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Los jovenes como prioridad: un reto de la SMBB

La actividad cientifica y tecnoldgica del pais enfrenta uno de sus periodos de crisis econémica mas
fuerte de los dltimos tiempos. Los recortes presupuestales implementados por el gobierno federal han
afectado todos los ambitos del quehacer cientifico. La cantidad de proyectos aprobados para los diferentes
fondos del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) incluyendo la formacién de recursos
humanos se vio limitada. El nUmero de becas asignadas a los jévenes estudiantes en los programas de
posgrado del Padrén Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) se congelé. Dada la crisis presupuestal
era facil prever la reduccion de los apoyos para financiar los proyectos de trabajo, incluyendo no solo la
compra de reactivos o equipamiento bésico sino incluso apoyos para movilidad o asistencia a reuniones
cientificas para investigadores y estudiantes. La situacién y disponibilidad presupuestal para

Universidades, Tecnoldgicos, Centros de Investigacién y otras instituciones no es distinta.

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB), su mesa directiva nacional
(MDN), sus comisiones, los socios numerarios y profesionales, como individuos criticos e informados
deberiamos ser conscientes de esta realidad y proteger, como tema prioritario, la participacién de los
jovenes estudiantes en las labores de difusion de nuestra interdisciplina, particularmente en el XVII
Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria celebrado del 25 al 30 de junio de 2017 en Puerto

Vallarta.

La era digital/virtual nos permitié por primera vez no erogar el gasto en la impresion del programa,
tampoco se entregd algun dispositivo de almacenamiento, por ejemplo, una memoria USB. La calidad de
la bolsa entregada a los congresistas por su sencillez debié resultar muy econdémica. Es decir, hubo ahorros
y economias suficientes. Sin embargo, dichas economias no se vieron reflejadas en apoyos realmente

importantes para que los estudiantes pudieran asistir.

La SMBB enfrentd, segin informe del Vicepresidente de la Sociedad, Dr. Adelfo Escalante Lozada,
una de las peores asistencias estudiantiles en la historia de su congreso. De los 900 asistentes al congreso
solo el 55 % fueron estudiantes, es decir 495. Una reduccion de casi el 40 % de asistentes estudiantes con
respecto al congreso anterior. De hechc pa-a enconirar nimeros tan bajos nos tenemos que remontar

hasta el X Congreso, en 2005.

Son los jovenes estudiantes, que, con su inteligencia y entusiasmo, renuevan y vigorizan las
sociedades, la SMBB no es la excepcion. La calidad de los trabajos presentados y la agudeza con la que
los muchachos y muchachas participaron dieron cuenta de que la juventud acompafia a la SMBB. No

podemos permitir que eso cambie.
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En ese contexto, no es facil olvidar que la MDN 2012-2014 entreg6 un superavit de casi 2 millones
de pesos, segun cité el Dr. Escalante en la clausura del XVII Congreso y que al inicio de 2017 solo habia
alrededor de 500, 000.00 pesos y eso con compromisos de pago. En curso una auditoria y revision de
cuentas, pero el no haber apostado por apoyos decididos a los estudiantes como tema prioritario nos privo,

segun la tendencia histérica hasta antes de este congreso de la asistencia de unos 300 estudiantes.

Se deben revisar las prioridades del destino de los recursos tan arduamente ganados. Tenemos el
orgullo de que en esencia la SMBB es autogestiva y que en realidad vive de lo que los socios aportamos y
que los socios estudiantes son una de las mayores prioridades. Establecer una especie de “algoritmo” que
nos indique de acuerdo a los recursos con que se cuente los topes maximos en actividades de promocién
de la MDN vy viajes. Establecer en ese mismo “algoritmo” una partida destinada a apoyar la asistencia de
los estudiantes al congreso, becas a los mejores trabajos y descuentos grupales, y no solo eso, apoyar los
eventos que las distintas sociedades estudiantiles realizan.

Nuestros jévenes socios lo merecen.

Dr. Manuel Alejandro Lizardi Jiménez
CONACYT-Instituto Tecnolégico Superior de Tierra Blanca

Miembro de la Comision de Premios de la SMBB 2014-2018
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacién original asi como de revision en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al menos dos miembros

del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a todo
el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado. Las

paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 paginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos originales y

revisiones en la revista Biotecnologia estdn exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), DNA, RNA y otras comlUnmente aceptadas en la
literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan la
biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los mismos,
incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como biotecnologia

marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y ambiente.
Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccién,
Materiales y métodos, Resultados, Discusion, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de

Resultados y Discusién pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revisién incluirdn el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios para

la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. ., Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los distintos

campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus perspectivas.
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2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos 0 nuevas aplicaciones de la

biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de nuevas drogas
0 para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la genémica (estudio sistematico
de los genes y sus aplicaciones), la protedmica (prediccién de la expresién de los genes en proteinas
funcionales) y la fenémica (prediccién de fenotipos o conductas de los organismos, en base a sus genes y
a sus proteinas). El uso de la ingenieria genética para hacer ingenieria metabdlica. Los nuevos tipos de
reactores biologicos y los fendmenos de transporte implicados. Los nuevos esquemas de reaccion,

separacion y control en procesos biotecnoldgicos.

3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la sociedad, con

especial atencién a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccidn sera dedicada a una empresa o

institucién (publica o privada) que desee difundir los logros obtenidos en algin campo de la biotecnologia.
Por ejemplo: empresas productoras de antibiéticos o productos biolégicos, empresas de ingenieria
ambiental que usen procesos biotecnoldgicos, empresas agropecuarias, forestales o de acuacultura que
usen tecnologias biolégicas avanzadas, o empresas de transformacién de alimentos que utilicen enzimas,

cultivos de microorganismos, etc. Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de biosequridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la

biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: analisis y comentarios sobre los debates acerca del uso de

semillas transgénicas, los problemas de conservacién y explotacion de la biodiversidad mediante la
biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos de la industria, los

problemas de bioseguridad del uso de antibiéticos y otros productos biotecnolégicos.

5. La educacién, la cultura y la difusion tecnoldgica en relacién con la biotecnologia. Por ejemplo:

comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefanza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia. También
necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la industria, para el puablico
consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la biotecnologia (politicos, funcionarios de
empresas, lideres de opinién). El uso de la informatica en la difusion de la biotecnologia, y en general, el

andlisis de necesidades, métodos y alternativas para difundir los conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacién y el desarrollo biotecnolégicos. Por ejemplo:

Analisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en biotecnologia. Propuestas
de nuevas formas de cooperacion entre los sectores de investigacion y la industria biotecnoldgica. Analisis
y propuestas del uso 6ptimo de recursos humanos, financieros o materiales para mejorar la cooperacion o
el desarrollo de la biotecnologia. En esta seccion se dara espacio a los analisis, criticas o propuestas de

los aspectos legales y fiscales que afecten e incluso puedan mejorar el desarrollo de la biotecnologia en
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México. Tales como: la propiedad industrial, el régimen fiscal de las empresas, el costo del desarrollo
biotecnolégico y los subsidios o estimulos econémicos para el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El titulo

debera estar centrado.

2. Elnombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer apellido
de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacién. En el siguiente rengldn con letra italica Arial del mismo tamafio, se incluira la direccién

postal de la institucion de adscripcion de los autores, asi como el e-mail del autor corresponsal.

3. Se debera afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en Inglés de

tamarfio similar.

4. Se incluirdn entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de datos.

Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea en cursivas
con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglén se iniciara el texto
descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién o
subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicion en el texto.
No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo de
edicion, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el momento en que son mencionadas
por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en la parte inferior
de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como figuras. La impresion
de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por lo que se recomienda que muestren un
buen contraste, en especial las figuras con varias lineas. Segun el orden de aparicion en el texto,
las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las mismas e
incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser indicadas con letras
mindsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera sefialada en el texto pero se anexaran

en hojas separadas después de las Referencias.

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2 8



.

Instrucciones para los autores

7. La informacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacion original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han demostrado
que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al. (2003), han
demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si la cita es es
una pagina de Internet, ésta debera ponerse completa entre paréntesis directamente en el texto
donde se mencione. La lista de Referencias se deberda escribir con el mismo tipo de letra del texto

principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:
Para revistas:
Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in whiteleg
shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and role in postmortem

melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon Scientific

Press, Norwich.

(Capitulo de libro)
Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger
MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un méximo de dos citas de este tipo.
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Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del Complejo
pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. Xl Congreso Nacional de Biotecnologia

y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptard un maximo de dos citas de este tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and Reference
Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en: http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.
Revistas electronicas: Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger
disclosed by comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182. BioTecnologia, Afio 2015, Vol. 19
No. 1 11.

Para tesis de pre y posgrado:

Cérdenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha para la Produccion
de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional Auténoma de México. México
D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet, congresos y
reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de cesion
de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria pueda
hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y difusién de la actividad cientifica
y tecnolégica. En ningun caso, dichos derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los
autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con fines no lucrativos. Los trabajos solamente se
reciben via correo electrénico al Comité Editoral encabezado por la Dra. Romina Rodriguez Sanoja en la
direccién romina@biomedicas.unam.mx Al momento de recibirlo, se enviard un acuse de recibo al autor
corresponsal, por lo que se pide Incluir una direccién de correo electrénico para este fin, asi como para
mantener comunicacion con el editor sobre la evolucién de la revision y sobre la aceptacion del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccién. En esta
condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacién del editor
en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra ser consultado en la pagina

de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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TRABAJO GANADOR DEL PREMIO ALFREDO SANCHEZ
MARROQUIN, CATEGORIA MAESTRIA

Retos en la produccion de lacasas fungicas en cultivo sumergido:
estrés hidrodinamico vs. transferencia de oxigeno

Karen Ibeth Fernandez-Alejandre, Leobardo Serrano-Carredn*

Depto. de Ingenieria Celular y Biocatalisis. Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, C.P. 62210, Cuernavaca, Morelos.

e-mail leobardo@ibt.unam.mx

RESUMEN

Las lacasas fungicas son enzimas multicobre oxidasas capaces de degradar una amplia variedad
de compuestos arométicos que, a pesar de tener aplicaciones muy prometedoras en diversos sectores
industriales, han tenido un impacto limitado por los bajos rendimientos en su produccion a gran escala.
Esta revisidn relne literatura relevante sobre los métodos de produccion y optimizacién de estas enzimas,
asi como los retos propios del tanque agitado en la optimizacion del cultivo de hongos filamentosos para la
produccion de lacasas. A pesar de haber estudios que evallan su efecto, el papel de la agitacion en la
produccion de lacasas no ha sido del todo comprendido, pues la mayoria de los autores asumen que su
influencia es simplemente mecénica y que los esfuerzos cortantes generados son los responsables de la
disminucién en la produccién de lacasas. No obstante, estudios recientes muestran una interesante relacion
entre la energia disipada, la concentracién de oxigeno disuelto, la produccién de las lacasas, el crecimiento
y la morfologia de los basidiomicetos, que podria dar paso a nuevas estrategias de optimizacion en la
produccion de lacasas.

Palabras clave: lacasas, estrés hidrodindmico, oxigeno disuelto, morfologia

ABSTRACT

Fungal laccases are multicopper oxidases enzymes able to degradate a wide range of aromatic
compounds; however, low yields at commercial scale for laccase production had limited their promising
applications in many industrial sectors. This review summarizes relevant literature on the different
production methods and optimization strategies, as well as the STR optimization challenges in filamentous
fungal cultures in order to increase laccase yield. Despite having several studies addressing this subject,
the agitation role in laccase production has not been fully understood, since most authors assume that
agitation effects are only mechanical, arguing that low yields only could be related with shear stress
phenomenon. Nevertheless, recent studies show an interesting relationship between dissipated energy,
dissolved oxygen tension, laccase yield, growth and basidiomycete morphology. This knowledge could

break out into new strategies in laccase production optimization.

BioTecnologia, Ao 2017, Vol. 21 No. 2 11
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LACASAS
Las lacasas (p-difenol:
1.10.3.2) son

glicoproteinas pertenecientes a la familia de

oxigeno-

oxidorreductasas EC

las polifenol oxidasas, con peso molecular
entre 50 y 130 kDa, que catalizan la reduccion
de oxigeno a agua acompafiada de la
oxidacién de compuestos fenélicos (Thurston,
1994).

presentes en hongos de pudriciéon blanca y

Tipicamente, las lacasas estan
plantas, aunque también se les ha identificado
en algunas bacterias, insectos, liquenes y
esponjas (Mate & Alcalde, 2016).

enzimas desempefian funciones tan diversas

Estas

como la sintesis de lignina en las plantas, la
esclerotizaciéon de las cuticulas de la
epidermis en algunos insectos, asi como
confiriendo resistencia a factores fisicos en
esporas Yy participando en la morfogénesis de
bacterias (Eggert et al., 1996; Alexandre &
Zhulin, 2000; Hatakka, 2001; Lang et al.,
2012). No obstante, las lacasas fungicas son
las que tienen mayor nimero de funciones,
participando en la morfogénesis, patogénesis,
sintesis de pigmentos, esporulacién y siendo
los componentes mas importantes del
complejo enzimético responsable de la
degradacion de la lignina en los hongos de
pudricién blanca (Thurston, 1994; Gianfreda
et al., 1999; Alcalde, 2007, Morozova et al.,
2007).

Debido a la compleja estructura
polimérica aleatoria de fenilpropanoatos de la
lignina, las lacasas fungicas encargadas de

degradarla, son capaces de oxidar una amplia

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

Key words: laccases, shear stress, dissolved oxygen, fungal morphology

variedad de sustratos aromaticos (Janusz et
al., 2013), lo cual confiere a estas enzimas
una gran cantidad de aplicaciones
biotecnoldgicas. Entre las aplicaciones mas
importantes figuran la delignificacion del
papel, (Virk et al., 2012), degradacién de
colorantes para la industria textil (Wesenberg
etal., 2003), degradacion de herbicidas (Chan
2014),

residuales de la

et al, degradacion de quimicos

industria farmacéutica
(Toushik et al., 2017), procesamiento de frutas
y vegetales (Yin et al., 2017), clarificacién y
mejoramiento sensorial de bebidas (Lettera et
al., 2016), asi como la fabricacién de sensores
para la determinacion de polifenoles (Gomes

et al., 2004), entre muchas otras.

METODOS DE PRODUCCION

En la produccion de lacasas fungicas
se han utilizado dos técnicas generales de
cultivo a nivel industrial: cultivo en estado
sélido y cultivo sumergido. Las
fermentaciones de estado solido (SSF) se
caracterizan por el crecimiento en un sustrato
sélido inerte o natural, en ausencia o semi-
ausencia de liquido libre (Pandey et al., 1999);
suelen emplear residuos agroindustriales
como sustratos, con la finalidad de proveer
nutrientes al microorganismo dando valor
agregado a los residuos (Pandey et al., 2000;
Rodriguez et al., 2002). No obstante, este
método resulta inconveniente cuando la
finalidad es obtener las enzimas a gran escala
debido a la dificultad en el monitoreo y control

de parametros como la transferencia de
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oxigeno y la agitaciéon, que pueden tener
repercusiones importantes en el cultivo de
hongos filamentosos (Rodriguez et al., 2002).
Al parecer el tipo de cultivo empleado afecta
al tipo de lacasas (isoformas) que se
produciran en los cultivos de basidiomicetos.
Castanera et al. (2012) reportaron la
expresion diferenciada del 42 % de los genes
que codifican para lacasas de Pleurotus
ostreatus, hallando que el cultivo sumergido
favoreci6é incrementos en la expresion del 38
% de estos genes, mientras que el cultivo de
estado so6lido unicamente favoreci6 al 4 % de
ellos. Los autores sugirieron que el factor mas
relevante habia sido el bajo contenido de agua
en los cultivos de estado sélido, que podria
haber afectado la difusion de los sustratos e
inductores utilizados hacia el hongo.

El cultivo sumergido presenta
ventajas con respecto al cultivo de estado
sélido, pues permite mantener homogeneidad
en el medio, controlar con mayor precision las
condiciones de cultivo necesarias para
producir metabolitos especificos y disminuir
problemas de transferencia de oxigeno y
nutrientes, asi como el riesgo de
contaminacion. Ademas, el cultivo sumergido
acorta tiempos de cultivo, facilita la
separacion, purificacion y produccion de
lacasas a gran escala, por lo que es
considerada la técnica preferida para producir
estas enzimas (Fazenda et al., 2008). En
algunos casos, la inmovilizacién de células en
el cultivo sumergido ha resuelto problemas de
transferencia de masa y oxigeno en cultivos
de alta viscosidad (Brijwani et al., 2010), lo

que presenta mayores ventajas.
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OPTIMIZACION DE PRODUCCION DE
LACASAS EN CULTIVO SUMERGIDO

Los estudios realizados en la ultima
década muestran un panorama muy alentador
en la aplicacion de las lacasas en una gran
cantidad de areas de consumo; sin embargo,
la mayor parte de la investigacion aplicada se
realiza aun a una escala de laboratorio. Para
contar con aplicaciones escalables y
sustentables resulta indispensable
incrementar la eficiencia de estas aplicaciones
y los rendimientos en la produccion de estas
enzimas para producirlas en grandes
cantidades (Shraddha et al., 2011; Silvério et
al., 2013; Mate & Alcalde, 2016; Yang et al.,
2017).

Existe una gran cantidad de
estrategias que se han implementado con la
finalidad de optimizar la produccién de lacasas
fungicas. Entre las principales estrategias
reportadas se encuentran el uso de inductores
como el cobre o compuestos arométicos, cuya
adicioén al cultivo incrementa la concentracion
de lacasas especificas (Robene-Soustrade &
Lung-Escarmant, 1997); la limitacion de
sustratos como el carbono y el nitrégeno
(Brijwani et al.,, 2010); la adicion de
microparticulas insolubles e inertes, que
favorecen la disminucién en el tamafio y
densidad de los pellets eliminando
limitaciones nutricionales (Antecka et al.,
2016), y la produccidon heterdloga en
bacterias, levaduras y hongos filamentosos,
que hasta el momento ha presentado
problemas de estabilidad llegando a
actividades enziméticas alin menores que con
la cepas nativas (Yang et al., 2017). Dentro de

las estrategias de optimizacién, no podemos

13



Articulos

dejar de mencionar la manipulacién de las
variables de proceso, que constituye la técnica
clasica para la optimizacién de cultivos de
basidiomicetos, y suele ser el primer conjunto
de pasos a realizar antes de incluir cualquiera
de las técnicas mencionadas anteriormente.
Entre las variables de proceso,
frecuentemente manipuladas con tal fin, se
encuentran el pH, la relacion CIN,
temperatura, flujo de aireacion, tensién de
oxigeno disuelto, velocidad de agitacion y
potencia volumétrica.

Sea cual sea la estrategia a
implementar, cuando se pretende llevar a
cabo la optimizaciéon de un proceso de esta
naturaleza, resulta fundamental conocer como
es que el entorno que les estamos imponiendo
al hongo, afecta su fisiologia y al producto o
productos que deseamos obtener de ellos, en
este caso a la sintesis de lacasas. Mientras
mas se conozcan a detalle estos efectos se
podran proponer metodologias mas eficientes
y se incrementara la probabilidad de éxito en
la implementacion de las tecnologias
resultantes. La optimizacién de cultivos
fungicos puede llegar a tomar mucho tiempo
si no se emplean estrategias Yy
consideraciones adecuadas. Cuando se trata
de optimizaciones que requieren incluir varios
parametros, resulta adecuado estudiarlos en
conjunto; para ello se recomienda emplear
herramientas como el disefio de experimentos
(DOE, por sus siglas en inglés). Este tipo de
disefios permiten conocer, ademas del efecto
individual de cada uno de los factores de
estudio, los efectos combinados o
interacciones entre parametros que pueden

influir de manera inesperada en la produccion
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de lacasas, y que no podria ser posible
conocer en estudios donde se evalia el
efecto de un pardmetro a la vez (Tinoco-
Valencia et al., 2014).

CULTIVO SUMERGIDO. FACTORES QUE
INFLUYEN EN LA PRODUCCION DE
LACASAS

En los procesos de optimizacion de
basidiomicetos para la produccion de lacasas
en cultivo sumergido generalmente se evalla
el efecto de los parametros manipulables en el
biorreactor, como el pH, temperatura, flujo de
aireacion y velocidad de agitacion. Los valores
Optimos dependeran de cada especie flngica
evaluada y pueden llegar a variar de una cepa
a otra. El pH 6ptimo oscila entre valores de 4.5
y 6 (Thurston, 1994), el rango de temperatura
esta entre 25 y 30 °C (Pointing & Vrijmoed,
2000), los flujos de aireacion entre 0.1y 1 vvm
(Fenice et al.,, 2003; Tinoco-Valencia et al.,
2014) y velocidades de agitacion entre 100 y
180 rpm (Tavares et al.,, 2006; Birhanli &
Yesilada, 2010).

MORFOLOGIA

Existen otros factores propios del
crecimiento miceliar que interfieren en la
eficiencia de los cultivos sumergidos. A nivel
macroscoépico el cultivo puede generar una
morfologia filamentosa de micelio disperso o
formar agregados compactos de hifas con
forma semiesférica denominados pellets
(Papagianni, 2004). La

desarrollada dependera de las condiciones

morfologia
ambientales del fermentador (la composicion

del medio, pH, temperatura, concentraciéon de

oxigeno disuelto, viabilidad de esporas,
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concentracién de indculo y estrés mecanico)
(Deckwer et al., 2006; Krull et al., 2010), y la
morfologia dominante del hongo sera la que
dicte en gran medida las condiciones fisico-
quimicas del cultivo (Gibbs et al., 2000).

Cuando los hongos crecen en forma
de micelio disperso, el incremento en la
concentracion de biomasa genera un aumento
en la viscosidad del medio adquiriendo un
comportamiento pseudoplastico debido a las
interacciones entre los filamentos
suspendidos. Este cambio de comportamiento
puede resultar en una transferencia pobre de
oxigeno en las regiones alejadas de los
impulsores (donde las fuerzas de corte son
mas débiles y la viscosidad es mayor), asi
como en un dafio celular por el estrés de corte
generado en las regiones de barrido de los
impulsores (Wittler et al., 1986; Riley et al.,
2000; Gabelle et al., 2012). En cambio, la
morfologia de tipo pellet favorece la obtencion
de caldos mucho menos viscosos ya que los
pellets generalmente se comportan como
esferas y ejercen menos influencia en las
propiedades reoldgicas del medio (Metz et al.,
1979).

En fermentaciones a gran escala, la
morfologia de pellets es la mas conveniente
ya que los costos energéticos, para mantener
un mezclado eficiente que asegure la
homogeneidad de los cultivos, son mucho
menores cuando se trata de fluidos poco
viscosos (Gibbs et al., 2000). No obstante, hay
que considerar que a medida que los pellets
aumentan de tamafio durante la fermentacion,
la limitacion difusional de sustratos y oxigeno
al interior de los mismos puede afectar su
viabilidad y productividad (Cui et al., 1997;
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Grimm et al., 2005; Zmack et al., 2006; Krull et
al., 2013). Lo mas conveniente seria obtener
pellets pequefios, de modo que su viabilidad y
la produccién especifica de metabolitos se
incrementaran. Una de las formas mas
practicas de obtener pellets de menor tamafio
es intensificando la potencia disipada en los
cultivos, ya sea con aumentos en la velocidad
de agitacioén, sustitucion del tipo de turbina o
incrementando los flujos de aireacién. No
obstante, a medida que se aplica mas
potencia mayor es la probabilidad de
ocasionar un estrés hidrodinamico en el hongo
que podria poner en riesgo su supervivencia y
productividad. Asi lo reportan Marquez-Rocha
et al. (1999) quienes, tras disminuir el
diametro de los pellets de Pleurotus ostreatus
mediante el incremento en la velocidad de
agitacion (de 200 a 400 rpm) y de flujo de
aireacion (de 0.5 a 1.5 vwvm) en un 20 y 19%,
respectivamente, no lograron incrementar la
velocidad de crecimiento del hongo,
disminuyendo el valor de p (h'*) enun 22y 17
%, respectivamente. Sin embargo,
sustituyendo las turbinas Rushton por InterMig
(aplicando menor potencia), obtuvieron pellets
35% mas pequefios e incrementaron la
velocidad de crecimiento del hongo en un 13
%. Por su parte, Antecka et al. (2016)
emplearon la técnica MPEC (micro-particle
enhanced cultivation por sus siglas en inglés)
utilizando microparticulas de Al20z para
reducir el tamafio de los pellets, logrando
incrementar la produccion de lacasas en
Pleurotus sapidus y Cerrena unicolor 2 y 3.5

veces, respectivamente.

AGITACION
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La agitacion es uno de los parametros
de proceso mas importantes en el cultivo de
microorganismos, puesto que debe cumplir
con dos funciones principales: a) llevar a cabo
la dispersién del aire para asegurar una
adecuada transferencia de oxigeno al medio
de cultivo; y b) un mezclado eficiente del caldo
de cultivo con el fin de minimizar los
gradientes de  temperatura, pH y
concentracion de nutrientes. En el caso de los
cultivos con hongos filamentosos, la agitacion
también puede afectar de manera
considerable al crecimiento y la morfologia del
hongo, pues genera esfuerzos de corte que
pueden ocasionar dafios en la pared celular,
ademas de la erosion y fragmentacion de los
pellets (Amanullah et al.,, 2000; Rocha-
Valadez et al., 2005), y que puede repercutir
finalmente en la velocidad de crecimiento y la
sintesis de metabolitos de interés (Papagianni
et al., 2004; Serrano-Carre6n et al., 2015).
Como resultado del efecto global de la
agitacion, tanto el crecimiento del hongo como
la produccion de metabolitos depende de las
complejas interacciones entre la
hidrodinamica, la transferencia de oxigeno y la
morfologia miceliar (Serrano-Carreén et al.,
2015).

En diversos estudios se ha tratado de
conocer y entender el efecto de la agitacion
sobre la produccion de lacasas; sin embargo,
se han reportado resultados que han llegado
a causar controversia al respecto. Por una
parte, Silvério et al. (2013) y Hess et al. (2002)
observaron que la produccion de lacasas
disminuia al pasar de cultivos en matraz a
tanque agitado; Fenice et al., (2003)

observaron que a velocidades mayores de
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250 rpm las actividades méaximas de lacasa
disminuian drasticamente en tanque agitado.
Por su parte, Tavares et al. (2006) no
encontraron efecto alguno sobre la produccién
de lacasas de Trametes versicolor entre 100 y
180 rpm. Algunos otros observaron un
comportamiento de tipo campana y reportan
niveles 6ptimos de agitacién que favorecen la
produccion de lacasas; asi, el 6ptimo para
Trametes versicolor resultd ser 150 rpm
(Birhanli & Yesilada, 2010), y para Dichomitus
squalens 250 rpm (Babic & Pavko, 2012).
Cabe mencionar que en todos los casos se
habia asumido de manera generalizada que la
disminucién en la produccion de lacasas,
suscitada por el incremento en la intensidad
de la agitacion, se debia a los esfuerzos de
corte generados por los impulsores en un
fenomeno conocido como estrés
hidrodindmico.

Debido a la naturaleza diversa de los
hongos basidiomicetos, es dificil generalizar
su comportamiento en respuesta a la
intensidad de agitacion. Ademas de los
esfuerzos de corte, se encuentran los efectos
del mezclado y la transferencia de oxigeno,
particularmente cuando los caldos adquieren
un comportamiento pseudoplastico. No
obstante, en ninguno de los trabajos
realizados se habia estudiado de manera
independiente el efecto que ejerce la agitacion
sobre la concentracion de oxigeno disuelto en
el medio como para atribuir el efecto de la
agitacion so6lo al estrés hidrodinamico

generado (Fernandez-Alejandre et al., 2016).

ESTRES HIDRODINAMICO VS
TRANSFERENCIA DE OXIGENO
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En pocas ocasiones se ha sefialado la
necesidad de separar los efectos mecanicos
de la agitacion, de aquellos relacionados con
la transferencia de oxigeno; Cui et al. (1998)
lo consideraron necesario para entender el
efecto de la agitacion sobre la morfologia de
Aspergillus awamori. En 1996, Gibbs &
Seviour realizaron un estudio para determinar
si la influencia en la produccion de
exopolisacaridos en Aureobasidium pullulans
estaba dada por los esfuerzos mecanicos
sobre el micelio o por la concentracién de
oxigeno del medio. Cuando incrementaban la
velocidad de agitacion de 250 a 1000 rpm
notaban que la produccion especifica del
exopolisacarido  disminuia; mientras la
mayoria de los investigadores de la época
atribuian este efecto al estrés mecénico, ellos
comprobaron, a través del control de la
tension de oxigeno disuelto (TOD), que el
oxigeno era el responsable principal de la
disminucién del exopolisacérido.

Rocha-Valadez et al. (2007) utilizaron
una estrategia similar para estudiar el efecto
de las condiciones hidrodindmicas sobre la
fisiologia de Trichoderma harzianum en la
produccion de 6-pentil-a-pirona
implementando un sistema de fermentacion
que permitia controlar la TOD por mezcla de
gases, asi como mantener un suministro de
potencia constante durante los cultivos
(EDCF).

La EDCF (kW/mS3s) es el producto de
la disipacion especifica de energia y la
frecuencia de circulacién de particulas en la
zona de descarga de los impulsores. La

conveniencia de utilizar la EDCF como
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parametro de estudio radica en su efectividad
para relacionar la fisiologia de las especies
fangicas, asi como su morfologia, con las
condiciones operaciones del biorreactor en
cultivo sumergido (Amanullah et al., 2000;
Casas Loépez et al., 2005; Rocha-Valadez et
al., 2005; Serrano-Carre6n et al., 2015).
Tinoco-Valencia et al. (2014)
estudiaron los efectos de las condiciones
hidrodindmicas en cultivos sumergidos de
Pleurotus ostreatus CP50 a diferentes
velocidades iniciales de disipacion de energia
(0.9- 5.9 kW/m3s) y flujos de aireacién (0.1 —
0.5 vvm). Los resultados revelaron que el
crecimiento del hongo se favorece
significativamente a altas velocidades de
agitacion (5.9 kW/ms3s) y altos flujos de
aireacion (0.5 vvm). Sin embargo, se encontré
que estas condiciones de alta agitaciéon y
aireacién afectaron negativamente a la
produccion especifica de lacasas (o, U/gx).
Cabe mencionar que, en este estudio no se
controlaron ni la potencia aplicada a los
cultivos ni la concentracién de oxigeno
disuelto (TOD), por lo que no fue posible
determinar el efecto individual de cada

parametro.

TRANSFERENCIA DE OXIGENO Y ESTRES
OXIDATIVO EN EL CULTIVO DE
BASIDIOMICETOS

La concentracion de oxigeno disuelto
es uno de los pardmetros mas importantes en
el cultivo de hongos filamentosos aerobios a
escala industrial. Con la finalidad de mejorar
los procesos fermentativos vy eliminar

limitaciones nutricionales, a menudo el aire es
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enriquecido con oxigeno con la intencién de
mantener la concentracion de oxigeno
disuelto por arriba de una concentracién
critica, generalmente definida como aquella a
la cual la velocidad especifica de crecimiento
es el 95% de la velocidad maxima.

En el metabolismo celular normal,
durante la respiracién, una molécula de
oxigeno es progresivamente reducida a dos
moléculas de agua a través de una secuencia
de procesos univalentes. Mientras esta
secuencia es llevada a cabo, la reduccion
incompleta da lugar a la formacion de
radicales que aun son potentes oxidantes,
como el anién superoxido (O2), el perdxido de
hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH")
(Dalton et al., 1999), radicales conocidos
como especies reactivas de oxigeno (ROS).
Ante la formacion de ROS, las células activan
mecanismos de defensa para disminuir la
cantidad de estas especies toxicas; sin
embargo cuando los niveles de ROS exceden
la capacidad antioxidante de las células, el
microorganismo entra en un estado de
deterioro denominado estrés oxidativo en el
que ocurre dafio al DNA, peroxidacion de
lipidos y dafo a proteinas (Li et al., 2009). El
estrés oxidativo puede manifestarse en los
cultivos a través del incremento en la actividad
de las enzimas SOD, CAT, LAC y GPx,
cambios morfoldgicos, la disminucion de la
velocidad de crecimiento del hongo y de
consumo de sustrato, asi como en un bajo
contenido de proteinas y de ATP (Li et al.,
2011).

Algunos de los mecanismos de
defensa contra el estrés oxidativo implican

moléculas como el glutation y enzimas como
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la superoxido dismutasa (SOD), catalasas
(CAT), lacasas (LAC) y la glutation peroxidasa
(GPx) que convierten a los ROS en especies
menos toxicas o reactivas (Sigler et al., 1999;
Penninckx, 2000; Ye et al., 2000; Li et al.,
2009).

Otro de los mecanismos de regulacion
de ROS en hongos filamentosos involucra
vias respiratorias alternas. Estas vias utilizan
enzimas que sustituyen a complejos
enzimaticos de la cadena de transporte de
electrones, transfiriendo los electrones de
manera mas directa y disminuyendo la
formacién de ROS (Karaffa et al., 2001; Bai et
al., 2003; Zhao et al., 2009; Voulgaris et al.,
2012). Una de estas vias emplea a las NADH
deshidrogenasas alternas que transfieren el
electron del NADH directamente a la
ubiquinona, sustituyendo al complejo I. La otra
via conocida emplea una oxidasa alternativa
(AOX) que transfiere electrones desde el
ubiquinol hasta el aceptor final O2 sin que
estos se transfieran a los complejos Il y IV. En
ambos casos, las enzimas alternas omiten la
translocacién de protones hacia la matriz
mitocondrial cuando los electrones son
transferidos; en esos casos la sintesis de ATP
no tiene lugar y la energia se disipa en forma
de calor (Moore et al., 2002).

Cuando se opera en condiciones de
enriquecimiento del aire con oxigeno, a
medida que incrementa el flujo de oxigeno a
través de la cadena respiratoria, se favorece
la generacion de ROS vy las células son mas
propensas a presentar estrés oxidativo. Asi lo
observaron Kreiner et al. (2000) y Bai et al.
(2003) con Aspergillus niger cuando, al

enriquecer la aireacion con oxigeno a un 25 %
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(vlv), reportaron que la actividad SOD
incrementaba. Sin embargo, a
concentraciones mayores de oxigeno, (50, 75
y 100% (v/v)), observaron que la cantidad de
proteina disminuia, al mismo tiempo que
disminuian la cantidad de O™ intracelular y la
actividad SOD. Bai et al. (2003) comprobaron
gue una NADH deshidrogenasa se habia
activado para disminuir la generacion de ROS;
esto explicaba la disminucion de la actividad
SOD, pues al no generarse mas ROS ya no
era necesario activar los mecanismos de
defensa. Por otro lado, la utilizacion de esta
via respiratoria alterna concordaba con la
disminucién de la cantidad de proteina, pues
en esta via la sintesis de ATP disminuye al no
haber bombeo de protones hacia la matriz
mitocondrial.

Es sabido que las altas
concentraciones de oxigeno también pueden
repercutir en la morfologia de los hongos
filamentosos, pues estos generalmente
adoptan formas en las que el area expuesta al
medio sea reducida, presentando la adhesion
del micelio o formacién de pellets mas densos
y lisos, de modo que las células del interior
resistan a los altos niveles de oxigeno y el
dafio causado por las ROS se minimice
(Kreiner et al., 2003; Bai et al., 2004).

Diversos estudios han demostrado la
importancia de las enzimas ligninoliticas,
como las lacasas, lignino peroxidasas y
magnaneso peroxidasas, en la defensa contra
el estrés oxidativo (Belinky et al., 2003; Jaszek
et al., 2006; Zhao et al., 2009). No obstante,
en ningun estudio se ha podido comprobar
que la produccion de estas enzimas se vea

afectada por el estrés oxidativo causado por
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altas tasas de transferencia de oxigeno. En su
trabajo con P. ostreatus, Ferndndez-Alejandre
et al. (2016) propusieron que las altas
concentraciones de  oxigeno  disuelto
disminuyen la produccidn de lacasas debido a
la posible activacién de una via respiratoria
alterna que disminuye la generacion de ROS,
en comparacion con concentraciones de
oxigeno menores que favorecen la produccién
de lacasas. A continuacion se presenta una

resefia del estudio completo como caso de

estudio.

Pleurotus ostreatus: ESTRES
HIDRODINAMICO VS. TRANSFERENCIA
DE OXIGENO

Haciendo wuso del sistema de
fermentacion generado por Rocha-Valadez et
al.  (2007),
Alejandre et al. (2016) estudiaron por primera

recientemente  Fernandez-
vez y de manera independiente los efectos
hidrodindmicos y del oxigeno disuelto sobre la
produccion de lacasas de un hongo
filamentoso.

Este trabajo realizado con la cepa
Pleurotus ostreatus CP50, es el primero en
reportar de manera detallada la relaciéon que
mantiene la produccién especifica de lacasas
y el crecimiento de un hongo filamentoso con
su morfologia, la potencia disipada en un
tanque agitado convencional, la concentracion
del oxigeno disuelto en el medio y el nivel de
expresion de los genes correspondientes a las
lacasas de esta especie.

El estudio se hizo a través de un
disefio experimental factorial 32, donde los
factores a evaluar fueron la EDCF (1, 11y 21
kW/m3s) y la TOD (8, 15 y 22%) sobre las
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respuestas relativas a la produccion
especifica de lacasas y expresion de poxc
(correspondiente a la lacasa predominante,
expresandose 100 veces mas que pox3,
también presente en los cultivos), diametro de
pellet, y velocidad de crecimiento de P.
ostreatus CP50. Los resultados demostraron
que, contrario a lo que se pensaba, el hongo
no sufre estrés hidrodinamico bajo las
condiciones de operacién estudiadas
(potencias mayores a las utilizadas en los
cultivos convencionales de basidiomicetos), y
es el oxigeno disuelto el factor con mayor
impacto sobre el proceso general.

El oxigeno afecté negativamente la
produccion especifica de lacasas, ejerciendo
su efecto a nivel transcripcional sobre el gen
poxc a concentraciones de oxigeno por arriba
del 8 % de TOD. Estudios anteriores
mostraban que los incrementos en el flujo de
aireacion ocasionaban la disminucién de la
actividad lacasa de Paunus tigrinus CBS
577.79, Dichomitus squalens y Pleurotus
ostreatus CP50 (Fenice et al., 2003; Babic &
Pavko, 2012; Tinoco-Valencia et al., 2014); sin
embargo, no era posible estudiar el efecto del
oxigeno debido a que no existia un control
independiente de la potencia suministrada a
los cultivos.

Por otro lado, el oxigeno influy6 en la
velocidad de crecimiento del hongo teniendo
un efecto de tipo campana entre 8 y 22% de
TOD. Se sabe que en fermentaciones
aerobias el oxigeno puede tener efectos
téxicos para el microorganismo a presiones
parciales no muy por encima de la del aire
(Onken & Liefke, 1989). Los autores sugieren

que el hongo podria estar activando una via
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respiratoria alterna contra estrés oxidativo a
nivel de la cadena de transporte de electrones
utilizando alguna NADH deshidrogenasa u
oxidasa no generadora de protones como se
ha reportado en trabajos con M. grisea, A.
fumigatus y A. niger (Yukioka et al., 1998;
Magnani et al., 2007; Voulgaris et al., 2012) y
gue también se ha relacionado con la
disminucién del ATP  producido en
condiciones de enriquecimiento del aire con
oxigeno (Li et al., 2008), y con la disminucién
en la concentracion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Karaffa et al., 2001; Bai et al.,
2003; Zhao et al., 2009). Se ha demostrado
que la presencia de ROS induce la expresion
de genes que codifican para enzimas
ligninoliticas (Zhao et al., 2009). Fernandez-
Alejandre et al. (2016) sefialan que el efecto
negativo del oxigeno sobre la expresion de
poxc en Pleurotus ostreatus podria deberse a
una disminucion en ROS resultante de la
utilizacion de una via respiratoria alterna.

La EDCF resultd ejercer efecto directo
Unicamente en el tamafio de los pellets,
generando pellets de menor tamafio a medida
que la energia disipada por la agitacién
incrementaba; por otro lado, al incrementar la
energia disipada se favoreci6 la produccién
especifica de lacasas. Tras considerar que la
EDCF no afect6 a la transcripcion de poxc nia
la velocidad de crecimiento del hongo, los
autores concluyen que la obtencion de pellets
menores disminuyo las limitaciones
difusionales de oxigeno y nutrientes, con lo
cual aumento el porcentaje de biomasa activa
en la capa externa del pellet y la produccion
especifica de lacasas. Antecka et al. (2016)

comprobaron que la disminucion en el tamafio
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y la densidad de los pellets de Cerrena
unicolor y Pleurotus sapidus incremento la
produccion de lacasas. Resultados similares
se han visto para la produccién de otras
enzimas fungicas (Wosten et al., 1991;
Gordon et al., 2000; Hamanaka et al., 2001;
El-Enshasy et al., 2006; Driouch et al., 2012).

Con base en los resultados obtenidos,
se ha sugerido que los cultivos en
fermentadores convencionales, sin control de
la TOD ni de la EDCF, sean operados a altas
velocidades de agitacién y a bajos flujos de
aireacibn de modo que se favorezca la
formacién de agregados miceliares pequefios,
la produccion especifica de lacasas se
maximice y el crecimiento del hongo no se vea
afectado por las altas concentraciones de

oxigeno disuelto.

CONCLUSION

Las lacasas fangicas son enzimas con
gran potencial en una amplia gama de
aplicaciones biotecnoldgicas, pero en la
mayoria de los casos su uso ha tenido un
impacto limitado debido a las bajas
productividades alcanzadas en los cultivos de
hongos basidiomicetos a gran escala. A pesar
de haber avances importantes en las
diferentes formas de cultivar estos
microorganismos a escala piloto, el cultivo
sumergido sigue siendo el método de
produccion mas utilizado a gran escala en la
produccion de estas enzimas. Con la finalidad
de optimizar este tipo de cultivos e
implementar estrategias novedosas en cultivo

sumergido, es fundamental conocer con
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detalle como cada variable operacional afecta
al proceso. Es necesario conocer la estrecha
relacion entre la  hidrodindmica, la
transferencia de oxigeno, la morfologia y la
produccion de lacasas. Conocimientos
recientes como el efecto del oxigeno y del
estrés mecanico sobre el crecimiento de los
basidiomicetos y la produccién de lacasas
contribuiran en la mejora de la planeacién
experimental de nuevas estrategias Yy
permitiran realizar mejoras en los procesos de

escalamiento de estos procesos.
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Resumen

El queso Cotija es un alimento lacteo madurado, que se ha elaborado y consumido desde
hace mas de 400 afos en la sierra entre Jalisco y Michoacan, México. Su sabor y calidad han
trascendido dentro y fuera del pais. La materia prima empleada es leche no pasteurizada, sal de
grano y cuajo, y el proceso completo de elaboracién se lleva a cabo a temperatura ambiente. El
metabolismo fermentativo de la microbiota bacteriana que participa en la maduracién del queso —
proceso de al menos tres meses— es responsable de generar un producto inocuo y con
caracteristicas sensoriales Unicas. Dicho consorcio fue estudiado mediante el andlisis bioinformatico
de su metagenoma, lo que permitié su caracterizacién taxonémica con gran sensibilidad, asi como
la prediccion de su potencial metabdlico. Encontramos tres géneros bacterianos dominantes
(Lactobacillus, Weissella y Leuconostoc), de los cuales dos de ellos no son microorganismos
comunes en quesos madurados. El resto de la diversidad bacteriana esta conformada por mas de
500 géneros distintos, entre los que no se encontraron bacterias patégenas. Ademas, la prediccion
de funcién de sus genes nos permitié detectar rutas metabdlicas asociadas a la generacién del perfil
sensorial del queso, debido principalmente al catabolismo de &cidos grasos y degradacion de
aminoécidos de cadena ramificada. Por dltimo, se analizé la presencia de genes codificantes para
bacteriocinas e, inesperadamente, se detectdé una mayor cantidad de genes de inmunidad en
comparacion con los genes codificantes de bacteriocinas, lo que sugiere un mecanismo particular

de control de las poblaciones microbianas en el consorcio.

Palabras clave: Andlisis bioinformatico, consorcio bacteriano, inocuidad alimentaria, potencial

metabdlico, bacteriocinas, queso madurado.
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Abstract

Cotija cheese is a ripened dairy product that has been manufactured and consumed for more
than 400 years in the mountains between Jalisco and Michoacan, Mexico. Its taste and quality have
transcended both inside and outside the country. The raw material for its production is unpasteurized
milk, raw sea salt and rennet, and its complete manufacture is carried out at room temperature. The
fermentative metabolism of bacterial microbiota involved in cheese ripening — process of at least three
months— is responsible for generating a safe product with unique sensory characteristics. This
consortium was studied through the bioinformatic analysis of its metagenome, which allowed its
taxonomical characterization with high sensitivity, as well as the prediction of its metabolic potential.
We found three dominant genera (Lactobacillus, Weissella and Leuconostoc), from which two are not
commonly found in ripened cheeses. The rest of the bacterial diversity was made up of more than
500 different bacterial genera, among which, no pathogenic bacteria were found. In addition, the
prediction of function of their genes allowed us to detect metabolic pathways associated with the
generation of the cheese sensory profile, mainly due to fatty acid catabolism and branched chain
amino acid degradation. Finally, we analyzed the presence of coding genes for bacteriocins and,
unexpectedly, we detected a higher amount of immunity genes compared to bacteriocin-coding

genes, suggesting a particular mechanism of microbial population control in the consortium.

Keywords: Bioinformatic analysis, bacterial consortium, food safety, metabolic potential,

bacteriocins, ripened cheese.

Introduccion mismo nombre y que se producen en otras

El queso Cotija es un alimento partes del pais, pero cuyo proceso de

desde el siglo XVI. Es originario de la sierra
que se encuentra entre Jalisco y Michoacan
(sierra de JalMich), de gran importancia en
esta regién y que ha ganado fama debido a
que es reconocido internacionalmente por su
sabor y calidad (por ejemplo, obtuvo el premio
al mejor queso extranjero en el Campeonato
Mundial de Cremona, Italia, 2006). Cada una
de las piezas de queso tiene forma cilindrica y
pesa entre 20 y 30 kg, es madurado, de pasta

friable y sabor intenso.

La popularidad de este queso, ha
propiciado la aparicion de otros que llevan el
BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

son las propias del queso Cotija de JalMich.
Dicho fenémeno llevé a los queseros a
organizarse para documentar las Reglas de
Uso para la producciéon del Queso Cotija
Regién de Origen para asi obtener, en el
2005, la Marca Colectiva que los acredita
como los Unicos productores del auténtico
queso Cotija Region de Origen (RO) (Alvarez
et al., 2005).

En las Reglas de Uso para la
produccion del Queso Cotija RO, se detalla su

proceso de elaboracion, que consiste
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basicamente en utilizar como materia prima
principal, leche cruda obtenida de ganado
criollo o cebl alimentado por libre pastoreo.
La leche se filtra con lienzos limpios y se le
afiade cuajo de origen animal. La cuajada es
cortada, desuerada y amasada a mano
mientras se le afiade sal de mar de grano de
Colima. A continuacion, la masa salada se
moldea en mantas de ixtle o algodén para
darle la forma cilindrica. Posteriormente, el
queso se mantiene “fajado” durante 15 dias, y
al término de este periodo se “desfaja” para
continuar con la maduracion. Durante el
fajado y maduracion, los quesos se mantienen
en cuartos destinados especificamente para
esta actividad a la temperatura y humedad del
ambiente, donde constantemente se limpian y
voltean. El producto madurado mas joven se
consume después de 90 dias, pero mientras
mas se prolongue dicho proceso, el queso
adquiere un perfil de sabor y olor mas
complejo e intenso, por lo que adquiere

plusvalia.

Dadas las condiciones de elaboracién
del queso Cotija RO, ha sido de gran
importancia establecer la calidad
microbiolégica del alimento con el fin de
defender un proceso artesanal y el uso de
materias primas minimamente procesadas.
Por esta razén, fue de gran importancia en
2011, la publicacién de la Norma Mexicana
para el Queso Cotija RO Artesanal Madurado
(NMX-F-735-COFOCALEC, 2011), donde se
especifica, entre otras  cosas, las
caracteristicas de calidad microbiana que se

esperan en dicho producto.
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El escrutinio de las poblaciones
microbianas en el queso Cotija RO mediante
estrategias de microbiologia clasica y
moleculares (tanto dependientes de PCR
como de hibridacion con sondas de ADN), han
permitido establecer una relacion clara entre
la diversidad microbiana dentro de la matriz
alimentaria, con sus caracteristicas
fisicoquimicas desde estadios tempranos de
su elaboracién y hasta su maduracién. En
dicho proceso se modifican los valores de
actividad acuosa, potencial redox y pH, lo que
permite la seleccibn natural de ciertas
especies bacterianas que son capaces de
resistir condiciones de baja disponibilidad de
agua, pobres de oxigeno y acidas (Escobar,
2012), favoreciendo el desarrollo
principalmente de bacterias acido lacticas
(LAB por sus siglas en inglés) y la exclusion
de bacterias patégenas y coliformes, estas
Ultimas presentes en las primeras etapas de
elaboracion (Bravo, 2008; Zufiiga, 2009).
Dichos estudios fueron de vital importancia
para entender, a grandes rasgos, la dinamica
poblacional microbiana de un alimento
inoculado en sus ingredientes con una alta
diversidad, y enriquecida en cada paso de

manipulacion durante su elaboracion.

La necesidad de profundizar en el
estudio de los microorganismos presentes al
tiempo minimo de maduracién del queso
Cotija RO, surge con el fin de esclarecer
cuales son los microorganismos vencedores
en este ambiente hostil (estrés fisicoquimico y
bioquimico), y a los que se les puede atribuir

la obtencion de un alimento de tan alta calidad
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sensorial e inocuidad microbiolégica. El
desarrollo de nuevas técnicas de andlisis de
ADN aplicadas al estudio de poblaciones
microbianas, permite obtener informacion
nueva sobre la diversidad de especies, asi
como de su potencial metabdlico sin el sesgo
que implica cultivar, clonar o amplificar

fragmentos de ADN.

Los alimentos fermentados en general
y los quesos elaborados artesanalmente en
particular, son un reservorio de
microorganismos que poseen actividades
metabdlicas interesantes desde el punto de
vista alimentario y biotecnolédgico. El analisis
bioinformatico del metagenoma del queso
Cotija RO permiti6 la caracterizacién del
consorcio bacteriano presente en una muestra
representativa con tres meses de maduracion;
asi como la deteccion de funciones
metabdlicas relacionadas con la produccion
de compuestos de olor y sabor y otras
relacionadas con su inocuidad. En la
actualidad existen pocos reportes de analisis
metagendémicos en alimentos de fermentacion
natural y muy pocos sobre quesos madurados
(Dugat-Bony et al., 2015; Wolfe et al., 2014),
por lo que los resultados obtenidos son una
aportacion relevante en el campo de la
biotecnologia y microbiologia de alimentos.
Ademas, son de utilidad para comprobar que
el consumo de este alimento es
microbiolégicamente seguro aun cuando haya

sido elaborado con leche no pasteurizada.

Materiales y métodos
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Muestreo de queso Cotija RO y secuenciacion

de alto rendimiento del metagenoma

Se utilizaron 25 quesos Cotija RO
(Region de Origen), elaborados por diferentes
productores que cumplian con la NMX-F-735-
COFOCALEC, 2011. Los quesos se redujeron
a un tamafio de particula de 2 mm, se pesaron
100 g de cada uno y se hizo una mezcla
homogénea. Para la extraccion de paquete
celular bacteriano (por quintuplicado) se
pesaron 15 g de la mezcla de quesos y se
procedié de acuerdo a Zufiiga (2009) Cada
paquete celular fue tratado con 1 U de DNasa
| (Thermo Scientific) para eliminar el ADN
contaminante (Willner et al., 2009), en este
caso de vaca. Una vez inactivada la DNasa |
por calor, la suspensién celular fue tratada con
lisozima (Sigma-Aldrich) y mutanolisina
(Sigma-Aldrich). Ademas, se adicion6 RNasa
A de péncreas bovino (Thermo Scientific) y
proteinasa K (Sigma-Aldrich). Finalmente, se
utilizé SDS al 10% p/v y 200 yL de NaCl 6M

para precipitar el material genético.

El ADN fue extraido y purificado por el
método fenol-cloroformo-isoamilico con un
paso de purificacion con el kit QIAquick de
Qiagen (Qiagen Inc.). Se construyd una sola
biblioteca en la Unidad de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica (IBt, UNAM), con el kit
TruSeq v2 (lllumina Inc.) a partir del pool de 5
extracciones independientes de ADN. La
secuenciacion se realiz6 en el LANGEBIO, en
el equipo HiSeq2000 con configuracion
pareada de 100 ciclos por lado. Las

secuencias se encuentran disponibles en el
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portal SRA de NCBI con el identificador de
bioproyecto SAMNO03771674.

Analisis bioinforméatico de secuencias

Las secuencias de bovino se filtraron
mapeando las lecturas contra el genoma de
Bos taurus con BWA v0.7.9 (Li y Durbin,
2009). La asignacién de identidad taxonémica
se llevd a cabo siguiendo dos estrategias
independientes. El software MOCAT v1.3
(Kultima et al., 2012) utiliza un set de genes
marcadores de copia Unica y realiza mapeos
sobre la base de datos de RefMG asignando
la taxonomia a aquellos con identidad >97%.
Y Parallel-Meta v2.4.1 (Su et al., 2014), que
predice las secuencias ribosomales
extrapolando modelos ocultos de Markov y les
asigna identidad taxonomica con el mejor hit
de Megablast contra la base de datos de RDP
que esta incluida en la distribucion del
programa. El calculo de los estimadores de
diversidad se realiz6 con el paquete Phyloseq
v1.12.2 (McMurdie y Holmes, 2013),

disponible por Bioconductor, de R.

Para la anotacion funcional de las
secuencias, las lecturas filtradas fueron
ensambladas usando IDBA-UD v1.1.1 (Peng
et al., 2012). Las lecturas se mapearon con
BWA v0.7.9 sobre los

ensamblados para obtener una estadistica

fragmentos

sobre el nimero de lecturas utilizadas en el
ensamble. Sobre los fragmentos
reconstruidos, se predijeron marcos de lectura
abiertos usando el programa MetaGeneMark
v2.1.0 (Zhu et al., 2010). Las secuencias en

aminodcidos se anotaron por homologia
BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

contra la base de datos de UniProtKB/Swiss-
Prot con umbral esperado de 1e-05 primero
con UBLAST (Edgar, 2010) y aquellas sin
resultado se anotaron con blastp de BLAST
v2.2.28+ (Camacho et al., 2009).
Adicionalmente, se buscaron dominios
funcionales conservados mediante el
algoritmo hmmerscan del paguete HMMER
v3.1bl (Eddy, 2011) contra la base de datos
Pfam-A. Los resultados se integraron
adaptando el software Trinotate v2.0.1
(Grabherr et al., 2011) y la reconstruccién de
rutas metabdlicas se realiz6 con GhostKOALA

v2.0 (Kanehisa et al., 2016).

A partir del resultado de la anotacion,
se realiz6 la busqueda de funciones de interés
relacionadas con la produccién de
compuestos de olor y sabor; y para la
identificacién de bacteriocinas, se extrajeron
los identificadores de Pfam correspondientes
a las proteinas estructurales, asi como de
otras relacionadas con su sintesis,
procesamiento y sistema de inmunidad, y
dicho escrutinio se complementé con los
resultados generados por BAGEL3 (van Heel

et al., 2013).

Finalmente, se hizo la reconstruccion
de los genomas de las especies mas
abundantes usando las siguientes
plantarum WCFS1, L.
mesenteroides ATCC 8293 'y W.

paramesenteroides ATCC 33313 de la base

referencias: L.

de datos del NCBI. Para orientar los contigs
sobre dichas referencias se utilizé el programa
ABACAS v1.3.1 (Assefa et al., 2009) y para el

mapeo de las lecturas se us6 BWA v0.7.9.
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Resultados y discusion
Andlisis taxonémico

La anotacion de las secuencias
metagenomicas de queso Cotija RO (Region
de Origen) con genes marcadores de copia
Unica permitié identificar una riqueza de 45
géneros bacterianos en los que se encuentran
contenidas 86 especies diferentes, la mayoria
de ellas del phylum de los Firmicutes (99.8%)
y algunas de los fila Actinobacteria (~0.1%) y
Proteobacteria (~0.01%). Para fines practicos
de este andlisis, los géneros bacterianos se
clasificaron en tres grupos claramente
definidos de acuerdo a su abundancia. Se
consider6 como dominantes a todos aquellos
que presentaran mas del 10% de abundancia;
subdominantes si estaban entre el 1y el 10%
y como pobremente representados a los que
tuvieran menos del 1% de abundancia relativa
total. La poblacibn dominante estuvo
compuesta por tres géneros gue representan
mas del 80% de la riqueza total de especies,
mientras que en la fraccidon subdominante se
observaron cuatro géneros mas (Tabla 1). Los
otros 38 géneros detectados forman parte de

la poblacién no dominante.

En contraste a lo obtenido en el
analisis por genes marcadores de copia Unica,
en la anotacion con el gen ribosomal 16S se
detecté una riqueza de 574 géneros
bacterianos, un orden de magnitud mas que
con el enfoque anterior, de los cuéles el 98%
fueron Firmicutes y el resto fueron
identificados en los Fila Actinobacteria y

Proteobacteria de todas las clases, y otros
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minoritarios dentro de los Fila Acidobacteria y
Bacteroidetes, asi como algunos géneros
dentro del dominio de las Archaeas (Figura 1).
La fraccion dominante estuvo integrada por
los mismos tres géneros bacterianos
identificados por marcadores de copia Unica,
y en el caso de la poblacion subdominante
siete géneros mas se integraron a la lista
(Tabla 1). De los siete géneros bacterianos
gue no aparecen como subdominantes por
copia Unica, Pediococcus (acidilactici y
pentosaseus) y Bacillus (cereus y subtilis)
fueron identificados como parte de Ila
poblacién que representa menos del 1%;
mientras que Bavariicoccus,
Marinilactibacillus, Fructobacillus,
Alkalibacterium y Carnobacterium no fueron
identificados mediante marcadores unicopia.
Los mas de 500 géneros bacterianos
restantes tuvieron una abundancia relativa
menor al 1%. Lo anterior indica que la
anotacién taxonOomica basada en el gen
ribosomal 16S permite observar una mayor
rigueza de géneros bacterianos debido a la
disponibilidad de bases de datos mas
grandes. Las bases de datos incluidas en
cada pipeline son de diferente tamafio, RDP
tiene 8,127 entradas para eubacterias y 295
para Archaeas, mientras que RefMG tiene

3,319 y 130, respectivamente.

Por otro lado, la anotacion con genes
codificantes de copia Unica permite obtener
resolucion a nivel de especie. Esto ocurre
debido a que la variabilidad en el gen
ribosomal 16S esta limitada por su
funcionalidad en la maquinaria traduccional, lo

gue resulta en un alto grado de conservacion
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en la secuencia entre especies, esto indica
que una alta similitud de secuencias de genes
ribosomales no implica necesariamente
identidad a nivel de especie (Fox et al., 1992;
Klappenbach et al., 2000); adicionalmente, se
ha reportado que la heterogeneidad
intragenémica de este gen multicopia puede
llegar a ser de hasta 6.5% (Cilia et al., 1996;
Wang et al.,, 1997). Por estas razones, en
trabajos de reconstruccién de la estructura de
comunidades microbianas y estimacién de la
diversidad, se recomienda complementar los
resultados con el andlisis de genes
marcadores de copia Unica que podrian llegar
a ser incluso mas confiables que los obtenidos
por ADNr 16S (Bonilla-Rosso et al., 2012).
Ambos resultados de anotacidén taxondmica
son congruentes y complementarios entre si
sobre todo en poblaciones dominantes.
Dichos resultados se encuentran
representados en una gréfica interactiva
disponible como material suplementario de la

publicacién de Escobar-Zepeda et al. (2016).

Poblacion dominante en el queso Cotija RO

A los tres meses de maduracion, los
géneros y especies méas exitosos hablando en
términos de abundancia en el queso Cotija
RO, son bacterias 4&cido lacticas no
iniciadoras (NSLAB por sus siglas en inglés),
que tienen metabolismo heterofermentativo y
son productores importantes de compuestos
que confieren olor y sabor al alimento. Dicha
comunidad bacteriana esta representada
principalmente por tres géneros cuya

abundancia total relativa representa mas del
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60%. Estos son Lactobacillus plantarum,
Weissella paramesenteroides y Leuconostoc

mesenteroides (Tabla 1).

La presencia de bacterias del género
Lactobacillus es comin en quesos tanto
frescos como madurados (Bautista-Gallego et
al., 2014; Ercolini et al., 2012) y su abundancia
esta directamente relacionada con el tiempo
de maduracién (Quigley et al., 2012). Otros
géneros que también han sido descritos
frecuentemente como parte de la microbiota
bacteriana de quesos madurados
naturalmente elaborados con leche no
pasteurizada y que fueron encontrados en el
gueso Cotija RO como parte de la poblacion
subdominante son Streptococcus,
Lactococcus y Enterococcus, (Duthoit et al.,
2003; Fuka et al., 2013; Masoud et al., 2012;
Quigley et al., 2012). En contraste, los
géneros Leuconostoc y Weissella no se
asocian comunmente a quesos madurados y
nunca han sido identificados como poblacién
dominante (Fuka et al., 2013; Masoud et al.,
2012), por lo que este hecho puede
considerarse como una firma distintiva del

gueso Cotija RO Region de Origen.

La presencia de Weissella vy
Leuconostoc ha sido reportada en leche cruda
de vaca (Masoud et al., 2012) asi como en la
superficie de contenedores de madera y en el
aire de lugares donde se elaboran otro tipo de
guesos (Litopoulou-Tzanetaki y Tzanetakis,
2014). Durante la elaboracion del queso Cotija
RO se afade sal de grano marina y la cuajada
salada es amasada durante un tiempo

considerable sobre una mesa que suele ser
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de madera, hasta que la sal se incorpora
completamente. Dicho proceso es
caracteristico de la elaboracién de este queso,
lo que podria explicar en parte lo peculiar de

la estructura poblacional de su microbiota.

El hecho de no haber identificado por
métodos tradicionales a dos de los géneros
mas importantes en dominancia puede
deberse por un lado a la dificultad de cultivar
en general a las LAB y en particular a estos
géneros. Es posible que los medios de cultivo
empleados tengan deficiencias en algunos
factores de crecimiento especificos para las
cepas provenientes del queso Cotija RO o
que, por el contrario, su composicién con
exceso de nutrientes favorezca el crecimiento
de microorganismos no dominantes, aunado a
que se ha reportado que en el caso de
Weissella, ésta puede presentar crecimiento
lento en los medios de cultivo convencionales
(Bjorkroth y Holzapfel, 2006). En un trabajo
reciente, se report6 la presencia de Weissella
y Leuconostoc mediante PCR-DGGE de las

regiones variables V7-V8 del gen ribosomal

16S a partir de ADN extraido de muestras de
gueso Cotija RO Regién de Origen (Chombo-
Morales et al., 2016).

Poblacién subdominante y fraccién de no

dominantes

Todos los géneros bacterianos
identificados por métodos dependientes e
independientes de cultivo fueron identificados
en el metagenoma mediante el andlisis del
gen ribosomal 16S. Ademas, se confirmaron
los resultados reportados por FISH para los
géneros Bacillus spp., Staphylococcus spp. y
Enterococcus spp., cuya abundancia fue en
conjunto del 11% del total de la carga
bacteriana total en el queso Cotija RO
(Escobar, 2012), pues dichos resultados
tienen concordancia con lo observado en el
metagenoma, dado que los tres géneros
mencionados pertenecen a la poblacién de
subdominantes y de acuerdo a las
abundancias calculadas mediante la
anotacion taxonémica, la suma de estos tres

géneros fue de 8.3%.

Tabla 1. Anotacion taxondémica de la fraccion que representa mas del 1% de la riqueza total relativa.

(Escobar-Zepeda et. al., 2016).

Marcadores de copia Unica

Gen 16S ADNr

Abundancia
Género?

EspecieP

Género?

Dominante

Lactobacillus (33.4) plantarum (95.9)

Lactobacillus spp. (20.7)

farciminis (2.0)

brevis (0.7)

rhamnosus (0.7)

casei (0.5)
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paracasei (0.05)

coryniformis (0.01)

buchneri (<0.01)

Weissella (26.7)

Leuconostoc (21.9)

paramesenteroides (99.98)
cibaria (0.02)
mesenteroides (99.9)
citreum (0.03)

kimchii (<0.01)

Weissella spp. (29.6)

Leuconostoc spp. (11.3)

sp. C2 (<0.01)

Subdominante

Aerococcus (8.3)

viridans (100)

Aerococcus spp. (8.9)

Enterococcus (6.3)

faecium (51.0)

Enterococcus spp. (3.4)

italicus (29.7)
faecalis (16.8)
casseliflavus (1.5)
gallinarum (0.7)
sp. 7L76 (0.3)

Lactococcus (2.0)

garvieae (71.2)

Lactococcus spp. (2.5)

lactis (28.8)

Staphylococcus (1.1)

aureus (84.9)

Staphylococcus spp. (3.0)

saprophyticus (13.7)
carnosus (0.7)

epidermidis (0.5)

haemolyticus (0.1)

hominis (0.05)

lugdunensis (0.01)

Bavariicoccus spp. (2.2)

Marinilactibacillus spp. (2.2)

Pediococcus spp. (2.0)

Bacillus spp. (1.9)

Fructobacillus spp. (1.4)

Alkalibacterium spp. (1.4)

Carnobacterium spp. (1.0)

a En paréntesis, la abundancia relativa de cada género con respecto a la abundancia total. ® En
paréntesis, la abundancia relativa con respecto al 100% de su género respectivo.
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Figura 1. Cladograma de la anotacién taxonémica de los principales fila detectados por el andlisis
del gen ribosomal 16S. Algunos clados se resaltan en los nodos terminales: en rosa las bacterias
haldfilas (Tetragenococcus, Marinilactibacillus, Halolactibacillus, Alkalibacterium, Dehalobacter,

Thermohalobacter, Halanaerobiales, Haloglycomyces, Thiohalomonas, Desulfohalobium,
Halomonas, Halobacterium, Haloquadratum); en azul las coliformes (Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter, Hafnia, Escherichia) y en verde aquellos géneros que representan mas del 1% de
abundancia total relativa (Bacillus, Staphylococcus, Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Lactococcus, Alkalibacterium, Carnobacterium,
Marinilactibacillus, Bavariicoccus, Fructobacillus). Figura generada con GraPhlAn v0.9.7 (Asnicar et

al., 2015) Figura tomada de Escobar-Zepeda et al. (2016).

La fotografia de la estructura poblacional de la
microbiota del queso Cotija RO a los tres

meses de maduracién, indica la presencia de

posibles y por ende, la variedad de
metabolitos que tienen repercusion en la
inocuidad, atributos sensoriales y compuestos
de importancia biotecnolégica. Al comienzo de
cualquier fermentacién lactica, las especies
més abundantes o exitosas son las bacterias
acido lacticas iniciadoras (SLAB por sus siglas
en inglés), que son productoras importantes
de lactato con metabolismo homofermentativo

tales como Lactococcus lactis y algunas
BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

una gran variedad de LAB tanto homo como
heterofermentadoras, lo que incrementa la

diversidad de genes y rutas metabdlicas

especies de lactobacilos como L. farciminis.
Conforme la maduracion progresa, la
poblacién de SLAB disminuye y la de NSLAB
se incrementa, dando paso al crecimiento de
bacterias con metabolismo
heterofermentativo obligado y facultativo tales
como Leuconostoc, Weissella y otras
especies de lactobacilos como L. plantarum,
lo que permite una produccién importante de
compuestos de olor y sabor (Beresford y
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Williams, 2004; Bjorkroth y Holzapfel, 2006;
McSweeney, 2004).

Ademas de los géneros reconocidos
como SLAB y NSLAB, dentro de la fraccion
subdominante se encuentran bacterias de los
géneros Marinilactibacillus y Alkalibacterium,
reconocidos como bacterias  haldfilas
alcaldfilas lacticas (HALAB por sus siglas en
inglés) y que han sido descritas como de
origen marino (Ishikawa et al., 2007, 2013). El
otro género que forma parte del grupo de las
HALAB es Halolactibacillus, también presente
en el queso Cotija RO formando parte de la
poblacion pobremente representada.
Tetragenococcus halophilus, es otro ejemplo
de haldfilo que forma parte del consorcio
bacteriano de queso Cotija RO y que ha sido
identificado en queso tipo Cotija RO (Morales

etal., 2011).

La lista de halofilos se extiende a
bacterias de diferentes fila (representados
como circulos rosas en la Figura 1), la mayoria
del dominio de las eubacterias como
Firmicutes (Halolactibacillus, Halobacillus,
Dehalobacter, Thermohalobacter y
Halanaerobiales); Actinobacteria
(Haloglycomyces), Proteobacteria
(Thiohalomonas, Desulfohalobium y
Halomonas), Tenericutes (Haloplasma); asi
como a algunas del domino Archaea
(Halobacterium y Haloquadratum). Todas
ellas representan menos del 1% de
abundancia y muy probablemente fueron

inoculadas durante el salado de la masa.

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

Dentro del grupo de los pobremente
representados se encuentran  algunos
géneros catalogados como coliformes
(representados como circulos azules en la
Figura 1), aunque sus abundancias son muy
bajas en el queso Cotija RO: Enterobacter
0.0007%, Klebsiella 0.0004%, Citrobacter
0.0002% y E. coli 0.0007% con respecto a la
abundancia total. Considerando que la carga
bacteriana en el queso Cotija RO es de 1X10°
células/g (Escobar, 2012), la proporcién de
enterobacterias  corresponderia a 1-2
células/g lo que no representa un riesgo para
el consumidor (NMX-F-735-COFOCALEC,
2011; NOM-243-SSA1, 2010). En el mismo
sentido de calidad microbiolégica e inocuidad,
los patégenos que no aparecen en el queso
por ninguno de los dos métodos de anotacion
taxonémica son L. monocytogenes, P.
aeuruginosa, Salmonella spp., Yersinia spp. ni

Brucella spp.

Con el fin de descartar que la E. coli
encontrada en el queso perteneciera a alguna
de las cepas identificadas como patdgenas
para humano, se llevo a cabo una busqueda
de genes asociados a virulencia. Como
referencia se tomé la lista de genes de
virulencia para E. coli publicada en la base de
datos del MOH Key Laboratory of Systems
Biology of Pathogens. De la lista de genes
asociados a las diferentes cepas patdgenas,
so6lo se detectd el gen aggR, que codifica para
un activador transcripcional en plasmido de E.
coli enteroagregativa. Esto no implica
necesariamente que dicha E. coli pueda tener

un fenotipo patogénico a menos que se
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identifiquen en la misma cepa otros genes de
virulencia (Estrada-Garcia et al., 2014), por lo
que la presencia de E. coli en el queso no

representa un riesgo para el consumidor.

Anotacion funcional de genes asociada a la

produccion de compuestos de olor y sabor

Las lecturas crudas, sin filtrar por
calidad, se ensamblaron (estadisticas en
Tabla 2) y el ejercicio de mapeo de las mismas
sobre los contigs demostré que el 96.75% de
éstas fueron utilizadas en el ensamble. La
prediccion de secuencias codificantes sobre el
ensamble permitié recuperar ORFs con una
longitud promedio de 630 nucleétidos y una
distribucion de longitud menor a 2,000
nucledtidos como es de esperarse en

genomas bacterianos.

En el queso Cotija RO hay una gran
variedad de bacterias acido lacticas, lo que
incrementa el nimero de genes disponibles y
las posibles combinaciones de produccion de
metabolitos. Esto repercute en la complejidad
del perfil de olor y sabor del alimento. En el
esguema metabdlico del KEGG de la Figura 2
se resaltan las vias relacionadas con la
producciéon de compuestos de olor y sabor.
Todas las rutas metabdlicas del metabolismo

de aminoacidos estan completamente

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

representadas en el metagenoma del queso
Cotija RO, asi como las de catabolismo de
acidos grasos y compuestos aromaticos. El
consorcio bacteriano del queso Cotija RO
tiene potencial para producir todos los
compuestos de la Tabla 3, en cambio fue
imposible la reconstruccion completa para la
produccion de otros compuestos reportados
en quesos tales como propanona, indol, acido
isobutirico, acido hidroxibenzéico, p-cresol y

limoneno.

La reconstruccion de vias metabdlicas
se complementé con una blsqueda de
enzimas relacionadas especificamente con el
catabolismo de &cidos grasos, aminoacidos
libres y otros metabolitos (Tabla 4). De esta
forma se encontré anotacién para una gran
cantidad de aminotransferasas de
aminoacidos de cadena ramificada pero
ninguna para aminotrasferasas de los
aminoacidos aromaticos tirosina vy triptéfano,
lo cual resulta conveniente dado que algunos
de sus compuestos de degradacién, como el
escatol, tienen perfiles de olor desagradables
(Yvon y Rijnen, 2001). Adicionalmente, se
identificaron genes con anotacion para una
amplia variedad de liasas de aminoéacidos asi

como hidrolasas de ésteres carboxilicos.
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Tabla 2. Estadisticas del ensamble y anotacion del metagenoma de queso Cotija RO. (Escobar-
Zepeda et. al., 2016).

Ensamble

Numero total de bases ensambladas (Mb) 104.9
Numero total de contigs 65,162
Tamarfio promedio de los contigs (bp) 1,610
Tamafio del contig més largo (bp) 186,928
Tamafio del contig mas corto (bp) 200

N50 / N9O (bp) 3,854 /547
Anotacion

Total de secuencias codificantes predichas 143,736
ORFs con anotacién de HMMER/Pfam 97,063
ORFs con anotacion de BLAST/Swiss-Prot 75,989
ORFs con asignacion de nimero K por GhostKoala 57,747
Secuencias del gen ribosomal 16S extraidas 1,165,460

Secuencias de genes marcadores taxonémicos de copia Unica extraidas 1,284,541
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Figura 2. Mapa metabdlico universal del KEGG. En verde, las rutas metabdlicas identificadas en el
metagenoma del queso Cotija RO. Se resaltan los moédulos de interés en la produccion de
compuestos de olor y sabor: Amarillo, degradacién de compuestos aromaticos; morado, metabolismo

de azufre; azul, metabolismo de acidos grasos; rosa, metabolismo de aminoacidos. (Escobar-Zepeda
et. al., 2016).

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2 41



Articulos

Tabla 3. Resumen de las rutas metabdlicas involucradas en la sintesis de compuestos de olor y

sabor en quesos. (Escobar-Zepeda et. al., 2016).

Ruta metabdlica (KEGG id) Compuesto 2

Aroma / sabor b

Metabolismo de propanoato

2,3-butanodiona (diacetilo)

(00640) 1-propanol
Acetoina

Metabolism de butanoato

(00650) Butirato
Butanal
1-butanol

Acido propi6nico
Propionaldehido

Pungente, rancio / agrio, ligeramente a
queso

Frutal, pungente / no reportado

Mohoso, alcoholico / maduro, frutal

Mantequilla rancia / mantequilla
Mantequilla, amaderado, yogurth /
graso, cremoso, mantequilla

Rancio / grasa butirica

Pungente, olor aldéhico / no reportado
Rancio, dulce, banana, fusel / banana,

Degradacion de compuestos Benzaldehido
aromaticos (01220) Acido benzdico

Glicolisis/gliconeogénesis Etanol
(00010) Acido lactico
Metabolismo de piruvato Acido acético

seco, fusel

Almendras amargas [/ almendras
amargas

Inoloro o caracteristico muy débil /
amargo

Etéreo / ardiente
Inoloro / acre
Pungente, agrio, vinagre / ardiente

(00620) Acetaldehido Pungente, afrutado / no reportado
Metabolismo de nitrégeno . . Empalagoso, pungente, irritante, orina
(00910) Amonio (NH") seca / no reportado

Degradacion de  Aacidos

Frutal, floral, notas verdes / frutal
(aldehidos)

Formacion del respectivo Dulce, fresco, floral / frutal, dulce

rasos (00071) aldehido y (alcoholes derivados de 4-10 carbonos)
9 1-alcohol Graso / grasoso, ceroso (alcoholes
derivados de acidos grasos de cadena
larga)
Metabolismo de cisteina y Metanotiol Pungente, col podrida, sulfuroso, ajo /
metionina (00270) desagradable a col
2-feniletanol Como a rosas / amargo, dulce que

Metabolismo de fenilalanina
(00360)
Fenilacetato

Fenilacetaldehido

recuerda a melocoton
Floral como a rosas?/ no reportado
No reportado / no reportado

a Compuestos identificados mas frecuentemente en quesos (Smit et al., 2005). P Informacion

disponible para cada compuesto en el sitio de PubChem del NCBI.

Las macromoléculas mayoritarias en el
queso, que son fuente de sustratos para la
obtenciéon de compuestos de olor y sabor, son
las proteinas y los lipidos. A partir de la

protedlisis de las caseinas, que son las
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proteinas mayoritarias en el queso, se
generan aminoacidos libres, que a su vez son
el sustrato de las vias catabdlicas que
permiten la obtencion de una amplia variedad

de compuestos de olor y sabor. Se ha
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reportado que Lactobacillus plantarum es
responsable de un incremento en la protedlisis
secundaria en quesos madurados,
promoviendo la producciéon de aminoacidos
libres (Milesi et al., 2008). Particularmente en
el queso Cotija RO se han aislado cepas
proteoliticas de los géneros Bacillus,
Staphylococcus y Enterococcus (Hernandez,
2007). El consorcio bacteriano del queso
Cotija RO tiene potencial metabdlico para
transformar amino&cidos libres en sus
respectivos a-ceto acidos por la via de la
transaminasa a partir de sustratos de cadena
ramificada y fenilalanina. Dichos a-ceto acidos
son degradados a aldehidos por las a-ceto
acido descarboxilasas (Tabla 4). Es probable
entonces que la fracciéon aldehidica en la
mezcla de compuestos esté enriquecida en
metabolitos producidos por el catabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada vy
fenilalanina asi como de acetaldehido
derivado del metabolismo de treonina (Tabla
4).

El otro sustrato importante en la
produccion de compuestos de olor y sabor en
el queso son los &cidos grasos, mismos que
en el queso Cotija RO se liberan por la
actividad de bacterias lipoliticas de los
géneros Staphylococcus y Bacillus (Garcia,
2006, 2011). En el metagenoma del queso
Cotija RO hay una gran cantidad de genes con
anotacion para carboxil esterasas que rompen
enlaces éster para generar como productos
un alcohol y un acido carboxilico. La hidrolisis
o la sintesis de ésteres son dependientes de

la actividad de agua en el queso, asi como de
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la presencia de otros acidos grasos libres y
alcoholes (Broadbent y Steele, 2005). Las
rutas metabdlicas del catabolismo de &cidos
grasos fueron reconstruidas en su totalidad
mediante la anotacion de GhostKOALA
(Figura 2). De acuerdo a lo observado en la
anotacion funcional del metagenoma del
gueso Cotija RO, los acidos grasos libres son
sustrato para reacciones de esterificacion con
alcoholes y tioles en la produccion de ésteres
y tioésteres. Los alcoholes pueden ser
metabolitos de la degradacién de
carbohidratos y de los mismos &cidos grasos
mientras que los tioles provienen del
metabolismo de aminoacidos azufrados.
Ademas, la degradacién de acidos grasos por
B-oxidacién con la generacion concomitante
de metil cetonas (Collins et al., 2003), lleva a
la degradacion de éstas Ultimas a su
respectivo alcohol secundario por accion de la

carbonil reductasa | (Tabla 4).

Ademéas del catabolismo de
aminoacidos y acidos grasos, hay otros
sustratos en el queso cuya degradacion
genera compuestos identificados como parte
del perfil sensorial en quesos madurados. Tal
es el caso de compuestos derivados del
benceno como el tolueno y el xileno, pues se
ha demostrado que su concentraciéon en
guesos esta relacionada con la composicion
del cultivo iniciador (Centeno et al., 2002;
Wang et al., 2012), y su degradacion conduce
a la formacion de alcoholes como el 2,3-
dimetilfenol y el 3,4-dimetilfenol. EI primer
compuesto se ha descrito con olor

caracteristico a humo y tinta y de sabor dulce,
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mientras que el segundo tiene olor a establo
con notas fecales (Czerny et al., 2011). Este
se ha identificado en la superficie de quesos
madurados (Urbach, 1997) y particularmente
en el queso Cotija RO podria explicar ciertas
notas identificadas empiricamente en el perfil
sensorial. Cabe mencionar que dado que el
potencial metabdlico del consorcio para

degradar aminoacidos, acidos grasos libres y

otros productos intermedios, la gama de
compuestos que participan en el perfil de olor
y sabor del queso es mucho mas amplia.
Particularmente la gran cantidad de aldehido
y alcohol deshidrogenasas encontradas es un
indicio de que el consorcio bacteriano tiene la
capacidad para generar una mezcla compleja
de compuestos con una amplia variedad de

cetonas, aldehidos y acidos organicos.

Tabla 4. Reacciones enzimaticas especificas de catabolismos de acidos grasos libres y aminoacidos.

(Escobar-Zepeda et. al., 2016).

Reaccion

L-leucina +  2-oxoglutarato  <=>
oxopentanoato + L-glutamato

L-isoleucina + 2-oxoglutarato <=> (S)-3-metil-2-

oxopentanoato + L-glutamato

Enzima Ndmero EC ORFs*

4-metil-2-

Transaminasa de
aminoacidos de 2.6.1.42 50
cadena ramificada®

L-valina + 2-oxoglutarato <=> 3-metil-2-oxobutanoato

+ L-glutamato

L-fenilalanina + piruvato <=> fenilpiruvato + L-alanina fenilalanina

Transaminasa de
2.6.1.58 11

(histidina)©
2-0x0 4cido <=> aldehido + CO» Alfa_ -~ cetoacido , ), 4 6
carboxilasa
L-treonina <=> glicina+ acetaldehido L-treonina aldolasa® 4.1.2.48 3
Tirosina — tiramina +CO: Tirosina 4.1.1.25 3

descarboxilasa?

Metil cetonas (alcan-2-onas) <=> alcan-2-ol

Carbonil reductasa 12 1.1.1.184 6

2-xileno —2,3-dimetilfenol + 3,4-dimetilfenol Fenol 2-moMo 444137 10
oxigenasal

Aldehido + NAD(+) — carboxilato + NADH Aldehido 1.21.3 79
deshidrogenasa?

Alcohol + NAD(+) <=> aldehido o cetona + NADH Alcohol 1111 122

Alcohol secondario + NAD(+) <=> cetona + NADH deshidrogenasac B

(S)-metilmalonil-CoA + piruvato <=> propanoil-CoA + Metilmalonil-CoA 2131 5

oxaloacetate

carboxitransferasa?

* Indica numero de ORFs con anotacion para dicha enzima en la tabla de anotacion global.
a) McSweeney et al., 2004; b) Urbach et al., 1997; c) Yvon et al., 2001.

Busqueda de bacteriocinas y genes

relacionados

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

El desarrollo de LAB en si mismo
implica la inhibicibn de microorganismos

indeseables y su habilidad para producir
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bacteriocinas es de importancia basica en
estrategias de bioconservacion en alimentos
extendiendo la vida de anaquel y mejorando la
seguridad del mismo (Ross et al., 2002). El
método utilizado en este trabajo para la
identificacion de clusters de genes
relacionados con bacteriocinas permitié la
identificacién de un total de 126 contigs de
diferentes tamafios que contenian al menos
un gen con la anotacién de interés (Tabla 5),
de los cuales, 43 tuvieron al menos un gen
codificante para bacteriocina, 74 tuvieron sélo
genes con anotacion de proteinas de
inmunidad pero sin el gen de la bacteriocina y
s6lo en 17 fue posible identificar tanto el gen
de la bacteriocina como para su respectiva
inmunidad. Por otro lado, nueve contigs
tuvieron genes relacionados con la sintesis de
lantibidticos pero el gen codificante de la
bacteriocina no fue encontrado. El resto de los
ORFs tuvieron anotacion para bacteriocinas
de la clase IlI, es decir no lantibiéticos, de los
cudles, la mayoria pertenecen a la subclase
lla de tipo pediocinas, o a la subclase lic de
bacteriocinas circulares (Cotter et al., 2005),
en la que se incluye a la subtolisina A. Los
genes con anotacién de bacteriocina tipo
lactococcina que incluye proteinas lineales de
un solo péptido no del tipo de las pediocinas,
como las lactococcinas Ay B (Nes et al., 2006)
se consideran dentro de la clase lld (Cotter et
al., 2005). También 9 de las 10 bacteriocinas
detectadas con BAGELS3 fueron de clase II:

cuatro fueron clasificadas como llb,
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conformadas por dos péptidos; cuatro como
de clase lld constituidas por un sélo péptido
gque no es del tipo pediocina; una fue
identificada so6lo como de clase II, sin

subclase, y otra mas como putativa.

De los 52 genes estructurales para
bacteriocinas identificados en el metagenoma
del queso Cotija RO, s6lo uno fue de clase |,
es decir latibiético (Tabla 5). El contig en el
que se encontr6 tuvo en la vecindad dos
genes relacionados con la biosintesis de
lantibioticos, una proteina de la familia RepB y
otros tres genes sin anotacion clara que
podrian estar asociados con el sistema de
secrecion de lantibioticos que suelen
transcribirse en unidades mudltiples de tres o
cuatro genes (Kotelnikova y Gelfand, 2002).
Un tipo de bacteriocina encontrada en el
metagenoma del queso que no entra en
ninguna de las clasificaciones aceptadas
actualmente son las lactococcinas 972,
descritas como un homodimero que actia
inhibiendo la sintesis del septum durante la
division celular en lugar de formar poros en la
membrana como es el mecanismo clasico de
accion de las bacteriocinas de clase Il
(Martinez et al., 1996).
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Tabla 5. Identificadores de Pfam usados en la busqueda de bacteriocinas. (Escobar-Zepeda et. al.,

2016).

Pfam Descripcién del dominio Coincidencias en tabla*
PF02052 Gallidermina 1
PF01721 Bacteriocina de clase Il 12
PF10439 Bacteriocina de clase Il con péptido lider de doble glicina 15
PF08951 Inmunidad de enterocina A 88
PF05147 Lantionina sintetasa tipo C 3
PF04369 Familia de las de tipo lactococcinas 7
PF04738 Amino terminal de lantibidtico deshidratasa 3
PF04737 Amino terminal de lantibidtico deshidratasa 3
PF13376 Ydel o OmpD, asociado a proteccion a bacteriocinas 13
PF12173 Bacteriocina ciclica de clase llc tipo gasericina A 2
PF11420 Bacteriocina subtilosina A 2
PF09683 Bacteriocina lactococcina 972 3

* Indica numero de ORFs con anotacién para dicha enzima en la tabla de anotacién global.

En general, la anotacion de los genes
que forman parte de los clusters encontrados
en el metagenomas del queso Cotija RO y que
tienen anotacion diferente a genes de
inmunidad, bacteriocinas o sintesis, entran en
alguna de las siguientes descripciones de
acuerdo a las etiquetas de sus dominios de
Pfam: 1)
transportador ABC o proteina de secrecion de
la familia HyID; 2) Peptidasas: C39 o S49; 3)

Proteinas de transporte:

Sistema de regulacién de dos componentes:
receptor de regulacibn de la respuesta,
histidina cinasa, regulador de la transcripcion

0 proteinas de transduccion de sefiales; 4)
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Genes asociados a transferencia horizontal:
conjugacion, integrasas de fagos, resolvasas
0 transposasas; 5) Antidotos a toxinas e
inhibidores del crecimiento; 6) Proteinas de
respuesta a estrés: proteina universal de
respuesta a estrés, respuesta a estrés
osmotico o respuesta a estrés alcalino; 7)
Replicacion de ADN; 8) Genes putativos o sin
anotacion. La presencia de estos genes se
puede explicar desde el punto de vista del
bioprocesamiento de la bacteriocina. Las
peptidasas y transportadores de membrana
se requieren para la escision del péptido sefial

con el fin de exportar y activar a la bacteriocina
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en un sélo paso, por esta razén es comun
encontrar en la vecindad de la bacteriocina
genes que codifican para proteinas que tienen
ambos dominios (Ennahar et al.,, 2000).
También se han reportado bacteriocinas de
clase Il sin péptido sefial que no necesitan
dicho procesamiento (Nes et al., 2006). La
presencia de genes de regulacion también se
espera en el cluster, ya que la expresion de
los genes codificantes de bacteriocinas esta
regulada y es dependiente de la presencia de
sefiales de quorum sensing. Dicha regulacion
se basa en sistemas de dos componentes de
transduccion de sefiales que consiste en una
cinasa de histidina unida a membrana y un
regulador de respuesta que se activa gracias
a la presencia de factores de induccion de
prepéptido, que son a nivel de secuencia
parecidos a las bacteriocinas pero con mucha
menor o0 nula actividad que forman parte del
cluster (Ennahar et al., 2000; Snyder vy
Worobo, 2014).

Ademas de peptidasas,
transportadores, genes de regulacién y los
genes estructurales y de inmunidad, el resto
de las anotaciones son dispensables del
cluster aunque aparezcan con relativa
frecuencia. Tal es el caso de los genes
relacionados con transferencia horizontal
cuya presencia en el cluster tiene légica dado
que los genes de bacteriocinas y su
procesamiento suelen estar codificados en
plasmidos, cromosomas y/o transposones
(Klaenhammer, 1993), y su susceptibilidad a
ser transferidos horizontalmente es muy alta

entre las bacterias lacticas presentes en
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alimentos fermentados (Rossi et al., 2014). Es
probable que, en cada evento de transferencia
horizontal, la célula donadora se deshaga de
un set de genes que confiere mas de una
ventaja a la receptora si estos se encuentran
fisicamente proximos en el genoma ya sea
formando parte de un operén o de un cluster
(Lawrence y Roth, 1996). Esto podria explicar
la presencia de genes relacionados con
respuesta a estrés, antidotos a toxinas y en
general aquellas que inhiben el crecimiento de

otras bacterias.

Por otro lado, se esperaba observar el
gen de la proteina de inmunidad rio abajo del
gen estructural de la bacteriocina ya que
ambos genes son comunmente cotranscritos
y por lo general se reportan en este orden
dentro del cluster (Kjos et al., 2011), pero esto
no ocurrié en la mayoria de los casos. Sin
embargo, asi como se encontr6 una amplia
variedad de genes codificantes con
anotaciones diversas en la vecindad de los
genes de bacteriocinas y de inmunidad sin un
patron definido de sintenia ni presencia de
genes, también hubo muchos casos de genes
sin anotacién o hipotéticos. Estos son de
especial interés sobre todo en los casos de
clusters donde soélo se encontr6 el gen
estructural de la bacteriocina sin el gen de
inmunidad o viceversa, y mas aun si la
proteina hipotética se encontraba
flanqueando dicho gen, lo que nos lleva a
suponer la presencia de genes de inmunidad
0 bacteriocinas con estructura primaria nueva,
gue fue imposible anotar por similitud con el

método utilizado.
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Adicionalmente, se observéO una
cantidad desproporcionada de genes de
inmunidad (104 en total) con respecto al
nimero de genes con anotacién de
bacteriocinas (52 incluyendo las de BAGELS3)
y en muchos casos éstos no estaban
flanqueados por secuencias de genes sin
anotacion lo que implica que posiblemente las
proteinas de inmunidad son tan Gtiles 0 mas
que la propia bacteriocina, es decir, el hecho
de poseer una bateria de genes de inmunidad
en el genoma implica una ventaja real para la
cepa que la posee aun cuando no sea
productora de bacteriocinas. Se observo de
hecho un caso particular donde el contig
contenia cuatro copias del gen de inmunidad
y ninglin gen codificante para la bacteriocina.
El fendmeno observado en este metagenoma
se relaciona con lo que se conoce como
inmunidad cruzada, es decir que los
microorganismos productores de
bacteriocinas son también propietarios de
genes que podrian conferirles inmunidad
contra otras bacteriocinas (Kjos et al., 2010).
Ademas, se ha reportado que cepas no
productoras pueden poseer genes de
inmunidad que son probablemente
remanentes de clusters de genes de
bacteriocinas y que podrian hacer a las cepas
resistentes si se expresan adecuadamente
(Fimland et al., 2002; Mgretrg et al., 2005).
Dicho fendmeno ha sido descrito como
mimetismo de inmunidad, y se refiere a la
resistencia observada en las cepas que no
son productoras de bacteriocinas que poseen

genes de inmunidad o a la inmunidad obtenida
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como consecuencia de la produccion de una
bacteriocina estrechamente relacionada con
otra, es decir que el mimetismo puede ser
resultado de la posesién o adquisicién de
genes de inmunidad homaologos (Draper et al.,
2009). Dada la alta frecuencia de genes de
inmunidad no asociados a genes estructurales
de bacteriocinas y sin proteinas hipotéticas
adyacentes, el mimetismo de inmunidad
podria jugar un papel importante como
estrategia de sobrevivencia para las cepas
bacterianas exitosas presentes al tiempo final

de la maduracion del queso Cotija RO.

Reconstruccion de genomas de las especies

dominantes

Debido a que el metagenoma fue
secuenciado con alta profundidad, fue posible
reconstruir los genomas de las tres especies
dominantes, cada uno en diferente nimero de
fragmentos. La cobertura estimada en todos
los casos es de mas de 1400 veces y en
ningln caso el nimero de gaps reales o de
cobertura cero fue de mas de 78 (Tabla 6) y
como se tuvieron cubiertas casi por completo
las referencias y los contigs fueron orientados
sobre las mismas, todas las reconstrucciones
se encuentran a nivel de draft de alta calidad
(Chain et al.,, 2009). Los porcentajes de
lecturas mapeadas en todos los casos son
consistentes con la abundancia relativa de
dichas especies estimada mediante la
proporcion de marcadores filogenéticos
(Tabla 1).

48



Articulos

Tabla 6. Estadisticas de la reconstruccion de genomas de especies dominantes en queso Cotija RO.

(Escobar-Zepeda et. al., 2016).

L. plantarum L. mesenteroides W. paramesenteroides
WCFS1 ATCC 8293 ATCC 33313

Lecturas mapeadas (%) 38.74 11.27 26.85

Cobertura estimada 1,863 x 1,473 x 2,135 x

Numero total de contigs 1,560 297 992

Numero de gaps no empalmados 78 40 42

N50 / N9O (bp) 4,985/ 825 36,455/ 2,977 3,148 /1,002

Tamafio promedio de contig 2,201 6,744 2,196

Contenido de GC (%) 44.37 37.90 38.27

Numero de genes 3,998 2,141 2,755

Con el fin de establecer si las especies
dominantes en el metagenoma son
potenciales productores importantes de
bacteriocinas, se hizo una busqueda de los
clusters de genes con dicha anotacion en los
contigs utilizados en la reconstruccion de los
genomas. De esta blsqueda resultd que el
genoma reconstruido de W,
paramesenteroides no contiene regiones
genodmicas codificantes para bacteriocinas ni
genes de inmunidad o algun otro relacionado.
Por otro lado, en el genoma de L.
mesenteroides se identificé un cluster con una
bacteriocina putativa acompafada de siete
ORFs de proteinas hipotéticas adyacentes,
ademés de dos clusters mas con genes de
inmunidad, pero sin gen codificante para la
bacteriocina. Finalmente, en el genoma de L.
plantarum no se encontraron genes con
anotacion para bacteriocinas, pero si se
identificaron 11 genes en diferentes contigs
con anotacion para proteinas de inmunidad
donde soélo uno de ellos tuvo proteinas

hipotéticas adyacentes. De cualquier modo,

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

seria necesario realizar trabajo experimental
para corroborar que alguno de estos genes
corresponde a una bacteriocina nueva.

En  conclusion, la  microbiota
bacteriana del queso Cotija RO a los tres
meses de maduracion estd conformada casi
en su totalidad por Firmicutes y tres géneros
son los dominantes: Lactobacillus,
Leuconostoc y Weissella, cuyos genomas se
reconstruyeron con un alto grado de
integridad. La dominancia de Leuconostoc y
Weissella es atipica en los quesos
madurados, por lo que su presencia y
abundancia pueden ser considerados como
una firma distintiva del queso Cotija RO. Se
observé que el metagenoma de este queso
estd compuesto por mas de 500 taxa no
dominantes, entre los que se incluyen
bacterias y arqueas haldfilas, lo que refleja la
complejidad de la comunidad y lo infructuoso
que resultaria intentar disefiar un cultivo
iniciador para elaborar un queso idéntico fuera
de la region de origen. La alta profundidad de

secuenciacién permitid corroborar que el
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alimento esta libre de bacterias patdégenas y
que las cuentas de coliformes estan dentro de
lo establecido por las normas, es decir que el
consumo del queso Cotija RO no representa
un riesgo para la salud del consumidor, aun
cuando es elaborado con leche no
pasteurizada. El consorcio posee el potencial
metabdlico para generar una mezcla de
compuestos a partir del catabolismo de
aminoacidos de cadena ramificada y acidos
grasos libres, principalmente, asi como de una
gran variedad de aldehidos y alcoholes, que
en conjunto forman parte del perfil sensorial
del queso. Ninguna de las especies
dominantes posee un arsenal importante de
genes codificantes para bacteriocinas; sin
embargo, dentro del consorcio existe una
amplia variedad de genes que codifican para
proteinas de inmunidad a bacteriocinas, lo que
sugiere que ésta es una estrategia de
sobrevivencia para las bacterias de la

microbiota del producto madurado.
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RESUMEN

Las amilasas son enzimas con una importancia relevante en diversas industrias cuya
obtencién a partir de fuentes microbianas, como las bacterias acido lacticas amiloliticas, ha ido en
aumento en los Ultimos afios. Del pozol, un alimento fermentado tradicional mexicano se aislo
Streptococcus infantarius 25124 (Sii-25124), una especie amilolitica que esta presente en todo el
proceso de fermentacién y cuya actividad esta asociada a la célula. El objetivo de este trabajo fue
disefiar un método para liberar dicha actividad, asi como concentrarla. Para ello se utilizé un método
enzimatico-mecanico. El lisado celular resultante se concentré precipitando con sulfato de amonio y
se filtr6 usando el dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter. Finalmente se obtuvieron dos bandas
de enzimas con actividad amilolitica de alto y bajo peso molecular. Estos resultados seran Utiles para
la caracterizacion de la actividad amilolitica de Sii-25124.

Palabras clave: Pozol, bacterias acido lacticas amiloliticas, amilasas, Streptococcus infantarius

ABSTRACT

Amylases are enzymes with great relevance on a variety of industrial activities. Its production
from other microbial sources, such as amylolytic lactic acid bacteria, has been raising in the last
years. Streptococcus infantarius 25124 (Sii-25124) was isolated from pozol, a fermented traditional
product from southeast Mexico. It has been found that this amylolytic species is present during the
whole fermentation process of pozol and that its enzyme activity is cell-bounded. The objective of this
work was to release amylolytic activity and concentrate it. The cells were extracted from pozol, the
amylolytic activity was separated from the rest of the cell proteins and it was concentrated using an

enzymatic-mechanic method. The resulting cell lysate was concentrated by ammonium sulphate

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2 58



Articulos

precipitation and it was filtrated using an Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter device. Sii-25124 cell lysate

was concentrated 25 times using the enzymatic-mechanic method and this allowed to obtain two

starch-degrading enzymes bands of high and low molecular wieghts. These results will be of great

utility to continue studying Sii-25124 amylolytic activity.

Key words: Pozol, amylolytic lactic acid bacteria, amylases, Streptococcus infantarius 25124.

INTRODUCCION

Las amilasas son enzimas con una
importancia relevante en la produccién de
pan, cerveza y alimentos en general, asi como
en industrias textiles, de papel y de fabricacion
de detergentes, representando casi el 30% del
mercado mundial de enzimas (Quintero et al.,
20009).

La produccién de amilasas se realiza
mayoritariamente a través de
microorganismos debido a su rentabilidad,
consistencia, a los minimos espacios Yy
tiempos requeridos para la produccién y por
las facilidades que permite la modificacién y
mejoramiento del proceso. Las fuentes
microbianas mas utilizadas son Bacillus sp. y
Aspergillus sp., siempre y cuando no se trate
de especies patégenas como Bacillus cereus
o Aspergillus flavus. Las amilasas producidas
por estos microorganismos se usan en la
industria de alimentos, debido a su estatus
GRAS (Generalmente reconocidos como
seguros, por sus siglas en inglés) (Sun et al.,
2009). En este sentido, es importante conocer
mas sobre amilasas provenientes de bacterias
acido lacticas amiloliticas que, pese a su
amplia distribucién en alimentos amilaceos de
fermentacion espontdnea, han sido poco

estudiadas. Se han encontrado bacterias
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acido lacticas amiloliticas en materias primas
ricas en almidén, asi como en diversos
alimentos fermentados a base de almidén.
Ejemplos de esto son Lactobacillus plantarum
A6, aislada por primera vez de raices de yuca
(Giraud et al., 1991); la especie también es la
mas frecuentemente encontrada en alimentos
y bebidas fermentados a base de almidén,
como ogi, mawé o boza, reportando una alta
actividad amilolitica (Blandino et al., 2003;
Petrova et al, 2013). Lactobacillus
amylovorus es otra bacteria acido lactica
amilolitica con alta actividad, aislada de
desechos de maiz fermentado para
alimentacion animal (Nakamura, 1981). La
cepa de Lactobacillus amylophilus GV,
aislada de desperdicios amilaceos, posee dos
amilasas: una extracelular identificada como
a-amilasa, y otra asociada a célula
identificada como amilopululanasa (Vishnu et
al., 2006). Dentro de la especie Streptococcus
se han reportado cepas amiloliticas, como S.
bovis JB1 y S. bovis 148, ambas aisladas de
rumen de bovino. S. bovis JB1 cuenta con dos
amilasas: una extracelular inducida al crecer
la bacteria en medio con maltosa; y otra
asociada a célula que se produce cuando S.
bovis JB1 crece Gnicamente en presencia de
almidén (Freer, 1993). S. bovis 148 posee dos

a-amilasas: una extracelular y otra
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intracelular, de las que Unicamente se ha
logrado caracterizar ésta Ultima, reportandose
un peso molecular de 56.65 KDa (Satoh et al.,
1993y 1997).

El pozol es un alimento complejo que
no ha sido estudiado completamente y dada
su relevancia en el sureste de México como
alimento basico de las comunidades ahi
establecidas, es importante conocerlo para
poder aprovecharlo mejor en beneficio de
dichas comunidades. El estudio de la
microbiota responsable de la hidrolisis del
almidon para obtener azldcares mas
accesibles que puedan ser fermentados por el
resto de los microorganismos es importante.
En estudios anteriores (Ampe et al., 1999;
Diaz-Ruiz et al., 2003), se encontré que
Streptococcus infantarius es la especie
amilolitica que estd presente en todo el
proceso de fermentacién, por lo que es
esencial saber como actdan la bacteria y la
enzima, para tratar de comprender cémo
funciona el sistema microbiolégico 'y

bioquimico del pozol.

En estudios previos (Diaz Ruiz, 2003;
Virgilio, 2005) se encontrd, en extractos
celulares de la cepa aislada del pozol,
Streptococcus infantarius sp. infantarius
25124 (Sii-25124), que la actividad amilolitica
estd asociada a la célula. Dado esto, el
objetivo de este trabajo fue recuperar de
manera soluble la actividad amilolitica de la
célula de Sii 25124,
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MATERIALES Y METODOS
Bacterias utilizadas

Streptococcus infantarius sp.
infantarius 25124 (Sii-25124) fue aislada de
muestras de masa nixtamalizada obtenida del
mercado de Villahermosa (Diaz-Ruiz et al.,
2003). La cepa se conservd a -70 °C en caldo
DeMan-Rogosa-Sharpe-Almidén-Glicerol
(almiddn 20 g/L, glicerol 20%). Se reactivaron
suspendiendo 50 pl de estas células en 5 ml
de caldo DeMan-Rogosa-Sharpe-Almidén
(MRS-A). Para obtener el pre-cultivo, las
células se incubaron a 30°C durante 24 h'y
después se suspendieron 5 ml de las células
reactivadas. Después de 18 horas de
crecimiento a 30°C y agitacion a 100 rpm, el
pre-cultivo se colocé en un matraz con 15 ml,
25 ml 6 375 ml de caldo MRS-A, incubando a
30°C durante 6 h con agitacién a 100 rpm. El

cultivo fresco se utilizé en los experimentos.
Ensayo de actividad amilolitica

Para cuantificar la actividad amilolitica
de Sii-25124 se prepar6 una solucién con 12.5
mg/ml de almidén soluble de papa en buffer
de fosfatos 0.1 M pH 6.8 y se sigui6 el método
de Giraud et al. (1993), agregando 50 mM de
CaClz a la muestra de la enzima. La actividad
enzimética se expres6 en unidades de
actividad amilolitica por mililitro de cultivo
(U/ml), misma que se define como la cantidad
de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de

almidén en 30 minutos.

Electroforesis en condiciones

desnaturalizantes
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Con el fin de evaluar qué tan eficiente
fue la liberacion de la actividad amilolitica de
Sii-25124 en las fracciones obtenidas en cada
protocolo, se realizaron electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), segun el método
descrito por Laemmli (1970). Para ello se
prepararon geles al 8.0% de 1 mm de espesor,
llevando a cabo la migracién a 90 V durante
120 minutos. La tinciébn para observar la
presencia de proteinas se realizd con azul de
Coomassie Page Blue Protein Stain de
Thermo Scientific, mientras que para detectar
la actividad amilolitica en los geles se realiz
un zimograma, usando el método de extincion

del complejo almidén-yodo.

Ensayos de liberacion de la actividad
amilolitica de Sii-25124

Buffer de extraccién. Se obtuvieron
30 ml de cultivo fresco para cosechar las
células centrifugando a 10,000 rpm por 15 min
a 4° C, se lavaron con Tris-HCI pH 8.0 10 mM
para después usar un buffer de extraccion
(EDTA 10 mM, Tris-HCI pH 8.0 10 mM, NacCl
10 mM y SDS 10% p/v) segun la metodologia
de Garcia-Cano et al. (2011). Las muestras
obtenidas de este protocolo se sometieron a

ensayos de actividad amilolitica.

Liberacion enzimatico-mecanica.
Se evaluaron diferentes buffers con el fin de
encontrar cuél de ellos era mas eficiente en la
obtencion de protoplastos con actividad
amilolitica. Se usaron buffer TE (Tris-HCI 10
mM y EDTA 0.1 mM) pH 7.9, Tris-HCI (Tris
base 50 mM) pH 8.0, MOPS (MOPS 20 mM,
acetato de sodio 20 mM y EDTA 1 mM) pH
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7.95, buffer de fosfatos 0.1 M pH 8.0 y TAE
(Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM) pH 7.89.
Se partio de 5 cultivos de 50 ml de Sii-25124.
Se cosecharon las células de cada uno a
10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C, para
posteriormente lavar el pellet celular y
resuspenderlo en 5 ml de cada buffer a
evaluar y centrifugando segun lo indicado
anteriormente. Después, cada uno de los
botones celulares se resuspendié en 2 ml del
buffer a evaluar y en seguida se agregé a cada
uno 3 ml del buffer correspondiente con 12 mg
de lisozima. Se incubaron a 37° C durante una
hora y finalmente se recuperaron los
sobrenadantes y los pellets de protoplastos
por centrifugacién. La actividad amilolitica se
midi6 en cada una de las muestras con los
diferentes buffers. Una vez que se encontré el
mejor buffer para obtener protoplastos con la
mayor actividad amilolitica, se utilizé éste para
obtener un lisado celular por sonicacion. Las
células cosechadas de un cultivo de Sii-25124
con 6 horas de crecimiento se resuspendieron
en buffer TE-sacarosa-lisozima (Tris-EDTA
pH 7.9, sacarosa al 25% y lisozima a 4 mg/ml)
y se incub6 a 37°C por 1 hora para obtener
protoplastos de Sii-25124 centrifugando a
10,000 rpm por 15 min y 4°C. Los protoplastos
se resuspendieron en buffer de lisis (EDTA 5
mM, NaCl 50 mM, buffer de fosfatos pH 6.8
0.1 M, mezcla inhibidora de proteasas 1/100)
y se sometieron a una sonda de ultrasonido
Sonics Vibra Cell VCX 500 con la que se
dieron 5 ciclos, cada uno con 20 segundos de
pulsaciones al 20% de amplitud y 20
segundos de enfriamiento. Después, se
separd el lisado y los restos celulares via

centrifugaciéon a 10,000 rpm durante 15
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minutos, para proceder a realizar un ensayo
enzimatico en ambas fracciones, asi como
una electroforesis en condiciones

desnaturalizantes y un zimograma.

Ensayos de separacion y concentracion de la
actividad amilolitica de Sii-25124

Precipitacion  fraccionada con
sulfato de amonio. A partir de dos matraces
con 500 ml de cultivo se obtuvieron 100 ml de
lisado celular segun lo descrito anteriormente,
aplicando pulsaciones de la sonda de
ultrasonido a fracciones de 10 ml. A
continuacion, se precipitdé con sulfato de
amonio en fracciones de 30%, 60% y 100%,
centrifugando en cada paso a 10,000 rpm por
15 minutos y 4°C para obtener la fraccion
soluble y la del precipitado. Las fracciones
precipitadas se sometieron a didlisis, para lo
cual se ocupé una membrana 7 Spectra/Por
con tamafio de poro de 50 KDa. Cada fraccion
se resuspendié en 5 ml de buffer TE 1x y se
dializaron contra buffer TE 1x durante 24
horas a 4°C, haciendo cambios de buffer cada
4 horas. Al término del proceso de dialisis se
recuperaron las fracciones y cada una se
sometié a un ensayo de actividad amilolitica y
a una electroforesis en condiciones

desnaturalizantes, asi como un zimograma.

Uso de dispositivo Amicon Ultra-4
Centrifugal Filter. A partir de 500 ml de
cultivo fresco de Sii-25124 se obtuvieron 25 ml
de lisado celular, esto es, un lisado 20 veces
concentrado a partir del cultivo original. De
este lisado se tomaron 5 ml y se colocaron en
un tubo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter

Device de Merck Millipore con una membrana
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PLFK Ultracel-PL con tamafio de poro de 100
KDa. El dispositivo con la muestra se
centrifugé a 5,000 g durante 75 minutos a
temperatura ambiente, obteniéndose 500 pl
finales de concentrado. A continuacion, tanto
el concentrado como el filtrado obtenidos se
sometieron a un ensayo de actividad
amilolitca y a una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes y un

zimograma.

Concentracién por lisis celular. Se
procedid a obtener 100, 250 6 500 ml de
cultivo, se obtuvieron protoplastos de cada
uno de ellos y cada uno de los botones de
protoplastos obtenidos se resuspendieron en
10 ml de buffer de lisis, obteniéndose asi
diferentes concentraciones de cada uno (10x,
25x y 50x, respectivamente). Se sometieron a
5 ciclos de pulsaciones al 20% de amplitud
con 20 segundos de enfriamiento, para
finalmente centrifugar a 10,000 rpm durante
15 minutos (lisado a 10x) o a 12,000 rpm
durante 20 minutos (lisados a 25x y 50x),
ambos a 4°C. Se realiz6é un ensayo in vitro de
actividad amilolitica, asi como un SDS-PAGE

y un zimograma.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de liberacion de la actividad
amilolitica de Sii-25124

Dado que se ha encontrado que la
actividad amilolitica de Sii-25124 esta
asociada a célula (Diaz-Ruiz, 2003; Virgilio,
2005), se ensayaron diferentes protocolos

para liberar dicha actividad de forma soluble.
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Para lo cual, se siguié el protocolo descrito por
Garcia-Cano et al. (2011). Los resultados, que
se muestran en la tabla 1, indicaron que la
liberacion de la actividad amilolitica a través
de este protocolo no fue eficiente, de un total
de 14.745+2.4 U/ml actividad amilolitica en las
células resuspendidas de Sii-25124, se
obtuvo un 5.25% en los restos celulares,
mientras que soélo se logré un 16.9% después
de dializar durante 44 horas la fraccion
soluble. El buffer de extraccién preparado a
concentraciones relativamente elevadas de
SDS pudo ser un factor determinante en la
recuperacién de la actividad amilolitica, ya que
pudo no haber sido eliminado por completo.
Se sabe que el SDS causa la

desnaturalizacion de las proteinas debido al

desdoblamiento de éstas por las interacciones
hidrofébicas entre las cadenas alquiladas del
grupo dodecil sulféxido con los grupos
apolares de los residuos de aminoéacidos, asi
como algunas interacciones  ionicas
dependiendo de la carga global de la proteina
(Bhuyan, 2009). Se ha reportado que la
renaturalizacion de las proteinas tratadas con
SDS u otros tensoactivos es factible, siempre
y cuando éste sea eliminado por dilucion, para
lo cual la didlisis es uno de los procesos mas
recomendados; sin embargo, esta técnica
puede fallar debido a que las proteinas se
agregan después de la eliminacion de la
sustancia desnaturalizante (Michaux, et al.,

2008).

Tabla 1. Actividad amilolitica recuperada en el ensayo con buffer de extraccion

Suspension Restos Sobrenadante dializado
celular inicial de celulares de
Sii- 25124 Sii-25124
24 horas 40 horas 44 horas

Promedio de 14.745+2 .4 0.774+0.15 0.496%0.41 | 0.635+0.06 | 2.5+0.75
actividad
amilolitica (U/mL)
Porcentaje 100% 5.25% 3.36% 4.30 16.9%
recuperado

Para realizar la extraccién enzimatico-
mecanica se buscé el mejor buffer para liberar
la actividad amilolitica de forma soluble. En la
tabla 2 se muestran los resultados de la

actividad amilolitica recuperada en las
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diferentes fracciones (suspension celular
inicial, restos celulares y fraccion soluble), con
los diferentes buffers evaluados. Como se
puede observar, la mejor liberacién se obtuvo

usando el buffer Tris-EDTA pH 7.9, ya que se
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obtuvieron 3.73+1.62 U/ml de actividad, lo que
correspondi6 al 71.6% de la actividad total de
la suspensién celular inicial (5.21+0.32 U/ml);
mientras que en la fraccion de los restos

celulares se obtuvo un 48.75% de la actividad.

La recuperacion lograda con el resto de los
buffers no super6 en ningln caso el 20% de la
actividad inicial: 9.36% para buffer de fosfatos,
16.16% para buffer TAE, 13.65% para buffer
Tris-HCl y 8.1% para buffer MOPS.

Tabla 2. Evaluacion del buffer a usar para la liberacién de la actividad amilolitica

Buffers evaluados
FosfatospH | TEpH 7.9 TAE pH Tris-HCI pH MOPS pH
8.0 7.89 8.0 7.95

Suspension celular inicial de Sii-25124
Promedio de Actividad | 7.839+2.22 5.216+0.32 | 3.069+1.83 | 7.273+1.22 5.871+0.95
amilolitica (U/ml)
Porcentaje recuperado 100% 100% 100% 100% 100%
Fraccion soluble
Promedio de Actividad | 0.734+0.5 3.7351£1.62 | 0.496+0.55 | 0.993+0.35 0.476+0.3
amilolitica (U/ml)
Porcentaje recuperado 9.36% 71.6% 16.16% 13.65 8.10
Restos celulares de Sii-25124
Promedio de Actividad | 3.636+0.52 2.543+1.14 | 0.933+0.4 6.436+0.48 1.51+0.03
amilolitica
Porcentaje recuperado 49.2% 48.75% 30.4% 88.5% 25.7%

Con este resultado, se aplico la
liberacion enzimatico-mecanica, en la que se
uso el buffer TE-sacarosa-lisozima, con el fin
de obtener protoplastos por degradacion de

pared celular. Esto generalmente se realiza
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con lisozima por ser un método suave que no
genera dafio por aumento de temperatura,
oxidacién o cortes en las proteinas (Grabski,
2009). La lisozima actda hidrolizando los

enlaces glicosidicos del &cido muradmico
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presente en la pared celular de bacterias
Gram positivas (Lee & Yang, 2002), lo que da
como resultado protoplastos o bacterias
desprovistas de pared celular, las cuales son
altamente sensibles y susceptibles a citdlisis
en medios hipotdénicos o ante efectos
mecanicos bruscos como la sonicacion
(Lederberg, 1956; Brenner et al., 1958). En la
tabla 3 se muestran los resultados de la
liberacién enzimatica tras aplicar el método
enzimatico-mecanico con lisozima y una
sonda de ultrasonido. Al inicio, las células de
Sii-25124 mostraron una actividad de
9.38+0.56 U/ml (100%). Después, el

tratamiento con lisozima degrad6 la pared

celular de las células de Sii-25124, generando
protoplastos que arrojaron una actividad de
8.17+£0.41 U/ml (87.1%). La fraccion soluble
obtenida tras la obtencién de protoplastos
(recuperados por centrifugacién), no presenté
actividad amilolitica (datos no reportados), lo
que corrobora que dicha actividad se
encuentra asociada a membrana y no a pared
celular (Diaz-Ruiz, 2003). Finalmente, la
aplicacion de la sonda de ultrasonido dio como
resultado una actividad de 8.9+0.47 U/ml en la
fraccion soluble (94.9%) y de 1.03+1.41 U/ml

en los restos celulares (fraccion insoluble).

Tabla 3. Actividad amilolitica recuperada en cada fraccién obtenida por el método enzimatico-

mecanico.

(U/ml)

Suspension Protoplastos Lisado Restos celulares
celularinicial de Sii-
25124

Act. amilolitica | 9.383+0.56 8.17440.41 | 8.906+0.47 | 1.038+1.41

% Recuperado 100%

87.1% 94.9%

11.06%

En la figura 1 se muestra la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes, asi como el
zimograma del mismo. En el zimograma se
observa la actividad amilolitica
correspondiente a una banda de alto peso
molecular, aproximadamente 250 KDa, lo cual
coincide con reportes anteriores sobre la
actividad amilolitica de Sii-25124 (Diaz-Ruiz,

2003; Virgilio, 2005). Sin embargo, en el gel
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SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie no
se logro visualizar la banda correspondiente a
la del zimograma. El método de tincion por
Coomassie tiene una sensibilidad que oscila
entre 0.1 pg a 0.5 pg de proteina; incluso los
métodos mas sensibles que utilizan la tincion
con Coomassie coloidal G-250 no superan la
sensibilidad de la tincion con plata, pues

logran detectar de 10 a 1 ng de proteina
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(Dyballa & Metzger, 2009). El no visualizar
una banda de proteina que correspondiera a
la banda de actividad amilolitica en el gel
SDS-PAGE evidencié que la cantidad de
proteina presente en el lisado celular fue poca
y requeria ser concentrada. No asi con la
actividad, ya que el método usado para
realizar el zimograma fue lo suficientemente
sensible para generar una banda de actividad
clara. Por tanto, los ensayos subsecuentes se
enfocaron en concentrar la enzima
responsable de la actividad con el fin de
visualizarla y poder realizar experimentos de

caracterizacion.

Ensayos de concentracion de la actividad
amilolitica de Sii-25124

Precipitacion  fraccionada con
sulfato de amonio. El lisado celular de Sii-
25124 fue fraccionado con concentraciones
crecientes de sulfato de amonio, utilizando
concentraciones de 30, 60 y 100%, con el fin

de encontrar el rango en el que la actividad

El gel obtenido de este ensayo se
muestra en la figura 2. En él se puede
observar que no fue posible visualizar la
proteina correspondiente con la banda de
actividad del zimograma, indicando que no se
logré concentrar la proteina. Aunado a esto,
en las bandas del zimograma se puede
apreciar que la banda de actividad
correspondiente a la fraccion precipitada del
dializado es un poco mas intensa que la banda
de actividad de la fracciébn soluble del
dializado, corroborando que la proteina
precipitd y no pudo recuperarse en la fraccion

soluble. Por otro lado, no se descarta que en
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amilolitica se enriqueciera en la fraccién
insoluble, resuspender esta fraccion y
concentrar la actividad amilolitica. Se observo
una recuperacion de la actividad amilolitica en
el lisado celular, logrando un enriquecimiento
de 1.4 veces (tabla 4). Con el primer
fraccionamiento con sulfato de amonio no
precipitd actividad amilolitica y después del
fraccionamiento al 100% no se enriquecio lo
suficiente (0.7 veces de enriquecimiento). El
fraccionamiento a 60% de sulfato de amonio
fue el Gnico que mostré un enriquecimiento
mayor (1.18); sin embargo, fue méas bajo que
el obtenido con el lisado celular. La proteina
recuperada por dialisis presentdé un
precipitado. Este procedimiento fue critico
para la integridad de la amilasa de Sii-25124
al eliminar el sulfato de amonio. Se ha
reportado que puede ocurrir la agregacion de
proteinas si no se siguen las condiciones
adecuadas, siendo las més criticas el tipo de
buffer utilizado y la temperatura (Pesarrodona
et al., 2015).

algunos otros puntos del proceso pudieron
generarse pérdidas de proteina, por ejemplo,
durante la liberacion de la amilasa o durante
la dialisis. Dado que la actividad amilolitica
parece estar asociada a célula, es probable
que los cambios de polaridad en el medio,
ademas de los cambios en la concentracion
de sales o detergentes alteren el
comportamiento de agregacion y solubilidad
de la proteina, fenédmeno reportado con
anterioridad para otras proteinas asociadas a
membrana (Kubicek et al., 2014). Asi pues, la
liberacibn de la actividad amilolitica por

sonicacion de la fraccion soluble pudo no
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haber sido completa, debido a falta de

solubilidad o a degradacion de la enzima por

el mismo proceso de sonicacién, ya que

250 kDa

150 x0a

100 xDa

75 xDa

50 XDa

30 XDa

también se ha reportado la factibilidad de que

éste desnaturalice y agregue proteinas
(Stathopulos et al., 2004).

Amilasa de S. infontarius
25124

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) del

lisado celular de Sii-25124 obtenido por el ensayo enzimatico-mecanico, tincién con azul de

Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de pesos moleculares;

carril 2 y 3 (duplicado): bandas correspondientes al conjunto de diferentes proteinas que estan

presentes en la fraccion soluble del lisado celular de Sii- 25124; carriles 4 y 5 (duplicado): banda con

actividad amilolitica se observa en la zona superior cercano a los 250 KDa.

Tabla 4. Enriquecimiento de la actividad amilolitica de Sii-25124 usando precipitacion fraccionada

con sulfato de amonio.

Paso de | Actividad Volumen Actividad Proteina total | Actividad Rendimiento % | Enriquecimiento
enriquecimiento (U/ml) total de la | Total (mg) Especifica

fraccion (ml) (U/mg de

) proteina)

Células 10.72+0.1 100 1,072 1128+41.6 0.950 100 1
Protoplastos 13.13+0.156 50 656.5 527+24.42 1.24 61.2 1.3
Lisado 12.11+2.07 100 1,211 865.5+38.67 1.39 112.9 1.4
Restos celulares 1.056+0.18 50 52.8 416+16.05 0.12 4.92 0.12
Fraccion 0%-30% 0 10 --- - - ---
Fraccion 30%-60% 18.67+2.12 10 186.7 166.5+13.06 1.12 1.74 1.18
Fraccién 60%-100% 2.92+1.43 10 29.2 43.8+2.35 0.67 2.72 0.7
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250 KDa —
150 XDa

100 KDa - -
75 KDa pro—
S0KDa —

30KDa

Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de la precipitacion
con sulfato de amonio del lisado celular de Sii-25124. Izquierda: SDS-PAGE, tincion con azul de
Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1: marcador de pesos moleculares;
carril 2: amilasa de Bacillus licheniformis (Sigma-Aldrich) como control, positivo; carril 3: fraccion
soluble de la muestra precipitada al 60% de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE 1x; carril
4: fraccién insoluble de la muestra precipitada al 60% de sulfato de amonio y dializada contra buffer
TE 1x; carriles 5 y 6 (duplicado) lisado celular de Sii-25124. Derecha: zimograma de actividad
amilolitica usando la técnica de extincién del complejo almidén-yodo. La flecha blanca indica la banda
de actividad amilolitica de interés. Carriles 1 y 2: (duplicado) lisado celular de Sii-25124; carril 3:
fraccion insoluble de la muestra precipitada al 60% de sulfato de amonio y dializada contra buffer TE
1x; carril 4: fraccién soluble de la muestra precipitada al 60% de sulfato de amonio y dializada contra

buffer TE 1x; carril 5: amilasa de Bacillus licheniformis como control positivo.

Uso de dispositivo Amicon Ultra-4
Centrifugal Filter. Con el fin de concentrar y
separar la actividad amilolitica de Sii-25124,
se uso el dispositivo de concentracion Amicon
Ultra-4 Centrifugal Filter de Merck Millipore
con una membrana de corte molecular de 100
KDa, con lo que se esperaba que, segun el
patron de bandas de proteinas observado en
el lisado celular (figuras 1 y 2), se lograra
eliminar la mayoria, quedando presentes
Unicamente la banda de aproximadamente
100 kDa (figuras 1 a 3) y esperando poder
visualizar la banda de 250 KbDa

BioTecnologia, Afio 2017, Vol. 21 No. 2

correspondiente a la actividad amilolitica vista

en los zimogramas.

En la tabla 5 se presentan los
resultados del experimento y se puede
observar una buena recuperacion de la
actividad amilolitica en el lisado celular 20
veces concentrado obteniéndose 13.30+1.45
U/ml, lo que se tradujo en un enriquecimiento
de 1.6 veces. Después, el lisado tratado con
el dispositivo se concentré recuperando
18.92+3.48 U/ml de actividad amilolitica,

siendo un enriquecimiento de 5.96. Sin
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embargo, el filtrado también presenté
actividad  amilolitica  considerable  de
7.51+1.94 U/ml, lo que podria indicar la
presencia de una segunda enzima de bajo
peso molecular responsable de la actividad
encontrada en esta fraccién. En este sentido,
cabe resaltar que la presencia de dos
amilasas en especies de Streptococcus ya ha
sido reportada con anterioridad. Satoh et al.
(1997) reportaron dos amilasas: AmyA y
AmyB para S. bovis 148, siendo AmyA una a-
amilasa extracelular capaz de unirse vy
degradar el almidén insoluble, producida en
mayor proporcion que AmyB, una a-amilasa
intracelular incapaz de unirse y degradar al
almiddn insoluble. Por otro lado, S. bovis JB1
produce también dos amilasas: una asociada
a célula y otra extracelular, producidas por la
cepa dependiendo de la fuente de carbono en
la que crezca, al crecer en un medio con
almidén, 80% de la actividad amilolitica se
encuentra asociada a célula; mientras que al
crecer en medio con glucosa o maltosa, mas
del 90% de la actividad amilolitica esta en el

medio extracelular (Freer, 1993).

Los zimogramas mostraron una
banda de actividad de alto peso molecular y
no se observo la banda de menor peso (figura
3). Deben considerarse las condiciones
desnaturalizantes iniciales con las que son
tratadas las proteinas para realizar la
electroforesis. Se ha reportado que en
ensayos zimograficos, aunque se diluya la
concentracién de SDS en los geles con buffers

de renaturalizacion, existen proteinas que
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pierden capacidad para renaturalizarse
adecuadamente, pudiendo mostrar una baja o
nula actividad en los zimogramas (Cazenave
& Toulmé, 2001; Hu & Beeton, 2010); ésta
pudo ser la razon de no observar actividad
amilolitica en un peso molecular méas bajo en
los geles de los zimogramas obtenidos hasta
el momento. Por otro lado, el gel SDS-PAGE
tefiido con Coomassie mostré el mismo patron
de bandas que el lisado celular, indicando que
no hubo separacion en el lisado concentrado,
ni se logré la concentracién requerida para
detectar la banda con la tincién de Coomassie
(figura 3). La obstruccion de la membrana del
dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter
por aglomerados de proteinas puede ser una
razobn para que la muestra no se haya
separado como se esperaba. Se ha reportado
que durante procesos de filtracion de
soluciones proteinicas, éstas tienden a
obstruir membranas con tamafios de poro
mucho mas grandes que el tamafio de las
proteinas monoméricas que forma la solucién.
Esto se atribuye a la presencia de proteinas
aglomeradas que pueden ser hasta en tres
6rdenes de magnitud mas grandes que los
mondmeros, obstruyendo de esta forma los
poros de la membrana (Rezaei et al., 2014).
Los mecanismos de aglomeracion proteinica
son complejos y se han reportado
interacciones membrana-proteina y proteina-
proteina, que a su vez dependen también de
las condiciones fisicoquimicas de la solucion,
asi como de la estructura y composicion de la

membrana (Martin et al., 2002).
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Tabla 5. Enriquecimiento de la actividad amilolitica de Sii-25124 utilizando el dispositivo Amicon

Ultra-4 Centrifugal Filter de Merck Millipore.

Paso de | Actividad Volumen | Actividad | Proteina Actividad Rendimiento % | Enriquecimiento
enriguecimiento (U/ml) total de | Total total (mg) Especifica

la (Umg de

g V) )

fraccion proteina)

(ml)
Células 10.48+3.3 25 264.75 201.1+17.26 | 1.31 100 1
Protoplastos 13.3240.29 | 25 334.5 193.3+29.26 | 1.73 126.3 1.3
Lisado 13.30+1.45 | 25 3325 156.1+14.75 | 2.13 125.5 1.6
Debris cellular 5.25+0.30 25 131.25 133.05+21.9 | 0.98 49.5 0.74
Lisado 18.92+3.48 | 0.5 9.46 1.21+0.19 7.81 3.57 5.96
concentrado
Lisado filtrado 7.51+1.94 5 375 2.23+0.19 16.83 14 12.8

250 KDa

150 KDa

100 KDa

75 KDa

SO KDa

Figura 3. Electroforesis en gel de policarilamida en condiciones desnaturalizante del lisado

concentrado de Sii-25124 con el dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter. 1zquierda: SDS-PAGE,

tincion con azul de Commassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific. Carril 1;: marcador de

pesos moleculares; carril 2: lisado de Sii-25124 concentrado con el dispositivo Amicon Ultra-4

Centrifugal Filter; carril 3: muestra del lisado de Sii-25124 que se filtré con el dispositivo Amicon Ultra-

4 Centrifugal Filter. Derecha: zimograma de actividad amilolitica. La flecha indica la banda de

actividad amilolitica buscada. Carril 1: lisado de Sii-25124 concentrado con el dispositivo Amicon

Ultra-4 Centrifugal Filter; carril 2: muestra del lisado de Sii-25124 que se filtré con el dispositivo

Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter.
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Concentracion por lisis celular. Se
utilizé el mismo ensayo de lisis celular por el
método enzimatico-mecénico, incrementando
volimenes de cultivo (100, 250 o 500 ml) para
llevarlos a un mismo volumen de lisado celular
(10 ml); de esta forma, se tendrian lisados
concentrados 10, 25 o 100 veces. La tabla 6
muestra el resultado de los enriguecimientos
obtenidos, notandose que la mejor forma de
concentrar la actividad amilolitica fue a partir
del lisado concentrado 25 veces, pues se
obtuvo un enriquecimiento de 3.75, lo que
contrasta con el enriquecimiento a 10 veces
con 2.69y a 50 veces con 0.53 veces. Kubicek
et al. (2014) reportaron que la fragmentacién
o la agregacion de proteinas esta en funcion
del tiempo de manipulacién y del pH del
medio, y éstos afectan aln mas al escalar
protocolos de purificacion, un protocolo que

sirve para 2 g de pellet celular, puede no ser
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funcional para 50 g. Por otro lado, en el SDS-
PAGE se visualizdé una tenue banda de alto
peso molecular que corresponde con el peso
de la banda de actividad amilolitica del
zimograma (figura 4). También en el
zimograma se detect6 una banda de actividad
amilolitica débil en zona de bajo peso
molecular (30-50 KDa) que puede
corresponder a la actividad amilolitica
encontrada en la fraccion filtrada durante el
uso del dispositivo Amicon Ultra-4 Centrifugal
Filter.

Con los resultados obtenidos sera
posible usar la concentracién por lisis celular
a 25 veces, para realizar otras
determinaciones, como la secuenciacion de
las bandas de proteinas, asi como la
aplicacion de un método de purificacion como

la unién a almidoén insoluble.
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Tabla 6. Enriquecimiento de la actividad amilolitica usando el método enzimatico-mecéanico para

obtener lisados celulares concentrados.

Actividad Vol Actividad Proteina Actividad %Rendimiento | Enriquecimiento
(U/ml) Fraccion total (U) total (mg) especifica
(ml) (U7mg)
10x
Células 9.38+0.56 10 93.8 128+41.6 0.732 100 1
Protoplastos | 8.71+0.41 10 87.1 52+4.42 1.67 92.8 2.28
Lisado 8.90+0.11 10 89 45+8.67 1.97 94.6 2.69
Restos 1.04+1.11 10 10.4 16+1.5 0.65 11 0.88
25x
Células 6.86+0.56 10 68.6 342+33.4 0.200 100 1
Protoplastos | 8.73+1.51 10 87.3 391+31.7 0.222 127 111
Lisado 12.48+0.75 | 10 124.8 166+20.6 0.751 181 3.753
Restos 0.425+0.19 | 10 4.25 73+3.53 0.057 6.19 0.285
50x
Células 11.46+1.07 | 10 114.6 310+£29.1 0.369 100 1
Protoplastos | 10.73+0.59 | 10 107.3 291+21.5 0.368 93.6 0.99
Lisado 3.48+0.89 10 34.8 175+19.06 0.198 30.3 0.53
Restos 6.06+0.67 10 60.6 61+5.47 0.993 52.8 2.89
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de los lisados

celulares de Sii-25124 concentrados 10, 25 y 100 veces. Izquierda: geles SDS-PAGE tefiidos con
azul de Coomassie Page Blue Protein Stain de Thermo Scientific de los lisados celulares de Sii-
25124, Carril 1: marcador de pesos moleculares; carril 2: lisado concentrado 10 veces; carril 3: lisado
concentrado 25 veces; carril 4 y 5 (duplicado): lisado concentrado 50 veces. Derecha: zimograma de
los lisados celulares de Sii-25124. Carril 1: lisado concentrado 10 veces; carril 2: lisado concentrado
25 veces; carril 3: lisado concentrado 50 veces. Las flechas indican las bandas de actividad
amilolitica: una intensa en la zona de 250 KDa y otra mas tenue entre 50 y 30 KDa. También se

indica la banda de proteina en el SDS-PAGE que se tiié de forma muy tenue.

CONCLUSIONES Estos resultados permitiran la

continuidad del estudio de la actividad
Se logré liberar la actividad amilolitica

de Sii-25124 con el buffer TE 1x,

obteniéndose protoplastos con 87% de la

amilolitica de Sii-25124 enfocados en dos
enzimas amilasas, para lo cual la purificacién

y caracterizacion de ambas es de gran interés.
actividad inicial y posteriormente, un lisado

celular con el 94% de actividad. Asimismo, por
medio del método enzimatico-mecanico el
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