Bjorkroth y Holzapfel, 2006;
Devriese et al., 2006; Hammes y Hertel, 2006).

En el caso de la chicha, las 393 cepas de BAL se recuperaron a partir de dos producciones
elaboradas en las localidades de Maimara y Tumbaya, ambas situadas al noroeste de Argentina.
De ellas, 147 proceden de la elaboracion de Maimara, denominada produccion “M”, y 246 de la
de Tumbaya, la produccién “T”; y los detalles del aislamiento se recogen en el trabajo de

Elizaquivel et al., 2015 (Anexo Il).

En cuanto a las cepas de BAL del atole, se obtuvieron un total de 234 aislados a diferentes
tiempos de la fermentacion (hasta 24 h), tanto de la fermentacion sélida como liquida del
producto, y los detalles del aislamiento e identificacion aparecen en el trabajo de Pérez-Catalufia
etal., 2017.

Para el estudio del tocosh, se incluyeron un total de 152 cepas cuyo aislamiento se describe en
el trabajo de Jiménez, Yépez et al., 2018 (Anexo Il). Las muestras de tocosh se obtuvieron de
pozos preparados de modo tradicional por los productores locales de la comunidad de
Tambogan (Huanuco, Peru), localizada a 2500 m sobre el nivel del mar. Debido a la dificultad de
acceso a dicha localizacion, todas las muestras se tomaron a la vez, en el verano de 2012, y
éstas fueron: i) patatas frescas recolectadas antes de colocarse en el pozo, ii) patatas tras un

mes de almacenamiento en el pozo y iii) patatas tras ocho meses de almacenamiento en el pozo.
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1. ldentificacion de los aislados de BAL recuperadas de chicha y

su distribucion durante el proceso de elaboracion

La identificacion de los aislados se realizd mediante técnicas moleculares basadas en
amplificacion por PCR: perfiles ISR, perfiles RAPD, secuenciacion del gen de RNAr 16S y PCR

especifica de especie.

En primer lugar, para la adscripcion de los aislados a nivel de género, se amplific la region ISR
que se encuentra entre los genes de RNAr 16S y 23S (Chenoll et al., 2003). Se obtuvieron
perfiles que constaban de una a cinco bandas, con tamafios moleculares entre 300 y 1000 pb y
se compararon con los perfiles de 132 cepas de referencia existentes la base de datos del
laboratorio (IATA-UVEG) (Chenoll et al., 2007) lo que permiti6 su adscripcion a los géneros
Leuconostoc,  Lactobacillus/Pediococcus, Weissella, Lactococcus 'y  Enterococcus. A
continuacion, se determinaron los perfiles RAPD de los aislados de cada género, incluyendo
cepas de referencia de diferentes especies de los géneros identificados (ver apartado 2.2.2 de la
seccion Material y Métodos), y se realizaron los agrupamientos para la adscripcidn a especie y la

diferenciacion a nivel intraespecifico.

El analisis de los agrupamientos obtenidos por la combinacion de los perfiles electroforéticos de
ISR y RAPD-M13 de BAL de las dos producciones de chicha se muestra en la Figura 3-C1, para

la produccién M, y en la Figura 4-C1, para la produccién T.

En la chicha M, los 27 aislados del género Enterococcus quedaron agrupados en tres grupos,
con 3, 6y 17 aislados, méas un aislado sin agrupar (Fig. 3-C1 A), solo el grupo de 6 cepas incluia
la cepa tipo E. faecium CECT 4107. Los 34 aislados de Lactobacillus se agruparon en cinco
grupos, de los cuales tres incluian cepas de referencia de las especies Lb. plantarum (CECT
7487, CECT 6000, CECT 4674 y CECT 4219), Lb. brevis (CECT 4121) y Lb. pentosus (CECT

40237) (Fig. 3-C1 B). Por su parte, los aislados adscritos al género Leuconostoc se agruparon en
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cinco grupos (Fig. 3-C1 C) de los cuales uno incluia la cepa tipo de Lc. mesenteroides, 2197, y
otro la cepa de referencia de Lc. lactis (CECT 4173T). Para los aislados adscritos a Weissella se
obtuvieron tres grupos y uno de ellos contenia la cepa tipo W. viridescens CECT 283T (Fig 3-C1
D).

En la chicha T, los 196 aislados del género Enterococcus quedaron agrupados en ocho grupos
mas un aislado no agrupado (Fig. 4-C1 A) y sélo uno incluia la cepa tipo E. faecium CECT 410T.
Por su parte, los aislados adscritos al género Leuconostoc se agruparon en tres grupos (Fig. 4-
C1 B), de los cuales uno incluia la cepa tipo de Lc. mesenteroides (CECT 2197). Los Unicos dos

aislados del género Pediococcus (Fig. 4-C1 C) no se agruparon entre ellos.

De este modo, “a priori” se asumi6 que los aislados que quedaron agrupados con alguna cepa

de referencia, eran miembros de la especie correspondiente.

Como tercer paso, se realizd la secuenciacién del gen de RNAr 16S de al menos un
representante de cada tipo de perfil electroforético por agrupamiento. Se analizaron un total de
21 secuencias de RNAr 16S de los aislados de chicha My 19 de los aislados de chicha T y todas
ellas mostraron niveles de semejanza del 99% al compararse con las secuencias publicas de las
especies descritas de BAL. En las Figuras 3-C1 y 4-C1 se indica el numero de cepas
secuenciadas por grupo. Cuando el porcentaje de similitud de secuencia no permitié diferenciar
entre especies proximas, se realizd la amplificacién por PCR especifica con los cebadores

descritos para cada especie.
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Fig. 3-C1. Dendrogramas derivados de los analisis de agrupamientos UPGMA basados en la matriz de similitud

obtenida a partir de los perfiles ISR-PCR y RAPD-M13 de los aislados estudiados de la chicha M y las cepas de

referencia utilizadas. Las bandas muestran el perfil representativo para cada grupo o cepa. La escala indica el

porcentaje de similitud. ®Grupo que incluye cepas en las que se ha realizado una PCR especifica de especie.
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Fig. 4-C1. Dendrogramas derivados de los analisis de agrupamientos UPGMA basados en la matriz de similitud obtenida entre los
perfiles ISR-PCR y RAPD-M13 de los aislados estudiados de la chicha T y las cepas de referencia utilizadas. Las bandas
muestran el perfil representativo para cada grupo o cepa. La escala indica el porcentaje de similitud. °Grupo que incluye cepas en
las que se ha realizado una PCR especifica de especie.
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Con todo ello, durante la produccién de chicha M, 58 aislados resultaron pertenecer al género
Leuconostoc y fueron identificados como Lc. mesenteroides (28) y Lc. lactis (30), 34 aislados al
género Lactobacillus y se identificaron como Lb. plantarum (33) y Lb. brevis (1), 27 aislados
pertenecian al género Enterococcus entre los que se identificaron las especies E. casseliflavus
(17), E. faecium (9) y E. mundtii (1), y por ultimo, 28 aislados del género Weissella se
identificaron todos ellos como W. viridescens. Por su parte, durante la produccién de chicha T, se
recuperaron 196 aislados del género Enterococcus que pertenecian principalmente a la especie
E. faecium (189 aislados) y una pequefia proporcion a E. durans (7 aislados), y también se
recuperaron 48 aislados del género Leuconostoc, todos ellos identificados como Lc.
mesenteroides. Ademas, 2 aislados se identificaron como Pediococcus acidilactici mediante

secuenciacion del gen RNAr 16S.

El proceso de elaboracién de las dos producciones de chicha estudiadas se distribuyd en un total
10 pasos (Figura 1-C1) y los resultados obtenidos en cuanto al numero de aislados de cada
especie y su distribucion a lo largo de dicho proceso de produccion de las dos chichas

estudiadas se resume en la Tabla 1-C1.

En el caso de la chicha M, por orden de abundancia se encontraron los géneros Leuconostoc
(39%), Lactobacillus (23%), Weissella, con una sola especie, W. viridescens (20%) y
Enterococcus (18%). Los aislados de Lactobacillus se obtuvieron principalmente tras el paso de
pre-fermentacion (M5) y en la capa gelatinosa (M8). Por su parte, en la capa superior del liquido
(M7) y en la capa gelatinosa (M8) se recuperaron muchos aislados del género Leuconostoc. En
cuanto a los representantes de la especie W. viridescens, se recuperaron sobre todo en los
momentos en que se afiadia harina de maiz (muestras M2 y M6). Los aislados pertenecientes al

género Enterococcus se recuperaron al principio (M1) y en el producto final (M10).

En el caso de la produccion de chicha T, los aislados de BAL recuperados en mayor numero
pertenecian a las especies del género Enterococcus, comprendiendo el 79% de los mismos, y la
especie E. faecium se encontrd en todas las muestras, a excepcion de la Ultima (T10). Asimismo,
el 20% del total de aislados se asignaron a la especie Lc. mesenteroides que se detectd en todas
las muestras del proceso de elaboracion. Los Unicos dos aislados de la especie P. acidilactici

representaron el 1% de los aislados de chicha T y se recuperaron de las muestras T1y T7f.
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Tabla 1-C1. Distribucion de las especies de BAL a lo largo del proceso de elaboracién de la chicha.

Muestras correspondientes a los pasos del proceso

TOTAL

Pasos muestreados 2 4 5 6 7 8 9 10
Producciondechicha M1 T™ M2 T2 M4 T4 M5 T5 M6 T6 M7 T7 Trf M8 T8 MO T9 WM10 T10 M T
Numero de aislados 17 38 21 0 o 30 219 25 18 23 18 28 39 18 28 18 34 15 1 147 (%) 246 (%)
Leuconostoc 10 8 - - - 1 10 - 16 18 - 2 18 - 6 9 6 1 58 (39) 48 (20)

Lc. lactis - - - - - 18 - - 5 - 3 - 4 30 (21)

Lc. mesenteroides 10 8 - - - 1 10 - 16 - - 2 13 - 4 9 2 1 28 (18) 48 (20)
Lactobacillus 2 - - - 20 - - - - - - - - 12 34 (23)

Lb. plantarum 2 - 19 - - - - 12 33 (22)

Lb. brevis - - - - 1 - - - - - - - - - - 1(0.7)
Weissella 10 - - - - - 18 - - - - - - - - 28 (20)

W. viridescens 10 - - - - - 18 - - - - - - - - 28 (20)
Enterococcus 17 271 1 - 30 - 15 - 7 - 28 36 28 25 9 27 (18) 196 (80)

E. casseliflavus 17 - - - - - - - 17 (12)

E. faecium 27 - 23 - 15 - 7 - 28 36 28 25 9 9(6) 189 (77)

E. mundtii 1 - - - - - - - 1(0.7)

E. durans - 7 - - - - - - 7(3)
Pediococcus 1 - - - - 1 - - 2(1)

P. acidilactici
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2. Identificacion de los aislados de BAL recuperados de tocosh y

su distribucion en las muestras estudiadas

Para la identificacién de los aislados de BAL provenientes de tocosh se siguid la misma
aproximacion descrita para los de chicha. En primer lugar, la amplificacién por PCR de la ISR dio
lugar a perfiles de una a cinco bandas con tamafios desde 300 a 1000 pb, que correspondian a

los géneros Leuconostoc y Lactobacillus.

A continuacion, se realiz6 el andlisis de agrupamiento correspondiente a la combinacion de los
perfiles electroforéticos de ISR y de RAPD-P2 y RAPD-P16 (Samarzija et al., 2002), para cada

género, cuyo resultado se muestra en la Figura 5-C1.

Todos los aislados adscritos al género Leuconostoc, excepto uno, quedaron agrupados en tres
grupos (Fig. 5-C1 A) y cada uno de ellos incluia la cepa tipo de una de las sub-especies de la
especie Lc. mesenteroides: Lc. mesenteroides subsp. dextranicum CECT 9127. Lec.
mesenteroides subsp. cremoris CECT 8727 y Lc. mesenteroides subsp. mesenteroides CECT
2197,

En el caso de los aislados adscritos al género Lactobacillus, se agruparon en cinco grupos, mas
otros cinco aislados que quedaron sin agrupar (Fig. 5-C1 B). Solo un aislado se agrupé con la
cepa tipo de la especie Lb. sakei (CECT 9067).

En base a los agrupamientos se seleccionaron 66 aislados, como representantes de los
diferentes perfiles de RAPD observados, para la secuenciacion del gen RNAr 16S. Todas las
secuencias mostraron niveles de semejanza del 99% al compararse con las bases de datos

publicas de las especies descritas de BAL.
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Fig. 5-C1. Dendrogramas derivados de los analisis de agrupamientos UPGMA basados en la matriz de similitud
obtenida a partir de los perfiles ISR-PCR, RAPD-P2 y RAPD-P16 de los aislados estudiados de tocosh y las
cepas de referencia utilizadas. Las bandas muestran el perfil representativo para cada grupo o cepa. La escala

indica el porcentaje de similitud.
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Como resultado, los 93 aislados pertenecientes al género Lactobacillus se identificaron como
miembros de las especies Lb. brevis (1), Lb. casei (16), Lb. farciminis (1), Lb. fermentum (1) y Lb.
sakei (74). Por su parte, todos los aislados asignados al género Leuconostoc (59) fueron

identificados como Lc. mesenteroides.

La distribucién de las especies identificadas en las tres muestras de tocosh se detalla en la Tabla
2-C1. Como se puede observar, los aislados de Lc. mesenteroides procedian fundamentalmente
de las patatas frescas y de la muestra de un mes de almacenamiento, de la que también se
recuperd Lb. sakei. En la muestra de tocosh de 8 meses, la mayoria de los aislados pertenecian
a especies del género Lactobacillus, entre las que se encontraban Lb. brevis, Lb. casei, Lb.

farciminis y Lb. fermentum, mientras que solo se recuperd un aislado de Lc. mesenteroides.

Tabla 2-C1. Aisaldos de BAL recuperados de patatas frescas, 1 mes y 8 meses de lotes de tocosh.

Muestras T T2 T3

Tiempo de almacenamiento 0 1 8 TOTAL

(meses)

NUmero de aislados 41 46 64 152 (%)

Lactobacillus 10 19 64 93 (61)
Lb. brevis 1 1(0.7)
Lb. casei 16 16 (11)
Lb. fermentum 1 1(0.7)
Lb. sakei 10 19 45 74 (49)
Lb. farciminis 1 1(0.7)

Leuconostoc 31 27 1 59 (39)
Lc. mesenteroides 31 27 1 59 (39)

90



Capitulo 1. Discusion

Discusion

Al analizar las especies de BAL identificadas en las dos producciones de chicha que se incluyen
en el presente trabajo, se encontraron evidentes diferencias entre la chicha My la T que pueden
deberse a distintas practicas durante el proceso de elaboracion, asi como a los materiales de
partida utilizados por los productores locales. Se observé que los aislados pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Leuconostoc fueron los mas numerosos de la chicha M, mientras que en
la chicha T fueron los aislados de Enterococcus. En el caso del tocosh, al inicio de la produccién,
también se recuperaron representantes de los géneros Lactobacillus y Leuconostoc en las
patatas frescas y en las muestras de un mes de almacenamiento de tocosh. Son varios los
estudios que han descrito la dominancia del género Lactobacillus en fermentaciones
espontaneas de alimentos a base de maiz (Abriouel et al., 2006; Schoustra et al., 2013; De Vuyst
et al., 2014; Pérez-Catalufia et al., 2017) y en otras fermentaciones espontaneas de sustratos
amilaceos (Ruiz-Rodriguez et al., 2016; Jiménez, Yépez et al., 2018), mientras que las especies
del género Leuconostoc se han encontrado como poblaciones secundarias en otros productos
fermentados tradicionales basados en vegetales (Jung et al., 2011; Schoustra et al., 2013; De
Vuyst et al., 2014).

En la elaboracion de la chicha, tras el paso de concentracion y hervido de la capa gelatinosa
(M9), Lb. plantarum resulté ser la especie mayoritaria lo que sugiere la buena adaptacion de
dicha especie a las condiciones cambiantes a lo largo de la elaboracién de la chicha, y
concuerda con el hecho de que la region gendmica descrita en el trabajo de Kleerebezem et al.
(2003), responsable del metabolismo de carbohidratos, presente una elevada adaptabilidad en
esta especie bacteriana. La elevada diversidad intraespecifica observada entre las cepas de Lb.
plantarum aisladas en de chicha (Fig. 3-C1) estd también en consonancia con su rapida

adaptabilidad, como se muestra en el trabajo de Molenaar et al. (2005).

En la produccion de chicha M, las especies Lc. lactis y Lc. mesenteroides forman una parte
importante de los aislados recuperados, junto a Lc. mesenteroides en la produccion de chicha T.
Esta especie también se ha descrito en productos vegetales como masas acidas (De Vuyst et al.,
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2014), bebidas alcohdlicas fermentadas (Escalante et al., 2008) y otros productos fermentados
vegetales (Amoa-Awua et al., 2005; Jung et al., 2011). Otro de los miembros de la familia
Leuconostacaceae encontrado es el género Weissella. Las especies de este género se
encuentran en habitats diversos como el suelo, vegetales frescos y fermentados, asi como en
productos carnicos (Koort et al., 2006; Justé et al., 2014). Concretamente, la presencia de la
especie W. viridescens en la chicha M pone de manifiesto una posible contaminacién cruzada
durante el molido de los cereales, ya que es una especie que se aisla habitualmente de
productos carnicos (Koort et al., 2006). Ademas, Lb. sakei y Lc. mesenteroides fueron las dos
especies de BAL con mas aislados provenientes del tocosh, siendo ambas frecuentemente
aisladas de materiales amilaceos como harinas de cereales, masas acidas y vegetales

tradicionales fermentados de Africa (De Vuyst et al., 2014).

Cabe destacar que el mayor numero de aislados recuperados en la produccién de chicha T
fueron los enterococos, con E. faecium como la especie principal, que también se hallé en la
chicha M, en la que ademas se recuperaron las especies E. casseliflavus, E. durans y E. mundtii.
La presencia de este grupo bacteriano puede deberse a contaminacines ambientales y a la
manipulacion de los cereales durante el molido. De hecho, se han descrito como bacterias
mesofilas comlUnmente aisladas de aguas, suelos, harinas de cereales y otros materiales
vegetales (De Vuyst y Neysens, 2005; Abriouel et al., 2006; Van der Meulen et al., 2007). En
particular, E. casseliflavus y E. mundtii se describen como bacterias asociadas a plantas
(Devriese et al., 2006). Ademas, la presencia de E. faecium podria explicarse por la adicion de
agua caliente al final del proceso de elaboracion, ya que los enterococos se encuentran con
frecuencia como contaminantes en aguas, siendo de las bacterias mas termotolerantes dentro
del grupo de no-esporulados. La habilidad de los enterococos para crecer en ambientes con
condiciones arduas, tales como la presencia de etanol, ha sido también descrita por Capozzi et
al. (2011a).

Las cepas aisladas pertenecientes a las distintas especies identificadas probablemente forman
parte de aquellas que se han adaptado mejor a las condiciones del ambiente, es decir, a la
disponibilidad de nutrientes, enzimas endégenos y competencia con la microbiota autoctona,
siendo su capacidad competitiva la que les permite prosperar en el ecosistema (De Vuyst et al.,

2014). Se trata, por tanto, de buenas candidatas para investigar su potencial biotecnoldgico.
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Las BAL son los microorganismos responsables de la fermentacion lactica en numerosos
alimentos y bebidas fermentadas (Stiles y Holzapfel, 1997; Tamang et al., 2016), la cual
constituye un mecanismo seguro y economico de preservar matrices alimentarias altamente
perecederas, que ha sido utilizado tradicionalmente, dando lugar a una amplia variedad de
alimentos fermentados. Ademas, gracias a la accion de las BAL, dichas fermentaciones
proporcionan otros beneficios, como son la mejora de sabor, de textura y del valor nutricional de

los productos resultantes (Leroy y De Vuyst, 2004; Waters et al., 2015).

Entre las actividades metabdlicas con interés biotecnoldgico que presentan las BAL estan: la
produccién de enzimas, amilasas Yy fitasas, la produccién de EPS y la produccién de vitaminas,
como los folatos y la riboflavina. Dichas capacidades son de especial interés para la industria
agroalimentaria 1o que promueve la caracterizacion biotecnologica de BAL procedentes de
alimentos fermentados a la busqueda de cepas con propiedades destacables para la formulacion
de nuevos alimentos i.e. con propiedades beneficiosas para la salud desde un punto de vista
nutricional (Diaz-Ruiz et al., 2003; Anastasio et al. 2010; LeBlanc et al. 2011; Capozzi et al.,
2012).

La actividad amilolitica ha sido descrita en cepas del género Lactobacillus aisladas de productos
fermentados tradicionales de diferentes tipos y origenes, entre ellos, un alimento fermentado de
pescado y arroz de Filipinas (Olympia et al., 1995) o, mas recientemente, de alimentos
tradicionales africanos basados en fermentacién de yuca y granos de maiz (Sanni et al., 2013).
La busqueda de BAL con actividad amilolitica se realiza habitualmente en alimentos fermentados
provenientes de materias primas vegetales con alto contenido en almidén. No obstante, teniendo
en cuenta que la hidrolisis del almidon puede dar lugar a la liberacion de nutrientes esenciales en
las fermentaciones naturales de sustratos amilaceos, el estudio de la fisiologia de BAL no lacteas
es importante con vistas al desarrollo de nuevos cultivos iniciadores especificos para su uso en
procesos, tanto a pequefia escala como a nivel industrial, que impliquen materias primas

amilaceas (Oguntoyinbo y Narbad, 2012).
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Otra de las actividades interesantes desde el punto de vista biotecnoldgico es la capacidad que
tienes muchas BAL para sintetizar polisacaridos extracelulares o EPS, los cuales pueden ser
liberados al ambiente dando lugar a un aspecto viscoso 0 mucoso. Aunque la mayoria de las
BAL sintetizan hetero-exopolisacaridos normalmente compuestos por galactosa, glucosa y
ramnosa (Welman y Maddox, 2003), otras son productoras de homo-exopolisacaridos, como por
ejemplo los o-glucanos (el dextrano, el reuterano o el mutano) que contienen Unicamente
glucosa en su composicion (Monsan et al., 2001), y son sintetizados, a partir de sacarosa, por
enzimas llamados glucan-sacarasas extracelulares, difiriendo entre ellos en el tipo de enlace a-
glicosidico que contienen (Kralj et al., 2004). Los EPS producidos por BAL tienen un papel
importante en la reologia y textura de productos lacteos fermentados (Welman y Maddox, 2003),
en masas de sorgo (Galle et al., 2012) y, concretamente los homo-EPS, se han utilizado
principalmente en fermentaciones de productos no-lacteos, como es el caso de los dextranos
producidos por Lc. mesenteroides y Weissella ssp., los cuales afectan positivamente a la
reologia de la masa y a la textura del pan (Di Cagno et al., 2006; Waldherr y Vogel, 2009).
Ademas, para algunos EPS producidos por BAL también se han descrito efectos prebidticos
(Hongpattarakere et al., 2012) asi como otros efectos beneficiosos para la salud, como la
inmunoestimulacién y la reducccion de los niveles de colesterol en sangre (Welman y Maddox,
2003).

El papel de las BAL en la reduccion de fitatos es otra de las actividades relevantes que puede
resultar interesante para el disefio de alimentos funcionales. El acido fitico (0 acido hexa
fosférico de inositol) es un compuesto organico que se encuentra en muchos granos de cereales,
semillas y legumbres. La forma i6nica, el fitato, es una molécula muy estable con afinidad por
componentes de los alimentos que tienen cargas positivas, como los minerales y las proteinas,
de modo que afecta a las caracteristicas nutricionales de los mismos. La presencia de fitato en la
dieta puede tener un efecto adverso en la asimilacién de muchos minerales (Ca?*, Mg?*, Fe2*,
Zn2*, Cu?* y Mn2+) (Lépez et al., 2000), ya que se forman complejos insolubles entre el fitato y los
minerales, pasando a formas no absorbibles por el tracto gastrointestinal (Bohn et al., 2008).
Ademas, el fitato interacciona inespecificamente con enzimas como la tripsina, la a-amilasa, la
pepsina o la B-galactosidasa, disminuyendo su actividad. Por todo ello, es considerado como un
antinutriente. En las fermentaciones acido lacticas de alimentos basados en cereales se ha
constatado una reduccién significativa del fitato, asi como la consecuente mejora de la
solubilidad de los minerales presentes (Lopez et al., 2000). El fitato se degrada especificamente

por una familia de enzimas llamadas fitasas, que son producidas por algunos seres vivos, como
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es el caso de algunas plantas y microorganismos (Sandberg y Andlid, 2002). No obstante,
aunque hasta el momento no se ha descrito en la literatura la presencia de fitasas en ninguna
cepa de BAL, si se han realizado diversos estudios sobre la capacidad de las BAL para degradar
el fitato (Sreeramulu et al., 1996; De Angelis et al., 2003; Carrizo et al., 2016), en forma de
actividades degradadoras de fitato extracelulares. Sin embargo, también se ha sugerido que la
reduccion del contenido en fitato causada por la fermentacion lactica de alimentos vegetales
pueda deberse, en gran medida, a las fitasas endégenas de las plantas que, a su vez, presentan
un rango de pH de reaccién (4,5-5,5) alcanzable gracias a la accion de las BAL. Otro trabajo,
llevado a cabo por Kayodé et al. (2007), describi6 la reduccion del contenido de fitato por accion
de una co-fermentacion de levaduras y BAL en la produccién de cerveza africana de sorgo,
mediante la degradacion del fitato a penta-fosfato de inositol y orto-fosfato inorganico. En
definitiva, estas evidencias sugieren que las BAL producen un ambiente adecuado para la
hidrélisis de compuestos de tipo anti-nutriente y, ademas, contribuyen a esta degradacion en

algunos casos con enzimas de su propio metabolismo.

Por su parte, las vitaminas son un grupo diverso de compuestos que los animales son incapaces
de sintetizar pero, al ser esenciales, deben ser adquiridas a partir de una fuente exdgena, como
lo es la microbiota intestinal o, asimismo, la dieta. Se encuentran clasificadas en dos grupos, las
liposolubles (vitaminas A, D, E y K), y las hidrosolubles, que incluyen la vitamina C, la biotina
(vitamina H o B7) y el grupo de vitaminas B, tiamina o B1, riboflavina o B2, niacina o B3, acido
pantoténico o B5, piridoxina o B6, acido félico o B9 y cobalamina o B12. A modo general, las
vitaminas hidrosolubles actian como coenzimas, frecuentemente como transportadores de un
grupo quimico particular (Basu y Dickerson, 1996). Aunque una dieta equilibrada cubre los
requerimientos de vitaminas, en la actualidad se siguen diagnosticando, incluso en los paises
desarrollados, casos de deficiencias nutricionales frecuentemente debidas a la ingesta reducida
de ciertas vitaminas, lo que puede causar alteraciones en la salud de los grupos de poblacion
mas susceptibles (Mensink et al., 2013). A pesar de que muchos origanismos procariotas
presentan requerimientos nutricionales en cuanto a estas vitaminas, la capacidad de sintetizar
vitaminas del grupo B es comun entre las bacterias y, esta habilidad natural, puede ser
potencialmente explotada, ya sea para reemplazar la costosa sintesis quimica de vitaminas para
la fortificacion de alimentos o para realizar un enriquecimiento en el propio alimento mediante la
fermentacién del mismo. Por tanto, a la hora de caracterizar nuevas cepas bacterianas, su

capacidad de sintetizar vitaminas se suma a las propiedades tecnoldgicas y funcionales de
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interés para la determinacion en estos microorganismos, con vistas a su aplicacion en la

formulacion de un alimento nutricionalmente mejorado.

La riboflavina, también conocida como vitamina B2, es de tipo hidrosoluble y se trata de un
componente central y crucial en el metabolismo celular ya que actia como precursor del flavin-
mononucleétido (FMN) y del flavin-adenina-dinucleétido (FAD), dos coenzimas claves en el
transporte de poder reductor en las reacciones tipo redox de enzimas como la nicotinamida-
adenina-dinucledtido deshidrogenasa (NADH) (LeBlanc et al., 2011).

La cantidad diaria recomendada (CDR) media de riboflavina es alrededor de 1,3 mg/dia (Institute
of Medicine, 1998; “European Food Information Council”, 2006; Capozzi et al., 2012). En las
dietas occidentales, la leche y los productos lacteos contribuyen, principalmente, a la ingesta
diaria de riboflavina, ademas de la levadura, los cereales, las carnes, los pescados grasos y los
vegetales de hoja. Los productos provenientes de cereales contienen niveles bajos en riboflavina
debido a la pérdida de la vitamina durante el procesado de los granos. No obstante, las practicas
de fortificacién hacen de algunos panes y cereales buenas fuentes de riboflavina (Powers, 2003).
Por tanto, al igual que para otras vitaminas, el contenido de riboflavina en los productos lacteos y
de origen vegetal dependera de las tecnologias de procesado de los alimentos, pero también de
la accién de los microorganismos utilizados durante las fermentaciones alimentarias (LeBlanc et
al., 2011).

La deficiencia de riboflavina o arriboflavinosis se asocia con alteraciones de la visién,
alteraciones del desarrollo de los huesos durante el crecimiento, aumento de riesgo cardiaco
(Moat et al., 2003) y anemia (Shi et al., 2014), entre otros desordenes. La deficiencia de
riboflavina puede generar dafios hepaticos y dérmicos, asi como cambios en el metabolismo de
la glucosa a nivel cerebral (LeBlanc et al., 2011). A pesar de la gran variedad de fuentes de
vitaminas, la arriboflavinosis persiste tanto en los paises en vias de desarrollo, por una ingestién
insuficiente de alimento (Blanck et al., 2002), como en los paises mas industrializados por el
seguimiento de dietas no equilibradas en las que no se ingieren carne ni productos lacteos
(LeBlanc et al., 2011). Al menos en estos casos, y para grupos especificos de la poblacién, seria

recomendable la ingestion de riboflavina como suplemento en su dieta diaria.
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En la ruta biosintética de la riboflavina, la guanosina trifosfato (GTP) y la D-ribulosa 5’-fosfato son
los precursores de la biosintesis microbiana de la riboflavina que ocurre a través de siete pasos
enzimaticos (Bacher et al., 2002) que se muestran en la Figura 1-C2 (Fig. 1 del Capitulo 2) en un
modelo de bacteria Gram positiva (Bacillus subtilis). En las BAL, los genes responsables de la
sintesis de la vitamina B2 forman un operon unico con el mismo orden que la ruta biosintética:
una deaminasa especifica y reductasa (ribG), la subunidad alfa de la riboflavina sintasa (ribB), un
enzima bifuncional que también cataliza la formacién de la 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato
desde la ribulosa 5'-fosfato (ribA) y la subunidad beta de la riboflavina sintasa (ribH). Las formas
biolégicamente activas de la riboflavina se encuentran en los coenzimas FMN y FAD, y la
conversion a las formas coenzimaticas se lleva a cabo por una flavoquinasa/FAD sintetasa

bifuncional, que esta codificada por el gen ribC.

Los andlisis comparativos de genomas, realizados sobre diferentes cepas y especies de BAL,
muestran que la informacion genética para la biosintesis de la riboflavina no es un caracter de

especie sino que depende de la cepa en cuestion (Capozzi et al., 2012).
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Guanosina trifosfato (GTP)
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Fig. 1-C2. Ruta biosintética de la riboflavina en procariotas. Los genes codificantes de cada actividad

enzimatica se basan en los genes correspondientes en B. subltilis. Adaptado de Burgess et al., (2009).
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El folato, también conocido como vitamina B9, es el descriptor general para el acido félico (acido
pteroilmonoglutamico) y forma parte de un grupo que contiene todos los derivados naturales del
folato, incluyendo el 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) y los folilglutamatos, los cuales se
encuentran de forma natural en los alimentos. En cambio, el acido félico es la forma sintética del
folato que se utiliza para la fortificacion de los alimentos y como suplemento nutricional. La
actividad biologica del folato contempla funciones esenciales del metabolismo celular, tales como
la replicacion del DNA, la reparacion, metilacion y sintesis de nucleotidos, y la sintesis de
algunas vitaminas y aminoacidos. De hecho, la deficiencia de folato se ha relacionado con
muchas enfermedades, desde el Alzheimer hasta alteraciones coronarias, osteoporosis,
aumento del riesgo de cancer colon-rectal, pérdida de audicion y defectos del tubo neural, entre

otros desordenes (Rossi et al., 2011).

Las fuentes principales de folato son los vegetales verdes de hoja, los productos lacteos y los
cereales. No obstante, antes de su comercializacion, la mayoria de ellos sufren procesos
industriales que pueden dar lugar a la pérdida de la vitamina, por lo que varios paises
introdujeron fortificaciones obligatorias de &cido fdlico en los alimentos (LeBlanc et al., 2011). A
pesar de que dicha fortificacion ha mostrado efectos beneficiosos, los suplementos sintéticos se
metabolizan en el higado y lo saturan, a diferencia de los folatos naturales que son digeridos en
el intestino; el acido félico no metabolizado puede llegar a provocar diversos problemas de salud,
entre ellos, el enmascaramiento de manifestaciones hematolégicas debidas a la deficiencia en

vitamina B12 (lyer y Tomar, 2009).

Por su parte, los folatos naturales producidos por algunas bacterias, como los tetrahidrofolatos,
pueden considerarse como una alternativa valida a los programas de fortificacion con acido
folico, ya que, ante las deficiencias en vitamina B12, no provocan el efecto mencionado.
Concretamente, el 5-MTHF se encuentra frecuentemente en alimentos lacteos fermentados,
incluyendo el yogur, que contienen concentraciones de folatos mas elevadas cuando se
comparan con leches no fermentadas. Dado que este fendmeno esta asociado a los procesos de
fermentacion lactica, ha sido investigado durante los ultimos afos y varios estudios han
reportado la produccién de folatos por parte de distintas especies BAL. A pesar de que
Streptococcus thermophilus es la especie de referencia en la sintesis de folatos, también se ha
observado dicha capacidad en cepas de Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lactococcus lactis y E.
faecium, entre otras bacterias lacticas, e incluso en bifidobacterias (Crittenden et al., 2003;
LeBlanc et al., 2010; Laifio et al., 2013).
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Se han observado diferencias en la capacidad de sintetizar folatos a nivel de cepa que pueden
ser explicadas, por una parte, porque algunas cepas retienen el folato intracelularmente mientras
que otras son capaces de excretar la vitamina casi por completo (lyer et al., 2010) y, por otro
lado, porque la produccion de folatos en las BAL parece, ademas, estar determinada por la

composicion del medio de cultivo y las condiciones de crecimiento (Meucci et al., 2018).

La ruta biosintética del folato se ha descrito en BAL e incluye siete pasos consecutivos que se
detallan en la Figura 2-C2. Al igual que para la riboflavina, el precursor es la GTP vy, en este
caso, deriva en el intermediario hidroximetil-7,8-dihidropterina fosfato (DHPPP). No obstante, la
produccion final del tetrahidrofolato necesita que la DHPPP se una al acido para-aminobenzoico
(PABA, o vitamina B10), de modo que la sintesis de folato de novo requiere también de la
presencia de vitamina B10 que puede obtenerse, en plantas y bacterias, de la ruta de las
pentosas fosfato. La identificacion de los genes responsables de la sintesis de folato por
Sybesma et al. (2004) hizo posible que se desarrollaran estrategias para incrementar el nivel de
produccion de la vitamina, concretamente en Lc. lactis, mediante el control de la sobreexpresion
del gen folKE, que codifica para la 6-hidroximetil-dihidropterina pirofosfatasa (folK) y para la GTP

ciclohidrolasa (folE), aumentando hasta 10 veces la produccion de folato extracelular.

En el presente capitulo se describe la caracterizacion de un grupo de aislados de BAL para
investigar su potencial biotecnolégico, considerando propiedades con interés funcional y
tecnoldgico. Por una parte, se estudio la presencia de las actividades enzimaticas, amilasa y
degradadora de fitatos y, por otra, la produccion de EPS y de vitaminas del grupo B, como el
folato (vitamina B9) y la riboflavina (vitamina B2). Ademés, el estudio de las propiedades
funcionales se complementd con la secuenciacion del genoma completo de las cepas

seleccionadas.
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Fig. 2-C2. Ruta biosintética del folato en procariotas. Los genes codificantes de cada actividad enzimatica

se basan en los genes correspondientes en B. sublilis. Adaptado de Burgess et al., (2009).
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1. Determinacion cualitativa de actividades enzimaticas,
produccion de EPS y vitaminas del grupo B para la seleccion de

cepas con potencial biotecnolégico

Para abordar la caracterizacion biotecnoldgica de las 779 cepas, identificadas inicialmente como
BAL, se realizd una seleccién de 311 en base a sus perfiles genéticos (RAPD) e incluyendo
representantes de las diferentes especies recuperadas en cada uno de los tres alimentos

fermentados tradicionales: la chicha, el tocosh y el atole.

Las cepas seleccionadas fueron: 186 de chicha (32 Lactobacillus plantarum, 1 Lb. brevis, 30
Leuconostoc lactis, 53 Lc. mesenteroides, 24 Enterococcus faecium, 1 E. mundti, 17 E.
casseliflavus, 2 Pediococcus pentosaceus y 26 Weissella viridescens), 62 cepas de tocosh (1 Lb.
brevis, 7 Lb. casei, 1 Lb. farciminis, 1 Lb. fermentum, 30 Lb. sakei 'y 22 Lc. mesenteroides) cuya
caracterizacion biotecnologica estd descrita en parte en el trabajo de Jiménez, Yépez et al.
(2018) (Anexo 1l), y 63 cepas de atole (17 Lb. plantarum, 4 Lb. brevis, 7 Lc.

pseudomesenteroides, 15 P. pentosaceus, 14 W. confusa 'y 6 W. paramesenteroides).

Para el cribado inicial de las cepas, en primer lugar, se consideraron los resultados que se
recogen en la Tablas 1-C2, 2-C2 y 3-C2, para las cepas ensayadas de cada uno de los
alimentos. Dichos resultados se componen de i) los ensayos de deteccidn en placa, consistentes
en la deteccion de las actividades amilasa y degradadora de fitatos, ii) la capacidad de producir
EPS a partir de sacarosa, y iii) los primeros pasos en la determinacién de la capacidad de
producir vitaminas del grupo B (folato, o vitamina B9, y riboflavina, o vitamina B2), incluyendo la

deteccion por PCR del operdn de sintesis de riboflavina.
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Tabla 1-C1. Resultados obtenidos de las cepas de BAL seleccionadas para las pruebas de caracterizacioén biotecnoldgica y aisladas de chicha.

Cepas (n° de totales) Cepas positivas (%)

Especie Actividad amilolitica Produccién de  Actividad dggradadora Produccion de Prespncia ppe*rén
EPS de fitatos folatos riboflavina
Lactobacillus (33) 1(3) 21 (64) 30 (91) 13 (39)
Lb. brevis (1) 1(100)
Lb. plantarum (32) 1(3) 21 (66) 30 (94) 12 (38)
Leuconostoc (83) 58 (70) 37 (45) 62 (75) 10 (12)
L. lactis (30) 5(17) 3(10) 21(70) 1(3)
Lc. mesenteroides (53) 53 (100) 34 (64) 41 (77) 8 (15)
Enterococcus (42) 1(2,3) 28 (67) 10 (24)
E. casseliflavus (17) 4 (24)
E. faecium (24) 1(4,1) 23 (96) 10 (42)
E. mundltii (1) 1(100)
Pediococcus (2) 1(50) 1(50) 1(50)
P. pentosaceus (2) 1(50) 1(50) 1(50)
Weissella (26) 26 (100) 2(8)
W. viridescens (26) 26 (100) 2(8)
Total (186) 60 (32) 87 (47) 129 (69) 26 (14)

*Determinado por PCR



Tabla 2-C2. Resultados obtenidos de las cepas de BAL seleccionadas para las pruebas de caracterizacién biotecnoldgica y aisladas de atole.

Cepas (n° de totales)

Cepas positivas (%)

Especie Ac’Fiviq?d Produccion Actividad dggradadora Produccion de Pregencia lopgrén
amilolitica de EPS de fitatos folatos riboflavina
Lactobacillus (21) - 19 (90) 20 (95) 7(33)
Lb. brevis (4) - 4 (100) 4 (100)
Lb. plantarum (17) - 15 (88) 16 (94) 7(41)
Leuconostoc (7) 3 (43) 4 (57) 6 (86)
Lc. pseudomesenteroides (7) 3 (43) 4 (57) 6 (86)
Pediococcus (15) 1(7) 6 (40) 13 (87) 2(13)
P. pentosaceus (15) 1(7) 6 (40) 13 (87) 2(13)
Weissella (20) 18 (90) 15 (75) 20 (100) 5 (25)
W. confusa (14) 12 (86) 12 (86) 14 (100) 5 (36)
W. paramesenteroides (6) 6 (100) 3 (50) 6 (100)
Total (63) 22 (35) 44 (70) 59 (94) 14 (22)

*Determinado por PCR



Tabla 3-C2. Resultados obtenidos de las cepas de BAL seleccionadas para las pruebas de caracterizacion biotecnolégica y aisladas de tocosh.

Cepas (n° de totales) Cepas positivas (%)
Especie Ac’Fiviq?d Produccion Actividad dggradadora Produccion de Pregencia lopgrén
amilolitica de EPS de fitatos folatos riboflavina

Lactobacillus (40) 2(5) 5(13) 18 (45) 34 (85) 25 (63)
Lb. brevis (1) - -
Lb. casei (7) - - 2 (29) 2 (29) 5(71)
Lb. farciminis (1) - - - 1(100) 1(100)
Lb. fermentum (1) - - - 1(100) 1(100)
Lb. sakei (30) 2 (6) 5(17) 16 (53) 30 (100) 18 (60)

Leuconostoc (22) 5(23) 22 (100) 14 (64) 16 (73) 19 (86)
Lc. mesenteroides (22) 5(23) 22 (100) 14 (64) 16 (73) 19 (86)

Total (62) 7(11) 27 (44) 32 (52) 50 (81) 44 (71)

*Determinado por PCR
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La presencia de actividad amilasa en las cepas de BAL estudiadas se observo en el 11% de
cepas aisladas de tocosh y en ninguna de las provenientes de chicha y atole. Las cepas

positivas pertenecian cinco a la especie Lc. mesenteroides y dos a la especie Lb. sakei.

Al comparar la capacidad de sintetizar EPS en las cepas estudiadas, en funcion del alimento de
origen, las provenientes de tocosh presentaron la mayor proporcion de cepas positivas (44%),
observandose que todas las representantes de la especie Lc. mesenteroides eran capaces de
producir el EPS, mientras que solamente el 17% de Lb. sakei fueron positivas. En segundo lugar,
el 35% de cepas aisladas de atole fueron positivas, concentrandose principalmente en las cepas
pertenecientes al género Weissella, ya que el 90% mostraron dicha capacidad, contando con las
especies W. confusa y W. paramesenteroides. El 43% de los aislados de atole pertenecientes al
género Leuconostoc mostraron la capacidad de producir EPS, todos ellos identificados como Lc.
pseudomesenteroides, mientras que ninguno de los Lactobacillus aislados de dicho alimento
presentd dicha propiedad. Por su parte, el 32% de las cepas de chicha son productoras de EPS,
a destacar el 100% de las cepas de Lc. mesenteroides estudiadas, aunque también unas pocas
(5%) de la especie Lc. lactis. Ademas, se observo esta capacidad puntualmente en aislados de
chicha de otros géneros de BAL, en concreto en una cepa de Lb. plantarum y en una de E.

faecium.

La actividad degradadora de fitatos se observd en el 70% de los aislados del atole, siendo
positivos al menos el 50% de cada especie, excepto en el caso de P. pentosaceus con un 40%
de positivos. En el caso de las cepas aisladas de tocosh la proporcién no fue tan alta (52% del
total), pero la mencionada actividad se observd en representantes de los dos géneros
identificados en este alimento, Lactobacillus (45%) y Leuconostoc (64%). En cuanto a las cepas
de chicha, la proporcion total de positivos fue del 47% presentandose en miembros de la mayoria

de las especies.

Por su parte, la produccién de folatos result6 ser la capacidad con mayor presencia en las BAL
analizadas, observandose en el 94% de cepas de atole, el 81% de cepas de tocosh y el 69% de
cepas de chicha. De hecho, a excepcion de las cepas de Enterococcus y Pediococcus aisladas
de chicha, las cepas positivas para la produccion de folatos superaron el 70% de los

representantes de todos los géneros aislados.
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En cuanto a la presencia de genes para la sintesis de riboflavina que fue determinada mediante
amplificacion por PCR del operdn, resultdé ser positiva en un alto porcentaje de las cepas
provenientes de tocosh, observandose en el 63% de los Lactobacillus y en el 86% de los
Leuconostoc. En cambio, solamente lo presentaron el 14% de las cepas de chicha y el 22% de
las de atole correspondiendo, en ambos alimentos y de forma mayoritaria, a cepas de los

géneros Lactobacillus, Pediococcus 'y Weissella.

2. Determinacién cuantitativa de la produccion de vitaminas del

grupo B y de la actividad degradadora de fitatos

Con el objetivo de evaluar, de una forma mas exhaustiva, las capacidades mostradas por las
cepas de BAL y seleccionar las mejores candidatas, se procedié a cuantificar la produccion de
vitaminas del grupo B estudiadas, el folato y la riboflavina. Ademas, esta evaluaciéon también

incluyé la cuantificacién de la actividad degradadora de fitatos.

2.1 Cuantificacion de la produccion de folatos
De las propiedades estudiadas, la capacidad de producir folato resultdé ser la mas extendida
entre las cepas de chicha, atole y tocosh. Por tanto, se procedi6 a la cuantificaciéon de la
produccion de esta vitamina por las 138 cepas que resultaron positivas. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 3-C2. Las cepas que presentaron mayores niveles de produccion de
folato total provenian de chicha y de tocosh, determinandose concentraciones de alrededor de
90 y 100 ng/mL, en algunos casos. En cambio, las cepas de atole producian, como maximo,
alrededor de 50 ng/mL. Las cepas de tocosh con mayor produccion pertenecen a las especies
Lc. mesenteroides y Lb. sakei, con niveles entre 30 y 115 ng/mL. Por detras, se encuentran las
cepas aisladas de chicha pertenecientes a las especies Lc. lactis y Lc. mesenteroides, con
valores de produccién entre 30 y 90 ng/mL, seguidas de las cepas de E. faecium y Lb. plantarum

que presentaron una produccion de folato de 30 a 75 ng/mL.
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2.2 Cuantificacion de la actividad degradadora de fitatos
La cuantificacion de la actividad degradadora de fitatos se realizé en una seleccién de 70 cepas,
atendiendo a los resultados obtenidos en el apartado 1 del presente capitulo, asi como por ser
las mas prometedoras para la produccion de folato. Las cepas seleccionadas provienen de
tocosh y de chicha y pertenecen a las siguientes especies: 1 Lb. brevis, 7 Lb. casei, 1 Lb.

farciminis, 1 Lb. fermentum, 7 Lb. plantarum, 30 Lb. sakei'y 23 Lc. mesenteroides.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4-C2. Como puede observarse, las cepas que
presentaron una importante actividad degradadora de fitatos pertenecian principalmente a las
especies Lc. mesenteroides, Lb. plantarum y Lb. sakei. No obstante, los valores determinados
abarcaban un amplio rango, siendo desde, practicamente, nulos en algunas cepas de Lc.
mesenteroides y Lb. sakei hasta de casi 400 pmoles de Pi/min en una cepa de Lb. plantarum.
Por su parte, de las siete cepas de Lb. casei, solo una presentd una elevada actividad
degradadora de fitatos. En el caso de las cepas pertenecientes a las especies Lb. brevis, Lb.

farciminis y Lb. fermentum, no se observé actividad degradadora de fitatos en este estudio.

2.3 Cuantificacion de la produccion de riboflavina o vitamina B2
A su vez, la produccion de riboflavina por las cepas de BAL se cuantifico en la mismas 70
seleccionadas para la cuantificacion de actividad degradadora de fitatos, y los resultados se

muestran en la Figura 5-C2.

Las cepas con una mayor produccion de la vitamina pertenecian también a las especies Lc.
mesenteroides, Lb. plantarum y Lb. sakei. Las cepas de Lb. plantarum y Lb. sakei mostraron
niveles de produccion de riboflavina en un rango desde 0 a 150 ng/mL, estando, las cepas de Lb.
plantarum, siempre por encima de los 100 ng/mL. Cabe destacar el amplio rango de valores de
produccion de vitamina B2 mostrado por las cepas de Lc. mesenteroides, desde la ausencia de

produccidn hasta mas de 450 ng/mL.

Por su parte, ninguna de las cepas de Lb. casei super6 los 100 ng/mL para la produccion de
riboflavina. En el caso de las cepas pertenecientes a las especies Lb. brevis, Lb. farciminis 'y Lb.
fermentum, la produccién de vitamina B2 tampoco fue destacable, pues no supero los 50 ng/mL

en ningun caso.
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3. Estudio gendémico de las cepas de BAL en cuanto a la

produccion de vitaminas

Tras obtener los resultados de la caracterizacion biotecnolégica de las cepas, y teniendo en
cuenta las propiedades relacionadas con la calidad y seguridad alimentaria descritas mas
adelante en los Capitulos 3y 4 de la presente tesis doctoral, se seleccionaron 14 cepas de BAL
para la secuenciacién de su genoma complet: 5 Lb. plantarum de chicha (M56MA1, MOMG6,
MOMM1, MOMM4 y MOY2), 3 Lc. mesenteroides de chicha (MBMG2, M8Y1, MOMG2b) y 3 Lc.
mesenteroides de tocosh (T1IM3, T2MM5 y T2MM6), y 2 Lb. sakei (T3M7, T3M3a) y un Lb.
fermentum (T3M3b) de tocosh.

Tras la anotacidn de los genomas por la plataforma RAST (“Rapid Annotation using Subsystem
Technology”), el estudio gendmico de la produccion de vitaminas consistio en determinar la
presencia de los genes responsables de las rutas biosintéticas de la riboflavina y del folato, y en
localizar su posicion segun el nimero PEG (‘Protein Encoding Gen”) obtenido. Ademas, la
herramienta “The SEED Viewer 2.0” permitié realizar la comparaciéon de las secuencias de

dichos genes entre las distintas cepas estudiadas. Los resultados se muestran en la Tabla 3-C2.

3.1. Andlisis de la presencia de genes de la ruta de biosintesis de riboflavina

Las cepas provenientes de chicha de Lb. plantarum y de Lc. mesenteroides presentan los cuatro
genes que son necesarios para la biosintesis de la vimatina B2: ribH, ribA, ribB, ribG (Tabla 3-
C2); ademas, también se ha observado la presencia del gen ribC, que codifica para una
flavoquinasa/FAD sintetasa bifuncional responsable de la conversion a las formas coenzimaticas
de la riboflavina, FMN y FAD, y del gen ypaA/ribU, necesario para el transporte de la vitamina al
interior celular (resultados no mostrados). Lo mismo ocurre con la cepa de Lb. fermentum y las
de Lc. mesenteroides provenientes de tocosh. En todas las cepas positivas, la posicion de los
genes aparece correlativa segin el nimero PEG, lo que confirma su localizacion en el mismo
operdn. Sin embargo, las dos cepas de Lb. sakei no presentan ninguno de los genes del operon

de biosintesis de la vitamina, aunque si el gen para el trasporte de la riboflavina y el gen ribC.
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Respecto a la concentracion de riboflavina producida, todas las cepas de Lb. plantarum de
chicha producen cantidades notables de la vitamina, superando los 100 ng/mL, siendo esto
coherente con la presencia de todos los genes de biosintesis. No obstante, a pesar de presentar
el operon completo, los niveles de produccion de las cepas de Lc. mesenteroides y Lb.
fermentum estaban alrededor de 50 ng/mL, con la excepcién de Lc. mesenteroides T1M3 que

super0 los 460 ng/mL.

Al comparar las secuencias de los genes del operon entre las cinco cepas de Lb. plantarum de
chicha, se observd que los genes de todas ellas compartian una similitud del 100%, excepto la
cepa M5MA1 en la que los valores de similitud con las demas eran: 98,11% para el gen ribH,
99,5% para el gen ribA, 99,5% para el gen ribB'y 99,72% ribG, siendo la cepa M5MA1 la Unica
que provenia de una etapa distinta del proceso de elaboracion de la chicha. Al comparar con la
cepa de Lb. fermentum, los porcentajes de similitud fueron muy bajos: 47,14% para el gen ribH,
55,64% para el gen ribA, 46,67% para el gen ribB y 41,36% para ribG.

En el caso de las cepas de Lc. mesenteroides de chicha, las secuencias de todos los genes
presentaron una similitud del 100% entre ellas. Sin embargo, la comparacion con los Lc.
mesenteroides de tocosh mostrd valores inferiores de similitud entre las secuencias, aunque
nunca por debajo del 90%, excepto para el gen ribG que resulté ser del 67,16%. Cabe destacar
que, tras el analisis del genoma, se desvelo la reubicacion de las cepas de chicha, inicialmente
clasificadas como Lc. mesenteroidesn ssp suionicum, a la especie Lc. suionicum, lo que
explicaria dichas diferencias. A pesar de que la produccion de riboflavina era muy dispar entre la
cepa T1M3 y las demas (Tabla 3-C2), los Lc. mesenteroides de tocosh también presentaron una

similitud de secuencia, para todos los genes de biosintesis de la riboflavina, del 100%.
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Tabla 3-C2. Localizaciéon de los genes biosintesis de las vitaminas riboflavina y folato y su produccién por las cepas de BAL secuenciadas

Biosintesis de riboflavina

Biosintesis de folatos

Origen Fapecie y copd ribG ribB ribA ribH (ng/mL) folE folQ folB folK folP folC folA (ng/mL)
Lb. plantarum M5MA1 9462 945 944 943 158,61 2023 2025 2021 2022 2026 2024 158/1395 54,66
Lb. plantarum MOMG6 127 126 125 124 139,29 2303 2305 2301 2302 2306 2304 1389/2292 32,43
Lb. plantarum MOMM1 122 121 120 119 109,17 2240 2242 2238 2239 2243 2241 2229/3123 51,96

Chicha Lb. plantarum MOMM4 122 121 120 119 160,08 2193 2195 2191 2192 2196 2194 1976/2182 41,63
Lb. plantarum M9Y2 122 121 120 119 122,92 2257 2259 2255 2256 2260 2258 1387/2125 40,37
Lc. mesenteroides* M8MG2 703 702 701 700 NDb 1503 1504 1501 1502 1505 1063 769 77,27
Lc. mesenteroides* M8Y1 704 703 702 701 ND 1503 1504 1501 1502 1505 1064 770 86,7
Lc. mesenteroides* MOMG2b 835 834 833 832 49,67 1633 1634 1631 1632 1635 1193 901 52,12
Lb. sakei T3M7 - ND 1986 1982 1988 1987 1983 1985 710/1235 63,76
Lb. sakei T3M3a - ND 493 496 491 492 495 494 502/1622 49,13
Lb. fermentum T3M3b 852 851 850 849 46,67 1291 1289 1293 1292 1288 1290 1619 29,37

Tocosh Lc. mesenteroides T1IM3 632 633 634 635 465,89 - - - 268/542 566 26,40
Lc. mesenteroides T2MM5 731 732 733 734 53,93 - - - 369/642 666 29,04
Lc. mesenteroides T2MM6 232 231 230 229 43,57 - - - 321/595 297 36,18

2 Numero correspondiente a “protein encoding gen” (PEG) tras la anotacion de los genomas
® No determinado
* Reclasificados como Lc. suionicum


http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Annotation&feature=fig|6666666.231761.peg.946
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Annotation&feature=fig|6666666.231761.peg.945
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Annotation&feature=fig|6666666.231761.peg.944
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Annotation&feature=fig|6666666.231761.peg.946
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3.2 Analisis de la presencia de genes de la ruta de biosintesis de folatos

Como se observa en la Tabla 3-C2, todas las cepas de chicha, tanto los Lb. plantarum como los
nuevos Lc. suionicum, presentan los seis genes necesarios para la sintesis de novo del
tetrahidrofolato. En el caso de las cepas de tocosh, dichos genes solo estan presentes en las dos
cepas de Lb. sakeiy en la cepa de Lb. fermentum, mientras que se encuentran ausentes en las

cepas de Lc. mesenteroides de tocosh.

Cabe destacar que el gen fol C presenta dos copias en lugares distintos del genoma, ya que se
encarga de dos pasos enzimaticos de la ruta de biosintesis de los folatos y, uno de ellos, es
independiente de la sintesis de novo de la vitamina; por tanto, dicho gen si que se halla en las
cepas que no presentan los otros cinco genes de la biosintesis, al igual que el gen folA. Ademas,
en el caso de las cepas secuenciadas pertenecientes al género Lactobacillus, los seis genes
necesarios para la sintesis de novo del tetrahidrofolato se encuentran correlativos, sin embargo,
en las tres cepas de Lc. suionicum de chicha el gen folC se encuentra en una localizacion

distinta a los demas.

Al prestar atencion al folato producido, parece que no hay una relacion clara entre la diferencia
de localizacion de los genes y el grado de produccion de la vitamina. Por su parte, al comparar
las secuencias de los genes mencionados en las cepas de la misma especie, se observd un
100% de identidad en los de Lc. suionicum de chicha. Lo mismo ocurria en las cepas de Lb.
plantarum de chicha, con la excepcion de la cepa M5MA1 que solo presentd 100 % de identidad
para los genes folB'y folK, mientras que, en la mayor parte de los genes de la ruta de sintesis de
novo de folato, se observd un porcentaje de identidad alto (alrededor del 99%), siendo el més

bajo el correspondiente a folQ, con un 96,84%.

En las dos cepas de Lb. sakei de tocosh la comparacion de las secuencias de estos genes
mostré que la identidad entre ellas era alta, pero menor a la de Lb. plantarum M5MA1 con las
demas cepas de su especie, y que la identidad mas baja entre las cepas de Lb. sakei fue, de
nuevo, la correspondiente al gen folQ, con un 93,33%. Ademas, también se compararon las
secuencias de todas las cepas pertenecientes al género Lactobacillus, independientemente de
su alimento de origen y se observo que, en general, presentaban porcentajes de identidad bajos;
la cepa de Lb. fermentum de tocosh presentaba unas secuencias mas similares con las cepas de

Lb. plantarum de chicha, del 30 al 56%, que con los Lb. sakei del mismo origen. Ademas, seguia
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siendo el gen folQ el que presentaba una mayor diversidad de secuencia en las cepas de

Lactobacillus.

Como también se observo al realizar el anélisis comparativo del genoma total entre las cepas
secuenciadas (Fig. 6-C2), la diversidad genética ha resultado ser mas evidente en las cepas
pertenecientes al género Lactobacillus. Ademas, se observé que los Lb. plantarum diferian en su
genoma, significativamente, de una muestra a otra de la produccion de chicha, al igual que las
dos cepas de Lb. sakei provenientes de tocosh. Por otro lado, las cepas del género Leuconostoc
de ambas especies se parecen mas entre ellas, pero aquellas provenientes de tocosh y
pertenecientes a la especie Lc. mesenteroides difieren mas, entre ellas, que las Lc. suioinicum

de chicha.
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Fig. 6-C2. Comparacion de los genomas secuenciados de las cepas de BAL; la escala de colores
muestra el porcentaje de identidad de secuencia de los genes anotados para cada genoma.

a) Comparacion de las cepas de Lb. plantarum de chicha MOMG6, MOMM1, MOMM4 y MIY2, sin
(izquierda) y con (derecha) Lb. plantarum M5MA1. b) De izquierda a derecha, comparacién de i)
cepa T2MM5 con T1IM3 y T2MM6 (Lc. mesenteroides de tocosh), i) cepa M8MG2 con M8Y2 y
MOMG2b (Lc. suionicum de chicha) y iii) cepa de Lc. suionicum M8MG2 con Leuconostoc de

ambos alimentos. ¢) Comparacion de las cepas de Lb. sakei de tocosh, T3M7 con T3M3a.
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Discusion

Las caracteristicas estudiadas para evaluar el potencial biotecnolégico de las BAL han sido en
parte descritas para las cepas de tocosh en el trabajo de Jiménez, Yépez et al., (2018) (Anexo
[). En general, han demostrado ser mas bien dependientes de cepa que de especie,

corroborando lo previamente descrito por otros autores (Capozzi et al., 2012).

De todos los aislados de BAL de los que se ha realizado la caracterizacion biotecnoldgica en el
presente trabajo, solamente algunas cepas de tocosh, pertenecientes a las especies de Lb. sakei
y Lc. mesenteroides, exhibieron actividad amilolitica, lo que coincide con lo descrito para
aislados de estas mismas especies procedentes de tubérculos y cereales (Reddy et al., 2008).
Sorprendentemente, esta actividad no se encontré en ninguna otra cepa de BAL de chicha ni de
atole, aun tratandose de sustratos amilaceos. Esto podria deberse a la accion de otro tipo de
microorganismos o a las amilasas enddgenas de origen vegetal sobre el almidén, lo que
facilitaria la liberacion de fuentes de carbono simples aprovechables por los microorganismos no

amiloliticos.

Por otra parte, la produccion de EPS de los aislados de BAL se observd mayoritariamente en los
géneros Leuconostoc y Weissella. Se trata de una caracteristica usualmente encontrada en la
bibliografia para dichos géneros bacterianos, aislados de distintos alimentos, como es el caso de
las cepas de Leuconostoc productoras de dextrano procedentes de masa acida (Bounaix et al.,
2010) o de carne (Notararigo et al., 2013), y también de aislados de W. confusa de origen
vegetal (Kajala et al., 2016). En cambio, la produccién de EPS no resultd ser muy comun entre
las cepas pertenecientes a los demas géneros de BAL encontrados en el presente trabajo,
hallandose solo unos pocos casos en cepas de Lactobacillus (Lb. sakei y Lb. plantarum), P.
pentosaceous y E. faecium. Fueron por primera vez Kralj et al. (2004) quiénes describieron la
capacidad de varias cepas de Lactobacillus para producir distintos a-glucanos, incluyendo

también cepas de Lb. sakei que sintetizaban dextrano. Ademas, en concordancia con los
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resultados obtenidos en el presente trabajo, otros grupos han reportado sobre cepas productoras
de EPS pertenecientes a la especie Lb. plantarum aisladas de masa acida (Di Cagno et al.,

2006) y cepas de P. pentosaceous de savia de palma datilera fermentada (Abid et al., 2018).

La actividad degradadora de fitatos ha resultado ser una capacidad presente, de forma
generalizada, en las cepas de atole y, en una parte importante, en las de chicha y tocosh.
Pertenecen, en su mayoria, a los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Enterococcus,
coincidiendo con las recientemente descritas por otros autores; Carrizo et al. (2016) hallaron
cepas degradadoras de fitatos aisladas de quinoa, pertenecientes a especies del género
Enterococcus y a la especie Lc. mesenteroides, con importantes niveles de actividad
degradadora de fitatos de (900 y 600 U/mL, respectivamente) y Anastasio et al. (2010)
estudiaron el nivel de degradacion de fitatos por cepas de BAL aisladas de masa &cida,
encontrando cepas de la especie Lb. plantarum que presentaron actividades de hasta 710 U/mL.
Asimismo, las cepas con mayores niveles de actividad del presente trabajo también pertenecen a
algunas de las especies descritas en estos estudios, como Lc. mesenteroides y Lb. plantarum,
alcanzando los 400 U/mL de actividad. Dado que el fitato se considera un anti-nutriente, debido a
la afinidad del &cido fitico por componentes de los alimentos cargados positivamente como
minerales y proteinas, las cepas de BAL con una elevada actividad degradadora de fitatos son
unas buenas candidatas para mejorar las caracteristicas nutricionales de los alimentos

fermentados.

Por su parte, la capacidad de producir vitaminas del grupo B también resulté ser una propiedad
ampliamente distribuida entre las cepas de BAL estudiadas. El cribado inicial mostro que, la
mayoria de las cepas, eran capaces de producir folatos, independientemente del alimento

fermentado tradicional de procedencia.

Los niveles mas elevados de folato corresponden a las cepas provenientes de chicha y de
tocosh, desde los casi 60 ng/mL de muchos Lb. plantarum, 75 ng/mL de E. faecium, 90 ng/mL de
Lc. lactis y alcanzando los mas de 100 ng/mL en algunas cepas de Lc. mesenteroides y Lb.
sakei. Estos valores superan los reportados por autores como Crittenden et al. (2003) que, para
enriquecer alimentos fermentados, utilizaron, como cultivos iniciadores de yogures, cepas
productoras de hasta 50 ng/g y probidticos de la especie E. faecium, que no llegaban a los 20
ng/g. En el caso del trabajo de Hugenschmidt et al. (2010), se realizé el estudio de cepas
productoras de folato aisladas de diferentes productos fermentados y, la mayoria de las cepas de
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Lactobacillus, producian alrededor de 100 ng/mL, con excepcion de una cepa de Lb. plantarum
que supera con creces lo obtenido en el presente trabajo (méas de 300 ng/mL); valores muy
elevados de produccion de folato también se obtuvieron en las cepas de W. paramesenteroides
descritas por Pacheco Da Silva et al. (2016) aisladas de leche de cabra, las cuales alcanzaban
hasta concentraciones de 400 ng/mL. A raiz de resultados como los aqui discutidos, varios
grupos de investigacion se han centrado en incrementar, de forma natural, la cantidad de folatos
en los alimentos gracias al uso de cepas BAL seleccionadas productoras de la vitamina (Laifio et
al., 2013, 2015; Pacheco Da Silva et al., 2016, Albuquerque et al., 2017), lo que puede contribuir,

significativamente, en el cumplimiento de la ingesta diaria recomendada de folato.

Como primera aproximacion para determinar la presencia del operdn responsable de la sintesis
de riboflavina, se realizd la amplificacion por PCR de una parte importante de dicho operén
(especificada en el apartado de Material y Métodos), ya que la falta de esta informacién genética
estd normalmente asociada a la incapacidad de producir riboflavina en BAL (Kleerebezem et al.,
2003). Por tanto, se utilizaron oligonucledtidos que habian sido disefiados por Capozzi et al.
(2011b) para cepas de las especies Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lc. mesenteroides y
P. pentosaceus, entre otras. El mayor numero de cepas positivas para PCR pertenecian a las
distintas especies del género Lactobacillus analizadas, y también a Lc. mesenteroides, P.
pentosaceous, W. confusa y W. viriscenscens. Las concentraciones de riboflavina producida
cubrian un rango muy amplio, sobretodo en el caso de las cepas de Lb. sakei (0-120 ng/mL) y
Lc. mesenteroides (0-450 ng/mL). Sin embargo, todas las cepas de Lb. plantarum mostraban
valores de produccion de la vitamina entre 100 y 160 ng/mL. EI amplio rango de valores de
produccion natural de riboflavina por cepas de BAL aisladas de alimentos de origen vegetal, en
funcion de la cepa, ha sido previamente descrito en otros estudios (Carrizo et al., 2016; Pacheco
Da Silva et a., 2016). Los niveles de vitamina registrados para las cepas de Lb. plantarum del
presente trabajo estan préximos a los descritos por Juarez del Valle et al. (2014) para cepas de
la misma especie, superiores a 200 ng/mL, y son mayores a los descritos por Capozzi et al.
(2011b), alrededor de 50 ng/mL para cepas de Lb. plantarum aisladas de masas acidas italianas,

previamente al tratamiento para la superproduccion de la vitamina.

Como se puede observar, la producciéon de vitaminas por las BAL varia considerablemente y
parece ser una caracteristica dependiente tanto de especie como de cepa. Este hecho esta
relacionado con la interrupcion parcial o completa de la informacién genética para la biosintesis

de las vitaminas. Por tanto, estudiar los genes y operones implicados es esencial para
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seleccionar cepas de BAL adecuadas para la produccion de vitaminas. En el presente estudio, el
andlisis genomico de las rutas biosintéticas de la riboflavina y del folato en las cepas de BAL
secuenciadas confirmd, en la mayoria de los casos, lo que se habia observado fenotipicamente,

es decir, su capacidad para producir dichas vitaminas.

En el caso de los genes de la ruta biosintética de la vitamina B2, o riboflavina, todas las cepas
secuenciadas presentaban el operon completo e ininterrumpido, excepto las dos cepas de Lb.
sakei que presentan una ausencia total de los genes de la ruta. Los genes ribG, ribB, ribA y ribH
se han identificado en varias especies de BAL y los analisis comparativos existentes en la
bibliografia sugieren que la presencia del operon de biosintesis de la riboflavina es también una
caracteristica dependiente tanto de especie como de cepa (Capozzi et al., 2012). El primer caso
parece ocurrir para Lb. sakei ya que, en ninguno de los genomas completos que estan
disponibles en las bases de datos publicas para esta  especie

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/microbes/), al igual que en las cepas aqui estudiadas,

se encuentra ninguno de los genes mencionados (Chaillou et al., 2009). La falta completa de
dicho operon lleva a la incapacidad de producir riboflavina (Burgess et al., 2006), por lo que los
niveles observados de produccion por las dos cepas de Lb. sakei podrian considerarse cercanos

al umbral de error del método utilizado para la cuantificacion de la vitamina.

En cuanto a la capacidad de las cepas de BAL para sintetizar folatos, ésta varia
considerablemente entre las especies, € incluso entre las cepas, siendo tambien variable la
presencia 0 no de los genes implicados en la biosintesis de la vitamina en el presente trabajo.
Los analisis gendmicos han mostrado que las cepas de BAL secuenciadas presentaban los
genes necesarios para la sintesis de novo de la vitamina B9, o folato, (folE, folK folQ, folB, folP)
con la excepcidn de las cepas pertenecientes a la especie Lc. mesenteroides provenientes de
tocosh. En concordancia con esto ultimo, Capozzi et al. (2012) describieron la presencia de los
genes necesarios para la biosintesis de folato, en distintas especies y cepas de BAL, y también
observaron la ausencia de los genes necesarios para la sintesis de novo en la cepa Lc.
mesenteroides subsp. mesenteroides ATCC 8293. Dicha ausencia también se ha observado en
todos los genomas anotados bajo las denominaciones de Lc. mesenteroides subsp.
mesenteroides, Lc. mesenteroides subsp. dextranicum, Lc. mesenteroides subsp. cremoris y Lc.

mesenteroides subsp. jonggajibkimchii (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/microbes/). Sin

embargo, en todas estos genomas, asi como en los de las cepas de Leuconostoc secuenciadas
en el presesente trabajo, si que aparecen los genes independientes de la ruta de novo del folato
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(folC y folA). Ademas, cabe destacar que la reclasificacion de la subespecie Lc. mesenteroides
subsp. suionicum a la especie Lc. suionicum (Jeon et al., 2017), ha incluido, dentro de esta
especie, a las cepas de chicha MBMG2, M8Y1 y MOMG2Db, lo cual explica que, a diferencia de
Lc. mesenteroides y sus subespecies, las cepas nombradas si que presenten los genes
necesarios para la sintesis de novo de folato, al igual que todas los genomas disponibles

pertenecientes a la, anteriormente clasifacada, subespecie Lc. mesenteroides subsp. suionicum.

Por otra parte, la falta completa de los genes para la sintesis de novo lleva a la incapacidad de
producir folato (Sybesma et al., 2004), por lo que los niveles observados de produccién por las
dos cepas de Lc. mesenteroides de tocosh deberian considerarse cercanos al umbral de error

del método utilizado para la cuantificacion de la vitamina.

En definitiva, tras las pruebas realizadas en el presente capitulo, las cepas que resultaron
destacables fueron: cinco cepas de Lb. plantarum, un Lc. suionicum y un Lc. mesenteroides
productoras de vitaminas del grupo B, ya que podrian ser adecuadas para aplicaciones
industriales en cuanto al bio-enriquecimiento de productos, en linea con lo que ha sido propuesto
en otros estudios tanto para Lb. plantarum como para otras especies de BAL (Capozzi et al.,
2011b; Laifio et al., 2013; Russo et al., 2014; Juarez del Valle et al., 2014; Pacheco Da Silva et
al., 2016).
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Las BAL se encuentran presentes en una amplia variedad de productos y bebidas
fermentadas, y tienen un importante papel en alimentos, tanto tradicionales y ancestrales, como
en los mas industrializados. Durante el proceso de fermentacion contribuyen a la transformacion
de alcoholes superiores y carbohidratos, principalmente, en &cido lactico, lo que constituye una
estrategia natural de conservacion; ademas, han demostrado un papel muy importante como
bioconservantes mediante la produccion de otros compuestos en muchos alimentos y procesos
fermentativos, como productos lacteos, carnes, vegetales, masas acidas y ensilajes (Gobbetti et
al., 2005).

Tradicionalmente, los productos fermentados, elaborados por poblaciones nativas mediante
procedimientos ancestrales, son buenos ejemplos en los que la fermentacion lactica es todavia
la forma natural de conservacion (Ravyts et al., 2012; Nguyen et al., 2013; Tamang et al., 2016).
Por tanto, estos alimentos pueden ser una fuente importante de cepas de BAL con potencial
como bioconservantes. En el presente trabajo de tesis doctoral se han analizado, con esta
finalidad, los aislados de BAL procedentes de chicha (Elizaquivel et al., 2015), tocosh (Jiménez,

Yépez et al., 2018) y atole (Pérez-Catalufia et al., 2017), descritos en el Capitulo 1.

La conservacion de los alimentos requiere, por un lado, impedir el deterioro de la materia prima
debido al crecimiento de los microorganismos que forman parte de su microbiota natural y, por
otro, inhibir el crecimiento de posibles microorganismos contaminantes, toxigénicos y/o

patdgenos, que constituyen una amenaza para la salud.

En concreto, la aplicacion de BAL por sus propiedades antimicrobianas frente a bacterias
relevantes en seguridad alimentaria, i.e. Listeria monocytognes, Salmonella o Escherichia coli
entero-toxigénicas, es bien conocida y continua estudiandose en los ultimos afios (Stoyanova et
al, 2012; Cizeikiene et al., 2013; Calix-Lara et al., 2014; Arena et al., 2016). Asi mismo,

actualmente esta cobrando interés el potencial antifungico de las BAL, especialmente, para su
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aplicacion en alimentos en los que son frecuentes las contaminaciones por hongos, lo que da

lugar al deterioro de los productos (Crowley et al., 2013; Hugenholtz, 2013; Russo et al., 2017).

Los hogos alterantes de alimentos pueden crecer en una amplia variedad de sustratos. Los
géneros Aspergillus, Penicillium y Meyerozyma son ejemplos que se aislan comunmente de
cereales, vegetales, frutas y productos de panaderia (Valerio et al., 2009; Cizeikiene, et al., 2013;
Crowley et al., 2013). Su crecimiento produce consecuencias indeseables, tales como la
produccion de malos sabores y la putrefaccion de los alimentos, lo que afecta a la calidad y
acorta la vida util de los mismos. Por ejemplo, el sintoma denominado “moho azul”, causado por
Penicillium expansum, es una de las enfermedades post-cosecha con mayor importancia en
China y Europa (Qin y Tian, 2004), sucediendo, tanto durante el almacenamiento post-cosecha,
como durante el transporte y comercializacién de las frutas, dando lugar a serias pérdidas
economicas. Por su parte, las especies pertenecientes al género Fusarium son patégenos de
plantas ampliamente distribuidos y, en concreto, F. verticillioides es responsable de varias de las
enfermedades mayoritarias en los cultivos de maiz (Reyes-Velazquez et al., 2011). Ademas de
las alteraciones causadas en los alimentos, el crecimiento de especies tales como Aspergillus
parasiticus, F. verticillioides y P. expansum puede dar lugar a la produccién de micotoxinas, lo

que supone una gran preocupacion en el &mbito de la seguridad alimentaria.

El potencial de las BAL para extender la vida Util de los alimentos se ha evaluado en una amplia
variedad de ellos, como frutas y verduras, pan, piensos y productos lacteos (Pawlowska et al.,
2012; Crowley et al., 2013). Entre los compuestos a los que se ha asignado la actividad
antifingica de las BAL, se encuentran los &cidos organicos y compuestos de bajo peso
molecular, los acidos grasos y fenilacéticos, los dipéptidos ciclicos y compuestos proteicos u
otros compuestos variados, como las lactonas (Peyer et al., 2016). Los estudios reportados
hasta la fecha sugieren que la actividad antifingica no suele recaer en un unico compuesto; por
el contrario, lo mas probable es que esta actividad se deba el efecto sinérgico de varios

compuestos (Ndagano et al., 2011).

Profundizar en el analisis de los compuestos antifungicos que se derivan del crecimiento de las
BAL requiere de procedimientos de recuperacion optimizados, como por ejemplo el método
‘QUECHhERS” recientemente validado por Brosnan et al. (2014), en combinacién con técnicas
analiticas sensibles, como por ejemplo el sistema de cromatografia liquida de alta resolucién o
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HPLC, equipado con un detector de red de diodos ultravioleta (UV/DAD o UV/PDA) (Axel et al.,
2015; Peyer et al., 2016).

Respecto a los patdgenos bacterianos transmisibles por alimentos, cabe destacar que los brotes
asociados con productos frescos de origen vegetal han aumentado durante los ultimos afios. Da
Silva Felicio et al. (2015) describieron que las combinaciones mas frecuentes alimento/patogeno
son los casos de verduras crudas de hoja verde y algunas frutas asociadas a brotes de
Salmonella spp., seguidos por Escherichia coli en vainas frescas, legumbres y cereales.
Ademas, Listeria monocytogenes es una especie que requiere una atencion especial ya que es
un microorganismo ubicuo, con alta probabilidad de encontrarse en las areas de procesamiento
de los alimentos, siendo un patdgeno causante de enfermedades de transmision alimentaria con

una alta tasa de mortalidad.

La aplicaciéon de BAL productoras de agentes antimicrobianos in situ se trata de una estrategia
de inhibicion de patdégenos en los alimentos muy prometedora, con vistas a garantizar la

seguridad alimentaria (Mills et al., 2011; Célix-Lara et., 2014).

A este respecto, son muchas las especies de BAL que tienen el status de GRAS de la FDA, en
base al largo historial de consumo de alimentos fermentados por ellas y, ademas, se incluyen en
la lista QPS de la EFSA (Leuschner et al., 2010). No obstante, la deteccion de cepas de BAL
resistentes a antibioticos ha llevado a proponerlas como un posible reservorio de genes de
resistencias que pueden transmitirse horizontalmente a patdégenos a través de la cadena
alimentaria, lo que supone una creciente preocupacion para la seguridad alimentaria (Marshall et
al., 2009; Devirgiliis et al., 2013). De hecho, la cadena alimentaria se reconoce como una de las
rutas clave para la trasmision de poblaciones bacterianas de animales a humanos y, por lo tanto,
la aplicacion de BAL en alimentacion requiere de la determinacion de resistencias a antibiéticos
adquiridas (EFSA, 2012).

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 y la introduccién de las primeras sulfonamidas
antimicrobianas en 1930 (Davies y Davies, 2010), los antibiéticos han jugado un papel crucial en
la salud humana y en la esperanza de vida. Sin embargo, la presencia de resistencias a los
mismos por parte de bacterias patdgenas ha generado una gran preocupacion. El informe anual
de 2014 de la OMS vya reveld evidencias que establecian una conexion entre el uso de
antibioticos en animales de explotacion ganadera y la aparicion de resistencias en los patégenos

bacterianos, lo que supone una amenaza creciente y generalizada para el tratamiento de las
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infecciones mas comunes. Mas recientemente, y tras el aumento de la gravedad del problema, a
principios de 2017 la OMS publicd una lista de patdgenos resistentes a antibidticos que se
habian priorizado por presentar un gran riesgo para la salud humana vy, a finales de este mismo
afno, las directrices sobre la reduccidn del uso de antimicrobianos médicamente importantes, en
animales productores de alimentos, para ayudar a preservar la efectividad de los antibidticos que

son importantes para la medicina humana (Aidara-Kane et al., 2018).

La resistencia a antibioticos es una caracteristica eventual en los biomas bacterianos y puede
ser interpretada como una adaptaciéon que ocurre facilimente bajo el efecto de un cambio
ambiental (Rodriguez-Rojas et al., 2013). La capacidad de las bacterias para sobrevivir y crecer
en presencia de un antibidtico determinado puede deberse a la presencia de genes de
resistencia que permitiran la supervivencia por diversos mecanismos. Los mecanismos de
defensa a los antibioticos se clasifican como “intrinsecos” cuando estan, en la mayoria de los
casos, relacionados con dianas de baja afinidad o ausencia de las mismas, con la produccion
innata de enzimas que inactivan al antibitico por parte de la bacteria o con la falta de
accesibilidad del mismo a la célula bacteriana por una incorporacién reducida del compuesto o
por su extrusion mediante una bomba de flujo (Kumar y Schweizer, 2005). De este modo, la
resistencia a un antibiético concreto sera considerada intrinseca o natural cuando sea inherente
a una especie bacteriana, estando presente en la mayoria sus cepas. Por otro lado, se entiende
por ‘resistencia adquirida® aquella presente en una cepa de una especie normalmente
susceptible a un antibiético concreto y que, por tanto, se ha vuelto resistente al mismo. Este
hecho puede deberse, o bien a la adquisicién de genes mediante la ganancia de DNA exdgeno,
0 bien por una mutacién de los genes nativos (Ammor et al., 2008). Los genes que otorgan
resistencias a antibioticos pueden propagarse de una bacteria a otra mediante la transferencia
horizontal de material genético, y parece que la conjugacion es el mecanismo que podria ser el
principal responsable, como se describe en la revision de Fraqueza (2015). Ademas, las
resistencias adquiridas se considera que tienen mayor potencial de diseminacion horizontal
cuando los genes causantes de la resistencia estan situados en elementos genéticos moviles
como plasmidos o transposones (Devirgiliis et al., 2013), siendo menos probable cuando son

genes cromosomicos.

A pesar de que se ha demostrado la existencia de los genes de resistencia a antibioticos con
anterioridad al uso humano de estos medicamentos (Bhullar et al., 2012), el principal problema
surge ante la posibilidad de que su aumento se deba al mal uso de los antibi6ticos, asi como a

130



Capitulo 3. Introduccion

otras actividades humanas. Las causas mayoritarias son: el incremento del uso de antibiéticos
en medicina y en veterinaria, sobre todo en los paises desarrollados (Van Boeckel et al., 2014);
el uso excesivo de antibidticos en animales para la explotacion ganadera, que contribuye a la
seleccion de bacterias resistentes en la cadena alimentaria (Teale, 2002); y la creciente
contaminacion de antibiéticos provocada por los humanos, que ha favorecido la adquisicion de
resistencias a antibiéticos por la microbiota ambiental (Martinez, 2009). Todos estos escenarios
llevan al aumento de bacterias que actuan como reservorios de genes de resistencias a
antibidticos presentes en elementos genéticos moviles, lo que supone una gran amenaza para la

salud publica.

Por tanto, en el presente capitulo, y tras los ensayos realizados para la caracterizacion
biotecnolégica de las 311 cepas de BAL descritos en el Capitulo 2, aquellas cepas mas
prometedoras se evaluaron en cuanto a propiedades relacionadas con la seguridad y calidad
alimentarias, cubriendo los siguientes objetivos, la mayor parte de los cuales se recogen en el
trabajo de Yépez et al. (2017) (Anexo II): i) determinar las actividades antimicrobianas de una
seleccion de cepas de BAL aisladas de chicha y de tocosh, ii) profundizar en el analisis de la
actividad antimicrobiana de las cepas positivas a partir de extractos libres de células (ELC) iii)
determinar los compuestos antimicrobianos presentes en los ELC positivos, mediante la
extraccién QUEChERS acoplada a la identificacion y cuantificaciéon de los compuestos activos
por cromatografia liquida asociada a la deteccién por espectrometria de masas linear de trampa
idnica (MS-LIT), y iv) determinar el perfil de resistencias a antibiéticos en las BAL asi como la
posible presencia de genes de resistencias a antibidticos en los genomas de las cepas

secuenciadas.
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1. Actividad antifiingica frente a microorganismos alterantes

Se determind la actividad antifungica a un total de 191 cepas (68 provenientes de chicha, 62 de
tocosh y 63 de atole) mediante inoculacion sobre medio sdlido que contenia cada uno de los
cuatro hongos alterantes de alimentos vegetales: Aspergillus oryzae, Aspergillus niger,
Penicillium roqueforti y Meyerozyma guilliermondii, utilizando este ensayo en placa como método

de cribado. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 1-C3 (Tabla 1 del Capitulo 3).

Al comparar las actividades antifungicas de las cepas de BAL en funcion del alimento de origen,
las cepas aisladas de tocosh mostraron una mayor actividad, presentando el mayor nivel de
inhibicién (un halo de mas de 3 cm) en el 35 % de las cepas, mientras que dicha actividad se
observo en el 27 % de las cepas de atole y solo en el 8 % de las de chicha. Las cepas
pertenecientes a las mismas especies, pero aisladas de distintos alimentos, también presentaron
algunas diferencias en su actividad antifungica; los aislados de atole de Lb. plantarum y de P.
pentosaceus mostraron una mayor actividad que las cepas de estas dos especies aisladas de
chicha y, por su parte, las cepas de Lc. mesenteroides aisladas de tocosh presentaron mayor
inhibicion de los hongos estudiados que las cepas de chicha de esta misma especie. Por su
parte, las cepas de BAL que inhibieron al menos a uno de los hongos estudiados pertenecian a
las especies Lb. brevis (100%), Lb. plantarum (100%), W. confusa (100%), Lb. sakei (96.43 %),
P. pentosaceus (94,11%), W. paramesenteroides (92,30%), Lb. casei (90%), E. faecium
(86,67%), Lc. mesenteroides (84,21%) y Lc. pseudomesenteroides (50%).
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Tabla 1-C3. Actividad antifingica de los aislados de BAL de chicha, tocosh y atole contra hongos alterantes

AlimentolEspecie/Cepas A. niger CECTa A. oryzae P. roqueforti M. guilliermondii

2807 CECT 2094NT - CECT 2905NT CECT 1021
Chicha
E. faecium
S4MM7, S4Y8, S5M2, SOMS2, b +
S9Y7, S10MM6, S11Y7
S1Y5a, S1Y6, S3Y2, S3Y5, N
S10Y7, S11Y1
S8MS4, SOIMS1
Lb. plantarum
M2MG4 - + - ++
M5MA1 - +++ ++ ++
M5MA4, M5MGT1, " ) +
M5MG6,MIMG3, MOMG5
M5MG2, M5MM1 - ++
MIMG6, MOMM1 - ++ - +
MOMM2 +
MIMM4 + +
MIMM5 - ++
M9Y2 - ot ) +

Lc. mesenteroides

M2Y6, MBMM2, M8Y1,
M8Y2,S1M5b, S1M7b, S1MS4b, - ++
S4Y1,S5MM5, S5MS3, S10MS7b

M5MA2, M7MM1, M8Y5, MY,
S1Y7b, SAMMS5, S10M4, S11sM5,

S13MM5

M8MG2, MBMGG, S4MS3, " ) N
S4MS4, S5M3

S1M6b - - - +
S1MS2b, STMS6b, S3MS5 - +Ht

S3MM7 - +

S5M5, S5MM6 + ++

MIMG2b, S5MS2, S11sMM1 - ++ - ++
S10MS5b - - - +
P. pentosaceus

S1M4 - "

S11sM1

aCECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo;? -, no inhibicién; +, zona de inhibicién < 1 cm; ++, > 2-3 cm; +++, > 3 cm.
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Tabla 1-C3. Cont.

A. niger A. oryzae P. roqueforti M. guilliermondii

Alimento/Especie/Cepas CECT2807 CECT2004M CECT 2005 GECT 1021

Tocosh

Lb. brevis
3T3R2 - +

Lb. farciminis
T3Y6 - +++ - +

Lb. fermentum

T3M3b

Lb. casei

3T3MS1, 3T3MS2, 3T3MS7, 3T3MS10,
T3MS12

3T3MS11, 3T3MS13, 3T3M2 - ++

3T3M3
3T3R1 : + : +

Lb. sakei

T2M3, T3MM1 - +++ - +
T3Y2, T3Y4, T3M1, T3MS2 - +++

T3Y3, 2T2MS4, 3T1MS1 - +

T3Y7 - - . ++
T3M2, T3MM4 - +++ - ++

T3M7 - +++ ++ +

T3MM2 - - +

T3MS4, T3MS5, T2MM9, 2T2MM10,
2T3Y5, 2T2Y6, 2T3MS3, 2T3MS8

2T1MM5, 2T2M2 - + - +
2T2MM5, 2T3MM10, 2T3MS6, 2T3MS9 - - - +
Lc. mesenteroides

T1M3, T1M4, T1M8, T2Y6, T2M1 - +++ - +
T1M5, T2Y7, T2M4 - +++ - +++

T2Y4, T2MMG, 2T1Y2, 2T1MM3, 2T2M5,

2T2M9, 2T2MS7 * +
T2Y5, T2MM1, T2MS1 - +t

T2MM3 - +H+ ++ +
T2MM5 - ++ - ++
2T1Y7 . ] ] "
2T3Y9 ) + N .
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Tabla 1-C3. Cont.

Alimento/Especie/Cepas

A. niger CECT

A. oryzae CECT
2807 2094NT

P. roqueforti
CECT 2905NT

M. guilliermondii
CECT 1021

Atole

Lb. brevis
A2SY8, A5LMS1

A5LM7
A5LYS

+++

+ +4+

++

Lb. plantarum
ATMM10, A2SMM4, ASLMM9

A2LY9

A9LM2
ATM10
A1TMM4, A3SY3, A4SMM9, A5SMS5

A1M5, A1Y6
A25MS4
A28Y9

A1Y8, AOSMS5
A3LM8

++

++

+++

+ +++
+H+ +++

++ ++

++ +++

+H+ +++

++

++
++
++
++

++

Lc. pseudomesenteroides

A4LY1

A2LMS2

A4LY4

ATMMS, A3LMM4, A3SY8, A5SY8

P. pentosaceus

AILMM1, A4SMS4, AILMS9, A9SM2
A1Y1, A3LMM9

A1IMS4, A3LMM8

A2SMS1, A2SMS6

A4LY2, AOSM7

A4LM10, A3SY6

A4SMS2

++

++
+++

W. confusa
A2LLM9, A3SMS8

A1M9, A2LMM10, A4SM7, ATM2
A4SY2

++
+++

++

W. paramesenteroides
A1TMS10

A1M1, A2LMM8

A3SMS10, A4SMM6
A3SMS3

A25M1, A5SM10

A4LMM9, A4SM10, A9SMM9

A5SM5
A3LM6

++
++ ++
+++ +++

++
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Respecto a los hongos estudiados, se observé que, de forma generalizada, las cepas inhibian el
crecimiento de A. oryzae y de M. guilliermondii, siendo positivas para ambos en su mayoria.
Cabe destacar que la capacidad de inhibir a A. niger fue del 50 % en las cepas aisladas de atole,
del 5 % en las cepas de chicha y no se observd en ninguna cepa de tocosh. Por su parte, la
inhibicion de P. roqueforti solo se ha observado en 7 cepas del total: dos pertenecientes a Lb.
plantarum, una de chicha y otra de atole, dos Lb. sakeiy dos Lc. mesenteroides de tocosh y una
W. paramesenteroides de atole. Entre las cepas de BAL aisladas de cada alimento, muchas
cepas provenientes de atole destacaron por mostrar actividad antagonista frente a tres de los
cuatro hongos estudiados con un nivel alto de inhibicién, asi como una cepa de chicha, Lb.
plantarum M5MA1, y dos de tocosh, Lb. sakei T3M7 y Lc. mesenteroides T2MM3, que mostraron
inhibicion frente a P. roqueforti, A. oryzae y M. guilliermondii. Sin embargo, sélo una de las 191
cepas incluidas en este estudio, Lb. plantarum A3LM8 de atole, fue capaz de inhibir a todos los

hongos ensayados.

2. Actividad antibacteriana frente a patégenos transmisibles por

alimentos

La actividad antibacteriana se determind en 32 cepas (21 de chicha y 11 de tocosh)
seleccionadas en base a los resultados previos de actividad antifiingica, presencia o ausencia, y
resistencias a antibioticos, sensibilidad o resistencia a menos antibioticos (ver apartado 5 del
presente capitulo). Se ensayaron, como modelo, tres patdgenos bacterianos transmisibles por
alimentos, Escherichia coli O157:H7, Listeria innocua y Salmonella Typhi. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 2-C3.

Se observé que todas las cepas, a excepcion de Lb. sakei T3M7, eran capaces de inhibir a los
tres patégenos estudiados. En cuanto a los niveles de actividad, las cepas de E. faecium
inhibieron moderadamente a los tres patdgenos, mientras que los Lc. mesenteroides
procedentes de tocosh y los Lb. plantarum de chicha mostraron la mayor actividad antibacteriana
frente a los tres patdgenos investigados.
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Tabla 2-C3. Actividad antibacteriana de las cepas de BAL seleccionadas contra patégenos bacterianos
transmisibles por alimentos (+, zona de inhibicion < 5 mm; ++, 6-9 mm; +++ 210 mm; -, no inhibicion).

Alimento/Especie/Cenas E. coli O157:H7 L. innocua Salmonella Typhi
P P CECT 59472 CECT 910 CECT 4138
Chicha

E. faecium

S3Y2, S10Y7 +

S11Y1 +

Lb. plantarum

M5MA1 ++4a ++4a 442
MOMG6 +++ab +++a F+4ab
MIMM4 +++a +++4a $+42
MOMM2, MOMM5 +++ +++ F++
MOMM1 ++4ab +++a +++ab
MIY?2 ++2 +4++2 ++4+4a
Lc. mesenteroides

M8MG2 + ++ +++
M8BMG6 + ++ ++
M8MM2 ++ + ++
M8Y1 + + ++
M8Y2, S4MS3, SSMM6 ++ ++ F++
MOMG2b +++a ++a ++4a
S1MS2b ++ + +++
S4Y1 - ++ ++
S5M5 ++ ++ ++
Tocosh

Lb. farciminis

T3Y6 ++ + +++
Lb. fermentum

T3M3b +++a ++4a ++4+4a
Lb. casei

3T3MS2 ++ ++ +++
Lb. sakei

T3Y3 ++ ++ +++
T3M7 - - -
Lc. mesenteroides

T1M3 ++4ab +++4a F++ab
T1M5, T2MM3 ++ o+t F++
T2MM5, T2MM6 +++2 +42 +++a
T2MS1 ++ ++ +++

a Actividad de los ELC

b Pérdida de la actividad tras la hidrdlisis de los ELC

ELC: Extractos libres de células (recuperados de cultivos de 18 h en MRS), neutralizados y concentrados.
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3. Determinacion preliminar de la naturaleza quimica de los

agentes antimicrobianos

Con el objetivo de profundizar en el estudio del potencial antimicrobiano de las cepas de BAL, se
seleccionaron 11 cepas: cinco Lb. plantarum (M5MA1, MAY2, MOMM1, MOMM4, MOMG6), cuatro
Lc. mesenteroides (MOMG2b T1M3, T2MM5, T2MM6), un Lb. fermentum (T3M3) y un Lb. sakei
(T3M7), como representantes de las especies / alimentos / actividad antifingica y antibacteriana,
y se ensayaron sus ELC frente a los hongos toxigénicos A. parasiticus, P. expansum y Fusarium
verticilloides y frente a las bacterias patégenas E. coli O157:H7, L. innocua y Salmonella Typhi.

Los resultados de la actividad de los ELC se muestran en las Tablas 2-C3 y 3-C3.

Los ELC de siete cepas de BAL resultaron efectivos frente a los hongos micotoxigénicos
estudiados; cinco de ellas (Lb. plantarum M5SMA1, MAY2, MOMM1, Lc. mesenteroides T1M3 y
Lb. fermentum T3M3) inhibieron el crecimiento de A. parasiticus, P. expansumy F. verticilloides,
mientras que las otras dos cepas de Lb. plantarum (MOMM4 y MOMG6) inhibieron solo a F.
verticilloides. Las cepas restantes, Lc. mesenteroides MOMG2b, T2MM5 y T2MM6, y Lb. sakei

T3M7 no mostraron ninguna actividad frente a los hongos micotoxigénicos ensayados.

Ademas, se realiz6 el ensayo tras la hidrolisis de los ELC con pancreatina para elucidar si los
compuestos responsables de la actividad antimicrobiana observada, tanto frente a los hongos
micotoxigénicos como a los patégenos bacterianos, tenian naturaleza proteica. La actividad
antifungica no se modifico tras el tratamiento de los ELC con el enzima proteolitico,
observandose los halos de inhibicién antes y después de dicha hidrdlisis. Sin embargo, si que se
observo una pérdida de la actividad antibacteriana de los ELC hidrolizados de tres cepas (Lb.
plantarum MOMG6, MOMM1 y Lc. mesenteroides T1M3) frente a los tres patogenos alimentarios
ensayados (Tabla 2-C3).
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Tabla 3-C3. Actividad antifungica contra los hongos micotoxigénicos detectada en los ELC obtenidos

de las cepas de BAL seleccionadas

A. parasiticus P. expansum F. verticilloides

AlimentolEspecie/Cepas CECT 2681 CECT 2278 CECT 2987

Chicha

Lb. plantarum

M5MA1, MOMM1, M9Y2 + + +
MOMM4 - - +
MOMG2

MOMG6 - - +
Tocosh

Lb. fermentum

T3M3b + + +
Lb. sakei

T3M7

Lc. mesenteroides

T1M3 + + +

T2MM5, T2MM6

ELC: Extractos libres de células (recuperados de cultivos de 18 h en MRS), neutralizados y concentrados.

4. Determinacion y cuantificacion de los compuestos antifiingicos

A continuacion, los ELC que mostraron actividad se analizaron mediante la combinacion de la
extraccion QUEChERS con la deteccidén por LC-MS-LIT, lo que permitié la identificacion y
cuantificacion de hasta 15 compuestos antifungicos. Tres de las siete cepas de BAL con
actividad antifingica (Lb. plantarum M5MA1, MOMG6 y Lb. fermentum T3M3b) producian acidos
fendlicos (Tabla 4-C3). En el caso de Lb. plantarum M5MA1, se identificaron hasta once
compuestos fendlicos en concentraciones que iban desde 2,95 mg/L, para deoxi-hexosido de
cafeoil-hexosa, hasta 90 mg/L, para el &cido fenil-lactico; por su parte, en la cepa Lb. fermentum
T3M3b se identificaron cinco compuestos en concentraciones entre 0,85 mg/L, para el acido
fenil-piravico, hasta 18 mg/L, para el &cido 3,5-Di-O-cafeoil-quinico. En Lb. plantarum MOMG6 se
identificaron diez &cidos fendlicos, siendo la concentracién més baja 0,95 mg/L, para el ciclo-(L-
Tyr- L-Pro), y las mas alta 65 mg/L de acido fenil-lactico. De entre todos los compuestos, el ciclo-
(L-Tyr- L-Pro), el acido fenil-pirtvico, el deoxi-hexosido de cafeoil-hexosa y el &cido 3,5-Di-O-

cafeoil-quinico se detectaron en las tres cepas en concentraciones medias de 5,82, 4,97, 2,82 y
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21,55 mg/L, respectivamente. El acido fenil-lactico fue el compuesto producido en mayor
concentracion, tanto por Lb. plantarum M5MA1 como por Lb. plantarum MOMG6, seguido del
acido 3,5-Di-O-cafeoilquinico, el &cido hidroxicinamico, el &acido quinico y el pentosido de
quercetino. Las concentraciones registradas para otros compuestos fendlicos fueron menores a

20 mg/L en las tres cepas de BAL.

Tabla 4-C3. Compuestos antiflingicos identificados en los ELC obtenidos de las cepas
Lb. plantarum M5MA1 y MOMGB, y Lb. fermentum T3M3b (expresados en mg/L)

Compuestos Lb. plantarum  Lb. plantarum Lb. fermentum
M5MA1 MOMG6 T3M3

Acido fenil-l4ctico 90,00+5,63 65,00+5,13

Acido 3-propanoico 7,5042,24 -

Acido sinapico - 9,50+1,27

2-Desoxicitidina 15,00£3,48 15,50£2,57

Ciclo (L-His-L Pro) 4,45+1,52 _

Ciclo (L-Tyr-L Pro) 6,50+1,84 0,95+0,34 10,00£2,64

Acido fenilpiravico 4,55+1,69 9,50+1,69 0,85+0,25

Acido cis-Caftarico _ 1,3741,28 B

Acido protocatecuico-hexosa _ 1,6540,89 0,95+0,52

Acido cafeico derivado 5,50+1,74 B B

Acido hidroxicinamico derivado 3 24.,00+3,56 3

Quercetina-pentosa 20,00+3,28 _ _

Acido quinico derivado 22,50+3,94 _ _

Cafeoilhexosa-desoxihexosa 2,95+1,21 2,75+1,84 2,75+0,91

Acido 3,5-Di-O-cafeoilquinico 24,1514,27 22,50+£5,32  18,00+5,63

5. Determinacion de resistencias a antibioticos

De las 191 cepas ensayadas, 127 (41 de chicha, 21 de tocosh y 65 de atole) fueron
seleccionadas por presentar actividad antifungica y, como paso previo a su posible aplicacién en

alimentos, se determind la resistencia a antibidticos segun los dictdmenes de EFSA en la
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“International Organization for Standardization” de 2010 ISO 10,932:2010/ IDF 223:2010 (EFSA,
2012). En la Tabla 5-C3 se resumen los patrones de resistencias a antibioticos, en base a los
valores de corte de CMI establecidos por EFSA para cada especie bacteriana y antibiotico.
Mientras que la gran mayoria de las cepas de chicha y tocosh, alrededor del 70% en ambos
casos, eran sensibles a los antibidticos probados, las cepas de atole resultaron ser, en el 90% de
los casos, resistentes, al menos, a un antibiético, siendo sensibles a todos los antibitticos
unicamente 6 cepas de la especie Lb. plantarum. Ademas, las cepas de BAL multirresistentes
(resistentes a dos 0 mas antibidticos) fueron mas del 50% en el caso del atole, encontrandose
cepas resistentes hasta a 5 antibioticos a la vez; sin embargo, las cepas multirresistentes de
chicha y tocosh nunca presentaron resistencias a mas de dos de los antibiéticos probados y eran

una pequefa parte de las cepas analizadas (7% de chicha y 19% de tocosh).

En cuanto a la distribucion de las cepas resistentes por grupo taxondmico, la mayor proporcion
de cepas sensibles a todos los antibiéticos pertenecen al género Lactobacillus, a excepcion de
Lb. brevis 'y Lb. sakei, junto con las cepas de Lc. mesenteroides y E. faecium. Por otra parte, la
mayor proporcion de cepas resistentes a 2 e incluso mas antibioticos, pertenecen a especies del

género Weissella, junto con Lc. pseudomesenteroides y P. pentosaceus.

Las resistencias a antibiéticos detectadas difieren en su frecuencia de aparicion. La resistencia
frente a ampicilina fue la mas extendida entre las cepas de los tres alimentos, siendo la mas
frecuente en las cepas de chicha y tocosh; mientras que la resistencia a tetraciclina fue la mas
frecuente en las cepas aisladas de atole. En cuanto a la distribucion por especie, de los aislados
de E. faecium una sola cepa presentd doble resistencia a vancomicina y a ampicilina. Por su
parte, todos los Lb. brevis presentaron resistencia a clindamicina o a ampicilina, e incluso a
ambos al mismo tiempo; algunos Lb. plantarum presentaron estas mismas resistencias e incluso,
al menos una cepa, también a la tetraciclina, al igual que algunos Lb. sakei. También las cepas
de Lc. mesenteroides fueron en su mayoria resistentes a ampicilina, a excepcion de algunas
cepas de chicha, ya que presentaron, ademas, resistencia a tetraciclina y a kanamicina. Las
cepas aisladas de atole y pertenecientes a las especies Lc. pseudomesenteroides, P.
pentosaceus, W. confusa y W. mesenteroides eran todas resistentes a ampicilina, kanamicina,
cloranfenicol, clindamicina y/o tetraciclina, presentando, en su mayoria, multirresistencias a

dichos antibidticos.
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Tabla 5-C3. Perfil de resistencias a antibiéticos de las BAL seleccionadas de chicha, tocosh y atole.

Alimento/EspecielCepas

Resistencia a antibiotico
Isensibilidad®

Chicha

E. faecium

S3Y2, S8MS4, S9Y7, S10Y7, S11Y1 S
S11Y7 Amp/ Van
Lb. plantarum

M2MG4, M5MA1, M5MA4, M5MG1,

M5MG2, M5MG6, M5MM1, MOMG2, MOMG3, S
MOMG5, MOMG6, MOMM1, MOMM2, MOMM5

MOMM4, MAY2 Amp
Lc. mesenteroides

M5MA2, M7MM1, M8MG6, M8Y1, M8Y5, S
M9Y3, S4Y1, S5M3, S5M5

M8MG2, S4MS3, S10M4, S10MS5b,

S11sMM1, S13MM5 Amp
M2Y6 Tet
S1M5b Amp/ Kan
P. pentosaceus

S1M4 Ery
S11sM1 Amp/ Tet
Tocosh

Lb. brevis

3T3R2 Amp/ Cli
Lb. farciminis

T2Y2 S

Lb. fermentum

T3M3b S

Lb. casei

3T3MS2, 3T3MS7, 3T3MS11, 3T3M2 S
Lb. sakei

T3MM1, T3Y3, 3T1IMS1 S
T3M2 Gen
T3M7 Amp
T3Y4, T3MM4 Amp/ Cli
T3M1 Gen/ Tet
Lc. mesenteroides

T1M3, TIM5, T2Y6, T2MM3, T2MM6 S
T2MM5 Amp
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Tabla 5-C3. Cont.

Alimento/EspecielCepas

Resistencia a antibiotico
Isensibilidad?

Atole

Lb. brevis

A5LMS1, A5LY5, ASLM7 Cli
A2SY8 Amp/Cli
Lb. plantarum

A1M10, A2SY9, A3SY3, AIMM4 Cli
A9LM2, A4SMM9, A1Y8 Amp
A2SMS4 Amp/Cli
A2LY9 Cli/Tet
ATMM10, ASLMM9, A1Y6, AOSMS5, A2SMM4, A1M5 S

Lc. pseudomesenteroides

A4LY1 Chl
A3SY8, A5SY8, A3LMM4 Cli
A4LY4 Chl/Kan
A2LMS2 Amp/Kan/Tet
ATMM5 Amp/Cli/Kan/Tet
P. pentosaceus

A1TMS4, A9SM2 Tet
A4SMS2, A3SY6 Chl
A2SMS6, A2SMS1, ASLMM1, A4LM10, AOSM7 Amp/Tet
A4LY2 Str/Tet
A1Y1, A3LMM8, ASLMM9, A4SMS4, A9LMS9 Amp/Chl/Tet
W. confusa

A4SY?2 Kan
A1TM2 Chl
A4LM6 Chl/Tet
A1M9, A3LM6 Chl/Kan
A2LMM10, AOSMM9, A2SM1, A4SM8, A4LMM9 Chl/Kan/Tet
A2LLM9, A3SMS8 Amp/Kan/Tet

A4SM7, A5SM5

Chl/Cli/Kan/Tet

A5SM10 Amp/Chl/Cli/Tet
A4SM10 Amp/Chl/Cli/Kan/Tet
W. paramesenteroides

ATM1 Cli/Tet
A4SMM6 Chl/Tet
A3SMS10 Amp/Kan/Tet
ATMS10 Chl/Cli/Tet
A3SMS3 Amp/Cli/Kan/Tet
A2LMM8 Amp/Kan/Chl/Cli/Tet

a§, sensible; Amp, ampicilina; Chl, cloranfenicol; Cli, clindamicina; Ery, eritromicina; Gen, gentamicina; Kan,

kanamicina; Str, Streptomicina; Tet, tetraciclina; Van, vancomicina.
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6. Analisis gendmico de las cepas para garantizar la seguridad

alimentaria

Siguiendo las recomendaciones de EFSA sobre caracterizacion de microorganismos que se
pretenden utilizar como aditivos en alimentacién animal o como microorganismos productores
(Guido et al., 2018), se realizo el anélisis genomico de las 14 cepas seleccionadas por poseer
caracteristicas biotecnolégicas interesantes (ver Capitulo 2). En dichos genomas también se
realizé el analisis de seguridad alimentaria mediante la busqueda de genes implicados en las

resistencias a antibioticos.

El programa RGI de CARD predijo el gen aadA de resistencia a los aminoglucosidos
estreptomicina y espectinomicina en todas las cepas y, cuando se indagoé sobre la localizacion
gen aadA en el genoma anotado mediante el servidor RAST, se observo que, efectivamente, se

encontraba siendo el tnico gen del contig (0 acompafiado de un gen de proteina hipotética).
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Discusion

En el presente capitulo se recoge la caracterizacion de los aislados de BAL en cuanto a
propiedades relacionadas con la seguridad alimentaria. El estudio se ha centrado en las cepas
que presentaron las caracteristicas biotecnolégicamente relevantes descritas en el Capitulo 2 y
en la determinacion de sus actividades antimicrobianas, que repercuten en la calidad y seguridad
de los alimentos, y de sus resistencias a antibi6ticos, factor a tener en cuenta por su implicacion

en la salud del consumidor.

Considerando los resultados globales de actividad antifungica, de las cepas de chicha, tocosh y
atole, frente a cuatro hongos alterantes de alimentos, A. oryzae, A. niger, P. roqueforti y M.
guilliermondlii, cabe destacar que la inhibicion generalizada del hongo A. oryzae observada en
este estudio coincide con lo descrito para varias especies de BAL. Entre otras, las actividad
frente a este hongo se ha observado en E. casseliflavus, E. mundtii, Lb. brevis, Lb. plantarum,
Lb. curvatus, Lb. sakei, Lc. mesenteroides, Lc. citreum, P. pentosaceus Lb. casei y Lb.
rhamnosus, aisladas de salvado de trigo (Manini et al., 2016), masas de quinoa (Ruiz-Rodriguez
et al., 2016a) y de amaranto (Ruiz-Rodriguez et al., 2016b), y frutas de Malasia y otros alimentos
fermentados (Muhialdin y Hassan, 2011), lo que coincide con la actividad observada para cepas
Lb. brevis de atole y tocosh y de P. pentosaceus de chicha y atole en el presente estudio. La
actividad frente al hongo A. niger fue la segunda en frecuencia en las cepas estudiadas y
destaco entre los Lb. plantarum aislados de atole, lo que concuerda con el trabajo de
Lavermicocca et al. (2000), en el que caracterizaron nuevos compuestos antifungicos, activos
contra ésta y otras especies fungicas, producidos por una cepa de Lb. plantarum proveniente de
masa acida. Por el contrario, la actividad frente a P. roqueforti se detecté en un bajo nimero de
cepas del presente estudio, de las Lb. plantarum, Lb. sakei 'y Lc. mesenteroides; no obstante, a
estas especies también pertenecen las cepas con actividad frente a P. roqueforti, descritas en

trabajos previos, y aisladas de productos vegetales como la masa de quinoa (Ruiz-Rodriguez et
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al., 2016a), la sémola (Valerio et al., 2009) y el “kimchi’, nombre que reciben un grupo de

vegetales fermentados originarios de Corea (Yang y Chang, 2010).

Como resultado del presente estudio, cabe destacar que disponemos de cepas con actividad
antimicrobiana multiple, frente a los hongos A. niger, A. oryzae y M. guilliermondii, e incluso a los
cuatro hongos estudiados. Dichas cepas pertenecen a las especies Lb. plantarum,
principalmente, y también a Lb. sakeiy Lc. meSenteroides, y presentan un gran potencial para su

aplicacion como bioconservantes.

La actividad antibacteriana ha sido ampliamente descrita para los géneros de BAL estudiados en
el presente trabajo, como Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus, contra los patdgenos
transmisibles por alimentos Listeria spp., Salmonella Typhi y E. coli (Célix-Lara et al., 2014;
Manini et al, 2016). Las especies del género Listeria son ubicuas y se han aislado de una gran
variedad de ambientes alimentarios y plantas de produccion, desde los cuales pueden
introducirse en la cadena alimentaria. Por su parte, la presencia de Salmonella Typhiy E. coli se
ha descrito en algunos casos en trigo y en harinas (Sperber, 2007), asi como en productos que
se consumen crudos (Cizeikiene et al., 2013; Da Silva Felicio et al., 2015), por lo que
representan un continuo peligro para la salud publica. Los resultados de inhibicién de las cepas
de BAL del presente estudio mostraron una extensa actividad frente a los tres patdégenos
ensayados. En cuanto a los compuestos responsables de dicha inhibicion, a pesar de que las
principales moléculas que han sido estudiadas como agentes antimicrobianos son las
bacteriocinas (Vignolo et al., 2012), existen otros metabolitos producidos por las BAL a los que
se les atribuye una fuerte inhibicién del crecimiento de patdgenos alimentarios (Arena et al.,
2016). En comparacién con las bacteriocinas, que son principalmente activas frente a bacterias
Gram posivitas como Listeria, los acidos organicos producidos por las BAL presentan una
actividad antimicrobiana con espectro de accidbn mas amplio. Por tanto, la inhibicion de
Salmonella Typhi y E. coli O157:H7 por cepas de BAL, pertenecientes concretamente a la
especie Lb. plantarum, podria asociarse a la produccién de acidos organicos como describen
Arena et al. (2016).

El anélisis de los ELC tras ser neutralizados, concentrados e hidrolizados con pancreatina reveld
que tres de las cepas ensayadas (Lb. plantarum MOMG6 y MOMM1, y Lc. mesenteroides T1M3)
perdian la actividad contra los patdgenos bacterianos ensayados; este resultado indica que
podria haber ocurrido la degradacién del compuesto antimicrobiano por la pancreatina en el ELC,
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por lo que se puede sugerir la naturaleza proteica del mismo y, por tanto, la produccion de
bacteriocinas u otros derivados proteicos del metabolismo de estas cepas. Por el contrario, la
hidrolisis con pancreatina no modifico la activad frente a los hongos micotoxigénicos A.
parasiticus, P. expansum y F. verticilloides, lo que sugiere que la actividad antifungica de estas
cepas no se debe a compuestos proteicos. No obstante, para aquellos ELC que no perdian s
actividad tras dicho tratamiento, no se descarta la posibilidad de que estén interviniendo
pequefios péptidos no hidrolizados, ya que la mayoria de los péptidos con actividad antifungica
estan compuestos por aminoacidos de cadena corta (Dashper et al., 2007); en este escenario, la
actividad antimicrobiana se derivaria de las interacciones entre los péptidos y la membrana de

los microorganismos diana.

Existen estudios que evidencian las propiedades antimicrobianas de productos fermentados por
BAL frente a distintos hongos micotoxigénicos. Peyer et al. (2016) describieron el control del
crecimiento de Fusarium culmorum durante la fermentacion de un sustrato a base de malta de
cebada, en concreto mediante metabolitos producidos por las cepas Lb. brevis R2D y Lb.
plantarum FST1.7, y la inhibicidn méas fuerte se observd con la primera de ellas, mientras que
con la segunda solo se redujo el crecimiento del hongo. Sin embargo, en el presente estudio,
cinco de las seis cepas de Lb. plantarum inhibieron el crecimiento de F. verticilloides, otra
especie del mismo género. En otro estudio, Gerez et al., 2009 describen el efecto antifingico de
la cepa Lb. plantarum CRL 778 aislada de masa acida, en concordancia con los estudios

anteriores y con los resultados del presente estudio.

El método de extraccion de los compuestos antifungicos utilizado en este estudio, llamado
QUEChERS, fue previamente descrito por Brosnan et al. (2014) como una técnica novedosa para
mejorar la recuperacion de compuestos antifungicos a partir de cultivos de BAL; fue validado en
cepas de BAL que habian mostrado actividad antifungica particularmente elevada,
pertenecientes a las especies Lb. plantarum, Lb. amylovorus y Weissella cibaria. Este método
proporciond un aumento en el nimero de compuestos detectados, tanto conocidos como
desconocidos hasta el momento. Los compuestos detectados se confirmaron por cromatografia
liquida acoplada a un espectrémetro de masas cuadripolar con trampa ionica linear (LC-FTMS),
e incluian 1,2-dihidroxibenceno, &cido DL- p- hidroxi-fenil-lactico, acido 4-hidroxibenzoico, acido-
Di-hidroxicinamico, acido vanilico, acido cafeico, acido 3-(4-hidroxifenil)-propionico, acido fenil-
lactico, acido p-cumarico, acido 3-(4- hidroxi-3-metoxifenil) propanoico, acido benzoico, acido

fertlico, acido salicilico, acido hidroxicinamico, acido metilcinamico, entre otros. En otro estudio,
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la técnica HPLC-UV/DAD se aplicd con éxito para el analisis de compuestos antifingicos
presentes en extractos de masa acida fermentados con la cepa antifungica Lb. amylovorus
DSM19280, lo que permiti6 determinar mayor nimero de compuestos en la masa acida con esta
cepa que en el producto fermentado sin ella (Axel et al., 2015). En un estudio posterior, Peyer et
al. (2016) utilizando el método QUEChERS acoplado a un sistema HPLC-UV/PDA identificaron y
cuantificaron hasta un total de trece acidos fendlicos, entre los que se incluian varios del estudio

anterior.

En el presente estudio y, al igual que en otros trabajos reportados en la bibliografia (Axel et al.,
2015), la especie Lb. plantarum resulté ser la mayor productora de compuestos antifungicos,
siendo el &cido fenil-lactico y el 3-propanoico los producidos de modo generalizado y en mayor

concentracion, coincidiendo con los trabajos de Gerez et al. (2009) y Valerio et al. (2009).

Las cepas de BAL investigadas pertenecientes a las especies Lb. plantarum, Lb. sakeli, Lb. casel,
Lc. mesenteroides y P. pentosaceus son, a priori, buenas candidatas para su aplicacion en
alimentos, ya que estas especies se encuentran incluidas en la lista QPS (Leuschner et al.,
2010). Sin embargo, para garantizar la seguridad del consumidor es necesario determinar el
perfil de resistencias a antibiéticos de cada cepa, aun cuando pertenezca a una especie con el
estatus de QPS. La presencia de BAL en la microbiota de los vertebrados las convierte en
potenciales transmisoras de resistencias a antibiéticos a bacterias patdgenas con las que
pueden compartir el mismo nicho ecoldgico (Robredo et al., 2000). No obstante, se debe
diferenciar entre resistencias intrinsecas y adquiridas. En el caso del género Lactobacillus
aunque se ha descrito como sensible a las penicilinas (Danielsen y Wind, 2003), esta resistencia
fue la encontrada con mayor frecuencia entre las cepas de BAL del presente estudio y, en varias
ocasiones, estaba acompafiada por la resistencia a clindamicina, como es el caso de dos Lb.
brevis de atole y de tocosh, un Lb. sakei de tocosh y un Lb. plantarum de chicha. La resistencia a
la ampicilina en cepas de la especie Lc. mesenteroides del presente trabajo, asi como la
frecuente presencia de resistencias al cloranfenicol y a la tetraciclina en las cepas de W. confusa
y W. paramesenteroides de atole, coincide con los resultados reportados por Jeong y Lee (2015)
sobre las resistencias a antibiéticos de cepas pertenecientes a los géneros Leuconostoc y
Weissella aisladas de kimchi. La alta incidencia de cepas con resistencia a la tetraciclina en las
cepas provenientes de atole esta en concordancia con los resultados del estudio de Gevers et al.
(2003), realizado en cepas de BAL pertenecientes a las especies Lb. curvatus, Lb. reuteri, Lb.
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plantarum, Lb. sakei y P. pentosaceus, entre otras, aisladas del proceso de fermentacion de

salchichas.

Cabe mencionar que el atole analizado se elabord en un &mbito familiar con maiz obtenido de un
mercado local, por lo que se presupone mayor influencia por el uso de antibiéticos. En cambio, la
chicha y el tocosh proceden de elaboraciones realizadas por poblaciones nativas en puntos
geograficamente aislados y con muy poco, o0 ningln, contacto con antibiéticos.
Sorprendentemente, todas las cepas de E. faecium analizadas, excepto una, mostraron
sensibilidad a todos los antibiéticos ensayados. Numerosos estudios en las ultimas décadas han
reportado una alta frecuencia de enterococos resistentes a la vancomicina, aislados de distintos
ambientes, con el consiguiente riesgo que entrafia su potencial en la transmision de estas

resistencias al ser humano a través de los alimentos (Robredo et al., 2000).

El analisis genomico en cuanto a la busqueda de genes de resistencias a antibidticos desveld
que todas las cepas de BAL secuenciadas presentaban el gen aadA de resistencia a los
aminoglucosidos espectinocmicina y estreptomicina. Aunque el primer antibidtico no se
encontraba dentro de la lista establecida por EFSA (2012) y, por tanto, no se determin6 la CMI,
si que fue determinada la CMI para la estreptomicina, pero ninguna de las cepas de BAL
secuenciadas presenté resistencia a este Ultimo antibiético. La bibliografia muestra que el gen
aadA se dispone en “cassettes” y son parte de un gran numero de integrones, plasmidos y
transposones (Ramirez y Tolmasky, 2010). La ultima guia EFSA determina que, aunque la CMI
de una cepa frente a determinado antibiotico sea inferior al corte definido, si se encuentran
genes de resistencia en su genoma, debe evaluarse la posibilidad de su activacién (Guido et al.,
2018). En el presente trabajo, la localizacién aislada del gen aadA, como Unico gen anotado del
‘contig”, impide determinar con certeza la probabilidad de dicha activacion y de su transferencia

horizontal.

En definitiva, las cepas seleccionadas Lb. plantarum M5MA1 y MOMM1 de chicha y Lb.
fermentum T3M3b y Lc. mesenteroides T1M3 de tocosh presentan un importante potencial como
agentes antimicrobianos, inhibiendo bacterias patdgenas transmisibles por alimentos, asi como
hongos alterantes y micotoxigénicos. Ademas, la determinacion de resistencias a antibidticos,
refrendada por el analisis gendmico, sugiere que son buenas candidatas para la aplicacion en

alimentos.
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Las fermentaciones y las conversiones microbianas de las materias primas son cruciales
para la produccion de metabolitos funcionales (De Vos, 2005). En este contexto, las BAL son un
grupo microbiano relacionado con los aspectos funcionales de los alimentos, pero conocido
inicialmente por su papel en los bioprocesos que dan lugar a numerosos productos fermentados.
El crecimiento y la supervivencia en estos ambientes dependen de la capacidad de los
microorganismos para responder a las condiciones cambiantes como la temperatura, el pH, la
congelacion, la disponibilidad de nutrientes, la densidad de poblacion, la presencia de etanol o la
presion osmotica, entre otras (Klaenhammer et al., 2005; Ferrando et al., 2015). Estas
condiciones de estrés también se presentan en los procesos de elaboracion de alimentos
pudiendo afectar significativamente a la viabilidad y/o rendimiento tecnolégico de las BAL
(Ferrando et al., 2015; Capozzi et al., 2016; Laureys, et al., 2017).Todo ello promueve la
prospeccidén de nichos ecologicos para el aislamiento y la caracterizacién de BAL, como
microorganismos de grado alimentario, que presenten propiedades tecnoldgicas y funcionales
interesantes para su explotacién en la formulacion de nuevos alimentos fermentados. El presente
capitulo se centra en la seleccion y aplicacién de BAL productoras de riboflavina, procedentes de
alimentos fermentados andinos, “chicha” y “tocosh”, para el desarrollo de un alimento funcional
bio-fortificado.

Los alimentos funcionales son un sector en auge de la industria alimentaria debido a la creciente
demanda, por parte del consumidor, de alimentos que confieran beneficios para la salud y
reduzcan el riesgo de padecer enfermedades. Las leches fermentadas son las bebidas
funcionales mas populares en la Europa occidental y en Norte-América (Marsh, et al., 2014).
Entre éstas, el yogur es la mejor conocida y aceptada a nivel mundial, asi como el kéfir, que
también llegd a ser muy popular durante el siglo XX debido a su potencial contribucion a la
mejora de la salud en comunidades del Caucaso (De Oliveira Leite et al., 2013). El kéfir es una
bebida de leche acida, viscosa, algo efervescente y ligeramente alcoholica. La base del proceso
fermentativo se encuentra en una combinacion simbidtica de bacterias (varias especies de BAL y

también bacterias acéticas) y distintas levaduras, estando, todos los microorganismos, unidos
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por una matriz polisacaridica conocida como “granos de kéfir’ (Garrote et al., 2001; Bourrie et al.,
2016). En el kéfir de agua, la fermentacion llevada a cabo por el consorcio de bacterias y
levaduras, incluidas, en este caso, en granos de dextrano, se lleva a cabo en agua azucarada
con limon, lo que mejora el sabor y el contenido nutricional. Aunque la composicion del kéfir de
leche puede variar y no esta estandarizado como ocurre en el caso de los cultivos iniciadores
que se utilizan para la produccion del yogur, se sabe que contiene principalmente BAL y
bifidobacterias (Bifidobacterium spp.) (Marsh et al., 2014). En los ultimos afios, algunos trabajos
han desafiado la formulacién de productos llamados “tipo kéfir’ elaborados utilizando matrices
no-lacteas, como la leche de soja (Liu y Lin, 2000), zumo de pulpa de coco (Puerari et al., 2012),
leche de cacahuete (Cui et al., 2013) y zumos de frutas mediterraneas (Randazzo et al., 2016).
No obstante, hasta el momento no hay estudios publicados sobre la produccion de alimentos tipo

kéfir que estén basados en cereales.

Las bebidas funcionales no-lacteas son particularmente atractivas cuando se pretende evitar las
alergias e intolerancias producidas por el consumo de leche y sus derivados, asi como para
reducir el consumo de colesterol o respaldar las dietas alternativas, cada vez mas extendidas
entre la poblacién (Prado et al., 2008; Kandylis et al., 2016). Es el caso de las conocidas bebidas
de soja, avena o arroz, asi como la leche de coco, entre muchas otras. Ademas, las matrices
alimentarias diferentes a la leche pueden proporcionar combinaciones valiosas de antioxidantes,
fibras, minerales y vitaminas, lo cual aumenta los atributos saludables de los productos finales.
De hecho, los productos fermentados basados en cereales tienen una buena cabida en este
campo emergente ya que, entre otras matrices vegetales, son una fuente econdmica y natural de
moléculas prebidticas, como por ejemplo los beta-glucanos (Russo et al., 2016; Pérez-Ramos et
al., 2017). No obstante, se ha determinado una pérdida de vitaminas como la riboflavina durante
la molienda del grano previa a su incorporacion en el procesado de alimentos (Capozzi et al.,
2012). Por ello, en los Ultimos afios se estan abordado numerosos estudios en el campo de la
bio-fortificacion in situ de vitaminas del grupo B mediante el uso de cepas de BAL (Capozzi et al,
2011b; Molina et al., 2012; Juarez del Valle et al., 2014; Laifio et al., 2015).

Una dieta equilibrada, normalmente, aporta la CDR de riboflavina para un adulto, que va desde
0.9 a 1.6 mg/dia (Institute of Medicine, 1998). Sin embargo, estudios recientes han reportado que
la ingestion de la vitamina B2 esta disminuyendo en algunos grupos de la poblacién (Mensink et
al., 2013), dando lugar a riesgo de deficiencias en la vitamina en las personas con edades
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avanzadas (Fabian et al., 2012). De este modo, puede ser recomendable, para grupos

especificos de individuos, una suplementacion de su ingestion diaria de riboflavina.

La riboflavina o vitamina B2 es una vitamina que juega un importante papel en el metabolismo
energético de la célula y se encuentra implicada en distintas reacciones redox, ya que actua
como precursor de los flavin-coenzimas FMN y FAD. El oper6n rib, también estudiado
anteriormente en el presente trabajo (ver Capitulo 2, apartado 3.1), codifica para los enzimas
cataliticos de la sintesis de riboflavina, desde el GTP a ribulosa-5-fosfato; la inspeccién de la
region reguladora de dicho operén reveld una secuencia con la capacidad de plegarse dando
lugar a una estructura de RNA caracteristica y bien conservada evolutivamente, de 140 pb
aproximadamente, conocida como elemento RFN (Abbas y Sibirny, 2011). La funcién reguladora
del elemento RFN se desarrolla mediante la unién directa de su mRNA naciente con el coenzima
FMN, complejo que se conoce como “riboswitch”. Esta estructura es muy importante para la
regulacion del operon de sintesis de la riboflavina, ya que lleva a la formacién de una horquilla
terminadora que atenla la transcripcion del mismo. En cambio, en ausencia de FMN, la
conformaciéon del elemento RFN forma una estructura anti-terminadora que permite la
transcripcion del operon (Winkler et al., 2002). Existen muchos analogos de las flavinas en la
naturaleza y, en concreto, la roseoflavina es un analogo estructural de la riboflavina. La
roseoflavina resulta toxica por ser un precursor de derivados de FMN y de FAD que son inactivos
como coenzimas en la célula (Abbas y Sibirny, 2011) y, ademas, se ha observado que, en cepas
de Bacillus subtilis sensibles a la roseoflavina, ésta se une al “riboswitch” formado entre el FMN y
la regién reguladora RFN, lo que inhibe la transcripcion del operén de sintesis de la riboflavina
(Ott et al., 2009).

Burgess et al. (2006) describieron un método basado en el uso de roseoflavina para la seleccion
de cepas superproductoras de riboflavina de las especies Lb. plantarum y Lc. mesenteroides,
que consistia en exponer la cepa productora al anélogo estructural y aislar las variantes
naturales que presentaban un incremento significativo de produccién de riboflavina. Observaron
que todas las mutaciones analizadas en estas cepas superproductoras se localizaban en la zona
donde se produce el “riboswitch” del elemento RFN, lo que posiblemente estaria impidiendo la
union del FMN-roseoflavina y, por tanto, la atenuacion en la sintesis de riboflavina, obteniéndose
de este modo las variantes de las cepas desreguladas en cuanto a la produccién de la vitamina.
En los casos de mayor superproduccion, este fenotipo se manifiesta por una coloracion

amarillenta del medio de cultivo, procedimiento que ha sido aplicado con éxito en otros trabajos
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(Russo et al., 2014). Recientemente y mediante el uso de roseoflavina, varios autores han
obtenido variantes naturales de cepas de BAL capaces de aumentar significativamente el
contenido de la vitamina en diversos alimentos fermentados, consiguiendo asi la bio-fortificacion

de los mismos (Capozzi et al., 2011b; Juarez del Valle et al., 2014; Russo et al., 2014).

Ademas, el desarrollo de alimentos funcionales debe tener en cuenta el hecho de que, durante la
produccion y almacenamiento de los alimentos, las BAL se encuentran expuestas a condiciones
adversas derivadas de los procesos de elaboracion, que pueden afectar significativamente a su
viabilidad y/o rendimiento tecnoldgico y, por tanto, a su produccién a nivel industrial (Ferrando et
al., 2015; Capozzi et al., 2016; Laureys, et al., 2017). En el presente capitulo, se describe la
caracterizacion tecnoldgica de siete cepas productoras de riboflavina Lc. mesenteroides T1M3
de tocosh, Lb. plantarum M5MA1, MOMG6, MOMM1, MOMM4 y M9Y2 de chicha y Lc. suionicum
MOMG2b de chicha, seleccionadas, ademas, por reunir otras caracteristicas relevantes como
son la actividad degradadora de fitatos (Capitulo 2) o propiedades interesantes relacionadas con
la seguridad alimentaria (Capitulo 3), con el objetivo de determinar aquellas que presenten
mejores aptitudes tecnoldgicas, y obtener su aplicacion en el desarrollo de un alimento funcional
a base de cereales. Los resultados de este Capitulo se recogen en la publicacién Yépez et al.
(2018) (Anexo Il).
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DO 600nm

1. Comportamiento de las cepas de BAL seleccionadas en

condiciones de estrés y frente a distintas fuentes de carbono

Para determinar la idoneidad de las cepas seleccionadas en cuanto a su aplicacién en la industria
alimentaria, se ha estudiado la tolerancia a distintos estreses relacionados con procesos de

produccion de alimentos, asi como su capacidad de crecimiento en distintas fuentes de carbono.

Las condiciones de estrés estudiadas fueron: pH acido (3 y 4), altas temperaturas (37 °C y 42 °C),
bajas temperaturas (10 °C y 20 °C), alta presion osmotica (2% y 4% de concentraciones de NaCl)
y resistencia a la presencia de etanol (8% y 10%). EI comportamiento de las cepas a los distintos
estreses se muestra en la Figura 1 del Capitulo 4 (Fig. 1-C4), en la que se representan los valores
de densidad dptica a una absorbancia A = 600 nm (DOgoonm), €stimados como maximos durante el

ensayo.

a)
pH3
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Fig. 1-C4. Crecimiento de las cepas de Lb. plantarum, Lc. suionicum y Lc. mesenteroides bajo las distintas condiciones de estrés
a: a) pH acido, b) bajas y altas temperaturas, c) distintas concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) (p/v), y d) presencia de
etanol (EtOH) (v/v). El incremento en la DOsoonm S€ muestra en funcion del tiempo (horas) y se monitorizé hasta alcanzar la fase
estacionaria. Los datos expuestos son medias + el error estandar de medidas por triplicado. Los valores de DOsoonm maximas
para cada cepa se obtuvieron mediante el ajuste a la ecuacion de Gompertz (Zwietering et al., 1990). Se realizé un analisis
ANOVA de una via y los valores significativamente mas altos de acuerdo con el test Tukey HSD (a = 0,05) estan marcados con un

asterisco. Se realizd con el software Statistica 7.0.
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En cuanto a las condiciones de pH, el analisis estadistico confirmé que las cepas Lb. plantarum
mostraron las méximas DOgoonm €stimadas a ambas condiciones de pH. No obstante, las cepas
de Leuconostoc MOMG2b y T1M3 no mostraron crecimiento o éste fue muy bajo a los pHs
estudiados (Figura 1-C4 a). Todas las cepas fueron capaces de crecer a las diferentes
temperaturas estudiadas y, en general, las mejores tasas de crecimiento se observaron a 20 °C,
seguidas por 37 °C. Cabe destacar los resultados obtenidos de la cepa Lb. plantarum M5MA1 ya
que alcanzé la maxima DOgoonm €stimada a todas las temperaturas estudiadas, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa a 20 y a 37 °C. Las cepas Lc. mesenteroides TIM3 y Lc.
suionicum MOMG2b no mostraron diferencias significativas con Lb. plantarum M9Y2 a 37 °C, ni
con Lb. plantarum MOMM4 a 20 °C. Por tanto, el crecimiento a una temperatura determinada
dentro de este rango, 20-37 °C, es una caracteristica dependiente de cepa y no de especie.
Como se esperaba, la incubacion a 10 °C disminuyd mucho el crecimiento de todas las cepas
ademas de retardar su fase estacionaria (Figura 1-C4 b). En cuanto al estrés frente a la presion
osmotica, todas las cepas estudiadas fueron capaces de crecer al 2%, y también al 4% aunque
presentaron menor DOgoonm. Lb. plantarum M5MA1 y MOMG6 alcanzaron la maxima DOsoonm
estimada al 2% de NaCl mientras que las cepas del género Leuconostoc mostraron la minima
DOsoonm @ ambas concentraciones de sal (Figura 1-C4 c). El crecimiento en presencia del 8% de
etanol fue entre 2 y 4 veces mas alto que en presencia del 10% de etanol para las cepas de Lb.
plantarum, siendo M5MA1 y MOMM1 las que alcanzaron la maxima DOgoonm €stimada para
ambas condiciones. Sin embargo, las cepas del género Leuconostoc a penas crecieron al 10%
de etanol (Figura 1-C4 d).

Considerando los resultados globales para las condiciones de estrés, Lb. plantarum M5MA1
mostrd la mejor tolerancia a pH &cido, y el mejor crecimiento a un amplio rango de temperaturas,
asi como a distintas concentraciones de sal y de etanol. Ademas, también presento la mayor
Mmax (méxima velocidad de crecimiento) a ambos pHs y a 20, 37 y 42 °C (datos no

representados).

Ademas, se determind el crecimiento en presencia de diferentes fuentes de carbono, glucosa,
lactosa y sacarosa, de las cepas Lb. plantarum M5MA1, MOMG6 y MOMM1, por ser las mas
prometedoras en cuanto a su tolerancia a los distintos estreses estudiados. Los resultados se
muestran en la Figura 2-C4. Cabe destacar que ninguna de las tres cepas fué capaz de crecer

cuando la unica fuente de carbono era la lactosa.
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Fig. 2-C4. Crecimiento de las cepas Lb. plantarum M5MA1, MOMG6 y MOMM1, seleccionadas por su

buena tolerancia a las condiciones de estrés, en medio quimicamente definido con diferentes fuentes de

carbono. El incremento en la ODgoonm S€ muestra en funcion del tiempo (horas) y se monitorizd durante
24ha30°C.
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2. Seleccion de cepas superproductoras de riboflavina y analisis

de la region reguladora RFN

En paralelo a los estudios de evaluacidn de la resistencia a los estreses industriales, las 7 cepas
seleccionadas por producir, de forma natural, las mayores concentraciones de riboflavina, fueron
tratadas con el agente quimico roseoflavina para recuperar mutantes espontaneos
superproductores de riboflavina y conseguir niveles de produccion adecuados para el
enriquecimiento de una matriz alimentaria. Las cepas salvajes de BAL fueron expuestas a la
presion selectiva de la roseoflavina. Tras la exposicion, los cultivos se inocularon en medio solido
y las colonias se subcultivaron en medio libre de riboflavina, como presuntas superproductoras.
El cambio de color del medio de cultivo de blanco a amarillo permiti6 detectar, de forma
cualitativa, el fenotipo de superproduccion de la vitamina, seleccionandose las que presentaron
el color amarillo mas intenso y se designaron afiadiendo “B2” al nombre de la cepas (M5MA1-B2,
MOMG6-B2, MOMM1-B2, MOMM4-B2, MIY2-B2, MIMG2b-B2 y T1M3-B2). Posteriormente, se
determin6 la produccion de vitamina B2, correspondiente a todo el extracto celular, mediante la
cuantificacion analitica por HPLC acoplada a un detector de fluorescencia. Los resultados se

muestran en la Figura 3-C4.
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Fig. 3-C4. Cuantificacion analitica por HPLC de la riboflavina del extracto celular total de los derivados
resistentes a la roseoflavina de las cepas de BAL estudiadas y expresada en mg/L, tras la incubacion a
30 °C durante 48 h. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una via. La comparacion por pares de
las medias se realiz6 mediante el test de Tukey con un nivel de significancia de valores de P <0.05,

usando el software estadistico Past 3.0.

162



Capitulo 4. Resultados

El contenido en riboflavina se encontraba en el rango entre 2,5 y 2,8 mg/L para todos los
derivados de las cepas de Lb. plantarum. Sin embargo, se observo una menor capacidad para la
sintesis de vitamina B2 en los derivados de cepas de Leuconostoc, siendo aproximadamente de

0,5 mg/L para ambas cepas.

A continuacién, se analizaron las secuencias de la region reguladora conocida como elemento
RFN con el objetivo de identificar posibles mutaciones asociadas a la superproduccion de
riboflavina. Este estudio se centré en las cepas de Lb. plantarum por ser mayores productoras,
incluyéndose tanto las salvajes como las derivadas resistentes a la roseoflavina con fines
comparativos. En todos los casos, se observd el cambio de un nucledtido (Anexo ). Los
mutantes espontaneos de Lb. plantarum M5MA1-B2 y MOMM1-B2 mostraron la misma mutacion
en la posicion 19, que consistia en una adenina (A) en vez de una guanosina (G). Mientras que
el mutante espontaneo de la cepa Lb. plantarum MOMGG6-B2 presentaba una citosina (C) en vez
de una A en la misma posicion que las anteriores. Por su parte, se observo la mutacién simple (A
en vez de G) en la posicidn 114 del mutante espontaneo de la cepa Lb. plantarum M9Y2-B2 y en
la posicion 125 de Lb. plantarum MOMM4-B2.

3. Potencial de las cepas de BAL seleccionadas para su aplicacién

en un modelo de alimento funcional vegetal

Como una primera aproximacion para la elaboracion de un alimento vegetal enriquecido en
riboflavina, se evalud el crecimiento de las 7 cepas de BAL Lb. plantarum (M5MA1, MOMGB,
MOMM1 y MOMMA4), Lc. suionicum (MOMG2b) y Lc. mesenteroides (T1M3), en dos matrices de

origen vegetal: leche de soja y leche de avena comerciales.

A continuacion, se escogio la elaboracién de productos “tipo kéfir’ a partir de los cereales avena,
malta y maiz, como modelo de alimento fermentado con el objetivo de conseguir la bio-
fortificacion en riboflavina del mismo mediante la incorporacién de una cepa de BAL
seleccionada. Dicha seleccion se realizo teniendo en cuenta tanto los resultados de tolerancia a
los estreses tecnolégicos estudiados como las cantidades de riboflavina producidas por cada
cepa tras la obtencidn de sus variantes superproductoras de la vitamina.
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3.1 Comportamiento de las cepas de BAL seleccionadas durante la

fermentacion de bebidas basadas en matrices vegetales

El crecimiento de las cepas de BAL en las bebidas comerciales de soja y de avena se muestra

en la Figura 4-C4. Ademas, se realizd la monitorizacion del pH del producto durante la
fermentacion.
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Fig. 4-C4. Monitorizacion del crecimiento de las cepas de BAL seleccionadas en las dos matrices
vegetales estudiadas: a) leche de soja y b) leche de avena, mediante recuento en placas de MRS y
representado como unidades formadoras de colonia (UFC) por mililitro (mL), en funcién del tiempo. Se

partié de un inoculo inicial de 107 UFC/mL y la fermentaciéon se realizé durante 24 h a 30°C.
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Todas las cepas eran capaces de crecer en leche de soja comercial, aumentando de 1 a 2
unidades logaritmicas su densidad en la bebida en las primeras 4 horas de fermentacion vy
manteniendo su viabilidad al menos durante 24 h. Se observo un descenso de pH generandose
un producto similar al yogur y para determinar el final del proceso de fermentacidn se tom6 como
criterio que se alcanzara un valor de pH 4,6 como en el caso del yogur. En el producto derivado
de la leche de soja, las cepas Lc. mesenteroides TIM3 7,5 h y Lc. suionicum MIMG2b
consiguieron la acidificacion en 9 h, seguidas por Lb. plantarum MOIMG6 y M5MA1 que lo

hicieron tras 12 horas de fermentacion.

La leche de avena también permitié el crecimiento de todas las cepas ensayadas. Todas las Lb.
plantarum, excepto M9Y2, superaron una densidad de 10° UFC/mL durante las 8 primeras horas
de fermentacion y, en el caso de Lb. plantarum M5MA1, llegd a aumentar 3 unidades
logaritmicas pasadas las 24 horas. En cambio, las cepas del género Leuconostoc en 8 horas
habian aumentado una unidad logaritmica y media y, solamente Lc. suionicum MOMG2b, llegé a
las 10° UFC/mL al final de la fermentacién. En cuanto a la monitorizacion del pH en la bebida de
avena, con Lc. mesenteroides TIM3 y Lc. suionicum MOMG2b el descenso de pH a 4,6 se
alcanzo en aproximadamente 6 h, mientras que las cepas de Lb. plantarum necesitaron al menos
10 h.

3.2Ensayos de resistencia a condiciones de estrés relacionadas con la

produccion de kéfir

Con el fin de abordar el disefio de un producto fermentado tipo kefir enriquecido en riboflavina,
se seleccionaron las cepas de Lb. plantarum M5MA1, MOMG6 y MOMM1 productoras de
riboflavina por su buen crecimiento en las matrices vegetales y por presentar la mejor tolerancia
a los estreses estudiados. Asi mismo, se evaluaron las cepas superproductoras de vitamina B2,
derivadas de ellas mediante la monitorizacion de su crecimiento en condiciones que simulasen

las del kéfir, en este caso, 2 % etanol, pH 4 y 25 °C, simultaneamente.

Todas las cepas fueron capaces de crecer en las condiciones estudiadas y, ademas, no se
observaron diferencias significativas entre las cepas salvajes y las derivadas superproductoras

de riboflavina. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5-C4.
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Fig. 5-C4. Crecimiento de las cepas seleccionadas de Lb. plantarum (M5SMA1, MOMG6 y MOMM1), y sus
respectivas variantes resistentes a las roseoflavina, bajo las condiciones de estrés relacionadas con la
produccion de keéfir (pH 4, 2 % de etanol y 25°C). Se representa el incremento de la DOgoonm €n funcion
del tiempo (horas) y monitorizado durante 24 h. Los datos mostrados son medias * las desviaciones
estandar como resultado de tres réplica. EI parametro DOsoonm maxima para cada cepa se obtuvo
mediante el ajuste de la ecuacion de Gompertz (Zwietering et al., 1990). Se llevé a cabo el andlisis
ANOVA de una via siguiendo el test de Tukey HSD (a = 0.1).

La cepa Lb. plantarum M5MA1 y su derivada Lb. plantarum M5MA1-B2 fueron las que
alcanzaronn valores de DO mayores, por ello, se seleccion6 esta ultima para inocularse en
combinacion con los cultivos iniciadores comerciales en las fermentaciones de los productos tipo

kéfir basados en cereales y comprobar si era capaz de enriquecerlos en riboflavina.
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3.3 Determinacion de los parametros fisico-quimicos y microbiolégicos del

kéfir de leche y los productos tipo kéfir a base de cereales

Los valores registrados para los distintos parametros fisico-quimicos se resumen en la Tabla.1-

C4.

Tabla 1-C4. Andlisis fisico-quimico del kéfir de leche y de los productos tipo kéfir de cereales elaborados con

estarter de kéfir de agua (a), con estarter de kéfir de leche (b), o co-inoculados () tanto (a) como (b) con la

cepa superproductora de riboflavina Lb. plantarum M5MA1-B2.

Matriz Lot Perdidatotal de CO, Acido lactico Acido acético Viscosidad
(9/25mL)" (g/L)! (g/L)! (cP)?
a 0,40+0,07a* 7,96+0,70a* 0,73+0,07a* 80,0+0,00a*
b 0,04+0,02b 8,77+0,99a 1,01+0,15b 560+56,57b
Leche ap 0,10+0,00ab 5,47+0,17b 1,21+0,09b 440+0,00b
bB 0,10+0,00ab 4,29+0,55b 1,09+0,15b 520+0,00b
C3 0,02+0.00b - 40,0+0,00a
a 0,60+0,04c -0,01+0,01¢ -0,72+0,05d 520+25,00c
b 0,03+0,01d 0,50+0,31¢c -0,73+0,06d 1300+44,00d
Avena ap 0,27+0,00d 1,10+0,13cd -1,11+0,00e 1180+39,00d
bB 0,01+0,00d 2,69+0,75e -0,97+0,00de 1460+26,00d
C 0,04+0,00d - - 680+12,00c
a 1,61+0,07e 0,19+0,04f -1,12+0,28¢ 480+13,0e
b 0,28+0,04f 2,20+0,38gh 1,24+0,16h 860+0,00ef
Cebada P 0,7140,00f 1,60+0,38fgh 0,63£0,00g] 10800,00f
bB 0,12+0,00f 3,04+0,86h 1,04+0,00hi 960+0,00ef
C 0,27+0,00f 1,04£0,07fg 1,3040,00h 600+0,00ef
a 0,230,029 0,48+0,06i -0,8340,09j 820+19.0g
b 0,07+0,01h 2,79+0,26j -0,19+0,01k 1880+0,00h
Maiz ap 0,15+0,00gh 0,66+0,42i 0,32+0,00I 1400+0,00gh
bp 0,05+0,00h 3,44+0,26j 0,21+0,00kl 1520+0,00gh
C 0,08+0,00h 0,93+0,30i 0,560,001l 1400+0,00gh

1La pérdida total de diéxido de carbono (CO,) y los valores de los acidos lactico y acético son el resultado de

la diferencia entre las determinaciones tras 48 h de fermentacion y la medida al inicio de la misma.

2 a viscosidad en centipoise (cP) fue determinada tras las 48 h de fermentacion.

3C, matriz sin inocular.

*Las letras distintas en la misma columna indica que son valores de ANOVA de una via significativamente

diferentes segun el test de Tukey HSD (a = 0,1).
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La produccion de los &cidos lactico y acético, en los tres productos “tipo kéfir’ basados en
cereales y en el kéfir de leche, se determinaron como la diferencia entre la concentracion al final
y al inicio de la fermentacion, y se calculé la pérdida total de CO2 a lo largo de toda la
fermentacion. Ademas, con el objetivo de estudiar las propiedades reolégicas de los productos

elaborados, se determind la viscosidad de los mismos al final del proceso de fermentacién.

Respecto a las diferencias entre los dos tipos de cultivos iniciadores de kéfir utilizados, en el
caso de la produccion de CO. la mayor pérdida de peso correspondid a los productos
fermentados con el estarter de kéfir de agua y, especialmente, en los productos elaborados con
cebada. El mayor contenido en acido lactico se observé en los productos fermentados con el
estarter de leche. Sin embargo, el tipo de cultivo iniciador comercial utilizado no afecté al
contenido en acido acético, siendo la matriz fermentada el factor que parece influir mas en este

parametro.

Ademas, cabe destacar que todos los lotes fermentados con kéfir de leche mostraron un
marcado aumento de la viscosidad con respecto a la matriz correspondiente no fermentada. En
particular, el empleo del estarter de kéfir de leche en leche dio lugar a una viscosidad 14 veces
mayor que el control. Asi mismo, los productos de cereales fermentados con el estarter de kéfir
de leche mostraron mayor viscosidad, con un incremento de mas de 1,5 veces respecto a las

matrices correspondientes sin inocular.

La co-inoculacion con la cepa Lb. plantarum M5MA1-B2 aumenté la concentracién en &cido
lactico en los productos basados en cereales al compararse con las matrices fermentadas con
cualquiera de los dos cultivos iniciadores utilizados, mientras que se observd una reduccion del
contenido en &cido lactico cuando se utilizé leche como matriz a fermentar. En cuanto al
contenido en &cido acético, no se observaron cambios significativos por la adicién de la cepa
superproductora de riboflavina. Cabe destacar que la actividad de la cepa Lb. plantarum M5MA1-
B2 mejoré considerablemente la textura de las matrices co-inoculadas con el estarter de kéfir de
agua, obteniéndose una viscosidad 5 veces mayor en la leche y aproximadamente 2 veces

mayor en los productos tipo kéfir de cereales.

En cuanto a la caracterizacion sensorial, los productos basados en avena y cebada fermentados
con el estarter de kéfir de leche mostraron un aroma agradable y relacionable con productos
lacteos, mientras que los productos obtenidos a base de maiz presentaron un aroma menos

atrayente.
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La caracterizacion microbiologica de los productos fermentados se realiz6 mediante recuento de

microorganismos viables y los resultados se muestran en la Tabla 2-C4.

Tabla 2-C4. Determinacion mediante recuento en placa de las BAL y las levaduras viables en el kéfir de

leche y en los productos tipo kéfir basados en cereales, inoculados con estarter de kéfir de agua (a), de

kéfir de leche (b) o co-inoculados con la cepa superproductora de riboflavina Lb. plantarum M5MA1-B2

(B). Los recuentos se realizaron en muestras tomadas tras 48 h de fermentacion a 25°C.

YPD+cloranfenicol

Matriz  Lote MRS (Log UFC/mL)! (Log UFC/mL)'
a 7,90+0,16 7,66+0,10
b 7,54+0,07 3,16+0,13
Leche ap 8,38+0,25 6,88+0,07
bp 8,05+0,08 2,97+0,02
C2 3,7540,02 2,23+0,08
a 7,28+0,25 7,23+0,21
b 6,91+0,04 3,150,22
Avena ap 8,48+0,12 6,91+0,04
bp 8,25+0,15 3,70+0,15
C 3,98+0,02 4,06+0,23
a 8,37+0,32 8,11+0,22
b 8,30+0,26 3,16+0,26
Cebada ap 8,91+0,09 7,64+0,08
bp 8,91+0,06 1,2610,04
C 4,02+0,02 1,34+0,06
a 8,3110,13 7,87+0,09
b 7,67+0,13 3,27+0,17
Maiz ap 8,62+0,10 8,8110,11
bp 8,71+0,05 2,71£0,16
C 4,13+0,06 2,83+0,08

'Media del Log de las unidades formadoras de colonia (UFC) por mL + desviacién estandar de los

recuentos por triplicado, en el medio MRS para el recuento de BAL y en el medio YPD suplementado con

0,01 g/L de cloranfenicol para el recuento de levaduras.

2C, matriz sin inocular.
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Los recuentos de BAL de los productos elaborados mostraron valores similares entre ellos,
independientemente de la matriz alimentaria analizada, siendo ligeramente mas altos los
recuentos de los co-inoculados con la cepa Lb. plantarum M5MA1-B2. Respecto a los recuentos
de levaduras, comparando con los valores registrados para las matrices sin inocular, en los
productos elaborados con el estarter de kéfir de agua se observd un aumento de
aproximadamente 3 Log UFC/mL; mientras que no se observaron diferencias en los productos
elaborados con el estarter de kéfir de leche, lo que sugiere que la composicion microbiana de

ambos cultivos iniciadores es distinta, al menos en cuanto a levaduras.

3.4. Produccion de riboflavina en los productos tipo kéfir

El contenido de riboflavina, tanto de los productos finales tras la fermentacién como de las

matrices no fermentadas, se muestra en la Figura 6-C4.
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Fig. 6-C4. Cuantificacion de la riboflavina en matrices no fermentadas (barras grises); o en el kéfir de
leche (KL), kéfir de maiz (KM), kéfir de avena (KA) y kéfir de cebada (KC), fermentados con los cultivos
iniciadores comerciales: “a”, kéfir de agua (barras negras), o “b”, kéfir de leche (barras blancas); y co-
inoculadas (B) con la cepa superproductora de riboflavina Lb. plantarum M5MA1-B2 (barras punteadas).
Se realiz6 un analisis ANOVA y los valores con distintas letras son significativamente diferentes de
acuerdo con el test de Tukey HSD (a = 0,05).
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Se detectaron diferencias significativas en el contenido de vitamina B2 de las matrices sin
fermentar, siendo de casi 1 mg/L en leche; de las matrices cereales, sélo la cebada presentaba
una concentracion de 0,2 mg/L y fue indetectable en avena y maiz. Curiosamente, en todos los
lotes de kéfir de leche, incluso en los co-inoculados con Lb. plantarum M5MA1-B2, se detect6
una reduccion del contenido en riboflavina de aproximadamente 0,25 mg/L tras las 48 h de

fermentacién.

Los productos a base de cereales, elaborados tanto con el estarter de kéfir de agua como el de
leche, presentaron niveles de riboflavina similares a las matrices sin inocular excepto en cebada
en que con el estarter de leche disminuyd su contenido. Sin embargo, al co-inocularse con la
cepa superproductora de riboflavina Lb. plantarum M5MA1-B2, se observd un incremento
generalizado de la vitamina. En el kéfir de cebada, el aumento fue de 1,5 veces con respecto al
control (0,32 mg/L) con el estarter de agua, mientras que, en el de maiz, aumentd desde niveles
indetectables hasta 0,5 mg/L con ambos cultivos iniciadores. EI aumento fue incluso mayor en
avena, especialmente con el estarter de leche, con el que se alcanzaron valores superiores a 1,6

mg/L lo que supone un incremento de 2,5 veces.

3.5. Perfil de los VOC de los productos de kéfir elaborados

El perfil de los VOC del kéfir de leche y de los productos tipo kéfir de cereales se determind a lo
largo del proceso de fermentacién mediante monitorizacién continta durante 24 horas, utilizando
la tecnologia PTR-ToF-MS, con el objetivo de elucidar aquellos compuestos que diferenciaban
unos productos de otros y si la adicién de la cepa superproductora de riboflavina afectaba a

dichos perfiles.

Los resultados mostraron que catorce VOC se producian en concentraciones importantes y se
identificaron como responsables de contribuir en el aroma y sabor de los productos elaborados.
Se identificaron tentativamente como: cinco cetonas (2-butanona, 2-pentanona, acetona,
diacetilo y metil vinil cetona), dos aldehidos (acetaldehido y hexanal), dos ésteres (acetoina y
butirato de etilo), dos alcoholes (isobutanol y etanol), dos &cidos carboxilicos (acido acético y
acetato de hexilo) y un compuesto azufrado (sulfuro de dimetilo).

El total de los datos obtenidos se sometieron al PCA (Figura 7-C4) para estimar, de forma
preliminar, el impacto de la diversidad de los VOC asociados, a las matrices estudiadas, a los
cultivos iniciadores utilizados (kéfir de agua y de leche) y a la presencia de la cepa
superproductora de riboflavina. Se observd que las dos primeras componentes principales
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explicaban el 96 % de la variabilidad del conjunto de datos obtenidos de las muestras, siendo la
primera componente sobre la que recae la mayoria de la variabilidad (94 %). De forma general,
se detect6 una evolucidn en el tiempo de los volatilomas asociados a la produccion de kéfir y de
productos tipo kéfir de cereales, especialmente en el kéfir de cebada. Por otro lado, respecto a la
influencia de la cepa of Lb. plantarum M5MA1-B2 en la fermentacion, se han observado
evidencias de un pequefio impacto en el kéfir convencional de leche y en el kéfir de cebada
mientras que tiene un impacto pronunciado en los kéfires de avena y maiz. Particularmente, en
estas Ultimas matrices la co-inoculacion con la cepa superproductora de riboflavina lleva a una
reduccion de la variabilidad de los VOC entre los distintos modelos experimentales, asi como a lo
largo del tiempo, lo que podria sugerir un impacto en las propiedades sensoriales del producto
final. Por tanto, se requiere una evaluacion mas exhaustiva para evaluar si este impacto es

positivo 0 negativo para la aceptabilidad de los nuevos productos elaborados.
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Fig. 7-C4. Representacion del andlisis de componentes principales (PCA) en cuanto a los compuestos
organicos volatiles (VOC) (izquierda) y su distribucion (derecha), considerando todos los productos de
kéfir elaborados y los controles sin inocular durante las 24 h del experimento. Los datos se
transformaron logaritmicamente y se centraron. Las distintas formas geométricas del gréfico de la
derecha indican el cultivo iniciador utilizado: estérter de kéfir de leche (tridngulo), estarter de kéfir de
agua (cuadrado), matrices sin inocular (puntos), y los distintos colores indican gradualmente la

evolucion del tiempo (creciente de azul a rojo).
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Discusion

Los alimentos funcionales constituyen un mercado en expansion ya que pueden ofrecer sus
beneficios a distintos sectores de la poblacién. Los productos lacteos fermentados, como el kéfir,
se encuentran entre los mas populares y reconocidos como bebidas saludables. Sin embargo,
debido a las cada vez mas extendidas intolerancias a la leche, hoy en dia el consumidor
demanda alimentos funcionales fermentados no lacteos, con propiedades saludables similares.
Los cereales son una buena alternativa como matrices fermentables pero, para parecerse
nutricionalmente a la leche, requieren muchas veces de un enriquecimiento en vitaminas. En el
presente estudio, nuestro objetivo fue i) desarrollar nuevas bebidas a base de cereales que
imiten la fabricacion de kéfir y i) mejorar la calidad nutricional de las nuevas bebidas utilizando

cepas de BAL superproductoras de riboflavina.

Estos nuevos productos pueden encajar perfectamente en casos como la dieta tipica de América
Latina, donde, en las Ultimas décadas, se ha observado una baja ingesta de riboflavina
(Bressani, 2000; Berti et al., 2014; Singh et al., 2017). Los principales cultivos de cereales en
América del Sur son el arroz, la avena, la cebada, el sorgo, el trigo y el maiz (Ferrero et al.,
2018). Entre ellos, en el presente estudio se seleccionaron el maiz, por su relevancia, y la avena
y la cebada, como sustratos econémicos con potencial para obtener ingredientes funcionales.
Para las fermentaciones, se utilizaron dos cultivos iniciadores comerciales disefiados para
producir kéfir de leche o kéfir de agua, con y sin la cepa superproductora de riboflavina Lb.
plantarum M5MA1-B2. Aunque en la literatura existen trabajos que describen la elaboracion de
bebidas a base de vegetales utilizando cultivos iniciadores de kéfir (Liu y Lin 2000; Cui et al.,
2013; Puerari et al., 2012; Corona et al., 2016; Randazzo et al., 2016), todavia es muy escasa la
informacién sobre productos tipo kéfir a base de cereales. Estos nuevos productos se han
denominado “productos tipo kéfir’, siguiendo la denominacion de las bebidas basadas en
vegetales tipo kéfir ya que, al igual que en estas ultimas, las fermentaciones se llevaron a cabo

con cultivos iniciadores comerciales que contienen un consorcio complejo de levaduras y
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bacterias responsables de la produccion de kéfir. Los recuentos microbianos obtenidos en el
presente trabajo sugieren que, tanto las bebidas comerciales estudiadas como modelo preliminar
de alimento funcional vegetal (de soja y de avena), como los cereales finalmente escogidos para
la elaboracion de los nuevos productos tipo kéfir, presentan propiedades fermentables que son
comparables a otras de origen vegetal previamente investigadas (Liu y Lin, 2000; Puerari et al.,
2012; Cui et al., 2013; Corona et al., 2016; Randazzo et al., 2016). Los resultados obtenidos
corroboran el potencial de los ingredientes tipo cereales para la formulacion de bebidas
fermentadas similares a los lacteos (Coda et al., 2012; Peyer et al., 2016), un campo de
creciente interés en cuanto al desarrollo de soluciones destinados a sectores especificos de la
poblacion, como son los veganos y las personas con necesidades dietéticas especiales (Makinen
etal., 2016).

En general, el estarter de kéfir de leche mostrd mejor aptitud para producir &cido lactico y para
aumentar la viscosidad en todas las matrices cereales ensayadas. Sin embargo, el tipo de cultivo
iniciador comercial utilizado, no afectd al contenido en acido acético, mientras que si que se
observé una mayor produccidn de este acido en el producto a base de cebada, por lo que dicho
aumento se atribuye al tipo de matriz fermentada. En cuanto a la medida de la pérdida de CO,,
parece relacionada con el tipo de cultivo iniciador, ya que fue mayor en los productos
fermentados con el de kéfir de agua. Este resultado podria explicarse por el mayor recuento de
levaduras obtenido en los productos elaborados con estarter de kéfir de agua, y concuerda con
la identificacion de Saccharomyces cerevisiae en este mismo estarter de kéfir comercial
realizada en el trabajo de Randazzo et al. (2016). En general, el estarter de kefir de leche parece
ser mas apropiado para fabricar bebidas tipo kéfir a base de cereales. Curiosamente, la actividad
de la cepa Lb. plantarum M5MA1-B2 mejoraba el contenido de acido acético en la bebida a base
de maiz y la concentracidn de &cido lactico en el producto a base de avena, ocurriendo también
ligeramente este Ultimo fendmeno en el kéfir de cebada. Ademas, se observo que Lb. plantarum
M5MA1-B2 mejoraba la viscosidad al combinarse con el estarter de kéfir de agua. Por tanto,
nuestros resultados sugieren que esta cepa podria usarse para mejorar el rendimiento del

estarter de kéfir de agua en la elaboracion de bebidas tipo kéfir a partir de matrices cereales.

Respecto al enriquecimiento en vitaminas de productos tipo kéfir, existen estudios en los que se
han utilizado microorganismos para la produccion de otras vitaminas del grupo B (Van Wyk et al.,
2011). Sin embargo, esta es la primera vez que el kéfir y productos similares al kéfir son bio-
fortificados con riboflavina. Para la seleccion de la cepa superproductora, se consider6 que estas
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bacterias deben sobrevivir bajo las condiciones del procesado de alimentos (Serrazanetti et al.,
2009; Laureys et al., 2017) y que el kéfir es una leche fermentada acido-alcohélica (Prado et al.,
2015). Entre las siete cepas de BAL analizadas, se observaron diferencias, tanto entre especies
como entre cepas, en la respuesta a los estreses ensayados. Por ejemplo, las cepas de
Leuconostoc sp. fueron menos tolerantes a la sal (estrés osmético) y al acido que las cepas de
Lb. plantarum, en concordancia con otros resultados previamente reportados en la literatura
(Hammes y Hertel, 2006). Concretamente, estas variaciones en la tolerancia al acido entre Lc.
mesenteroides y Lb. plantarum se asocian a su mayor capacidad para reducir el pH intracelular
en respuesta a una disminucion del pH externo (McDonald et al., 1990). De las cepas de Lb.
plantarum analizadas, Lb. plantarum MSMA1 destacé por su mayor resistencia a todos los

factores de estrés estudiados.

Los niveles de produccién de forma natural de vitamina B2 de las cepas seleccionadas no son
suficientes para el enriquecimiento en la elaboracién de un alimento funcional. El uso la técnica
de presidn selectiva mediante exposicion a roseoflavina, previamente utilizada en Lb. plantarum
y en Lc. mesenteroides (Burgess et al. 2006; Capozzi et al. 2011b; Juarez del Valle et al., 2014;
Russo et al., 2014), permitié la obtencién de mutantes espontaneos que producian de 2 a 3 mg/L
de la vitamina; estas cantidades fueron méas altas que las obtenidas con esta aproximacion y
previamente descritas en la bibliografia, alrededor de 0,9 mg/L en Lactococcus lactis (Burgess et
al., 2004) o0 1,2 mg/L en Lb. fermentum (Russo et al., 2014).

Para asegurar la estabilidad del fenotipo superproductor, se realizd el analisis de las secuencias
de la regién reguladora RFN de los mutantes espontaneos resistentes a la roseoflavina Lb.
plantarum M5MA1, MOMG6, MOMM1, MOMM4 y M9Y2 con respecto a las cepas salvajes. En
todas ellas se observo la presencia de mutaciones puntuales que respaldarian la incapacidad de
formarse el complejo “riboswitch”, entre el elemento RFN y el FMN, impidiéndose la represion de
la expresidn génica del operdn de sintesis de la riboflavina, como se describié en Lactococcus
lactis (Burgess et al., 2004), Lc. mesenteroides y Lb. plantarum (Burgess et al., 2006). Asimismo,
estudios mas recientes coinciden en la asociacién de mutaciones en esta regidn con el fenotipo
de resistencia a roseoflavina (Capozzi et al., 2011b; Russo et al., 2014). Aunque es posible que
se dé la pérdida de las propiedades de algunos mutantes (Wegkamp, 2008), en el caso de los
mutantes espontaneos resistentes a la roseoflavina se ha descrito que mantienen un fenotipo

estable al menos hasta 60 generaciones (Burgess et al. 2006; Capozzi et al. 2011b).
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La seleccion de cepas realizada en el presente trabajo, como Lb. plantarum M5MA1, corrobora la
relevancia y versatilidad de las BAL que poseen propiedades tecnoldgicas, por ejemplo, para su
uso como agentes espesantes (Zannini et al., 2016) y funcionales, como lo es aumentar el
contenido de riboflavina en matrices de cereales (Capozzi et al., 2011b; Russo et al., 2016). No
obstante, nuestros resultados indican que la capacidad de Lb. plantarum M5MA1-B2 para
aumentar el contenido de vitamina B2 en las bebidas esta relacionada con la matriz y el cultivo
iniciador utilizados. Por ejemplo, la fermentacion de leche con cualquiera de los dos cultivos
iniciadores comerciales, kéfir de leche o de agua, y en combinacién con la cepa superproductora
de vitamina B2, producia una reduccién del contenido de riboflavina. En cambio, en cebada, se
detectd un aumento estadisticamente significativo en el contenido de riboflavina entre los
productos obtenidos con los estarter de kefir de leche / agua y los productos correspondientes
obtenidos por co-fermentacion con la cepa superproductora. En maiz y avena, se detectd una
clara superproduccion de la vitamina cuando se utilizé Lb. plantarum M5MA1-B2 en combinacion
con estarter de kéfir de leche o agua. Sin embargo, en el caso de la avena, el fenotipo
superproductor de Lb. plantarum M5MA1-B2 fue extraordinariamente alto cuando se utilizé con el
estarter de kéfir de leche. Por tanto, cabe destacar la importancia de combinar la matriz y el
cultivo iniciador apropiados para optimizar la fortificacion in situ utilizando bacterias
superproductoras de riboflavina. Mediante bio-fortificacion con Lb. plantarum M5MA1-B2, una
porcion de kéfir a base de avena de 100 gramos proporcionaria, aproximadamente, el 11,4% de

la CDR para la vitamina B2.

Finalmente, los resultados del analisis de espectrometria de masas de inyeccion directa PTR-
MS-ToF, realizado por primera vez para caracterizar el contenido de los VOC asociados con el
kéfir clasico y las bebidas tipo kéfir basadas en cereales, mostré diferencias entre ellos tras
utilizar diferentes combinaciones de matriz / estarter / BAL productora de vitamina B2. Aunque ha
sido un estudio preliminar, los resultados obtenidos demuestran el potencial de PTR-MS-ToF en
el monitoreo de bioprocesos aplicado al sector alimentario, ya descrito por algunos autores
(Benozzi et al., 2015; Capozzi et al., 2017). No obstante, la variabilidad detectada entre los
modos experimentales analizados requiere de un estudio complementario sobre sus propiedades
sensoriales, asi como las pruebas de aceptacion por el consumidor que permitiran valorar su

potencial para entrar en el mercado de los alimentos funcionales.
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1. Las 779 cepas de BAL, aisladas de los alimentos tradicionales fermentados de Latinoamérica
e identificadas en el presente estudio, pertenecen a los géneros Leuconostoc, Lactobacillus,
Weissella y Enterococcus, principalmente, dominando las especies Enterococcus faecium,

Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sakei.

2. La caracterizacion biotecnoldgica de 311 cepas seleccionadas, representando las especies
identificadas, ha revelado que, en su mayoria, presentan actividad degradadora de fitatos y
capacidad de producir vitaminas del grupo B, mientras que la capacidad de producir EPS se
limita a cepas de la especie Lc. mesenteroides y del género Weissella, y, del total de cepas

caracterizadas, sélo cinco presentan actividad amilasa.

3. El andlisis gendmico de 14 cepas con caracteristicas destacables ha confirmado su
adscripcion taxonémica en 5 Lb. plantarum, 3 Lc. mesenteroides, 2 Lb. sakei 'y un Lb. fermentum,
y la reclasificacion de 3 Lc. mesenteroides como Lc. suionicum. En cuanto a las rutas
biosintéticas de vitaminas del grupo B, los cuatro genes necesarios para la biosintesis de la
riboflavina estan presentes en todas, excepto en las 2 cepas de Lb. sakei, y los seis genes
necesarios para la sintesis de novo del tetrahidrofolato estan presentes en todas las cepas

excepto en Lc. mesenteroides.

4. Las cepas estudiadas presentan actividad antimicrobiana de forma generalizada frente a
patdgenos bacterianos transmisibles por alimentos, como Escherichia coli O157:H7, Listeria y
Salmonella, y frente a hongos alterantes de alimentos, como Aspergillus oryzae y Meyerozyma
guilliermondii; cabe destacar que muchas de las cepas provenientes de atole presentan,
ademas, una fuerte actividad antifungica frente a Penicillium roqueforti, asi como una cepa de
chicha (Lb. plantarum M5MA1) y dos de tocosh (Lb. sakei T3M7 'y Lc. mesenteroides T2MM3).

5. La utilizacién de extractos libres de células neutralizados ha confirmado la actividad
antibacteriana observada y ha demostrado que 5 cepas poseen, ademas, una fuerte actividad
antifungica frente a los hongos micotoxigénicos A. parasiticus, P. expansum y Fusarium
verticilloides. Los compuestos responsables de la inhibicion producida por Lb. plantarum M5MA1,
MOMGG6 y Lb. fermentum T3M3b, han sido identificados como acidos fendlicos. En el caso de la
actividad frente a los patdégenos bacterianos, en las cepas Lb. plantarum MOMG6 y MOMM1 y de
Lc. mesenteroides T1M3, se ha evidenciado la produccion de compuestos de naturaleza

proteica.

179



Conclusiones

6. La mayoria de las cepas de chicha y tocosh son sensibles a antibidticos mientras que, por el
contrario, practicamente la totalidad de cepas de atole resisten a uno, dos 0 mas antibiéticos,
clasificandose como multirresistentes, y siendo la resistencia frente a ampicilina la més frecuente
en cepas de los tres alimentos. La busqueda de genes de resistencias a antibiéticos, en los
genomas de las cepas secuenciadas, ha revelado que el gen aadA de resistencia a los
aminoglucdsidos se encuentra en todas las cepas, sin embargo, dicha resistencia no se ha
confirmado en los ensayos “in vitro” y no se puede confirmar que se localice en una zona

potencialmente transferible del genoma.

7. Las cepas Lc. mesenteroides TIM3 de tocosh, y Lb. plantarum M5MA1, MOMG6, MOMM1,
MOMM4 y MAY2 y Lc. suionicum MOMG2b de chicha, son las siete seleccionadas por sus
caracteristicas de interés biotecnoldgico, i.e. produccion de riboflavina, actividad degradadora de
fitatos, sensibilidad a antibiéticos y actividad antimicrobiana. De ellas, la cepa Lb. plantarum
MS5MA1 presenta la mejor tolerancia a pH &cido, y el mejor crecimiento en un amplio rango de

temperaturas, asi como a distintas concentraciones de sal y de etanol.

8. Se han obtenido siete mutantes superproductores de riboflavina, mediante tratamiento con el
agente quimico roseoflavina, destacando las cepas de Lb. plantarum que producen entre 2,5y
2,8 mg/L, llegando a niveles de produccion adecuados para la bio-fortificacion de alimentos.
Ademas, el analisis de las secuencias de la region reguladora, conocida como elemento RFN, ha

permitido identificar posibles mutaciones asociadas a la superproduccion de riboflavina.

9. Se ha disefiado un alimento modelo “tipo kéfir’, a base de cereales, demostrandose que su
fermentacién mediante la cepa superproductora de riboflavina, Lb. plantarum M5MA1-B2, en
combinacion con el estarter de kéfir de agua, mejora el proceso de elaboracion, cuando la matriz
es avena 0 maiz, por su aumento en la produccion de acido lactico. Cabe destacar que 100 g del
producto tipo kéfir, obtenido a partir de avena y fermentado con el estarter de kéfir de leche mas

la cepa superproductora, contienen el 11,4% de la CDR de riboflavina.

10. El producto tipo kéfir, obtenido a partir de avena y bio-fortificado en riboflavina, presenta
perfiles de VOC y caracteristicas sensoriales que apoyan su potencial para entrar en el mercado

de los alimentos funcionales.
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Secuencias region RFN

M5MA1_preF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MIMG2_preF
GATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGACC
CGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAAA
ATT

MOMG6_preF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM1_preF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM4_preF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

LpNCDO
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

M5MA1_preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT
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MOMG2_preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMG6_preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM1_preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM4 _preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

M9Y2_preR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

M5MA1_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGATGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

M5MA1_roseoF
CGATTTCTTCGGGGCAGGATGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMG2_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT
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MOMG6_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGCTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMG6_roseoF
CGATTTCTTCGGGGCAGGCTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

M9MM1_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGATGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM1_roseoF
CGATTTCTTCGGGGCAGGATGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAGAA
AATT

MOMM4_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAAAA
AATT

MOMM4_roseoF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTGGATGGGAGAAAAA
AATT

M9Y2_roseoR
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTAGATGGGAGAAGAA
AATT

M9Y2_roseoF
CGATTTCTTCGGGGCAGGGTGCAATTCCCGACCGACGGTAACAACGTAAGTTGAAGTCCGTGAC
CCGCGTGAGCGGTGGACCCAGTGCAAGTCTGGGACCGACAGTATAGTCTAGATGGGAGAAGAA
AATT

*Cambios respecto a la cepa salvaje

213






ANEXO II







Anexo Il

International Journal of Food Microbiology 198 (2015) 9-18

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Food Microbiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro

Pyrosequencing vs. culture-dependent approaches to analyze lactic acid @ ——
bacteria associated to chicha, a traditional maize-based fermented
beverage from Northwestern Argentina

Patricia Elizaquivel ?, Alba Pérez-Catalufia ?, Alba Yépez 2, Cecilia Aristimufio °, Eugenia Jiménez °,

e - id s ; b - 3,5
Pier Sandro Cocconcelli ¢, Graciela Vignolo °, Rosa Aznar **
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