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Resumen

Resumen

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es un aminoacido no proteico con un rol destacado en distintas
funciones fisioldgicas y muy extendido en la naturaleza en plantas y animales. Se cree que, en el
hombre, el GABA tiene efectos beneficiosos sobre la salud y el bienestar. En el sistema nervioso central
actia como el mayor inhibidor del impulso neurotransmisor con funciones calmantes y relajantes.
Ademas, el GABA tiene efectos hipotensores, diuréticos y antidiabéticos. Muchos microorganismos
pueden producir GABA a partir del acido glutdmico, incluyendo diversas bacterias del acido lactico
(BAL). La produccién de GABA por BAL podria utilizarse en el desarrollo de alimentos fermentados
funcionales. En este estudio, inicialmente se analizé la capacidad de produccidon de GABA por cepas
acido lacticas aisladas de leche cruda y productos lacteos tradicionales elaborados con leche cruda sin
cultivos iniciadores. Este ensayo se llevd a cabo en medios de cultivo suplementados con glutamato
monosddico (GMS) al 1% utilizando un método enzimatico (GABasa). Entre las cepas que resultaron
productoras en este ensayo, el estudio se centré en las especies Lactococcus (L.) lactis y Streptococcus
(S.) thermophilus que produjeron >1 mM de GABA. La produccion de GABA se confirmdé mediante
cultivos adicionados del precursor, GMS, seguida de cuantificacion por cromatografia liquida HPLC.
Utilizando cebadores especificos de especie, el gen que codifica la glutamato descarboxilasa (gadB) se
amplificd por PCR en los productores de GABA analizados. Las secuencias de amplicones se
compararon entre si y con las contenidas en bases de datos. Posteriormente, se selecciond un grupo
de cepas productoras de GABA, y se determinaron sus perfiles fenotipicos, tecnolégicos y de seguridad
alimentaria. En cuatro cepas de cada especie se realizo el andlisis del genoma, el cual proporcioné la
base genética de la mayoria de las propiedades fenotipicas analizadas. El operdn que alberga el gen
gadB esta codificado en el cromosoma en todas las cepas y mostrd el mismo contenido génico y el
mismo orden de genes que los reportados, respectivamente, para L. lactis y S. thermophilus. En esta
ultima especie, el operdn esta flanqueado (como en la mayoria de las cepas de esta especie) por copias
completas o truncadas de secuencias de insercién, lo que sugiere una adquisicion mediante
transferencia horizontal de genes. Los genomas de tres cepas de L. lactis y dos de S. thermophilus
mostraron un gen que codifica una proteinasa caseinolitica (PrtP en L. lactis y PrtS en S. thermophilus).
Estas cepas se crecieron en leche formando un coagulo de buena apariencia y un atractivo sabor acido.
También produjeron GABA a partir de GMS en este medio. Se identificaron dos cepas de L. lactis
pertenecientes a la biovar. diacetylactis; estas utilizan el citrato de la leche y producen cantidades
significativas de acetoina. Ninguna de las cepas mostré resistencia adquirida a los antibidticos
ensayados, ni sus genomas albergaban genes de resistencia transferibles, tampoco genes implicados
en toxicidad, virulencia o patogenicidad. En conjunto, los resultados sugerian que las ocho cepas

seleccionadas pueden considerarse candidatas para su uso como cultivos iniciadores o adjuntos para
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la fabricacién de productos lacteos fermentados enriquecidos en GABA. Su utilidad real como
fermentos se comprobd mediante elaboraciones experimentales de leche fermentada (las cuatro
cepas de L. lactis) y de yogur (las cepas de S.thermophilus en combinacidon con una cepa de
Lactobacillus delbrueckii) a partir de leche adicionada de GMS. Sin embargo, para un uso racional de
estos cultivos funcionales, es necesario conocer los mecanismos involucrados en la sintesis y
regulacion de GABA. Por ello, finalmente, se llevd a cabo un analisis transcripcional de los genes gadB
y gadC en la cepa S. thermophilus St 8.1 en condiciones que simulan las de fabricacidn y maduracion
de productos lacteos fermentados. Mediante PCR cuantitativa con transcriptasa inversa (RT-qPCR), se
observd que para la activacion del operdn GAD se requiere un pH inferior a 5,0. Ademas, la expresion
de los genes gad se ve afectada de manera diferente por seiales especificas del entorno: aumenta en

presencia de NaCl y disminuye en presencia de lactosa.
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Summary

v-aminobutyric acid (GABA) is a non-protein amino acid with a prominent role in various
physiological functions. It is widespread in nature, found in both plants and animals. In humans, GABA
is believed to have beneficial effects on health and well-being. In the central nervous system, GABA
acts as the major neurotransmitter impulse inhibitor, providing calming and relaxing functions.
Additionally, GABA exhibits hypotensive, diuretic, and antidiabetic effects. Many microorganisms can
produce GABA from glutamic acid, including various lactic acid bacteria (LAB). GABA production by
LAB can be used in developing functional fermented foods. In this study, we initially analyzed the GABA
production capacity of lactic acid strains isolated from raw milk and traditional dairy products made
from raw milk without starter cultures. This assay was conducted in culture media supplemented with
1% monosodium glutamate (MSG) using an enzymatic method (GABase). Among the strains that
produced GABA in this assay, the study focused on strains of the species Lactococcus (L.) lactis and
Streptococcus (S.) thermophilus that produced >1 mM of GABA. GABA production was confirmed
through cultures with the precursor MSG, followed by quantification via liquid chromatography HPLC.
Using species-specific primers, the gene encoding glutamate decarboxylase (gadB) was amplified by
PCR in the analyzed GABA producers. Amplicon sequences were compared with each other and with
those contained in databases. Subsequently, a group of GABA-producing strains was selected, and
their phenotypic, technological, and food safety profiles were determined. The genome analysis of
four strains of each species provided the genetic basis for most of the phenotypic properties analyzed.
The operon harboring the gadB gene is encoded in the chromosome in all strains and showed the
same gene content and gene order as reported for L. lactis and S. thermophilus. In the latter species,
the operon is flanked (as in most strains of this species) by complete or truncated copies of insertion
sequences, suggesting acquisition through horizontal gene transfer. The genomes of three L. lactis
strains and two S. thermophilus strains showed a gene encoding a caseinolytic proteinase (PrtP in
L. lactis and PrtS in S. thermophilus). These strains grew in milk, forming a well-appearing coagulum
and an attractive acidic flavor. They also produced GABA from MSG in this medium. Two L. lactis
strains belonging to the diacetylactis biovar were identified; these utilize milk citrate and produce
significant amounts of acetoin. None of the strains showed acquired resistance to the tested
antibiotics, nor did their genomes harbor transferable resistance genes, or genes involved in toxicity,
virulence, or pathogenicity. Overall, the results suggested that the eight selected strains can be
considered candidates for use as starter or adjunct cultures for the production of GABA-enriched
fermented dairy products. Their actual usefulness as ferments was tested through experimental
preparations of fermented milk (the four L. lactis strains) and yogurt (the S. thermophilus strains in

combination with a Lactobacillus delbrueckii strain) from milk supplemented with MSG. However, for
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the rational use of these functional cultures, it is necessary to understand the mechanisms involved in
GABA synthesis and regulation. Therefore, a transcriptional analysis of the gadB and gadC genes was
carried out in the S. thermophilus St 8.1 strain under conditions simulating the manufacture and
maturation of fermented dairy products. Using quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR), it
was observed that activation of the GAD operon requires a pH below 5.0. Additionally, the expression
of the gad genes is differently affected by specific environmental signals: it increases in the presence

of NaCl and decreases in the presence of lactose.
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1. Introduccién

La fermentacion es, sin duda, una de las técnicas mds antiguas de conservacién de alimentos y
utilizada por el hombre desde la antigliedad. Constituye una forma sencilla de obtener productos con
caracteristicas sensoriales distintas a las de sus materias primas y propiedades nutritivas mejoradas
(Bourdichon et al., 2012a). Junto a otras fermentaciones alimentarias, la fermentacién de la leche es
una de las mas importantes. La fermentacidon natural o espontanea de la leche se origina por el
desarrollo de diversas especies de bacterias acido-lacticas (BAL), un grupo microbiano que produce
acido lactico como metabolito final a partir de la utilizacién de los carbohidratos (Carr et al., 2002). La
fermentacién espontdnea, con el transcurso del tiempo, se reemplazé por la adicién de fermentos o
cultivos iniciadores. Estos, estan constituidos por una 0 mas cepas de una o varias especies de BAL
cuidadosamente seleccionadas. Los cultivos iniciadores mas tipicos contienen cepas de los géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y del antiguo género Lactobacillus (Rezac et al., 2018). La
diversidad de los productos lacteos fermentados es amplia como consecuencia del empleo de leche
de diferentes especies animales o sus mezclas y diferentes tecnologias de elaboracién y maduracién
(Mayo Pérez, 2010). La tecnologia afecta a las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de los
productos fermentados, y supone una presidn selectiva sobre los microorganismos, inhibiendo a unos
y permitiendo el desarrollo de otros, lo que, en Ultimo término, influye a su vez en las propiedades

sensoriales de los productos fermentados (Montel et al., 2014).

El campo de los productos lacteos fermentados se caracteriza por una constante renovacion de
los productos como consecuencia de una demanda continua por parte del consumidor. En respuesta
a esa demanda, las empresas se involucran en un permanente desarrollo de nuevos tipos de productos
lacteos, nuevas presentaciones, nuevas propiedades sensoriales y productos mas saludables (Montel
et al., 2014). Todo ello exige, también, de nuevos cultivos iniciadores capaces de satisfacer las
expectativas del consumidor y de proporcionar mayor valor afiadido al producto. Por consiguiente, la
identificacion de nuevos biotipos con propiedades diferentes o nuevas combinaciones constituye una
linea prioritaria como factor de competencia en el sector lacteo (van Hylckama Vlieg et al., 2006;

Panda et al., 2018).

1.1. Microbiota de la leche y los productos lacteos

La leche es un alimento con alto valor nutritivo debido a su composicion en macro y
micronutrientes (grasas, proteinas, vitaminas, minerales, entre otros). Estas caracteristicas
nutricionales, sumadas a un pH cercano a la neutralidad, la convierten también en un excelente medio
de cultivo. Los microorganismos presentes en la leche constituyen su microbiota. Esta no es una

entidad fija y constante en el tiempo, sino que varia en funcion, entre otros factores, de las
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condiciones ambientales, de la raza, alimentacidn, salud y bienestar animal, y de las condiciones de
ordefo, transporte y almacenamiento (Figura 1). De modo que, por motivos tecnoldgicos y de
seguridad alimentaria, resulta relevante analizar la composicidén y evolucién de la microbiota de los

productos lacteos (Quigley et al., 2013; Fusco et al., 2020; Mayo et al., 2023).
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Figura 1. Fuentes potenciales de microorganismos presentes en la leche cruda y los productos lacteos. Adaptado de Quigley

et al. (2013).

La microbiota de la leche y los productos lacteos esta constituida por una amplia variedad de
microrganismos procariotas, eucariotas y virus. Uno de los grupos mas importantes de esta microbiota
es el de las BAL, ya que son responsables de la fermentacién y trasformacién de la leche en sus
derivados (queso, yogur, entre otros). Los géneros de BAL mas comunes en la leche incluyen
Lactococcus, Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Leuconostoc, Streptococcus y Enterococcus (Fusco

et al., 2020; Mayo et al., 2023).

La calidad y la vida util de la leche también pueden verse influenciadas negativamente por la
presencia de determinados microorganismos; por ejemplo, las bacterias psicrotolerantes que pueden
proliferar durante la refrigeracién y producir lipasas y proteasas extracelulares que provocan su
deterioro. Ademas, la composiciéon microbiana de la leche puede tener implicaciones relacionadas con
la salud, ya que el consumo de leche cruda contaminada con patégenos puede provocar, en algunos

casos, enfermedades graves (Quigley et al., 2013; Parente et al., 2020).

1.1.1. Bacterias acido lacticas (BAL)
Son un grupo muy heterogéneo de microorganismos que se caracteriza por la produccion de

acido lactico a partir de la fermentacion de carbohidratos. En general, las BAL son bacterias Gram-
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positivas, inmoviles, no esporuladas, no formadoras de pigmentos, variadas morfolégicamente (cocos,
bacilos, cocobacilos), anaerobias facultativas o microaerdfilas, aerotolerantes y son oxidasa y catalasa
negativas. Poseen una capacidad biosintética limitada, por lo que requieren un medio
nutricionalmente rico para su multiplicacién, asi como diversos factores de crecimiento: vitaminas,
aminodcidos, dcidos nucleicos o precursores de los mismos. Este grupo microbiano se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza y cuenta con representantes en diferentes nichos
ecoldgicos, como las plantas, la leche, la carne y las mucosas del hombre y los animales (Carr et al.,

2002).

Los géneros mas tipicos de las BAL son Lactococcus, Lactobacillus (recientemente reclasificado
en 25 géneros diferentes), Leuconostoc, Weissella, Enterococcus, Pediococcus, Carnobacterium,
Vagococcus, Tetragenococcus, Streptococcus, Aerococcus y Oenococcus (Zheng et al., 2020). Todos
ellos, pertenecen al filo Bacillota y orden Lactobacillales y se caracterizan por presentar un bajo
contenido de G+C en sus genomas (entre el 30 y el 50%). De forma frecuente, por encontrarse en los
mismos habitats o por su utilizacién en aplicaciones similares, los géneros Propionibacterium vy
Bifidobacterium se suelen relacionar ocasionalmente entre las BAL. Estos ultimos géneros, sin
embargo, no estan emparentados filogenéticamente con las BAL, pertenecen al filo Actinomycetota y

presentan un contenido de G+C mayor del 50% en sus genomas (Breitenwieser et al., 2020).

Segun el producto final de la fermentacion, las BAL se dividen en dos grupos:
homofermentativas y heterofermentativas; estas ultimas se subdividen en especies
heterofermentativas facultativas y obligadas. Las especies de Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus
y algunos lactobacilos (Grupo ) se consideran homofermentadoras obligadas, debido a su capacidad
de fermentar hexosas casi por completo a acido lactico por la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
mientras que no son capaces de degradar las pentosas (Pessione, 2012). Las BAL heterofermentadoras
facultativas, que incluyen especies de lactobacilos (Grupo Il), degradan hexosas a acido lactico a través
de la via EMP y pueden metabolizar pentosas (y a menudo gluconato), ya que poseen tanto aldolasa
como fosfocetolasa (Felis & Dellaglio, 2007). Las BAL heterofermentadoras estrictas, como
Leuconostoc, Oenococcus, Weissella y algunos lactobacilos (Grupo ll), no pueden utilizar hexosas a
través de la via EMP debido a la falta de la enzima glicolitica fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa. Por ello,
degradan las hexosas por la via del fosfogluconato, produciendo no solo acido lactico como producto
final, sino también cantidades equimoleculares de etanol o acido acético y didxido de carbono
(Pessione, 2012). Estas agrupaciones, sin embargo, no parecen deberse a relaciones evolutivas entre
los grupos estudiadas mediante anadlisis gendmicos (Zhang et al., 2011; Salvetti et al., 2013), sino que
parecen deberse a adaptaciones producidas durante la ocupacion de los diversos habitats en que se

encuentran.
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La principal funcién de las BAL en los productos lacteos es la transformacién de sus
componentes: la lactosa se convierte en acido lactico, las proteinas se descomponen en péptidos y
aminodcidos, y, en menor grado, los lipidos se transforman en acidos grasos libres. Estos procesos
generan compuestos con una mayor biodisponibilidad y de interés organoléptico puesto que
participan en la textura y en el aroma y sabor de los productos (Penna et al., 2015). La rapida
disminucion del pH y la produccién de otros metabolitos, como bacteriocinas y acidos organicos,
hacen que el desarrollo de las BAL tenga ademas un efecto inhibidor sobre el crecimiento de muchos

microorganismos alterantes y patégenos (Arqués et al., 2015).

Algunas cepas de BAL poseen, ademads, propiedades funcionales y por tanto se las considera
microorganismos probidticos, definidos como ‘microrganismos vivos que, administrados en
cantidades adecuadas, confieren un efecto beneficioso en la salud del huesped (ISAPP, 2014). La

mayoria de los microorganismos probidticos pertenecen a los grupos de lactobacilos y bifidobacterias.

Desde el punto de la seguridad, las BAL estan avaladas por el sello GRAS (Generally Regarded
as Safe) de acuerdo con la FDA (US Food and Drug Administration Agency) y por el estatus QPS

(Qualified Presumption of Safety) de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria.

Lactococcus

Es un género que forma parte de la familia Streptococcaceae, constituido por BAL meséfilas que
tienen una temperatura 6ptima de crecimiento de 30°C. Estas bacterias son homofermentadoras y
presentan una forma cocoide, pudiendo encontrarse solas o en pequefias cadenas. Por lo general, no
son patdgenas. Todas las especies que integran este género son capaces de producir acido lactico a
partir de lactosa, glucosa, fructosa, manosa y N-acetilglucosamina. El género incluye en la actualidad
27 especies y 10 subespecies, entre las que se encuentran L. cremoris con las subespecies (subsp.)
cremoris y tructae; L. formosensis con las subsp. formosensis y bovis; L. garvieae con las subsp.
garvieae y bovis; y L. lactis con las subsp. lactis (incluyendo la biovar. diacetylactis) y hordniae (Parte

et al., 2020).

Las especies L. lactis y L. cremoris son las mejor caracterizadas entre todas las BAL debido a su
amplia utilizacién en la industria quesera. Se trata de bacterias relativamente simples, con un genoma
de unos 2,4-2,6 Mbp, y un contenido de G+C del 35%. Un tipo particular de L. lactis subsp. lactis lo
constituye la biovariedad diacetylactis; las cepas de esta variedad se caracterizan por sintetizar
diacetilo, y su forma reducida, la acetoina, a partir del citrato de la leche. Ambos son compuestos
aromaticos que dan lugar al aroma caracteristico de la mantequilla y de diversos tipos de quesos. Las
cepas de la biovariedad diacetylactis tienen una permeasa especifica de codificacion plasmidica que

les permite incorporar citrato a partir del medio (van Mastrigt et al., 2018). Dicho citrato se convierte
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en oxalacetato y acido acético por la accidén de la enzima citrato liasa. Mediante descarboxilacion
enzimatica, el oxalacetato se transforma en piruvato, a partir del cual se forma el compuesto
intermediario a-acetolactato y acetaldehido, y finalmente, a partir de este ultimo, se obtiene el

diacetilo.

Lactobacilos

Los lactobacilos son bacterias meséfilas o terméfilas de morfologia bacilar. El grupo estaba
constituido por unas 260 especies con gran diversidad ecoldgica, fenotipica y genética. Por este
motivo, de forma reciente, el antiguo género Lactobacillus se dividié en 25 nuevos géneros (Zheng et
al., 2020). El tamafio del genoma oscila entre 1,8 y 3,3 Mbp, y el contenido G+C entre 33 y 51%. Las
especies mas utilizadas para la elaboracidn de productos lacteos fermentados son Lactobacillus (Lb.)
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactiplantibacillus (Lpb.) plantarum y

Lacticaseibacillus (Lcb.) casei.

Leuconostoc

Las bacterias del género Leuconostoc son heterofermentadoras estrictas y, como tales,
producen CO,, etanol y acido acético en cantidades equimolares al acido lactico de tipo D (-). Estdn
presentes en leches fermentadas naturales y en el kéfir, y su contribucion al flavor de los productos
permite su uso como componentes en varios cultivos iniciadores meséfilos comerciales. Aunque su
capacidad productora de acido lactico es baja, algunas especies como Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris y Leuconostoc lactis contribuyen a la produccion de diacetilo y otros compuestos
aromatizantes mediante la fermentacion del citrato, de forma similar a como lo lleva a cabo L. lactis

subsp. lactis biovar. diacetylactis (Bjorkroth et al., 2014).

Streptococcus thermophilus

Esta, es la Unica especie del género Streptococcus que se emplea como cultivo iniciador en la
industria. De hecho, tras L. lactis, S. thermophilus es la especie de BAL mds utilizada como fermento
para productos lacteos como yogur y una gran variedad de quesos como Mozzarella, Cheddar,
Parmesano, Emmental, Gruyere, entre otros y, por tanto, la segunda también en importancia desde
el punto de vista econdmico (Fox et al., 2017; Bintsis, 2018). S. thermophilus es una especie
homofermentadora, que produce acido lactico y metabolitos secundarios como el acetaldehido. Es
también una especie terméfila con una temperatura 6ptima de crecimiento alrededor de 42°C.
Evolutivamente, S. thermophilus estd emparentada con la especie patdgena Streptococcus salivarius.
Sin embargo, en la primera, los genes de patogenicidad y virulencia se perdieron durante la reduccion
gendmica que ha tenido lugar en esta especie en su adaptacion a los productos lacteos. Ademas, en

este proceso las cepas adquirieron otros genes de gran importancia para el ecosistema lacteo, como
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algunos para la produccidn de polisacdridos extracelulares (PES), tolerancia al estrés o inmunidad a

bacteriéfagos (Zhao et al., 2023).

1.1.2. Otros tipos bacterianos

Mediante cultivo, en una misma muestra de leche, se llegaron a identificar mds de 125 especies
de 60 géneros distintos que no pertenecen a las BAL, aunque solo 23 presentaron una abundancia
mayor del 1% (Mayo et al.,, 2023). Entre los géneros predominantes se pueden citar, también,
Staphylococcus, Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas, Corynebacterium y Microbacterium. La
gran profundidad de analisis de las técnicas moleculares, permitié detectar otros muchos taxones
minoritarios, algunos no asociados previamente con leche como Marinomonas, Prevotella o
Catenibacterium (Breitenwieser et al., 2020). Gran parte de los microorganismos identificados
exclusivamente mediante técnicas metagendmicas pertenecen a bacterias que crecen en anaerobiosis
o que no se desarrollan con facilidad en los medios de cultivo de uso general. Este es el caso de las
especies de los géneros Bacteroides, Faecalibacterium, Prevotella o Catenibacterium. Por el contrario,
especies de otros géneros, como Paenibacillus, Propionibacterium, Jonesia, Morganella,
Mycobacteriumy Tsukamurella, se detectan Gnicamente tras cultivo (Oikonomou et al., 2020). Lo que
sugiere que, para la caracterizacién de la microbiota de la leche y los productos lacteos, las técnicas
de cultivo y las moleculares son complementarias. Mas alla de su contribucidn a la diversidad, se
desconoce el significado de la presencia de muchos de estos microorganismos minoritarios en relacién

con la seguridad alimentaria o la tecnologia de los productos lacteos (Mayo et al., 2023).

1.1.3. Mohos y levaduras
Diversas especies de mohos y levaduras presentes en el ambiente pueden contaminar la leche,
y algunas pueden desarrollarse en ésta y en los productos lacteos. Su capacidad para metabolizar la

lactosa y otros acidos organicos presentes en la leche, como el acido lactico, citrico y succinico, junto

con sus actividades proteoliticas y lipoliticas, les permite aprovechar los nutrientes de este medio
(Mayo et al., 2021). Ademas, mohos y levaduras toleran niveles bajos de pH y actividad de agua (aw),
son capaces de crecer a bajas temperaturas y en altas concentraciones de sal, condiciones comunes
durante la maduracidon de muchos productos lacteos (Tapia et al., 2020). Los géneros mds comunes
en la leche y sus derivados incluyen especies de los géneros Penicillium, Geotrichum, Debaryomyces,

Kluyveromyces, Pichia, Candida, Yarrowia, Zygosaccharomyces y Saccharomyces (Awasti & Anand,

2020).

En algunos casos, la presencia de mohos y levaduras es beneficiosa, ya que confieren
caracteristicas organolépticas deseables a los productos lacteos. Por ejemplo, diversas levaduras son

esenciales en la elaboracién de productos como kéfir, kumis, viili y otras leches fermentadas del norte
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de Europa y Africa (Irkin, 2019). En los quesos, participan en la degradaciéon del &cido lactico,
desacidificando la pasta y permitiendo el asentamiento y desarrollo de poblaciones secundarias. Sin
embargo, pueden causar diversas alteraciones en los alimentos. Estos microorganismos pueden
producir gas en exceso, cambios de color debido a la sintesis de pigmentos, alteraciones en la textura

por intensa protedlisis, produccidén de aromas indeseados y toxinas (Barbosa et al., 2021).

Las especies de levaduras predominantes en los productos lacteos incluyen Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae, Zygosaccharomyces rouxii, Pichia fermentans, Pichia membranaefaciens y Rhodotorula
mucilaginosa, que contribuyen a los procesos de maduracion mediante sus variadas actividades
enzimaticas. En cuanto a los mohos, especies como Penicillium camemberti y Penicillium roqueforti
son esenciales en la maduracién de quesos tipo Brie, Camembert y quesos azules. Estos mohos son
responsables del aspecto y caracteristicas organolépticas de los quesos, debido a su intensa lipdlisis y
protedlisis. Geotrichum candidum, aunque considerado una levadura, es uno de los mohos lacticos
mas tipicos y consume lactato, favoreciendo el crecimiento de poblaciones secundarias (Awasti &

Anand, 2020; Bates & Clark, 2023).

1.1.4. Cultivos iniciadores y de maduracion

Tradicionalmente, las fermentaciones se llevaron a cabo de forma empirica por la accién de
microorganismos presentes en las materias primas y por la contaminacidén microbiana accidental
procedente del ambiente, de las herramientas empleadas o de los propios productores. La microbiota
natural de la leche presenta una diversidad y composicidn variable, aunque puede, en cierto sentido,
homogenizarse, por los procesos a los que se somete para su higienizacion (Capozzi et al., 2017). Si
bien, para evitar productos finales con caracteristicas poco uniformes, con defectos y alteraciones
organolépticas o problemas de seguridad alimentaria, la fermentacién espontdnea se fue
sustituyendo por la fermentacidn inducida mediante la utilizacidn de cultivos iniciadores o fermentos
afadidos deliberadamente a la leche y que estdn constituidos por una o mas cepas de una o mas
especies microbianas seleccionadas y bien caracterizadas. De esta manera, se incrementa el control
sobre la fermentacién y la seguridad higiénico-sanitaria de los productos fermentados (Garcia-Diez &

Saraiva, 2021).

1.2. Rol de los fermentos en los productos lacteos

La maduracion de productos lacteos es un proceso en el cual los microorganismos presentes
proliferan y, como resultado, desarrollan el sabor y textura caracteristicos del producto final. Este
procedimiento se lleva a cabo en condiciones controladas de temperatura y humedad, en espacios

destinados a tal fin. Durante la maduracién de productos lacteos como el queso, la mantequilla o el
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yogur, las bacterias lacticas presentes en la leche utilizan los azlcares y proteinas presentes,
produciendo acido lactico que actia como conservante natural y contribuye al sabor del producto
final. El tiempo de maduracién varia segun el tipo de producto lacteo que puede ser de dias, semanas
o incluso meses. Durante este periodo, los sabores se desarrollan e intensifican, y la textura del

producto se vuelve mas firme o cremosa, dependiendo del tipo de maduracién (Penna et al., 2015).

1.2.1. Bioquimica de las fermentaciones lacteas

Metabolismo de la lactosa

La lactosa es un azucar presente practicamente solo en la leche y productos lacteos. Es un
disacarido formado por una molécula de glucosa y una de galactosa. Su metabolismo consta de dos
etapas (Figura 2), el transporte del azlcar al interior de la célula y su posterior hidrdlisis (Bintsis, 2018;

Walker & Thomas, 2019).
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Figura 2. Metabolismo de la lactosa en las bacterias acido-lacticas.

La primera fase implica la absorcién de lactosa por la célula bacteriana y la produccion de
monofosfatos de hexosas. Se identificaron dos mecanismos que facilitan el transporte al interior
celular: a) el sistema dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP/PTS), que convierte la lactosa en lactosa-

P para su transporte hacia el interior celular. Dentro de la célula, una fosfo-B-galactosidasa (P-B-gal)
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descompone la lactosa-P en glucosa y galactosa-6-P. Luego, la glucosa se transforma en glucosa 6-P, y
ambos azucares son metabolizados posteriormente. b) el sistema de transporte dependiente de ATP
permite que la lactosa atraviese la membrana en forma directa y sea hidrolizada a glucosa y galactosa
mediante la accion de la B-galactosidasa (B-gal o lactasa). La glucosa se convierte en glucosa 6-fosfato,
y las bacterias que pueden fermentar la galactosa la transforman también en glucosa 6-P a través de
la via de Leloir. Estos dos mecanismos se encuentran en la mayoria de las BAL. Sin embargo, el sistema
de transporte PEP/PTS es mas comun en las bacterias meséfilas homofermentativas, mientras que el
sistema de permeasa prevalece en las bacterias homofermentativas termdfilas, por ejemplo, en
S. thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Estas bacterias del yogur carecen de las enzimas
de la ruta de Leloir, por ende, la galactosa no es hidrolizada, sino que se excreta o se convierte en
polisacéridos, lo cual contribuye a generar la textura cremosa del yogur (Romero del Castillo Shelly &

Mestres Lagarriga, 2004).

En la fermentacidn lactica homofermentativa, la glucosa se convierte a través de la via glicolitica
o la ruta de Embden-Meyerhof, mientras que la galactosa 6-P se incorpora a la ruta de la tagatosa. Las
enzimas cruciales que controlan este proceso incluyen las aldolasas, que facilitan la conversion de
hexosas difosfato en gliceraldehido-3P; la piruvato quinasa (PK), que es fundamental para la
produccidn de piruvato; y la lactato deshidrogenasa (LDH), que cataliza la transformacion de piruvato

en acido lactico. El metabolismo homofermentativo se puede resumir en la siguiente reaccion:
Lactosa + 4 HsPO4 + 4 ADP - 4 acido lactico + 4 ATP + 3 H,0

La actividad de las diversas enzimas involucradas en esta via metabdlica y la sintesis de los
metabolitos adecuados regulan la absorcidn de lactosa por las bacterias, hasta que el aumento de
acidez inhibe el crecimiento de las bacterias lacticas. En el caso de Lactococcus, esto ocurre cuando se
genera entre un 0,6 y 0,9% de acido lactico, mientras que en los lactobacilos homofermentativos, los
niveles criticos se encuentran entre el 1,8 y 2,5% (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga,
2004). Si la acidez no interfiere con su desarrollo, podrian transformar entre el 90 y el 95% de la lactosa
en acido lactico. Este fendmeno se utiliza tecnoldgicamente para generar grandes voliumenes de acido
lactico a partir de Lb. helveticus. La distincion entre el crecimiento y la produccién de acido lactico se
atribuye a las diferentes sensibilidades de las enzimas que participan en las reacciones metabdlicas de
crecimiento y glicélisis, dependiendo de las condiciones del entorno (pH, temperatura) (Romero del

Castillo Shelly & Mestres Lagarriga, 2004).

En la fermentacion lactica heterofermentativa, las BAL no son capaces de fermentar la lactosa
en la primera etapa de la via glicolitica. La acciéon de la glucosa-6-P-deshidrogenasa y la fosfocetolasa

facilita el metabolismo a través de la ruta del 6-P-gluconato. La fosfocetolasa descompone el 6-P-
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gluconato en diéxido de carbono (CO,) y pentosa-5-P, que se transforma posteriormente en
gliceraldehido-3-P y acetil-P. El gliceraldehido-3-P se integra a la via glicolitica, mientras que el acetil-
P se convierte en etanol en ausencia de otros aceptores de hidrégeno. El proceso metabdlico

heterofermentativo se puede expresar mediante la siguiente reaccién:
Lactosa + 2 H3PO4 + 2 ADP = 2 acido lactico + 2 etanol + 2 CO, + 2 ATP + H,0

El 4cido lactico producido durante la fermentacion puede ser de tipo dextrogiro L (+) o levégiro
D (-), en funcion de la enzima bacteriana involucrada, ya sea L- o D-lactato deshidrogenasa. Algunas
bacterias lacticas contienen ambas enzimas, aunque generalmente en proporciones desiguales;
cuando estas proporciones son equitativas, el producto resultante se denomina mezcla racémica (DL).
Alternativamente, ciertas cepas bacterianas pueden generar este tipo de mezcla al poseer la enzima
lactato racemasa, la cual convierte un isémero en otro (Romero del Castillo Shelly & Mestres Lagarriga,

2004).

Protedlisis

Las bacterias lacticas son muy exigentes en cuanto a necesidades nutritivas, y muchas son
auxotréficas para varios aminodacidos; estos los pueden proveer los aminodacidos libres o péptidos de
bajo peso molecular resultantes de la protedlisis. En las bacterias lacticas, el metabolismo proteolitico
se divide en la degradacién de proteinas y, el transporte y la degradacion de péptidos. Este proceso
se inicia con la proteinasa de la envoltura celular (CEP), que degrada las proteinas a oligopéptidos. La
segunda etapa de la degradacién proteica es la transferencia de dipéptidos, tripéptidos vy
oligopéptidos al interior de las células. En bacterias lacticas, se informan tres sistemas de transporte,
transportadores para oligopéptidos (Opp), para dipéptidos vy tripéptidos (DtpP vy DtpT,
respectivamente) y para aminoacidos. Los péptidos, finalmente, se degradan en el interior celular a
aminodacidos por una variedad de peptidasas, que incluyen endopeptidasas, aminopeptidasas,

dipéptidasas, tripéptidasas y peptidasas amino-acido especificas (Wang et al., 2021).

Las bacterias lacticas que no poseen componentes esenciales del sistema proteolitico para
crecer en leche (como las cepas proteinasa negativas, Prt -), necesitan de la presencia de cepas con
esta actividad o que el medio de cultivo posea los metabolitos necesarios para su desarrollo. La
simbiosis de las bacterias del yogur, en parte, se basa en este hecho (Kieliszek et al., 2021). Ademas
de en el crecimiento, algunos aminoacidos (especialmente la glutamina, el acido glutamico y la
arginina) desempefian un papel importante en la adaptacion de las bacterias lacticas al medio acido.
El NH3 liberado durante la desaminacion de los aminoacidos puede aumentar el valor del pH dentroy

fuera de la célula, protegiéndola asi del estrés acido. Finalmente, los aminoacidos son el sustrato mas
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importante para la formacion de una gama numerosa y variada de compuestos de aroma y sabor, los

cuales se forman a través de numerosas reacciones catabolicas (Cadwallader & Singh, 2009).

Lipdlisis

Un proceso bioquimico esencial durante la maduracion de productos lacteos, y particularmente
en la produccién de algunos tipos de quesos es la lipdlisis. Este, implica la degradacién enzimética de
los triacilglicéridos presentes en la grasa de la leche, produciendo acidos grasos libres (AGL), glicerol,
e intermediarios tales como monoacilglicéridos y diacilglicéridos. Los AGL, por si mismos, son
compuestos aromatizantes (por ejemplo, en los quesos de leche de cabra). Pero, ademas, pueden
reaccionar con alcoholes o grupos sulfhidrilos libres para formar ésteres vy tioésteres,

respectivamente, o actuar como precursores de otros compuestos como las lactonas (Bintsis, 2018).

1.2.2. Aumento de la vida util y mejora de la seguridad alimentaria

La vida util de un alimento se define como el tiempo finito después de su produccién en
condiciones controladas de almacenamiento, en las que no habra una pérdida apreciable de sus
propiedades fisico-quimicas y sensoriales, ni sufrirda un cambio en su perfil microbiolégico que pueda
causar deterioro o afectar a la salud de los consumidores. Un alimento logra alcanzar su estabilidad
microbioldgica después de que es expuesto a técnicas de conservacién, simples o multiples, para
eliminar, reducir o prevenir el crecimiento microbiano. Sin embargo, mas alld de contribuir a la
transformacion de la materia prima en los alimentos fermentados, la presencia de microorganismos
en los alimentos no siempre representa una amenaza, sino que desempeiian diferentes roles (Carrillo

Inungaray & Reyes Munguia, 2014).

Produccion de bacteriocinas

La bioconservacidn es una metodologia que aumenta la vida util y mejora la seguridad de los
alimentos utilizando una microbiota natural o controlada y/o sus productos antimicrobianos
(Rendueles et al., 2022). Las bacteriocinas son péptidos de origen proteico que se generan
principalmente a través del metabolismo de ciertas BAL. A concentraciones reducidas, estos péptidos
demuestran eficacia en la inhibicion de microorganismos. Las BAL productoras de bacteriocinas,
ademas de su capacidad para iniciar procesos de fermentacion, tienen el potencial de ser empleadas
como conservantes biolégicos, lo que sugiere que podrian sustituir a los conservantes sintéticos en el
futuro (Rendueles et al., 2022; Gholami-Shabani et al., 2023). La pediocina, sintetizada por cepas de
Pediococcus acidilactici, se destaca por su notable capacidad para inhibir el crecimiento de
Listeria monocytogenes, lo cual la posiciona como una bacteriocina de significativo potencial para la
conservacioén de productos lacteos, vegetales y carnicos. Por otra parte, la nisina, una bacteriocina de

tipo lantibidtico producida por cepas de L. lactis subsp. lactis, es una de las mas estudiadas debido a
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su potente accién contra bacterias Gram positivas como Listeria monocytogenes y Staphylococcus

aureus (Bautista & Barrado, 2023).

1.2.3. Alimentos funcionales

En los ultimos anos, el ser humano mostrdé un interés continuo por comprender cémo la
alimentacion y la nutricién influyen en la salud, lo que llevé a buscar estrategias que mejoren el
bienestar y la calidad de vida de la poblacidn a través de la dieta. En este contexto, se desarrolld y
comercializd un nuevo concepto en la industria alimentaria: los “alimentos funcionales”, que se
convirtieron en una tendencia global, debido a su capacidad para incorporarse rapidamente al
mercado (Villamil et al., 2020). Los alimentos funcionales son aquellos que, ademas de sus
propiedades estrictamente nutricionales, proporcionan algun beneficio adicional que contribuye al
mantenimiento o mejora del estado de salud (Katan & De Roos, 2004). La funcionalidad se puede
alcanzar de tres formas: (i) la eliminacién o reduccion de un componente perjudicial, (ii) el incremento
en la concentracion o biodisponibilidad de un componente indispensable o (iii) la adicién de un
componente saludable que no estd presente en el alimento original. Tanto en Europa como en
Argentina, aunque no existe definicidon legal de “Alimento Funcional”, el concepto se encuentra
instalado en los mercados, de manera que el consumidor acepta y demanda alimentos con estas

propiedades.

1.2.4. Elaboracion de productos lacteos funcionales y produccién de sustancias bioactivas

En el dmbito de la industria alimentaria, la creacién de productos lacteos funcionales gané gran
relevancia. Numerosos productos lacteos se publicitan con alegaciones de salud, tales como leches
descremadas, sin lactosa, enriquecidas en compuestos bioactivos (vitaminas, calcio, esteroles
vegetales, entre otros). En los productos fermentados la funcionalidad se promueve, en muchos casos,
por la actividad bioldgica de los microorganismos que participan en la fermentacion (Bourdichon et
al., 2012b). La seleccidn de cultivos con propiedades funcionales especificas permite también el

desarrollo de alimentos con nuevas propiedades (Montel et al., 2014).

Un aspecto clave en el desarrollo de alimentos funcionales es la producciéon de sustancias
bioactivas, que pueden aportar beneficios adicionales a los alimentos. La produccion de estas
sustancias cobrd una relevancia creciente en los Ultimos afios debido a su potencial para mejorar la
salud humana y su aplicacion en diversas industrias, incluyendo la alimentaria, farmacéutica y
cosmeética (Biesalski et al., 2009). Entre estas sustancias, los exopolisacéridos, los péptidos bioactivos,
el acido linoleico conjugado (CLA) y el acido gamma-aminobutirico (GABA) destacan por sus

propiedades funcionales y beneficios para la salud.
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Exopolisacdridos (EPS)

Los EPS son polisacdridos secretados al medio exterior por una variedad de microorganismos,
incluidos bacterias y hongos. Estos compuestos se asocian a multiples propiedades funcionales,
incluyendo efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Abarquero et al., 2022). Desde el punto de vista
tecnoldgico, tienen la capacidad de actuar como agentes emulsificantes y gelificantes. Estas
propiedades son aprovechadas en la produccién de derivados lacteos fermentados, en particular en
la produccidn de yogurt, queso y crema fermentada, entre otros. Los EPS contribuyen a la textura,
reologia, sabor, percepcién sensorial y estabilidad final del producto (Korcz & Varga, 2021). Los
géneros bacterianos como Leuconostocy diversos géneros de lactobacilos son ampliamente conocidos
por su capacidad para sintetizar EPS. Ademds de sus propiedades tecnolégicas, se describieron
propiedades funcionales asociadas a los EPS, como en el caso de los EPS producidos por
Lacticaseibacillus (Lcb.) rhamnosus GG, que mostraron efectos beneficiosos para la salud intestinal.
Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH, la concentracidon de sustratos y la
presencia de nutrientes especificos, juegan una funcion crucial en la produccidn y las caracteristicas

de los EPS (Li et al., 2020; Riaz Rajoka et al., 2020).

Péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son fragmentos de proteinas (2-20 aminodcidos) con diversas
funcionalidades bioldgicas; algunos ejercen efectos positivos sobre la salud. Se obtienen
principalmente a través de la digestion enzimatica de proteinas o mediante métodos de fermentacion
utilizando microorganismos. Los péptidos derivados de la leche, los cereales y las legumbres son de
especial interés, dado que demostraron tener propiedades antihipertensivas, antioxidantes vy
antidiabéticas (Korhonen & Pihlanto, 2006). Investigaciones recientes enfatizan el potencial de los
péptidos bioactivos en la modulacion del sistema inmune, asi como en la mejora de la salud
cardiovascular. La produccion de estos péptidos a través de fermentacidon controlada ofrece una
ventaja sustancial, permitiendo la obtencion de alimentos con actividades bioactivas (Nongonierma &

FitzGerald, 2016).

Acido linoleico conjugado

El 4cido linoleico conjugado (conjugated linoleic acid; CLA) es un término quimico que abarca a
los isémeros del acido octadecadienoico con enlaces dobles conjugados. Esta mezcla de isémeros
posicionales y geométricos del acido linoleico se encuentra naturalmente en rumiantes y productos
lacteos. En las ultimas décadas, el CLA captd considerable atencidn debido a sus beneficios bioldgicos
y fisioldgicos, tales como propiedades anti-obesidad, anti-cardiovasculares, anti-diabéticas,
anticancerigenas y anti-inflamatorias. Estos beneficios convirtieron al CLA en un tema de investigacion

destacado en los ultimos afios. De forma especifica, cada isomero de CLA muestra una actividad
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bioldgica distinta; por ejemplo, el 110, c12-CLA es eficaz para el control de peso, mientras que el c9,
t11-CLA es mas eficiente en la prevencion de cancer (Li et al., 2023). La produccion de CLA se puede
llevar a cabo mediante la isomerizacién del acido linoleico que se encuentra en productos lacteos y en
la carne de rumiantes. Investigaciones recientes exploraron el potencial de microorganismos como
L. lactis y Bifidobacterium spp. para la conversién de dacidos grasos en isomeros de CLA, lo que

representa un nuevo enfoque biotecnolégico de produccidn (Azari et al., 2022; Mileriene et al., 2023).

1.3. Acido gamma-aminobutirico (gamma aminobutyric acid - GABA)

Este compuesto es un aminoacido no proteico sintetizado a partir del acido glutamico (Figura 3).
La transformacién del acido glutamico en GABA se lleva a cabo por la enzima glutamato descarboxilasa

(GAD) utilizando fosfato de piridoxal (la forma activa de la vitamina B6) como cofactor (Yogeswara et

al., 2020).
2 GAD
» - +  @=0=0
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Figura 3. Reaccion de descarboxilacién del acido glutamico para la produccion de GABA mediante la enzima glutamato
descarboxilasa GAD.

En el sistema nervioso central de los humanos, el glutamato (excitador) y el GABA (inhibidor)
son unos de los principales neurotransmisores del impulso nervioso. La inhibicién del impulso
generado por el GABA disminuye el estrés y mejora el suefio, actuando como un tranquilizante
(Hepsomali et al., 2020). Ademas, el GABA modula la funcién renal y disminuye la presion arterial, lo
cual dota al compuesto de propiedades diuréticas e hipotensoras (Ngo & Vo, 2019). Algunos de estos
efectos se demostraron en ensayos clinicos aleatorizados (Inoue et al., 2003; Shimada et al., 2009;
Pouliot-Mathieu et al., 2013), lo que respalda la posible influencia beneficiosa del GABA en la salud y
el bienestar de los consumidores. Estas actividades del GABA suscitaron mucho interés de la industria
por la posibilidad de desarrollar alimentos funcionales enriquecidos con este compuesto bioactivo

(Essa et al., 2023).

1.3.1. Fisiologia del GABA

El GABA es un inhibidor de la transmisidn nerviosa y su funcién es clave en el sistema nervioso
central (SNC) de los mamiferos. Su presencia ubicua en el cerebro y la médula espinal sugiere que casi
todas las neuronas liberan GABA, expresan receptores GABA o estan inervadas por neuronas que lo

hacen. Por lo tanto, es probable que la mayoria de las funciones cerebrales impliquen al GABA como
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un neurotransmisor de gran importancia, ya que participa en el 40% de las sinapsis de vertebrados
adultos. Una vez liberado en la sinapsis, el GABA se une a los receptores especificos GABAx
(ionotropicos) y GABAg (metabotrdpicos), modulando la excitabilidad neuronal y promoviendo efectos
inhibitorios sobre la transmision sindptica. Esta funcidn es critica para el equilibrio del sistema
nervioso, asi como en procesos como la regulacidn del ciclo sueno-vigilia, la reduccién de la ansiedad

y la modulacion del dolor (Bormann, 2000; Meldrum, 2000).

Existen evidencias que sugieren que los suplementos orales de GABA llegan al cerebro en
concentraciones capaces de ejercer efectos bioldgicos en humanos y animales que afectan al estado
de dnimoyy a las actividades del sistema nervioso central (Johnston & Beart, 2024). Por ejemplo, en un
estudio reciente, un ensayo aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, se demostré que 75
mg de GABA oral favorecian el suefio en pacientes con insomnio (Yoon et al., 2022). La presencia de
GABA en el intestino por la accién de la microbiota intestinal o tras el consumo de alimentos y bebidas
enriquecidas, podria contribuir indirectamente a través de las funciones y trastornos mediados por el
eje intestino-cerebro, incluyendo la depresién y la ansiedad, y los trastornos inflamatorios y

cardiovasculares (Breit et al., 2018).

1.3.2. Productos lacteos fermentados enriquecidos en GABA

El GABA se encuentra presente en varios productos alimenticios fermentados, incluidos los
productos lacteos, donde su produccion es resultado de la actividad metabdlica de diferentes
microorganismos durante el proceso de fermentacién. Estos productos no sdlo son fuente de
nutrientes, sino que también pueden contribuir a la salud mental y fisica de sus consumidores

mediante la mejora de los niveles de GABA en el organismo (Sun et al., 2022).

Las caseinas tienen una alta concentracién de acido glutamico, por lo que el aminoacido
precursor de GABA es abundante en leche. En los productos lacteos fermentados, se puede producir
GABA si se dispone de acido glutdmico libre y microorganismos (cultivos iniciadores, adjuntos o
microbiota contaminante) con actividad descarboxilasa del aminoacido (Nomura et al., 1998; Dhakal

et al., 2012; Franciosi et al., 2015).

Con el aumento del interés en los beneficios para la salud asociados con el GABA, surgieron
productos lacteos fermentados enriquecidos especificamente con este neurotransmisor. Estos, son
formulados mediante la adicidn de cultivos bacterianos productores de GABA y la suplementacidn con
glutamato. Se reportaron mejoras en el bienestar mental y reduccion de la ansiedad en consumidores
de estos productos (Galli et al., 2022). El uso como cultivos iniciadores y/o adjuntos de BAL

productoras de GABA permitiria ademas una produccion concomitante a la fermentacién, generando
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de forma natural productos lacteos funcionales enriquecidos en GABA (Siragusa et al., 2007; Diana et

al., 2014; Linares et al., 2016).

1.3.3. BAL productores de GABA
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Figura 4. Produccién de GABA por bacterias acido-lacticas (BAL) a partir de la descarboxilacion del acido glutamico
introducido en la célula bacteriana por el antiportador (codificado por el gen gad(C) y transformado por la accion de la enzima

glutamato descarboxilasa (codificada por el gen gadB). Adaptado de Cotter & Hill, (2003).

La actividad GAD se detecté en numerosas especies de BAL (Figura 4), como L. lactis,
Levilactobacillus (Lvb.) brevis, Lcb. paracasei, S. thermophilus, y muchas otras (Siragusa et al., 2007,
Diana et al., 2014; Renes et al., 2017). La sintesis de GABA parece dotar a los microorganismos de una
mayor resistencia a pH 4cido, como el que se encuentra en muchos alimentos fermentados (queso,
yogur, leche fermentada, cereales fermentados, entre otros) (Sanders et al., 1998; Su et al., 2011;
Sezgin & Tekin, 2023). En ciertas BAL, la descarboxilaciéon de aminoacidos parece estar acoplada a la
biosintesis de ATP, por lo que la conversidn de acido glutamico en GABA proporcionaria a las células

de una energia extra que pueden utilizar para su crecimiento (Higuchi et al., 1997).

Lvb. brevis es un microorganismo conocido por su capacidad para producir GABA a partir de
glutamato durante la fermentacidn y se aislé de diversos alimentos fermentados, especialmente de
productos de soja y vegetales (Cui et al., 2020). Su uso en la fermentacidon de productos lacteos
demostré que su inclusion puede aumentar significativamente los niveles de GABA en el producto
final (Zotta et al., 2022). L. lactis, ampliamente utilizado en la elaboracion de productos lacteos
fermentados, también puede sintetizar GABA, lo que contribuye a aumentar el contenido de este

compuesto bioactivo en los productos elaborados (Galli et al., 2022). S. thermophilus, utilizado en la
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produccion de yogur y otros productos lacteos, demostrd ser capaz de producir GABA. La
fermentacién de la leche con cepas productoras aumenta el contenido de GABA en los productos

fermentados (Carafa et al., 2019; Han et al., 2020).

1.4. Bioquimicay genética de la produccién de GABA por BAL

La capacidad de produccion de GABA se identificd en muchos grupos microbianos, incluidas
especies y cepas de BAL (Siragusa et al., 2007). Como tal, se detectd la presencia de genes gad en
cepas de L. lactis, S.thermophilus y diferentes especies de lactobacilos, como Lvb. brevis,
Leb. paracasei, Lb. delbrueckii, entre otros (Yunes et al., 2016; Wu & Shah, 2017; Valenzuela et al.,
2024). Los genes gad de las BAL se localizan principalmente en el cromosoma bacteriano y se

organizan en una estructura similar a un operén.

1.4.1. La enzima glutamato descarboxilasa (glutamic acid decarboxylase - GAD)

Esta enzima en L. lactis y S. thermophilus tiene una masa molecular de 52,3 y 54,0 kDa,
respectivamente, y muestra su maxima actividad a un pH de 4,3 y 4,7, respectivamente (Sanders et
al., 1998; Lu et al., 2008). En L. lactis, la GAD esta codificada por un solo gen (gadB), que forma parte
de un operén (gadRCB) que incluye dos genes opuestos corriente arriba, que codifican,
respectivamente, un antiportador GABA-glutamato (gadC) y un regulador transcripcional (gadR)

(Sanders et al., 1998; Nomura et al., 2000).

1.4.2. El operdn de GABA

El operdn gad en L. lactis es parte de un reguldn de estrés acido y la inactivacién del gen gadB
o gadC da como resultado una supervivencia celular reducida a pH bajo (Sanders et al., 1998; Nomura
et al., 2000). Genes equivalentes a los de L. lactis codifican la enzima GAD vy el antiportador en
S. thermophilus (Sezgin & Tekin, 2023). Sin embargo, el orden de los genes en el operén de esta Ultima
especie estd invertido (gadBC) y el gen que codifica el regulador esta ausente (Lu et al., 2008). Ademas,
en S. thermophilus el operén gad estad flanqueado por secuencias derivadas de transposones vy
secuencias de insercidn, lo que sugiere una adquisicidn reciente por transferencia horizontal (Nomura

et al., 2000; Lu et al., 2008; Somkuti et al., 2012).

En las BAL, el operdn comprende cominmente el gen que codifica la glutamato descarboxilasa
gadB, y a los genes gadC y gadR (Sarasa et al., 2020; Yogeswara et al., 2020). Sin embargo, la
composicion genética y la organizacién estructural de los operones en las especies y cepas de BAL son
variables. Algunas especies de BAL tienen un solo gen gad que codifica a la enzima GAD, como en
S. thermophilus y L. lactis (Valenzuela et al., 2024). En contraste, otras especies poseen dos genes gad

(gadA y gadB), como se informa para Lvb. brevis, o incluso tres genes, como para Enterococcus avium
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(Gu et al., 2021; Wu & Shah, 2017). Cabe destacar la ausencia del gen gadR en los operones GAD de
S. thermophilus, Lpb. plantarum y Bifidobacterium adolescentis (Yunes et al., 2016; Valenzuela et al.,
2019, 2024). Independientemente del orden, los genes gadB y gadC siempre se detectaron contiguos
dentro del operén GAD, a excepcion de las cepas de Lpb. plantarum en las cuales se ubican en sitios
alejados del cromosoma (Yunes et al., 2016). Ademas de los genes especificos gad, en los operones
de algunas BAL se encuentran otros genes, como en Limosilactobacillus reuteri que contiene el gen
gls3 que codifica una glutaminasa implicada en la conversion de glutamina en glutamato (Li et al.,

2020).

1.4.3. Regulacién de la produccién de GABA por BAL

En los ultimos afios, varios estudios abordaron el uso de cepas de BAL productoras de GABA
para el desarrollo de productos enriquecidos con GABA, centrandose en el cribado y la aplicacidn de
cepas con propiedades tecnoldgicas deseables y alto rendimiento en la produccidon de GABA (Linares
et al., 2016; Carafa et al., 2019; Redruello et al., 2021; Zhu et al., 2024). En estos estudios se observé
que la produccién de GABA estd notablemente influenciada por las condiciones de fermentacion, tales
como la fuente de carbono, la concentracion de glutamato, el estrés salino, la temperatura, el pH,
entre otros (Mazzoli et al., 2010; Chen et al., 2018), proponiéndose condiciones éptimas de indculo,
temperatura y tiempo de incubacién para maximizar la produccién de GABA (Chen et al., 2018; Carafa
et al., 2019). Sin embargo, la respuesta a estos factores pareciera ser dependiente de cepa; por
ejemplo, la adicion de piridoxal-5-fosfato (PLP), un cofactor esencial en la reaccién de
descarboxilacidn, aumenta la produccidn de GABA en algunas cepas (Chen et al., 2018), mientras

disminuye la produccién de GABA en otras (Villegas et al., 2016).

A pesar de que se conoce la estructura génica del operdn GAD y de que la produccidon de GABA
se ve influenciada por factores que concurren en el ambiente lacteo, hoy en dia los mecanismos que
regulan la produccion de GABA en cepas de BAL sigue siendo bastante limitado. Este hecho, restringe
actualmente el uso eficiente de cepas productoras de GABA como cultivos iniciadores en la

elaboracidn de productos lacteos enriquecidos en GABA.
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1. Contexto y objetivos

En la actualidad, los consumidores prestan mucha atencién a la relacion entre alimentacién y
salud, estando dispuestos a comprar y consumir alimentos y bebidas que mejoren su bienestar y salud.
Como consecuencia, el mercado de alimentos con propiedades beneficiosas para la salud humana, los
denominados alimentos funcionales, ha experimentado un crecimiento notable en los ultimos afios.
El acido y-amino butirico (GABA), producido por la descarboxilacion del aminoacido L-glutamico, es un
compuesto con propiedades beneficiosas y, por ende, con un gran potencial para el desarrollo de
alimentos que impacten positivamente en nuestra salud. Por tanto, los productos lacteos enriquecidos
en GABA podrian considerarse alimentos funcionales. El GABA actua en el cuerpo humano como un
tranquilizante, reduciendo el estrés, disminuyendo la presidn sanguinea y modulando la funcién renal.
La incorporaciéon de GABA en yogures, leches fermentadas y quesos responde a una creciente
demanda del consumidor por alimentos que no solo aporten nutrientes, sino que también contribuyan

a una vida mas saludable.

En el contexto actual, la investigacion sobre los alimentos lacteos enriquecidos en GABA se ha
intensificado, impulsada por la creciente prevalencia de trastornos relacionados con el estrés y la
ansiedad en la poblacién global. Diversos estudios han explorado métodos para aumentar los niveles
de GABA en productos lacteos, utilizando fermentaciones especificas con bacterias productoras de
GABA, principalmente de la especie Levilactobacillus brevis, o bien mediante la suplementacién con
GABA de forma exdgena. Ademas, la aceptacién del consumidor y el marketing de estos productos
saludables y funcionales estan en aumento, lo que representa una oportunidad significativa para la
industria lactea. Sin embargo, aln se requieren mas investigaciones para estandarizar los procesos de
produccién y evaluar de manera exhaustiva la sintesis y la biodisponibilidad del GABA en estos
productos, asi como abordar de manera rigurosa los beneficios de los productos enriquecidos y las

posibles barreras regulatorias para sacar los productos al mercado.

En este contexto, el objetivo general de esta Tesis es la seleccion de BAL productoras de GABA
para el disefio de cultivos iniciadores que puedan utilizarse para el desarrollo de derivados lacteos
fermentados enriquecidos de forma natural en GABA. El objetivo general se espera alcanzar mediante

la consecucion de los objetivos especificos que se indican a continuacion:
OBIJETIVO 1.- Identificar y seleccionar cepas de BAL productoras de GABA.

OBIJETIVO 2.- Caracterizar las propiedades bioquimicas, tecnoldgicas y de seguridad de las cepas

productoras de GABA.
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OBIJETIVO 3.- Ensayar experimentalmente las cepas productoras de GABA en la elaboracion de

productos lacteos.

OBIJETIVO 4.- Estudiar los mecanismos reguladores involucrados en la produccion de GABA.
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3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos, medios y condiciones de cultivo

Como fuente de aislados de L. lactis y S. thermophilus se utilizaron 24 muestras de leche cruda
de vaca procedentes de diferentes zonas de la region de Asturias (norte de Espafia). Los
microorganismos mesdfilos se aislaron a partir de muestras de leche cruda. Para la recuperacién de
microorganismos termofilos, se utilizd leche coagulada de manera tradicional, obtenida tras la
pasteurizacién (40 mL) a 63°C durante 30min y posterior incubacién durante una noche a 42°C. De
cada muestra de leche se seleccionaron al azar, 5 aislados representativos de las distintas morfologias
provenientes de cada grupo de mesodfilos y termofilos. Los aislados purificados se cultivaron en medio
liquido, y tras 24 h las células se recuperaron por centrifugacion, se resuspendieron en medio fresco
suplementado con glicerol al 20% (v/v) como agente crioprotector y se mantuvieron a -80°C hasta su

uso.

En este trabajo de tesis doctoral también se utilizaron 262 cepas de BAL proporcionadas por el
Grupo de Cultivos Lacteos Funcionales (IPLA-CSIC) y del Grupo de Biotecnologia Microbiana para la
Innovacion Alimentaria (IMIT-UNNE) de sus colecciones institucionales, que habian sido aisladas de
diversos productos lacteos tradicionales. El origen de las diferentes especies y el nimero de cepas se
muestra en el ANEXO I, Tabla 1. Como cepas de referencia, se utilizaron algunas depositadas en la
coleccién belga de microorganismos (Belgian Coordinated Collections of Microorganisms, Laboratory

of Microbiology Ghent University - BCCM/LMG).

En diferentes etapas del trabajo se emplearon los siguientes medios de cultivo: para el
aislamiento o recuento de BAL mesd&filas y termdfilas Plate Count Skimmed Milk Agar (PCMA; Merck)
y M17 (Formedium, Hunstanton, Reino Unido) suplementado con glucosa o lactosa, ambos al 0,5%
(p/v) (GLM17); para el crecimiento rutinario de lactococos, lactobacilos, leuconostoc y estreptococos
se emplearon los medios M17 suplementado con glucosa al 1% (p/v) (GM17), de Man, Rogosa y Sharpe
(MRS; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), Elliker (Biokar Diagnostics, Francia) y M17 adicionado con
lactosa al 1% (p/v) (LM17), respectivamente; el medio Mueller-Hinton (MH; Merck, Darmstadt,
Alemania) y MH suplementado con lactosa al 1% (p/v) (MH-L) para el ensayo de resistencia a
antibiodticos en L. lactis y S. thermophilus; medio de fermentacidn para microorganismos fecales (Fecal
Fermentation Broth, FFB) (Fooks & Gibson, 2003); y, finalmente, un medio minimo quimicamente

definido (CDM; Otto et al., 1983) para los ensayos de andlisis transcripcional.

Las soluciones empleadas de forma habitual para preparar las diluciones fueron: solucién salina
NaCl 0,9% (p/v), solucion Ringer (Merck), diluyente de maxima recuperacién (Maximun Recovery

Diluent, MRD; Merck) y tampdn fosfato salino (Phosphate Saline Buffer, PBS; Oxoid). La composicion

25



Materiales y métodos

guimica de los medios de cultivo y las soluciones anteriormente relacionadas se muestran en el ANEXO

3.2. Mediciones de pH, densidad bacteriana y viabilidad
El pH de los cultivos bacterianos se midié con un pHmetro Crison (ICT, Madrid, Espafia). El
crecimiento celular se estimé midiendo la densidad éptica a una longitud de onda de 600 nm (DOgoonm)
en un espectrofotdmetro (Jenway Genova Bio; Madrid, Espafia). Para la determinacion de la viabilidad
celular, se prepararon diluciones decimales seriadas de los cultivos en solucién Ringer vy, a
continuacién, se sembraron 100 pL de cada dilucidn por duplicado en la superficie del mismo medio
de cultivo con agar (1,5% agar). Tras el indculo, las placas de cultivo se incubaron en las condiciones

Optimas para cada microrganismo (ANEXO I, Tabla 1).
3.3. Deteccion y cuantificacion de GABA

3.3.1. Método enzimatico de deteccién con GABasa

La produccion de GABA se analizd inicialmente por el método de la GABAsa segun describen
Tsukatani et al. (2005). Este método se basa en el cambio de absorbancia causado por la conversién
de NADP*"a NADPH, como consecuencia de la actividad de una mezcla de las enzimas y-aminobutirato
glutamato aminotransferasa y succinato semialdehido deshidrogenasa (GABase; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) en presencia de GABA y a-cetoglutarato. El GABA se detecté y cuantificd midiendo
el incremento de absorbancia a 340 nm en los cultivos bacterianos en medio MRS, GM17, LM17 o
Elliker suplementados con un 1% p/v (=60 mM) de glutamato monosddico (GMS; Sigma-Aldrich)
después de 48 h de incubacion. La produccion de GABA se estimd a partir de la comparacién de los
valores obtenidos con las curvas de calibracién construidas con concentraciones variables de GABA en

los medios de cultivo y condiciones utilizados durante el ensayo (ANEXO I, Figura 1).

La cuantificacidon del GABA se basa en las reacciones siguientes:

GABA-T
GABA + a — cetoglutarato —— semialdehido succinico + glutamato

SSDH
semialdehido succinico + NADP* + H,0 — succinato + NADPH + H*

3.3.2. Método de cuantificacién por cromatografia liquida de alta presion (Ultra High Pressure

Liquid Chromatography, UHPLC)

Para la deteccién y cuantificacién del GABA por UHPLC fue necesario hacer una derivatizacion
previa de los sobrenadantes tras el cultivo (Figura 5), para lo cual se empled el procedimiento de
Redruello et al. (2013). De forma abreviada, se mezclaron 100 pL de sobrenadante de cultivo con 175

uL de buffer borato (acido bdrico 1 M, pH=9), 75 pL de metanol y 3 uL de etoximetilenmalonato de
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dietilo (DEEMM), utilizando ademds 2 pL de acido L-2-aminoadipico como estandar interno. La mezcla
se homogenizd en un bafio de ultrasonido durante 45 min a 30°C y se incubd a 70°C durante 2 h. Esta
mezcla de reaccién permanecié durante una noche en la oscuridad y se purificd a través de un filtro
de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 um de didmetro de poro, recogiendo el filtrado en un vial para

ser inyectado al equipo de UHPLC.

a) 0 o
\ &_oEt Ry &_oet
N—H + EtO—CH=C’ > N—CH=C"
R/ “C—-OEt ) R/ “C—-OEt
EtOH 4
Compuesto DEEMM Aminoencna
amino Amax =245nm Amax =269-292nm
b) c)
COOEt COOEt COOE!
RN Tgfoa — RN \‘>70Et R »Fzg} OEt
Hd H— R O
Forma amino Forma imino Aminoenonas de

aminas secundarias

Figura 5. Estructura de los derivados de aminoenona: a) reaccién de derivatizacion, b) derivado de aminoacido primario y c)
derivado de aminoacido secundario (Gomez-Alonso et al., 2007).

El equipo cromatografico de UHPLC consta de un sistema H-Class Acquity (Waters, Milford, MA,
EE.UU.) acoplado a un detector de fotodiodos en serie (Photodiode Array Detector, PDA, Waters). La
separacion se realizé a 35°C en una columna Waters Acquity UHPLC BEH C18 de 1,7 um (2,1 x 100
mm). La fase movil estuvo compuesta por tampdn acetato 25 mM-pH=6,7, azida sddica al 0,02%
(eluyente A), metanol (eluyente B) y acetonitrilo (eluyente C). Se trabajé con un caudal de 0,45
mL/min, eluyendo las muestras con gradiente. Los datos se adquirieron y analizaron utilizando el
software Empower 2 (Waters). EIl GABA y su precursor GMS se identificaron por sus tiempos de
retencidony sus caracteristicas espectrales a 280 nm, y se cuantificaron por comparacién con las curvas

de calibracidn preparadas con estandares comerciales.

3.4. Analisis molecular de los aislados bacterianos

3.4.1. Extraccion y purificacion de ADN

La extraccion de ADN total se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante del Kit
Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma-Aldrich). El ADN obtenido se almacend a -20°C hasta su
utilizacion. El resultado de la extraccion y purificacion del ADN se comprob6 en geles de agarosa al 1%
(Condalab, Torrején de Ardoz, Espaia), utilizando como tampdn de carga 1 x TAE (40 mM Tris, 20 mM
acetato de etiloy 1 mM EDTA). Para el seguimiento de la electroforesis y la visualizacion de las bandas
se utilizdé EZ Vision (VWR Life Science, Radnor, Pennsylvania, EE.UU.) como agente fluorescente de

unién al ADN y el marcador GRS Universal Ladder (Grisp, Oporto, Portugal) como control del tamaiio
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de banda del ADN. La electroforesis se realizé durante 60 min, a 75 V. El resultado se revel6 con luz

UV utilizando un dispositivo G Box (Syn-Gene, Cambridge, Reino Unido).

3.4.2. Identificacidn de especies mediante secuenciacién del gen 16S ARNr

Los aislados se identificaron mediante amplificacién y secuenciacién de una gran parte del gen
que codifica el ARNr 16S utilizando los cebadores universales 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y
1492R (5'-GGTTACCTTGTTAC-GACTT-3’). La mezcla de reaccion (50 pL) de PCR contenia 2 puL de ADN
total (=100 ng), 25 plL de Master Mix RED 2x (Ampligon, Odense, Dinamarca), 1 puL de cada cebador
directo y reverso (10 uM) y 21 pL de agua de grado de biologia molecular (Sigma-Aldrich). Las
amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacidn inicial a 95°C
durante 5 min; 35 ciclos que incluyeron una desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, la unién de
cebadores a 55°C durante 45 s (annealing) y una extension de 72°C durante 2 min; y finalmente, un
paso de extensidn final de 72°C durante 10 min. El resultado de la amplificacién se comprobd
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% p/v que contenian una solucién de tincidn de acido
nucleico y se visualizd bajo luz UV como se ha descrito anteriormente. Los productos de PCR se
purificaron utilizando el kit GenElute PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich) y se secuenciaron en la compafiia
Macrogen (Madrid, Espafia). Las secuencias se compararon con las de la base de datos del NCBI

utilizando la herramienta BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4.3. Deteccidn y secuenciacion de genes gad

La presencia de genes gad se determind mediante amplificacién por PCR utilizando cebadores
especie-especificos disefiados durante este trabajo. Basandose en las secuencias disponibles en las
bases de datos se disefiaron cebadores para L. lactis, gadL-F 3'-ATGTTATACGGAAAAGAAAATC-5' y
gadL-R 3'-TTAGTGAGTAAAGCCATATG-5'; para Lpb. plantarum, gadP-F 3'-
ATGGCAATGTTATACGGTAAAC-5' y gadP-R  3'-GTGTGTGAATCCGTATTTCTTAG-5; 'y para
S. thermophilus, gadT-F 3'-ATGGATGAGAAGCTATTCAGAG-5' y gadT-R 3'-
TTAATGATGGAAGCCGCTGCGATG-5'. La reaccion de PCR se llevd a cabo en una mezcla estdndar de 50
uL, y las condiciones de amplificacién incluyeron un paso de desnaturalizacidn inicial a 95°C durante
5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 s (desnaturalizacion), 56°C durante 1 min (unidn del
cebador) y 72°C durante 2 min (extensidn), y un paso de extension final de 72°C durante 10 min. Tras
la comprobacién de la amplificacion mediante electroforesis, los amplicones purificados se
sometieron a secuenciacién con el cebador directo en Macrogen (Laboratorios Macrogen, Espafia).
Las secuencias nucleotidicas obtenidas tras la secuenciacién de los amplicones se ensamblaron y
compararon entre si y con aquellas depositadas en bases de datos. Finalmente, las secuencias de los
genes gad se alinearon usando el programa MUSCLE (Edgar, 2004) y sus relaciones filogenéticas se

calcularon usando la Prueba de Relacidon de Verosimilitud Aproximada (Aproximate Likelihood-Ratio
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Test; Anisimova y Gascuel, 2006). En el proceso de construccion de arboles filogenéticos se empled el
Coeficiente de Jaccard como medida de similitud entre conjuntos de datos para identificar patronesy

relaciones entre las variables analizadas, permitiendo la generacion de estructuras jerarquicas.

3.4.4. Tipificacion molecular de los aislados bacterianos (RAPD y rep-PCR)

La tipificacidn genética de los aislados se realizé empleando diversas técnicas de PCR, tales
como: Amplificacién Aleatoria de ADN Polimérfico (Random Amplification of Polymorphic DNA, RAPD),
utilizando independientemente los cebadores M13 (5'-GAGGGTGGGCGGTTCT-3') (Rossetti & Giraffa,
2005) y OPA18 (5'-AGGTGACCGT-3’) (Matto et al., 2004); y amplificacién por PCR de elementos
palindrémicos extragénicos repetitivos (repetitive extragenic palindromic PCR, rep-PCR) utilizando el

cebador BoxA2R (5'-ACGTGGTTTTGAAGAGATTTTTCBG-3') (Koeuth et al., 1995).

Las condiciones de amplificacién de ADN fueron: 1 ciclo inicial de desnaturalizacién a 95°C,
durante 7 min; seguido de 40 ciclos de: desnaturalizacién a 90°C durante 30 s; unién del cebador
durante 1 min a 42°C para M13, 40°C para BoxA2R y 32°C para OPA18, y extensién a 72°C 4 min; una
extension final a 72°C durante 10 min. Los perfiles de amplificacidn se visualizaron en un gel de agarosa
al 2,5% mediante electroforesis a 75 V durante 120 min. Los perfiles de bandas se compararon y
agruparon mediante el software GeneTools v.4.03 (SynGene, Cambridge, Reino Unido) utilizando el
método de agrupamiento de pares no ponderados con la media aritmética (Unweighted Pair-Group
Method with arithmetic Averages, UPGMA). La similitud de los perfiles de amplificacion se expreso a

través de coeficientes de emparejamiento simple (Simple Matching Coefficient; SMC).

3.5. Evaluacion de la seguridad de las cepas productoras de GABA

3.5.1. Produccion de aminas biégenas

La capacidad para producir aminas biégenas a partir de sus precursores, aminoacidos y
compuestos derivados, se determind tras incubar los aislados durante 48 h a temperatura éptima en
medio liquido apropiado suplementado con 5 mM de tirosina, histidina, ornitina o agmatina (Sigma-
Aldrich, Merck). El procesado, la deteccidn y analisis de las muestras se realizé por UHPLC siguiendo
la metodologia descrita para la determinacién de GABA (Redruello et al., 2013). Como controles
positivos se utilizaron las cepas Enterococcus faecalis BA6y y Lentilactobacillus parabuchneri 2ES-1,

productoras de tiramina e histamina, respectivamente (Ladero et al., 2015).

3.5.2. Resistencia a Antibidticos
La concentracion inhibitoria minima (CIM) de las cepas de L. lactis y S. thermophilus a 16
antibioticos se determind por el método de microdiluciéon en medio liquido segin la norma ISO

10932:2010 (IDF, 2010), utilizando el sistema comercial Sensititre con las placas EULACBI 1y EULACBI
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2 (Thermo Scientific). Las placas Sensititre contienen diluciones seriadas dobles de los antibidticos
gentamicina, kanamicina, estreptomicina, neomicina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina,
cloranfenicol, ampicilina, penicilina, vancomicina, quinupristina-dalfopristina, linezolid, trimetoprima,

ciprofloxacino y rifampicina.

A continuacion, se describe brevemente el procedimiento empleado para este analisis. Las
cepas de L. lactis se cultivaron en cajas de Petri con MH agar y las cepas de S. thermophilus con MH-L
agar. Varias colonias individuales de las cepas se suspendieron en 2 mL de solucién salina (NaCl al 0,9%
p/v) estéril hasta obtener una densidad correspondiente al estandar 1 de McFarland (=3 x 108 ufc/mL).
Esta suspension se diluyé 1:1000 en caldo MH o MH-L y se utilizé para inocular (con 100 uL) cada
pocillo de las microplacas con una concentracién celular final de aproximadamente 3 x 10> ufc/mL.
Tras un periodo de incubacidn de 48 h, la CIM se definié como la concentracién de antibiético mas
baja a la cual no se observd crecimiento. Los valores de CIM se compararon con los puntos de corte
microbioldgicos reportados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA FEEDAP Panel,
2018). Segun lo recomendado por EFSA, se consideré que una cepa era sensible a un determinado

antibidtico cuando su CIM no superaba el punto de corte establecido en mas de una dilucién.

3.6. Caracterizacion bioquimica y tecnoldégica de las cepas productoras de GABA

3.6.1. Fermentacion de carbohidratos

Los perfiles de fermentacién de carbohidratos se determinaron utilizando las galerias
comerciales API50 CHL (BioMérieux, Montalieu-Vercieu, Francia). El sistema consta de tiras con
pocillos que contienen 49 carbohidratos liofilizados que se rehidratan con el indculo de la cepa en
estudio en el medio de ensayo comercial sin carbohidratos. Para la inoculacién, se realiza una
suspension bacteriana en 4 mL de solucidn salina empleando un hisopo hasta obtener una densidad
celular similar al estdandar 1 de McFarland. Con esta suspensidn se inocularon 10 mL de medio de
cultivo CHL del sistema API al 1% (v/v) de los que se adicionaron 100 pL a cada pocillo. Estos se
recubrieron con aceite de parafina para crear una tensién de oxigeno reducida. Las tiras inoculadas se
incubaron a la temperatura dptima de L. lactis (32°C) y S. thermophilus (37°C) durante 24-48 h. La
utilizacién de los azlcares se comprueba mediante el viraje de un indicador de pH incorporado al

medio.

3.6.2. Actividad enzimatica
La evaluacién de las actividades enzimaticas de las cepas se llevé a cabo con el sistema APl ZYM
(BioMérieux). Para ello, se realizaron suspensiones celulares de las cepas seleccionadas en 4 mL de
NaCl al 0,9% (p/v) hasta alcanzar una densidad equiparable al estandar 5-6 de McFarland. A partir de

esta suspensidn, se inocularon 65 pL en cada uno de los pocillos. Las tiras se incubaron durante 4 h a

30



Materiales y métodos

37°C. Las actividades enzimdticas se revelaron anadiendo a cada pocillo dos gotas de las soluciones

ZYM Ay ZYM B proporcionadas con el kit.

3.6.3. Actividad ureasa
La actividad ureasa de S. thermophilus se midié evaluando la liberacién de amoniaco a partir de
urea en un ensayo con rojo fenol, tal como describié Lanyi (1987). A una alicuota de 0,5 mL de un
cultivo de una noche (overnight) de cada cepa en caldo GLM17 se afiadié una solucion que contenia
un volumen de solucién A (2 g urea en 2 mL de etanol y 4 mL de agua estéril) y 19 volumenes de
solucion B (KH,PO4, 1 g/L; KxHPO4, 1 g/L; NaCl, 5 g/L; rojo fenol, 20 pg/mL). Esta suspensidn se incubd

a 37°C durante un maximo de 2 h. El desarrollo de un color rojo/violeta indica actividad ureasa.

3.6.4. Produccion de bacteriocinas
La produccidn de bacteriocinas se evalud utilizando el test de difusiéon en agar y la cepa
indicadora Latilactobacillus sakei CECT906". Brevemente, los cultivos liquidos de una noche de las
cepas en ensayo se centrifugaron y se filtraron a través de una membrana de 0,2 um de didmetro de
poro. El sobrenadante filtrado se neutralizé a pH=6,5, y se filtré nuevamente antes de afiadirlo (50 L)
en pocillos hechos en placas de agar de MRS inoculadas al 2% con la cepa indicadora. Como control
positivo, se utilizé el sobrenadante de la cepa productora de plantaricina C Lpb. plantarum LL441

(Gonzalez et al., 1994). Como control negativo se utilizé medio de cultivo sin inocular.

3.6.5. Crecimiento en leche y produccién de acidos orgdnicos, azucares y volatiles (COV)
Las cepas de L. lactis y S. thermophilus se cultivaron en leche UHT semidescremada (CAPSA,
Siero, Espana) a 32°C y 42°C, respectivamente, durante 24-48 h. En estos cultivos se determiné la

produccidn de acidos organicos, azlcares y compuestos orgdnicos volatiles (COV).

La produccion de acidos orgdnicos y azlcares residuales se determind mediante UHPLC
siguiendo el método de Alegria et al. (2016). Para ello, los compuestos se separaron en una columna
de intercambio idnico ICSep ICE-ION-300 (Waltham, MA, EE.UU.) con una fase mévil de acido sulfurico
8,5 mM, a 65°C y una velocidad de flujo de 0,4 mL/min. Los acidos organicos se identificaron con un
detector de fotodiodos PAD (Waters) a 210 y 280 nm, y los azucares con un refractémetro diferencial
410 (Waters). En ambos casos, la cuantificacion se llevd a cabo mediante curvas de calibracién

preparadas con patrones comerciales.

La produccion de COV en leche se determind siguiendo un método de microextraccién en fase
sélida (SPME) seguido por cromatografia gaseosa acoplada a un detector de masas (GC-MS) de
acuerdo con el método de Ziadi et al. (2008). Para ello, se tomaron muestras de 5 mL de leche

fermentada y se colocaron en viales SPME con tapa de rosca de 20 mL (Agilent Technologies, Santa
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Clara, CA, EE.UU.), los viales cerrados se equilibraron a 60°C durante 10 min con agitacién pulsada
durante 5 s a 500 rpm utilizando un dispositivo automatico de preparacién de muestras PAL RSI 120
(CTC Analytics, Zwingen, Suiza). Los compuestos volatiles se adsorbieron en una fibra ARR11-DVB-
120/20 DVB/PDMS (CTC Analytics) expuesta al espacio de cabeza sobre las muestras a 60°C durante
20 min y a una profundidad de 40 mm. La fibra se introdujo en el cromatégrafo y la desorcidn se
produjo durante 1 min a 250°C en un equipo Agilent 8890 con una columna HP-INNOWax (30m x
250um x 0,25um) (Agilent) usando el inyector en modo sin dividir (splitless). La temperatura del horno
de columna se mantuvo a 35°C durante 0,5 min, se incrementd hasta 165°C a un ritmo de 6,5°C/min
y luego hasta 260°C a 20°C/min. Como gas portador se utilizé helio a un caudal constante de 1,4
mL/min. Para la identificacidn se utilizé un detector de espectrometro de masas Agilent MSD 59778
en modo cuadrupolo. La temperatura de la fuente de iones fue de 230°Cy la temperatura de la interfaz
de 280°C. El modo MS fue ionizacién electrénica a 70 eV con el rango de masas escaneado entre 35y
250 uma. El umbral para la integracién individual de COV fue del 1% de la respuesta relativa. Los
compuestos eluidos se identificaron en funcién de sus tiempos de retencién y la comparacidn de sus
espectros de masas con la base de datos Wiley Mass Spectral (Wiley and Sons, NY, EE.UU.). La
cuantificacion se realizé mediante cromatografia de gases empleando un detector de ionizacion de

Ilama (GC-FID) (HP5890 serie Il plus).

3.6.6. Produccion de GABA en leche y heces

La produccién de GABA en leche se evalud adicionando a los cultivos 10 mM de GMS. Tras el
periodo de incubacién en leche en las condiciones antes mencionadas, las muestras fermentadas se
sometieron a un pretratamiento acido con HCl 0,1 M y 30 min de tratamiento con ultrasonidos
siguiendo el procedimiento descrito por Fernandez et al. (2007). Ademas, previo a la derivatizacién
para la cuantificacion de GABA por UHPLC, se realizé una dilucién de la leche para que la cantidad de

GABA en los cultivos se encontrara dentro del rango de cuantificacion del método.

La produccion de GABA en homogenizados fecales se llevd a cabo siguiendo un procedimiento
descrito con anterioridad (Barret et al., 2012), utilizando el medio de fermentacion fecal FFB (Fooks &
Gibson, 2003) adicionado de 30 mg/mL de GMS. Después de la esterilizacion, el medio se dejé enfriar
durante una noche a temperatura ambiente y 160 mL se transfirieron a un recipiente de fermentacion.
Se obtuvieron muestras fecales frescas de tres adultos sanos con las que se prepard una suspension
fecal fresca [20% (p/v)] en MRD anaerdbico que contenia 0,05% (p/v) de cisteina. El medio de
fermentacién anaerdbica se inoculé con 40 mL de suspension fecal fresca en cada recipiente de
fermentacidn. Estos medios se inocularon con cultivos de una noche (en GM17 para lactococos o LM17
estreptococos) lavados con MRD-cisteina, y se inocularon en la suspension de fermentacion fecal para

dar un nimero inicial de células aproximado de 108 ufc/mL. Las fermentaciones se realizaron por
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duplicado a 37°C durante 24 h. La deteccidn y cuantificacién de GABA se llevd a cabo tal como se ha

descrito previamente.

3.7. Secuenciacion y andlisis gendmico de cepas productoras de GABA

3.7.1. Secuenciacion y andlisis gendmico

Para la secuenciacidon gendmica de las cepas se prepararon librerias de ADN con el kit TruSeq
DNA PCR-free (lllumina, San Diego, CA, EE.UU.). Las bibliotecas se secuenciaron por pares (paired-end)
en un sistema HiSeq 1500 en la compaiiia Eurofins (Ebersberg, Alemania). Las lecturas obtenidas tras
la secuenciacion de los genomas fueron procesadas utilizando los servicios del Centro de Recursos de

Bioinformatica Bacteriana y Viral del NIH (BV-BRC; https://bv-brc.org/). Primeramente, se verificé la

calidad de las lecturas con el software FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) eliminando aquellas conuna Q< 30y,

posteriormente se ensamblaron en céntigos (contigs) utilizando el programa Unicycler (Wick et al.,
2017). La calidad de los ensamblajes del genoma se evalué con la herramienta QUAST (Gurevich et al.,
2013) y los errores se corrigieron utilizando los programas informaticos Pilon (Walker et al., 2014) y
Racon (Vaser et al., 2017). La anotacidon en BV-BRC se realizd utilizando la herramienta RASTtk.
Finalmente, las secuencias de ADN y de las proteinas deducidas de las secuencias de interés especifico
para este trabajo, se compararon individualmente con las depositadas en la base de datos del NCBI

mediante la herramienta BLAST (BLASTn o BLASTp; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.7.2. Identificacion gendmica

Los datos de la secuencia completa del genoma se utilizaron para confirmar la identificacion de
las cepas de Lactococcus y Streptococcus mediante hibridacidn digital de ADN-ADN (digital DNA-DNA
Hybridization, dDDH) y analisis de identidad nucleotidica promedio (Average Nucleotide Identity, ANI),
siguiendo la metodologia descrita por Meier-Kolthoff & Goker (2019) y Yoon et al. (2017),
respectivamente. En ambas técnicas, se compardé el genoma de las cepas a identificar con el de cepas
tipo de otras especies evolutivamente emparentadas, siendo los umbrales de similitud actualmente

aceptados de >70 % en la dDDH y >95 % en el orthoANI.

3.8. Efecto de distintos parametros tecnoldégicos en la produccion de GABA

La produccion de GABA en S. thermophilus St 8.1 se evalud a diferentes tiempos de incubacién,
en distintas condiciones de temperatura; valores de pH; y concentraciones de azucares, NaCl y GMS.
En todos los casos, el indculo se realizé a partir de un cultivo de una noche en LM17 al 1%, lavado y

resuspendido en el medio a ensayar. Una alicuota del cultivo en cada una de las condiciones ensayadas
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se centrifugd y la concentracion de GABA se cuantificé por UHPLC, segun la metodologia descrita

anteriormente.

3.8.1. Tiempos de incubacion - Cinéticas de crecimiento

Para evaluar la produccion de GABA en los medios LM17 y CDM a diferentes tiempos de
incubacioén, se realizé el seguimiento del crecimiento de S. thermophilus St 8.1, sin y con el agregado
de 5 mM de GMS, a 42°C, tomando muestras a los tiempos 0, 2, 4, 8, 10, 24 y 48 h. Las muestras se

utilizaron también para determinar la DOggonm, €l pH y el niUmero de células viables por mililitro.

3.8.2. Influencia del pH, la temperatura y la concentracidn de azucares, NaCl y GMS.

El efecto del pH sobre la produccién de GABA se evalué en caldo LM17 suplementado con 10
mM de GMS y ajustando el pH inicial del medio a 4,4; 5,5; 6,5y 7,0. La influencia de distintas
temperaturas (20, 32, 37 y 42°C) en la produccidon de GABA se evalud en el mismo medio de cultivo,
con el valor de pH inicial sin ajustar (6,9 + 0,2 a 25°C). La influencia del sustrato azucarado en la
produccidon de GABA se estudié en el mismo medio de cultivo, pero sin azlcares afadidos (M17),
suplementado con 10 mM de GMS en ausencia de agitacidn, con el valor de pH inicial del medio de
cultivo. Las concentraciones de los azlcares glucosa y lactosa evaluadas fueron: 0,0; 0,2; 0,5; 1,0 y
2,0%. La influencia de la concentracidn de sal se realizd en LM17 suplementado con GMS 10 mM en
ausencia de agitacién, con el valor de pH inicial del medio de cultivo y distintas concentraciones de
NaCl (0,0; 0,5; 1,0 a 1,5%). Finalmente, se evalud la influencia de la concentracion de GMS también en
medio LM17 y en ausencia de agitacidn. Las concentraciones de GMS analizadas fueron 0,0; 1,0; 5,0;

10,0; 50,0; 100,0 y 500,0 mM.

A excepcién del ensayo en que se evaluaron distintas temperaturas, los cultivos bacterianos se
incubaron en todos los casos a 42°C durante 24 h. Tras este periodo, se determind la DOgoo nm, €l pH Y
la concentracién de GABA (mM) mediante anadlisis cromatografico (UHPLC), segin la metodologia

descrita anteriormente.
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3.9. Empleo de cultivos productores de GABA en la elaboracién de productos lacteos
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Figura 6. Preparacion del indculo y elaboracion del producto lacteo.

3.9.1. Elaboracién de leche fermentada

Para la elaboracién de la leche fermentada (Figura 6), se utilizé leche fluida semidescremada de
vaca UHT (CAPSA, Siero, Espafia). Se realizaron tres leches fermentadas, LF y LFG (inoculadas con las
cepas seleccionadas productoras de GABA); y LFC (inoculada con una mezcla de cepas de L. lactis no
productoras de GABA). Se realizé de esta manera con el fin de que al momento del andlisis sensorial
la apariencia de las tres leches fermentadas (LF, LFG y LFC) fueran similares entre si. LFG se suplementé
con GMS de uso alimentario (10 mM). LF y LFG se inocularon con las 4 cepas de L. lactis productoras

de GABA seleccionadas (Lc 5.5; Lc 14.4; Lc 19.3 y Lc 21.1).

Para la preparacion del inéculo, las 4 cepas seleccionadas de L. lactis, se recuperaron de manera
individual en cajas de Petri con GM17 y se incubaron a 32°C durante 24 h. Luego de la incubacién,
colonias aisladas se inocularon en 5 mL de leche fresca, que se incubaron en las mismas condiciones
y se utilizaron para inocular en una etapa siguiente, al 1% v/v en 10 mL de leche fresca. Tras la
incubacién, los cultivos de las cuatro cepas individuales se mezclaron en un recipiente estéril. La
mezcla se fraccioné en tubos conteniendo 10 mLy se los llevé a congelacion a -80°C. En la mezcla se
determind el nimero de células viables y el pH. Con esta concentracidn celular se realizo el calculo del

volumen necesario a agregar para que la concentracion inicial en leche fuera de =1 x 108 ufc/mL.
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Finalmente, 0,5 L de leche se inoculd con el volumen necesario para iniciar la fermentacién.
Luego de la homogeneizacién, se fracciond en recipientes plasticos con tapa (30 mL) y se incubé a

22°C durante 24 h.

A diferentes tiempos de incubacién (0, 4, 10 y 24 h), se extrajeron muestras para evaluar la
produccién de GABA, el recuento de células viables (ufc/mL) y el valor del pH. A las 24 h, las leches
fermentadas se enfriaron a 4°C, y se almacenaron a la misma temperatura durante otras 24 h antes

de realizar la evaluacién sensorial por un panel de consumidores.

Las muestras se almacenaron por un tiempo total de 28 dias a 4°C (la vida media del yogur).
Durante este tiempo se determind la concentracién de GABA, la viabilidad de los microorganismos y

el pHalos 7,14 y 28 dias.

3.9.2. Elaboracién de yogur

Para la elaboracién de los yogures (Figura 6), se utilizd leche fluida semidescremada de vaca
UHT (CAPSA, Siero, Espafia). Al igual que en la leche fermentada, se realizaron tres yogures, Y e YG
(inoculados con las cepas seleccionadas productoras del compuesto funcional y una cepa de
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus); y un tercer yogur utilizado como control YC (inoculado con
un yogur natural). El YG se suplementd con GMS de uso alimentario (10 mM). Y e YG, se inocularon
con el cultivo iniciador lactico mixto conteniendo las 4 cepas de S. thermophilus productoras de GABA
seleccionadas (St 8.1, St 9.1, St 18.1 y St 21.1) y una cepa de L. delbrueckii ssp. bulgaricus no
productora (L 4-1).

Las cuatro cepas de S.thermophilus productoras seleccionadas conservadas a -80°C, se
recuperaron de manera individual en cajas de Petri con medio LM17 y una cepa de L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, no productora, en medio MRS, independientemente, que se incubaron durante 24 h a
42°C. Colonias aisladas se inocularon en 5 mL de leche fresca. Este cultivo se utilizé para inocular, en
una etapa siguiente, 10 mL de leche fresca al 1% v/v y, tras la incubacidn, los cultivos de las cepas se
mezclaron, y la mezcla se homogenizd, se fracciond en tubos conteniendo 10 mL y se conservd a
- 80°C. Tras determinar el nimero de viables, la mezcla congelada se empled para inocular leche con

una concentracidn inicial del fermento de =1 x 10° ufc/mL.

La produccién de GABA, el pH y el recuento de viables se realizd, como en el caso anterior, a

diferentes tiempos de la incubacién (0, 4, 10 y 24 h) y del almacenamiento a 4°C (4, 14 y 28 dias).
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3.9.3. Evaluacién sensorial
Los productos fermentados elaborados se analizaron sensorialmente por un panel de cata
entrenado en la metodologia de trabajo y constituido por personal del IPLA, recreando un panel de

consumidores, siguiendo, en general, las recomendaciones de cata habituales (ISO, 2023).

Las muestras se codificaron con tres digitos aleatorios y el panel de consumidores valoré los
atributos de aspecto, aroma, textura y sabor; estos atributos se seleccionaron en funcién de la Norma
ISO 22935-2 | IDF 99-2: 2023 y -aceptacion global (Ver plantilla en Anexo 1V). Todos estos descriptores
se evaluaron empleando una escala hedédnica lineal de 5 puntos, siendo 1 (no me gusta nada) y 5 (me
gusta mucho). Los resultados se analizaron de forma estadistica usando el programa Infostat (Version
2020. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina), que utiliza los
valores medios (X) y la desviacién estandar (DS) para examinar las diferencias entre los grupos de
estudio. Ademas, tras la degustacidn se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) para identificar

posibles variaciones significativas entre las variables analizadas.

3.10. Andlisis transcripcional del operén GAD de S. thermophilus St 8.1

3.10.1. Condiciones de cultivo bacteriano

Para el andlisis de la expresion génica, la cepa S. thermophilus St. 8.1 se cultivd en un medio
guimicamente definido (CDM) descrito previamente por Otto et al. (1983), con las siguientes
modificaciones: el hidrolizado de caseina se sustituyd por una solucién que contenia los 19
aminoacidos esenciales (excepto el glutamato) a 0,2 g/L; la concentracion de lactosa se incrementd
hasta 5 g/L; y, por ultimo, se afadieron las siguientes sales: 0,01 g de CaCl,.2H,0, 0,16 g de
MgCl,.6H,0, 0,24 g de CH4sN,0 y 1 g de C;H;NaO; por litro. Para la produccion de GABA, se aiadid una
concentracion de 5 0 10 mM de GMS a los medios LM17 (LM176ms) y CDM (CDMgws). Para estudiar el
efecto del NaCl (1%) y la lactosa (2%) sobre la expresion de los genes gadB y gadC'y, por ende, sobre
la produccién de GABA se analizaron las siguientes condiciones de cultivo: (C1), CDM; (C2), CDMgwms;
(C3), CDMgms suplementado con NaCl al 1%; y (C4), CDMgms suplementado con lactosa al 2%. Estos
cultivos se inocularon al 1% con un cultivo nocturno de St 8.1 en CDM y se cultivaron a 42°C durante

24 h sin agitacion.

3.10.2. Aislamiento de ARN vy sintesis de ADNc

El ARN total se aisld a partir de dos réplicas bioldgicas independientes de cultivos de
S. thermophilus St 8.1 en las condiciones descritas. Después de la incubacion, se centrifugd el cultivo,
se descarto el sobrenadante y el pellet bacteriano se lavé con PBS y se suspendid en una solucién que
contenia 0,5 mL de PBS y 1 mL de ARN protector (Qiagen, Hilden, Alemania). Las suspensiones

celulares se mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 min, se centrifugaron a 5.000 x g durante
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10 min y se almacenaron a -80°C hasta la extraccion del ARN. Las muestras congeladas se
descongelaron y las células se homogeneizaron en 350 uL de solucién RLT (Qiagen) adicionada de B-
mercaptoetanol (1:100 v/v), 500 uL de fenol acido:cloroformo (1:1), 50 pL de SDS al 10% y perlas de
vidrio (Sigma-Aldrich). Las células se rompieron mecanicamente utilizando un equipo FastPrep-24 5G
(MP Biomedicals, Thermo Fisher Scientific). Después de la lisis, el ARN se purificd utilizando el kit
RNeasy Mini (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para eliminar probable ADN
contaminante, el ARN recuperado se tratd con el reactivo Turbo DNase (Ambion, Thermo Fisher
Scientific). La ausencia de trazas de ADN en las muestras de ARN se confirmé mediante gPCR utilizando
los cebadores bacterianos universales TBA-F y TBA-R (Denman & McSweeney, 2006), que amplifican
el gen que codifica el ARNr 16S. Para el almacenamiento, al ARN purificado (50 pL) se afiadié 1 pL de
inhibidor de RNase SUPERaseeIn (Ambion)). La concentracién de ARN se determind utilizando el kit

de ensayo ARN HS (Thermo Fisher Scientific) y un fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific).

A partir de 0,25 pg de ARN se sintetizé el ADN complementario (ADNc) utilizando el kit iScript™
Reverse Transcription Supermix (BioRad, Barcelona, Espafia), siguiendo las recomendaciones del
fabricante: un ciclo de 25°C durante 5 minutos, 42°C durante 30 minutos y 85°C durante 5 minutos. El
ADNCc resultante se conservd a -20°C hasta su uso como ADN molde en los analisis cuantitativos de

expresion génica.

3.10.3. Cuantificacidn de la expresion génica mediante RT-qPCR

La expresion de los genes gadB y gadC de S. thermophilus St 8.1 cultivado en diferentes
condiciones se cuantific6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real con transcripcion inversa (RT-
gPCR) utilizando un termociclador ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, Carlsbad, EE. UU.) y la mezcla
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). El andlisis se llevd a cabo por duplicado. A partir de
la secuencia gendmica de S. thermophilus St 8.1, se disefiaron cebadores especificos dirigidos a los
genes gad y cebadores que amplifican regiones de genes conservados (housekeeping) (Tabla 1),
utilizando los algoritmos proporcionados por el software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). La
eficiencia de amplificacidn para cada par de cebadores se calculé en funcién de la pendiente de la
curva estandar obtenida después de utilizar diluciones decimales de ADN de S. thermophilus St 8.1
como molde en amplificaciones de qPCR. Ademas, se analizaron las curvas de disociacion para

confirmar la presencia de un solo pico, lo que indica la especificidad de amplificacion de los cebadores.
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Tabla 1. Eficiencia de amplificacién de los cebadores para GABA y genes de mantenimiento en este estudio y ecuaciones de
regresion para el analisis RT-qPCR.

Secuencia de cebadores Eficiencia
Proteina Gen Ecuacion de regresion Referencia
(5-3') (%)
Glutamato/gamma- TCGGTTTGATTGCATGTGTT
gadC y=-3,5083x + 27,930 92,76 Este trabajo
aminobutirato antiportador CACCACTGCCAAGACCACTA
TATTCCGGTGTTTGCTTGGA
Glutamato descarboxilasa gadB y=-3,5767x + 28,853 90,36 Este trabajo
AACCAGCCTTTCATCCGTAA
Gliceraldehido-3-fosfatasa TCACAGGACGTGGTTCAGTT
deshidrogenasa dependiente de GADPH y=-3,8613x + 29,511 81,54 Este trabajo
AAGCATTACTGGACGCATTG
NADP
Subunidad B de glicina-ARNt TCAAACCTTCTCAACACCTCG Xiong et al.
glys y=-3,9110x + 30,163 80,17
ligasa AGTTTCCATCACGATCCAAGG (2020)

Las amplificaciones de RT-qPCR para cada muestra se realizaron por triplicado en un volumen

final de 20 uL que contenia 10 pL de 2xSYBR Green Master Mix que incluia ROX como referencia pasiva

(Applied Biosystems), 900 nM de cada cebador y 2 uL de ADN molde (5-10 ng). Los valores del ciclo

umbral (cycle threshold, Ct) se calcularon automaticamente mediante el Software 7.500 v.2.0.4

(Applied Biosystems). El nivel de expresion relativa de los genes gad se calculé siguiendo el método

de cuantificacion relativa

2-AACt

, utilizando los datos de amplificacion de los genes control para

normalizar la concentracidn de ADNc de las muestras, y los datos de amplificacién obtenidos en la

condicion de crecimiento C1 (medio de cultivo CDM) como referencia (calibrador).
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4. Resultados y Discusion

Capitulo 1.- Identificacion y seleccion de cepas de bacterias lacticas productoras de GABA

Las cepas de BAL productoras de GABA podrian ser utilizadas para la elaboracién de productos
lacteos enriquecidos en este compuesto que promuevan beneficios para la salud del consumidor. En
este capitulo se detalla el cribado realizado en una amplia coleccién de aislados de BAL, con el objetivo

de identificar cepas productoras de GABA.

4.1. Evaluacidn de la capacidad de producir GABA en aislados de BAL

4.1.1. BAL aisladas de quesos y productos lacteos fermentados

La capacidad de produccidon de GABA se evalué inicialmente en un conjunto de 262 cepas de
BAL, aisladas de productos lacteos fermentados, pertenecientes a diversos géneros y especies,
predominantemente L. lactis (125), S. thermophilus (39), lactobacilos (55) y Leuconostoc spp. (15)
(ANEXO I, Tabla 1). Estas cepas se aislaron e identificaron en trabajos previos y procedian de una
amplia variedad de productos lacteos fermentados, tales como quesos, yogures, leches fermentadas
y kéfir, elaborados artesanalmente utilizando leche cruda y sin la adicién de cultivos iniciadores. La
diversidad de las bacterias lacticas para un buen numero de caracteristicas fenotipicas estd bien
reconocida (Carr et al., 2002), de manera que, dada la amplia coleccién disponible para este trabajo,

se esperd encontrar una diversidad de cepas productoras.

Obtencidn de las rectas de calibracion

Para determinar la cantidad de GABA producida por las cepas seleccionadas para el estudio se
utilizé inicialmente la metodologia de la GABasa. Para ello, en primer lugar, se construyeron curvas de
calibracion independientes y especificas para cada medio cultivo (M17, Elliker y MRS) adicionado de
distintas concentraciones de GABA (ANEXO lll, Figura 1). Las absorbancias de los medios de cultivo
M17 y Elliker fueron muy similares entre si. Sin embargo, en el medio MRS fue siempre menor que en

los otros dos.

Los resultados obtenidos para las cepas analizadas se muestran esquematizados en la Figura 2.
En las condiciones ensayadas, la cantidad de GABA producida por las diferentes cepas de las distintas
especies varido ampliamente, entre 0,00 y 2,61 mM. Esta variabilidad en el fenotipo “productor de
GABA” se reportd previamente para otras BAL aisladas también de productos lacteos tradicionales
(Siragusa et al., 2007; Diana et al., 2014; Franciosi et al., 2015; Renes et al., 2017). Entre las cepas
ensayadas en este trabajo, 123 cepas produjeron cantidades detectables de GABA y Unicamente 24
cepas generaron mas de 1mM de GABA (equivalente a 103,12 mg/L; Figura 7). La concentracion de

GABA producido por estas cepas y evaluado mediante el método enzimatico de la GABasa se presenta
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en la Tabla 2. Los mayores niveles de produccion de GABA se detectaron en los cultivos de Lvb. brevis
LMG 6906. Cepas de esta especie procedentes de diferentes fuentes se describieron repetidamente
como grandes productoras de GABA (Siragusa et al., 2007; Li et al., 2008; Wu y Shah, 2017). La mayoria
de las cepas productoras identificadas en este trabajo, se correspondieron con las especies L. lactis
(16) y S. thermophilus (3). De forma mas especifica, las cepas mas productoras resultaron ser L. lactis
subsp. lactis L LAC 39, L. lactis subsp. lactis L LAC 13 y Lcb. casei L PAR 17, con niveles de produccidn
(= 2,5mM), similares a los de la cepa utilizada como control positivo: Lvb. brevis LMG 6906 (Tabla 2).
Cabe destacar que todas las cepas de Lactococcus productoras de GABA pertenecian a la especie

L. lactis, ya que, bajo las condiciones de ensayo, ninguna de las 33 cepas de L. cremoris produjo GABA.
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Figura 7. Concentracion de GABA (mM) producido por cepas bacterianas en medio liquido adicionado con glutamato
monosddico (1% p/v; = 100 mM).

El fenotipo productor de GABA de las 24 cepas con mayor produccién detectado por el método
enzimatico de la GABasa, se evalué en mayor detalle por cromatografia en fase liquida de alta presion
(UHPLC) segun el método descrito por Redruello et al. (2013). Los valores de GABA obtenidos
mediante el andlisis de UHPLC fueron muy inferiores a los previamente registrados con el método
enzimatico. Aunque los valores de concentracion de GABA obtenidos con cada método fue diferente,
la mayoria de las cepas produjeron cantidades detectables de GABA mediante los dos ensayos (Tabla
2). En esta situacién se incluyeron los resultados obtenidos para 10 cepas de L. lactis, cuatro de
lactobacilos y una de S. thermophilus. Sin embargo, en algunas cepas como L PAR17, LLAC13y L LAC39,
gue produjeron cantidades de GABA similares a las de Lvb. brevis LMG 6906 segun el método de la

GABasa, no se detectd conversion de glutamato en GABA mediante el analisis por UHPLC.
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Tabla 2. Cepas seleccionadas que presentan mayor produccién de GABA en medio de cultivo con GMS como precursor.

Produccion de GABA (mM) Gen
gad
Especie Cepas Condiciones de cultivo
Método
enzimatico® HPLC

Levilactobacillus brevis LMG 6906 MRS/32°C/aerobiosis 2,81 2,60 ne
Lactobacillus gasseri LMG 9203 MRS/32°C/aerobiosis 1,35 0,10 ne
Lacticaseibacillus paracasei L PAR 17 MRS/32°C/aerobiosis 2,37 0,13 ne
Lactiplantibacillus plantarum LL 441 MRS/32°C/aerobiosis 1,42 0,18 +
Lactococcus lactis subsp. lactis LLAC1 GM17/32°C/aerobiosis 1,43 0,59 +
L. lactis subsp. lactis LLAC?2 GM17/32°C/aerobiosis 1,93 0,53 +
L. lactis subsp. lactis LLAC 13 GM17/32°C/aerobiosis 2,15 - +
L. lactis subsp. lactis L LAC 15 GM17/32°C/aerobiosis 1,80 0,95 +
L. lactis subsp. lactis L LAC 30 GM17/32°C/aerobiosis 1,31 - +
L. lactis subsp. lactis L LAC 35 GM17/32°C/aerobiosis 1,47 0,65 +
L. lactis subsp. lactis L LAC 39 GM17/32°C/aerobiosis 2,39 - +
L. lactis subsp. lactis L LAC 41 GM17/32°C/aerobiosis 1,01 - +
L. lactis subsp. lactis L LAC 42 GM17/32°C/aerobiosis 1,16 0,30 +
L. lactis subsp. lactis L LAC 43 GM17/32°C/aerobiosis 1,24 0,49 -
L. lactis subsp. lactis LLAC 44 GM17/32°C/aerobiosis 1,17 - +
L. lactis subsp. lactis L LAC 46 GM17/32°C/aerobiosis 1,05 0,23 +
L. lactis subsp. lactis L LAC 47 GM17/32°C/aerobiosis 1,62 0,21 +
L. lactis subsp. lactis L LAC 66 GM17/32°C/aerobiosis 1,21 - +
L. lactis subsp. lactis LLAC73 GM17/32°C/aerobiosis 1,14 0,51 +
L. lactis subsp. lactis LLAC 75 GM17/32°C/aerobiosis 1,30 0,45 +
Leuconostoc lactis LEU LAC1 MRS/32°C/aerobiosis 1,13 - ne
Streptococcus thermophilus S-THEF9.1 LM17/37°C/anaerobiosis 1,53 0,18 +
S. thermophilus S-THEF9.2 LM17/37°C/anaerobiosis 1,70 - +
S. thermophilus St 10 LM17/37°C/anaerobiosis 1,43 - +

! Produccién de GABA en medio liquido suplementado con 1% (p/v) de GMS.
2 Produccion de GABA en medio liquido suplementado con 5 mM de GMS.

ne: no examinado

La distinta concentracién de GMS utilizada como precursor en los ensayos (=60mM en el
método de la GABasa y 5mM en el método de UHPLC), asi como la pérdida del compuesto asociado a

los procesos de extraccion y derivatizacién requeridos para el analisis cromatografico, podrian
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influenciar en estas diferencias observadas entre ambas metodologias. En todo caso, el método
cromatografico se considera mas exacto y preciso (Redruello et al., 2013), por lo que los resultados de

esta metodologia fueron los que se consideraron finalmente para la seleccién de cepas.

En las condiciones de ensayo y con la cantidad de precursor indicada de 5 mM, ninguna de las
cepas de la coleccion mostro valores de GABA > 1 mM. Comparando estos resultados con los de otros
estudios (Linares et al., 2016; Renes et al., 2017), en este trabajo no se detectaron cepas
sobreproductoras de GABA y todas las cepas se consideraron productoras moderadas. Sin embargo,
los resultados obtenidos concuerdan bien con las cantidades habituales de GABA reportadas por
diversas especies de BAL de origen lacteo (Siragusa et al., 2007; Dhakal et al., 2012; Franciosi et al.,
2015). La optimizacién de la constitucidn del medio y las condiciones de cultivo, podrian contribuir a
incrementar la produccion de GABA, tal como se describié en forma reciente (Pannerchelvan et al.,

2023).

La presencia de gen gad que codifica la descarboxilasa en las cepas seleccionadas, se examiné
mediante PCR utilizando cebadores especie-especificos, disefiados en este trabajo en base a las
secuencias disponibles en las bases de datos para las especies L. lactis, S.thermophilus vy
Lpb. plantarum. Cabe mencionar que las cepas de las especies Lvb. brevis, Lb. gasseri, Lcb. paracasei
y Ln. lactis no fueron analizadas; puesto que, Lvb. brevis se estudié ampliamente y por otro lado no
hay secuencias de genes gad disponibles para el resto de las especies mencionadas. La produccién de
GABA se correlaciond positivamente con la presencia de genes gad, ya que, con esta metodologia, se
obtuvo amplificacion positiva para todas las cepas analizadas, con la excepciéon de L. lactis L LAC43
(Tabla 2). La ausencia de amplificacidn, sugiere que esta cepa podria presentar heterogeneidad de
secuencia que, de alguna forma, difiera de la de los cebadores utilizados. Se describieron varios tipos
de genes que codifican GAD en especies BAL de diferentes origenes (Nomura et al., 2000; Somkuti et
al., 2012; Yunes et al., 2016). Por lo tanto, no se puede descartar la presencia en L LAC43 de un gen
como el de L. lactis subsp. lactis ATCC 11454 (numero de acceso al GenBank KF751353.2), que se

relaciona con los encontrados en Lpb. plantarum y algunos S. thermophilus.
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Figura 8. Arbol filogenético basado en las secuencias de un segmento interno (1.238 pb de largo) de los diferentes genes que
codifican la enzima glutamato descarboxilasa de las cepas de Lactococcus lactis analizadas en este estudio. La secuencia de
Lactococcus cremoris MG 1363 (n.2 de acceso de GenBank AM406671.1; etiqueta de locus limg_1179) se utilizd como
comparador. La longitud de las ramas es proporcional al nimero de sustituciones por secuencia.

Los amplicones obtenidos se secuenciaron, comparando las secuencias entre si y con las de
otras cepas caracterizadas por diversos autores presentes en las bases de datos publicas. Las
secuencias de los genes de las tres cepas de S. thermophilus (de 1260 pb) resultaron ser idénticas y
muy similares a otras de la misma especie (Gu et al., 2022). Por el contrario, se observd una
heterogeneidad moderada en las secuencias de los genes de las diferentes cepas de L. lactis,
incluyendo sustituciones de nucledtidos en 22 posiciones de un segmento de 1.238 pb (del total de
1.398 pb del gen gad completo de esta especie). Las relaciones filogenéticas de los segmentos
secuenciados del gen gad en 15 cepas de L. lactis se muestran en la Figura 8. Esta heterogeneidad
nucleotidica podria contribuir a las diferencias en la actividad enzimatica de GAD vy, por tanto, en la
produccion de GABA. El operdn gad se detecté también en cepas de L. cremoris (Laroute et al., 2023),
pero frecuentemente se encuentra inactivo por mutaciones en alguno de los genes, lo que explicaria

la ausencia de cepas productoras de esta especie en este trabajo.

La disponibilidad de las secuencias del genoma de dos cepas productoras de GABA,
Lpb. plantarum LL441 (LWKNOOOOOO00O) y S. thermophilus St-10 (PHHGO0000000), permitid

inspeccionar de manera minuciosa la arquitectura del gen gad que codifica la descarboxilasa (gadB)
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en estas cepas y analizar su contexto genético circundante (Figura 9). Los resultados indicaron que la
organizacidn genética del operdn gad en Lpb. plantarum LL441 se asemeja a la reportada para otras
cepas de la misma especie (Park y Oh, 2004), mientras que la organizacién en S. thermophilus St-10
parece ser muy similar a la reportada para otras cepas de esta especie (Somkuti et al., 2012; Sun et
al., 2022). La secuencia completa de 1.407 pb del gen gadB de Lpb. plantarum LL441 (etiqueta de locus
A6B36_04600) mostré un solo cambio sindnimo de nucledtido en comparaciéon con la de
Lpb. plantarum HFCS8 (ID de secuencia CP012650.1), siendo muy similar a la de Lpb. plantarum KACC
92189 (CP024058.1), SK151 (CP030105.1), AS-8 (CP028422.1) entre muchos otros. En un céntigo de
LL441 diferente al que alberga el gen gadB, se identificd un gen que codifica una supuesta proteina
transportadora de la familia glutamato/gamma-aminobutirato de tipo YjeM (etiqueta de locus
A6B36_06260) (Figura 9.A; contigo 80). Esta proteina podria ser el intercambiador (antiporter)
responsable de la incorporacion de glutdmico y de la exportacion del GABA. De manera similar, el gen
gadB de S. thermophilus St-10 (etiqueta de locus CV716_08690) mostro solo dos nucleétidos similares
con las secuencias de las cepas S. thermophilus GABA (CP025399.1), APC191 (CP019935.1) y ND03
(CP002340.1). En la cepa St-10, el operdn GABA (gadBC) estd ubicado aguas abajo del gen que codifica
la S-ribosilhomocisteina liasa (LuxS) y flanqueado por genes que codifican secuencias similares a las
transposasas 1S1216 (aguas arriba) y Tn1546 (aguas abajo) (Figura 9.B; contigo 25). El gen gadC, que
codifica el antiportador de glutamato/gamma-aminobutirato, esta situado inmediatamente aguas

abajo de gadB (etiqueta de locus CV716_08695).
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A) Lactiplantibacillus plantarum LL441

orfl orf2 orf3 orf4 orfs orf6 orf7 orf8

Va

Contig 58

orfl- Regulador de la transcripcion, familia TetR

orf2- Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (ATP)

orf3- Proteina hipotética

orf4- Glutamato descarboxilasa (gadB, GAD)

orf5- Muropeptidasa de gamma-D-glutamato-meso-diaminopimelato
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orfl orf2 orf3 orf4 orf6  orf6 orf7 orf8orfd  orfl0

Contig 80

orfl- Aminohidrolasa/peptidasa, familia M20D

orf2- Deshidrogenasa/oxidorreductasa de cadena corta, familia SDR
orf3- Policétido ciclasa/deshidrasa y transporte de lipidos

orf4- Regulador de la transcripcion, familia Xre

orf5- Transportador de la familia de glutamato/gamma-

aminobutirato YjeM

orf6- Transglicosilasa

orf7- 1,3-propanodiol deshidrogenasa
orf8- Proteina hipotética

orf9- Proteina hipotética

orf10- Alcohol arilico deshidrogenasa

orf6- Proteina hipotética
orf7- Proteina hipotética
orf8- Proteina de membrana integral

B) Streptococcus thermophilus St-10

orfl orf2 orf3 orf4orf5  orfé orf7 orf8

Contig 25

orfl- Cadena beta de la acetil-coenzima A carboxiltransferasa

orf2- Cadena alfa de la acetil-coenzima A carboxiltransferasa

orf3- Proteina productora de S-ribosilhomocisteina liasa/Autoinductor-2 LuxS
orf4- Sistema de restriccion-modificacion tipo |, subunidad de especificidad S
orf5- Transposasa para el elemento similar a la secuencia de insercién 1S1216
orf6é- Glutamato descarboxilasa (gadB, GAD)

orf7- Antiportador de glutamato/gamma-aminobutirato (gadC)

orf8- Transposasa para transpos6nTn1546

Figura 9. Analisis gendmico del loci del operéon GAD involucrado en la sintesis del GABA en (A) Lactiplantibacillus plantarum
LL441 (n.2 de acceso de GenBank LWKNOOO00000) y (B) Streptococcus thermophilus St-10 (n.2 de acceso de GenBank
PHHGO00000000), incluido el gen GAD (gadB) y su antiportador de glutamato/gamma-aminobutirato asociado (gadC).

4.1.2. BAL aisladas de muestras de leche cruda

La pequeia produccion de GABA de las cepas analizadas en comparacion con la
superproduccién reportada en otros trabajos (Linares et al., 2016; Renes et al., 2017), podria deberse
a una reducida capacidad de produccidn intrinseca (poca expresién génica, reducida actividad
enzimdtica), lo cual sugiere la posibilidad de que el andlisis de mas variedades o de aquellas
provenientes de otros ambientes pudiera permitir identificar cepas con mayor capacidad de
produccidn. Con este objetivo, se realizaron nuevos aislados de BAL mesdéfilas y termdfilas a partir de
muestras de leche cruda, un ambiente del cual no se contaba con representantes para el analisis

anterior.

Para ello, 24 muestras de leche procedentes de toda la geografia regional de Asturias, Espaiia,
se muestrearon para recuperar aislados de Lactococcus spp. y S. thermophilus, utilizando diferentes
medios de cultivo y condiciones de incubacion (GM17 a 32°Cy LM17 a 42°C, respectivamente). A partir
de los crecimientos provenientes de cada muestra de leche, se tomaron 5 colonias por cada condicidon
de cultivo, se purificaron en el mismo medio de aislamiento y se identificaron por métodos
moleculares mediante la amplificacion, secuenciacién y comparacién del gen que codifica el ARNr 16S.
De esta manera, se identificaron un total de 236 aislados: 119 meséfilos y 117 termdfilos (cuatro

aislados se perdieron durante el proceso de purificacion). De los 119 aislados mesofilos, 26 se
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identificaron como L. lactis, y de los 117 aislados termofilos, 49 como S. thermophilus. Para excluir
replicados y dado que se aislaron cepas de las dos especies de las muestras de leche analizadas, se

seleccionaron una cepa mesdfila y una termdfila de cada muestra.

La capacidad de produccidn de GABA de estas 48 cepas (24 de cada especie) se ensayd en medio
liquido GM17 y LM17, y la produccidn se evalué mediante el analisis de UHPLC descrito anteriormente,
utilizando una concentracién del precursor de 5,0 mM. En 20 de los 48 cultivos bacterianos analizados
se detectd una concentracion de GABA superior a 0,64 mM: la cantidad minima para que una cepa se
considere positiva, siguiendo las recomendaciones de Redruello et al. (2013). A partir de éstas, se
seleccionaron 14 cepas, 6 de la especie L. lactisy 8 de la especie S. thermophilus (Tabla 3). Cabe sefialar
gue todas las cepas “nuevas” parecian producir cantidades de GABA superiores a las de las cepas
analizadas con anterioridad. Esto podria deberse a los cambios que se introdujeron en este periodo

en el procesado de las muestras o en el método de derivatizacion.

Tabla 3. Produccion de GABA (mM) de aislados de leche cruda en medio de cultivo adicionado del precursor GMS 10 mM.

Produccion

Especie Cepas Condiciones de cultivo de GABA

(mM)
Lactococcus lactis subsp. lactis Lc2.1 GM17/32°C/aerobiosis 1,56
L. lactis Lc 5.5 GM17/32°C/aerobiosis 4,88
L. lactis Lc14.4 GM17/32°C/aerobiosis 5,05
L. lactis Lc 16.6 GM17/32°C/aerobiosis 4,24
L. lactis Lc 19.3 GM17/32°C/aerobiosis 4,55
L. lactis Lc21.1 GM17/32°C/aerobiosis 6,29
Streptococcus thermophilus St1.1 LM17/37°C/anaerobiosis 2,84
S. thermophilus St6.1 LM17/37°C/anaerobiosis 1,09
S. thermophilus St 8.1 LM17/37°C/anaerobiosis 4,51
S. thermophilus St9.1 LM17/37°C/anaerobiosis 3,95
S. thermophilus St 16.1 LM17/37°C/anaerobiosis 3,75
S. thermophilus St 18.1 LM17/37°C/anaerobiosis 4,19
S. thermophilus St 20.1 LM17/37°C/anaerobiosis 2,77
S. thermophilus St21.1 LM17/37°C/anaerobiosis 3,90
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4.2, Tipificacion de los aislados de BAL con mayor produccion de GABA

A pesar de que los 14 aislados que produjeron mayor cantidad de GABA que procedian de
muestras de leche distintas, pudiendo considerarse, en principio, como cepas distintas, se llevd a cabo
una tipificacién molecular con el objetivo de seleccionar las cepas con menor parentesco genético.
Para ello, se utilizd un procedimiento estandarizado que combina los perfiles de amplificacién
obtenidos de forma independiente con tres oligonucledtidos distintos: M13, BoxA2R y OPA18. Los
resultados de las amplificaciones y la agrupacién de los perfiles mediante el método UPGMA se

muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Perfiles de tipificacion mediante RAPD vy rep-PCR de cepas de Lactococcus lactis (A, B, C) y
Streptococcus thermophilus (E, F, G) obtenidos con los cebadores M13 (A, E), BoxA2R (B, F) y OPA18 (C, G), y dendrograma
de similitud (D, H) de los perfiles de tipificacion combinados expresados por el coeficiente de similitud de Jaccard (en %). La
agrupacion se realizé mediante el método de grupos de pares no ponderados utilizando promedios aritméticos (UPGMA). La
linea roja marca la repetibilidad del método (93%). En negrita, cepas sometidas a secuenciacion gendémica.

Considerando la reproducibilidad del método (aproximadamente 93%), los resultados sugieren
la presencia de seis cepas distintas de cada especie (Figura 10). Dado que en la caracterizacién de las
cepas se contemplé la secuenciacion y el andlisis gendmico, tal como se desarrolla en capitulos
posteriores, se realizd una nueva seleccion utilizando el criterio de distancia genética, para finalmente
seleccionar cuatro cepas de cada especie: L. lactis (Lc 5.5, Lc 14.4, Lc 19.3 y Lc 21.1) y S. thermophilus
(St 8.1, St 9.1, St 18.1 y St 21.1). Para que estas cepas puedan utilizarse como fermentos o adjuntos
en la elaboracién de productos lacteos fermentados con caracteristicas funcionales, es necesario

determinar sus propiedades bioquimicas y tecnolégicas y asegurar su inocuidad (EFSA FEEDAP Panel,
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2018). Por ello, estas 8 cepas seleccionadas se sometieron a un conjunto de pruebas bioquimicas y

genéticas tal como se describe en los siguientes apartados.
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Conclusién parcial

Se estudié la produccidon de GABA de 310 aislados procedentes de leche y productos lacteos
tradicionales de diversos origenes, elaborados con leche cruda y sin cultivos iniciadores. En 262
aislados, se evalud inicialmente, en medios de cultivo suplementados con GMS al 1% utilizando el
método enzimatico de la GABasa. Posteriormente, de las 24 cepas con mayor produccion segun esta
metodologia, se confirmd en medios de cultivo con 5 mM de GMS y se cuantific6 mediante UHPLC, al

igual que la produccién de las 48 cepas de L. lactis y S. thermophilus procedentes de leche cruda.

Una gran parte de los aislados pertenecian a las especies L. lactis (182 aislados) vy
S. thermophilus (63 aislados). La produccién de GABA por estos aislados fluctué entre 1,01y 6,29 mM.
L. lactis y S. thermophilus son, sin duda, las especies de BAL mds importantes econdmicamente ya que
se utilizan en todo el mundo como fermentos en la elaboracidn, respectivamente, de queso y yogur.
Por este motivo, para los trabajos posteriores, se seleccionaron 8 cepas, 4 de cada especie, para su
completa caracterizacién, lo que incluyd aspectos bioquimicos, genéticos, tecnolégicos y de seguridad

alimentaria.
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Capitulo 2.- Caracterizacion fenotipica y gendmica de cepas de BAL productoras de GABA

Los cultivos iniciadores y de maduracidn constituidos por BAL productoras de GABA podrian
utilizarse en el desarrollo de alimentos fermentados funcionales con un potencial efecto beneficioso
para la salud del consumidor. Antes de su introduccién en la cadena alimentaria, dichos cultivos
bacterianos deberian ser sometidos a una completa caracterizacién funcional, tecnoldgica y de
seguridad. Para lograr este objetivo, en este trabajo se combinaron pruebas de caracterizacion

fenotipica con la secuenciacion y analisis del genoma, aspectos que se exponen en este capitulo.

4.3. Caracterizacidn bioquimica y tecnoldgica de las cepas seleccionadas

Estos ensayos incluyeron pruebas de tipificacion bioquimica, como la fermentacién de
carbohidratos y la determinacion del perfil de actividades enzimaticas, junto con otras pruebas de
gran interés para la utilizacién como fermentos, como la produccidn de acidos organicos, formacién
de compuestos volatiles en leche y capacidad de inhibir microorganismos patdgenos o alterantes

mediante la produccidn de compuestos antimicrobianos.

4.3.1. Utilizacién de carbohidratos, lipidos, proteinas y aminodacidos

El perfil de fermentacion de carbohidratos de las cepas analizado mediante el sistema API-50
CHL, coincidid con el esperado para sus respectivas especies (Tabla 4). El perfil de las cepas de L. lactis
oscild entre la utilizacién de 13 y 21 carbohidratos. Lc 21.1 metabolizé un menor nimero de sustratos,
siendo la Unica cepa de Lactococcus analizada que no utilizé los carbohidratos D-xilosa, D-manitol,
amigdalina, D-maltosa y almiddn. Este perfil es tipico de cepas de lactococos bien adaptadas a la leche
(“domesticadas”) (Cavanagh et al., 2015). El perfil de fermentacidn de carbohidratos de las cepas de
S. thermophilus difirié considerablemente en nimero al de L. lactis. Estas, fueron capaces de utilizar
solo entre 3 y 5 carbohidratos, incluyendo D-galactosa, D-glucosa, lactosa y D-sacarosa. Estos perfiles

de utilizacion de azlcar tan limitados son caracteristicos de esta especie (Hols et al., 2005).
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Tabla 4. Perfil de fermentacidn de carbohidratos de las cepas de Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus productoras de GABA.

Carbohidratos?

Especie/

cepa ARA RIB XYL GAL GLU FRU MAN MNN NAG AMY ARB ESC SAL CEL MAL LAC SUC TRE STA GEN GNT
L. lactis
Lc5.5 - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lc 14.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lc 19.3 - + + + + + + + + + + + + + + + - + + + +
Lc 21.1 - + - + + + + - + - + + + + - + - + - + -

S. thermophilus

St8.1 - - - + + + - - - - - - - - - + + - - - -
St9.1 - - - - + - - - - - - - - - - + + - - - -
St18.1 - - - + + - - - - - - - - - - + + - - - -
St21.1 - - - - + - - - - - - - - - - + + - - - -

aClave de carbohidratos utilizados: ARA L-arabinosa; RIB, D-ribosa; XYL, D-xilosa; GAL, D-galactosa; GLU, D-glucosa; FRU, D-fructosa; MAN, D-manosa; MNN, D-manitol;
NAG, N-acetilglucosamina; AMY, amigdalina; ARB, arbutina; ESC, esculina; SAL, salicina; CEL, D-celobiosa; MAL, D-maltosa; LAC, lactosa; SUC, D-sacarosa; TRE, D-
trehalosa; STA, almidon; GEN, gentiobiosa, GNT, gluconato. Entre paréntesis, reaccion retardada (utilizacion débil).

Ninguna de las cepas utiliz6 los carbohidratos glicerol, eritritol, D-arabinosa, L-xilosa, D-adonitol, metil-B-D-xilopiranésido, L-sorbosa, L-ramnosa, dulcitol, inositol, D-sorbitol,
metil-a-D-manopirandsido, D-melibiosa, inulina, D-melecitosa, D-rafinosa, glucégeno, xilitol, D-turanosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, 2-
cetogluconato y 5-cetogluconato.
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Mediante el sistema API-ZYM, se analizé la capacidad enzimatica de cada una de las cepas de
L. lactis y S. thermophilus (Tabla 5). Las cepas de las dos especies mostraron una fuerte actividad de
leucina aminopeptidasa y fosfohidrolasa (utilizando naftol AS-Bl como sustrato). Ademas, las cepas de
L. lactis evidenciaron gran actividad fosfatasa dcida y una actividad cisteina aminopeptidasa
moderada. En general, las cepas de S. thermophilus presentaron una fuerte actividad B-galactosidasa,
actividad valina aminopeptidasa y esterasa moderada y actividad lipdsica débil. Aunque con niveles
enzimaticos variables, todas las cepas de S. thermophilus resultaron positivas en la prueba de la
ureasa. Esta actividad se evalué mediante el ensayo con rojo de fenol midiendo el amoniaco liberado
segun la metodologia descrita por Lanyi (1987). La capacidad enzimatica ureasa de las cepas de
S. thermophilus es de gran interés aplicado, ya que algunos autores sugieren que esta relacionada con
la protocooperacion de esta bacteria con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus durante la
fermentacion de la leche en la elaboracion del yogur, la cual afecta a la tasa de acidificacion (Yamauchi

et al., 2019).
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Tabla 5. Actividades enzimaticas de cepas de Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus productoras de GABA mediante el sistema API-ZYM.

Actividad enzimatica

Cepa Al- Leu- Val- Cys- N-a-B-
Est Est-Lip Lip Try a-chy Phos N-nph a-gal B-gal B-gln a-glu B-glu a-man Urea
Phos Ary Ary Ary glu

L. lactis
Lc 5.5 5 5 5 5 >40 - 20 5 5 >40 >40 - ) 5 5 >40 - 5 -
Lc 14.4 5 - 10 5 >40 - 5 5 5 >40 >40 - 5 - - >40 - - -
Lc 19.3 5 5 5 5 >40 - 20 5 5 >40 >40 - - 5 - - - - -
Lc21.1 5 5 5 5 >40 - 20 5 5 30 30 - - 5 - - - - -

S. thermophilus

st8.1 - - - 5 >40 20 - - - - >40 - >40 - - - - - +
St9.1 5 20 5 10 >40 20 5 5 5 5 >40 5 >40 5 - - 5 - +
st18.1 - 20 - 10 >40 20 - - - - >40 - >40 - - - - - +
st21.1 - 20 - 10 >40 20 - - - - >40 - >40 - - - - - +

@ Actividad: sustrato nmol hidrolizado. Clave de enzimas: Al-Phos, fosfatasa alcalina; Est: esterasa (C8); Est-Lip, esterasa-lipasa (C14); Lip, Lipasa (C 14); Leu-Ary, leucina arilamidasa; Val-Ary,
valina arilamidasa; Cys-ary, arilamidasa cistina; Try, tripsina; a-chy, a-quimotripsina; Phos; fosfatasa acida; N-nph, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa; a-gal, a-galactosidasa; B-gal, B-galactosidasa; B-
gln, B-glucuronidasa; a-glu, a-glucosidasa; B-glu, B-glucosidasa; N-a-B-glu, N-acetil-B-glucosaminidasa; a-man, a-manosidasa y Urea, ureasa. Ninguna de las cepas presentd actividad a-
fucosidasa.

-, sin actividad.
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Tabla 6. Perfil de azlcares y 4cidos organicos de las cepas productoras de GABA Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus después del crecimiento en leche semidescremada.

Azucares y acidos organicos

Especie/ . . . _ . _ _
Acido 3 Acido Acido 3 Acido Acido Acido Acido
Cepa Lactosa Glucosa Galactosa Acido citrico Acido lactico
orético pirtvico succinico férmico acético urico hipurico
L. lactis
Lc 5.5 6,68+2,3 2,3+0,1 44,4+12,2 9,2+2,5 272,5186,4 7,5¢1,7 2,1+3,0 938,2+224,4 7,3t1,4 - 3,1+1,0 -
Lc14.4 4,49+0,2 1,8+0,1 51,4415 6,0+0,4 - 7,4+2,9 2,0+2,8 826,3+68,1 9,8%3,3 73,7+19,1 2,310,1 2,31+0,0
Lc19.3 5,36%1,2 1,9+0,1 59,7+22,0 9,4%+2,5 218,4+47,7 2,8+0,8 - 405,7+132,6 - 6,619,4 2,5+0,7 0,6%0,3
Lc21.1 7,12+2,5 2,5¢1,3 18,415,8 10,7+2,9 21,5+8,3 15,1+2,9 - 281,5+62,9 - 74,2+13,9 2,4+0,6 3,210,9
S. thermophilus
St 8.1 5,05+1,1 9,1+2,1 982,4+129,1 10,5+1,1 263,2+43,7 8,010,3 - 1173,3+55,5 - - 2,910,4 2,6+0,5
St9.1 5,84+1,5 32,7£7,4 391,9+105,2 10,2+2,6 251,4+65,4 1,0+0,1 - 464,0+116,2 - - 2,6+0,7 2,1+0,4
St 18.1 5,07+3,0 9,015,4 972,2+547,8 10,845,8 265,5+147,3 8,3+3,4 - 1203,6+617,5 - - 3,0+1,7 2,6+1,3
St21.1 6,84+2,3 77,024 365,5+105,8 11,2+3,1 287,7+92,2 1,60,1 - 375,6190,4 - - 2,6+0,6 2,0+0,5
Leche (control) 6,53+0,3 42,248,2 282,7+152,4 8,510,1 191,8+1,4 1,4+1,0 - 313,1+184,2 - - 1,8+0,2 1,9+0,3

2Resultados expresados en mg por 100 mL de leche, excepto lactosa (g por 100 mL).

-, ho detectado.
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4.3.2. Crecimiento en leche y produccidon de compuestos de interés tecnoldgico

Dos cepas de cada una de las especies (L. lactis Lc 5.5 y Lc 14.4; y, S. thermophilus St 8.1 y St
18.1) crecieron bien y coagularon la leche a las 12 h de incubacién, con una disminucién del pH de
6,70 a 4,43-4,70, lo cual facilité la formacién de un coagulo firme de buena apariencia, buen olor y
agradable sabor acido. El resto de cepas, mantuvieron el pH de la leche por encima de 6,00, y ninguna
de ellas coaguld la leche incluso tras 24 h de incubacion (Figura 11A). Para una rapida produccién de
acido lactico, y para alcanzar una alta densidad celular en la leche, las BAL requieren sistemas
eficientes para la utilizacion de la lactosa como fuente de carbono, pero necesitan utilizar también las

caseinas como fuente de nitrégeno (Ayivi & lbrahim, 2022).
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Figura 11. pH (A) y produccion de GABA (B) por cepas de Lactococcus lactis (32°C) y Streptococcus thermophilus (42°C) en
leche semidescremada suplementada con 10 mM de glutamato monosaddico.

Durante los cultivos en leche, las cepas produjeron o consumieron diferentes cantidades de
acidos organicos y azucares. Sin embargo, no se observaron perfiles claros especificos de especies
entre las cepas de L. lactis y S. thermophilus (Tabla 6). Las principales diferencias entre las cepas de
L. lactis se asociaron con la utilizacién de citrato. Las cepas que utilizaron este compuesto (Lc 14.4 y
Lc 21.1), y que pertenecen a la biovariedad diacetylactis, produjeron grandes cantidades de acido
acético. Ademas, las cepas Lc 5.5 y Lc 14.4 produjeron cantidades moderadas de acidos férmico y

succinico.
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Tabla 7. Cantidades relativas de compuestos volatiles producidos en leche semidescremada por las cepas de
Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus.

Control L. lactis S. thermophilus

Compuesto?

leche Lc 5.5 Lc14.4 Lc19.3 Lc21.1 St8.1 St9.1 St18.1 St 21.1
Alcoholes
2-feniletanol - 19,13 33,26 - - - - - -
Alcohol isoamilico - 100,86 164,49 - - - - - -
Acidos carboxilicos
Acido acético - 3,63 14,36 3,28 6,2 1,39 0,84 1,63 0,64
Acido benzoico - 13,44 0,86 12,26 0,57 2,55 5,19 0,95 4,24
Acido butanoico 0,26 4,43 3,85 4,67 2,39 6,09 5,09 6,38 4,89
Acido hexanoico 1,07 33,09 31,86 33,35 20,27 38,75 35,79 39,55 34,24
Acido heptanoico - 0,98 1,01 1,04 - 0,85 0,81 0,94 0,81
Acido octanoico 1,87 35,99 37,83 36,51 30,9 41,25 40,64 42,48 39,72
Acido n-decanoico 2,62 20,69 21,14 19,67 18,07 21,6 20,34 22,58 20,23
Acido 9-decenoico - 2,27 2,37 2,32 1,82 2,8 2,54 2,8 2,47
Acido nonanoico - 0,48 0,71 0,7 0,56 0,63 0,76 0,84 0,73
Acido dodecanoico 0,52 3,62 3,48 3,11 2,73 4,38 3,64 4,09 4,05
Acido tetradecanoico - - - - - 1,04 0,82 0,95 0,88
Acido isovalérico - 14,99 31,97 7,96 - - - - -
Cetonas
Acetoina® - - 17,02 - 25,54 13,58 8,31 12,81 9,82
2-Heptanona 2,67 - - - - 3,86 3,26 4,42 3,38
2-Nonanona 1,85 2,12 1,9 2,05 3,06 2,56 2,6 2,96 2,52
2-Pentadecanona - - 0,55 - - - - - -
2-Tridecanona 0,37 0,52 0,58 0,51 0,47 0,56 0,65 0,66 0,65
2-Undecanona 0,86 1,09 1,17 1,28 1,2 1,45 1,41 1,54 1,44
4-Octanona - 40,7 79,5 20,59 - - - - -
2,5-Dimetil-3-hexanona - - 3,99 0,67 - - - - -
Lactonas
6-Decalactona 0,35 0,66 0,7 0,66 0,62 0,73 0,64 0,71 0,61
y-Dodecalactona 0,35 0,45 0,43 0,4 0,4 0,47 0,66 0,48 0,5
6-Dodecalactona 0,44 0,69 0,71 0,63 0,61 0,83 0,74 0,78 0,76
Otros
Benzaldeido 0,60 1,49 1,63 1,35 0,72 0,77 - 0,81 -
Fenil acetaldeido 0,34 11,12 11,73 4,56 - - - -
2,3-Heptanodiona - - 1,72 0,89 - - - - -
5-Metil-2-fenil-2-hexenal - 1,45 1,62 - - - - - -

aValores del area relativa de los cromatogramas en comparacion con la del patrdn interno de estireno.

b El diacetilo no se puede detectar con el método de cromatografia de gases por micro-extraccidn en fase sélida (SPME) utilizado en
este trabajo.

-, o detectado.

Los perfiles de fermentacidn de azlcares y produccion de compuestos organicos de las cepas

de S. thermophilus parecieron estar influenciados principalmente por la capacidad para crecer en
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leche. Las cepas St 8.1 y St 18.1 presentaron buen crecimiento y generaron grandes cantidades de
acido l4actico, liberando también cantidades notables de galactosa. Por el contrario, la actividad
metabdlica de las cepas St 9.1y St 21.1, que no crecieron bien en leche, fue escasa. Al mismo tiempo,
estas dos cepas liberaron cantidades notables de glucosa, lo que sugiere una lisis celular prematura.
Ninguna de las cepas de S. thermophilus utilizo el citrato de la leche, pero todas produjeron cantidades
moderadas de acetoina. Se cree que S. thermophilus produce diacetilo y acetoina desviando el a-
acetolactato que puede formarse por un exceso de aminoacidos de cadena ramificada (Monnet et al.,

2003).

Tras el cultivo en leche de las cepas de L. lactis y S. thermophilus a 32°Cy 42°C, respectivamente,
se detectaron por cromatografia de gases un total de 29 compuestos volatiles (Tabla 7), 15 de los
cuales no estuvieron presentes en la leche de partida. En las cepas de L. lactis no se observé un perfil
de volatiles especifico de especie, debido al comportamiento divergente de la cepa Lc 21.1. A
diferencia de las otras, esta cepa no produjo acido isovalérico, 4-octanona ni fenilacetaldehido.
Ademas, Lc 5.5 y Lc 14.4 produjeron 2-feniletanol, alcohol isoamilico y 5-metil-2-fenil-2-hexenal. Lc
14.4 produjo acetoina y grandes cantidades de acido acético. Por su parte, Lc 5.5 y Lc 19.3 produjeron
cantidades notables de acido benzoico, mientras que Lc 14.4 y Lc 19.3 produjeron 2,5-dimetil-3-
hexanona y 2,3-heptanodiona. Por el contrario, aunque con pequeias diferencias entre cepas, las
cepas de S. thermophilus ensayadas mostraron perfiles de compuestos volatiles especie-especificos.
En concreto, el acido tetradecanoico y la 2-heptanona fueron los compuestos volatiles asociados

exclusivamente con S. thermophilus.

4.3.3. Capacidad para sintetizar péptidos antimicrobianos
La produccién de péptidos antimicrobianos, como las bacteriocinas o sustancias inhibidoras
similares a bacteriocinas (BLIS), capaces de inhibir microorganismos alterantes y patdgenos, es una
propiedad que puede emplearse para incrementar la calidad e inocuidad de los alimentos (Mokoena

et al., 2021).
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Figura 12. Ensayo de difusion en agar para determinar la produccidén de bacteriocinas en Lactococcus lactis Lc 16.6 y
Streptococcus thermophilus St 8.1. A-sobrenadante; B-sobrenadante neutralizado con NaOH 0,1N; C, D, F, G y H diluciones
1/2;1/4; 1/8; 1/16; 1/32 y 1/64 respectivamente; | y J sobrenadante y sobrenadante neutralizado con NaOH 0,1N de control
positivo (+): cultivo de Lactiplantibacillus plantarum LL441 respectivamente. Se utilizd como cepa indicadora
Latilactobacillus sakei CECT 906" sembrada en el césped.

Se analizé la capacidad de produccion de bacteriocinas/BLIS en las 14 cepas (6 L. lactis y 8
S. thermophilus) pre-seleccionadas como productoras de GABA, que posteriormente se tipificaron en
el apartado 4.2 (Figura 10). Solamente, la cepa Lc 16.6 de L. lactis presentd halo de inhibicion, lo que
sugiere la produccién de una posible bacteriocina (Figura 12). Mientras que ninguna de las 8 cepas
seleccionadas por su mayor producciéon de GABA vy diversidad génica produjo inhibicién de la cepa

indicadora (Latilactobacillus sakei CECT 906").

4.3.4. Produccion de GABA en leche suplementada con GMS
Las cepas seleccionadas productoras de GABA, se incubaron en leche semidescremada de vaca
(materia prima de productos lacteos fermentados) suplementada con GMS (10 mM) y se determind

su capacidad para producir GABA en estas condiciones.

Cuando la leche se complementé con glutamato monosddico 10 mM, el comportamiento de las
cepas fue practicamente idéntico al observado en la leche sin suplementar; solo se observaron
diferencias minimas en los perfiles de acidificacion. La produccién de GABA en la leche suplementada
con GMS se asocio principalmente con la capacidad de las distintas cepas para crecer en este medio
(Figura 11B): aquellas cepas que no crecieron, fueron incapaces de sintetizar GABA. En las cepas de
S. thermophilus, la sintesis de GABA mostrd un retraso en comparacién con lo observado en las cepas
de L. lactis. A las 12 h de incubacidn, sdlo L. lactis Lc 5.5 y Lc 14.4 produjeron cantidades significativas
(p<0,05; p=0,000043) de GABA, mientras que a las 24 h lo hicieron una cepa mas de L. lactis (Lc 19.3)
y dos de S. thermophilus (St 8.1 y St 18.1). En medios de laboratorio, la presencia de GMS en los

cultivos causd un ligero aumento en el pH final respecto al de los cultivos sin glutamato (0,23 + 0,06).
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Sin embargo, este efecto no se observoé en la leche, quizd como resultado de su mayor poder tampdn
(Aydogdu et al., 2023). En general, la cantidad de GABA producida por las cepas fue similar a la descrita
en otras cepas de L. lactis y S. thermophilus (Linares et al., 2016; Renes et al., 2017; Redruello et al.,

2021).

4.3.5. Produccion de GABA en homogeneizados fecales

La posible produccién de GABA por las cepas empleadas en este trabajo se evalud también en
homogeneizados de cultivos fecales humanos suplementados con 30 mg/mL de GMS. Esta evaluacion
se llevo a cabo ante la posibilidad de poder utilizar las cepas como probidticas (Bintsis, 2018),
persiguiendo una produccién de GABA en el intestino tras la ingesta. Esta caracteristica se identificé
en algunas cepas de lactobacilos y Bifidobacterium spp. de origen intestinal (Barret et al., 2012;
Duranti et al., 2020). El ensayo se realizé siguiendo el procedimiento de Barrett et al. (2012), en estas
condiciones, ninguna de las cepas produjo GABA en homogeneizados fecales suplementados con
GMS. Dada la concentraciéon microbiana presente en los homogeneizados fecales, no fue posible
evaluar el crecimiento especifico de las cepas ensayadas, pero se considera que la gran carga
microbiana de especies adaptadas al ambiente intestinal impidid el crecimiento de las cepas en

evaluacién en los homogeneizados.

4.4. Evaluacion de la seguridad bioldgica de las cepas seleccionadas

Entre las caracteristicas de seguridad alimentaria que se consideraron, se determiné la
capacidad potencial para generar metabolitos indeseables para la salud humana, tales como la
produccidon de aminas bidgenas, y la presencia de resistencia a antibidticos transmisibles. Estas
resistencias podrian transmitirse, en ultimo término, a las bacterias patégenas y generar un riesgo

para el tratamiento de las enfermedades infecciosas (EFSA FEEDAP Panel, 2018).

4.4.1 Produccion de aminas biégenas
La produccidn de las aminas bidgenas (AB) histamina, tiramina y putrescina se ensayd en medios
de cultivo liquidos en presencia de sus correspondientes aminodcidos precursores: histidina, tirosina
y ornitina y agmatina, respectivamente. Los ensayos se llevaron a cabo con una concentracién de los
precursores de 5mMy tras 48 h de incubacién en las condiciones éptimas de cultivo para cada especie.
Tras la incubacion, los sobrenadantes se centrifugaron, filtraron, derivatizaron y, finalmente, se

analizaron mediante UHPLC. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Produccidn de aminas biégenas (mM) por aislados de Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus.

Resultados y discusion

Histamina Tiramina Putrescina
Cepas
(mM - mg/kg) (mM - mg/kg) (mM - mg/kg)

Lc5.5 nd 0,060(8,23) 0,041(3,61)
Lc14.4 nd 0,064(8,78) 0,530(46,71)
Lc19.3 nd 0,061(8,36) 0,315(27,76)
Lc21.1 nd 0,054(7,4) 0,118(10,40)
St8.1 0,005(0,55) 0,093(12,76) nd
Sto.1 0,052(5,77) 0,088(12,07) nd
St18.1 0,034(3,78) 0,088(12,07) nd
St21.1 0,042(4,67) 0,077(10,56) nd

nd: no detectable

Los resultados mostraron que las cepas analizadas produjeron cantidades muy pequeiias de las
AB: histamina, tiramina y putrescina (Tabla 8). En Europa, la Unica regulacion que legisla las cantidades
de AB en alimentos hace referencia tan solo a la histamina en pescado y sus derivados. Sin embargo,
basandose en resultados de numerosas investigaciones, la EFSA recomienda valores maximos de
referencia para otras muchas AB en alimentos fermentados (EFSA BIOHAZ Panel, 2011). De forma mas
reciente, DeBeer et al. (2021) determinaron que una ingesta de 50 mg/kg de histamina no causa
sintomas en personas sanas (valor NOAEL; No Observed Adverse Effect Limit), y sugirieron un valor
NOAEL maximo para tiramina de 600 mg/kg de alimento. Para otras aminas, en cambio, como la
putrescina, existen escasos informes sobre sus efectos en la salud y menos aun de la relacién dosis-

efecto. En estos casos la EFSA sugiere un limite maximo de 180 mg/kg.

4.4.2. Perfiles de sensibilidad-resistencia a antibioticos

Para evaluar la presencia de resistencia a antibidticos transmisibles, se determind la
concentracién inhibitoria minima (CIM) de las cepas productoras de GABA frente a 16 antibidticos. El
analisis se realizd utilizando las microplacas comerciales Sensititre EULACBI 1 y 2, disefadas
especificamente para microorganismos anaerobios (Thermo Scientific). En la Tabla 9, se presentan los
valores de CIM obtenidos para las 8 cepas ensayas frente a los distintos antibiéticos. A modo de
referencia para discriminar entre bacterias sensibles y resistentes, se incluyen también los valores de
puntos de corte microbioldgico (cut-off) emitidos por EFSA (2018) para las especies L. lactis y

S. thermophilus.
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Tabla 9. Concentracidn inhibitoria minima (CIM) de 16 antibidticos para Lactococcus lactis y Streptococcus thermophillus productores de GABA.

Concentracion minima inhibitoria (ng/mL)
Especie/cepa

Gm Km Sm Nm Tc Em cl Cm Am Pc Va Q-da Lz Tm Ci Rif

L. lactis

Lc 5.5 1 8 32 4 0,5 0,12 0,06 8 0,5 0,5 0,25 2 4 >64 4 16

Lc14.4 2 8 16 8 0,5 0,12 0,5 8 0,5 0,5 0,5 4 4 >64 4 16

Lc 19.3 1 8 16 16 0,12 0,06 0,12 4 0,5 0,5 0,25 4 2 >64 2 16

Lc 21.1 <0,5 8 16 1 1 0,12 0,06 4 0,25 0,25 0,5 2 2 >64 2 >64
EFSA’s cut-offs? 32 64 32 - 4 1 1 8 2 - 4 - - - - -
S. thermophilus

St8.1 2 16 8 2 0,5 0,12 0,03 2 0,12 0,12 1 0,25 2 64 2 0,12

St9.1 8 128 32 32 1 0,06 0,03 4 0,25 0,5 0,5 0,25 2 64 2 0,25

St 18.1 1 16 8 4 1 0,25 0,03 4 0,12 0,12 1 0,25 2 64 2 0,12

St21.1 2 16 8 4 0,5 0,12 0,03 4 0,12 0,5 0,25 0,12 2 >64 4 0,12
EFSA’s cut-offs? 32 - 64 - 4 2 2 4 2 - 4 - - - - -

Clave de antibidticos: GM, gentamicina; Km, kanamicina; Sm: estreptomicina; Nm: neomicina; Tc: tetraciclina; Em, eritromicina; Cl, clindamicina; Cm, cloranfenicol; Am,
ampicilina; Pc: penicilina G; Va, vancomicina; Q-da, quinupristina-dalfopristina; Lz, linezolid; Tm, trimetoprim; Ci: ciprofloxacino; Rif, rifampicina.
2Los puntos de corte aplicados fueron los de la EFSA (Comisién Técnica FEEDAP de la EFSA, 2018).
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Segun estos valores de referencia, las cepas ensayadas fueron susceptibles a todos los
antibidticos para los que la EFSA establecié un punto de corte entre microorganismos resistentes y
sensibles (Tabla 9). Sin embargo, todas las cepas fueron resistentes a la trimetoprima, resistencia
intrinseca caracteristica de los cocos lacticos. Esto se deberia a que la mayor parte de las BAL poseen
capacidades biosintéticas limitadas y carecen de la via de sintesis del acido félico, lo que las hace, en
su mayoria, resistentes a este antibidtico (Ammor et al., 2007). Desviandose del perfil, L. lactis Lc 21.1
y S. thermophilus St 9.1 mostraron valores elevados de CIM para rifampicina (> 64 pg/mL) y
kanamicina (128 pg/mL), respectivamente. El andlisis gendmico posterior podrd proporcionar
informacién sobre la presencia de los respectivos genes de resistencia y el posible riesgo de la

utilizacién de estas cepas en la elaboracién de productos lacteos.

4.5. Caracterizacion molecular de las cepas seleccionadas

En la actualidad, la secuenciacion gendmica es la técnica mas poderosa para estimar la
potencialidad funcional de los microorganismos (Loman & Pallen, 2015). En este estudio, la
secuenciacién gendmica tuvo como objetivo comprender la base genética de la produccidon de GABA
y asegurar la inocuidad alimentaria del empleo de las 8 cepas. El analisis in silico de los datos
gendmicos mediante herramientas informaticas que posibilitan la hibridacion digital ADN-ADN (dDDH,;
digital DNA-DNA Hybridization) o los valores de la media de identidad nucleotidica (ANI; Average
Nucleotide Identity) confirmd la identificacion taxondmica de todas las cepas. Para llevar a cabo este
analisis, la secuencia gendmica de las cepas se compard con la de cepas tipo de especies relacionadas,
incluidas las de las especies y subespecies L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, L. cremoris subsp. cremoris y L. cremoris subsp. tructae, S.thermophilus y otras

relacionadas pertenecientes al género Streptococcus (ANEXO IV, Tabla 1).

Estos andlisis confirmaron la identificacion previa de las cepas como L. lactis subsp. lactis o
S. thermophilus. Ademas, L. lactis Lc 21.1 se identific6 como perteneciente a la biovariedad
diacetylactis, tal como lo relacionaron los resultados de la utilizacion del citrato mencionados
anteriormente. Los valores de dDDH y ANI (orthoANI) de Lc 14.4 respecto a la cepa tipo de diacetylactis
mostraron ser ligeramente menores a los valores de Lc 21.1. Sin embargo, ambos pardmetros situaron
a Lc 14.4 mas cerca de la cepa tipo L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis (GL2") que de L. lactis
subsp. lactis (ATCC 19435"). Estos resultados también estan en consonancia con los observados en las

pruebas bioquimicas.
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Tabla 10. Caracteristicas generales de la secuencia del genoma completo de Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus productores de GABA.

Resultados y discusidn

Genes codificadores de

proteinas/propiedades

Especies y cepas

S. thermophilus

Lc 5.5 Lc14.4 Lc19.3 Lc21.1 St8.1 St9.1 St 18.1 St 21.1
Tamafio del genoma (pb) 2.718,046 2.652,084 2.575,310 2.433,628 1.806,293 1.761,434 1.807,628 1.794,253
Contenido de G+C 34,77 34,89 34,95 34,99 38,91 38,92 38,96 39,00
Ne de contigs 95 73 84 104 46 49 54 45
Ne de cddigo de secuencias 2.882 2.762 2.721 2.558 2.043 1.989 2.043 2.041
Ne de subsistemas BV-BRC 207 207 208 204 202 202 202 202
Proteinas fijadoras de penicilina 2 2 2 2 2 2 2 2
Proteinas relacionadas con el eflujo 28 24 29 27 27 34 28 34
Factores de Virulencia (VFDB/Victors) 2/8 2/9 1/8 1/7 1/39 1/41 1/39 1/41
Resistencia a Antibidticos (BV-BRC/CARD) 26/2 26/2 27/2 26/2 24/0 24/0 24/0 24/0
Resistencia a los metales pesados 1 2 2 1 2 2 P P
Secuencias de ARNr (235+165+5S) 4 (1+1+2) 4 (1+1+2) 4 (1+1+2) 4 (1+1+2) 3 (1+1+1) 2 (1+1+0) 3 (1+1+1) 2 (1+1+0)
Moléculas de ARNt 52 50 50 51 37 30 35 30
Proteasas 12 15 12 15 11 11 11 11
Peptidasas 26 27 27 26 25 23 26 23
Transposasas/integrasas/excisionasas 27 18 24 24 25 24 24 26
Proteinas derivadas de fagos 333 245 252 225 7 5 6 61
1 (tipo
Proteinas de replicacién de plasmidos 13 11 14 12 1 1 -
pUB110)
CRISPR-Loci Cas 0 0 0 0 3 3 3 3
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Enterolisina A,

LactococinaBy BhtR, BlpD, BlpD, BIpK, BlpD, BlpK, BlpD, BlpK,
lactococina A, 2 xlactococina  Lactococina B,
Bacteriocinas Q, BlpK, BlpU, BlpU, BlpU, BlpU,
ByQ, B, linaridina sactipeptidos
sactipéptidos estreptido estreptido estreptido estreptido

sactipéptidos

BV-BRC, CARD, VFDB y Victors se refieren al programa de anotacidn, asi como a las bases de datos de resistencia a antibidticos y factores de virulencia y patogenicidad.

-, no detectado.
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Figura 13. Organizacidn genética de los operones GABA encontrados en el genoma de las cepas de Lactococcus lactis (A) y
Streptococcus thermophilus (B). Cédigo de color: en rojo, genes que codifican a la enzima glutamato descarboxilasa (gadB);
en verde, genes que codifican los antiportadores GABA/H+ (gadC), en morado, genes que codifican para la proteina
reguladora (gadR); en amarillo, genes que codifican para transposasas; en blanco, genes que codifican proteinas de otros
sistemas o ORFs que codifican proteinas hipotéticas. Se encontré que el operén GABA de Lactococcus lactis Lc 14.1, se
extendia en cuatro céntigos diferentes. Las lineas punteadas indican que los céntigos se extienden mas alla del area
representada.
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La Tabla 10 muestra las caracteristicas generales de los genomas de todas las cepas
secuenciadas. El analisis gendmico mostré que todas las cepas portan los genes que codifican la
enzima glutamato descarboxilasa (gadB) y su correspondiente antiportador asociado (gadC),
organizados en una estructura de tipo operdn (Figura 13). El ensamblaje del genoma de L. lactis Lc
14.4 dividié el operén GABA en cuatro céntigos, impidiendo determinar su estructura de forma
precisa. Uno de los contigos albergaba genes que codifican proteinas implicadas en la replicaciéon de
plasmidos, lo cual sugiere que podrian existir dos copias del operén GABA en el genoma de esta cepa,
una de las cuales podria estar codificada en un plasmido. Esta duplicidad génica podria explicar el fallo
en el ensamblaje del operdn GABA en Lc 14.4 (Figura 13A). Como esta descrito en otras cepas de estas
especies (Cui et al. 2020; Laroute et al., 2023), el orden de los genes gad en L. lactis y S. thermophilus
esta invertido, y los marcos de lectura abierta (ORF; Open Reading Frame) flanqueantes son diferentes
en las dos especies (Figura 13B). El operdn GABA en L. lactis esta flanqueado por genes cromosémicos
que codifican a la ribonucleasa Hll (rnhB) y un sistema de eflujo de potasio (kefA). Por delante de los
genes gad, el operdn en L. lactis comprende también el gen regulador del sistema (gadR) (Figura 13A).
Por su parte, el operén GAD de S. thermophilus también esta codificado en el cromosoma y en la
misma posicion en todas las cepas. Sin embargo, en esta especie, el operdn carece del gen que codifica
al regulador y estad flanqueado por secuencias que codifican elementos de insercidn (IS; Insertion
Sequences) y proteinas de movilizacién (Figura 13B), lo cual sugiere que la capacidad para producir

GABA en S. thermophilus es una propiedad de reciente adquisicidn por transferencia horizontal.

La dotacion genética para la utilizacién de la lactosa y galactosa como fuentes de carbono
incluye agrupaciones de genes para su degradacién a través de la via de Leloir en las cepas de L. lactis
y S. thermophilus, y un operdn para su uso a través de la via de la tagatosa-6-fosfato en los genomas
de todas las cepas de lactococos (Figura 14). Estas rutas metabdlicas estan bien caracterizadas en

cepas de muchas especies de BAL, incluidas L. lactis y S. thermophilus (Iskandar et al., 2019).
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Figura 14. Organizacidon genética de los operones lactosa/galactosa encontrados en los genomas de las cepas de
Lactococcus lactis (A) y Streptococcus thermophilus (B). Codigo de color: en rojo, genes que codifican a la B-galactosidasa
(lacz) o la fosfo-B-galactosidasa (lacG); en verde, genes implicados en el transporte (lacFE, componentes de PEP-PTS; galP,
permeasa de galactosa; lacS, permeasa de lactosa/galactosa); en morado, genes que codifican proteinas reguladoras (/acR,
galR); en celeste, otros genes del metabolismo del azlicar (lacAB, galactosa isomerasa; lacC, tagatosa-6-fosfato quinasa; lacD,
tagatosa-1,6-fosfato aldolasa; galE, UDP-glucosa-4-epimerasa; galK, galactoquinasa; galM, aldosa-1-epimerasa; galT,
Galactosa-1-fosfato uridiltransferasa; lacA, galactdsido acetiltransferasa); en amarillo, genes parciales que codifican
transposasas; en blanco, genes que codifican proteinas de otros sistemas o ORFs que codifican proteinas hipotéticas. Las
lineas punteadas indican que el contigo se extiende mas alla del drea representada.

El analisis del genoma de las dos cepas de L. lactis que utilizan citrato (Lc 14.4 y Lc 21.1) reveld
diferencias sorprendentes en la composicidn de genes asociados con su metabolismo (Figura 15). En
Lc 21.1 se identificaron tres operones, cada uno ubicado en un céntigo diferente. Se considerd que
dos de los operones estan ubicados en el cromosoma bacteriano, ya que se encuentran asociados a
genes del metabolismo basal, y codifican el complejo de la citrato liasa y una enzima malolactica,
respectivamente. Cada uno de los operones alberga un gen que codifica una permeasa similar al
transportador citrato/H+; este gen, sin embargo, mostré mutaciones que podrian dar como resultado
una enzima inactiva. El tercer operdn se encontré en un contigo junto con genes que codifican

proteinas de replicacion plasmidica, lo cual sugiere una ubicacién en un plasmido.
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Figura 15. Organizacion genética de los grupos de genes de citrato encontrados en el genoma de Lactococcus lactis, Lc 14.4
(A) y Lc 21.1 (B). Cédigo de color: en celeste, genes del operdn citrato liasa (citM-citCDEFXG) y de la enzima maloldctica
(mleA); en verde, genes implicados en el transporte, incluyendo la permeasa de citrato (citP) y dos simportadores de malato-
citrato/H+; en purpura, genes que codifican proteinas reguladoras; en amarillo, genes que codifican proteinas de
movilizacidn; en blanco, otros genes o genes que codifican proteinas hipotéticas. Los recuadros indican repeticiones de ADN
(marrén) o genes parciales N-terminales (blanco). Los asteriscos marcan mutaciones que alteran la pauta de los ORFs. Las
lineas discontinuas indican que los contigos se extienden mas alla de estas posiciones.

Este ultimo operdn también mostrd un marco de lectura abierta (ORF), que codifica el
transportador especifico de citrato CitP presente en las cepas de interés para la industria de L. lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis (Quintans et al., 2008). Por el contrario, en el genoma de la cepa Lc
14.4 no esta presente el gen citP aunque se identificaron los operones cromosémicos que codifican a
la citrato liasa y a la enzima malolactica. Los genes que codifican a las correspondientes permeasas
asociadas estan completos y sin mutaciones. Aunque todavia no se estudiaron en detalle, se
informaron cepas de L. lactis que utilizan citrato (y producen diacetilo) sin una permeasa CitP
reconocible (Fusieger et al., 2020; Couderc et al., 2022). Por ultimo, en el genoma de todas las cepas
de L. lactis analizadas se encontraron genes que codifican la citrato sintasa y la isocitrato

deshidrogenasa; enzimas que podrian intervenir en la sintesis de citrato (Wang et al., 2000).

Ademas de los sistemas génicos de utilizacion de lactosa y citrato, los genomas analizados
mostraron un complejo conjunto de genes metabdlicos involucrados en el crecimiento de las cepas
en la leche y en la formacion de compuestos de sabor y aroma en este medio (ANEXO IV, Tablas 2 y

3). Con solo algunas pequefias variaciones entre las cepas, se pudieron establecer perfiles de

70



Resultados y discusion

contenido genético especificos de especies. No obstante, estas pequefias diferencias podrian ser

criticas para el rapido desarrollo y/o la sintesis de compuestos aromaticos en leche.

Entre estos genes, cabe mencionar la presencia de genes que codifican las proteinasas
caseinoliticas de L. lactis y S. thermophilus (PrtP y PrtS, respectivamente) en cinco cepas (cuatro de
ellas, como se menciond anteriormente, crecieron bien y coagularon la leche), pero no en Lc 21.1, St
9.1y St. 21.1. El lento crecimiento en leche de la cepa Lc 19.3, que también contiene el gen prtP, podria
originarse en las regiones reguladoras que preceden a la regidén codificante de la proteinasa
modificando su expresidn y/o la de su proteina de maduracién PrtM esencial en L. lactis (Vos et
al.,1989). Tras los resultados de la caracterizacién bioguimica, en las cuatro cepas de S. thermophilus
se encontrd un operén de ureasa completo, que consta de tres enzimas cataliticas y siete genes

accesorios de funcién desconocida (Figura 16).
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Figura 16. Organizacién genética del operdn de la ureasa en el genoma de cepas de Streptococcus thermophilus. Cédigo de
color: en rojo, genes cataliticos de la ureasa (ureA, ureBy ureC); en celeste, genes accesorios; en blanco, genes que codifican
proteinas hipotéticas o proteinas de otros sistemas. Las lineas punteadas indican que el contigo se extiende mas alla del area
representada. Los asteriscos marcan mutaciones que alteran los ORF.

No se identificaron loci asociados a sistemas CRISPR-Cas en los genomas de las cepas de L. lactis;
siendo estos sistemas poco comunes en esta especie (Millen et al., 2012). De acuerdo con esta
ausencia, se identificd una gran proporcién de genes asociados a fagos en el genoma de todas las
cepas de L. lactis (Tabla 10). El software Phaster asocid los genes fagicos identificados con fagos
completos (de uno a tres) o incompletos (de 4 a 13). La presencia de profagos en el genoma de una
cepa bacteriana podria inhabilitar su uso en la industria lactea (Lunde et al., 2005). Sin embargo, la
ausencia total de fagos integrados en el genoma de L. lactis es algo sumamente improbable. Por el
contrario, las cuatro cepas de S. thermophilus mostraron tres loci con repeticiones CRISPR y genes que
codifican proteinas Cas. Dispersa en los genomas, también se encontré una serie corta de repeticiones
CRISPR en todas las cepas excepto en St 8.1. De forma congruente, un fago completo de 43,9 kpb fue
identificado Unicamente en la cepa St 21.1. En el resto de las cepas sdélo se detectaron dos loci que

poseian conjuntos de genes de origen fagico pero que, por su reducido tamafio, parecian codificar
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fagos incompletos. El programa informdtico PlasmidFinder identific6 dos secuencias derivadas de
plasmidos en St 9.1, mientras que la base de anotacién BV-BRC detectd una proteina de replicacion
plasmidica en St 8.1, St 9.1 y St 18.1 (Tabla 10). La presencia de estas secuencias de ADN o proteina
sugiere la presencia de plasmidos en las cepas. Sin embargo, el programa PlasmidFinder no parece ser
fiable para la deteccién de plasmidos en especies de BAL, ya que, por ejemplo, solo detecté uno de
los siete que presentd la cepa Lpb. plantarum LL441 (Florez et al., 2023). A pesar de esto, el software
identificod secuencias de plasmidos en todas las cepas de L. lactis, lo que concuerda bien con el gran
numero de genes que codifican proteinas asociadas a plasmidos detectadas en la anotacidon BV-BRC
en los genomas de todas las cepas de lactococos. La identificacién de un buen nimero de proteinas
de replicacidn plasmidica sugiere que contienen, como otras muchas cepas de esta especie (Duarte &

Monteiro, 2021), un numeroso complemento extracromosémico en forma de plasmidos.

A pesar de la ausencia de actividad antimicrobiana en el ensayo de difusidn en agar, el programa
informdtico BAGEL 4 desarrollado para la deteccion de secuencias involucradas en la sintesis de
bacteriocinas/BLIS, identificd varios loci como regiones putativas que podrian codificar péptidos
similares a bacteriocinas (Blp; Bacteriocin-like peptides) o péptidos de sintesis ribosomal con diversas
modificaciones postraduccionales (RiPP; Ribosomally synthetized and Post-translationally-modified
Peptides) (Tabla 10). Ademas de varias lactococinas, el genoma de Lc 14.4 codifica una secuencia
proteica con homologia a |la enterolisina A de los enterococos (53% de identidad de aminoacidos). Tres
cepas de lactococos mostraron un locus para la sintesis de sactipéptidos (péptidos que contienen
azufre en el carbono a; clasificados como bacteriocinas de Clase Ic) (Tabla 10). Finalmente, se detectd
un locus para la sintesis de linaridina (una clase de péptidos lineales deshidratados) en el genoma de
la cepa Lc 19.3. En las cepas de S. thermophilus, por su parte, se identificaron varios loci implicados en
la sintesis de bacteriocinas de clase Il con un péptido lider de doble glicina. Ademas, todos los genomas
de esta especie mostraron un locus para la sintesis de estréptidos (una clase de péptidos ciclicos de
20 residuos aminoacidicos con funcidn antimicrobiana). Finalmente, la cepa St 8.1 mostré un locus
con la capacidad de codificar una bacteriocina homdloga a la bacteriocina BhtR (un lantibiético de dos
componentes de la Clase I) producida por una cepa de Streptococcus ratti (Hyink et al., 2005). Algunas
de estas moléculas (sactipéptidos, estréptidos) se identificaron recientemente en los genomas de las
BAL con herramientas bioinformaticas y se desconoce si tienen actividad antimicrobiana o no, y, en su
caso, su rango de inhibicion (Bushin et al., 2020), lo que podria explicar los resultados negativos de las

pruebas fenotipicas.

La exploracion de los genomas con la base de datos CARD para la deteccidon de genes de
resistencia a antibidticos detectd dos secuencias idénticas en los genomas de las cuatro cepas de

S. thermophilus con baja homologia (<33% de identidad) con las proteinas deducidas respectivas de
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los genes vanT y vanY de Enterococcus spp. Estos genes fueron anotados por la plataforma BV-BRC
como alanina racemasa y D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa, respectivamente. Estas enzimas tienen
una actividad bioldgica definida en las bacterias Gram-positivas, ya que participan en la sintesis del
peptidoglucano, y los genes, por tanto, forman parte del complemento genético basico de
mantenimiento (housekeeping genes) en S. thermophilus. El programa ResFinder, por su parte, no
detectd genes ni mutaciones implicadas en la resistencia a antibidticos en los genomas de
S. thermophilus. La base de datos CARD también detecté como gen de resistencia al gen que codifica
a la D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa en todas las cepas de L. /actis como un “hit” estricto
(secuencia similar a otra en la base de datos considerada un gen de resistencia a antibiético). Ademas,
la base de datos identificd el gen LmrD en todas las cepas de esta especie como un “hit” perfecto
(secuencia idéntica a otra en la base de datos considerada un gen de resistencia a antibidtico: 100%
de identidad, 100% de cobertura de longitud). Este gen codifica una subunidad del transportador ABC
inespecifico LmrCD de L. lactis. Este transportador esta bien caracterizado y participa en la secrecion

de compuestos nocivos para las células (Zaidi et al., 2008).

En los subsistemas del servidor Rast (servicio automatizado de anotacién de genomas de
bacterias y arqueas), se anotaron algunos genes que codifican enzimas implicadas en la homeostasis
y la resistencia a metales pesados, pero no verdaderos genes de resistencia a antibiéticos. Tampoco
se identificaron genes que codificaran factores de patogenicidad o virulencia, mas alla de un gen que
codifica a una serin proteasa con similitud parcial a la toxina exfoliativa A de Staphylococcus aureus.
Este gen se presentd en todas las cepas analizadas, tanto en las de L. lactis como en las de
S. thermophilus. Sin embargo, su funcidn fisiolégica en las BAL estd aun por determinarse (Bukowski
et al., 2010). Apoyando los resultados del analisis de produccién de aminas biégenas, la enzima
glutamato descarboxilasa (gadB) fue la Unica descarboxilasa de aminodcidos que se identificd en el

genoma de las 8 cepas analizadas.
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Conclusién parcial

Para la caracterizacién bioquimica y tecnoldgica de las cepas seleccionadas, se realizaron
ensayos que incluyeron la tipificacidon bioquimica, fermentacién de carbohidratos, determinacién del
perfil de actividad enzimaticas y otras pruebas relevantes para su uso como fermentos (produccion de
acidos organicos, formacién de compuestos voldtiles en leche y capacidad para inhibir
microorganismos patdgenos o alterantes mediante compuestos antimicrobianos). En todos los casos,

los resultados obtenidos coincidieron con lo esperado para sus respectivas especies.

En este estudio, la secuenciacidon gendmica tuvo como objetivo comprender la base genética de
la produccién de GABA y asegurar la inocuidad alimentaria de las ocho cepas. El analisis in silico
confirmé la identificacién taxondmica de todas ellas. Ademas, L. lactis Lc 21.1y Lc 14.4 se identificaron
como pertenecientes a la biovariedad diacetylactis, tal como indicaron los resultados de la utilizacidn
de citrato y las pruebas bioquimicas realizadas. No se identificaron genes que codificaran factores de
virulencia o toxinas en las bases de datos especificas. Estos datos sugieren que las cepas examinadas
estan libres de genes de riesgo para la salud, lo cual indica su seguridad para su uso en sistemas

alimentarios.

En contraste con los resultados obtenidos en medios de laboratorio y leche, ninguna de las
cepas produjo GABA en homogeneizados fecales, propiedad evaluada para analizar su potencial como
cepas con caracteristicas probidticas. Como resultado de los estudios de seguridad alimentaria, se
concluye que las cepas seleccionadas no producen aminas bidgenas y no portan genes que expresen

resistencias a antibidticos, por lo cual se consideran seguras para la elaboracidn de productos lacteos.

Los resultados de la caracterizacidon de seguridad, bioquimica, genética y tecnolégica de las
cepas seleccionadas indicaron que todas ellas, son potenciales constituyentes de cultivos iniciadores
o cultivos adjuntos para la fabricacién de productos lacteos fermentados enriquecidos con GABA a

partir de leche suplementada con GMS.

74






Resultados y discusion

Capitulo 3.- Elaboracidn de productos lacteos fermentados enriquecidos en GABA

Tras la caracterizacién tecnolégica y de seguridad en las cepas de L. lactis y S. thermophilus
seleccionadas por su capacidad para producir GABA, se concluyé que todas ellas se consideran
potenciales constituyentes de cultivos iniciadores o cultivos adjuntos para la fabricacién de productos
lacteos fermentados enriquecidos en GABA. Puesto que el ambiente lacteo ejerce un efecto sobre la
produccion de GABA, se disefiaron cultivos iniciadores destinados a la elaboracion de leche
fermentada y yogur a partir de leche suplementada con GMS, evaluando tanto la produccién de GABA
durante el proceso de elaboracidén y conservacién, como la aceptacion por parte del consumidor de

los productos enriquecidos en este compuesto.

4.6. Elaboracién de productos lacteos funcionales

Los cultivos iniciadores disefiados se ensayaron para la elaboracidn de leche fermentada (cepas
de L. lactis) y yogur (cepas de S. thermophilus en combinacién con cepas de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus no productoras de GABA), siguiendo la metodologia tradicional para la elaboracion
de leche fermentada (incubacion 22°C) y de yogur (incubacion a 42°C). En ambos casos, se utilizé como
sustrato leche semidescremada comercial sometida a un tratamiento ST-HT: calentamiento a alta
temperatura (140°C) durante un periodo muy breve (2-4 segundos). Dado que la protedlisis durante
la fermentacion es muy reducida, la leche se suplementé con 10 mM de GMS como precursor de
GABA. Esta cantidad es inferior al limite maximo permitido (LMP) de GMS en alimentos de 10 g/kgo L
(=60 mM) y una ingesta diaria aceptable (IDA) de 30 mg/kg peso corporal segln las recomendaciones

de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA ANS Panel, 2017).

Los lotes experimentales de leches fermentadas (LFG) y yogur (YG) se compararon con otros
elaborados empleando cepas de L. lactis y S. thermophilus no productoras de GABA como controles.
La identificacién y cuantificaciéon de GABA a lo largo de la elaboracion y maduracidn de los productos
experimentales se realizaron por UHPLC y las caracteristicas organolépticas de los productos
fermentados se evaluaron por un panel de consumidores del IPLA-CSIC. Para correlacionar los niveles
de GABA producidos y evaluar la estabilidad microbioldgica del producto durante su vida util, se llevé

a cabo la caracterizacidon microbioldgica de los productos experimentales.
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Figura 17. Produccion de GABA a partir de GMS durante la elaboracion y vida de estante a 4°C de productos lacteos: (A) leche
fermentaday (B) yogur. S1, S2 y S4: semanas 1, 2 y 4 respectivamente. La linea punteada separa horas de semanas.

En la Figura 17, se presenta la relacidn entre los parametros medidos durante la elaboracion y
conservacién de los productos experimentales preparados con las cepas seleccionadas. En la
elaboracion de ambos productos, el pH disminuyd desde 6,70 hasta 4,65 en la leche fermentada y a
4,06 en el yogur, manteniéndose en esos valores durante la refrigeracion a 4°C; estos son los rangos
esperados para estos derivados lacteos (Aryana & Olson, 2017). Los valores de células viables
expresados en unidades logaritmicas (logio), en ambos casos aumentaron desde 6,0 (en la inoculacién)

hasta un valor maximo de 9,4-9,9 (tras la fermentacion), para disminuir posteriormente a las 4
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semanas de conservacién hasta un valor de 6,5-6,6 en la leche fermentada y el yogur,
respectivamente. La produccion de GABA en la leche fermentada, alcanzé valores de 4,66 mM y 8,09
mM a los 28 dias en condiciones de refrigeracion (4°C), valores que corresponden a cantidades de
48,00-83,42 mg de GABA/100 mL de producto. Mientras que, en el yogur, se obtuvieron valores de
7,27 mM durante la elaboracién y 8,75 mM a los 28 dias en refrigeracién. Estos valores se
corresponden con un rango de 75-90 mg de GABA/100 mL de yogur, cantidades superiores a los
minimos reportados que producen efectos fisioldgicos en el hombre (Inoue et al., 2003; Pouliot-

Mathieu et al., 2013; Linares et al., 2016).

Basado en los resultados, se concluye que la acumulacion de GABA persiste después del proceso
de elaboracién, especificamente durante el periodo de refrigeracion, lo cual es consistente con lo
reportado por otros autores (Galli et al., 2022; Ramos & Poveda, 2022). Las cepas seleccionadas, por
tanto, podrian emplearse como cultivos iniciadores o adjuntos para la elaboracién de productos

fermentados con un proceso de maduracién a baja temperatura (p. €j., en la elaboracion de quesos).

4.7. Analisis sensorial

El analisis sensorial se llevé a cabo en dos etapas debido a que las cepas estaban siendo
evaluadas por primera vez en la elaboracién de productos fermentados. En la primera etapa, los
productos fermentados se presentaron a un grupo reducido de evaluadores (n=5). Si estos
evaluadores consideraban los productos satisfactorios, se procedia a presentarlos a un grupo mas

amplio de panelistas (n=40).
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Figura 18. Analisis sensorial de yogur elaborado con BAL seleccionadas, utilizando una escala hedénica de 5 puntos y
codificacion de 3 digitos. (A) Atributos de: sabor, aspecto, aroma y textura; (B) Aceptacidn global. Codificacidn: 238 y 549,
yogur elaborado con BAL productoras de GABA sin y con el agregado de 10mM GMS, respectivamente; 664, yogur elaborado
con fermento comercial sin el agregado de GMS.

En la leche fermentada, el panel reducido de evaluadores detecté la presencia de un sabor
extrafio, por lo que este producto no se presentd al panel extendido. El defecto pudo deberse a la
presencia de sabor umami en el producto, como resultado de los residuos de glutamato monosdédico
(3,8 mM), muy superiores a los que se determinaron en el yogur (Figura 18). Este sabor caracteristico

de determinados alimentos asiaticos (Hajeb & Jinap, 2015), no es un atributo deseable en leches
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fermentadas (Mohammadi et al., 2012). Por lo que se concluye que, bajo las condiciones de ensayo,
estas cepas no son adecuadas para la elaboracién de leche fermentada, aunque pudieran ser de

interés para la elaboracién de quesos.

En cambio, el yogur paso el primer filtro de analistas y se continué con el analisis sensorial por
el panel de consumidores extendido mediante la evaluacién de los siguientes atributos: sabor,
aspecto, aroma y textura (Figura 18A). Para ello, se utilizd una escala heddnica de 5 puntos y se
codificaron los yogures a analizar con digitos de 3 cifras aleatorios (238 y 549, yogur elaborado con
fermento constituido por cepas seleccionadas productoras de GABA sin y con el agregado de 10 mM
GMS, respectivamente; y 664, yogur elaborado con fermento comercial sin el agregado de GMS).
Mediante el analisis ANOVA (n=40) de los atributos estudiados, pudimos concluir que no habia
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05; p=0,4386) en los valores promedio de los atributos
para los yogures experimentales, incluyendo la aceptacién global (Figura 18B). Por lo que el yogur

enriquecido con GABA pudiera tener una buena aceptacién en el mercado.
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Conclusién parcial

Se demostrd la factibilidad de utilizar estas cepas BAL seleccionadas para la elaboracion de
productos lacteos enriquecidos con GABA. La aplicacidon de las cepas seleccionadas productoras,
permitio la elaboracién exitosa de un yogur enriquecido con buena aceptacién por parte de un panel
de consumidores. En el caso de la leche fermentada, la conversién de GMS a GABA fue moderada bajo
las condiciones experimentales empleadas. Los resultados indicaron la necesidad de optimizar las
condiciones de fermentacion para mejorar la cantidad de GABA generado y minimizar el residuo del

precursor, evitando el sabor umami indeseable para este tipo de productos.

El estudio de la vida atil en refrigeracidn de los productos enriquecidos mostré una estabilidad
aceptable, con un aumento en los niveles de GABA durante el almacenamiento, alcanzando
concentraciones superiores a los minimos necesarios reportados, para producir efectos positivos en
la salud humana. Estos hallazgos son prometedores para el desarrollo de productos lacteos

funcionales.

Se concluye que las cepas seleccionadas de L. lactis y S. thermophilus presentan un gran
potencial para la formulacidn de cultivos iniciadores o adjuntos en la fabricacion de alimentos lacteos

fermentados enriquecidos con GABA, proporcionando una nueva opcién en el mercado.
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Capitulo 4.- Caracterizacion y control de la produccion de GABA en S. thermophilus St 8.1

En la actualidad, se tiene conocimiento suficiente acerca de la produccidon de GABA por parte
de diversas cepas de L. lactis (Laroute et al., 2021; Redruello et al., 2021; Galli et al., 2022) y Lvb. brevis
(Wu & Shah, 2017; Cui et al., 2020; Zotta et al., 2022; Zhang et al., 2023). Sin embargo, con respecto a
S. thermophilus el conocimiento es mucho mas limitado (Gu et al., 2022). Por este motivo, en este
apartado se selecciond la cepa S. thermophilus St 8.1 -una de las mas productoras consideradas en
este trabajo- para evaluar el efecto de diferentes condiciones de cultivo sobre la produccidon de GABA,

junto con un analisis transcripcional de los genes GABA gadB y gadC.

4.8. Dinamica de crecimiento, evolucién del pH y produccién de GABA

Ademas de identificar cepas que produjeran GABA en medios de cultivo y leche, se investigaron
las condiciones de su produccién. Se buscé entender cudl era el rol fisiolégico primario del GABA en
las BAL, conocimiento que podria ser utilizado para maximizar la produccidon del compuesto por los
microorganismos. Para alcanzar este objetivo, se monitorizaron cultivos de S. thermophilus St 8.1 en
LM17 y LM17cms durante un maximo de 48 h (Figura 19) y en un medio quimicamente definido (CDM),
desarrollado para L. lactis (Otto et al., 1983), que permite también un crecimiento suficiente de
S. thermophilus (Figura 19). Este Ultimo medio permitié un mayor control de la concentracidn del
precursory de la produccion de GABA, ya que LM17 contiene pequeias cantidades de glutamato (=2,0
mM). Con este ensayo se pudo determinar la dindmica de crecimiento mediante |la determinacién de
los valores de DOgoonm Y €l nUmero de células viables, asi como, la variacién del pH. La temperatura de

incubacién a la que se realizd este ensayo fue la éptima para el crecimiento de S. thermophilus (42°C).
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Figura 19. Dinamica de crecimiento, evoluciéon del pH y produccion de GABA a lo largo del tiempo por
Streptococcus thermophilus St 8.1: (A) en medio LM17 y (B) en medio LM17 suplementado con 5 mM de GMS.

Los valores de DOsoonm dividieron la curva de crecimiento de S. thermophilus St 8.1 en tres
periodos diferentes, que se corresponden con los tiempos de muestreo de 0-2, 2-8 y 8- 40 h (Figura
19). Tras la inoculacion, una fase de latencia muy corta y, por tanto, una fase de crecimiento
exponencial temprana son propiedades valiosas desde un punto de vista tecnoldgico y de seguridad
en los productos lacteos, ya que estas propiedades de la cepa St 8.1 permitirian una rapida

acidificacion y coagulacién de la leche, lo cual favorece la inhibicion de patégenos y microorganismos
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alterantes (Linares et al., 2016; Zhu et al., 2024). La viabilidad celular comenzdé a disminuir poco
después de que se obtuvieron los valores maximos de recuento. La tendencia de la curva de DOgoonm,
los recuentos de células viables y el pH de los cultivos suplementados con GMS (5 mM) fue muy similar
a la de los cultivos no suplementados. Sin embargo, a las 40 h de incubacidn, la viabilidad celulary el
pH fueron ligeramente superiores en condiciones suplementadas (=0,4 log ufc/mL y 0,05 unidades,
respectivamente) (Figura 19B). Tras 10 h de incubacidon, cuando se alcanz6 la maxima DOgoonm, l0S
recuentos mas altos y el pH mas bajo (4,28), se detecté GABA en el medio por primera vez (Figura 19).
La coincidencia entre la produccién exponencial de GABA y valores pH por debajo de 5,0 respalda la
potencialidad de S. thermophilus 8.1 para la produccion de productos lacteos fermentados
enriquecidos con GABA. En el medio LM17 no suplementado con GMS utilizado como control
negativo, se detectd una pequefia cantidad de glutamato (=2,0 mM) (Figura 19A), lo cual explicaria la
pequefia produccién de GABA detectada en este medio. En los cultivos suplementados con GMS, la
concentracién de GABA aumentd exponencialmente entre las 10 y 16 h de incubacidn, con ligeros
incrementos posteriores hasta alcanzar un valor maximo de 6,63 mM £ 0,36 a las 22 h. A partir de este
tiempo la concentracion de GABA se mantuvo constante hasta el final del muestreo a las 55 h (Figura

19B).

Para evaluar las cinéticas de crecimiento en medio quimicamente definido (CDM) (Figura 20),
se trabajd con una concentraciéon de indculo elevada (5%), ya que el cambio desde un medio muy rico,

como es el LM17, hasta uno minimo afecté significativamente el crecimiento de St 8.1.
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Figura 20. Dinamica de crecimiento, evoluciéon del pH y produccion de GABA a lo largo del tiempo por
Streptococcus thermophilus St 8.1: (A) en medio CDM y (B) en medio CDM suplementado con 10 mM de GMS.

De manera similar a los resultados empleando el medio LM17, en CDM la viabilidad celular y el
pH fueron ligeramente superiores a las 48 h de incubacion en presencia de GMS (Figura 20B). El GABA
comenzé a detectarse a las 10 h de incubacién, coincidiendo con los valores mas altos de DOgoonm Y de
recuentos celulares. En este punto, el pH mostré un descenso muy pronunciado, seguido de una
disminucion mas suave, sin alcanzar el valor de la condicidn sin suplementar (5,0 frente a 4,5 a las 48
h) (Figura 20A). Una vez que se inicio la produccion de GABA (Figura 20B), contindo de manera lineal

hasta el final de la incubacion.
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4.9. Efecto de las condiciones de cultivo en la produccion de GABA

4.9. Efecto de las condiciones de cultivo en la produccion de GABA

En los ultimos afios, se describio la influencia de distintas condiciones ambientales sobre la
produccién de GABA, lo cual destaca la necesidad de evaluar a nivel de cepa condiciones similares a las
que tienen lugar a lo largo de los procedimientos tecnoldgicos de cada producto fermentado (Mazzoli
et al., 2010; Chen et al., 2018; Carafa et al., 2019). Por ello, se evalué la produccion de GABA empleando
S. thermophilus St 8.1 en medio M17 a diferentes valores de pH, temperatura de incubacién y
concentraciones de GMS, lactosa, glucosa y NaCl. Todos estos parametros influyen en el crecimiento de la
cepa, por tanto, el efecto de estos factores sobre la produccién se representa tras normalizacion con los
valores de DOgoonm (Figura 21). Como era esperable, la produccién de GABA por la cepa St 8.1 se vio
notablemente influenciada por la presencia o ausencia de su precursor (GMS), pero también por
condiciones que la bacteria encuentra en el ambiente lacteo (p. ej., durante la fabricaciéon de queso y

yogur), entre las que destacan la temperatura, el pH y la concentracién de NaCl y lactosa.

La produccién de GABA se incrementé con el aumento de la concentracién de GMS (Figura 21A),
alcanzando un maximo de 6,19 * 0,02 mM en medio suplementado con 10 mM de GMS
(correspondiente a una relacion GABA/DOgoonm de 1,36 = 0,08 U). Sin embargo, la produccion de GABA
disminuyé significativamente a concentraciones de GMS > 10 mM. Estos valores difieren
considerablemente de las concentraciones dptimas de GMS para otras cepas, como S. thermophilus fmb5
(~100 mM de GMS), L. lactis NCDO 2118 (~152 mM de GMS) o Lpb. plantarum K16 (~500 mM de GMS),
entre otras. (Chen et al.,, 2018; Diez-Gutiérrez et al., 2022; Laroute et al., 2021). El crecimiento de
S. thermophilus St 8.1 medido por DOgoonm, fue similar en todas las concentraciones de GMS analizadas, lo
cual indica que las diferencias en la produccién de GABA no tienen lugar por el aumento de la densidad

bacteriana.

La temperatura también afectd a la produccidn de GABA. La temperatura éptima para obtener un
mayor rendimiento de produccién de GABA se determind a 42°C, que concuerda con la
temperatura éptima de crecimiento de S. thermophilus (Chen et al., 2018). Aunque no se observaron
diferencias contundentes en la densidad bacteriana a temperaturas inferiores (32°C y 37°C), si se
detectd una disminucidon significativa en la produccion de GABA. Por el contrario, S. thermophilus no

crecid a 20°C, por lo cual no se detectd GABA en cultivos a esta temperatura (Figura 21B).

El efecto de la fuente de carbohidratos sobre la produccién de GABA se evalué en medio M17
suplementado con un porcentaje creciente de glucosa y lactosa (0,2-2,0%) (Figura 21C y D). El
rendimiento mdaximo de produccién de GABA se alcanzéd con 1% de lactosa y 2% de glucosa. A

concentraciones de azlcar superiores al 1%, la produccién de GABA fue mayor en presencia de lactosa
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qgue de glucosa. Un estudio previo determind que la especie S. thermophilus muestra una ligera
preferencia por lactosa en comparacion con otros carbohidratos simples, como glucosa y galactosa
(Tarrah et al., 2018). Esta predileccidn especifica por el metabolismo de la lactosa afecta directamente
a la produccién de GABA, ya que el crecimiento de S. thermophilus St 8.1 se ve potenciado en medio

LM17, lo cual se traduce en una mayor densidad celular y una disminuciéon mas rapida del pH.
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Figura 21. Efecto de diferentes condiciones sobre la produccién de GABA por Streptococcus thermophilus St 8.1. La condicion
de cultivo control fue caldo M17 suplementado con 1% de lactosa y 10 mM de GMS, y una temperatura de incubacién de
42°C. Las barras indican la concentracién de GABA y los puntos indican el pH.
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La presencia de NaCl en el medio de cultivo (el medio M17 no contiene NaCl en su formulacion)
provocd una disminucion drastica en la produccién de GABA, incluso cuando el crecimiento de St 8.1
no fue muy diferente al del control (0,5-1,0% de NaCl). Por lo tanto, se determiné que LM17 sin
suplementacién con NaCl fue la condicién éptima para el rendimiento de produccién de GABA por

esta cepa (1,5 + 0,01 U) (Figura 21E).

La influencia del pH sobre la produccion de GABA por St 8.1 se evalud en medio LM17sms con
un pH inicial ajustado a 7,0, 6,5, 5,5 y 4,5; posteriormente, durante la incubacién, el pH evoluciond
libremente. El mayor rendimiento en la produccidon de GABA se registré en los cultivos con un pH
inicial de 5,5 (1,18 + 0,25 U) después de 24 h de incubacion (Figura 21F), mientras que a pH 7,0 se
obtuvo un rendimiento menor (0,18 + 0,10 U). Por el contrario, S. thermophilus St 8.1 fue incapaz de
crecer en LM17ems con un pH inicial de 4,5 y, congruentemente, no se detecté GABA en el cultivo a
este pH. Aunque el valor de pH éptimo para la produccién de GABA varia ligeramente entre cepas,
esta bien establecido que se requiere un pH inferior a 5,0 para su produccion (Chen et al., 2018; Carafa
et al., 2019; Laroute et al., 2021; Diez-Gutiérrez et al., 2022). Esto concuerda con la conversién del
acido glutdmico en GABA como mecanismo de supervivencia en condiciones de estrés acido

(Papadimitriou et al., 2016).

Para obtener mas informacidon sobre el efecto del pH en la produccion de GABA, se
monitorearon cultivos en LM17sus con pH iniciales de 7,0, 6,5y 5,5 durante 24 horas de fermentacion

(Figura 22).
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Figura 22. Produccion de GABA, crecimiento celular y variacion del pH de Streptococcus thermophilus St 8.1 en caldo M17
suplementado con 1% de lactosa y 10 mM de GMS a un pH inicial ajustado a 7,0; 6,5y pH 5,5.
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En los cultivos con un pH inicial de 6,5, el 100% del GMS presente en el medio se metabolizé a
GABA (10 mM GABA +0,53). Quizas esta elevada concentracién de GABA esté relacionada con el ligero
aumento del pH final del cultivo observado tras 24 h de incubacidn. Por otra parte, los porcentajes de
transformacion de GMS en GABA en cultivos con pH inicial de 5,5y 7,0 fueron de 53% (5,31 mM GABA
+0,61) y 19% (1,87 mM GABA + 0,95), respectivamente. Cabe destacar que el crecimiento de St 8.1 a
pH 5,5 se vio seriamente comprometido alcanzando valores de DOgoonm 50 veces inferiores a los

obtenidos a pH 7,0y pH 6,5.

4.10. Regulacion transcripcional de los genes gad

La composicién y estructura del operén gad en S. thermophilus estd bien establecida vy
comprende los genes gadB y gadC, que codifican una glutamato descarboxilasa y un intercambiador
glutamato/GABA, respectivamente. Sin embargo, los mecanismos de regulacién que controlan los
genes gad contindan poco comprendidos. En este trabajo se investigd la regulacidn transcripcional de
los genes gad y la concomitante produccion de GABA por S. thermophilus St 8.1 en condiciones que
se pueden encontrar en la fabricacién y maduracion de algunos productos lacteos fermentados (1%
de NaCl y 2% de lactosa). Debido a la presencia de pequefias cantidades de glutamato en el medio
M17, la expresion de los genes gad se determind en medio quimicamente definido (CDM), segun el
siguiente esquema: condicién 1 (C1), CDM; condiciéon 2 (C2), CDMawms; condicién 3 (C3), CDMgwms

suplementado con NaCl al 1% y condiciéon 4 (C4), CDMgwms suplementado con lactosa al 2%.
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Figura 23. Produccién de GABA vy evolucion del pH en los cultivos de Streptococcus thermophilus St 8.1 en diferentes

condiciones: C1, CDM; C2, CDMgms; C3, CDMgwms suplementado con 1% NaCl y C4, CDMgwms suplementado con 2% lactosa.
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Los cultivos de S. thermophilus St 8.1 en medio CDMgms no mostraron diferencias significativas
(p<0,05), en el crecimiento en ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 23), excepto en presencia
de 2% de lactosa, donde se registr6 un aumento de DOgoonm de 0,5 unidades. En medio CDM
suplementado con GMS (C2) se detectd GABA después de 6 h de incubacidn. La produccién de GABA
en este medio aumentd con la adicidn de 1% de NaCl (C3), mientras que se redujo con la adicién de
2% de lactosa (C4). La presencia de diversas sales (iones cloruro, sulfato o fosfato), fuente de nitrégeno
(extracto de levadura), coenzimas (piridoxal-5'-fosfato) y otros aditivos influyen positiva o
negativamente en la produccion de GABA dependiendo de la cepa y de las condiciones especificas de
cultivo (Laroute et al., 2021; Cataldo et al., 2024). Este hecho, podria explicar el efecto opuesto del
NaCl y la lactosa en la produccidon de GABA por St 8.1 cuando se utilizaron los medios LM17cms Y
CDMgws. En todas las condiciones ensayadas, solamente se detectdé GABA cuando el pH disminuyd a
valores menores a 5,0. Es preciso resaltar que al igual que en los cultivos en M17, el pH final de los
cultivos con mayor contenido en GABA fue aproximadamente 0,5 unidades mayor que el de los

cultivos con menor contenido.
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Figura 24. Expresion de los genes gadB (A) y gadC (B) de Streptococcus thermophilus St 8.1 mediante RT-qPCR y cuantificacion
del efecto de NaCl al 1% y lactosa al 2%. Las barras muestran la expresion relativa de los genes después de la normalizacién
con el gen de mantenimiento de la subunidad B de la glicina-ARNt ligasa (glyS) y con la expresion en la condicion de referencia
(CDM sin GMS; C1). Las lineas indican la evolucion del pH en los cultivos.

La transcripcion de los genes gadB y gadC se cuantificé mediante RT-qPCR a distintos intervalos
de incubacién 0, 2, 4, 6, 8 y 24 h, intentando evaluar la expresion de estos genes en todas las etapas
de lafase de crecimiento de St 8.1 (Figura 19). En la Figura 24, se muestra el nivel de expresion relativa
de gadB y gadC en S. thermophilus St 8.1 después de la normalizacién con la expresion del glyS (un
gen conservado de mantenimiento) y también con la expresion de los genes gad en CDM sin GMS
(calibrador). Cuando se utilizé el gen de mantenimiento GADPH para la normalizacidn, se obtuvo el

mismo patrén de expresion y unos valores similares (Figura 25).
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Figura 25. Expresion de los genes gadB (A) y gadC (B) de Streptococcus thermophilus St 8.1 mediante RT-gPCR y cuantificacion
del efecto de NaCl al 1% y lactosa al 2%. Las barras muestran la expresion relativa de los genes después de la normalizacién
con el gen de mantenimiento de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y con la expresidn en la condicion de
referencia (CDM sin GMS; C1). Las lineas indican la evolucion del pH en los cultivos.

En presencia de GMS, la transcripcidn de los dos genes siguid los mismos patrones de expresién
en todas las condiciones ensayadas. Se determind una transcripcidn basal pequefia de gadB y gadC
durante el crecimiento en el medio de control (CDMgws; C2). La expresion de gadB aumentd
sustancialmente a las 6 h, alcanzdé un maximo a las 8 h (8 veces) y aun a las 24 h (=3 veces). Por el
contrario, la transcripcién de gadC siguid una curva bimodal. Aumenté a las 2 h (2,5 veces), disminuyd
fuertemente alas 4 hy aumentd nuevamente alas 6 h de incubacidn. La transcripcidn de los dos genes
se vio afectada por la presencia de NaCl (condicién C3) o lactosa (condicidn C4) en el medio de
crecimiento. En comparacién con el control (C2), la transcripcién de gadB y gadC en el medio
suplementado con 1% de sal fue mayor a las 6 h y menor en todos los demas puntos de muestreo,
mientras que la presencia de lactosa afiadida disminuyd la transcripcién de los dos genes en todos los
puntos de muestreo. En particular, la expresion de gadC en esta condicion disminuyd a niveles

menores al constitutivo en las condiciones de cultivo estandar sin glutamato monosédico (C1).

El efecto del pH sobre la expresién del gen gadB se reportd previamente para cepas de otras
especies de BAL, como Lpb. plantarum 90sk (Yunes et al., 2016), L. lactis NCDO 2118 (Laroute et al.,
2021) y E. avium SDMCC050406 (Gu et al., 2021). Aunque el pH puede actuar como el interruptor que
activa el operdon GABA en presencia de GMS en la cepa St 8.1, el NaCl y la lactosa también mostraron,
de diferentes maneras, algunos efectos sobre la transcripcion y la produccién de GABA. En
comparacién con el control, la presencia de NaCl mejoré moderadamente la expresién de los genes
gadB y gadC durante la fase estacionaria temprana. Esto se correlaciona con un mayor rendimiento
de la produccion de GABA en el medio CDM suplementado con sal. Este resultado concuerda también
con los datos de la literatura, ya que otros autores reportaron un efecto positivo de los iones cloruro

en la expresién de gadBC en Lactococcus (Laroute et al., 2021). De la misma forma, se determinaron
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también efectos positivos de la sal en la expresidn de genes que codifican para otras descarboxilasas,
como la de la tirosina descarboxilasa (tdcA) y la histidina descarboxilasa (hdcA) en S. thermophilus (La
Gioia et al., 2011; Rossi et al., 2011). Por otra parte, la adicién de un 2% de lactosa a los cultivos de
CDMems condujo a una represion significativa de la transcripcidon de gadB y gadC, lo que resultd en
una reduccidn en la produccién de GABA, a pesar de producirse un aumento del crecimiento
bacteriano. Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio transcripcional en el que se evalla
el efecto de la lactosa en la expresion de los genes gad. Sin embargo, un estudio previo realizado con
otra enzima descarboxilasa de la ruta de biosintesis de la putrescina en Lactococcus reportd la
represion catabdlica ejercida por la lactosa (del Rio et al., 2015; Linares et al., 2013). Al igual que en
los estudios referenciados, el andlisis de la secuencia aguas arriba del coddn de inicio de gadC
identificé una secuencia (5’-TGATIAACGATAT.A-3’) similar a la secuencia consenso de un sitio cre
(secuencia de acciéon cis en la proximidad del inicio de la transcripcion de genes reprimidos por
catabolitos) consenso en S. thermophilus, 5-TGWNANCGNTNWCA-3’ (Gasser et al., 2024). Esta
evidencia sugiere que el operdn gad también podria estar regulado por represiéon catabdlica a través

del represor CcpA o de un represor similar (Warner y Lolkema, 2003).
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Conclusién parcial

Seinvestigd la produccidon de GABA en la cepa Streptococcus thermophilus St 8.1 bajo diferentes
condiciones de cultivo, junto con un andlisis transcripcional de los genes gadB y gadC. Esta cepa
demostré tener un gran potencial tecnolégico para la fermentacién de la leche debido a su capacidad
de crecimiento rdpido y acidificacién eficaz, lo cual es crucial para la elaboracién de productos lacteos

seguros y de calidad.

Los estudios revelaron que la produccidn de GABA por S. thermophilus St 8.1 esta fuertemente
influenciada por varios factores ambientales, tales como la presencia de GMS, la temperatura, el pH,
la sal (NaCl) y la concentracién de lactosa. La produccién éptima de GABA se observé con el agregado
de 10 MM de GMS y a la temperatura éptima de crecimiento de la cepa (42°C). Sin embargo, en las
condiciones del ensayo, la lactosa parece reprimir la expresidon de los genes gadB y gadC vy, en

consecuencia, tiene una influencia negativa en la produccién de GABA.

Ademas, se establecié que el pH es un factor critico que actia como un interruptor para la
activacion del operén GAD, permitiendo la produccién de GABA cuando el pH es inferior a 5. La
presencia de NaCl también influyé positivamente en la expresién y produccion de GABA. Estos
resultados, sin embargo, hay que tomarlos con precaucién, dado que, ocasionalmente, fueron

distintos para una misma condiciéon en LM17 y en CDM.

Por ello se concluye que, la cepa St 8.1 muestra un efectivo potencial para la elaboracidn de
productos lacteos fermentados enriquecidos en GABA. Si bien, para maximizar la produccién de GABA
en los productos |acteos seria necesario optimizar las condiciones de produccién en leche, algo que
no evaluamos en este trabajo. Con todo esto, los resultados proporcionan una base inicial para futuras

investigaciones en el campo de los alimentos funcionales con beneficios para la salud.
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5. Discusion general

El trabajo de esta Tesis Doctoral se enmarca en uno de los objetivos del Grupo de
Investigacion “Cultivos Lacteos Funcionales” del IPLA-CSIC, en cuyo seno se llevaron a cabo la
mayor parte de las investigaciones que se recogen en esta memoria. El objetivo principal del grupo
es identificar y seleccionar microorganismos beneficiosos para su inclusion en sistemas lacteos,
como fermentos, cultivos adjuntos o probidticos. Para ello, se realizé el cribado de las cepas de las
colecciones procedentes de diversos productos lacteos fermentados tradicionales y del tracto
gastrointestinal humano, para evaluar distintas propiedades tecnoldgicas y de probiosis con el fin
de seleccionar las mas adecuadas para diversas aplicaciones en productos lacteos (Sanchez et al.,
2000; Delgado et al., 2002; Delgado et al., 2008; Delgado et al., 2015).

En este trabajo se evalud la capacidad para producir GABA en un elevado niumero de cepas
BAL de diversos géneros y especies aisladas de leche y productos lacteos argentinos y espafoles.
Ademas, se llevd a cabo la identificacidn y tipificacidon de las cepas seleccionadas, seguido de su
caracterizacién en términos bioquimicos y genéticos, asi como en los aspectos tecnolégicos y de
seguridad alimentaria. Entre las cepas productoras, se seleccionaron ocho, de las cuales cuatro
pertenecen a la especie L. lactis subsp. lactis (dos de ellas de la biovariedad diacetilactis); y las otras
cuatro a la especie Streptococcus thermophilus. Una vez caracterizadas, estas cepas se utilizaron
para la elaboracion de productos lacteos fermentados, esperando obtener un producto
enriquecido en GABA, un compuesto bioactivo con posibilidades de influir positivamente en la
salud. De esta forma, se combinaron las funciones tecnoldgicas y probidticas en los mismos
microorganismos, para lograr como producto resultante un alimento funcional. Con el fin de
alcanzar este propésito, se evalud la factibilidad de estas cepas para la produccién de alimentos,
en concreto un yogur y una leche fermentada, y se realizd el analisis de aceptacion de los mismos
por un panel de consumidores. Finalmente, se efectué el estudio de la regulacién de Ia
transcripcion de los genes gad en una cepa de S. thermophilus productora de GABA,
proporcionando una comprension integral de los mecanismos involucrados en la produccién de
este compuesto bioactivo. Esta informacién permite no solo entender mejor el potencial funcional
de estas cepas, sino también optimizar el proceso de elaboracién de productos lacteos funcionales

enriquecidos en GABA y, de esta manera, contribuir a la salud y el bienestar de los consumidores.

5.1. El GABA y los productos lacteos funcionales

Aungue no existe una definicién legal de este término, los Alimentos Funcionales son los
gue, ademas de los beneficios nutritivos, proporcionan otros que contribuyen al mantenimiento o

mejora del estado de salud de los consumidores (Khalaf et al., 2021). Los alimentos funcionales
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buscan mejorar trastornos crénicos como la enfermedad celiaca, el sindrome metabdlico, la
prevencidon del cancer, las enfermedades relacionadas con la inflamaciéon y la mejora del
rendimiento mental. Ademads, a partir de la pandemia de COVID-19, las personas buscan también
alimentos que mantengan o mejoren su sistema inmunoldgico (Damian et al., 2022). Esta busqueda
es mas importante, si cabe, en un momento en el cual los consumidores son cada vez mas
conscientes de la relacidon que existe entre dieta y salud, lo que ofrece oportunidades de mercado
a los productos con atributos funcionales (Damian et al., 2022). En este contexto, es importante
destacar que, entre las pocas alegaciones funcionales admitidas por las Agencias Reguladoras, dos
deellasinvolucranal yogur. En primer lugar, la actividad lactasa que aportan las cepas responsables
de la fermentacidn de la leche en este producto, S. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, mejorando la digestion de la lactosa en personas intolerantes (EFSA NDA Panel, 2010).
En segundo lugar, una alegacién mas reciente indica que el consumo regular de yogur puede
reducir el riesgo de padecer diabetes de tipo Il (FDA, 2024).

Los productos enriquecidos en GABA podrian promover, al menos en parte, los beneficios
gue este compuesto aporta a nuestro organismo y que incluyen, entre otros, una disminucién de
la presion arterial, lo cual contribuye a reducir la hipertension, la modulacion de la funcién renal y
la reduccion del estrés psicoldgico, actuando, en este Ultimo caso, como un tranquilizante (Icer et
al., 2024). De esta forma, los productos cuyo consumo, en las proporciones de una dieta
balanceada, aporten cantidades de GABA capaces de causar efectos fisiolégicos en los
consumidores se puedan considerar alimentos funcionales. Por esta razon, la industria alimentaria
estd interesada en la produccion de alimentos enriquecidos en GABA. Mas alld de la adicidn
exogena del compuesto, en los productos lacteos fermentados existe la posibilidad de produccién
de GABA si en la matriz existe acido glutamico libre (para lo cual se precisa de una elevada
protedlisis previa) y microorganismos con actividad glutamato descarboxilasa. De forma
alternativa, el precursor de GABA (acido glutdmico) puede ser afiadido de manera exdgena a la
leche (o a otras materias primas a fermentar), por ejemplo, en forma de GMS (Sun et al., 2009;
Linares et al., 2016), y transformarse en el compuesto bioactivo mediante la intervencion de
microorganismos que posean esta capacidad. Estos, podrian proceder de la microbiota natural de
la leche, de los cultivos iniciadores o de los cultivos adjuntos y de maduracion (Dhakal et al., 2012).
La adicion de cultivos (fermentos o adjuntos) productores de GABA, como los seleccionados en
este trabajo, permite que el proceso de sintesis del compuesto se pueda llevar a cabo de forma
eficiente y predecible. Sin embargo, por el momento, las grandes empresas de fermentos no
cuentan con cepas de BAL que incluyan esta caracteristica, por lo cual resulta oportuna la busqueda

y seleccion de cepas productoras con las que las industrias del sector lacteo de Argentina y Espania
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puedan aumentar su competitividad, mediante la oferta de productos fermentados con una clara
orientacién hacia la salud del consumidor.

En el Capitulo 1 de esta Tesis, se analizaron aislados provenientes mayoritariamente de leche
y productos lacteos tradicionales elaborados con leche cruda, sin el uso de cultivos iniciadores en
busca de aquellos con capacidad para producir GABA a partir de GMS. Para llevar a cabo este
analisis, se emplearon dos metodologias: una, utilizando un método enzimatico-
espectrofotométrico y otra, mediante técnicas cromatograficas. A partir de estos aislados, y tras la
tipificacion de las cepas, se seleccionaron ocho (cuatro de cada especie) para una caracterizacion
completa posterior. Esta, incluyé aspectos bioquimicos, genéticos, tecnoldgicos y de seguridad
alimentaria. Este enfoque sistemdtico y exhaustivo permitié identificar cepas que no solo son
adecuadas para la elaboracidn de productos lacteos fermentados, sino que también cumplen con

los estandares de seguridad alimentaria, lo cual las hace iddneas para su uso en la industria.

5.2. L. lactis y S. thermophilus como fermentos

La fermentacién es una de las técnicas mas antiguas de conservacién de alimentos y una
forma sencilla de obtener productos con nuevas caracteristicas organolépticas y funcionales. De
hecho, es posible fermentar la leche para producir cientos de productos diferentes, entre los que
se incluyen numerosos tipos de leches fermentadas y quesos (Mayo et al., 2010). De manera
tradicional, la fermentacién de la leche se lleva a cabo de forma espontdnea por los
microorganismos nativos de la materia prima; en particular, por el desarrollo de diversas especies
de BAL. En la actualidad, las fermentaciones espontaneas de los alimentos se reemplazaron por la
adicion de cepas BAL bien caracterizadas (cultivos iniciadores o fermentos), las cuales desarrollan
este proceso de forma eficiente y predecible (Parente et al., 2017). El crecimiento de las BAL
promueve una rapida reduccion del pH (acidificacidn) que genera el marco fisico-quimico en el que
se va a producir la conservacién y maduracién de los productos lacteos fermentados. Al mismo
tiempo, la acidificacion inhibe el desarrollo de numerosos microorganismos alterantes vy
patdgenos, por lo que los productos lacteos fermentados resultantes tienen una mayor vida util y
se vuelven mas seguros desde el punto de vista higiénico sanitario. Finalmente, el crecimiento de
las BAL desempena también un rol en la digestion de los componentes nutricionales de la leche
aumentando su biodisponibilidad, participan en la sintesis de algunas vitaminas (como la de los
grupos By K), posibilitan el desarrollo de compuestos de aroma y sabor deseables, y la formacion
de moléculas con actividades funcionales, como GABA o CLA (Mayo & Alonso, 2015).

L. lactis y S. thermophilus son las especies constituyentes de fermentos mas importantes
desde el punto de vista econdmico, ya que ambas se utilizan ampliamente como fermentos para

guesos (Parente et al., 2017). S. thermophilus es también uno de los componentes de los fermentos
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para la elaboracién de yogur, en combinacion, como se menciond, con L. delbrueckii subsp.
bulgaricus. El empleo de cepas de L. lactis y S. thermophilus (o de otras especies de BAL) como
fermentos requiere el andlisis exhaustivo de sus propiedades, incluyendo buenas aptitudes
tecnoldgicas (rapido crecimiento en leche, produccion de aromas deseables, resistencia a
bacteriéfagos, entre otros) y la ausencia de caracteristicas indeseables como la produccion de
aromas y sabores extraiios, la presencia de genes de resistencia a antibiéticos transmisibles, la
produccidn de compuestos toxicos como las aminas bidgenas, entre otros (Abedin et al., 2024). Es
importante también que resistan las exigentes condiciones que se presentan durante la produccién
industrial de fermentos (elevada produccién de biomasa, buen crecimiento en medios de cultivo
de bajo costo, resistencia a la desecacion o congelacidn, entre otros). En general, los fermentos
comerciales contienen un conjunto de cepas (entre 5 y 15) en cada tipo de fermento (Parente et
al., 2017), de modo que la seleccion de fermentos es una tarea a largo plazo y compleja pero muy
necesaria para contar con fermentos adecuados para las diversas aplicaciones industriales.

En este trabajo, luego de la seleccion de cepas productoras de GABA, se realizd la
caracterizacién de un grupo de cepas BAL correspondiente a las especies de L. /lactis y
S. thermophilus. Los resultados obtenidos en la caracterizacidn bioquimica y tecnoldgica de las
cepas seleccionadas (Capitulo 2), fueron congruentes con lo esperado para estas especies
destinadas a la elaboracidon de productos lacteos fermentados y al disefio de fermentos. La
secuenciacién gendmica tuvo como objetivo principal descifrar la base genética responsable de la
produccidn de GABA, asi como garantizar la seguridad alimentaria de las cepas seleccionadas. Los
datos obtenidos indicaron que se encuentran libres de genes que podrian representar un riesgo
para la salud de los consumidores, lo que respalda su uso seguro en sistemas alimentarios. De esta
manera, se asegura que las cepas no solo son eficaces en la produccién de GABA, sino también
seguras y estables para su aplicacidn en la industria alimentaria y potenciales constituyentes para
ser utilizadas como cultivos iniciadores o adjuntos. El estudio de diversas caracteristicas fenotipicas
y genéticas de este grupo de cepas productoras, permitio la seleccién de ocho que se propusieron
como fermentos para la elaboracion de leches fermentadas (Capitulo 3) de tipo meséfilo (cepas de
L. lactis) y para yogur (cepas de S. thermophilus). Las cepas estudiadas de esta ultima especie
resultaron ser capaces de generar yogures de calidad comparable al de yogures comerciales
preparados con cepas industriales y, al mismo tiempo, producir GABA a partir de la adicion de GMS
alaleche. Este yogur enriquecido recibié buena aceptacion por parte de un panel de consumidores.

Por su parte, las cepas de L. lactis generaron sabores extrafios durante la fermentacion de la
leche suplementada, lo que resulta, seguramente, de la poca eficiencia de transformacion del GMS

afiadido en las condiciones ensayadas. Debido a esto, la leche fermentada enriquecida no obtuvo
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la misma aceptacidn por el panel que el yogur, lo cual podria deberse a la presencia de GMS
residual, que confirid un marcado sabor extrafio (umami) a este producto. Lo expuesto pone de
manifiesto la necesidad de optimizar las condiciones de fermentacidén para aumentar la cantidad
de GABA producido y reducir al minimo los residuos del precursor. El estudio de la vida atil en
refrigeracion de los productos enriquecidos mostré una estabilidad aceptable, con un incremento
en los niveles de GABA durante el almacenamiento. Las concentraciones alcanzadas superaron los
minimos necesarios para generar efectos positivos en la salud humana de acuerdo con reportes
previos (Inoue et al., 2003; Pouliot-Mathieu et al., 2013; Linares et al., 2016). Estos hallazgos son
alentadores para el desarrollo de productos lacteos funcionales enriquecidos en GABA.

En este trabajo, no se identificaron cepas superproductoras de GABA de las especies L. lactis
y S. thermophilus como las descritas en otros trabajos (Renes et al., 2019; Redruello et al., 2021).
Sin embargo, la produccion de GABA por las cepas seleccionadas en esta Tesis podria maximizarse
mediante el empleo de diversas estrategias, como la optimizacion de las condiciones de cultivo en
las cuales se genere una mayor produccién (Edalatian Dovom et al., 2023), o estrategias de
Ingenieria Genética (Monteiro et al., 2024). De hecho, la clonacién y sobreexpresion de los genes
gad en algunas de las cepas se contemplan en la propuesta de trabajo inicial de esta Tesis. Sin
embargo, esta experiencia no se pudo llevar a cabo debido a la falta de tiempo, y se considera
como uno de los posibles trabajos a futuro.

Las cepas de L. lactis y S. thermophilus productoras de GABA seleccionadas, podrian ser
adecuadas no solo para la elaboracion de leches fermentadas, sino también para la fabricacion de
otros productos lacteos; en particular, quesos. La maduracion de este tipo de derivados lacteos
implica la conversidn de las proteinas de la leche en péptidos y aminodcidos libres mediante un
proceso lento que involucra a todos los componentes del sistema proteolitico (Fox et al., 2017). La
produccidn de acido glutamico en forma lenta como resultado de la protedlisis, podria facilitar la
conversion de éste en GABA, reduciendo la formacién de compuestos de aroma y sabor extrafios.
Sin embargo, este uso tendra que demostrarse experimentalmente, contemplado en el Plan de
Tesis y que no se abordd por las limitaciones que impuso la aparicion de la pandemia de Covid 19.
El resto de las cepas no productoras de GABA o de baja produccidn, pasaran a formar parte de las
colecciones de BAL disponibles vy, tras su caracterizacion, podran utilizarse como componentes de
fermentos acidificantes y de maduracidon para otras aplicaciones (p.ej., cultivos iniciadores

generales para queso, yogur, entre otros).

5.3. El GABA en la fisiologia celular de las BAL

La produccion de GABA en los productos fermentados se puede incrementar mediante la

utilizacién de cepas de especies de BAL superproductoras (Sun et al., 2009; Renes et al., 2019; Cui
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etal., 2020). En este sentido, entre las cepas mas productoras se encuentran algunas de la especie
Levilactobacillus brevis (Cui et al., 2020). Sin embargo, las cepas de esta especie no crecen bien en
leche y, cuando lo hacen, producen excesiva cantidad de gas, por lo que no son adecuadas para la
elaboracidn de productos lacteos (Parente et al., 2017). Ademads, de forma frecuente, Lvb. brevis
posee actividad descarboxilasa de otros aminodacidos, lo que resulta en la produccién de aminas
bidgenas (Coton y Coton, 2009). Otra estrategia para incrementar la produccién de GABA en los
productos lacteos podria pasar por conocer el rol del GABA en la fisiologia celular, de manera que
se pudieran buscar condiciones que maximicen su produccién. La sintesis de GABA, asi como la
descarboxilacidon de otros aminodcidos, es un mecanismo que utilizan los microorganismos para
mantener la homeostasis del pH intracelular y contrarrestar el efecto deletéreo de la acidificacion
del medio (Krulwich et al., 2011). Esta acidificacion es un efecto consustancial con el desarrollo de
las BAL durante la fermentacién, de manera que esta actividad estd mas que justificada en los
productos lacteos fermentados. El rendimiento de GABA durante el crecimiento de los
microorganismos productores se ve afectado, también, por factores como la actividad de la enzima
glutamato descarboxilasa especifica de cada microorganismo y las condiciones de cultivo o

fermentacién (Yogeswara et al., 2020).

La regulacidn de la expresion de los genes gad, descrita principalmente para la especie
L. lactis, en la que el regulador transcripcional gadR activa la expresion de los genes gadC y gadB
en respuesta a la presencia de glutamato en el medio de crecimiento (Sanders et al., 1998; Mazzoli
et al., 2010). Ademas, la produccion de GABA por L. lactis se incrementa notablemente a pH acido
(Sanders et al., 1998). De forma mas reciente, también se determind la regulacién en Lvb. brevis
(Gong et al., 2019; Cataldo et al., 2024). Este tipo de estudios puede proporcionar indicios sobre
otras posibilidades para incrementar la produccién del compuesto bioactivo, como el aumento del
indculo, la adicion de una cantidad d6ptima de precursor, la fermentacion en varios pasos, la
inmovilizacién celular, o la ingenieria genética de las cepas productoras (Pannerchelvan et al.,
2023). Sin embargo, hasta el momento, no hay estudios sobre la regulacién de los genes
involucrados en la produccion de GABA en cepas de S. thermophilus, y son pocos los trabajos en
los que se analizan los factores que afectan a la sintesis de GABA por esta especie (Han et al., 2020).
Comprender el papel de estos factores posibilita aumentar la produccién natural de GABA por
S. thermophilus en productos lacteos fermentados como los quesos o mediante la adicion de GMS
durante la elaboracién de yogur. Por este motivo, en este trabajo de Tesis se llevd a cabo el estudio
de la expresidn a nivel transcripcional de los genes gadB y gadC de una de las cepas seleccionadas:
S. thermophilus St 8.1 (Capitulo 4). La expresion de estos genes y su efecto en la produccién de

GABA se evaluaron en condiciones que simulan algunas etapas en la elaboracién de productos
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lacteos. Los estudios mostraron que la produccion de GABA por S. thermophilus St 8.1 esta
fuertemente influenciada por varios factores ambientales, como la presencia de GMS, la
temperatura, el pH, la sal (NaCl) y la concentracion de lactosa. Ademas, se establecié que el pH es
un factor crucial que actia como interruptor para la activacion del operédn GAD, permitiendo la
produccidon de GABA cuando el pH es inferior a 5,0. La presencia de NaCl también tuvo un impacto
positivo en la expresion de genes y produccion de GABA, mientras que la lactosa mostrd un efecto
opuesto, reduciendo significativamente la transcripcién de los genes involucrados en la sintesis.
Estos hallazgos subrayan la importancia de optimizar las condiciones de cultivo para mejorar la
produccidn de GABA en S. thermophilus St 8.1, lo que podria tener aplicaciones importantes en la
elaboracidn de productos lacteos funcionales enriquecidos en GABA. La comprensién del modo en
gue factores tales como el pH, la temperatura, la concentracion de sal y la presencia de lactosa
afectan la produccién de GABA es esencial para maximizar el rendimiento y la eficiencia en la

produccioén.

5.4. Limitaciones del trabajo y proyecciones a futuro

En este trabajo se analizd la produccién de GABA en una coleccion de cepas de BAL
procedentes de leche y diversos productos lacteos tradicionales argentinos y espafoles,
elaborados con leche cruda vy sin la adiciéon de fermentos. Esta capacidad se podria ensayar en
nuevos aislados de otras fuentes (otros productos lacteos, vegetales fermentados, intestino de
peces y otros animales) tratando de identificar cepas con una mayor capacidad de produccién. En
este sentido, cabe destacar la capacidad productiva de GABA de las cepas de S. thermophilus
aisladas del intestino de peces de origen marino (Linares et al., 2016) o las aisladas de koumiss (Han
et al.,, 2020). Las ocho cepas seleccionadas, L. /lactis Lc 5.5, Lc 14.4, Lc 19.3 y Lc 21.1, vy
S. thermophilus St 8.1, St 9.1, St 18.1 y St 21.1, se encuentran bien caracterizadas y en condiciones
para su transferencia al sector productivo, lo que podria incluir empresas lacteas o empresas de
fermentos. Las cepas de L. lactis productoras de GABA resultaron inadecuadas para la elaboracion
de leches fermentadas adicionadas con GMS en las condiciones ensayadas, ya que produjeron
sabores extrafios e indeseables, debido seguramente, a los perceptibles residuos de glutamato
presentes en el producto final. En este contexto, resulta necesario ensayar las cepas para la
elaboracion de quesos y comprobar que son adecuadas para ese cometido. Es esperable que lo
sean, al menos para quesos con largos periodos de maduracion, en los que la generaciéon de acido
glutdmico libre se lleva a cabo de forma lenta, lo que podria facilitar su conversién a GABA. En los
derivados lacteos experimentales, yogur y leche fermentada, se observé que la conversion de GMS
a GABA continta durante el almacenamiento en condiciones de refrigeracion, lo cual fundamenta

la posibilidad mencionada en el parrafo precedente. Sin embargo, su caracterizacién bioquimica,
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fenotipica y gendmica no asegura la manufactura de un producto final aceptable sensorialmente,

por lo cual se hace necesario comprobar su idoneidad de forma empirica.

Desde el aspecto de investigacidn bdsica, se destaca el estudio de la utilizacién eficiente del
citrato de la leche por la cepa L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis Lc 14.4, en cuyo genoma
fue imposible identificar el gen que codifica el transportador especifico de citrato CitP, y el rol que,
en este sentido, podrian tener los cotransportadores de citrato/H+ identificados. Asimismo,
aunque se inicid la caracterizacién de la regulaciéon de la produccién de GABA en S. thermophilus,
se identificd la necesidad de mayor numero de trabajos para completar esta caracterizacion. Se
identificaron algunas incongruencias entre los resultados obtenidos en medio de cultivo M17 y los
obtenidos en el medio minimo CDM, tanto en lo que respecta a la expresion de los genes gadB y
gadC, tanto en distintas concentraciones de sal como en distintas concentraciones de azlcary, en
particular, de lactosa. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la composicidn especifica
de cada medio de cultivo, a los efectos de los distintos nutrientes o a las distintas condiciones de
estrés osmotico. Finalmente, merece también una atencidén especial la observacidn de que el
operdn de GABA en S. thermophilus pudiera estar sujeto a represion catabdlica por la fuente de
carbono a través de CcpA u otro represor similar. En estas condiciones de control, cobra mas
sentido la clonacidn de los genes gad bajo el control de promotores no sujetos a represién
catabdlica en cepas huésped adecuadas para su sobreexpresion. Aunque la utilizacion de
microorganismos modificados genéticamente en alimentos es complicada por cuestiones
regulatorias, la informacidn que se obtenga de estas experiencias podria aplicarse a la obtencion
de mutantes por técnicas genéticas convencionales o servir para formular otras hipétesis con las

cuales incrementar la produccion de GABA por cepas y especies de BAL.
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6. Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas en el presente trabajo de Tesis Doctoral se pueden

resumir en los siguientes puntos:

1.- Se analizd la produccién de GABA en 310 aislados de diversas especies de BAL procedentes
de leche y productos lacteos tradicionales. La produccion de GABA por estos aislados (79%) en

medios suplementados con GMS fue moderada y fluctud entre 1,01y 6,29 mM.

2.- Entre las cepas mas productoras, se seleccionaron 8, cuatro de la especie L. lactis y cuatro
de la especie S. thermophilus. Estas cepas se sometieron a una completa caracterizacién posterior,
incluyendo aspectos bioquimicos, genéticos, tecnoldgicos y de seguridad alimentaria. Todas ellas
presentan propiedades de seguridad adecuadas y caracteristicas tecnoldgicas que las hacen aptas

para formar parte de cultivos iniciadores en productos lacteos fermentados.

3.- La demostracion experimental de la produccién de GABA en productos lacteos
fermentados, se llevd a cabo en leche adicionada con GMS. Las cepas de la especie L. lactis se
utilizaron para la elaboracién de una leche fermentada y las cepas de S.thermophilus, en
combinacion con cepas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, se emplearon en la elaboracién de yogur.
En ambos productos se demostrd la produccion de GABA. Ademas, el yogur resulté bien aceptado
sensorialmente, no asi en la leche fermentada en la que se produjeron sabores extrafios debido a la

actividad que presentaron las cepas de L. lactis.

4.- Se inici6 la caracterizacion molecular de la produccion de GABA por la cepa
S. thermophilus St 8.1. El estudio transcripcional realizado, demostrd la influencia de diversos
parametros relacionados con la elaboracién y maduracién de productos lacteos sobre la expresion
génica y la produccién de GABA. En particular, queda claro que el pH acido juega un rol clave para
activar el sistema de produccidn, mientras que la concentracidn de sal o la fuente de carbono pueden

tener gran influencia en ambos procesos.

5.- Los resultados obtenidos podrdn servir de base inicial para continuar las investigaciones
con el objetivo de formular nuevos cultivos lacticos funcionales que podrian utilizarse en un futuro
en la produccién de derivados lacteos enriquecidos en GABA, con potencial de ofrecer beneficios

para la salud, abriendo asi nuevas oportunidades en el mercado de los alimentos funcionales.
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8. ANEXOS

ANEXO I. Microorganismos y condiciones de cultivo.

Tabla 1. Origen de las cepas/aislados de bacterias lacticas (BAL) analizadas para la produccién de acido y-aminobutirico.

Medio de aislamiento y

Especies N° de cepas/aislados Origen
condiciones de cultivo

Enterococcus faecium 2 Queso Cabrales? GM17/32°C/aerobiosis
Lactobacillus delbrueckii 2 Yogur irani MRS/37°C/anaerobiosis
subsp. bulgaricus
Lb. delbrueckii subsp. 3 LFN2 MRS/37°C/aerobiosis
bulgaricus
Lb. delbrueckii subsp. 10 Kéfir brasilefio3 MRS/37°C/anaerobiosis
bulgaricus
Lb. delbrueckii subsp. lactis 4 Yogur irani MRS/37°C/anaerobiosis
Lb. delbrueckii subsp. lactis 1 LFN2 MRS/37°C/aerobiosis
Lactobacillus helveticus 3 Yogur irani MRS/37°C/anaerobiosis
Lb. helveticus 1 Leche MRS/37°C/aerobiosis
Lactobacillus kefiranofaciens 3 Kéfir brasilefio MRS/37°C/anaerobiosis
Lacticaseibacillus paracasei 5 Queso Cabrales MRS/37°C/aerobiosis
Lch. paracasei 4 Casin? MRS/37°C/aerobiosis
Lactiplantibacillus plantarum 8 Queso Cabrales MRS/32°C/aerobiosis
Lpb. plantarum 5 Queso Pefiamellera?l MRS/32°C/aerobiosis
Lpb. plantarum 5 Queso Casin MRS/32°C/aerobiosis
Lpb. plantarum 1 Quesos artesanales argentinos ~ MRS/32°C/aerobiosis
Lactococcus lactis 24 Leche cruda Asturias® GM17/32°C/aerobiosis
Lactococcus lactis subsp. lactis 30 Queso Cabrales GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. lactis 24 Queso Penfiamellera GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. lactis 35 Queso Casin GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. lactis 29 Queso Genestoso? GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. lactis 1 LFN2 GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. lactis 1 Kéfir brasilefio MRS/37°C/anaerobiosis
L. lactis subsp. lactis 5 Quesos artesanales argentinos  GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. cremoris 5 Queso Cabrales GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. cremoris 7 Queso Pefiamellera GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. cremoris 12 Queso Genestoso GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. cremoris 1 LFN2 GM17/32°C/aerobiosis
L. lactis subsp. diacetylactis 1 Quesos artesanales argentinos ~ GM17/32°C/aerobiosis
Leuconostoc citreum 4 Queso Casin Elliker/32°C/aerobiosisa
Ln. citreum 3 Queso Genestoso Elliker/32°C/aerobiosis
Leuconostoc lactis 1 Queso Casin Elliker/32°C/aerobiosis
Ln. lactis 1 Queso Genestoso Elliker/32°C/aerobiosis

127



Anexos

Leuconostoc mesenteroides 4 Queso Cabrales Elliker/32°C/aerobiosis

subsp. mesenteroides

Ln. mesenteroides subsp. 1 Queso Pefiamellera Elliker/32°C/aerobiosis
cremoris

Ln. mesenteroides subsp. 1 Quesos artesanales argentinos  Elliker/32°C/aerobiosis
dextranicum

Streptococcus thermophilus 28 Yogur irani LM17/37°C/anaerobiosis
S. thermophilus 24 Leche cruda Asturias® LM17/42°C/anaerobiosis
S. thermophilus 10 LFN2 LM17/37°C/anaerobiosis
S. thermophilus 1 Queso Genestoso LM17/37°C/anaerobiosis

1 Los quesos Cabrales, Pefiamellera, Casin y Genestoso son quesos tradicionales espafioles, de leche cruda y sin fermentos.
2LFN=leches fermentadas naturales; las BAL termdfilas se habian aislado después de la pasteurizaciony acidificacion durante la noche,
mientras que las BAL mesofilas se habian aislado de una leche fermentada tradicional.

3 Aislamiento de cepas de BAL de kéfir brasilefio de tres granos de kéfir diferentes.

4 Para el aislamiento de Leuconostoc, las placas de Elliker se habian suplementado con vancomicina (100 pg/mL).

5 Las leches crudas provienen de diferentes zonas de oriente, centro, occidente y sur occidente de Asturias.
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ANEXO II. Composicion de los medios de cultivo y las soluciones empleadas.

Tabla 1. MRS—-De Man, Rogosa y Sharpe (Oxoid, Thermo-Fisher, Basingstoke, Reino Unido).

MRS

Constituyentes Por L

1 Peptona 10,00 g
2 Extracto de carne ('Lab-Lemco') 8,00¢g
3 Extracto de levadura 4,00¢g
4 Glucosa 20,00 g
5 Mono oleato de sorbitan 1,00 mL
6 Fosfato acido de potasio 2,00g
7 Acetato de sodio 3H,0 500g
8 Citrato de triamonio 2,00g
9 Sulfato de magnesio 7H,0 0,20g
10 Sulfato de manganeso 4H,0 0,05¢g
11 Agar 10,00 g

pH: 6,2 £0,2 2 25°C
Tabla 2. Elliker (Biokar Diagnostics, Francia).
Elliker

Constituyentes Por L

1 Triptona 20,00 g
2 Extracto de levadura 5,00¢g
3 Gelatina 2,50¢g
4 Lactosa 5,00 g
5 Sacarosa 5,00 g
6 Glucosa 5,00¢g
7 Acetato de sodio 1,50¢g
8 Cloruro de sodio 400¢g
9 Acido ascorbico 0,50 g

pH: 6,8 £0,2 2 25°C
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Tabla 3. M17 (Formedium™, Hunstanton, United

Kingdom).

Medio M17 lactosa/glucosa

Constituyentes Por L
1 Triptona 2,50g
2 Digerido pépsinico de carne 2,50g
3 Digerido papainico de soja 500¢g
4 Extracto de levadura 2,50g
5 Extracto de carne 500¢g
6 Lactosa/glucosa 10,00 g
7 Glicerofosfato sédico 19,00 g
8 Sulfato de Magnesio 0,25g
9 Acido ascérbico 0,50 ¢g

pH:7,1+0,1a25°C

Composicién del medio de cultivo M17 (Formedium™, Hunstanton United Kingdom), se agrega 36,15 g en 1L agua

destilada.

Tabla 4. Medio minimo quimicamente definido CDM (Otto et al., 1983).

Medio quimicamente definido CDM

Constituyentes Por L
1 Lactosa 2,50g
2 Fosfato acido de potasio K;HPO4 2,50¢g
3 Fosfato diacido de potasio KH,PO4 3,00g
4 Citrato de amonio 0,60 g
5 Acetato de sodio 1,00g
6 Cisteina-HCl 0,25g
7 Hidrolizado de caseina libre de sal y libre de vitaminas 5,00¢g
8 Solucion de vitaminas 10 mL
9 Soluciéon de metales 10 mL

pH: 6,7+ 0,2a25°C
Esterilizar a través de un filtro de membrana de nitrato de celulosa (0,15 pm).
Solucion de vitaminas

Constituyentes Por L
1 Piridoxina-HCI 200 mg
2 Acido nicotinico 100 mg
3 Tiamina-HCI 100 mg
4 Riboflavina 100 mg
5 Ca-(D+)-pantotenato 100 mg
6 Na-p-aminobenzoato 1,00 g
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7 D-biotina 1,00¢g
8 Acido félico 100 mg
9 VitaminaB12 100 mg
10 Acido ordtico 500 mg
11 2-desoxitimidina 500 mg
12 Inosina 500 mg
13 DL-6,8-4cido tidctico 250 mg
14 Piridoxamina-HCI 500 mg
pH:7+0,2a25°C
Solucién de metales
Constituyentes Por L
1 Cloruro de magnesio MgCl,-6H,0 20,00 g
2 Cloruro de calcio CaCl,:2H,0 500g
3 Cloruro de hierro (Il) FeCl,-4H,0 0,50g
4 Sulfato de zinc ZnSO4-7H,0 0,50g
5 Cloruro de cobalto (1) CoCl,-6H,0 0,25g
Solucion de bases de acido nucleico contenida por 10 mL de 0,1 N NaOH
Constituyentes
1 Adenina 10 mg
2 Uracilo 10 mg
3 Xantina 10 mg
4 Guanina 10 mg
Tabla 5. Mueller-Hinton (Merck, Darmstadt, Alemania).
Mueller-Hinton

Constituyentes Por L

1 Soélidos de infusion de carne de res 2,00g

2 Almidén 1,50¢g

3 Hidrolizado de caseina 17,50 g

pH:7,4+0,2a25°C
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Tabla 6. Agar para recuento en placa PCMA - Plate Count Skimmed Milk Agar (Merck).

PCMA
Constituyentes Por L
1 Triptona (Digestion enzimatica de caseina) 500¢g
2 Extracto de levadura 2,50g
3  Glucosa 1,00g
4 Leche en polvo descremada (sin inhibidores) 1,00g
5 15,00 g
pH: 7,0+ 0,2 a 25°C
Tabla 7. Medio de fermentacion para fecales segun (Fooks & Gibson, 2003).
Medio de fermentacion fecal
. Por L
Constituyentes
1 Agua peptonada 2,0 mL
2 Extracto de levadura 2,0¢g
3 Cloruro de sodio (NaCl) 0,1g
4 Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) 0,04g
5 Fosfato monobasico de potasio KH2PO4 0,04g
6 Cloruro de calcio pentahidratado (CaCl2.6H20) 0,01g
7 Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS04.7H20) 0,01g
8 Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 20g
9 Tween 80 2,0 mL
10 Hemina (disuelta en tres gotas de NaOH 1 M) 0,05g
11 Vitamina K1 10 pL
12 Cisteina-HCl 05¢g
13 Sales biliares 05¢g
14 Glutamato monosddico 30g
Tabla 8. Solucion salina NaCl 0,9 % (p/v).
Solucion salina
Por L
Constituyentes
90g

Cloruro de sodio (NaCl)
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Tabla 9. Solucién Ringer (Merck).

Ringer
Constituyentes Por L
1 Cloruro de calcio 6H,0 0,12¢g
2 Cloruro de potasio 0,10g
3 Bicarbonato de sodio 0,05¢g
4 Cloruro de sodio 2,25¢g
Tabla 10. Diluyente de maxima recuperacién MRD - maximun recovery diluent (Merck).
MRD
. Por L
Constituyentes
1,0
1 Digerido péptico de tejido animal. g
8,5
2 Cloruro de sodio 8
pH7,0%£0,2a 25°C
Tabla 11. Tampdn fosfato salino PBS - phosphate buffered saline (Oxoid).
Tampon fosfato salino PBS
. Por L
Constituyentes
8,0
1 Cloruro de sodio (NaCl) &
0,2
2 Cloruro de potasio (KCl) &
1,15
3 Fosfato acido de potasio (K;HPO,) &
- . 02g
4 Fosfato diacido de potasio (KH2PO4)

pH7,3+0,2a25°C
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ANEXO Ill. Datos de concentracidn de GABA producidas por los aislados y cepas en estudio.

Tabla 1. Absorbancia Abssaonm Obtenida con diferentes concentraciones de GABA en medio de cultivo M17, MRS y Elliker para
la construccion de curvas de calibrado. GM17 y LM17 presentan la misma curva de calibrado, ya que la glucosa y la lactosa
no presentan absorbancia en el espectro UV-Visible.

M17
GABA (mM)  Abs340nm
0,0 0,000
0,5 0,273
1,0 0,400
1,5 0,588
2,0 0,756
2,5 0,796
3,0 0,841

MRS Elliker
GABA (mM)  Abs340nm GABA (mM)  Abs340nm
0,0 0,000 0,0 0,000
0,5 0,124 0,5 0,251
1,0 0,254 1,0 0,450
1,5 0,407 1,5 0,630
2,0 0,456 2,0 0,736
2,5 0,595 25 0,870
3,0 0,545 3,0 0,886
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Figura 1. Curvas de calibracion de GABA en medio de cultivo M17, MRS y Elliker.

Tabla 2. Produccion de GABA (mM) en medio de cultivo medido por el método enzimatico de GABasa.

Especie cepa Produccién de
GABA (mM)
1 Ln. mesenteroides 14c 0,00
2 L. lactis subsp. lactis 35¢ 0,00
3  Lpb. plantarum 77 0,00
4 L. lactis subsp. lactis 138 0,00
5 L. lactis subsp. lactis 140 0,00
6 L. lactis subsp. lactis 155 0,00
7 L. lactis subsp. lactis 157 0,00
8 L. lactis subsp. lactis 159 0,12
9 L. lactis subsp. lactis 163 0,00
10 L. lactis subsp. lactis 164 0,00
11 L. lactis subsp. lactis 166 0,12
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

L. lactis subsp. lactis
L. lactis subsp. lactis
L. lactis

L. lactis

L. lactis

Lpb. plantarum
L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

Leb. casei

L. lactis

L. lactis

L. lactis
Enterococcus faecalis
Lb. parabuchneri
L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

L. lactis

199

207

1471

1858

2024

2949

2954

2967

3068

3082

3197

3203

3454

3564

3593

5226

5400

BAGY

2ES-1
1AA6LLAC1
1AA10LLAC2
1AA17 LLAC3
1AA29 LLAC4
2BA1LLACS
2BA20LLACS6
2BA40 L LAC7
3AA12 LLACS8
3AA15 LLACS
3AA2ELLAC10
4AA2 L LAC11
2BB7 LLAC 12
2BBO9 L LAC 13
LC144 LLAC 14
4AA10 L LAC 15
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,43
1,03
0,52
0,08
0,00
0,66
0,49
0,25
0,77
0,62
0,35
0,11
2,14
0,79
1,80
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis

. lactis

T129 LLAC16
T226 LLAC 17
T243 LLAC18
Q2 LLAC19

Q6 LLAC20
Ql-8LLAC21
CAS 2 LLAC 22
CAS3 LLAC?23
GE-7LLAC24
GE37 L LAC 25
GE 42 LLAC 26
GE2 14 L LAC 27
GE220 L LAC 28
2BA36 L LAC 29
1AA12 LLAC30
2A83 LLAC31
2A88 L LAC 32
1A6 L LAC 33
1A8LLAC34
1A19 LLAC 35
1A26 LLAC 36
IA36 L LAC 37
IA37 LLAC 38
IA38 L LAC 39
LC327T LLAC 39
LC531 LLAC41
LC6SA L LAC 42
LC83A LLAC 43
LC101 LLAC 44
L12 L LAC45
IAA48 L LAC 46
IAA59 L LAC 47
3AA11LLACA48
3AA23 LLAC 49
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0,04
0,43
0,00
0,36
0,14
0,55
0,00
0,15
0,75
0,61
0,62
0,56
0,34
0,61
1,31
0,38
0,35
0,00
0,00
1,47
0,26
0,00
0,60
0,00
2,39
1,01
1,16
1,24
1,17
0,52
1,05
1,62
0,51
0,07
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80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

L.
L.
Lcb. paracasei
Lcb. paracasei
Lcb. paracasei
Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis

. lactis

lactis

lactis

3AA 27 LLACS50
3AA7 LLAC51
3AA9 LLAC52
4AA28 L LAC 53
IAR8 L LAC 54
IA16 L LAC 55
IAA35 L LAC 56
L74 L LAC57
L35LLACS8
LC171ALTI L LAC 60
2A27 LLAC61
L39 L LAC 62

L39 CABRAL L LAC 63
L30 CABRAL LLAC 64
2AS LLAC 65
LC2A LLAC 66
IAA8 L LAC 67

LCI 487 L LAC 67
171A (B) LLAC 68
L30 L LAC 69
L42LLAC70
LCIIA LLAC 71
LC1CLLAC72
LAA 23 LLAC 72
Lc9c LLAC 73
L17LLAC74
IAA31 LLAC75
L12L LAC76
IAA22 LLAC 77
CA2ASLPAR 1
4AB24 L PAR 2
V18 LPAR 3

V119 LPAR 4
VII2ALPAR 5
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0,00
0,00
0,00
0,40
0,39
0,76
0,04
0,40
0,54
0,24
0,48
0,09
0,15
0,53
0,64
1,21
0,00
0,03
0,00
0,55
0,29
0,00
0,00
0,28
1,14
0,25
1,30
0,06
0,07
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00
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114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Lcb. paracasei

Leb. plantarum

Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.

Ln
L.
L.

mesenteroides
mesenteroides
mesenteroides
mesenteroides
mesenteroides
mesenteroides
lactis

citreum
citreum
citreum
citreum
citreum

. Citreum

lactis

lactis

. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis

. lactis

V12021 LPAR 6
CA2A9 L PAR 7
3AB20 L PAR 8
6A102 L PAR9
CA2PILPAR 10
4AB10 L PAR 11
2BB33 L PAR 12
2BB31 L PAR 13
CS82 L PAR 14
4AB16 L PAR 15
2BB36 L PAR 16
2BB24 L PAR 17
2B47ILPLA1
2BB34 L MES 1
3AC12 L MES 2
3AC2 L MES 3
3AC16 L MES 4
BC24 L MES 5
4AB8 L MES 6
4AR2 LEU LAC 1
A4ACALCIT1
2BB17 LCIT 2
1AC10LCIT3
2BC8LCIT4
4AC18LCITS
1AC1LCIT6
1Ala

1A2a

1A4a

1A6a

1B1la

1B3ac

1B5a

1B8d
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,27
0,03
0,00
0,15
0,00
0,00
0,00
2,37
0,00
0,00
0,00
0,58
0,45
0,14
0,10
1,13
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,19
0,00
0,10
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00
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148 L. lactis 2Ala 0,46

150 L. /actis 2A3a 0,00

152 L. lactis 2Bla 0,31

154 L. lactis 2B2a 0,00

156 L. /actis 2B7a 0,00

158 L. lactis 1C1a 0,28

160 L. /actis 1C4b 0,00

162 L. lactis 2Cla 0,93

164 L. lactis 2C3a 0,00

166 L. lactis 7C1la 0,77

168 L. lactis 7D7a 0,00

170 L. lactis 1F3a 0,36

172 L. lactis 1F5a 0,05

174 L. lactis 1F7a 0,18

176 L. lactis 5 0,13

178 L. lactis 2F2c 0,11

180 L. /actis 2F4a 0,00
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182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215

L.
L.

. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis
. lactis

. lactis

lactis

lactis

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lh 1L hh “nh uh nh u u u unu Ou

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ &~
T OO T T T T ©T ©T

. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.
. delbrueckii subsp.

. delbrueckii subsp.

bulgaricus
bulgaricus
bulgaricus
bulgaricus
bulgaricus
bulgaricus
bulgaricus

bulgaricus

2F5b
7A1a
7A3a
7F1b
7F3b
7F4c
7F6b
7F7b
7F7d
D12
E2
G1
G9
F1
F2
1-1c
1-1g
38-1
41-1
45
45-1
46-4
72
74-1
78
79-2

14
18
22-2
26
29
50
57-1
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0,44
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,47
0,37
0,13
0,11
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,09
0,00
0,00
0,00
0,00
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216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249

Lb. delbrueckii subsp. lactis
Lb. delbrueckii subsp. lactis
Lb. delbrueckii subsp. lactis
Lb. delbrueckii subsp. lactis

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

Lb. helviticus

Lh Lhh uhh uh uh "L u uh uh "L uh uh uh uL u uh uL u uL uhL uL uL uL u uL u u Oun

. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus
. thermophilus

. thermophilus

63
67
73-1
75

87
St5.2
St7.2
St 8A
St 8B
St 9B
St10
St10.1
St11
St 12A
St14
St15
St16
St17A
St18
StB10
StC4
StD3
St D7
StD9
StE4
StE5
St E9
StFo.1
StF9.2
St F6A
St F6B
StG4
St H7
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0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,08
0,28
1,43
0,00
0,21
0,00
0,07
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,04
0,01
0,00
0,00
0,34
0,01
0,20
1,53
1,70
0,23
0,00
0,31
0,00
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250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

L. lactis

S. thermophilus

Leb. casei

Lvb. brevis

Lvb. brevis gravesensis
Lb. delbrueckii subsp. lactis
Lb. gasseri

Lb. reuteri

Lb. acidophilus
Bifidobacterium animalis
Lb. pentosus
Bifidobacterium longum

Bifidobacterium breve

LLAC 441
6896
6904
6906
7934
7942
9203
9213
9433
10508
10755
13197
13208

1,42
0,22
0,00
2,01
0,00
0,88
1,35
0,14
0,77
0,76
0,58
1,43
0,56
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Tabla 3. Produccion de GABA (mM) por aislados a partir de leche cruda, cuantificadas por cromatografia liquida UHPLC.

Aislado Produccion de GABA (mM)
L. lactis
1 Lc.2.1 1,56
2 Lc.2.4 0,20
3 Lc.3.2 0,20
4 Lc.3.4 2,14
5 Lc.3.5 0,20
6 Lc.5.2 3,60
7 Lc.5.4 4,76
8 Lc.5.5 4,88
9 Lc.12.1 0,56
10 Lc.12.2 0,56
11 Lc.12.3 0,59
12 Lc.12.4 0,55
13 Lc.12.5 0,54
14 Lc.12.6 0,57
15 Lc.14.3 4,52
16 Lc.14.4 5,05
17 Lc.16.6 4,24
18 Lc.19.3 4,55
19 Lc.19.4 4,72
20 Lc.19.5 4,54
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21
22
23
24

Lc.20.1
Lc.20.3
Lc.21.1
Lc.21.2

S. thermophilus

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

St.1.1
St.2.1
St.3.1
St.4.1
St.5.1
St.6.1
St.7.1
St.8.1
St.9.1
$t.10.1
St.11.1
St.12.1
St.13.1
St.14.1
St.15.1
St.16.1
St.17.1
St.18.1
St.19.1
$t.20.1
St.21.1
St.22.1
St.23.1
St.24.1

0,21
0,29
6,29
0,51

2,84
0,22
0,23
0,23
0,23
1,09
0,28
4,51
3,95
0,27
0,27
0,24
0,26
0,27
0,27
3,75
0,25
4,19
0,27
2,77
3,90
0,28
0,28
0,27
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ANEXO IV. Caracteristicas de las cepas productoras de GABA

Tabla 1. Andlisis de distancia genémica de las cepas de Lactococcus lactis (A) y Streptococcus thermophilus (B) de este estudio
con cepas tipo de especies relacionadas. Los resultados de la hibridacidn digital ADN-ADN (dDDH) se muestran debajo de la
diagonal de autocomparacion y los resultados de la identidad promedio de nucleétidos (OrthoANI) se muestran encima de

la diagonal.

=

<
s | 2
Q 5 K
ANI °S 1z |5 |8 | = |3
< |5 S |8 & S
% % — = % x
= o 5
A £ 1€3 g |2 |3 |3
o s O Q@ S Q a
%) 0 pd %) I
< ™ — Q o 2 n pr c K%
o < o o 7 3 S| 5 ‘= = =
0 - — N * o 3 ] e g <
o o o o = = | £ E 5 i
- 2 2 | S 2 9 o L o = =
dDDH = |5 s ° °cal © <
— 1 T — - « - -
Lc 5.5 975 | 99.2 | 985 | 986 | 985 | 869 | 865 | 76.1 | 73.2
Lc 14.4 74.5 976 | 974 | 973 | 974 | 87.0 | 865 | 75.8 | 73.0
Lc 19.3 92.6 | 78.4 98.7 | 98.7 | 986 | 86.9 | 86.5 | 75.9 | 73.8
Lc21.1 87.0 | 76,9 | 87.3 98.8 | 995 | 87.0 | 865 | 76.3 | 73.3
Lactococcus lactis subsp.
) 875 | 77.4 | 88.4 | 88.9 986 | 87.0 | 86.6 | 76.0 | 73.3
lactis ATCC 194357
Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis | 87.7 | 77.6 | 88.6 | 95.3 | 87.9 86.5 | 86.5 | 75.8 | 73.0
GL2T
Lactococcus cremoris
327 | 325 | 325 | 328 | 32.7 | 316 98.0 | 76.0 | 72.7
NBRC 1006767
Lactococcus cremoris
subsp. tructae DSM 320 | 316 | 31.8 | 31.8 | 31.7 | 314 | 836 75.9 72.7
215027
Lactococcus allomyrinae
223 | 223 | 222 | 225 | 225 | 21.3 | 233 | 224 72.2
1ISPR-77
Lactococcus hircilactis
242 | 243 | 248 | 248 | 248 | 246 | 25.2 | 23.0 | 214

DSM 289607

En negrita, valores con cepas tipo por encima de los umbrales de especie (95 % para ANI y 70 % para dDDH); subrayados, los

valores mas altos de orthoANI y dDDH.
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St 8.1 99.4 99.9 99.4 98.8 92.2 89.1 72.6 72.5
St9.l 94.5 99.4 99.9 98.8 92.1 98.2 72.3 73.0
St 18.1 99.8 94.6 99.4 98.7 92.1 89.3 72.7 71.9
St21.1 94.8 99.7 94.6 98.6 92.1 89.2 72.1 72.5
Streptococcus
thermophilus ATCC 88.4 89.2 88.6 87.0 92.2 89.4 72.7 71.1
192587
Streptococcus
vestibularis NCTC 47.6 46.1 47.7 46.5 46.7 92.1 73.1 72.8
121677
Streptococcus salivarius
37.6 37.7 37.6 37.6 37.9 46.2 73.4 72.9
NCTC 8618"
Streptococcus rubneri
26.2 26.3 26.2 26.3 26.5 29.3 27.4 71.1
DSM 269207
Streptococcus infantarius
25.5 25.0 25.6 25.0 26.6 25.8 25.7 21.7
ATCC BAA-1027

En negrita, valores con cepas tipo por encima de los umbrales de especie (95 % para ANl y 70 % para dDDH); subrayados, los

valores mas altos de orthoANI y dDDH.
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Tabla 2. Presencia de genes metabdlicos implicados en el crecimiento en leche y en la formacidn de compuestos aromaticos (sabor y aroma) en el genoma de cuatro cepas de Lactococcus lactis

productoras de GABA.

Cepa
Proteina/descripcion Gen/operon Funcion
Lc 55 Lc 14.4 Lc 19.3 Lc 211
Proteasas
Metaloproteasa de zinc dependiente de ATP ftsH Escision de secuencias transmembrana, division celular 1 1 1 1
Proteasa amino terminal CAAX - - - 1 1 B
Proteinasa caseinolitica unida a la pared celular ~ prtP Digestion de caseinas lacteas 1 1 1 -
Proteasa clp clpCEPX Rotacion de proteinas celulares 1 1 1 1
Serina proteasa DegP/HtrA htrA EIiminacic’)n.de proteinas des.nature-llizadaé 0 agregadas de la L L L L
membrana interna y el espacio periplasmico
Proteasa de procesamiento de competencia ] y
ardia comC Procesamiento del ADN durante la captacion 1 1 1 1
Proteasa tipo Lon con dominio PDZ - Control de calidad de las proteinas 1 1 1 1
Proteasa RasP/YIuC - - 1 1 1 1
Serin proteasa romboide - - 1 1 1 1
Represor de respuesta SOS y proteasa lexA Auto protedlisis en respuesta SOS 1 1 - 1
Proteasa YmfH ymfH - 1 1 1 1
Proteasa YrrO yrrO - 1 1 1 1
Proteasa Zinc - - 1 1 1 1
Peptidasas
Aminopeptidasa ypdF Hidroliza los enlaces Xaa-Pro cuando Xaa es Ala, Asn o Met 1 1 1 1
Aminopeptidasa C pepC Cisteina aminopeptidasa general 1 1 1 1
Dipeptidasa pepQ Degradacion de dipéptidos 2 2 2 2
Glutamil aminopeptidasa pepA Aminopeptidasa de péptidos Asp y Glu 1 1 1 1
Lisil aminopeptidasa pepN Aminopeptidasa general 1 1 1 1
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Metionina aminopeptidasa
Transpeptidasa-transglicosilasa multimodular
Muramoil tetrapéptido carboxipeptidasa
Endopeptidasa neutra

Oligoendopeptidasa F

Peptidasa E

Familia de la peptidasa U32

Prolina imidopeptidasa

Pyrrolidona-carboxilato peptidasa
Metalopeptidasa de zinc de la familia SprT
Tripéptido aminopeptidasa

Xaa-His dipeptidasa

Xaa-Pro dipeptidil peptidasa

Transportadores de lactosa, aminoacidos y
péptidos

Permeasa de aminoacidos

Antiportador de arginina/ornitina
Transportador ABC de aminoé&cidos
béasicos/glutamina

Transportador de aminoécidos de cadena
ramificada (dependiente de Na)
Transportador de aminoécidos cationicos
Transportador de citrato

Transportador ABC de cisteina
Di-tripéptido/simportador de cationes DtpT

Antiportador de glutamato/gamma-aminobutirato

Transportador ABC de glutamina

pepM

pepF
pepE

pepD

pcp
sprT
pepT
pepV
pepX

gabP
arcD

brnQ

yckB
CitQRP

dtpT
gadC
ginHPQ

Liberacion de Met a partir de proteinas y péptidos
Biosintesis de peptidoglicanos, probablemente PBP
Endopeptidasas

Hidroliza péptidos largos de 7 a 17 aminoacidos

Liberacion de Asp N-terminal

Escinde dipéptidos cuando Pro esta en el extremo carboxilo
terminal

Elimina el piroglutamato de proteinas y péptidos

Amino degradacion de tripéptidos

Hidrolisis de Xaa-His y dipéptidos generales

Libera dipéptidos cuando Pro esta en la segunda posicion

Transporte de aminoacidos
Transporte de arginina

Transporte de aminoacidos basicos

Transporte de aminoacidos de cadena ramificada

Transporte de aminoacidos basicos
Transporte de citrato

Transporte de cisteina

Transporte de di- y tripéptidos
Transporte de glutamato
Transporte de aminoacidos basicos
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Lactosa, galactosa permeasa (translocador de
GPH)

Sistema PTS especifico de lactosa
Transportador ABC de metionina
Transportador ABC de metionina / fosfonatos
Transportador oligopéptido ABC

Aminotransferasas y transaminasas

Alanina transaminasa

Aminodacido aromatico aminotransferasa gamma

Aspartato aminotransferasa

Aminoacido aminotransferasa de cadena
ramificada

Glutamina amidotransferasa, clase |
Glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa
Histidinol-fosfato aminotransferasa

Transpeptidasa-transglucosidasa multimodular
N-acetil-L,L-diaminopimelato aminotransferasa
N-acetilornitina aminotransferasa

Fosfoserina aminotransferasa

Serina-piruvato aminotransferasa
Deshidrogenasas

2,3-butanodiol deshidrogenasa (R-S)

Acetaldehido deshidrogenasa

lacP

lacABC

oppABCDF

araT

bcaT

pfpl
glmSs

adhE

Transporte de lactosa

Transporte y fosforilacion de lactosa
Transporte de Met

Transporte de Met

Transporte de oligopéptidos

Sintesis de Arg, Ala, Asp, metabolismo de Glu

Transferencia de grupos a-amino entre aminoacidos
aromaticos

Transferencia reversible de un grupo a-amino entre Asp y Glu
Sintesis y metabolismo de Cys, Val, Leu, Iso, Met, sintesis de
metabolitos secundarios

Eliminacién del grupo amoniaco de la glutamina

Metabolismo de Ala, Glu, vias metabdlicas

Vias metabdlicas de Glu, His

Metabolismo de Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, Thr, degradacion de
Lys, metabolismo del piruvato

Biosintesis de Arg, vias metabdlicas, metabolitos secundarios
Metabolismo de Gly, Ser, Thr, Cys, Met, metabolitos
secundarios

Metabolismo de Gly, Ser, Thr

Biosintesis de metabolitos secundarios
Degradacion de acidos grasos, sintesis y degradacion de
aminoécidos, sintesis de metabolitos secundarios
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Alanina deshidrogenasa
Alcohol deshidrogenasa clase Ill

Aspartato-semialdehido deshidrogenasa
D-lactato deshidrogenasa

Homoserina deshidrogenasa

L-lactato deshidrogenasa
L-lactato deshidrogenasa, Fe-S oxidorreductasa

Liasas
Argininosuccinato liasa/sintasa

Complejo de citrato liasa
Cistationina beta-liasa
Cistationina beta-sintasa
Cistationina gamma-liasa
Cistationina gamma-sintasa
S-ribosilhomocisteina liasa

Esterasas/lipasas

Alfa/beta hidrolasa (proteina de la familia HAD)
Carboxilesterasa

Esterasa/lipasa

Glicerofosforil diéster fosfodiesterasa
Lipasa/Acilhidrolasa

Lisofosfolipasa/lipasa monoglicérido

ala-dh

adh

I[dhD

ldhL
ykgEFG

CitCDEFG
cglB

cbs

cglA

cgs

est

glpQ

Metabolismo de Ala, Asp, y Glu, vias metabdlicas

Glucdlisis, degradacion de acidos grasos, metabolismo de Tyr,
metabolismo de piruvato

Metabolismo de Gly, Thr, Cys, Met, sintesis de Lys

Sintesis de metabolitos secundarios

Metabolismo de Gly, Ser, Thr, Cys, Met, sintesis de Lys, vias
metabdlicas

Glucdlisis, metabolismo de Cys, Met, metabolitos secundarios
Glucdlisis, metabolismo de Cys, Met, metabolitos secundarios

Biosintesis de Arg, Ala, Asp, Metabolismo de Glu, Vias
metabolicas, biosintesis de metabolitos secundarios
Formacion de piruvato a partir de citrato

Produccién de compuestos de azufre

Transulfuracién de homocisteina a cistationina
Metabolismo de Gly, Ser, Met, Cys, Thr, vias metabdlicas
Formacion de cistationina a partir de cisteina
Metabolismo de Cys, Met, vias metabdlicas

Transporte y metabolismo de lipidos

Amplia especificidad que actia sobre enlaces éster
Transporte y metabolismo de lipidos

Metabolismo de glicerofosfolipidos

150

, NN R R

[ =S S SN S

, NN R R

Anexos

B, NN R R

N

B, NN R R



Anexos

Liberacion de proteinas unidas a membrana con anclajes de
Fosfoesterasa - . o 2 2 1
Glicosilfosfatidilinositol

Tributirina esterasa - Hidrolisis de acidos grasos C2-C16 1 1 1

En amarillo se resaltan las diferencias en el contenido genético entre las cepas de L. lactis y en verde los genes especificos de la especie en comparacidn con las cepas de Streptococcus
thermophilus en la Tabla 3.
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Tabla 3. Presencia de genes metabdlicos implicados en el crecimiento en la leche y en la formacidn de compuestos aromdticos (sabor y aroma) en el genoma de cuatro cepas de

Streptococcus thermophilus productoras de GABA.

Cepa
Proteina/descripcion Gen/operon Funcion
St 8.1 St9.1 St18.1 St21.1
Proteasas
Metaloproteasa de zinc dependiente de ATP ftsH Escision de secuencias transmembrana, division celular 1 1 1 1
Proteasa amino terminal CAAX - - 1 - 1 -
Proteasa unida a membrana CAAX - - 1 1 1 1
Proteinasa caseinolitica unida a la pared ) . . .
prtS Digestion de caseinas lacteas 1 - 1 -

celular
Proteasa clp clpCEPX Rotacion de proteinas celulares 1 1 1 1

) Eliminacion de proteinas desnaturalizadas o agregadas de la
Serina proteasa DegP/HtrA htrA ) ) o 1 1 1 1

membrana interna y el espacio periplasmico

Proteasa de procesamiento de competencia ] .

. comC Procesamiento del ADN durante la captacion 1 1 1 1
tardia
Proteasa tipo Lon con dominio PDZ - Control de calidad de las proteinas 1 1 1 1
Proteasa RasP/YIuC - - 1 1 1 1
Proteasa YmfH ymfH - - 1 - 1
Proteasa YrrO yrrO - 1 1 1 1
Proteasa Zinc - - 1 1 1 1
Peptidasas
Aminopeptidasa ypdF Hidroliza los enlaces Xaa-Pro cuando Xaa es Ala, Asn o Met 1 1 1 1
Aminopeptidasa C pepC Cisteina aminopeptidasa general 1 1 1 1
Aminopeptidasa S pepS Clivaje de preferencia Leu, Val, Phey Tyr 1 1 1 1
Dipeptidasa pepQ Degradacion de dipéptidos - 1 - 1
Glutamil aminopeptidasa pepA Aminopeptidasa de péptidos Asp y Glu 1 1 1 1
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Lisil aminopeptidasa
Metionina aminopeptidasa
Endopeptidasa neutra O
Oligoendopeptidasa F
Familia de la peptidasa U32
Prolina imidopeptidasa
Tripéptido aminopeptidasa
Xaa-His dipeptidasa
Xaa-Pro dipeptidil peptidasa

Transportadores de lactosa, aminoacidos y
péptidos

Permeasa de aminoacidos

Permeasa de aminoacidos

Transportador ABC de aminoacidos
basicos/glutamina

Transportador de aminoacidos de cadena
ramificada

Transportador de aminoécidos de cadena
ramificada

Transportador de aminoécidos de cadena
ramificada (dependiente de Na)
Transportador de aminoécidos cationicos
Transportador ABC de cisteina
Ditripéptido/simportador de cationes DtpT
Antiportador de glutamato/gamma-
aminobutirato

Transportador ABC de glutamina

pepN
pepM
pepO
pepF

pepD
pepT
pepV
pepX

gabP
ydaO

livFGHIM

azlC

brnQ

yckB

dtpT
gadC

ginHPQ

Aminopeptidasa general

Liberacion de Met a partir de proteinas y péptidos
Endopeptidasa

Hidroliza péptidos largos de 7 a 17 aminoacidos

Escinde dipéptidos cuando Pro esta en el extremo carboxilo

Aminodegradacion de tripéptidos
Hidrolisis de Xaa-His y dipéptidos generales

Libera dipétidos cuando Pro esté en la segunda posicién

Transporte de aminoacidos

Transporte de aminoacidos

Transporte de aminoacidos basicos

Transporte de Leu, Iso, Val

Transporte de aminoacidos de cadena ramificada

Transporte de aminoacidos basicos
Transporte de cisteina
Transporte de di y tripéptidos

Transporte de glutamato

Transporte de aminoacidos basicos
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Lactosa, galactosa permeasa (translocador de
GPH)

Transportador ABC de metionina
Transportador oligopéptido ABC

Simportador de Na+ serina/treonina
Simportador de sodio/glicina GlyP

Aminotransferasas y transaminasas
Alanina transaminasa
Aminoacido aromatico aminotransferasa

gamma
Aspartato aminotransferasa

Aminoéacido aminotransferasa de cadena
ramificada

Glutamina amidotransferasa, clase |
Transaminasa 2-ceto-4-metiltiobutirato
dependiente de glutamina
Glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa
Histidinol-fosfato aminotransferasa

Transpeptidasa-transglucosidasa multimodular

N-acetil-L,L-diaminopimelato aminotransferasa

N-acetilornitina aminotransferasa

Fosfoserina aminotransferasa

Deshidrogenasas
2,3-butanodiol deshidrogenasa (R-S)

lacP

OppABCDF
sstT

glyP

araT

aspAT

bcaT

pfpl

gims

rocD

Transporte de lactosa

Transporte de Met
Transporte de oligopéptidos
Transporte de Ser, Thr
Transporte de Gly

Sintesis de Arg, Ala, Asp, metabolismo de Glu
Transferencia de grupos a-amino entre aminoacidos
aromaticos

Transferencia reversible de un grupo a-amino entre Asp y
Glu

Cys, Val, Leu, Iso, Met, sintesis y metabolismo. Sintesis de
metabolitos secundarios

Eliminacién del grupo amoniaco de la glutamina

Metabolismo de Met, Cys, vias metabdlicas

Metabolismo de Ala, Glu, vias metabdlicas

Vias metabdlicas de Glu, His

Metabolismo Ala, Asp, Glu, Gly, Ser, Thr, degradacién de
Lys, metabolismo del piruvato

Biosintesis de Arg, vias metabdlicas, metabolitos
secundarios

Metabolismo Gly, Ser, Thr, Cys, Met, metabolitos
secundarios

Biosintesis de metabolitos secundarios
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Alanina deshidrogenasa ala-dh Metabolismo de Glu, Ala, Asp, vias metabdlicas 1 1 1
Aspartato-semialdehido deshidrogenasa - Metabolismo de Gly, Thr, Cys, Met. Sintesis de Lys 1 1 1
Glutamato deshidrogenasa (especifica de 3 ) ) . .

NADP) gdhA Sintesis de Arg, Ala, Asp, metabolismo, vias metabdlicas 1 1 1

) ) Metabolismo de Gly, Ser, Thr, Cys, Met. Sintesis de Lys,
Homoserina deshidrogenasa - } . 1 1 1
vias metabdlicas

. Glucdlisis. Metabolismo de Cys, Met. Metabolitos
L-lactato deshidrogenasa ldhL ] 2 2 2
secundarios

Liasas

o ) ) ) Biosintesis de Arg. Metabolismo de Ala, Asp, Glu. Vias
Argininosuccinato liasa/sintasa - . o ) ) ) 1 1 1
metabdlicas, biosintesis de metabolitos secundarios

Cistationina beta-liasa cglB Produccion de compuestos de azufre 1 1 1
Cistationina beta-sintasa chs Transulfuracién de homocisteina a cistationina

Cistationina gamma-liasa cglA Metabolismo de Gly, Ser, Met, Cys, Thr, vias metabdlicas 1 1 1
Cistationina gamma-sintasa cgs Formacion de cistationina a partir de cisteina 1 1 1

o ) ) Metabolismo de Gly, Ser, Thr, metabolismo de D-
D-histidina amoniaco-liasa - o i . 1 1 1
aminoacidos, vias metabdlicas

S-ribosilhomocisteina liasa luxs Metabolismo de Cys, Met, vias metabdlicas 1 1 1

Esterasas/lipasas
Alfa/beta hidrolasa (proteina de la familia HAD)
Esterasa/lipasa - Transporte y metabolismo de lipidos 1 1 1

Transporte y metabolismo de lipidos 7 9 10

Liberacion de proteinas unidas a membrana con anclajes de

Fosfoesterasa - o o 1 1 1
glicosilfosfatidilinositol

Tiosterasa - Metabolismo de los &cidos grasos 3 3 3

Tributirina esterasa - Hidrdlisis de acidos grasos C2-C16 1 1 1

Resaltadas en amarillo estdn las diferencias en el contenido genético entre las cepas de S. thermophilus y en verde los genes especificos de la especie en comparacién con las cepas de
Lactococcus lactis de la Tabla 2.
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ANEXO V. Elaboracidn de productos lacteos

Numero de Catador/a: Fecha:

Edad: Género: masculino/femenino Eres consumidor habitual de yogures? Si / No

INSTRUCCIONES: Indicar el grado de aceptacion (me gusta o no me gusta) de los atributos correspondientes a cada muestra.

Siendo 1 (no me gusta nada) y 5 (me gusta mucho). Si se detectan otros atributos especificar en el apartado "Otro" detallando la caracteristica percibida.

Por ejemplo: si se identifica que el producto estd muy compacto y a mi me gusta muy cremoso pondré 1 (ya que no me gusta nada). Por el contrario, si el producto estda muy compacto y a mi me
gusta muy compacto pondré 5 (ya que me gusta mucho).

Puntuar los atributos rodeando un nimero en una escala

ATRIBUTO Codigo de la muestra: Cédigo de la muestra: Codigo de la muestra:

No me gusta nada Me gusta mucho No me gusta nada Me gusta mucho No me gusta nada Me gusta mucho

Compacto 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Con suero 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Aspecto  Roto 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Otro (definir) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Leche 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

A mantequilla 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Aroma Yogur 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Otro (definir) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Cremosa* 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Arenosa 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Textura Homogénea** 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Otro (definir) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Acido 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Dulce 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Amargo 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Sabor )\ vogur 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Otro (definir) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Aceptacién Global 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 ||

*Cremosidad: presenta una textura similar o igual al yogur griego (5) - ** Homogeneidad: presenta una textura uniforme, lisa (ejemplo marmol: 5)

Observaciones:

Figura 1. Formulario de degustacién de yogur.
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