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RESUMEN

Las actividades enzimaticas de las bacterias lacticas implicadas en el
catabolismo de aminoacidos hasta la formacién de potentes compuestos volatiles,
juegan un papel fundamental en el desarrollo del aroma de los quesos. Las rutas de
degradacion de aminoacidos en Lactococcus lactis se inician por una reaccidon de
transaminacion que conduce a la formacién de a-cetoacidos, los cuales constituyen
el metabolito central de bifurcacion entre las rutas biosintéticas y catabdlicas y son
limitantes en la formacién de aroma. Estos a-cetodcidos seran posteriormente
transformados en compuestos volatiles, como los aldehidos, acidos carboxilicos y
ésteres; aunque también pueden producirse hidroxiacidos, que son compuestos que
no participan en el aroma. La eficiente conversion de a-cetoacidos hasta
compuestos volatiles podria conseguirse aumentando la disponibilidad de a-
cetoglutarato como aceptor de grupos amino en la reaccién de transaminacién a
través de la actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) y bloqueando la ruta de

conversiéon de a-cetoacidos a los correspondientes hidroxiacidos.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la utilizacién de
estrategias enzimaticas relacionadas con el catabolismo de aminoacidos vy

encaminadas al control de la formaciéon de compuestos volatiles por L. lactis.

En este estudio se llevd a cabo la determinacion de la presencia del gen gdh
y la caracterizacién de la actividad GDH a partir de estirpes silvestres de L. lactis
procedentes de quesos de leche cruda. Los resultaron indicaron que es una
actividad poco frecuente en L. lactis, ya que solo se encontré en 10 cepas de las 41
estudiadas. Las cepas con actividad GDH mostraron preferencia por NAD* como
cofactor en la reaccion, indicando un papel fundamentalmente catabodlico de la
actividad GDH en estas cepas. En todas las cepas con actividad GDH, el gen gdh
tenia una localizacién plasmidica. Se seleccion6 del estudio la cepa L. /lactis IFPL953
por su elevada actividad GDH con preferencia para la formacion de a-cetoglutarato
y por presentar una organizacion genética del gen gdh equivalente a la de L. lactis

Til504, empleada en este estudio como referencia de actividad GDH.

Con objeto de aumentar la disponibilidad de a-cetoacidos por L. lactis y
optimizar su degradacidon hasta compuestos volatiles, se bloquedé la ruta de

conversion de a-cetoacidos a los correspondientes hidroxiacidos mediante la
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inactivacion del gen panE en L. lactis IFPL953. El gen panE codifica la enzima
hidroxiisocaproato deshidrogenasa (Hic-DH), que posee la principal actividad a-
cetoacido deshidrogenasa de L. lactis. La mutacion del gen panE se llevo a cabo
mediante mutagénesis por doble sobrecruzamiento, y condujo a la pérdida total de
actividad Hic-DH en la cepa mutante L. /actis IFPL9534panE. Ademas, se analizé la
capacidad de L. lactis para formar compuestos volatiles mediante microextracciéon
en fase sélida y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (SPME
y GC-MS). Esto nos permitié obtener un perfil aromatico con mayor formacién de
aldehidos, acidos carboxilicos y compuestos volatiles totales en la cepa mutante
gue el encontrado en la cepa silvestre. La inactivacion de panE en L. lactis IFPL953,
caracterizada por poseer actividades GDH, AraT, BcaT y KivD, dio lugar a la
acumulacién de a-cetoisocaproato y al aumento de 3-metilbutanal y 3-metilbutanol.
L. lactis IFPL953ApanE resulté ser mas eficiente que la cepa parental en la

formacion de compuestos volatiles relacionados con el aroma del queso.

Para profundizar en el conocimiento del catabolismo de aminoacidos en L.
lactis, estudiamos la expresion de los genes que codifican enzimas clave en el
catabolismo de aminoacidos en condiciones de crecimiento variando el contenido de
aminoacidos ramificados (BCAAs) y simulando condiciones de maduraciéon del
queso. Para ello, el estudio se centrd en la expresion de los genes araT, bcaT, gdh,
kivD, ytjE y panE y se analizé mediante transcripcion inversa y PCR a tiempo real.
Ademas, se establecieron las diferencias de expresién génica por la ausencia del
gen panE. Adicionalmente, se estudié la capacidad de formar compuestos volatiles
en el medio mediante SPME y GC-MS. La limitacion de BCAAs en el medio de
crecimiento de L. /actis provoco el incremento de la expresién de todos los genes en
estudio, especialmente en los genes gdh y kivD. Estos cambios indican que la
expresion de estos genes estd regulada por CodY. Del mismo modo, pudimos
observar que la incubacién de L. /actis en condiciones que simulan la maduracion
del queso, en especial la falta de azlUcar en el medio, provocaron cambios
significativos en la expresion de los genes gdh y kivD. En todas las condiciones de
incubacioén, la inactivacion del gen panE provoco un incremento de la expresion del
gen gdh. Los cambios observados a nivel genético repercutieron en la capacidad de
L. lactis para producir compuestos volatiles en las condiciones estudiadas. El
analisis de los perfiles de volatiles producidos por L. /actis mostraron que la estirpe
mutante en actividad Hic-DH, L. lactis IFPL9534panE, fue mas eficiente en el
catabolismo de aminoacidos que la cepa parental, obteniéndose un incremento en
la produccién de compuestos volatiles procedentes del catabolismo de los BCAAs,

como 2- y 3-metilbutanal y sus correspondientes alcoholes.
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El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral nos ha permitido profundizar
en el estudio del catabolismo de aminoacidos en L. /actis. Mediante la inactivacion
de la actividad Hic-DH en una cepa silvestre con elevadas actividades GDH y KivD
se ha logrado incrementar el flujo catabdlico de aminoacidos hacia la formacion de

compuestos representativos del aroma en queso.
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SUMMARY

Flavour formation in dairy products is directly related to lactic acid bacteria
(LAB), which are equipped with a large number of key intracellular enzymes
responsible for its formation from amino acid catabolism. Amino acid degradation in
Lactococcus lactis is initiated by a transamination reaction that results in the
formation of the corresponding a-keto acid. a-Keto acids are a limiting factor in
aroma formation and the central metabolites between biosynthetic and catabolic
pathways. These a-keto acids are subsequently degraded into different aroma
compounds such as aldehydes, alcohols, carboxylic acids and esters, as well as
hydroxy acids which are not aroma compounds. Enhancement of a-keto acid
conversion to volatile compounds could be approached by increasing the availability
of a-ketoglutarate through glutamate dehydrogenase activity (GDH), as the amino
group acceptor for transamination, and by limiting a-keto acids conversion into
their corresponding hydroxy acids through mutation of hydroxyacid dehydrogenase

activiy in L. lactis.

The main objective of this Doctoral Thesis has been the development of
enzymatic strategies related to amino acids catabolism, driven to control volatile

compounds formation by L. /actis wild type strains.

This study has focused in the determination of the presence of the gdh gene
and the characterization of GDH activity in L. lactis strains from raw goats’ milk
cheese. We used 41 wild L. /actis strains to determine the presence/absence of the
gdh gene and to characterise GDH activity biochemically. Our results indicated a
low presence of GDH activity in L. lactis as it was only found in 10 out of the 41
wild strains used in the study. In those GDH active strains, we observed a
preference in the use of NAD* as co-factor in the reaction. In all GDH active strains
the gdh gene was localized in plasmid DNA. From all strains studied, L. lactis
IFPL953 was remarkable as it showed a high GDH activity mainly involved in a-
ketoglutarate synthesis and had a gdh genetic organization similar to that observed

for L. lactis Til504 strain, used in this study as a reference of GDH activity.

With the aim of increasing the a-keto acids availability by L. lactis and
optimizing its degradation to volatile compounds, we inactivated panE gene in L.

lactis IFPL953. This gene codes for the dehydrogenase hydroxyisocaproate enzyme
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(Hic-DH) that possess main a-keto acid dehydrogenase activity from L. /actis. After
inactivation of panE through mutagenesis by double crossing over, we confirmed
the total loss of Hic-DH activity by L. lactis IFPL9534panE mutant. Moreover,
production of volatile compound was analysed by solid-phase micro-extraction
(SPME) and gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). Mutant
strain led to a flavour profile with higher presence of aldehydes, carboxylic acids
and total volatile compounds, than that observed for the wild type strain.
Inactivation of pankE in L. lactis IFPL953 which also possess GDH, AraT, BcaT and
KivD activities, led to an accumulation of a-ketoisocaproate and an increase of 3-
methylbutanal and 3-methylbutanol. L. /actis IFPL953ApanE was more efficient than

the parental strain in the formation of volatile compounds related to cheese aroma.

In order to study with more detail amino acid catabolism in L. lactis, we
studied the expression of the genes that codify key enzymes in amino acid
catabolism under different growing conditions by modifying branched chain amino
acids (BCAAs) content and simulating cheese ripening conditions. Therefore, we
focused on studying the expression of araT, bcaT, gdh, kivD, panE and ytjE genes
by performing reverse transcription and real time PCR assays. Moreover, gene
expression differences were established due to panE gene absence. Additionally,
strains capacity for volatile compound production was studied by SPME and GC-MS.
The limitation on BCAAs content in L. /actis growing medium led to an increase on
the expression of all genes studied, especially gdh and kivD genes. These changes
indicate that the expression of these genes is controlled by CodY global regulator.
Similarly, when studying L. lactis under simulated cheese ripening conditions, we
could also observe significant changes in gdh and kivD relative expression,
especially when there was no sugar in the incubation culture. It happened that in all
the incubation conditions assayed, panE inactivation caused an increase of gdh
gene expression. Changes observed at genetic level determined L. /actis capability
for producing volatile compounds under studied conditions. Volatile profile
generated by L. lactis showed that the mutant strain for Hic-DH activity, L. /actis
IFPL9534panE, was more efficient than the parental strain for amino acid
catabolism. Hence, with L. lactis IFPL9534panE, an increase on the production of
volatile compounds from BCAAs catabolism like 2- and 3-methylbutanal and their

corresponding alcohols were observed.
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Studies carried out during this Doctoral Thesis have improved our knowledge
on amino acid catabolism in L. /actis. It has been demonstrated that the
inactivation of Hic-DH activity on a wild type strain with high GDH and KivD
activities, enables increasing amino acid catabolic flux towards formation of volatile

compounds that are representative in cheese aroma.
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CAPITULO I

Introduccion general

El empleo de cultivos iniciadores para la elaboracién de productos
fermentados es una practica generalizada en los paises industrializados.
Concretamente, para la elaboracion de quesos, la industria lactea utiliza
generalmente cultivos que estan constituidos mayoritariamente por subespecies de
Lactococcus lactis, aunque también pueden incluir otros géneros bacterianos como
Leuconostoc y Lactobacillus. La utilizacion de cultivos iniciadores asegura una
homogeneidad aceptable en la calidad de los productos fermentados y mejora

considerablemente su seguridad.

En la elaboracion del queso intervienen una serie de factores externos, como
las técnicas empleadas en el proceso de fabricacion y las condiciones de
maduracién, e intrinsecos, como son la composicidon fisicoquimica y las
interacciones que tienen lugar entre las diferentes poblaciones de microorganismos
gue lo componen. Durante la maduracion del queso tienen lugar el mayor nimero
de reacciones bioquimicas e interacciones de la microbiota presente, siendo durante
este proceso cuando se van a generar la mayor parte de las caracteristicas
deseables del producto, como son la textura, el sabor y el aroma (Peldez y
Requena, 2005).

Durante las Uultimas décadas se ha generado una gran cantidad de
informacion referente al desarrollo de las caracteristicas organolépticas de los
quesos, pudiéndose obtener productos seguros y de caracteristicas sensoriales
uniformes en un periodo corto de tiempo (Irlinger y Mounier, 2009). El mercado
actual de productos fermentados en general y, especialmente en el caso de
productos lacteos, se caracteriza por una importante disminucién de los ciclos de
vida del producto y por un incremento en la demanda de productos diversificados
que aporten beneficios especificos a la salud del consumidor o tengan unas
caracteristicas organolépticas novedosas. Desde la industria lactea se busca, por
tanto, ingredientes o cultivos iniciadores que sirvan para generar productos

innovadores con alto valor afiadido (Pedersen et al., 2005).

13



Introduccién general

Con este objetivo, es necesario el disefo de tecnologias que permitan
explotar al maximo el potencial de las bacterias lacticas en la formacion de
compuestos volatiles y en proporciones que establezcan un balance correcto para el
desarrollo del aroma en queso. En este contexto, el contenido enzimatico de las
bacterias lacticas relacionado con el catabolismo de aminoacidos hasta la formacion

de potentes compuestos volatiles, juega un papel fundamental.

1.1. Cultivos iniciadores

En la actualidad, los cultivos iniciadores constituyen una parte importante de
una industria plenamente desarrollada y son en muchas ocasiones, condicion
indispensable para la fabricacion de gran variedad de productos lacteos fermentados.
En la industria lactea, los cultivos iniciadores se definen como cultivos de una o varias
cepas, pertenecientes a una o varias especies de bacterias deseables, que se utilizan
para inocular leche pasteurizada o cruda, fundamentalmente con el objeto de iniciar la

fermentacion (Sandine, 1979).

Aunque los cultivos iniciadores pueden estar constituidos por diferentes tipos
de microorganismos (Tabla 1.1), el grupo mas importante esta integrado casi
exclusivamente por bacterias acido lacticas (BAL) pertenecientes a los géneros
Lactococcus, Lactobacillus y Leuconostoc. Ademas de BAL, en algunas ocasiones se
anaden a los fermentos para la fabricacion de queso, los llamados cultivos secundarios
o adjuntos, constituidos también por bacterias o por mohos y levaduras, los cuales
actian durante la maduracion de los quesos produciendo compuestos que intervienen
en el aspecto, textura, sabor y aroma de los mismos. La principal funcién de los
cultivos iniciadores es la produccién de acido lactico por fermentacion de la lactosa
presente en la leche, creando unas condiciones favorables para: (i) favorecer la
formacion de la cuajada por enzimas coagulantes, (ii) estabilizar y concentrar la
cuajada favoreciendo el drenaje del suero, (iii) prevenir o inhibir el crecimiento de
la flora patégena y alterante mediante la reduccién del pH y (iv) contribuir a la

formacion de la textura y compuestos del sabor y aroma caracteristicos.
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Tabla 1.1. Microorganismos empleados en fermentaciones lacticas. Adaptado de Smit (2004).

Organismo

Tipo de producto

Beneficio

Bacterias
Lactococcus lactis

Streptococcus

Lactobacillus

Leuconostoc

Propionibacterium

Arthrobacter
Bifidobacterium

Brevibacterium

Pediococcus

Micrococcus

Enterococcus

Staphylococcus
Hongos y
Levaduras

Penicillium

Geotrichum

Kluyveromyces

Sacharomyces

subsp. lactis

subsp. cremoris

subsp. lactis biovar. diacetylactis

thermophilus

helveticus
acidophilus

plantarum

delbrueckii subsp. bulgaricus

casei
rhamnosus
buchneri
fermentum

kefiri

mesenteroides

freudenreichii subsp. shermanii

acidipropionici
spp.
spp.

linens

casei
pentosaceus
acidilacti
spp.

faecalis
faecium

spp.

roqueforti
camemberti

candidum

lactis

spp.

Mayor parte de quesos,
cremas agrias y suero de
mantequillas

Yogur, queso

Quesos de pasta prensada

Leches fermentadas, quesos
de pasta prensada y curados

Adjunto en quesos

Yogur, kéfir, Koumiss, quesos
semi curados

Adjunto en quesos

Adjunto en quesos

Quesos maduros

Quesos maduros

Kéfir

Quesos de pasta prensada,
cremas agrias y suero de
mantequillas

Quesos tipo Massdam y Suizo
Queso

Quesos de pasta blanda y
corteza lavada

Yogur, leches fermentadas
Quesos de pasta blanda-
corteza lavada y suaves
Quesos de pasta blanda-
corteza lavada

Quesos desnatados
Quesos maduros

Quesos de pasta blanda-
corteza lavada

Quesos de leche cruda

Quesos de pasta blanda-
corteza lavada

Quesos blandos (vena azul)
Quesos blandos (superficie)

Quesos de pasta blanda-
corteza lavada, Camembert

Quesos de pasta blanda-
corteza lavada

Acidez, aroma
Acidez, aroma
Acidez, aroma,
ojos

Acidez

Acidez, aroma
Acidez, aroma,
probidtico
Estructura,
probiotico
Acidez, aroma

Aroma, estructura

Acidez
Aroma

Aroma, formacion
de ojos

Aroma, color

Acidez, aroma,
saludable

Aroma, color

Aroma

Aroma, color

Aroma, textura,
color

Aroma

Favorecer el
crecimiento de
otros
microorganismos

15



Introduccién general

Ademas, los cultivos iniciadores desempenan un papel fundamental en Ia
maduracién del queso. La contribucién al sabor y aroma durante la maduracion del
gueso por los cultivos puede ser de dos formas: (i) mediante la formacidén de
diferentes compuestos como consecuencia del metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos de la leche; (ii) indirectamente, regulando la presencia de otros

microorganismos.

La clasificacion mas habitual de los cultivos iniciadores se basa
fundamentalmente en dos aspectos: atendiendo a su composicién y a la temperatura
de crecimiento. Aunque también pueden clasificarse atendiendo a aspectos
tecnoldgicos, como velocidad de acidificacion, produccidon de compuestos aromaticos o
actividad proteolitica. Atendiendo a su composicion, se clasifican en cultivos de una
Unica cepa, también conocidos como cultivos simples (sélo contienen una cepa de
una especie definida), cultivos de multiples cepas de una especie, también
conocidos como cultivos multiples (contienen mas de una cepa de la misma
especie) y cultivos de varias especies o cultivos mixtos (contienen cepas
pertenecientes a varias especies). En funcién de la temperatura O6ptima de
crecimiento, los cultivos iniciadores se componen de bacterias lacticas mesofilas o
termofilas. Las bacterias lacticas mesodfilas pueden crecer a temperaturas entre 18
°Cy 37 °Cy las termofilas entre 30 °C y 45 °C.

Los cultivos iniciadores mesofilos son los mas utilizados en la industria
quesera, asi como en la fabricacion de nata acida, mantequilla, etc. Estos cultivos
pueden contener cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris,
L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis y Leuconostoc. Por otro lado, los cultivos
termofilos se utilizan en la fabricacion de quesos de pasta cocida, suizos e italianos,
como Emmental, Gruyéere, Parmesano, etc., en los que se alcanzan temperaturas de
coccion de la cuajada muy elevadas (50-55 °C). Las especies que pueden componer
los cultivos termofilos son Streptococcus thermophilus y diferentes especies de
lactobacilos como Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus y Lb.

fermentum, ademas de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, en el caso de quesos suizos.

En las ultimas décadas, algunos estudios han puesto de manifiesto que el
uso de cultivos iniciadores comerciales para la elaboracion de queso resulta, en
algunas ocasiones, en una pérdida de algunas de las caracteristicas tipicamente
asociadas a esa variedad de queso cuando se elabora a partir de leche cruda
(Gonzalez-Crespo y Mas, 1993; Mendia et al., 2000). De ahi que se esté haciendo
un esfuerzo importante en la caracterizacién bioquimica, genética y tecnoldgica de

cepas silvestres aisladas de quesos elaborados artesanalmente, con el fin de
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potenciar caracteres directamente asociados a la microbiota del queso como son el
aroma o el sabor del mismo (Nufiez et al., 1989; Ayad et al., 2000; Randazzo et
al., 2008; Pavlidou et al., 2011; Rhen et al., 2011).

1.1.1. Lactococcus lactis como cultivo iniciador

Lactococcus lactis es una bacteria lactica Gram-positiva mesdéfila, que crece
a una temperatura optima de 27 a 32 °C y a un pH 6ptimo de 6,5. Posee un
metabolismo homofermentativo, ya que sélo produce acido lactico como producto
final de la fermentacion, y tolera la presencia de oxigeno (anaerobia facultativa).
Ademas, ha sido aislada de diferentes ambientes, tanto de plantas como de leche y

productos lacteos fermentados.

La taxonomia de L. /actis (Fig. 1.1) ha ido cambiando a lo largo del tiempo.
En la primera descripcién que data de 1878, se describi6 como Bacterium lactis
(Lister, 1878), en los afios 70 se dividi6 en tres especies diferentes de
Streptococcus (S. cremoris, S. diacetilactis y S. lactis) y posteriormente en los afios
80 se separ6d el género Lactococcus de los estreptococos, dando lugar a la
reclasificaciéon de estas especies (Schleifer et al., 1985; Pot et al., 1994). Esta
clasificacién taxondmica distingue dos subespecies (subsp. /actis y subsp. cremoris)
y una biovariante (subsp. /actis biovar diacetylactis). Los fenotipos lactis y cremoris
se diferencian de acuerdo a la tolerancia salina, temperatura de crecimiento y la
utilizacién de la arginina, mientras que la biovariante diacetylactis tiene la
capacidad adicional de metabolizar el citrato (Teuber et al., 1992). Numerosos
estudios, incluyendo hibridacién DNA-DNA, analisis del gen que codifica el 16S
rRNA y secuenciacién génica, han demostrado la existencia de dos genotipos
principalmente (Makarova y Koonin, 2007; Tam-a-Ram et al., 2011). Esos dos
grupos han sido denominados como L. /actis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris
(Teuber et al., 1992), aunque en ocasiones, desafortunadamente genotipo y

fenotipo no se corresponden necesariamente (De la Plaza et al., 2006).

Debido a su relevancia industrial, L. lactis se ha convertido en la bacteria
lactica mejor estudiada, aunque la mayoria de trabajos se han realizado con un
grupo reducido de cepas de origen lacteo (Kelly et al., 2010). Hasta ahora se han
publicado las secuencias completas de los genomas de seis lactococos. Tres de ellos
(IL1403, MG1363 y NZ9000) son cepas de laboratorio sobre las que se han llevado
a cabo la mayoria de estudios bioquimicos y genéticos de la especie (Bolotin et al.,
2001; Wegmann et al., 2007; Linares et al., 2010). La cuarta cepa (SK11) ha sido
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usada como cultivo iniciador en queso (Makarova et al., 2006), la quinta (KF147) es
una cepa de origen vegetal (Siezen et al., 2010) y la sexta (CV56) ha sido

recientemente aislada de vaginas de mujeres sanas (Chen et al., 2011).

~ L.Lactis cremoris

L

Streptococcusthermophilus

Oenococcus oeni

Leuconostoc mesenteroides

L. Lactis lactis

L. reuteri

Pediococcus pentosaceus
L.plantarum

L.brevis

L. salivarius
L.casei

L.sakei

L.delbrueckiibulgaricus

L.acidophilus

L.johnsonii
L.gasseri

0.05

Figura 1.1. Arbol filogenético de las BAL elaborado en base a alineamientos concatenados de cuatro
subunidades (a, B, B’, d) de la DNA-dependiente ARN polimerasa. Los colores representan los origenes o
usos de las BAL: rojo, fermentaciones lacticas; azul, otras fermentaciones como cerveza, vino, de
vegetales o carne; verde para bacterias gastrointestinales. Adaptado de Liu et al. (2008).

L. lactis es el principal componente de la mayoria de los cultivos iniciadores
utilizados en la fabricacion de queso (Fox et al., 2000), contribuyendo a la
acidificacién y prevencidon del crecimiento de bacterias no deseables y a la
formacion de compuestos del aroma a través de su sistema proteolitico y rutas de
conversion de aminoacidos (Smit et al., 2005b). Debido a estas caracteristicas, L.
lactis representa un papel significativo en la produccidon de distintas variedades de
quesos: frescos (Cottage, Mozarella, Quark), de pasta blanda (Camembert, Brie),
de pasta prensada (Cheddar, Edam, Gouda, Manchego, Montasio, Roncal) y azules

(Roquefort, Stilton) (Gobetti et al., 2007). La seleccion y aplicacion de cepas
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silvestres como cultivos iniciadores constituye una aproximacion importante para la
modificacion de determinadas caracteristicas del producto, como puede ser la

percepcién aromatica asociada a un tipo de queso.

1.2. Maduracion del queso

Durante la maduracidon del queso se llevan a cabo una serie de cambios
fisicos, quimicos, microbiolégicos y enzimaticos que van a conferir al producto final
unas caracteristicas determinadas. Pequefias modificaciones ambientales e
intrinsecas pueden producir desplazamientos del equilibrio de las diversas
reacciones implicadas, lo que constituye el fundamento cientifico de algunas de las
manipulaciones a las que se someten la cuajada y el propio queso en la industria

alimentaria.

Los cambios microbioldgicos ocurridos en un queso durante su maduracién
incluyen tres aspectos fundamentales: (1) la inviabilidad y lisis de los cultivos
iniciadores; (2) el crecimiento de una microbiota ambiental (bacterias acido lacticas
no integrantes de los cultivos iniciadores [NSLAB], principalmente lactobacilos
heterofermentativos facultativos); y (3) en muchas variedades de queso, el
desarrollo de una microbiota secundaria como por ejemplo, Propionibacterium
freudenreichii en queso Suizo, mohos en variedades tipo Camembert y una
poblacién compleja de bacterias Gram positivas en algunos quesos de pasta blanda
y corteza lavada, que en humerosas ocasiones tiene un papel relevante en el aroma
y a veces también en la textura de estas variedades de queso (Beresford y
Williams, 2004).

En el curso de la maduracion se van acumulando diferentes compuestos
(aminas, aldehidos, cetonas, acidos grasos libres, etc.) que contribuyen al aroma
(Marilley y Casey, 2004). Estos compuestos, generalmente ausentes o en baja
concentracion en la cuajada, surgen como consecuencia de las transformaciones
bioquimicas sufridas por los componentes mayoritarios de la leche (lactosa, lipidos,

sobre todo los triglicéridos, y proteinas, especialmente las caseinas) (Fig. 1.2).

Los cambios bioquimicos ocurridos durante la maduracion del queso pueden

agruparse en eventos primarios, que incluyen el metabolismo de la lactosa residual
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y el del citrato, asi como los procesos de lipdlisis y protedlisis. A continuacion,
sucederian los eventos secundarios, que incluirian el metabolismo de los acidos
grasos y de aminoacidos, que juegan un papel muy importante en el desarrollo de
compuestos aromaticos (McSweeney y Sousa, 2000). Todas estas transformaciones
bioguimicas estan catalizadas por enzimas de diversa procedencia: unas forman
parte de la composicion de la leche, algunas son afiadidas en el procesado del

queso, y otras son enzimas extra e intracelulares de origen microbiano.

COOH

CH, GHOH Gnon o
C M~ A
HO Enrcmu 2. T~} 3 cm
I o o AT Caseinas
COOH Triglicéridos
Citrato Lactosa Protedlisis
Lipdlisis
Péptidos
Metabolismo del Metabolismo de HsC R,
citrato lactosaresidual VNN coon @
Acidos grasos libres

Aminoacidos

Lactato libres
-——— > Piruvato oo
o o
®o.

Conversionde
aminoacidos

Acetaldehido, Acidos grasos, Aldehidos, alcoholes, acidos
diacetilo, acetoina metilcetonas, alcoholes, caarboxilicos, ésteres,
lactonas, ésteres compuestos azufrados

COMPUESTOS AROMATICOS VOLATILES

Figura 1.2. Rutas bioquimicas generales para la transformacién de los constituyentes mayoritarios de la
leche en compuestos aromaticos. Adaptado de Marilley y Casey (2004) y Hugenholtz y van Hylckama
Vlieg (2007).

Durante el proceso de maduracién del queso también son relevantes algunos
factores fisico-quimicos, como son el porcentaje de humedad, la temperatura, el pH

y el contenido en sal, cuyos efectos acumulativos pueden determinar y limitar los
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cambios microbioldgicos y bioquimicos previamente descritos. Durante el proceso
de obtencion de la cuajada es importante controlar el contenido en humedad de la
misma, ya que en igualdad de condiciones, un queso con mayor contenido en
humedad madurara rapidamente, mientras que en las cuajadas muy desueradas el
periodo de maduracién se prolonga considerablemente (Fox et al., 2000). La
temperatura es un factor importante que regula el desarrollo microbiano y la
actividad de las enzimas. Durante la produccién de queso se pueden alcanzar
temperaturas muy elevadas, como por ejemplo en los de tipo Suizo, mientras que
en la practica industrial, la maduracion se efectia a temperaturas generalmente
comprendidas entre 8 y 16 °C. El pH varia a lo largo de las distintas etapas en la
fabricacion de queso y juega un papel importante en la estructura y aroma del
mismo. Las primeras fases de fabricacion de queso determinan la velocidad de
produccion de la acidez hasta la adicidon de cloruro sddico, que junto a la pérdida de
lactosa, determina el pH mas bajo del queso. Posteriormente, durante la
maduracién se elevan los niveles de pH, cuyos valores maximos se registran
cuando la actividad proteolitica es muy fuerte. La cantidad de NaCl presente en el
gueso durante la maduracidon es una caracteristica propia de cada variedad de
gueso y tiene efectos a nivel microbioldgico (por ejemplo, niveles bajos de NaCl en
guesos tipo Camembert favorecen el crecimiento de Penicillium camemberti), asi
como en el aroma y la textura como consecuencia del efecto que tiene sobre el

contenido en humedad y en la actividad de agua del queso (Guinee y Fox, 2004).

1.2.1. Metabolismo de la lactosa y del citrato

La hidrdlisis de la lactosa comienza en la cuba de fermentacion y continta
durante la maduracién con una intensidad variable dependiendo del tipo de queso.
Aunque la mayor parte de la lactosa se pierde en el desuerado, la cuajada fresca
aun presenta un pequefio porcentaje de lactosa residual. Durante las primeras
etapas de la maduracion, esta lactosa residual es rapidamente metabolizada hasta
acido lactico (ya sea D-/L-lactato o una mezcla racémica de ambos) por la accidon
de las BAL, provocando la acidificacidon de la leche y de la cuajada (McSweeney y
Sousa, 2000). Esta acidificacion va a acelerar la coagulacién de las caseinas
durante el proceso de elaboracidén y va a favorecer la sinéresis (expulsion del suero
de la cuajada). Como producto intermediario se genera piruvato, que puede ser
alternativamente convertido en varios componentes aromaticos de cadena corta

como diacetilo, acetoina y acetaldehido (Smit et al., 2005b).
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Por otra parte, aunque la leche contiene bajos niveles y la mayoria se pierde
con el suero, el citrato puede ser metabolizado hasta compuestos aromaticos
importantes en algunas variedades de queso elaboradas con cultivos iniciadores
mesofilos (Fox et al., 1990; Cogan y Hill, 1993; Parente y Cogan, 2004). Sdlo BAL
como L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis y algunas especies de Leuconostoc,
que son capaces de transportar citrato al interior celular, metabolizan el citrato
generando CO, y compuestos aromaticos como diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol
(Cogan, 1987; Cogan y Daly, 1987; Marilley y Casey, 2004). Debido a la
produccion de CO,, el metabolismo del citrato es el responsable de la formaciéon de
los ojos caracteristicos en los quesos tipo holandeses y de la textura abierta
indeseable y los defectos de flotacion de la cuajada en queso Cheddar y Cottage,

respectivamente (Fox et al., 1990).

1.2.2. Lipélisis

La lipdlisis consiste en la hidrdlisis de triglicéridos, con liberaciéon de acidos
grasos asi como glicerol y mono- o diglicéridos, que se acumulan en el medio
contribuyendo al aroma final. Como en todos los alimentos que tienen un elevado
contenido en grasa, los lipidos presentes en el queso puede experimentar
degradaciones via lipdlisis u oxidacién, si bien, el grado de oxidaciéon en los quesos
es limitado debido probablemente a su bajo potencial redox (Marilley y Casey,
2004).

La contribucion de las BAL a este proceso es poco relevante ya que poseen
una escasa actividad lipolitica, aunque en el caso de los lactococos, cuando se
encuentran en elevado numero de células o en procesos de maduracion
prolongados, pueden contribuir a la liberacion de cantidades de acidos grasos de
cadena corta, sobre todo mono- y diglicéridos (McSweeney y Sousa, 2000).
Ademas del impacto directo sobre el aroma que supone la liberacion de acidos
grasos, también son precursores en reacciones catabdlicas que dan lugar a
sustancias igualmente aromaticas, como metilcetonas, alcoholes secundarios,

ésteres y lactonas.

En la mayoria de los quesos, las actividades lipoliticas altas son indeseables,
puesto que pueden originar procesos de rancidez (Collins et al., 2003). A pesar de
ello, en algunos casos la microbiota secundaria, compuesta predominantemente por

mohos y levaduras, es responsable de una masiva liberacién de acidos grasos y de
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su transformacion en compuestos altamente aromaticos, como ocurre en los quesos

tipo Camembert y Roquefort (Smit et al., 2005b).

1.2.3. Proteolisis

La protedlisis es uno de los fendmenos bioquimicos mas complejos y, en
muchas variedades de queso, es el proceso mas importante que tiene lugar durante
la maduracion. Durante la protedlisis las caseinas son hidrolizadas a péptidos y
aminoacidos libres, los cuales participan directamente en el aroma y en el sabor del

queso o sirven de precursores para el desarrollo del sabor (Fox, 1989).

En el queso la protedlisis es la principal responsable de: (1) cambios en la
textura provocados fundamentalmente por la hidrélisis de la matriz proteica, por
una disminucion en la actividad de agua, causada por la union de moléculas de
agua con grupos carboxilo y amino liberados, y también, por el aumento del pH
debido a la produccion de NH; por la desaminacion de aminoacidos libres; (2)
constituir una contribucién directa al aroma y al sabor mediante la formacion de
péptidos y aminodacidos y en algunos casos, también es la causante de sabores
indeseables (especialmente amargor, que estd producido por la formaciéon de
péptidos hidréfobos); (3) liberacidon de sustratos, principalmente aminoacidos
libres, para otras reacciones generadoras de compuestos del sabor, como por
ejemplo la desaminacién, descarboxilacién, transaminacién, desulfuracion,
reacciones de aminodacidos con otros compuestos y el catabolismo de los
aminoacidos aromaticos; (4) cambios en la matriz del queso, que provoca la
liberacion de sus compuestos sapidos durante la masticacion (Fox y McSweeney,
1996).

El grado de protedlisis varia entre los distintos tipos de queso, desde las
variedades que sufren una débil protedlisis, por ejemplo Mozarella, a aquellas otras
como quesos azules madurados por mohos, donde la protedlisis es mucho mas

intensa (McSweeney y Fox, 1997; Smit et al., 2000).

Las BAL utilizadas como cultivos iniciadores participan principalmente en los
fendmenos proteoliticos secundarios, es decir, en la degradacion de los péptidos
que se acumulan como resultado de la hidrdlisis primaria de las caseinas (Law et
al., 1992). Gracias a la gran variedad de peptidasas que poseen las BAL (Fox et al.,
1996), estos péptidos seran transformados en aminoacidos que pueden, junto a los

compuestos generados durante la glicdlisis y lipdlisis, participar por si mismos en el
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sabor o quedar en el medio dispuestos para iniciar transformaciones catabdlicas

posteriores (Fig. 1.3).

Caseinas

Proteinasas

Péptidos Aminoécidos EC

Transporte Transporte

Aminoéacidos

a-Cetoéacidos
Aminotransferasasg
Aminoé&cidos

a-Cetoacidos

Descarboxilasa

> co,

Aldehidos
Alcohol Aldehido
deshidrogenasa deshidrogenasa

Alcoholes Acidos carboxilicos

Aciltransferasas/,
esterasas

Esteres

Figura 1.3. Esquema general de las rutas de degradacién de proteinas hasta compuestos aromaticos en
BAL. EC, medio extracelular; IC, medio intracelular. Adaptado de Liu et al. (2006).

Una vez que la lactosa se agota, los aminoacidos constituyen las Unicas
moléculas disponibles para las bacterias no lipoliticas para obtener energia (ATP),
carbono, nitrégeno y azufre, produciendo a su vez compuestos con impacto en el
aroma final (Urbach, 1995). Por lo tanto, la conversion de aminoacidos representa
un proceso dual: constituye un mecanismo de supervivencia de las bacterias y
supone a la vez el desarrollo de compuestos que influyen en el aroma y sabor del

producto.
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1.2.3.1. Agentes proteoliticos

Los agentes proteoliticos son enzimas procedentes del cuajo o coagulante
utilizado (fundamentalmente quimosina), de la leche (generalmente plasmina), de
las bacterias del cultivo iniciador, de enzimas exdgenas afiadidas para acelerar la
maduracién o acentuar el sabor, y de los cultivos secundarios en algunas
variedades de queso. La contribucion relativa de las enzimas proteoliticas de estas

fuentes depende de la variedad de queso (Fox, 1989 y 1993).

Los coagulantes empleados para la leche consisten en preparaciones de
proteinasas seleccionadas que poseen generalmente una actividad proteolitica
considerable. La quimosina es la proteinasa que se encuentra en mayor proporciéon
en los cuajos animales tradicionales, siendo el resto pepsina. El papel principal de la
quimosina en la fabricacion de queso es la hidrdlisis especifica del enlace Pheqgs-
Met,os de la proteina estabilizadora de la caseina, la k-caseina, durante la
coagulacion de la leche. La mayor parte del cuajo afiadido a la leche se pierde en el
suero, pero aproximadamente un 6% queda retenido en la cuajada, dependiendo
del tipo de coagulante, temperatura de coccidon y pH en el momento del desuerado.
El cuajo residual contribuye a la protedlisis en muchas variedades de queso
(Creamer et al., 1985), en cambio, en quesos de pasta cocida, como el Emmental,
la quimosina es desnaturalizada en su mayor parte y apenas contribuye a la
maduracién. La principal proteinasa nativa de la leche es la plasmina, cuyo
complejo sistema proteolitico consiste en la enzima activa (plasmina), su zimdgeno
(plasmindgeno), activadores e inhibidores de la plasmina y de los activadores del
plasmindgeno, los cuales estan todos presentes en la leche. La plasmina, el
plasmindgeno y los activadores del plasmindgeno estan asociados a las micelas de
caseina de la leche, mientras que los inhibidores de la plasmina se encuentran en la
fase del suero. La plasmina es una proteinasa tripsin-serina con una actividad
optima a pH 7,5 y 37 °C y es altamente especifica para enlaces peptidicos en el
extremo C-terminal de residuos lisil y, en menor grado, arginil (Weinstein y
Doolittle, 1972). La leche también contiene proteinasas acidas, como la catepsina
D, la cual es relativamente sensible al calor (se inactiva a 70 °C/10 min.) y tiene un
pH 6ptimo de 4,0 (Kaminogawa et al., 1980). La especificidad de la catepsina D es
similar a la de la quimosina, pero esta enzima presenta una escasa actividad

coagulante de la leche (McSweeney et al., 1995).

En general, las BAL son microorganismos muy restrictivos en cuanto a sus
requerimientos nutricionales, necesitando obligatoriamente la presencia de

aminoacidos libres en el medio (Chopin et al., 1993). Dado que en la leche las
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concentraciones de péptidos y aminoacidos libres son muy bajas, y por tanto no
son suficientes para el crecimiento celular dptimo de estos microorganismos, las
BAL dependen fundamentalmente de su sistema proteolitico para sobrevivir en ese
medio (Smit et al., 2005b). Presentan un sistema proteolitico complejo (Fig. 1.4)
gue implica la accién concertada de proteinasas y peptidasas en la hidrdlisis de la
caseina de la leche hasta el nivel de aminoacidos esenciales necesarios para su
desarrollo celular, contribuyendo a su vez en la formacion de aroma (Law vy
Mulholland, 1995).

Caseinas Péptidos derivados de caseinas -
T (4 -18 residuos aminoacidicos) /"" ™ Péptidos
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Figura 1.4. Resumen del sistema proteolitico de lactococos tras la hidrolisis de las caseinas. PC, My C
se corresponden con pared celular, membrana y citoplasma, respectivamente. PrtM, proteina de
maduracion de PrtP; PrtP, proteinasa de pared celular. Sistemas de transporte peptidico: Opp,
transportador de oligopéptidos; DtpT, transportador de di- y tripéptidos hidrofilicos; Dpp, sistema de
transporte de di- y tripéptidos hidrofdbicos. Peptidasas intracelulares: endopeptidasas PepO y PepF;
aminopeptidasas generales PepN y PepC; aminopeptidasas especificas PepX, PepP y PepL,
iminopeptidasa Pepl, tripeptidasa PepT, prolidasa PepQ, dipeptidasas PepD y PepV, prolinasa PepR.
Adaptado de Savijoki et al. (2006).

El sistema proteolitico mejor estudiado y revisado entre las BAL es el
perteneciente al género Lactococcus (Kunji et al., 1996; Siezen, 1999). Tal y como
se representa en la Fig. 1.4, poseen una proteinasa asociada a la pared celular
(PrtP), varias oligoendopeptidasas (PepO y PepF), al menos dos aminopeptidasas

generales (PepN y PepC), una glutamil-aminopeptidasa (PepA), una prolil-
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dipeptidasa aminopeptidasa (PepX), una prolidasa (PepQ), una tripeptidasa
genérica (PepT), y una dipeptidasa general (PepV); también poseen sistemas para

el transporte de péptidos (Opp, Dpp, DtpT) y aminoacidos.

La proteinasa de pared celular, PrtP, se sintetiza como una pre-pro-proteina
de aproximadamente 2000 residuos aminoacidicos conteniendo varios dominios
funcionales (Siezen, 1999; Fernandez-Espla et al., 2000). La pre-pro-proteina es
transportada al exterior celular a través de la membrana, en donde se ancla por el
extremo C-terminal y se activa mediante hidrélisis de la pro-secuencia. La enzima
madura es una proteina monomérica del tipo serinproteasa con una masa molecular
aproximada de 200 kDa. El género Lactococcus posee varias proteinasas (PrtPs) en
funcién de los diferentes perfiles de degradacién de as;-, B- y k-caseinas, las
proteinasas P; y Py (Kunji et al., 1996). A su vez, las PrtPs pueden ser clasificadas
en siete grupos (a, b, ¢, d, e, f y g) en funcidon de la especificidad de hidrodlisis
frente al fragmento as;-CN (fI-23) (Kunji et al., 1996).

La proteinasa de pared da lugar a la formacién de diferentes oligopéptidos,
principalmente de entre 4-8 residuos, que contienen todos los aminoacidos
esenciales para el crecimiento de estas bacterias y que son transportados al interior
celular para su degradacion final hasta aminoacidos (Juillard et al., 1995). Para
trasladar aminoacidos y los di-, tri- y oligopéptidos al interior celular se han
descrito diferentes sistemas de transporte, que en Lactococcus pueden dividirse en

las siguientes categorias:

. Sistemas de transporte de aminodacidos, altamente especificos frente a
aminoacidos estructuralmente similares. Algunos utilizan la hidrélisis del ATP
como fuente de energia (Glu, GIn, Asn y Asp), otros la fuerza motriz de
protones (Ala, Ser, Leu, Val, Ile y Lys), mientras que otros actlian a través de
un gradiente de concentracién (Arg/Orn, His/Hin, Tyr/Tyn y Asp/Ala)
(Ganesan y Weimer, 2007).

« Sistema de transporte de di- y tripéptidos hidrofilicos (DtpT), que actia bajo

la fuerza motriz de protones.

« Sistema de transporte de di- y tripéptidos hidrofébicos (Dpp), que requiere la
hidrdlisis de ATP.

« Sistema de transporte de oligopéptidos, que utiliza la hidrdlisis del ATP y esta
formado por cinco tipos de proteinas: una proteina de unidon a los péptidos

que van a ser transportados (OppA), dos proteinas integradas en la
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membrana (OppB y OppC) y dos proteinas del tipo ABC -ATP Binding
Cassette- (OppD y OppF) (Doeven et al., 2005).

El sistema peptidasico descrito en BAL esta compuesto por distintas enzimas
(Fig. 1.4) que han sido ampliamente estudiadas (Kunji et al., 1996; Law vy
Haandrikman, 1997; Siezen et al., 2002). Estas enzimas pueden dividirse, en
funcién de su mecanismo de accion, en: endopeptidasas (PepO, PepE y PepF),
aminopeptidasas (PepN, PepC, PepA y Pepl), carboxipeptidasas, di- y tripeptidasas
(PepV y PepT) y peptidasas especificas de prolina (PepX, Pepl, PepP, PepQ y PepR).

Durante mucho tiempo, la protedlisis fue considerada como la etapa
limitante para la formacion del aroma durante el proceso de maduracion del queso.
Sin embargo, a partir de los trabajos de Christensen et al. (1995) y Wallace y Fox
(1997), se observdé que una intensificacion en los procesos de protedlisis vy
peptiddlisis no suponia un incremento en la formacion de compuestos aromaticos,
lamando asi la atencion sobre la degradacion de aminoacidos. En este sentido,
cobran especial relevancia los trabajos de Gao et al. (1997) e Yvon et al. (1998) en
los que se demuestra que es posible lograr un incremento en la produccién de

aroma estimulando el catabolismo de los aminoacidos.

1.3. Catabolismo de aminoacidos: rutas, actividades

enzimaticas y mecanismos de regulacion

El catabolismo de los aminodacidos representa para las BAL la generacién de
ATP, carbono, azufre y nitrégeno necesarios para los procesos fisioldgicos. Ademas,
el conjunto de reacciones que forman parte del catabolismo de amino acidos libres
durante el proceso de maduracion en el queso da lugar a la formaciéon de
compuestos volatiles con una importante contribucién al sabor y al aroma
(McSweeney y Sousa, 2000). Hasta los afios 90 existia la creencia generalizada de
que muchos de los compuestos aromaticos del queso se forman por via quimica
(Marilley y Casey, 2004), dejando los estudios acerca de la degradaciéon microbiana

de aminoécidos relegados a un segundo plano. Sin embargo, tal y como se describe
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en diversas revisiones cientificas, en los Ultimos afios, el estudio del catabolismo de
aminoacidos en BAL ha ido cobrando relevancia (McSweeney y Sousa, 2000; Yvon y
Rijnen, 2001; Curtin y McSweeney, 2004; Smit et al., 2005b; Ardo, 2006;
Fernandez y Zufiga, 2006; Yvon, 2006; Liu et al., 2008). Estos estudios han puesto
de manifiesto que la contribucidn principal de la protedlisis al desarrollo del aroma
en queso es a través de la liberacion de aminoacidos, los cuales actian como

precursores para las reacciones catabdlicas.

Se han descrito varios procesos de conversidon de aminoacidos, incluyendo
tanto mecanismos enzimaticos como no enzimaticos (Visser, 1993) y en BAL, de
forma general, se pueden distinguir dos patrones de degradacidn principales que se
inician por la accién de una enzima aminotransferasa o por una enzima liasa (Yvon
y Rijnen, 2001) (Fig. 1.5).

rAminoé\cidos 1
! . J |

TRANSAMINACION ELIMINACION

I Met Tyr Trp |
MGL TFL TIL
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§ a-Cetoacido DH Metanotiol v
',’I 3 ” v Indol
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Hidroxibenzaldehido Acido
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(Tyr, Trp)

Figura 1.5. Esquema general de las principales rutas catabdlicas que participan en la conversion de
aminoacidos durante la maduracion del queso. AT, aminotransferasa; HA-DH, hidroxiacido
deshidrogenasa; a-Cetoacido DC, a-cetodcido decarboxilasa; a-Cetoacido DH, a-cetoacido
deshidrogenasa; AlcDH, alcohol deshidrogenasa; AldDH, aldehido deshidrogenasa; Est, esterasa; MGL,
metionina y-liasa; CGL, cistationina y-liasa; CBL, cistationina B-liasa; TPL, tirosina-fenol liasa; TIL,
triptéfano-indol liasa; DMDS, dimetildisulfuro; DMTS, dimetiltrisulfuro; linea discontinua, degradacion no
enzimatica. Adaptado de Yvon y Rijnen (2001).
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La primera ruta de degradacién, transaminacién, la inicia una enzima
aminotransferasa que transfiere el grupo amino de un aminodacido a un a-cetoacido.
Los a-cetoacidos producidos por la transaminacion de los aminoacidos seran
degradados a otros compuestos bien por reacciones quimicas o bien por reacciones
enzimaticas (Fig. 1.5). Esta via del catabolismo es la que siguen los aminoacidos de
cadena ramificada (Val, Ile, Leu), los aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp), la
metionina y el acido aspartico. La segunda ruta, eliminacién, comienza con la
actividad de una enzima liasa, catalizando una reaccion de eliminacién que dara
lugar a la formacion de compuestos azufrados y otros compuestos (Fig. 1.5). Esta
ruta es particularmente importante para el catabolismo de los aminoacidos

aromaticos y la metionina (Smit et al., 2005b).

Tal y como se muestra en la Tabla 1.2, los aminoacidos son precursores de
compuestos importantes del aroma. El aroma final del queso dependerd de la
combinacién adecuada de aminoacidos y del equilibrio entre los compuestos
volatiles generados. Durante el proceso de maduracién del queso se dan unas
condiciones ambientales lejanas a las éptimas para la supervivencia de las BAL,
como son la ausencia de lactosa, baja temperatura, un pH acido y elevado
contenido en sal, que hacen que estas bacterias activen el catabolismo de
aminoacidos, siendo el dominante en la fase final de maduracion (Christensen et
al., 1999; Tamman et al., 2000). Ademas, los procesos catabdlicos que ocurren
dependen tanto del género bacteriano y su fisiologia como de procesos metabdlicos
especificos (Ganesan et al., 2004a y b), por lo que la capacidad de formacion de
compuestos volatiles de las bacterias lacticas se ha considerado como un proceso
cepa-dependiente (Seefeldt y Weimer, 2000; Yvon y Rijnen, 2001; Ganesan et al.,
2004a).
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Tabla 1.2. Compuestos del aroma derivados del catabolismo de aminodcidos (Requena y Peldez, 2007).

Aminodcido Metabolito Descripcion del aroma
3-Metilbutanal (isovaleraldehido) Malta, queso, chocolate
Leucina 3-Metilbutanol Malta, alcohol, queso fresco
Acido 3-Metilbutanoico (isovalerato) Sudor, queso fuerte, putrido, rancio
2-Metilbutanal Malta, queso, chocolate
Isoleucina 2-Metilbutanol Malta, alcohol
Acido 2-metilbutanoico Sudor, queso fuerte, putrido
2-Metilpropanal Malta, queso, platano, chocolate
Valina 2-Metilpropanol Malta, alcohol
Acido 2-Metilpropanoico (isobutirato) Sudor, rancio, 4cido
Fenilacetaldehido Floral, rosa
Feniletanol Floral, rosa, miel
Fenilalanina Acido fenilacético Miel
Benzaldehido Aceite de almendra amarga, cereza dulce
Acido feniletilacético Floral, pasto
Acido hidroxifenilacético
Tirosina p-Cresol Medicinal
Fenol Medicinal
L Escatol (3-metil indol) Naftalina, fecal
Triptéfano Indol Putrido, mohoso
Metional (3-metilpropional) Patata cocida, azufre
Metionol (3-metilpropionol) Patata
Acido metiltiopropidnico
Metionina Metanotiol Col cocida, ajo, cebolla, azufre

Dimetildisulfuro
Dimetiltrisulfuro
Dimetilsulfido

Acido metiltioacético

Col, ajo, queso maduro
Ajo, putrido, col
Col, ajo, azufre

Acido aspartico

Diacetilo (2,3-butanodiona)
Acetoina (3-hidroxi-2-butanona)
Acido acético

Mantequilla, nuez
Mantequilla, leche acida
Vinagre, agrio, acido

1.3.1. Catabolismo de aminoacidos iniciado por una reaccion

de transaminacion

La ruta de transaminacion se inicia por la actividad de aminotransferasas
que convierten los aminoacidos en sus correspondientes a-cetoacidos (Hemme et
al., 1982). Los a-cetoacidos se transforman posteriormente por via quimica y/o
enzimatica en aldehidos, alcoholes y ésteres, algunos de los cuales son potentes
compuestos volatiles. En la Tabla 1.3 se muestran los compuestos generados por
esta via a partir de los aminoacidos relevantes en la formacion de aroma. En los
siguientes apartados se detallan cada una de las actividades enzimaticas implicadas

en esta ruta metabdlica (Fig.1.6).
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Tabla 1.3. Nombre y naturaleza quimica de los principales compuestos derivados del catabolismo de
aminoacidos a través de la ruta iniciada por una aminotransferasa. AA, aminoacido. Adaptado de Smit et
al. (2005b) y Ardé (2006).
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Figura 1.6. Esquema de la ruta de degradacion de los a-cetoacidos. Adaptado de Liu et al. (2008) y
Smit et al. (2009). Claves numéricas: 1, aminotransferasa; 2, glutamato deshidrogenasa; 3, hidroxiacido
a-cetoacido descarboxilasa;

deshidrogenasa;

4,

o-cetoacido deshidrogenasa; 5,

deshidrogenasa; 7, aldehido deshidrogenasa; 8, esterasa.
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1.3.1.1. Actividad aminotransferasa

Las aminotransferasas son enzimas dependientes de piridoxal-5-fosfato
responsables de la conversion de los aminoacidos en su correspondiente a-
cetoacido mediante la transferencia del grupo amino del aminoacido a una molécula
aceptora, que generalmente es el a-cetoglutarato, que se transforma en acido
glutamico (Yvon et al., 1998) (Figs. 1.6 y 1.7). Aunque en las reacciones de
transaminacion en L. /actis, el a-cetoglutarato es el principal aceptor de grupos
amino (Yvon et al., 1997; Engels et al., 2000; Yvon et al., 2000), también hay
otros a-cetoacidos que pueden ser utilizados como aceptores, como son piruvato y
oxalacetato (Ganesan y Weimer, 2007). Sin embargo, en estos dos ultimos casos
las actividades aminotransferasas resultaron ser mucho menores que con el a-
cetoglutarato (Yvon et al., 1997; Yvon et al., 2000).

AA ramificados,
aromaticos, Met

NH

R a-Cetoglutarato

OH \\ //
N/
\ /

BcaT, AraT ‘U‘
\\

o /0

¥

Acido glutdmico
OH

(o]
a-Cetoéacidos

Figura 1.7. Conversion de los aminoacidos (AA) en a-cetoacidos por la accién de enzimas
aminotransferasas. BcaT, aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada; AraT,
aminotransferasa de aminodacidos aromaticos.

En BAL, se han identificado vy -caracterizado diversas enzimas
aminotransferasas (Yvon et al., 1997; Gao y Steele, 1998; Rollan et al., 1998;
Rijnen et al., 1999a; Engels et al., 2000; Yvon et al., 2000) siendo BcaT la enzima

que realiza la actividad aminotransferasa preferentemente en los aminoacidos de
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cadena ramificada (BCAA, “branched chain amino acids”) y AraT la de aminoacidos
aromaticos. En el genoma de L. lactis IL1403 se han anotado 12 posibles
aminotransferasas (Bolotin et al., 2001), algunas de las cuales estan adn sin
caracterizar. La actividad BcaT de L. lactis ha sido caracterizada por Yvon et al.
(2000) y la de aminoacidos aromaticos AraT por Yvon et al. (1997) y Gao y Steele
(1998). BcaT es activa frente a los tres BCAA (leucina, isoleucina y valina) y en
menor medida frente a metionina (Rijnen et al., 2003). AraT es activa frente
aminoacidos aromaticos, principalmente fenilalanina, y en mucha menor medida
frente a leucina y metionina, solapandose asi con los sustratos de la enzima BcaT
(Rijnen et al., 1999a y 2003). Aunque el papel individual de las aminotransferasas
de L. lactis en el catabolismo de aminoacidos sélo se conoce parcialmente, estudios
realizados mediante la inactivacion de ambos genes araT y bcaT, tanto
separadamente como en conjunto, demostraron que estas enzimas son esenciales
para la formacion de compuestos volatiles derivados de aminoacidos aromaticos y
de cadena ramificada y que participan de manera importante en la formacién de

compuestos volatiles azufrados (Rijnen et al., 1999b y 2003; Yvon et al., 2000).

Para que las reacciones de transaminacidon se produzcan es necesaria la
presencia de un aceptor del grupo amino, que generalmente es el a-cetoglutarato,
ya que es el a-cetodcido aceptor con el que tienen mas afinidad las
aminotransferasas. Por ello, se considera que la transaminacion y mas aun, la
formacion de a-cetoglutarato, es uno de los factores limitantes en la formacién de
compuestos volatiles en queso durante el proceso de maduracion. Diversos estudios
realizados con pastas de quesos en los que se empleaba la adicion exdgena de a-
cetoglutarato para mejorar el aroma en queso a través del incremento en la
actividad aminotransferasa, demostraron que se producia un aumento significativo
de la cantidad de compuestos aromaticos producto del catabolismo de los
aminoacidos (Yvon et al., 1998; Banks et al., 2001; Shakeel-Ur-Rehman y Fox,
2002). Igualmente se ha demostrado que las aminotransferasas compiten por el a-
cetoglutarato, de ahi que la produccién de compuestos volatiles se vea afectada por
las actividades relativas que tengan sobre determinados aminoacidos (Kieronczyk
et al., 2004). Por otro lado, se ha descrito que el a-cetoglutarato puede
autodegradarse hasta acidos grasos (Ganesan et al., 2004a), lo que limitaria aun

mas la reaccion de transaminacion.

La transaminacién de metionina conduce a la formacién de acido a-
cetometil-tio-butirato (KMBA) (Fig. 1.5), del que parte se convierte quimicamente
en metil-tioacetaldehido, metanotiol y dimetilsulfuros. Tanto en lactococos como en

lactobacilos, la conversion de metionina se inicia principalmente por
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transaminacién, aunque parte puede demetiolarse en una reaccion de eliminacion

que da lugar a metanotiol (Requena y Pelaez, 2007) (Fig. 1.5).

1.3.1.2. Actividad glutamato deshidrogenasa

En BAL, la reaccion de transaminacidon se encuentra generalmente ligada a la
desaminacion oxidativa del glutamato hacia acido oxoglutarico (a-cetoglutarato),
reaccién catalizada por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) (Fig. 1.6 [2]).
En L. lactis, el a-cetoglutarato puede producirse por tres rutas metabdlicas, dos de
ellas requieren citrato permeasa y citrato liasa (Lapujade et al., 1998) y por via
GDH.

Las enzimas GDH son un grupo muy heterogéneo, lo que ha llevado a
distintas clasificaciones a lo largo de su estudio. Una clasificacién reciente divide a
estas enzimas en cuatro grupos distintos. Las clases GDH-1 y GDH-2 son pequefias
enzimas hexaméricas ampliamente distribuidas en bacterias y que son capaces de
emplear indistintamente NAD* o NADP* como coenzima (Andersson y Roger, 2003).
Segun esta clasificacién, el grupo GDH-3 lo componen GDHs de mayor tamafio (115
kDa) encontradas mayoritariamente en hongos y protistas (Andersson y Roger,
2003). Finalmente, el grupo GDH-4 son enzimas NAD* especificas, con un tamafo
aproximado de 180 kDa y que han sido descritas en algunos géneros de
eubacterias (Mifiambres et al., 2000; Andersson y Roger, 2003). Sin embargo, la
clasificacion habitual de las GDHs se realiza en funcion de sus especificidades
metabdlicas, las dependientes de NAD* (E.C. 1.4.1.2) y aquellas dependientes de
NADP* (E.C. 1.4.1.3). La actividad GDH-NAD* se relaciona con un papel
fundamentalmente catabdlico, mientras que la dependencia de NADP* supone una
implicacion de la enzima en la asimilacion de amonio y por tanto en la sintesis de
acido glutdmico (Smith et al., 1975).

Es importante tener en cuenta que las enzimas GDH juegan un papel
relevante en el metabolismo del nitrégeno ya que permiten la asimilacion del
amonio libre empleando el glutamato como molécula de almacenaje de nitrégeno,
cuando los niveles de amonio son elevados. En cambio, cuando los niveles de
amonio son bajos, la GDH degradaria el exceso de glutamato, generando el a-
cetoglutarato que quedaria a disposicion de la célula para procesos de obtencién de
energia y biosintesis (Smith et al., 1975; Brunhuber y Blanchard, 1994). También
se han descrito otras funciones importantes asociadas a la actividad GDH y su

capacidad de producir a-cetoglutarato, como por ejemplo, su papel en el
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crecimiento y supervivencia de Lactobacillus plantarum bajo diferentes condiciones
ambientales (Siragusa et al., 2011), su papel en la proteccién frente al estrés
oxidativo en Pseudomonas fluorescens (Mailloux et al., 2009), o su intervencion en
la regulacion de la produccion de B-lactano en Penicillium chrysogenum (Thykaer et
al., 2008).

Se ha detectado la presencia de la actividad GDH en algunas cepas de
diferentes BAL, incluidas cepas de L. /actis de origen no lacteo (Tanous et al., 2002;
Kieronczyk et al., 2003; Helinck et al., 2004; Guttiérrez-Méndez et al., 2008) y
ademas, se ha caracterizado el gen que codifica la actividad GDH en una estirpe
silvestre de L. lactis aislada de guisantes (Tanous et al., 2005a). La actividad se
encuentra localizada en un plasmido que contiene multiples elementos IS, los
cuales podrian haber intervenido en eventos de transferencia entre L. /actis (Tanous
et al., 2006) y otros microorganismos pertenecientes a los géneros Streptococcus,

Pediococcus y Lactobacillus (Yvon, 2006; Tanous et al., 2007).

Como se ha comentado anteriormente, se considera la disponibilidad de a-
cetoglutarato como el factor limitante para la produccion de compuestos aromaticos
a partir de aminoacidos en queso (Yvon et al., 2000; Tanous et al., 2002; Yvon,
2006). De ahi la importancia de intensificar las reacciones iniciales del catabolismo
de aminoacidos, para lo cual se han descrito dos estrategias fundamentalmente: la
primera de ellas, mediante la adicion exdgena de a-cetoglutarato previa a la
maduracion del queso (Yvon et al., 1998; Banks et al., 2001); la segunda opcién
consistiria en el empleo de cepas con actividad GDH y asi con capacidad para
producir a-cetoglutarato a partir del glutamato presente en el queso. La actividad
GDH es poco frecuente en L. lactis aunque, como ya se ha mencionado con
anterioridad, tiene un papel relevante en la formacion de precursores de
compuestos aromaticos a partir de aminoacidos, lo que le conferiria a la cepa que la

contenga un gran valor afiadido para la maduracion de queso.

1.3.1.3. Actividad hidroxiacido deshidrogenasa

Los a-cetoacidos producidos por transaminacion pueden reducirse dando
lugar a hidroxiacidos (Roudot-Algaron e Yvon, 1998) (Fig. 1.6 [3]). Estos
compuestos, sin embargo, no participan en el sabor ni en el aroma de queso, ni
tampoco son precursores de compuestos del aroma (Yvon y Rijnen, 2001). La
reaccion de hidrogenacion estd catalizada por enzimas hidroxiacido
deshidrogenasas (HA-DH) dependientes de NAD(H). Las enzimas HA-DHs, en
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general, admiten una amplia variedad de sustratos y se encuentran en dos formas
estereoespecificas, D- y L-, aunque la forma L- es la mas inusual. Entre las
diferentes HA-DHs estudiadas, una de las mejor conocidas es la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), cuya especifidad de sustrato estd fundamentalmente
limitada al piruvato, al que reduce a acido lactico (Garvie, 1980; Taguchi y Ohta,
1991; Llanos et al., 1992; Delcour et al., 1993; Bhowmik et al., 1994; Savijoki y
Palva, 1997). Otras enzimas HA-DHs han sido denominadas genéricamente
hidroxiisocaproato deshidrogenasas (Hic-DH), ya que el a-cetoisocaproato (KIC) es
su sustrato preferente. Las enzimas Hic-DH son generalmente homodimeros con un
tamafo de subunidad entre 30.000 y 38.000 Da y, aunque son activas frente a
distintos sustratos como los a-cetoacidos alifadticos de cadena sencilla, los a-
cetoacidos derivados de BCAA, fenilpiruvato y también frente al KMBA derivado de
la metionina, su sustrato preferente es el KIC derivado de la leucina (Yvon y Rijnen,
2001).

En BAL, las HA-DHs desempefian un papel importante en el mantenimiento
del balance redox intracelular a través de la conversién del NADH generado durante
la glicdlisis (Smit et al., 2005b). El analisis de los genomas de L. lactis I1L1403 vy
MG1363 (Bolotin et al., 2001; Wegmann et al., 2007) mostraron que L. lactis
poseia varias HA-DHs, presentando homologia con otras HA-DHs de otras bacterias
lacticas. Sin embargo, se demostréo experimentalmente que ninguna de estas
presuntas enzimas tenia actividad HA-DH (Chambellon et al., 2009). De hecho, esta
actividad fue identificada, mediante mutagénesis aleatoria, en el producto
codificado por el gen panE, que habia recibido dicha anotacion por su homologia
con ketopantoato reductasas. Ademas, se comprobd que la enzima codificada por
panE era la Unica responsable de la reduccion de los a-cetoacidos de cadena

ramificada a a-hidroxiacidos en L. lactis (Chambellon et al., 2009).

La hidrogenacion de los a-cetoacidos se trata, por tanto, de una reaccion
estereoespecifica y reversible, que se encuentra ampliamente distribuida en BAL, y
gue afecta negativamente al flujo de las reacciones dirigidas hacia la formacion de

compuestos volatiles mediante la disminucién de la concentracion de a-cetodcidos.

1.3.1.4. Actividad cetoacido deshidrogenasa

Los a-cetoacidos resultantes de la transaminacion de aminoacidos pueden
dar lugar a 4acidos carboxilicos sin formacion transitoria de aldehido via

descarboxilaciéon oxidativa (Fig. 1.6 [4]) (Yvon y Rijnen, 2001). Esta conversion la
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cataliza el complejo cetoacido deshidrogenasa, que estd formado por tres
componentes cataliticos: una a-cetoacido deshidrogenasa (E1), que a su vez se
compone de las subunidades a y B, una dihidrolipoil transacilasa (E2) y una
lipoamida deshidrogenasa (E3) (Reed, 1974; Yvon y Rijnen, 2001). El primer paso
de la reaccién supone la conversion del a-cetoacido en su acil-coenzima A que

posteriormente sera transformado en el acido organico correspondiente.

Aunque el complejo cetoacido deshidrogenasa no se ha caracterizado
todavia en BAL, si se ha detectado dicha actividad en L. /actis (Gao et al., 1997;
Yvon et al., 1998) y en propionibacterias (Thierry et al., 2002), donde actua
fundamentalmente a pH 5,5 y se inhibe por arsénico trivalente. La desaminacion
oxidativa de a-cetoacidos por este complejo tiene también un papel relevante en la
formacion de aroma en queso, ya que los acidos carboxilicos como por ejemplo el
isovalérico (derivado de BCAA) o el indolacético y el hidroxifenilacético (derivados
de aminoacidos aromaticos) son potentes compuestos volatiles. Ademas, estos
acidos carboxilicos son a su vez precursores de otros compuestos aromaticos como

ésteres, tioésteres o tioles, el cresol y el escatol.

1.3.1.5. Actividad cetoacido descarboxilasa

La descarboxilacién no oxidativa de los a-cetoacidos derivados de
aminoacidos aromaticos, de cadena ramificada y de la metionina conduce a la
formacion de los aldehidos correspondientes (Fig. 1.6 [5]). Entre los aldehidos
formados, han acaparado gran parte de la atencidn en los ultimos afios aquellos
formados a partir de BCAAs, como 2-metilpropanal y 2- y 3-metilbutanal, por
intervenir de forma importante en el desarrollo del aroma de algunos quesos
(Barbieri et al., 1994). Estos aldehidos aportan un aroma asociado a malta o
chocolate y tienen bajos umbrales de deteccion (Sheldon et al., 1971). Ademas,
debido a que en concentraciones muy elevadas estos aldehidos pueden conferir
sabores anormales, su correcta formacion juega un papel fundamental en el

balance del aroma final.

Los estudios realizados hasta ahora indican que en BAL, la habilidad para
producir concentraciones notables de aldehidos a partir de a-cetoacidos es muy
poco frecuente y dependiente de cepa (Smit et al., 2004b; Fernandez de Palencia
et al., 2006; Yvon, 2006; Liu et al., 2008). La actividad a-cetoacido descarboxilasa
ha sido descrita s6lo en algunas especies de bacterias lacticas (Hickey et al., 1983;
Ayad et al. 1999; De la Plaza et al., 2004 y 2006; Helinck et al., 2004; Smit et al.,
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2004a; Liu et al., 2008), encontrandose que en L. /actis se relaciona en mayor
medida con cepas que no tienen un origen lacteo (Tucker y Morgan, 1967; Smit et
al, 2004b). La enzima a-cetoacido decarboxilasa, codificada por el gen kivD o kdcA,
fue purificada y caracterizada por primera vez en L. lactis por De la Plaza et al.
(2004) y posteriormente por Smit et al. (2005a). De los genomas de L. /actis
publicados en la actualidad (Bolotin et al., 2001; Makarova et al., 2006; Wegmann
et al., 2007, Linares et al., 2010; Siezen et al., 2010; Chen et al., 2011), se puede
observar la presencia del gen kivD en L. lactis CV56; L. lactis KF147 y en L. lactis
IL1403. En el caso de L. lactis 1L1403, el gen kivD es idéntico en un 74% al
anotado como ipd en el genoma de L. /actis 1L1403, que presuntamente codifica
una indolpiruvato decarboxilasa y esta interrumpido por la insercion de un elemento

1S983, responsable de la pérdida de actividad de la enzima.

El estudio de De la Plaza et al. (2004) mostré que el gen kivD de L. lactis
IFPL730 presenta un tamano de 1647 pb y codifica para una proteina de 61 kDa. La
proteina KivD es una enzima a-cetodcido descarboxilasa no oxidativa, dependiente
de tiamina difosfato, incluida dentro del grupo de enzimas piruvato descarboxilasas.
Para llevar a cabo la descarboxilacion del a-cetoacido necesita la presencia de Mg**,
aunque también se activa ante otros cationes bivalentes como Ca’*, Co®* y Mn?*,
asi como con Na* (De la Plaza et al., 2004). KivD presenta una alta especificidad
frente al acido a-cetoisovalérico, metabolito intermediario de la sintesis de leucina y
valina, aunque también tiene actividad descarboxila sobre cetoacidos derivados de
la metionina y de la fenilalanina (Amarita et al., 2001; De la Plaza et al., 2004;
Smit et al., 2005a).

La enzima KivD (denominada asi por su maxima especificidad frente al a-
cetoisovalerato) es considerada clave para la formacién de aldehidos procedentes
de BCAAs (De la Plaza et al., 2004 y 2009; Smit et al., 2005a; Yvon, 2006). Estos
aldehidos pueden oxidarse por una enzima aldehido deshidrogenasa a los
correspondientes acidos organicos. Dado que estos &acidos también pueden
formarse directamente por descarboxilacion oxidativa de los a-cetoacidos, es
probable que las bacterias utilicen preferentemente esta via que economiza
energia, no habiéndose encontrado actividad a-cetoacido descarboxilasa en
bacterias lacticas de forma generalizada (Smit et al., 2005b; Fernandez de Palencia
et al., 2006).
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1.3.1.6. Actividades alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa

Las enzimas alcohol deshidrogenasa (AlcDH) y aldehido deshidrogenasa
(AldDH) catalizan la reducciéon de aldehidos a alcoholes y la oxidacion de los
mismos a acidos carboxilicos, respectivamente (Fig. 1.6 [6 y 7]). Estas actividades
han sido relativamente poco estudiadas en BAL pero de ellas se sabe que en el caso
de la enzima AlcDH, el equilibrio de la reaccion suele estar desplazado hacia la
formacion de alcohol y, que la enzima AldDH emplea NAD* como aceptor de
hidrégeno y el equilibrio de la reaccién suele estar desplazado hacia el acido
organico (Nosova et al., 2000; Smit et al., 2005b).

Recientemente, el estudio de comparacion de genomas de varias bacterias
lacticas realizado por Liu et al. (2008) evidencia la presencia de varias enzimas con
actividad AlcDH y una bifuncional con actividad AldDH/AIcDH en L. lactis.

1.3.1.7. Actividad esterasa

El catabolismo de aminoacidos puede dar lugar a la formaciéon de ésteres
como etilbutirato, etilisovalerato y feniletilacetato, que suelen ser los responsables
del aroma frutal y floral de ciertos quesos como Cheddar y Camembert (Bills et al.,
1965; Roger et al., 1988; Fox y Wallace, 1997; Kubickova y Grosch, 1997).

Los ésteres se forman por la reaccion entre acidos carboxilicos y alcoholes
(Fig. 1.6 [8]). Fernandez et al. (2000a) demostraron mediante la inactivacion del
gen estA, que codifica una esterasa que cataliza |a biosintesis de ésteres derivados
de acidos grasos de cadena corta, que en L. lactis la actividad esterasa quedaba
anulada al mutar dicho gen. Posteriormente, se demostré que efectivamente, en L.
lactis, estA codifica la Unica enzima responsable de la sintesis de acidos grasos de
cadena corta in vitro (Nardi et al., 2002). A pesar de ello, la extrapolacion de esos
resultados al queso es realmente dificil, ya que el equilibrio de la reaccion de
esterificacién depende de diversos factores, como la actividad de agua (Smit et al,
2005b).

40



Introduccidén general

1.3.2. Catabolismo de aminoacidos iniciado por reacciones de
eliminacion

La degradacion de aminoacidos a compuestos voldtiles puede segquir,
ademas de la via catabdlica de transaminacidn, la ruta de degradacién por enzimas
liasas. En levaduras, micrococos y Brevibacterium linens, se han detectado las
actividades tirosina-fenol liasa y triptéfano-indol liasa, responsables de la B-
eliminacién de tirosina y triptéfano, que dan lugar a fenol e indol, respectivamente
(Fig. 1.5). Sin embargo, estas actividades no han sido detectadas en BAL
(Parliment et al., 1982; Jollivet et al., 1992; Gummala y Broadbent, 1999; Liu et
al., 2008), lo que hace suponer que en lactococos la conversion de estos
aminoacidos se realice por la ruta iniciada por una aminotransferasa (Gao et al.,
1997).

Los compuestos volatiles azufrados como metanotiol (MTL), dimetilsulfuro
(DMS), dimetildisulfuro (DMDS) y dimetiltrisulfuro (DMTS), tienen un gran impacto
en el perfil sensorial de quesos (Weimer et al., 1999; McSweeney y Sousa, 2000).
Estos compuestos derivan normalmente de metionina y cisteina (Fig. 1.8), los
cuales se encuentran generalmente en cantidades limitadas en los entornos lacteos
(Pieniazek et al., 1975; Rutherfurd y Moughan, 1998). En microorganismos
utilizados en la produccion de queso, la actividad liasa constituye la principal via de
degradacion de metionina (Yvon y Rijnen, 2001). Las enzimas liasas catalizan una
reaccion de eliminacion, utilizando como sustratos frecuentes los aminoacidos
azufrados, y en menor medida los aromaticos. Se trata en general de rutas cortas
ya que el tipo de degradacion del sustrato lleva directamente a la formacion de
compuestos de menor tamario y volatiles. Tal y como se muestra en la Fig. 1.8, la
demetiolacion de metionina conduce a la formacién de MTL, a-cetobutirato y
amonio gracias a la accién de las C-S liasas (cistationina B-liasa [CBL], cistationina
y-liasa [CGL] y metionina y-liasa [MGL]) (Alting et al., 1995; Bruinenberg et al.,
1997; Smacchi and Gobbetti, 1998a; Dobrick et al., 2000; Fernandez et al., 2000b,
Liu et al., 2008).

En lactococos, la produccion de compuestos volatiles azufrados es limitada
(Dias y Weimer, 1998a), y las reacciones estan catalizadas principalmente por las
actividades CBL y CGL. La funcion principal de estas enzimas es la eliminaciéon a-B y
una eliminacion a-y, respectivamente, que convierte la cistationina en homocisteina
o cisteina (Fig. 1.8). Ambas enzimas son dependientes de piridoxal-5’-fosfato (PLP)
y su pH 6ptimo de actividad esta proximo a un valor 8, aunque siguen siendo

activas a la concentracion de sal y al pH encontrados durante la maduracion en
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queso (Yvon y Rijnen, 2001). Ambas actividades, CBL y CGL, han sido detectadas
en diversas BAL como L. /actis (Alting et al., 1995), Lb. fermentum (Smacchi y
Gobbetti, 1998a), Lb. casei, Lb. helveticus y algunas cepas de B. linens (Dias y
Weimer, 1998a), pero solo se han purificado las enzimas de L. lactis y Lb.
fermentum. La enzima CBL ha sido purificada en L. /actis B78, y también se ha
identificado el gen que codifica dicha enzima (metC) (Alting et al., 1995; Fernandez
et al., 2000b). Se han purificado dos enzimas con actividad CGL, una en L. lactis
SK11 (Bruinenberg et al., 1997) y otra en Lb. fermentum (Smacchi yGobbetti,
1998a), y el gen cgl/ de L. lactis MG1363 fue caracterizado experimentalmente
(Dobric et al., 2000). El analisis de especificidad de sustrato de las enzimas sugiere
una funcién solapada entre CBL y CGL. Por ejemplo, se ha observado que la CBL es
capaz de catalizar una a,y-eliminacién en L. lactis B78 y MG1363 al igual que lo
haria la CGL (Alting et al., 1995; Dobric et al., 2000).
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Figura 1.8. Conversidn de la metionina en compuestos azufrados volatiles en L. lactis. En esta ruta
aparecen las enzimas: MetE, metionina sintasa; AT, aminotransferasa; KivD, a-cetoisovalerato
descarboxilasa; esterasas y las enzimas C-S liasas (CBL, cistationina a,B-liasa; CGL, cistationina a,y-
liasa; YtjE, cistationina a,y-liasa; CysK, cisteina sintasa). H,S, sulfuro de hidréogeno; KMBA, a-
cetometiltiobutirato; DMS, dimetilsulfuro; DMDS, Dimetildisulfuro; DMTS, dimetiltrisulfuro. Las lineas de
puntos indican degradaciones quimicas. Adaptado de Smit et al. (2005b) y Liu et al. (2008).
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Dentro de este grupo de C-S liasas se encuentra la enzima YtjE,
caracterizada en nuestro laboratorio (Martinez-Cuesta et al., 2006), y que posee
una actividad de a,y-eliminacion que degrada la metionina en MTL (Fig. 1.8). Para
la caracterizacion de dicha actividad, se clond el gen ytjE de L. lactis 1L1403 en
Escherichia coli, se sobreexpresd y purific6 como proteina recombinante. YtjE
mostré actividad C-S liasa, compartiendo homologia con la familia de enzimas
MalY/PatC implicadas en la degradacion de L-cisteina, L-cistina y L-cistationina.
Igualmente, se observd una actividad a,y-liasa sobre L-metionina. Ademas,
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) se
comprobd que la actividad YtjE daba lugar a la formacion de H,S, a través de
cisteina, y de metanotiol y sus productos derivados, DMDS y DMTS, a través de
metionina (Martinez-Cuesta et al., 2006). Por tanto, YtjE compartiria con otras
liasas (CBL y CGL) la propiedad de degradar aminoacidos azufrados para producir

compuestos aromaticos de interés.

La actividad metionina y-liasa (MGL) cataliza la a,y-eliminacién de la
metionina y se ha detectado principalmente en brevibacterias y corinebacterias,
siendo B. linens la primera cepa en la que se detecté dicha actividad (Ferchichi et
al., 1985). La enzima fue posteriormente purificada y caracterizada por Dias y
Weimer (1998b). Recientemente, estudios en los que se ha mutado el gen mg/ que
codifica para esta enzima (Arfi et al., 2003; Amarita et al., 2004; Bonnarme et al.,
2004), demostraron la pérdida total de produccion de compuestos volatiles
azufrados por la cepa mutante, confirmando asi la importancia de esta enzima en la
produccion de compuestos azufrados en B. linens. Sin embargo, segun el estudio de
Liu et al. (2008) ninguno de los genomas de bacterias lacticas estudiados parece

tener el gen mgl.

1.3.3. Catabolismo no enzimatico de aminoacidos

Aunque la mayor parte de los compuestos aromaticos en queso se producen
a partir de reacciones enzimaticas ocurridas durante la maduracion, también
pueden obtenerse compuestos volatiles como consecuencia de reacciones quimicas
(Figs. 1.5 y 1.8). Tal es el caso de compuestos como el benzaldehido y el
metiltioacetaldehido, que se pueden formar a partir de conversiones quimicas de
los a-cetoacidos derivados de la fenilalanina y metionina (acido fenilpirdvico y
KMBA, respectivamente) (Villablanca et al., 1987; Nierop Groot y De Bont, 1998;
Gao et al., 1997; Bonnarme et al., 2004; Smit et al., 2004c). En estudios en los
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que se simulaban condiciones de queso, también se ha observado la degradacion
espontanea de hidroxifenilpiruvato a hidroxibenzaldehido (Kieronczyk et al., 2004),
y en quesos semicurados se encontraron cantidades significativas tanto de

benzaldehido como de hidroxifenilbenzaldehido (Yvon et al., 1998).

La conversidon quimica de a-cetoacidos, especialmente del a-cetoisocaproato
que deriva de la leucina, ha sido estudiada con gran detalle y se ha observado que,
al igual que en el caso del hidroxifenilpiruvato, puede ocurrir en condiciones de
maduracién de queso (Smit et al., 2009). Por tanto, el aldehido 2-metilpropanal
puede formarse a partir de una conversidn enzimatica derivada de la valina y a
partir de una conversién no enzimatica procedente de la leucina. La conversidn
guimica se basa en una oxidaciéon con gran dependencia de la disponibilidad de
sustrato (a-cetoacido y oxigeno), de manganeso y del pH (Smit et al., 2004c;
Kieronczyk et al., 2006).

Otra degradacién quimica observada es la llamada degradacion de Strecker,
un paso importante en la reaccion de Maillard y que generalmente se define como
la reaccién que ocurre entre el grupo amino de un aminoacido con un grupo a-
dicarbonilo de un azlcar reductor (Hofmann y Schieberle, 2000; Martins et al.,
2000). En el caso de la leucina, su grupo amino puede reaccionar con el grupo
dicarbonilo de un azucar reductor, produciéndose una deaminacion seguida de una
decarboxilacion y derivando en la formacion de 3-metilbutanal (Rizzi, 1998; Smit et
al., 2009).

1.3.4. Regulacion del metabolismo de aminoacidos

En BAL, el metabolismo de aminoacidos estd regulado por diferentes
mecanismos especificos que incluyen tanto el control bioquimico de las enzimas
como de su expresion en respuesta a la disponibilidad de sustratos, asi como por
sistemas de regulacion globales que actlan a nivel transcripcional (Guédon et al.,
2005). La biosintesis de aminoacidos esta altamente regulada y, por lo tanto, las
condiciones de crecimiento de los cultivos iniciadores podrian afectar también a su
capacidad de formaciéon de compuestos volatiles (Smit et al., 2005b). Por ejemplo,
la biosintesis de los aminoacidos de la familia del glutamato (Glu, GIn, Arg y Pro)
depende de la propia biosintesis de glutamato que a su vez se ve afectada por la
concentracion del ion amonio en el medio (van Kranenburg et al., 2002). En L.
lactis, por ejemplo, el gen que codifica para una cistationina B-liasa (cb/ o metC) se

transcribe junto al gen cysK, que codifica para una cisteina sintasa (Fernandez et
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al., 2000b). La expresion del grupo metC-cysK esta influenciada por la cantidad de
metionina y cisteina existente en el medio de crecimiento (Fernandez et al., 2002),
por lo que altas concentraciones de estos aminoacidos reducirian la transcripcién y
la actividad B-liasa se veria afectada, comprometiendo la formacién de compuestos
volatiles azufrados (Smit et al., 2005b).

En general, las bacterias controlan el uso de los nutrientes mediante
reguladores globales de la transcripcion, tales como CcpA y CodY, vinculando la
expresiéon de genes al cumulo intracelular de determinados metabolitos
(Sonenshein, 2007). Ademas de esos reguladores existen otra serie de factores que
actuan a nivel de operdn o gen, afectando a enzimas implicadas tanto en la
biosintesis como en la degradacion de aminoacidos (Guédon et al., 2001a; Smit et
al., 2005b; Liu et al., 2008).

1.3.4.1. Regulacion general del metabolismo del nitrégeno por CodY

El regulador transcripcional CodY se encuentra en una gran variedad de
bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C, aunque la mayoria de los
estudios se han llevado a cabo en Bacillus subtilis y L. lactis (Ratnayake-
Lecamwasam et al., 2001). Este regulador controla la mayor parte de los genes
implicados en la asimilacion de péptidos, incluyendo su transporte y la degradacion
por peptidasas (Guédon et al., 2001c), y ademas controla la expresion de algunos
transportadores de aminoacidos. Asimismo, reprime la expresion de novo de la
mayoria de los genes implicados en la rutas de biosintesis de aminoacidos, tales

como BCAAs, glutamato-glutamina, histidina, serina, treonina, lisina y asparagina.

Tanto en L. lactis como en B. subtilis, los BCAAs son los efectores
intracelulares que activan la represion por CodY (Guédon et al., 2001c; Petranovic
et al., 2004; Shivers y Sonenshein, 2004; Sonenshein, 2007), por ello, en ambas
especies, CodY ejerce un control feedback sobre la ruta de biosintesis de sus
efectores directos. Diversos estudios han confirmado que la isoleucina (Ile) es el
efector mas importante de entre todos los BCAAs para activar a CodY (Shivers y
Sonenshein, 2004; Guédon et al., 2005; den Hengst et al., 2005a). Un exceso de
Ile provocaria una inhibicion del crecimiento, ya que se bloquearian las rutas de
biosintesis de aminoacidos en dependencia de la unidon CodY-Ile (Goupil-Feuillerat
et al., 1997). Este efecto ha sido observado en varios estudios en L. /actis en los

que se empleaban medios quimicamente definidos (“chemically defined media”,
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CDM) (Guédon et al., 2005), asi como en medios complejos como leche
(Chambellon e Yvon, 2003).

Segun los estudios de Guédon et al. (2005) y Den Hengst et al. (2005b), los
genes que son potencialmente regulables por CodY presentan en posicién -35 de la
region  promotora una secuencia palindrdmica de 15 nucledtidos
(AATTTTCNGAAAATT) que actla como una region de alta afinidad para CodY. Se ha
demostrado que la presencia de la denominada caja CodY es suficiente para
provocar una regulacion mediada por CodY in vivo. Ademas, se ha identificado esta
secuencia palindromica en la region promotora del propio gen codY, indicando que
CodY regula su propia sintesis y requiere de una caja CodY y BCAAs para

interactuar con su promotor (Den Hengst et al., 2005b).

1.3.4.2. Regulacion del sistema proteolitico

Ante carencias en la disponibilidad del nitrégeno, las BAL regulan la actividad
del sistema proteolitico para asegurarse el balance de nitrégeno adecuado para la
célula (Savijoki et al., 2006). Los primeros estudios sugerian que ciertos residuos
aminoacidicos hidrofébicos y di/tripéptidos actuaban como moléculas efectoras para
regular la transcripcion del sistema de transporte de oligopéptidos, Opp, en L. lactis
(Kunji et al., 1996; Detmers et al., 1998). Posteriormente, se comprobd mediante
técnicas de protedmica, que en L. lactis la expresion de ciertas proteinas del
sistema proteolitico (Opp, PepO1, PepN, PepC, PepF y OptS) era inducida cuando se
crecia al microorganismo en un medio carente de algunos aminoacidos y péptidos
(Gitton et al., 2005). En la actualidad, se ha demostrado que el sistema proteolitico
queda reprimido por CodY cuando L. /actis crece en un medio rico en nitréogeno, y la
expresion de los genes implicados solo se reestablece en condiciones limitantes de
BCAAs (Guédon et al., 2005; Den Hengst et al., 2005b).

Asimismo, se han detallado mecanismos regulatorios independientes de
CodY, como los observados para las peptidasas PepF (Gitton et al., 2005), PepO1 y
PepC (Vido et al., 2004). Se han descrito otros dos reguladores mas para controlar
la actividad proteolitica de lactococos, como CtsR y TrmA que regulan a proteasas
del grupo Clp (Frees et al., 2001; Varmanen et al., 2000). También se ha
observado que la fuente de carbono afecta a la expresion del gen pepP en L. lactis

sugiriendo una regulacion a través de CcpA (Guédon et al., 2001b).
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1.3.4.3. Regulacion del metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada

La mayor parte de los lactococos son auxotréficos para algunos aminoacidos
como los BCAAs (Andersen y Elliker, 1953; Reiter y Oram, 1962). Por ello, L. lactis
utiliza a los BCAAs como sefales moleculares directas para activar al represor
CodY, asegurandose a su vez el propio suministro de estos aminoacidos (Godon et
al., 1993). El papel clave de los BCAAs en la regulacion mediada por CodY se refleja
en el hecho de que el operdn ilv (implicado en la biosintesis de BCAAs) es uno de
los mas reprimidos, especialmente cuando la isoleucina interviene en la regulacién
(Godon et al., 1992; Goupil-Feuillerat et al., 1997 y 2000; Den Hengst et al.,
2005a).

La expresion de enzimas que participan en el catabolismo de los BCAAs
también se ha visto que estd afectada por la actividad de CodY. Por ejemplo, los
genes bcaT y araT en L. lactis NCDO763 fueron reprimidos en CDM suplementado
con casitona, observandose que el principal efector de CodY era el contenido en
isoleucina (Chambellon e Yvon, 2003). En el trabajo realizado por De la Plaza et al.
(2009) se observd, al igual que en el caso de araT y bcaT, la represion del gen kivD
de L. lactis IFPL730 por CodY. En ese trabajo se sugiere que el papel del a-
cetoisovalerato (KIV) como metabolito intermedio en la biosintesis de valina vy
leucina podria influir en la ausencia del efecto represor de CodY mediado por esos
aminoacidos en la expresion de kivD. Ademas, la deficiencia de leucina o valina
indicaria a la célula que el flujo metabodlico controlado por KivD deberia ser dirigido
desde KIV hasta la sintesis de leucina y valina y no hacia la ruta catabdlica (De la
Plaza et al., 2009).

1.3.4.4. Regulacion del metabolismo de aminoacidos azufrados

Existe una gran diversidad en relacién a los mecanismos de regulacion
genética de las enzimas implicadas en el metabolismo de la metionina y la cisteina
en BAL y otras bacterias Gram-positivas (Liu et al., 2008), por lo que son
numerosos los estudios que abordan su regulacion (Sperandio et al., 2005 y 2007;
Hullo et al., 2007). Se han descrito diversos mecanismos de regulacién, dos
sistemas de regulacion a nivel de RNA y al menos tres sistemas a nivel de DNA
(Rodionov et al., 2004).

En L. lactis, la mayor parte de los genes implicados en las rutas biosintéticas

de metionina y cisteina, asi como aquellos relacionados con la interconversion y

47



Introduccién general

transporte de estos aminoacidos, estan controlados por un unico regulador, Fhur
(CmbR) (Fernandez et al. 2002). Fhur (CmbR) es un regulador que pertenece a la
familia de reguladores transcripcionales de LysR y activa directamente la expresion
de estos genes empleando como co-efector el primer intermediario en la sintesis de
cisteina, el O-acetil-L-serina (OAS). Se ha demostrado que la union de CmbR a los
promotores de genes como cysD, cysM, metB2, cysK, metA, metB1, ytjE, entre
otros (Sperandio et al., 2005), estad estimulada por bajas concentraciones de
metionina, cisteina y OAS, por lo que la enzima CysE, implicada en la sintesis de
OAS, controlaria la actuacion de CmbR (Fernandez et al., 2002; Golic et al., 2005;
Sperandio et al., 2005).

1.3.4.5. Regulacion del metabolismo de otros aminoacidos

En la regulacién del metabolismo de la arginina pueden actuar factores
transcripcionales especificos y globales (Guédon et al., 2001b). En L. lactis se han
identificado dos factores transcripcionales homélogos, ArgR y AhrC, implicados
tanto en la represion de la biosintesis de arginina, como en la activacion de su ruta
catabdlica (Larsen et al., 2004). También se ha observado la existencia de una
conexién entre el metabolismo de la arginina con la respuesta al estrés generado
por la ausencia de azucar (Chou et al., 2001), sugiriéndose la implicaciéon del
regulador del metabolismo del carbono CcpA en la regulacion de esas rutas (Kunji
et al., 1993; Gaudu et al., 2003)

La enzima glutamina sintetasa (GS) es la responsable de la asimilaciéon de
iones amonio para producir glutamina, un donador de nitrogeno para la sintesis de
aminoacidos, bases y vitaminas (Reitzer, 1996). En L. /actis, el gen g/lnA (que
codifica para GS) se sitla en posicion downstream al gen g/inR formando el operdn
glnRA, vy el regulador GInR reprime la transcripcion del operdn g/inRA en respuesta

al contenido extracelular de glutamina y amonio (Larsen et al., 2006).

En L. /actis se ha caracterizado la regulacion de la transcripcion de los genes
implicados en la biosintesis del triptéfano. Los estudios de Raya et al. (1998)
demostraron que la expresién del operdn trp aumentaba en 3-4 veces cuando algun
aminoacido faltaba al crecer al microorganismo en CDM. Asimismo, la transcripcion
del operodn his (implicado en la biosintesis de histidina) fue reprimido en presencia

de histidina, sugiriendo la existencia de un represor (Delorme et al., 1999).
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1.4. Intensificacion y diversificacion del aroma en queso

mediante el control del catabolismo de aminoacidos.

Como ya se ha descrito en apartados anteriores, en la conversion de
aminoacidos hacia compuestos aromaticos se encuentran implicadas numerosas
reacciones tanto enzimaticas como quimicas, aunque solo unas pocas han sido
estudiadas en profundidad (Yvon, 2006; Liu et al., 2008).

Durante los ultimos afnos, los estudios realizados sobre el metabolismo de
aminoacidos en los microorganismos que participan en la maduracion del queso han
aportado una visién nueva acerca de la formaciéon de compuestos volatiles, por lo
gue el control del catabolismo de aminoacidos de estos microorganismos puede ser

una via prometedora para dirigir, intensificar y diversificar el aroma final del queso.

1.4.1. Compuestos asociados al aroma en queso

La percepcion sensorial del queso determina en gran medida la calidad del
mismo. Esta percepcion sensorial es un proceso muy complejo en el que
intervienen multitud de factores como son los compuestos aromaticos, la textura y

el aspecto (Laing y Jinks, 1996).

El aroma del queso es tan complejo que en ocasiones se le ha otorgado a un
tipo de queso un aroma uUnico. Esto no coincide con la realidad, ya que existe un
amplio rango de compuestos volatiles especificos, que estan presentes en
cantidades variables y que son los que en conjunto conforman el aroma tipico en
cada variedad de queso. Diferentes estudios acerca del aroma en el queso no han
conseguido encontrar un compuesto Unico que, de manera aislada contribuya al
aroma caracteristico de cada tipo de queso (Manning, 1979a y b; Bosset y Gauch,
1993; Engels y Visser, 1994; Urbach, 1995). Se considera, sin embargo, que el
aroma en cada tipo de queso viene dado por un delicado equilibrio existente entre

la multitud de compuestos que lo forman (Milder, 1952; Fox y Wallace, 1997).

En el queso se puede encontrar una amplia gama de compuestos aromaticos
de diferentes clases, que en su mayoria han sido originados a partir del
metabolismo bacteriano, bien de forma directa como productos de rutas
metabolicas (por ejemplo aldehidos y acidos grasos) o bien, como resultado de

combinaciones quimicas de diferentes productos (por ejemplo S-metil-tioésteres)
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(Cuer et al., 1979; Lamberet et al., 1997; Lee et al., 1997; Weimer y Dias, 2005).
Entre las clases de compuestos con mayor contribucién al aroma en queso se
encuentran los acidos grasos, aldehidos, aminoacidos, alcoholes, cetonas, ésteres,
péptidos y compuestos volatiles azufrados (Urbach, 1993). Estos compuestos se
generan a partir de los sustratos disponibles durante la maduracion del queso,
resultantes del metabolismo de los azlcares, proteinas y lipidos (Urbach, 1995;
Gallardo-Escamilla et al., 2005).

Tabla 1.4. Ejemplos de compuestos aromaticos importantes en cuatro tipos de quesos y el metabolismo
de los sustratos de los que se originan. Adaptado de Smit et al. (2005b).

Metabolismo Gouda Cheddar Camembert Suizo y Masdam
Aminoacidos 3-Metilbutanal 3-Metilbutanal Metional
3-Metilbutanol Acido isovalérico 3-Metilbutanal 3-Metilbutanal
Metanotiol Metional Metional Escatol
Dimetilsulfuro (DMS) Dimetildisulfuro (DMDS)
2-Metilpropanol DMTS

Dimetiltrisulfuro (DMTS)

Azlcar Diacetilo Acido propionico 2,3-Butanediona Acido propionico
Diacetilo Diacetilo
Lipidos Acido butirico Acido butirico
Butanon Acido acético
Hexanal 1-Octan-3-ona
Pentanal Butanona
Rutas combinadas Etilbutirato Etilbutirato Etilbutirato
Limonene Etilhexanoato Etilhexanoato

Etil-3-metilbutanoato
Feniletilacetato

En la Tabla 1.4 se muestran algunos de los compuestos aromaticos con
mayor impacto en diferentes quesos y el origen de los mismos. De acuerdo con
Dacremont y Vickers (1994), el metional, con una nota de aroma similar a patata
cocida, tiene una contribucion importante en el aroma de quesos como el Cheddar.
Otros compuestos azufrados como metanotiol, dimetildisulfuro (DMDS) vy
dimetiltrisulfuro (DMTS), que aportan notas de aroma similar a ajo y azufrado,
tienen importancia en la mayoria de quesos (Kubickova y Grosch, 1997; Curioni y

Bosset, 2002). El 3-metilbutanal o isovaleraldehido es un potente compuesto
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aromatico derivado del metabolismo de la leucina que, en bajas concentraciones,
aporta un aroma afrutado muy apreciado en algunos quesos como el Camembert.
Del metabolismo de la leucina también deriva el acido isovalérico que confiere un
aroma entre rancio y putrido y que contribuye al aroma caracteristico de los quesos
muy curados (Smit, 2004). Entre los compuestos derivados del metabolismo de los
acidos grasos, destaca el acido butirico que confiere un potente aroma entre dulce
y agrio muy caracteristico. Este tipo de aroma también viene dado en ocasiones por
la presencia del acido carboxilico derivado de la valina, el acido isobutirico
(Arctander, 1994; Curioni y Bosset, 2002). A los compuestos derivados de
aminoacidos aromaticos, como fenilacetaldehido y 2-feniletanol, se les otorgan
notas florales muy apreciadas (Kubickova y Grosch, 1997; Carunchia-Whetstine et
al., 2005), aunque la fenilalanina también puede dar lugar a compuestos como p-
cresol, indol o escatol, que pueden no ser deseados en algunos quesos (Yvon et al.,
2000).

Como se ha mencionado con anterioridad, en cada tipo de queso no solo es
importante la composicion cuantitativa de los compuestos volatiles presentes, si no
que tiene que existir un equilibrio adecuado entre ellos para que el aroma y el
sabor percibido por el consumidor sea el deseado. Los estudios centrados en la
identificacion de compuestos aromaticos clave en diferentes variedades de quesos
muestran que la degradacion de aminoacidos es uno de los procesos principales en
la formacion de aroma. Por ello, el control del catabolismo de aminoacidos durante
la maduracion se postula como una de las vias para dirigir la formacién del aroma

de un queso.

1.4.2. Control de la formacion de aroma a nivel de la

transaminacion de aminoacidos

Dado que la transaminacién es una reaccién clave en la formacién de aroma,
el control a este nivel puede alcanzarse desde dos estrategias. La primera de ellas
consistiria en un incremento del aroma a partir del incremento global de la reaccion
de transaminacion. Diversos estudios han demostrado que la adicion exdgena de a-
cetoglutarato (factor limitante de la reaccion), supone el incremento de las
conversiones de aminoacidos aromaticos, BCAAs y metionina, en compuestos
aromaticos potentes que intensificaban el aroma del queso (Rijnen et al., 1999b;
Yvon et al., 1998; Banks et al., 2001). La segunda estrategia consistiria en Ia

potenciacion de un determinado aroma mediante el control de las reacciones
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enzimaticas que dan lugar a los compuestos que lo originan. Por ejemplo, dirigir la
transaminacion hacia compuestos derivados de BCAAs mediante el empleo de
microorganismos con la maquinaria enzimatica necesaria, obtenida bien por
ingenieria metabdlica, o bien tras la seleccion de las cepas silvestres adecuadas. En
base a esta segunda opcidn, los estudios de Rijnen et al. (2000) ya demostraron
que la expresion del gen que codifica la enzima GDH en L. /actis producia una
mayor concentracion de &cidos carboxilicos, que son potentes compuestos

aromaticos.

1.4.3. Control de la formacion de aroma a nivel de la reaccion

de eliminacion a partir de metionina

En ciertos tipos de queso como el Cheddar o los de bajo contenido en grasa
se ha intentado incrementar la formacion de compuestos aromaticos azufrados
mediante la intensificacion de la degradacion de la metionina a metanotiol. La
mayor parte de los estudios realizados en este campo se han centrado en la
seleccion de cepas o el empleo combinado de diferentes cepas con las actividades
enzimaticas de interés (Weimer et al., 1997; Bonnarme et al., 2001; Arfi et al.,
2006; Kakgli et al., 2006). Dias y Weimer (1999) demostraron que la adicién de B.
linens o metionina d-liasa pura a pastas de queso con L. /actis daba lugar a un
incremento en la formacion de compuestos azufrados volatiles en queso Cheddar de
bajo contenido en sal. Estudios mas recientes como los de Hanniffy et al. (2009)
han demostrado que existe una gran variabilidad inter e intraespecifica para
producir compuestos azufrados en BAL aisladas de leche cruda, siendo los
lactococos los que mayor actividad C-S liasa presentaban y en algunos casos
llegaban a producir mayor concentracién de compuestos azufrados volatiles que B.

linens, conocida por su eficiencia en la producciéon de metanotiol.
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1.4.4. Potencial de las bacterias lacticas para formar

compuestos volatiles

Dentro de las BAL existe una gran diversidad, no solo a nivel de especie si
no también a nivel de cepa, en su capacidad para formar compuestos volatiles (van
Hylckama Vlieg y Hugenholtz, 2007; Tan-a-Ram et al., 2011). Esta gran diversidad

viene dada por tres mecanismos principalmente:

(i) Los genes que codifican las enzimas clave para la formaciéon de compuestos
volatiles solo son expresados por algunas cepas de ciertas especies tal y
como se ha visto en el caso de la enzima KivD en L. /actis, relacionada con la
produccion de 3-metilbutanal (De la Plaza et al., 2004; Smit et al., 2004a;
Smit et al., 2005b).

(i) Se pueden dar variaciones en las enzimas de una misma especie por
pequefas diferencias en su secuencia aminoacidica que pueden resultar en
una actividad catalitica alterada. Por ejemplo, la cistationina B-liasa de dos
cepas de L. lactis que presentaban una homologia superior al 90% tenian

una actividad muy diferente (van Hylckama Vlieg y Hugenholtz, 2007).

(iii) La expresion de muchas enzimas relacionadas con la produccion de
compuestos volatiles estd fuertemente regulada genéticamente, como el
sistema proteolitico de L. lactis (Chambellon e Yvon, 2003; den Hengst et
al., 2005a; den Hengst et al., 2006).

La diversidad observada en la capacidad de formacién de compuestos
volatiles por BAL también ha sido observada al comparar cepas silvestres con cepas
de laboratorio. Se ha demostrado que algunas estirpes silvestres de L. lactis
aisladas de nichos naturales son capaces de producir mas compuestos volatiles que
las cepas industriales. Esto se ha relacionado con una mayor capacidad de
biosintesis de aminoacidos y, por tanto, con una mayor actividad enzimatica
relacionada con su metabolismo (Cocaign-Bousquet et al., 1995; Ayad et al., 1999;
Ayad et al., 2000; Mauriello et al., 2001; Tavaria et al., 2002). Los lactococos
empleados en la industria lactea poseen una capacidad limitada para la sintesis de
aminoacidos debido a la ausencia de algunas rutas enzimaticas. Esto puede ser
consecuencia de su adaptacién a la leche, ya que aqui se encuentran la mayoria de
aminoacidos disponibles a través de las caseinas. Sin embargo, las cepas silvestres

no estdn asociadas a ambientes ricos como la leche, lo que las hace mas
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dependientes de su propia biosintesis de aminoacidos. En algunos casos, los
aromas producidos por estas cepas silvestres se definen como achocolatados,
afrutados o “de queseria” y se deben a la produccién de aldehidos y alcoholes
derivados de BCAAs, que en cantidades altas pueden conferir olores anormales al
queso (Morales et al., 2003). No obstante, si estos compuestos se encuentran en el
balance adecuado pueden contribuir positivamente al aroma de quesos duros de

maduracién prolongada como el Parmesano (Barbieri et al., 1994).

Aunque se ha avanzado en el conocimiento de las enzimas de BAL
implicadas en el metabolismo de aminoacidos, todavia quedan rutas del
catabolismo de aminodcidos que es necesario caracterizar en cepas silvestres. El
estudio de actividades directamente implicadas en la degradacién de a-cetoacidos y
la determinacidon de su capacidad para producir compuestos volatiles, podria dar
lugar a la seleccidon de cepas silvestres con determinadas actividades enzimaticas
gue aceleren, intensifiquen o diversifiquen la formacién de aromas en queso,
evitando tener que recurrir a la ingeniera metabdlica y por tanto a los organismos
modificados, a la hora de buscar productos con un determinado perfil aromatico
(Kleerebezem et al. 2003; Smit et al., 2005b; Liu et al., 2008; Tan-a-ram et al.,
2011).

1.5. Factores fisicos implicados en la formacion de aroma

durante la maduracion del queso

El control del desarrollo de la produccién de aroma en el queso depende de
la retencion, adicion o desarrollo de los agentes de maduracion en la leche y del
control de su actividad en el tiempo. Gran parte de los compuestos implicados en el
aroma del queso estan directamente relacionados con los microorganismos
presentes y su metabolismo. Aln asi, es importante tener en cuenta que estos
microorganismos a su vez estan en gran medida condicionados por los factores
fisico-quimicos que se dan durante el procesado de la leche, las condiciones de
maduracion, el transporte y el almacenaje del queso. Ademas, los factores fisico-
quimicos contribuyen a la prevencidn del crecimiento de microorganismos no

deseados en el queso (Russel y Gould, 1991).
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El proceso de maduracion hace de la matriz del queso un ambiente dindamico
formado a modo de red por proteinas, lipidos, minerales y agua, siendo la caseina
(fundamentalmente as-caseinas) el principal componente estructural. Ademas, la
etapa de maduracion se caracteriza por: (1) la falta de carbohidratos disponibles
(alcanzando los niveles de lactosa valores proximos a cero ya en la primera semana
de maduracién, en el caso de quesos prensados), provocando que los
microorganismos alcancen la fase estacionaria de crecimiento; (2) un descenso del
pH de hasta un 4,7%; y (3) un contenido en sal en torno al 4% (Crow et al., 1993).
Estas condiciones hacen que las BAL se enfrenten a la falta de nutrientes y al
estado de estrés, provocando la activacion de mecanismos de respuesta
relacionados con su metabolismo de supervivencia, algunos asociados a la
regulacién de la expresion de enzimas relacionadas con la produccién de aromas
(Rallu et al., 1996). En el caso de L. lactis, ante la falta de sustratos que aporten la
energia requerida, redirige su metabolismo hacia el consumo de los aminodcidos

generados en la proteolisis (Rallu et al., 1996).

1.5.1. Influencia de la sal

La sal juega un papel importante en la textura, la vida util del queso y en su
aroma, debido al impacto que ejerce sobre el crecimiento microbiano, la actividad
de agua vy las actividades enzimaticas. Ademas, contribuye a la formacién de la
corteza, al sabor y a completar el desuerado (Guinee y Fox, 2004). El salado del
gueso puede realizarse por inmersidon en salmuera (como en quesos tipo Emmental
y Manchego) o afiadiendo sal a la cuajada molida antes al final del proceso de
fabricacion (por ejemplo en queso Cheddar y Cottage). La cantidad de sal que
incorpora el queso durante el salado depende de varios factores como la
concentracion salina, el contenido en humedad, la duracién y la temperatura del
proceso, el tipo de matriz proteica, la cantidad de materia grasa y la relacion
superficie/volumen del queso (Mistry, 2007). En general, el contenido en sal de un
gueso dependerd de la variedad del mismo, aunque normalmente se encuentra

comprendida en un rango variable entre 0,5% y 5% (Kosikowski y Mistry, 1999).

La concentracion de sal tiene importantes efectos sobre los procesos
proteoliticos ocurridos durante la maduracidn del queso. En las primeras fases de la
maduracion, la protedlisis primaria supone la degradacion de as;- y B-caseinas a
péptidos de menor tamario por las enzimas residuales de la coagulacion de la leche.

Esta actividad se ve afectada por la concentracion de sal, de tal forma que, en
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general, la protedlisis se ve inhibida en presencia de niveles elevados de sal
(5,7%), mientras que se ve favorecida a niveles bajos (Guinee y Fox, 2004). Sin
embargo, algunos estudios han observado que las B-caseinas son especialmente
sensibles al contenido en sal (Thomas y Pearce, 1981; Kelly et al., 1996). El bajo
contenido en sal de algunos quesos, como por ejemplo el Emmental, puede
provocar cambios conformacionales en las B-caseinas inhibiendo su protedlisis. Por
lo tanto, quesos con escaso o nulo contenido en sal tenderdan a desarrollar un
exceso de acidez y amargor debida a la accion de las proteinasas de las BAL
(Thomas y Pearce, 1981; Kelly et al., 1996; Guinee y Fox, 2004). O’Connor (1971)
ya demostrd que existe una correlacion entre la formacion de aroma y el sabor del
queso y los parametros fisico-quimicos pH y salinidad. Estudios mas recientes,
(Curtin et al., 2001; Williams et al., 2002; De Angelis et al., 2010), mediante el
empleo de cultivos secundarios, han demostrado el efecto que tienen las
condiciones fisico-quimicas propias de la maduracion sobre enzimas relevantes en

la formacidén de aromas, como las aminotransferasas o la GDH.

1.5.2. Influencia del pH

El pH del queso es uno de los factores fisicos que mas afecta a su
estructura, a nivel de la matriz de las micelas de caseinas y sus propiedades
funcionales, como por ejemplo la dureza. Ademas, tiene un papel critico en el
crecimiento y la supervivencia de los microorganismos del queso, tanto si son
patdogenos o no, al estar intimamente relacionado con el catabolismo del acido
lactico y la produccion de amonio (Hill et al., 2007). El valor de pH alcanzado en un
gueso durante el proceso de elaboracion y de maduracion es caracteristico de cada
variedad, aunque pueden distinguirse tres grupos: (i) quesos frescos, con poca
acidez y valores de pH 5,8 - 6,5; (ii) variedades de maduracién suave con valores
de pH por debajo de 5,0; (iii) variedades con pH por encima de 5 (Hill et al., 2007).
Las primeras fases de fabricacién del queso son las que determinan la velocidad de
produccion de la acidez, alcanzédndose el pH propio de cada variedad de queso.
Posteriormente, durante la maduracién se elevan los niveles de pH, registrandose

los valores maximos cuando la actividad proteolitica de las BAL es elevada.

La sensibilidad de las enzimas frente a condiciones de maduraciéon en queso
depende no solo de cada enzima, sino también del sustrato que empleen y del
microorganismo que las posea (Gobbetti et al., 1999a y b). De forma que, por

ejemplo, las enzimas cistationina liasas, implicadas en el metabolismo de Ia
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metionina, de L. /actis subsp. cremoris MG1363 son mas tolerantes y se mantienen
activas frente a valores bajos de pH y temperatura, mientras que las de B. linens se
ven inhibidas en esas mismas condiciones (Curtin et al., 2001). Otros estudios han
determinado que las aminotransferasas de los lactococos se mantenian estables a
valores de pH 5 - 5,5, indicando que podrian mantener su actividad en condiciones
de maduracion y asi contribuir a la formacién de compuestos aromaticos en queso
(Engels, 1997; Yvon et al. 1997; Gao y Steele, 1998).

1.5.3. La temperatura de maduracion

La maduracion de quesos industriales tiene lugar en cédmaras donde la
temperatura y la humedad estan controladas. La temperatura de maduracion
caracteristica de cada variedad estd condicionada, en ocasiones, por los
requerimientos de los cultivos secundarios. Varia de 22-24 ©°C para el queso
Parmesano, de 12-20 °C para quesos madurados por mohos, de 6-8 °C para
Cheddar, etc. Estas temperaturas maximas se mantienen un periodo de tiempo
determinado y luego se reducen a unos 4 ©°C. La duracion del periodo de
maduracion puede abarcar desde 7 a 14 dias en el caso de los quesos tiernos hasta
mas de 2 afios en quesos tipo Parmesano (Fox, 1993). Una de las maneras mas
eficientes de acelerar la maduracién del queso es mediante el aumento de la
temperatura del proceso. Este aumento supone una aceleracién en los procesos de
protedlisis (Folkertsma et al., 1996), lipdlisis (Folkertsma et al., 1996; O’'Mahoney
et al., 2006), ademas de la influencia que ejerce sobre las bacterias del queso. Pero
también conlleva cambios en la textura y el aroma del queso que suelen ser
perjudiciales (Folkertsma et al., 1996). Sin embargo, estudios recientes como los
de Ong et al. (2009) aseguran que a 8 °C, durante la maduracién de queso
Cheddar con Lb. casei, se generan productos derivados de la protedlisis y acidos
organicos que contribuyen al aroma del queso. Autores como De Angelis et al.
(2010) han comprobado como variaciones en la temperatura pueden afectar
negativamente a la actividad GDH en diferentes cepas de lactobacilos. El efecto que
puede tener la temperatura en condiciones de maduracién sobre la actividad
metabodlica de los microorganismos del queso estda intimamente ligada a otros
factores como el pH. Ummadi y Weimer (2001) estudiaron el catabolismo del
triptofano en B. linens en condiciones 6ptimas para la bacteria (pH 6,5; 25 °C) y de
maduracion de queso (pH 5,2; 15 °C), y pudieron observar que B. linens solo
catabolizaba el triptéfano cuando se encontraba en condiciones oOptimas de

temperatura y pH, y no en las condiciones del queso. Algunos autores han
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observado que en cepas de Lactobacillus paracasei y L. lactis, existe una actividad
residual de aminotransferasas a 10 °C que podria contribuir a la regeneracién de
aminoacidos en condiciones de maduracion en queso (Yvon et al., 1997; Yvon et
al., 2000; Williams et al., 2002).

5.1.4. La actividad de agua

La humedad de un queso estd determinada principalmente por la
composicién del mismo, el pH, el contenido en sal y la temperatura a la que ha sido
sometido durante su produccién y maduracién. El porcentaje de humedad
encontrado en los distintos tipos de queso es muy variable y abarca desde valores
superiores al 80% en algunos quesos frescos hasta valores inferiores al 30% en
algunos quesos duros (Hill et al., 2007). La actividad de agua (ay), junto con el pH,
es uno de los factores fisicos que mas limitan la supervivencia y el crecimiento de
los microorganismos del queso. El contenido en sal del queso determina en gran
parte el valor minimo aproximado de a, que permite el crecimiento de bacterias,
levaduras y hongos, que son 0,92, 0,83 y 0,75, respectivamente (Fox et al., 2000).
Durante la maduracion del queso, la a, disminuye a valores de 0,94 - 0,98
aproximadamente, debido a la acumulacion de solutos de bajo peso molecular
resultantes del metabolismo de proteinas vy lipidos, asi como por la disminucién del
agua empleado en reacciones de hidrdlisis (Beresford et al., 2001). Este nivel de a,
dista considerablemente del éptimo requerido por los microorganismos del cultivo
iniciador, por lo que controlar el nivel de a, directa o indirectamente (mediante el
control de salinidad y del pH) es importante para dirigir el crecimiento y actividad
metabdlica de las LAB (Beresford et al., 2001; Guinee y Fox, 2004).
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CAPITULO II

Objetivo y plan de trabajo

Lactococcus lactis es uno de los componentes principales de los cultivos
iniciadores empleados en la fabricacion de queso, contribuyendo entre otras
propiedades a la textura y al desarrollo del aroma y sabor del queso. La seleccién y
aplicacion de cepas silvestres como cultivos iniciadores o como adjuntos constituye
una aproximacion interesante para la modificacién de determinadas caracteristicas
del producto, como puede ser la percepcién aromatica asociada a un tipo

determinado de queso.

En este sentido, el catabolismo de aminoacidos resulta clave para la
formacion de compuestos volatiles durante el proceso de maduracién de un queso,
existiendo varias rutas catabdlicas en las que pueden participar diferentes clases de
enzimas como aminotransferasas, decarboxilasas, liasas y deshidrogenasas, entre
otras. La ruta de degradacion de los aminoacidos se inicia por una reacciéon de
transaminacion que conduce a la formacion de a-cetoacidos, los cuales son
limitantes en la formacién de aroma. Una de las vias para conseguir una eficiente
conversion de a-cetoacidos hasta aldehidos y acidos carboxilicos podria consistir en
el aumento de la disponibilidad de a-cetoglutarato a través de la actividad
glutamato deshidrogenasa. Otra posibilidad adicional podria abordarse mediante el
blogueo de la ruta de la hidroxiacido deshidrogenasa que convierte los a-cetoacidos
en sus correspondientes hidroxiacidos, los cuales no participan en la formacion de

compuestos del aroma.

Durante la maduracién del queso, los microorganismos se ven sometidos a
situaciones de estrés como la falta de nutrientes, cambios drasticos en el pH, en la
osmolaridad o en la temperatura, y que pueden determinar diferencias en la
expresion génica. De hecho, las cepas de L. /actis empleadas durante la fabricaciéon
del queso rara vez se encuentran en condiciones 6ptimas de crecimiento, por lo que
su capacidad de adaptacién a las situaciones de estrés y el efecto que dicha
adaptacién pudiera tener sobre su capacidad metabdlica para la formacién de
aroma son muy importantes desde el punto de vista industrial. La capacidad de
adaptacién de L. lactis a las diferentes condiciones del medio estd intimamente

relacionada con la elevada regulacion génica a la que estdn sometidas las enzimas
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que participan en el catabolismo de aminoacidos, siendo posible que su expresion
esté sometida a los mismos factores reguladores globales del metabolismo de

azucares y de nitrégeno.

Teniendo en cuenta los aspectos mencionados, la presente investigacion se
plante6 como una oportunidad excelente de continuar y completar los
conocimientos tedrico-practicos sobre el metabolismo de L. /actis, necesarios para

el disefio de cultivos iniciadores especificamente formadores de aroma.

Por ello, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la utilizacién de
estrategias enzimaticas encaminadas al control de la formacién de compuestos
volatiles por L. lactis. Para la consecucién de este objetivo se ha llevado a cabo el

siguiente plan de trabajo:

1. Identificar y caracterizar la presencia de la enzima glutamato deshidrogenasa,
enzima clave en el catabolismo de aminoacidos, en estirpes silvestres de L.

lactis.

2. Controlar el flujo metabdlico de formacidon y degradacion de a-cetoacidos
procedentes de la transaminacion de aminoacidos, mediante la inactivacién del
gen panE, que codifica la actividad hidroxiacido deshidrogenasa, en estirpes de

L. lactis con actividad glutamato deshidrogenasa.

3. Estudiar la regulacion de la expresion de enzimas del catabolismo de
aminoacidos en L. lactis y evaluar la formacion de compuestos volatiles en
condiciones de maduracion de queso. Estudio de la influencia de la mutaciéon del

gen pankE en L. lactis.
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CAPITULO III

Identificacion y caracterizacion de la actividad glutamato

deshidrogenasa en estirpes silvestres de Lactococcus lactis

3.1. INTRODUCCION

Lactococcus lactis se caracteriza por disponer de diferentes actividades
enzimaticas que actian durante la produccion de queso y que afectan a las
propiedades organolépticas, tanto en relacién a la textura como en el desarrollo del
aroma y sabor (Kunji et al., 1996; Smit et al., 2005b). Los aminoacidos son los
precursores de una larga variedad de compuestos volatiles y, por ello, diversas
enzimas son consideradas clave para su transformacién, como aminotransferasas,

deshidrogenasas, liasas y decarboxilasas, entre otras (Ganesan y Weimer, 2007).

En bacterias lacticas (BAL), para que las reacciones de transaminacion se
produzcan se requiere obligatoriamente la presencia de un aceptor de grupos
aminos. Los a-cetoacidos empleados para la transaminacién son, por tanto, un
factor limitante en el proceso de formacién de aromas, tal y como se ha
demostrado en el caso de lactococos (Yvon et al., 1997; Gao y Steele, 1998),
lactobacilos mesodfilos (Gummalla y Broadbent, 1996; Tamman et al., 2000;
Kieronczysk et al., 2001) y BAL termofilas (Gummalla y Broadbent, 1999; Helinck
et al., 2004). Ensayos realizados en pastas de queso demostraron que al afadir
exogenamente a-cetoglutarato, se observaba un aumento significativo de la
cantidad de compuestos aromaticos producto del catabolismo de los aminoacidos
(Yvon et al., 1998; Banks et al., 2001, Shakeel-Ur-Rehman y Fox, 2002). Otros
estudios en los que se pone de manifiesto el papel clave que juega la presencia de
a-cetoacidos en la formacion de aromas, son aquellos en los que tras sobreexpresar
enzimas catabdlicas como la a-cetoacido decarboxilasa, no se ha observado un
aumento de compuestos volatiles debido a la limitaciéon de la presencia del
cetoacido (Smit et al., 2005a), o en estudios de induccidon de lisis bacteriana que
han puesto de manifiesto la importancia de la transaminacidn en las reacciones de

catabolismo de aminoacidos (Martinez-Cuesta et al., 2006).

65



La actividad GDH en Lactococcus lactis

En L. lactis, el a-cetoglutarato puede producirse tedricamente por tres rutas
metabdlicas, via glutamato deshidrogenasa (GDH), que lo forma a partir de acido
glutamico, y por otras dos rutas relacionadas con el ciclo del citrato (Tanous et al.,
2005b) (Fig. 3.1).

EC Citrato
CitP
I PDH Plrt‘Jvato
4 OAA-DC
Acetil Co-A
v
. -~ CS
Citrato < - Oxalacetato
ACN : CitL
v
Isocitrato Asp - AT
Glu
IDH ™
a - Cetoglutarato
GDH1 Aspartato
Glutamato

Figura 3.1. Posibles rutas para la formacion de a-cetoglutarato en BAL. EC e IC se corresponden con
medio extracelular e intracelular, respectivamente. Ruta directa de GDH (glutamato deshidrogenasa),
flecha en negro; CitP (citrato permeasa), CitL (citrato liasa), OAA-DC (oxalacetato descarboxilasa) y
Asp-AT (aspartato aminotransferasa) de la ruta del citrato—oxalacetato (flechas en gris); PDH (piruvato
deshidrogenasa), CS (citrato sintetasa), PC (piruvato carboxilasa), ACN (aconitasa), IDH (Isocitrato
deshidrogenasa) de la ruta citrato-isocitrato (flechas punteadas negras). Adaptado de Tanous et al.
(2005b).

En la ruta citrato-oxalacetato se requiere la presencia de citrato permeasa y
de citrato liasa, encontrandose estas enzimas solo en cepas de L. /actis subsp. lactis
biovar. diacetylactis (Hugenholtz, 1993). La formacion de a-cetoglutarato a través
de la ruta citrato-isocitrato requiere la participacion de la via oxidativa del ciclo de

los acidos tricarboxilicos que lleva a la formacién de piruvato o citrato. En relacidn
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con la actividad de estas enzimas, varios estudios demuestran que en muchas
ocasiones la via oxidativa del ciclo de los acidos tricarboxilicos no es funcional en L.
lactis (Morishita y Yajima, 1995; Lapujade et al., 1998; Wang et al., 2000).

La enzima GDH cataliza la reaccidon reversible de desaminacién oxidativa del
glutamato en a-cetoglutarato y amonio empleando NAD*, NADP* o ambos como
cofactores de la reaccidn. En el caso de las enzimas GDH dependientes de NAD*
(E.C. 1.4.1.2), su actividad se relaciona con un papel fundamentalmente catabdlico,
mientras que la dependencia del cofactor NADP* (E.C. 1.4.1.3) supone una
implicacidon de la enzima en la asimilacién de amonio y, por tanto, en la sintesis de
acido glutamico (Smith et al., 1975). A través de un estudio de comparacion de
genomas de BAL se ha observado la presencia del gen gdh en Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus salivarius y Streptococcus thermophilus (Liu et al., 2008).
Asimismo se ha descrito la actividad GDH en estirpes silvestres de BAL tanto de
origen vegetal como lacteo (Tanous et al., 2002; Fernandez de Palencia et al.,
2006; Gutiérrez-Méndez et al., 2008). Hasta los estudios llevados a cabo por
Tanous et al. (2002) no se habia detectado la presencia del gen gdh, ausente en
estirpes de L. /actis empleadas en la produccion de queso y en el genoma de todas
las cepas de L. lactis secuenciadas hasta el momento, sugiriendo la posibilidad de

que el gen solo exista en algunas cepas de la especie.

El gen que codifica la actividad GDH en L. /actis NCDO1867 (cepa de origen
vegetal) es un gen monocistrénico que codifica para una proteina de 448
aminoacidos (GDH), implicada mayoritariamente en la biosintesis de glutamato, y
gue se localiza en un plasmido, pGdh442 (NCBI Ref. Sequence: NC_009435.1),
formando parte de un transposéon de la familia Tn3 (Tanous et al., 2005a). El
analisis de la secuencia del plasmido pGdh442 ha revelado que se trata de un
plasmido de gran tamano (68 kb) que puede ser transmitido de forma natural via
movilizaciéon conjugativa, aunque podria no ser compatible con otros plasmidos de

lactococos (Tanous et al., 2007).

A pesar de los numerosos trabajos centrados en el estudio de la degradacion
de amindcidos y de su papel en la formaciéon del aroma durante los procesos de
elaboracion y maduracion de queso, todavia no esta clara la prevalencia de la
enzima GDH en estirpes silvestres de L. /actis de origen lacteo. Ademas, debido
también a que la actividad GDH es una de las actividades clave en la formacion de
compuestos aromaticos a partir de aminoacidos, en el presente trabajo nos hemos
centrado en la determinacién génica de la presencia del gen gdh y la

caracterizacion de la actividad GDH en estirpes de L. lactis procedentes de quesos
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elaborados de forma artesanal con leche cruda (Fontecha et al., 1990; Cogan et al.,
1997).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

Durante este estudio se emplearon 39 estirpes silvestres de la especie L.
lactis, todas ellas pertenecientes a la coleccidon del Departamento de Biotecnologia y
Microbiologia de los Alimentos del Instituto de Investigacién en Ciencias de la
Alimentacién (CIAL). También se emplearon la cepa L. lactis 1L1403 (NCBI Ref.
Seq.: NC_002662) (Bolotin et al., 2001) como control negativo de GDH, y la estirpe
L. lactis TIL504, cedida por la Dra. M. Yvon (INRA, Jouy en Josas), como control

positivo en los distintos ensayos.

Los microorganismos empleados se cultivaron en caldo M-17 (Pronadisa)
suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa (G-M17). Los indculos a partir del stock
se realizaron al 1% (v/v) y la incubaciones se realizaron durante 18 - 24 h a 30 °C

en condiciones de aerobiosis.

3.2.2. Técnicas para la deteccion de la actividad enzimatica
GDH

La actividad GDH fue evaluada en las distintas cepas de L. lactis a partir de

extractos intracelulares mediante ensayos enzimaticos colorimétricos.

3.2.2.1. Obtencion de los extractos intracelulares

Los extractos libres de células (“cell free extracts”, CFEs) se obtuvieron a
partir de cultivos de las cepas de L. lactis durante la etapa de crecimiento
exponencial (DO a 660 nm entre 0,6 - 0,8). A partir de un cultivo de 50 ml, se
centrifugaron las células a 8.000 x g durante 15 min, a 4 °C. El sedimento celular

obtenido se lavod varias veces con tampodn fosfato 50 mM a pH 6,5 intercalando

68



La actividad GDH en Lactococcus lactis

entre los lavados centrifugaciones a 8.000 x g a 4 °C durante 5 min. Tras los
lavados, se resuspendid el sedimento celular en 1 ml de tampdn fosfato 50 mM (pH
6,5) y se mezclé con 1 g de bolas de vidrio (didmetro < 106 ym, Sigma-Aldrich)
para romper las células de forma mecanica. Para ello, se empled el equipo FastPrep
(Savant) con tres ciclos de agitacién durante 45 s a 5,5 m/s alternados con sendos
periodos de reposo en hielo. El extracto obtenido se centrifugd a 21.000 x g
durante 10 min, para desechar las bolas de vidrio y los restos celulares. Tras la
centrifugacion, los sobrenadantes obtenidos se emplearon como CFEs en los

sucesivos ensayos enzimaticos.

La concentracion de proteina en los CFEs se determindé mediante el ensayo

de Bradford (Bradford, 1976), empleando albimina sérica bovina como estandar.

Todas las centrifugaciones necesarias durante el proceso de obtencién de los
CFEs fueron realizadas en la centrifuga Universal 16R Hettich Zentrifugen

(Génesis).

3.2.2.2. Determinacion de la actividad enzimatica GDH

La actividad GDH en los CFEs se determiné empleando el método
colorimétrico comercial L-Glutamic Acid Test (Boehringer Manheim, R-Biopharm)
con algunas modificaciones (Kieronczyk et al., 2003). Este test de analisis
enzimatico evalla la capacidad reductora presente en la reaccién (Fig. 3.2a), como
consecuencia de la desaminacion oxidativa del acido glutdmico en presencia de la
enzima GDH. Posteriormente, en una segunda reaccion consecutiva catalizada por
la enzima diaforasa (Fig. 3.2b), se produce la conversion del cloruro de
iodonitrotetrazolio (INT) en formazan, que es detectable en su maximo de

absorbancia mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 492 nm (Asg,).

El kit comercial L-Glutamic Acid Test tiene como finalidad determinar la
concentracion de acido glutamico en las muestras de ensayo, por lo que para poder
evaluar la actividad GDH se modificaron las mezclas de reaccién tal y como se

detalla a continuacion.
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(@ L-Glutamato + NAD(P)* + H,O &> 2-Oxoglutarato + NAD(P)H + NH,*
GDH

(b) NAD(P)H + INT + H* NAD(P)* + Formazan
Diaforasa

Figura 3.2. Reacciones consecutivas del test colorimétrico L-Glutamic Acid. INT, cloruro de
iodonitrotetrazolio.

Para cada muestra, la mezcla de reaccién consistié en 40 ul de tampén (50
mM fosfato potasico, 50 mM trietanol amina [TEA, pH 9,0], 1% de Triton X-100
[Panreac]), 20 pl de acido L-glutdmico 100 mM, 20 ul de INT 2 mM (Sigma-
Aldrich), 20 pl de diaforasa (1,76 U/ml), 20 uyl de NADP* 13,8 mM (Sigma-Aldrich)
o NAD* 17,33 mM (Sigma-Aldrich), 30 pl de CFE, y se completé con agua hasta un
volumen final de 300 pl. La reaccidn colorimétrica se inicié en el momento en que
se afiadieron los CFEs a las distintas mezclas de reacciéon. Se evalud la actividad

GDH en cada estirpe de L. /actis en las siguientes condiciones de reaccion:
1) En presencia de substrato (acido glutdmico) y NAD* como cofactor.
2) Sin acido glutamico pero con NAD" como poder reductor.
3) En presencia de acido glutdmico y NADP* como cofactor.

4) Sin acido glutdmico pero con NADP* como poder reductor.

Cada cepa de L. lactis se analizd por triplicado, en tres ensayos distintos y
empleando los cuatro tipos de reaccion. Las muestras que no contenian &cido
glutamico se emplearon como controles para sustraer las actividades dependientes
de NAD(P)" presentes en el CFE que no utilizan glutamato como sustrato. Se
dejaron transcurrir las reacciones a 37 °C durante un tiempo total de 150 min,
realizandose medidas puntuales de A4, en distintos tiempos. Las reacciones se
llevaron a cabo por triplicado en microplacas transparentes de 96 pocillos con fondo

plano (Sarstedt). Las medidas de espectrofotometria se realizaron empleando el
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equipo Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific). Los resultados se expresaron en

nmol de NAD(P)H formado por minuto y por mg de proteina del CFE.

3.2.3. Técnicas de biologia molecular

La presencia del gen gdh en las diferentes cepas de L. lactis se analizd

mediante PCR e hibridacion Southern.

3.2.3.1. Obtencion de ADN plasmidico

Las cepas de L. lactis seleccionadas para la extraccion de ADN plasmidico se
crecieron en G-M17 hasta alcanzar una DO a 660 nm entre 0,6 - 0,8. Las células se
obtuvieron tras centrifugar un volumen de 20 ml de cultivo a 19.000 x g durante 5
min y se lavaron con solucién salina al 0,85%. La reaccion de lisis celular se llevo a
cabo empleando 200 pl de Solucion I (20% sacarosa, Tris 10 mM, acido
etilendiaminotetraacético [EDTA] 10 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0) a la que se le
afadio 30 mg/ml de lisozima (Sigma-Aldrich) y 0,1 mg/ml de RNasa A
(Fermentas). Las muestras se incubaron a 37 °C durante 1 h para que se
completara la lisis celular. A continuaciéon se afiadieron 400 pl de Solucion II
(dodecilsulfato sédico [SDS] al 1%, NaOH 0,2 N). La reaccion se mezclé por
inversion y las muestras fueron incubadas a 0 °C durante 5 min. Posteriormente, se
anadieron 300 pl de acetato potasico 5 M, pH 4,8 (conservado en frio), se mezcld
por inversion y las muestras se mantuvieron durante diez minutos a 0 °C. Tras
centrifugar las muestras a 19.000 x g durante 15 min (4 °C), se recogieron los
sobrenadantes y se procedid a la precipitacion del ADN en suspension. Para ello, se
anadié un volumen equivalente de isopropanol (conservado en frio) y se
centrifugaron las muestras a 19.000 x g durante 15 min (4 °C). El sedimento
resultante se lavd con 350 pl de agua MilliQ® (Millipore) y se le afiadieron 200 pl de
acetato amonico 7,5 M y 350 pul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)
(Sigma-Aldrich). Se mezclaron bien ambas fases y se centrifugaron las muestras a
19.000 x g durante 5 min a temperatura ambiente. Se recogieron los
sobrenadantes, afiadiéndoles agua MilliQ® (Millipore) y cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) en proporcién 1:1 (v/v). A continuacién se repitié el proceso de
centrifugacion, tal y como se ha descrito anteriormente. EI ADN se recogié de la
fase acuosa superior, precipitdndolo con etanol absoluto y se limpié con sucesivos

lavados con etanol al 70%. Finalmente, con la ayuda de un concentrador centrifugo
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a vacio (Speed Vac, Savant), se retird todo el etanol de las muestras y se

resuspendio el pellet en un volumen apropiado de tampon Tris-EDTA (TE).

Durante el proceso de extraccion de ADN plasmidico todas las
centrifugaciones fueron realizadas en la centrifuga Universal 16R Hettich

Zentrifugen.

Una vez finalizado el protocolo de extraccién se procedié a la comprobacion
de la cantidad y calidad del material genético obtenido mediante espectrofotometria
y electroforesis en gel de agarosa. Las medidas de absorbancia se realizaron a 260
nm y 280 nm, empleando para ello un espectrofotometro Shimadzu UV-1601. Para
el proceso de electroforesis se emplearon geles con un contenido en agarosa del
0,8% tefidos con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich) y aplicando un
voltaje constante de 80 V (fuente de alimentacion BioRad). Los resultados de las
electroforesis se visualizaron en una camara oscura (Gel Station, Gel Printer Plus
TDI).

3.2.3.2. Obtencion de ADN gendmico

Las cepas de L. lactis empleadas en el estudio se crecieron en el medio G-
M17 hasta alcanzar una DO a 660 nm entre 0,6 - 0,8. Las células se obtuvieron

tras centrifugar un volumen de 20 ml de cultivo a 19.000 x g durante 5 min.

El ADN gendmico se obtuvo empleando el protocolo “Purification of total DNA
of Gram positive bacteria” del kit comercial DNeasy® Blood and Tissue Kit
(Qiagen). Las células se rompieron mediante lisis mecanica previamente a la
utilizacién del kit para facilitar y mejorar el rendimiento del proceso de extraccion
de ADN, afadiendo a la suspension celular bolas de vidrio (didmetro < 106 pm)
para la rotura mecanica de las células utilizando el equipo FastPrep, tal y como se

ha descrito en el apartado 3.2.2.1.

Al igual que en el caso del ADN plasmidico, tras finalizar el proceso de
extraccion, se procedié a la comprobacion de la cantidad y calidad del material

genético obtenido mediante espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.
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3.2.3.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La determinacion de la presencia o ausencia del gen gdh en las muestras
tanto de ADN plasmidico como gendmico de las cepas de L. lactis, se llevd a cabo

mediante amplificaciéon por PCR.

En base a la secuencia publicada del gen gdh (NCBI GenelD: 5077352)
localizado en el plasmido pGdh442 (Tanous et al., 2005a; 2007), se amplificaron
tres regiones diferentes. Una region de 724 pb comprendida entre las posiciones
241 y 964 del gen gdh, una regién de 236 pb comprendida entre las posiciones 369
y 604 de dicho gen y una region de 1406 pb correspondientes a la secuencia
completa del gen. Los oligonucleétidos gdh13/gdh18, empleados para la
amplificacion de la secuencia especifica de 724 pb, fueron descritos por Yvon et al.,
2006. Las parejas de cebadores gdhFw/gdh Rv y gdh32/gdh 37, empleados para la
amplificacion de la region de 236 pb y de la region de 1406 pb respectivamente, se
disefiaron a partir de la secuencia publicada del gen gdh (NCBI GenelD: 5077352)
empleando el software DNASTAR®. Todos los cebadores fueron sintetizados por

Invitrogen y aparecen listados en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cebadores y condiciones de PCR empleados para la amplificaciéon del gen gdh.

Condiciones de PCR

Cebadores Secuencia 5’ > 3’ Amplicén
empleados o Elongacién  generado
Hibridacion o
a72°C
gdh13 TAAAGGCGGTAGTGATTT
30 Ciclos:45 °C, 60 s 60s 724 pb
gdh18 AGCTGGACCGTACAATAA
gdhFw GATTCAAAAAGCGACTGAC )
30 Ciclos:52 °C, 60 s 60s 236 pb
gdhRv TTTCATTTTGTGTTGCACAT
2
gdh3 TTCTTACAAGTCAAMAGC 35 Ciclos:45 °C, 60 s 60 s 1406 pb
gdh37 ATCAGCTAATGTGCAATAGGA

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100
(Programmable Thermal Controller, M]J Research Inc.), empleando la enzima

Phusion Hot Start High Fidelity Polymerase (Finnzymes) para obtener copias
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fidedignas de los fragmentos originales, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Cada reaccién de PCR incluyd una desnaturalizacién inicial (98 °C, 30 s) y varios
ciclos de amplificacidon con una desnaturalizaciéon a 98 °C (10 s) y unas condiciones
de hibridacién y elongacién a 72 °C dependientes del fragmento de ADN
amplificado (Tabla 3.1). Las muestras de ADN amplificado por PCR fueron
purificadas con el kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Aquellas muestras de
ADN cuyas secuencias nucleotidicas debian ser verificadas, fueron purificadas y
enviadas, junto con los cebadores gdh32 y gdh37 (Tabla 3.1) al servicio de

secuenciacion proporcionado por Secugen S.L.

3.2.3.4. Hibridacion Southern

Los estudios de hibridacién Southern se realizaron con muestras de ADN
plasmidico total y ADN plasmidico digerido de diferentes cepas de L. lactis. La
digestion de ADN plasmidico se realizé con la enzima de restriccion EcoRI (5' -
GAAATTC - 3") (Fermentas). Previamente a la digestién del ADN plasmidico de las
muestras, se hizo un estudio de las dianas de restriccion EcoRI existentes en la
secuencia nucleotidica del plasmido pGdh442 (NCBI Ref. Sequence: NC_009435.1).
Para evaluar el mapa de restriccién del plasmido pGdh442 se empled el software

Clone Manager Professional v.6 (Sci - Ed Software).

El ADN separado electroforéticamente en gel de agarosa se transfirid a una
membrana de nylon cargada positivamente (Roche Applied). Previamente, el gel de
agarosa sufrio un proceso de despurinizacion mediante lavados con &cido
clorhidrico 250 mM, y el ADN se desnaturalizé mediante lavados en soluciéon
alcalina (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M). La transferencia de ADN a la membrana de
nylon se realiz6 por capilaridad, siguiendo las instrucciones detalladas en el manual
de laboratorio Molecular Cloning (Sambrook et al., 2001). Una vez finalizada la
transferencia, se procedid al lavado de la membrana con una solucidon de
neutralizacion (Tris-HCI 0,5 M, NaCl 1M pH 7,2) y se fijo el ADN a la membrana
mediante irradiacién UV con una longitud de onda de 254 nm (Crosslinker UVP-
CL100 Ultraviolet).

Los productos de amplificacidon de las muestras obtenidas con las parejas de
oligonucleétidos gdh13/gdh18 y gdhFw/gdhRv (Tabla 3.1) sirvieron para generar
dos sondas diferentes (sonda gdhl13/18 y sonda gdhFw/Rv, respectivamente)
empleando el kit comercial DIG High Prime Labelling and Detection Starter Kit I

(Roche Applied). Las sondas se marcaron empleando la forma alcalina de
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digoxigenina, DIG-11-dUTP, tal y como se detalla en el protocolo proporcionado por
el kit comercial. Se trata de un marcaje no radiactivo en el que se emplea el
esteroide digoxigenina acoplado a dUTP mediante un enlace alcalino, posibilitando

gue la deteccién sea por aparicién de color o luminiscencia.

Con el objeto de facilitar el proceso de hibridacién, previamente se incub¢ la
membrana de nylon con el ADN fijado pero sin sonda en una solucion de pre-
hibridacién compuesta por 5x SSC (3 M NaCl, 300 mM citrato sédico, pH 7,0),
0.1% N-lauroylsarcosine (p/v) (Sigma-Aldrich), 0,02% SDS (p/v) (SDS) y 1/10
Blocking Solution 10x (suministrada en el kit). Estos mismos componentes junto
con la sonda de ADN marcada conforman la solucion de hibridacion. Ambas
incubaciones (pre-hibridacién e hibridacién) fueron realizadas en las mismas

condiciones.

Para llevar a cabo la pre-hibridacion e hibridacion del ADN con las distintas
sondas, se siguieron las instrucciones detalladas en el kit comercial DIG High Prime
Labelling and Detection Starter Kit I (Roche Applied). La temperatura 6ptima de
hibridacién fue seleccionada teniendo en cuenta el porcentaje de homologia entre la
sonda empleada y la secuencia a detectar, asi como la temperatura de fusion de la
sonda. Tal y como se indica en las instrucciones del kit comercial, la temperatura
de hibridacion se establecio siguiendo la formula: T,y = T, = 20 hasta 25 °C, donde
Topt €S la temperatura 6ptima de hibridacidn y T, es la temperatura de fusién de la
sonda. Este ultimo parametro fue calculado en funcién del contenido en GC de la
sonda y de su tamafio en pares de bases, sirviéndonos para ello del software de
analisis de biologia molecular DNASTAR®. La reaccién de hibridacién se dejé
transcurrir durante 16 h en constante agitacion a 68 °C (T, de hibridacién). Los
hibridos ADNuestra — ADNgonga fueron detectados mediante un anticuerpo conjugado
con fosfatasa alcalina que al entrar en contacto con el substrato proporcionado en
el kit, NBT-BCIP Colour-Substrate (18,75 mg/ml de cloruro de tetrazolio nitroazul y
9,4 mg/ml de 5 bromo-4 cloro-3 indol fosfato en 67% [v/v] DMSO), da lugar a un

precipitado de color oscuro apreciable a simple vista.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Evaluacion de la actividad GDH en L. lactis

Las estirpes silvestres de L. lactis utilizadas en este estudio se analizaron
mediante ensayos enzimaticos para cuantificar la actividad GDH y determinar su
especificidad con los cofactores NAD* y NADP*. Se evallo la actividad GDH en
presencia/ausencia de acido glutdamico y en presencia de NAD* y NADP*. El interés
en poder diferenciar la preferencia de la enzima por un cofactor u otro radica en
gue, en dgeneral, la participacion de NADP-GDH estad relacionada con el ciclo
anabdlico o de biosintesis del glutamato, mientras que la intervencion de NAD™
como poder reductor de la reaccién se asocia al catabolismo del acido glutamico
(Smith et al., 1975). La Tabla 3.2 muestra los resultados de actividad GDH
obtenidos en las distintas cepas de L. lactis estudiadas. La actividad GDH de las
cepas de L. lactis se considerd positiva cuando los resultados eran superiores a 1
nmol NAD(P)H formado por minuto y por mg de proteina. Las cepas con valor

inferior aparecen con el simbolo negativo (-) en la Tabla 3.2.

De todas las cepas analizadas, solamente el 24% (10 de 41) mostraron
actividad GDH. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por
Tanous et al. (2002), donde muy pocas cepas salvajes de L. lactis presentaban la
actividad. Esto sugiere la existencia de una gran variabilidad entre cepas, ademas
de la gran variabilidad intraespecifica descrita para esta actividad enzimatica (De la
Plaza et al. 2006; Fernandez de Palencia et al. 2006). La baja prevalencia de la
actividad GDH no sélo ha sido descrita para cepas de L. lactis sino para BAL en
general, tal y como demostraron los estudios de gendmica comparativa realizados
por Liu et al. (2008).

Los resultados mostrados en la Tabla 3.2 sobre actividad GDH indican una
cierta preferencia de NAD* como cofactor en L. lactis. En el conjunto de cepas
evaluadas se destaca la preferencia por NAD* en las cepas Til504 (control positivo),
IFPL20, IFPL69, IFPL137, IFPL359 e IFPL369. El empleo de NAD* como cofactor por
parte de la enzima GDH se relaciona con el catabolismo del acido glutdmico (Smith
et al., 1975), contribuyendo a la formacion de a-cetoglutarato y favoreciendo, por
tanto, la produccién de compuestos volatiles. Estos resultados concuerdan con el
estudio realizado por Gutiérrez-Méndez et al. (2008), segun el cual, las cepas

silvestres de origen lacteo presentaban una actividad GDH NAD*-dependiente,
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mientras que en aquellas de origen vegetal se detectaba una mayor dependencia

por el cofactor NADP™.

Los datos mostrados en la Tabla 3.2 también indican que en algunas estirpes
como IFPL105, IFPL142, IFPL361 e IFPL368 no esta clara la preferencia por el
cofactor en la actividad GDH. En el caso de las cepas IFPL105, IFPL142 e IFPL953
se detectd un ligero aumento de la actividad GDH en presencia de NAD* como
cofactor. Sélo en las cepas IFPL361 e IFPL368 se obtuvieron valores de actividad
ligeramente superiores en presencia del cofactor NADP* frente a la actividad
detectada con NAD'. En estos casos, la enzima GDH tendria un papel

fundamentalmente anabdlico o de biosintesis de acido glutamico.

77



La actividad GDH en Lactococcus lactis

Tabla 3.2. Actividad GDH (nmol NAD(P)H/min/mg proteina) y deteccién por PCR del gen gdh en L.
lactis.

Actividad GDH® PCR®

Cepa L. lacti idi
epa L. lactis " NADP' ADN plasmidico

NAD

IL1403 - - -
Til504 1,31 (0,10) - +
IFPLS - - -
IFPL11 - - -
IFPL20 1,19 (0,25) - +
IFPL22 - - -
IFPL47 - - -
IFPLS5 - - +
IFPL56 - - -
IFPL6S - - -
IFPL69 1,45 (0,82) - +
IFPL93 - - -
IFPL94 - - -
IFPL9S - - -
IFPL99 - - -
IFPL105 1,41 (0,36) 1,05 (0,15) +
IFPL106 - - +
IFPL108 - - -
IFPL112 - - -
IFPL113 - - -
IFPL115 - - +
IFPL117 - - -
IFPL136 - - -
IFPL137 1,70 (0,77) - +
IFPL138 - - -
IFPL140 - - -
IFPL142 2,76 (0,64) 1,90 (0,36) +
IFPL238 - - -
IFPL266 - - -
IFPL273 - - -
IFPL324 - - -
IFPL326 - - -
IFPL355 - - -
IFPL359 1,36 (0,70) -
IFPL361 1,44 (0,56) 1,95 (0,53)
IFPL363 - -
IFPL366 - -
IFPL368 1,46 (0,11) 1,70 (0,23)
IFPL369 1,45 (0,89) -
IFPL730 - - -
IFPL953 2,91 (0,71) 1,84 (0,19) +

2Los valores mostrados en la tabla representan el promedio y la desviacion estandar (entre paréntesis)
procedente de tres repeticiones bioldgicas realizadas por triplicado para cada muestra (n=9).
bSe indica la amplificacidn positiva o negativa a partir de ADN plasmidico.
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De todas las cepas estudiadas, L. lactis IFPL953, ademas de mostrar
preferencia por NAD* como cofactor, fue la cepa con mayor actividad GDH. Esta
estirpe resulta especialmente interesante puesto que también se ha descrito que
posee una elevada actividad a-cetoisovalerato descarboxilasa (Kivd) (De la Plaza et
al., 2006). En esta cepa, por tanto, la formacién de compuestos aromaticos a partir
de la degradacién de aminoacidos estaria favorecida en dos puntos clave de la ruta
catabdlica: a nivel de transaminacion, al aumentar la presencia de a-cetoglutarato
debido a la actividad GDH; y de descarboxilacion de a-cetoacidos por la actividad
Kivd, al aumentar la produccién de aldehidos (Smit et al. 2004a, Smit et al.
2005a).

L. lactis, al igual que otras bacterias lacticas, posee el equipamiento
enzimatico necesario para la transformacion de aminoacidos en compuestos
aromaticos. Esta transformacion se encuentra limitada generalmente por una baja
produccidon por parte de estas bacterias de a-cetoglutarato, cuya presencia es
esencial para que tenga lugar la reaccion de transaminacién, que es la primera
reaccion de la transformacién de aminoacidos (Tanous et al., 2002; Yvon y Rijnen,
2001; Banks et al., 2001). En el presente trabajo se han detectado estirpes
silvestres de L. lactis con actividad GDH-NAD*, con capacidad para producir a-
cetoglutarato y de especial interés para su seleccion como cepas silvestres

productoras de aroma en queso.

3.3.2. Deteccion de gdh por PCR

La PCR fue la técnica empleada para verificar, a nivel genético, la presencia
del gen gdh en las cepas de L. lactis y establecer la relacién pertinente con los

resultados obtenidos en los estudios enzimaticos de actividad GDH.

Se analizd la presencia del gen gdh a partir de ADN plasmidico y gendmico
de cada una de las distintas cepas de L. /actis mediante PCR con las parejas de
cebadores gdh13/gdh18 y gdhFw/gdhRv (Tabla 3.1). En ninguna de las cepas
ensayadas se detecté amplificacion por PCR cuando se empleé el ADN gendmico
como molde. Por otro lado, la amplificacion a partir del ADN plasmidico dio lugar a
los dos fragmentos esperados de 724 pb y 236 pb en las cepas que mostraron
actividad GDH (Tabla 3.2). También se pudo observar que algunas de las cepas en
las que no se habia detectado la actividad GDH, si resultaron positivas para la
amplificacion del gen mediante PCR. A la vista de estos resultados, se decidié

confirmar la identidad del gen gdh, tanto en cepas con actividad GDH como en las
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cepas sin actividad pero que habian resultado positivas en la amplificacion de gdh
por PCR. Para abarcar el gen completo, se amplificé el ADN plasmidico con la pareja
de cebadores gdh32 y gdh37 y posteriormente se analizé la secuencia nucleotidica
completa de los amplicones de 1406 pb obtenidos. Para este estudio, se
seleccionaron las cepas L. lactis IFPL69 e IFPL953, como representantes de
presencia de gdh y con actividad GDH, y las cepas IFPL55 e IFPL115 en las que se

detectd presencia de gdh pero no mostraron actividad GDH.

Todos los productos de PCR secuenciados, incluidos los de aquellas cepas
gue no presentaban actividad GDH, mostraron una homologia del 100% con la
secuencia nucleotidica del gen gdh localizado en el plasmido pGdh442 (No. Acceso
GenBank AY849557). El plasmido pGdh442 es originario de la cepa L. lactis NCDO
1867, aislada de guisantes, y se ha descrito que puede transmitirse de forma
natural a otras cepas de L. /actis mediante movilizacién por elementos conjugativos
(Tanous et al., 2005a; 2007). La falta de actividad GDH en las cepas IFPL55 e
IFPL115, a pesar de contener el gen gdh completo, podria ser la consecuencia
evolutiva de una adaptacion genética de estas cepas hacia su entorno, mediante la
inactivacion de la expresion del gen o por reorganizaciones en el genoma tras
procesos de transferencia genética (van Hylckama Vlieg et al., 2006; Bachmann et
al., 2009). Por otro lado, el fenotipo GDH™ observado en algunas estirpes gdh™*
podria deberse a una reduccion de la expresion del gen a niveles inferiores al limite
minimo cuantificable de actividad establecido en el estudio (1 nmol
NAD(P)H/min/mg). Estos resultados confirmaron que a pesar de la elevada
similitud genotipica entre cepas de L. lactis, al igual que se habia descrito
previamente para la actividad Kivd (De la Plaza et al., 2006), existe una
variabilidad fenotipica considerable en la actividad GDH entre cepas de L. /actis con

la misma procedencia (Tabla 3.2).

El gen gdh que codifica para la actividad GDH en L. /actis, solo habia sido
caracterizado hasta ahora en la cepa L. lactis NCDO 1867, de origen vegetal,
encontrandose integrado en el plasmido pGdh442 de 68 kb (Tanous et al., 2006;
2007). La presencia y abundancia de plasmidos en estirpes de L. lactis de origen
lacteo es una caracteristica distintiva de las mismas (Requena y McKay, 1993;
Bounaix et al., 1996; van Hylckama Vlieg et al., 2006). Estos plasmidos codifican
funciones que generalmente reflejan su adaptacién al medio en que habitan y que,
con frecuencia, representan caracteres de interés tecnoldgico, como son funciones
relacionadas con la fermentacion de la lactosa, actividades proteinasa vy

endopeptidasas, respuestas de estrés, aprovechamiento del citrato, transporte de

80



La actividad GDH en Lactococcus lactis

oligopéptidos, resistencia a bacteriofagos, sintesis de polisacaridos, resistencia

frente a antibidticos y metales pesados, entre otros (Siezen et al. 2005).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el gen gdh
que codifica para la actividad GDH en estirpes silvestres de L. lactis aisladas de
queso artesanal elaborado con leche cruda tiene una localizacion plasmidica. Una
vez evaluada la incidencia de la actividad GDH entre las cepas silvestres de nuestra
coleccion de lactococos, decidimos seleccionar algunas de ellas como

representantivas para estudiar diferencias en la localizacion plasmidica del gen gdh.

3.3.3. Localizacion plasmidica del gen gdh en L. lactis

A partir de los resultados obtenidos de la actividad GDH y de la
presencia/ausencia del gen que codifica para dicha actividad en cepas silvestres de
L. lactis, se seleccionaron algunas cepas para continuar con la determinacion de la
localizacion del gen gdh en L. lactis mediante hibridacién Southern. Las cepas
seleccionadas representaban las tres combinaciones fenotipo/genotipo posibles, es

decir, se seleccionaron cepas gdh*/GDH*, gdh*/GDH™ y por ultimo gdh’/GDH".

Los ensayos de localizaciéon del gen gdh mediante hibridacion Southern se
iniciaron empleando los plasmidos sin digerir de las cepas de L. lactis
seleccionadas. En estos primeros ensayos, se empleé como sonda el producto de
amplificacion del gen gdh generado con los cebadores gdh13 y gdh18 y marcado
con digoxigenina (sonda gdh13/18, 724 pb). En la Fig. 3.3 se muestran los
resultados de hibridacién del ADN plasmidico de las cepas de L. lactis
seleccionadas. Se observo hibridacidén Unicamente con las cepas en las que se habia
detectado la presencia del gen gdh por PCR (Tabla 3.2). En estas cepas, tanto con
fenotipo GDH* como GDH’, se observaron resultados positivos de hibridacién
aunque no fue posible establecer la diferente localizacion plasmidica del gen gdh
entre las cepas estudiadas debido al elevado nimero de bandas que hibridaron con
la sonda gdh13/18. Para tratar de evitar posibles hibridaciones inespecificas, se
empled la sonda gdhFw/Rv de 236 pb (obtenida por amplificacion del gen gdh con
los cebadores gdhFw y gdhRv) para la hibridacion del ADN plasmidico, manteniendo
68 °C como temperatura 6ptima de hibridacidén (Protocolo DIG High Prime Labelling
and Detection Starter Kit I) (Sambrook y Russell, 2001). Sin embargo, con los
resultados obtenidos tampoco se pudo establecer una localizacion plasmidica

precisa del gen gdh en las cepas estudiadas (resultados no mostrados).
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1 2 3 456 7 8 910 11

Figura 3.3. Andlisis de hibridaciéon Southern de ADN plasmidico de cepas de L. lactis con la sonda
gdh13/18. Carriles: 1, IL1403; 2, TIL 504; 3, IFPL730; 4, IFPL363; 5, IFPL238; 6, IFPL55; 7, IFPL369;
8, IFPL361; 9, IFPL20; 10, IFPL953; 11, IFPL366.

Con el fin de obtener informacién adicional sobre posibles diferencias en la
organizacion genética de la region que contiene el gen gdh en los plasmidos de las
cepas seleccionadas, se realizaron digestiones de su ADN plasmidico con la enzima
de restriccion EcoRI. Previamente a la digestion de las muestras con la enzima
EcoRI, se estudié el mapa de restriccion del plasmido pGdh442 de L. lactis
NCDO1867 (NCBI Ref. Sequence: NC_009435.1), comprobandose que existian
multiples dianas de restriccion para la enzima en cuestion (Tabla 3.3). Teniendo en
cuenta que el gen gdh que se encuentra codificado en pGdh442 esta localizado
entre los nucledtidos 36870 y 38216, seria esperable que a partir del ADN
plasmidico digerido con EcoRI de L. lactis Til504 se obtuviera una banda de
hibridacion de 6 kb. En la Fig. 3.4 se muestran los resultados de hibridacion
obtenidos con la sonda gdh13/18 de digeridos plasmidicos de las cepas de L. lactis
en las que se obtuvo dicho fragmento de hibridacién de 6 kb. En todos los casos,
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incluso para L. lactis Til504, aparecieron bandas secundarias de hibridacion de
diferentes tamanos. De nuevo, en las cepas negativas tanto para la amplificacion
de gdh por PCR como para la actividad GDH, gdh’/GDH™, no se obtuvieron bandas

de hibridacién (resultados no mostrados).

Tabla 3.3. Fragmentos obtenidos tras la digestion simulada del plasmido pGdh442. Mapa de restriccion
obtenido mediante el software Clone Manager Professional v.6 (Sci - Ed Software).

Coordenadas de Tamaiio
Framentos .,

restriccion en kb
1 12813 - 25986 13,2
2 42650 - 53987 11,3
3 1497 - 10580 9,1
4 32357 - 38357 6,0
5 26244 - 30613 4,4
6 38358 - 42649 4,3
7 62028 - 66294 4,2
8 54857 - 58655 3,8
9 66265 - 1496 3,6
10 58656 - 61127 2,5
11 30611 - 32356 1,7
12 11618 - 12812 1,2
13 10581 - 11617 1,0
14 61128 - 62027 0,9
15 53988 - 54856 0,9
16 25987 - 26243 0,3

En la Fig. 3.4 puede observarse que la cepa IFPL369 presenta multiples
bandas de hibridacién entre las que se encuentran aquellas coincidentes con el
perfil de hibridacién de la cepa control Til504. El perfil de hibridacién del ADN
plasmidico digerido con EcoRI de la cepa IFPL953 fue el mas similar al de la cepa
Til504 de todas las cepas de L. lactis estudiadas. Este resultado indicaria que la
organizacion del gen gdh en su localizacion plasmidica de las dos cepas L. lactis,
IFPL953 y Til504, es equivalente. Seria de gran interés profundizar en el estudio del
plasmido que contiene el gen gdh en la cepa IFPL953 y comprobar si se trata del
pldsmido pGdh442 o de un plasmido diferente, pero con una organizacion similar de
la regidn genética que contiene el gen gdh. Segun los trabajos de Tanous et al.
(2006; 2007), el plasmido pGdh442 es incompatible con otros plasmidos de tipo
pSKO08 (Gasson, 1983) que contienen los genes que codifican la utilizacion de la

lactosa y las caseinas. Sin embargo, tal y como se describe en el Cap. 4 de esta
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Tesis, L. lactis IFPL953 es capaz de crecer en leche, utilizando la lactosa y las

caseinas como fuente de crecimiento.

3 7

S o o)

un — —

- a a

e e =

Kb

11,3— >
91—>

’

Figura 3.4. Analisis de hibridacion Southern de digeridos EcoRI de ADN plasmidico de cepas de L. lactis
con la sonda gdhFw/Rv. Cepas Til504 (control positivo), IFPL369 e IFPL953.

En el presente trabajo se demuestra que la cepa silvestre IFPL953 posee una
elevada actividad GDH codificada por el gen gdh, que se encuentra formando parte
de un plasmido y que presenta una localizacidn genética equivalente a la del gen
gdh en el plasmido pGdh442.
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3.4. CONCLUSIONES FINALES DEL CAPITULO

El empleo de técnicas moleculares combinado con la evaluacion fenotipica de
la actividad GDH, nos ha permitido determinar la prevalencia de esta actividad en
estirpes silvestres de L. lactis. Entre las cepas estudiadas, se ha observado una
gran diversidad, equivalente a la encontrada en otras actividades enzimaticas

relacionadas con el catabolismo de aminoacidos en BAL silvestres.

En el presente trabajo, se ha podido confirmar la presencia de la actividad
GDH en estirpes silvestres de L. lactis, siendo esta actividad poco frecuente, ya que
so6lo se ha encontrado en 10 cepas de las 41 estudiadas. En ellas, se pudo observar
una preferencia por el empleo de NAD* como cofactor en la reaccién, indicando un

papel fundamentalmente catabdlico de la actividad GDH.

En todas las cepas con actividad GDH el gen gdh se localiza en el ADN
plasmidico. Se destaca del estudio la cepa L. /actis IFPL953 por presentar una
organizacion genética del gen gdh equivalente a la de L. lactis Til504, cepa

empleada en este estudio como referencia de actividad GDH.

Por ultimo, es importante destacar la elevada actividad GDH de L. /actis
IFPL953, con preferencia para la formacion de a-cetoglutarato. Este resultado,
junto al hecho de que esta cepa dispone de otras enzimas clave en la formacion de
compuestos volatiles a partir de aminoacidos, nos ha permitido seleccionar a L.
lactis IFPL953 como una cepa candidata para aumentar la formacion de aroma en

queso.
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CAPITULO IV

Control del flujo metabdlico de formacion y degradacion de a-
cetoacidos mediante la inactivacion del gen panE en estirpes
de Lactococcus lactis con actividad GDH.

4.1. INTRODUCCION

La reduccion de a-cetoacidos a a-cetohidroxiacidos a partir de aminoacidos
aromaticos, aminoacidos de cadena ramificada y metionina, ha sido descrita en
lactococos (Gao et al., 1998; Roudot-Algaron y Yvon, 1998) y en diferentes
especies de lactobacilos (Schitte et al., 1984; Hummel et al., 1985 y 1988;
Yamazaki et al., 1986; Bernard et al., 1994; Gummalla y Broadbent, 1999), asi
como en quesos semiduros elaborados con Lactococcus lactis (Yvon et al., 1998).
Las enzimas hidroxiacido deshidrogenasas (HA-DH) son oxidorreductasas
dependientes de NAD(H), afines ante un amplio rango de sustratos, que han
suscitado gran interés en diversas areas de estudio. En primer lugar, catalizan la
sintesis estereoespecifica de isdmeros de a-hidroxiacidos, los cuales poseen
multiples aplicaciones en industrias farmacéuticas, quimicas, agricolas vy
alimentarias (Kallwass, 1992; Fujiwara, 2002; Panke et al., 2004). En segundo
lugar, las HA-DHs estan negativamente relacionadas con la formacién de
compuestos aromaticos debido a que compiten por los a-cetoacidos que son los
precursores de compuestos volatiles (Yvon y Rijnen, 2001). Ademas, segln algunos
estudios, determinadas HA-DHs estan implicadas en las propiedades bioprotectoras
de las BAL, ya que algunos a-hidroxiacidos poseen actividades antifungicas y
antilisterianas (Dieuleveux y Gueguen, 1998; Lavermicocca et al., 2003; Wilson et
al., 2005).

La principal actividad HA-DH de L. lactis, la actividad hidroxiisocaproato
deshidrogenasa (Hic-DH), ha sido recientemente identificada mediante mutagénesis
aleatoria en el producto codificado por el gen panE (Chambellon et al., 2009). La
sobreexpresién de la enzima Hic-DH de Lactobacillus casei, seguida de la aplicacion
de esta estirpe como adjunto durante la preparacion de queso Cheddar, supuso una
disminucién en la produccién de compuestos aromaticos derivados de a-cetoacidos
y el consiguiente retardo en la aparicion de aroma del queso (Broadbent et al.,

2004). Este aspecto, en conjunto con el hecho de que la enzima incorrectamente
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anotada como PanE es la Unica responsable en L. lactis de la reduccion de los a-
cetoacidos derivados de aminoacidos ramificados (Chambellon et al., 2009), pone
de manifiesto la probable interferencia de esta enzima en la formacion de aroma en

queso.

La mutacion del gen panE, responsable de la actividad Hic-DH, en estirpes
de L. lactis poseedoras de actividades relacionadas con la sintesis de a-cetoacidos,
como la GDH, se postula como una estrategia para incrementar la formacion de
compuestos volatiles derivados de a-cetoacidos (Fig. 4.1). Con este objetivo,
durante este trabajo se procedié a la mutacion del gen panE en la cepa silvestre L.
lactis IFPL953 mediante mutagénesis por doble sobrecruzamiento y se evalud la

capacidad de la estirpe mutante obtenida para formar compuestos volatiles.

[ ArAAs, BCAAs, Met ]

a-Cetoglutarato

GDH

ATs Glutamico

)

a-Cetoacidos ]

Hic-DH

[ Hidroxiacidos ]

Compuestos aromaticos

(&cidos carboxilicos, aldehidos, alcoholes, metanotiol)

Figura 4.1. Esquema simplificado del catabolismo de aminoacidos a partir de aminoacidos aromaticos
(ArAAs, “aromatic amino acids”), de cadena ramificada (BCAAs, “branched chain amino acids”) y
metionina (Met). ATs, aminotransferasas; GDH, glutamato deshidrogenasa; Hic-DH, hidroxiisocaproato
deshidrogenasa.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microorganismos, construcciones y plasmidos empleados en este estudio
se encuentran listados en la Tabla 4.1. El cultivo de las cepas de L. lactis se realizd
a 30 °C en el medio M17 (Difco) suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa (G-M17),
en condiciones de aerobiosis. Las cepas de Escherichia coli empleadas fueron
crecidas a 37 °C y con agitacién vigorosa en el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook
y Russell, 2001). Los medios de cultivo solidos para el crecimiento de los
microorganismos en placa, se prepararon afiadiendo agar (Difco) al medio liquido a
una concentracion final de 1,5% (p/v). En caso de ser necesario, el antibiotico
eritromicina (Em) (Sigma-Aldrich) se anadi6 al medio de cultivo a una

concentracion final de 5 pg/ml para L. lactis y 150 ug/ml para E. coli.

Para evaluar la produccién de compuestos volatiles a partir del crecimiento
de las cepas L. lactis IFPL953 y L. lactis IFPL9534panE (Tabla 4.1), se emplearon
un medio quimicamente definido (CDM) y leche. Para ello, se inocularon las cepas
al 1% (v/v) en caldo G-M17 y se incubaron durante 15 h a 30 °C. Tras la
incubacion, las células se sedimentaron por centrifugacién (4.000 x g, 15 min, 4
°C), se lavaron dos veces en las mismas condiciones y finalmente se
resuspendieron en solucién salina, para después realizar los in6culos en CDM vy
leche desnatada al 1% (v/v). La leche desnatada se reconstituyé a partir de leche
en polvo (Scharlau) al 10% (p/v), y fue esterilizada a 110 °C durante 10 min. El
CDM empleado se basd en medios quimicamente definidos descritos con
anterioridad (Otto et al., 1983; Poolman y Konings, 1988) y cuya composicion se

resume en la Tabla 4.2.

91



Inactivaciéon de PanE en Lactococcus lactis con actividad GDH

Tabla 4.1. Microorganismos y pldsmidos empleados en este estudio.

Microorganismos y Plasmidos Caracteristicas Relevantes Origen

Microorganismos

E. coli TII206 (TG1-RepA®)

E. coli TI287
L. lactis TIl46

L. lactis IFPL953

L. lactis IFPL953ApanE

Plasmidos

pGhost9
pG'9::ApanE

Contiene el gen repA para replicarse en L. lactis ~ Renault et al. (1996)
Contiene el plasmido pG*host9 Garault et al. (2002)

Posee actividad Hic-DH. Usada como control

positivo en este estudio Chambellon et al. (2009)

Cepa silvestre con actividad GDH De la Plaza et al. (2006)
Cepa mutante en pankE derivada de L. lactis Este estudio
IFPL953

R

Plasmido con replicdn termosensible; Em Maguin et al. (1996)

pG'host9 con el gen panE mutado Este estudio

Tabla 4.2. Composicion del medio quimicamente definido.

Compuesto

Concentracién (g/l) Compuesto Concentracion (g/l)

Aminoacidos
Alanina
Arginina
Asparragina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamato
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptéfano
Valina

Sales minerales
Acetato sédico
Citrato amodnico
KH,PO,

K,HPO,

MgCl,, 6H,0
FeCl,, 4H,0
CaCl,, 2H,0
ZnS0,, 7H,0
CoCl,, 6H,0

0,24
0,12
0,35
0,17
0,28
0,17
0,03
0,51
0,11
0,20
0,47
0,35
0,12
0,68
0,34
0,29
0,23
0,05
0,33

0,6

7,5
0,2

0,011

0,05

0,005
0,0025

Vitaminas y bases

Ac. fdélico 0,001
Ac. lipoico 0,0025
Ac. nicotinico 0,01
Ac. orético 0,005
Ac. p-aminobenzoico 0,01
Biotina 0,01
Cianocobalamina (B12) 0,001
Inosina 0,005
Pantotenato de calcio 0,001
Piridoxina (B6) 0,002
Piridoxiamina 0,005
Riboflavina (B2) 0,001
Tiamina 0,001
Timidina 0,005
Adenina 0,01
Guanina 0,01
Uracilo 0,01
Xantina 0,01
Azlcar

Glucosa 5
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4.2.2. Determinacion del crecimiento bacteriano

Para el analisis de la formacion de compuestos volatiles durante el
crecimiento bacteriano, se emplearon cultivos de un volumen de 100 ml de L. /actis
IFPL953 y L. lactis IFPL9534panE en CDM vy leche. La evolucidon del crecimiento
durante 24 h e incubacion a 30 °C se siguié mediante medidas de densidad optica a
480 nm (DOag0) y de pH. La variacion de DOygo durante el crecimiento en CDM se
midié en continuo a intervalos de 60 min usando un lector de microplacas
automatico (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific). El pH del CDM fue ajustado
inicialmente a 7,2 con acido 3-(N-morfolino)propanesulfénico (MOPS) 0,19 M. La
curva de crecimiento a 30 °C en leche se realizd6 tomando medidas de DOgg Yy de
pH a diferentes intervalos durante 12 h, empleando el equipo espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 acoplado a un controlador termostatico CPS - 240A
(Shimadzu). La medida de DQO.go €n leche se realizd tras la clarificacion de la leche
con acido etilendiaminotetraacético 5 mM, pH 12 (EDTA, Sigma-Aldrich) (Thomas vy
Turner, 1977). Los datos de DO.go sirvieron para calcular la tasa maxima de
crecimiento (Umsz) Mediante la formula y = AInD0O480/At, donde At representa el
incremento de tiempo (expresado en horas) entre dos medidas de DOggg. La Pmax S€

obtuvo empleando el programa informatico DMfit v.2.1. (Barayni y Roberts, 1994).

4.2.3. Inactivacion del gen panE en L. lactis IFPL953

En L. lactis IFPL953, al igual que en el caso de la cepa L. lactis 1L1403 (NCBI
Ref.Seq.: NC_002662), el gen panE codifica en la hebra complementaria del ADN
cromosomico. La inactivacion del gen panE en la cepa L. lactis IFPL953 se realizo
mediante mutacion por doble sobrecruzamiento empleando para ello el vector
pG*host9 (Biswas et al., 1993) (Tabla 4.1), al que se le introdujo el gen panE de L.
lactis IFPL953 con una delecion de 407 pb. Este vector pertenece a la serie
pG*host, que se caracterizan de por ser termosensibles y porque se pueden
emplear en un amplio rango de hospedadores (Maguin et al., 1992).

La secuencia del gen panE y su homologia con el de la cepa L. lactis 1L.1403
fue comprobado mediante PCR y secuenciacion con los cebadores panE7 y panE8
(Chambellon et al., 2009) (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Cebadores empleados en este estudio y productos amplificados.

Cebadores Secuencia nucleotidica® (5’ = 3’) Region a amplificar Descripcion de los Productos de Amplificacion
panE7b TTCCATATGAGAATCACAATTGCCGGT
) Gen panE 938 pb; Gen pankE en L. lactis IFPL953

panE8 CCGCTCGAGTTATTATTTCGCCTTTAA

Pg91° TGGCGAAAG GGGATGTGCT a) 200 pb; Fragmento del plasmido pGhost9
Regién en pG host9

sbeD-IL CGGGGTACCCCTTAGCATAACTTAGTCT Fragmento F1 670 pb; Fragmento anterior a la zona de delecion en

1R-panE-IL CCGCTCGAGCCTTGATATTGCTGAAGTA pank en L. lactis IFPL953

2F-pankE-IL CCGCTCGAGCTTGGTATGCTCGTCAA 688 pb; Fragmento posterior a la zona de delecidon
Fragmento F2 i

ynfG-IL CCCCCGGGTCACTCTAAATTCACTTGT en pank en L. Jactis IFPL953

Fw-Int TCTTATTATTGAACTGACTTT ADN genémico IFPLOS3 a) 1645 pb; Integracion del gen ApanE correcta

Rv-Int AACAGAAACTGGAGTAGA b) 2053 pb; Genotipo silvestre

Fw-Int / Pg92 ) Integracién pG'9::ApanE en L. a) 1662 pb; Recombinacién por F1

lactis IFPL 953

b) 2070 pb; Recombinacién por F2

aAparecen subrayadas las enzimas de restriccién Kpnl (GGTACYC), Xhol (CYTCGAG) y Xmal (CYCCGGG).

®Cebadores panE7/panE8 (Chambellon et al., 2009)
‘Cebadores Pg91/Pg92 (Maguin et al., 1996)
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4.2.3.1. Manipulacion del ADN

El ADN plasmidico de las cepas empleadas en este estudio fue purificado
usando el kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para las cepas de L. lactis se afiadid un paso inicial de lisis enzimatica
con lisozima (50 mg/ml) (Sigma-Aldrich). EIl ADN gendmico de las cepas de L. lactis
se obtuvo empleando el protocolo “Purification of total DNA of Gram positive
bacteria” del kit comercial DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen), con lisis
enzimatica con lisozima (50 mg/ml). Las enzimas de restriccién de ADN y la enzima
empleada en la ligaciéon de fragmentos de ADN (ADN ligasa del bacteriofago T4)
fueron adquiridas de las casas comerciales New England Biolabs y Fermentas,

respectivamente, y usadas segun lo recomendado por el fabricante.

Los oligonucledtidos usados como cebadores en la reacciones de PCR fueron
disefiados en el laboratorio mediante el software DNASTAR® y encargados para su
sintesis a Eurgentec, y se encuentran listados en la Tabla 4.3. Las amplificaciones
por PCR se llevaron a cabo empleando la enzima Phusion Hot Start High Fidelity
Polymerase (Finnzymes) para obtener copias fidedignas de los fragmentos
originales, siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada reaccién de PCR incluyé
una desnaturalizacion inicial (98 °C, 30 s) y varios ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion a 98 °C (10 s), hibridaciéon a 50 °C (30 s) y elongacién a 72°C
(60 s). Tanto las muestras de ADN amplificado por PCR como las que procedian de
la digestion con enzimas de restriccion fueron purificadas con el kit QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Aquellas muestras de ADN cuyas secuencias nucleotidicas
debian ser verificadas, fueron purificadas y preparadas siguiendo las instrucciones
del kit PRISM Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems), y las secuencias fueron determinadas empleando el secuenciador ABI
PRISM 310 Automatic DNA Sequencer (Applied Biosystems).

La obtencidon de células termocompetentes de E. coli TIL206 y su posterior
transformacion se realiz6é siguiendo el procedimiento descrito por Hanahan (1985).
La transferencia de ADN plasmidico se realizd mediante choque térmico a 42 °C
durante 45 s, seguido de 2 min en hielo. La transformacion de L. /actis se realizd
empleando células electrocompetentes obtenidas de acuerdo al método de Holo y
Nes (1989), modificado mediante el crecimiento de las bacterias en presencia de
treonina 100 mM vy ajustando los parametros del electroporador (BioRad) a un
voltaje de 2,5 kV, una capacitancia de 25 UF y una resistencia de 200 Q. Tras la

transformacion con ADN plasmidico, las células fueron incubadas en los medios de
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cultivo apropiados para cada especie durante 90 min y se sembraron en placas de

medio sdlido adicionado de Em.
4.2.3.2. Construccién del plasmido recombinante pG*9::ApanE

A partir del ADN gendmico purificado de L. /actis IFPL953, se amplificé por
PCR un fragmento (F1) de 670 pb anterior a la regiéon a delecionar del gen pankE.
Para ello, se empled la pareja de cebadores sbcD-IL/1R-panE-IL, incorporando en
los extremos 5’ y 3’ del amplicén los sitios de restriccién de las enzimas Kpnl y
Xhol, respectivamente (Tabla 4.3). A continuacion, se amplificé la regidn posterior
a la delecion (F2) empleando la pareja de cebadores 2F-panE-IL/ynfG-IL,
incluyendo las enzimas Xhol y Xmal en los extremos 5" y 3’, respectivamente
(Tabla 4.3). Tal y como se muestra en la Fig. 4.2, el fragmento F1 de 670 pb se
corresponde con parte de la region 5’ del gen sbcD y con parte de la region 3’ del
gen pankE de IFPL953, ya que estos genes se codifican en la hebra complementaria
del ADN cromosdmico de IFPL953. Del mismo modo, el fragmento F2 abarca las
regiones 5’ de panE y 3’ del gen ynfG de IPL953, y tiene un tamafio de 688 pb. Los
cebadores utilizados para amplificar ambos fragmentos fueron disefiados a partir de
la secuencia de L. lactis IL1403 (NCBI Ref. Seq.: NC_002662).

bcD E G
5 shc pan ynf z
670 pb 408 pb 688 pb
' F1 i6 F2 !
Kpnl Xhol Delecidon  Xhol Xmal
100b 2000 3000
1 l 1 l 1 l 1
3600 pb

Figura 4.2. Entorno génico de panE en L. lactis IFPL953. F1 y F2 se corresponden con los fragmentos
anterior y posterior a la region delecionada de panE.

Una vez obtenidos los fragmentos F1 y F2, se procedié a su purificacién y
clonacién en el plasmido pG*host9 (Maguin et al., 1996), obtenido a partir de la
cepa E. coli TIL287 (Tabla 4.1). El vector pG*host9, con un tamafio de 3,8 kb,
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posee un replicon termosensible, una region de clonaje multiple y el gen que le
confiere resistencia a eritromicina (Em®). El vector fue digerido con las enzimas de
restriccion Kpnl y Xhol, presentes en la regiéon de clonaje mdultiple, y una vez
linearizado y purificado se procedid6 a su ligacion con el fragmento F1.
Posteriormente, se purificd la construccién pG*thost9::F1 con el kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) una vez que se separd en un gel de agarosa al 0,7%. Esta
construccién fue digerida posteriormente con las enzimas Xhol y Xmal, y se ligd
con el fragmento F2. La construccidn resultante, pG*9::ApanE, posee la regidon F1-
F2 (1358 pb) que contiene una delecion de 408 pb en el gen panE (ApanE, 530 pb)
procedente de la cepa silvestre IFPL953. La correcta secuencia nucleotidica de la
region F1-F2 insertada en pG*host9 fue verificada por secuenciacidén del plasmido
empleando los cebadores Pg91 y Pg92 (Maguin et al., 1996) (Tabla 4.3).

4.2.3.3. Mutacion por doble sobrecruzamiento del gen panE en L. lactis
IFPL953

Para la mutacién del gen panE en L. lactis IFPL953, se siguié la estrategia
descrita por Biswas et al. (1993), adaptdndola a las necesidades de nuestro
estudio. El vector pG*9::ApankE fue establecido por transformacién en E. coli TIL206
(Tabla 4.1) y los clones transformantes fueron seleccionados en agar LB con Em. La
cepa E. coli TIL206 posee el gen repA integrado en su cromosoma, posibilitando la
replicacion de plasmidos de L. lactis en ella (Renault et al., 1996). Posteriormente,
el plasmido pG*9::ApanE producido en elevado nimero de copias en E. coli TIL206,
se empledé para la transformacién de células electrocompetentes de L. lactis
IFPL953. Los clones transformantes fueron seleccionados en placas de agar G-M17
con Em. La secuencia nucleotidica correcta de la regién F1-F2 del vector
pG*9::ApanE electroporado en la cepa silvestre IFPL953 fue verificada por
secuenciacion del plasmido empleando la pareja de cebadores Pg91/Pg92 (Tabla
4.3).

Con el fin de favorecer la replicacion de pG*9::ApanE en IFPL953, se
preparo un cultivo en caldo G-M17 con Em a partir de los clones transformantes y
se incubé a 28 °C durante 16 h. Posteriormente, a partir del cultivo de los
transformantes, se preparé una dilucién 107 en caldo G-M17 sin antibidtico y se
incubé durante 150 min a 28 °C para mantener la replicacién del plasmido. A
continuacion se procedid a la integracion de pG*9::ApanE en el ADN cromosomico
de IFPL953 (esquematizado en la Fig. 4.3). Para ello, transcurrido el tiempo de
incubacion a 28 °C, L. lactis IFPL953(pG*9::ApanE) se incubd durante 150 min a 37
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°C para provocar la integracién del vector en el ADN cromosémico de IFPL953. La
integracion del vector supone un primer sobrecruzamiento por recombinacién
homodloga entre una de las regiones (3’ o 5’) del entorno del gen panE en IFPL953,
con su region homoéloga F1 o F2 en pG*9::ApanE (Fig. 4.3). Posteriormente, se
sembraron diluciones seriadas de las muestras en placas de agar G-M17 con Em y
se incubaron a 37 °C para seleccionar colonias donde ha tenido lugar la integracién
del plasmido. La frecuencia de integracion de pG*9::ApanE por célula (FI) se
estimd como el ratio del células (unidades formadoras de colonias, UFC) crecidas en
presencia de Em respecto al numero de UFC crecidas en ausencia de Em. Se
seleccionaron algunos clones Em®R y la integracién correcta de pG*9::ApanE en
IFPL953 se verifico mediante PCR con la pareja de cebadores Fw-Int/Pg92 (Tabla
4.3). Una vez verificada la integracion, se prolongd la incubacién a 37 °C de los
clones seleccionados, transfiriéndolos a caldo G-M17 con Em. A partir del
crecimiento durante 16 h, se realizé una dilucién 10® en G-M17 (sin Em), y se
incubd a 28 °C (18 h). Esta incubacién a 28 °C fue realizada con el fin de provocar
la escisidon del plasmido pG*9::ApanE mediante un segundo sobrecruzamiento entre
el vector y el cromosoma de IFPL953. El segundo sobrecruzamiento tiene lugar
entre las regiones homodlogas de panE en IFPL953 y en pG*9::ApanE contrarias a
las protagonistas del primer sobrecruzamiento (Fig. 4.3). Posteriormente, se
sembraron placas de agar G-M17 para permitir la pérdida completa del vector, y se
incubaron a 30 °C durante 16 h. Los clones resultantes se transfirieron a placas de
agar G-M17 con y sin Em y se incubaron a 30 °C. Tras la incubacién, aquellos
clones en los que la escisién del plasmido del cromosoma de IFPL3593 fue correcta,
resultaron ser fenotipicamente sensibles al antibidtico. La verificacion de los clones
mutados, ahora L. lactis IFPL953ApanE, se realizd por PCR y secuenciacion con la

pareja de cebadores Fw-Int/Rv-Int (Tabla 4.3).
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Em® Ori

pG+9::ApanE
(5,1 kb)

ApanE

AMAAA—:_\/: F2 AMA/&RCH.S IFPL933
pankE

Integracién a 37 °

Recombinacion por F1

ApanE

Escision a 28 °
Recombinacion por F2

L. Lactis IFPL953ApanE

AANAANAANANAN et/ \NANANAANAN

ApanE

Figura 4.3. Estrategia general para la mutacion del gen panE por doble sobrecruzamiento en L. /actis
IFPL953.
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4.2.4. Determinacion de la actividad hidroxiacido

deshidrogenasa

Se evalud la actividad hidroxiacido deshidrogenasa (Hic-DH) en la cepa
silvestre L. lactis IFPL953, la cepa mutante L. lactis IFPL953ApanE y la cepa L.
lactis TIL46 (Tabla 4.1). L. lactis TIL46 es la cepa en que se realizd la
caracterizacion de Hic-DH por primera vez en L. lactis (Chambellon et al., 2009),
por lo que se empled como control positivo en este estudio. La actividad Hic-DH se

midié a partir de extractos intracelulares de L. /actis.

4.2.4.1. Obtencion de los extractos intracelulares

Los extractos intracelulares libres de células (CFEs) de las cepas de L. lactis
se obtuvieron a partir de cultivos que hubieran alcanzado la fase estacionaria de
crecimiento, siguiendo el protocolo de Chambellon et al. (2009). Brevemente, a
partir de un cultivo de 100 ml de G-M17, con DO a 480 nm (DO4g9) Ssuperior a 2, se
centrifugaron las células a 4.100 x g durante 10 min, a 4 °C, y posteriormente se
lavaron dos veces con 10 ml de tampoén de trietanolamina (TEA) 50 mM, pH 7
(Sigma-Aldrich). Las muestras se centrifugaron a 4.100 x g durante 10 min, a 4
°C, y el sedimento celular se resuspendié en 5 ml de TEA suplementado con 1,6
mg/ml de lisozima y 0,2 g/ml de sacarosa. Esta suspensién se incub6 durante 2 h a
30 °C para favorecer la formacién de esferoplastos. El sedimento de esferoplastos
se centrifugd a 4.100 x g durante 10 min (4 °C) y se resuspendié en tampon TEA
para provocar la lisis celular completa. El extracto intracelular obtenido se
centrifugd a 21.000 x g durante 20 min, para desechar los restos celulares. La
concentracion de proteina en los CFEs se determind mediante el ensayo de

Bradford (Bradford, 1976), empleando albumina sérica bovina como estandar.

4.2.4.2. Medida de la actividad Hic-DH

La actividad Hic-DH de L. lactis IFPL953, L. lactis IFPL953ApanE y L. lactis
TIL46, se evalub midiendo la reduccion del a-cetoisocaproato (KIC) a
hidroxiisocaproato. El medio de reaccién consistié en 900 pl de tampdn TEA 50 mM
(pH 7), que contenia NADH 0,2 mM y KIC 100 mM. La reaccién transcurrié a 37 °C
y se inicié en el momento en que se afiadieron 100 ul de CFEs (diluidos en tampdn

TEA 50 mM a partir de los CFEs puros) al medio de reaccion. También se
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prepararon mezclas de reacciéon que no contenian KIC que sirvieron como control

negativo de actividad Hic-DH.

Cada cepa de L. lactis se analizd por triplicado y a partir de dos crecimientos
distintos. La medida de desaparicion de NADH en la reaccion se realizé a 340 nm
(As40) durante 5 min, tomandose medidas puntuales de As4 cada 3 s. Las medidas
de espectrofotometria se realizaron a 37 °C empleando el equipo espectrofotometro
Shimadzu UV-1601 acoplado a un controlador termostatico CPS - 240A
(Shimadzu). Los resultados se expresaron en pmol de NADH (e¢=6.3 mM™ cm™) por

minuto y por mg de proteina del CFE puro.

4.2.5. Produccion de compuestos volatiles por L. lactis
IFPL9534panE

Los compuestos volatiles producidos por las cepas IFPL953 e IFPL9534panE,
tras 30 h de incubacién (fase estacionaria tardia) en CDMs y leche desnatada
fueron analizados mediante microextraccion en fase solida (SPME) acoplada a
cromatografia de gases (GC) y espectrometria de masas (MS). Para ello, se
utilizaron los sobrenadantes de cada cultivo y se dispusieron 10 ml en viales,
anadiéndoles 4-metil-2-pentanol (concentracion final de 4 mg/l) como control
interno (CI) y, en el caso de las muestras de leche, también se afiadié 1 g de NaCl
(Amarita et al., 2006). Las muestras fueron acondicionadas durante 15 min a 60 °C
y el espacio de cabeza se expuso durante 10 min a una fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilxiloxano (DVB/CAR/PDMS), previamente
acondicionada durante 3 min a 270 °C (Supelco). Para la desorcién de los
compuestos volatiles, la fibra fue insertada en el GC (Agilent) durante 5 min, sobre
una columna Hp-INNOWAX 236 de 60 m x 0,25 mm x 0,50 uym (Agilent), y se
aplicé un flujo de helio de 54 ml/min. La temperatura del horno fue mantenida a 40
°C durante 2 min y programada para aumentar en 4 °C/min hasta 240 °C,
manteniéndose a esta temperatura durante 15 min. El detector de masas escaned
en el rango 33-500 m/z a una velocidad de 1,1 scans/s. La identificacion de los
compuestos se llevdo a cabo mediante la comparaciéon de los espectros con los
contenidos en la base de datos NIST98 del soporte informatico Chem-Station
Software (Agilent). Los resultados fueron expresados como abundancia relativa
respecto del CI (porcentaje del area de pico del compuesto analizado en relacion a

la del CI). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.
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4.2.6. Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS
version 15.0. El andlisis de la varianza (ANOVA) y el método test de Tukey fueron
usados para localizar diferencias significativas, estableciendo un intervalo de
confianza del 95% (P<0,05).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Inactivacion del gen panE y su efecto sobre la actividad

hidroxiacido deshidrogenasa en L. lactis IFPL953

El plasmido pG*9::ApanE fue obtenido con éxito tras la clonacion del gen
mutado ApanE, con una delecion de 408 pb en medio del gen silvestre, y su
entorno génico en el vector pG*host9. La posterior transformacion de la cepa
silvestre L. lactis IFPL953 con el plasmido dio lugar al clon transformante L. /actis
IFPL953 (pG*9::ApanE), seleccionado por presentar resistencia a la eritromicina
(EmP). En L. lactis, la replicacion de pG*host9 estd determinada por la temperatura,
de tal forma que a 28 °C se replica y, por el contrario, a partir de 37 °C no puede
replicarse. Basandonos en esta propiedad, se sometid el clon IFPL953
(pG+9::ApanE) primero a una incubaciéon a 28 °C para favorecer la replicacion del
pladsmido, y a una segunda incubacién, realizada a 37 °C para provocar la
integracién del plasmido en el ADN genémico de IFPL953 (Fig. 4.3). La FI obtenida
tras la integraciéon de pG*9::ApanE en IFPL953 fue de 2,38+0,8 x 1073, valor
adecuado para el tamafio y homologia del inserto segun lo descrito por Biswas et
al. (1993). La amplificacion del ADN total del clon IFPL953 (pG*9::ApanE) con los
cebadores Fw-Int y Pg92 verifico que la primera recombinacion ocurrié por el
fragmento F1, dando lugar a un amplicon de 1662 pb (Tabla 4.3). También se
detectaron algunos clones en los que la integracion de pG*9::ApanE habia ocurrido
por F2, (los amplicones generados por PCR fueron de 2070 pb), pero al ser
minoritarios no se continud con ellos. El reemplazamiento del gen panE por el gen
ApanE en el cromosoma de IFPL953 (pG*9::ApanE), se produjo al favorecer la
escision del plasmido al incubar de nuevo a 28 °C para promover su propia

replicacion, y estimular asi la recombinacién por la regiéon F2 (Fig. 4.3). La escision
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del replicon da lugar a la aparicion de los dos genotipos posibles, el parental o
silvestre y el mutante formado por doble sobrecruzamiento. Tras un crecimiento
prolongado de los clones a 30 °C, se seleccionaron clones de fenotipo sensible a la
Em. La secuencia nucleotidica correcta del mutante IFPL953ApanE se verificd al
obtener productos de 1645 pb (Tabla 4.3) mediante amplificaciéon por PCR con los

cebadores Fw-Int y Rv-Int, y su posterior secuenciacion.

Con objeto de evaluar el efecto de la integracion del gen ApanE en el ADN
gendmico de IFPL953 sobre la actividad hidroxiisocaproato deshidrogenasa (Hic-
DH), se midi6 la oxidacién de NADH a 340 nm (Ass) empleando a-cetoisocaproato
(KIC), a-cetoacido derivado del metabolismo de la leucina, como sustrato. Se
realizaron medidas de actividad con CFEs obtenidos a partir de las cepas IFPL953,
IFPL953ApanE y L. lactis TIL46.
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Figura 4.4. Actividad Hic-DH de las cepas L. lactis IFPL953 (silvestre), L. lactis TIL46 (control positivo)
y L. lactis IFPL953ApanE (mutante) frente a a-cetoisocaproato (KIV). Los datos se corresponden al valor
medio + desviacion estandar de seis réplicas independientes. *, P<0,05.

En la Fig. 4.4 se muestran los resultados obtenidos para cada cepa, donde 1

unidad de actividad Hic-DH se definié como la cantidad de enzima que cataliza la
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oxidacién de 1 pmol de NADH por min y por mg de proteina en el CFE (U mg™?) a 37
°C. Para las cepas IFPL953 y TIL46 se obtuvieron valores medios de actividad de
5,78 y 5,09 U mg?, respectivamente. Por el contrario, en la cepa mutante
IFPL953ApanE el valor medio de actividad obtenido fue significativamente inferior
(0,14 U mg™) al encontrado en la cepa silvestre (Fig. 4.4), siendo equivalente a
cero en algunas réplicas. Por tanto, la cepa L. lactis IFPL953ApanE presenta una
pérdida total de actividad Hic-DH a consecuencia del reemplazamiento del gen panE

por el gen mutado ApankE.

4.3.2. Crecimiento de L. lactis IFPL953ApanE

El efecto de la mutacion del gen panE sobre el crecimiento de L. lactis
IFPL953ApanE se estudid en cultivos en CDM y leche, en comparacion con la cepa
silvestre L. lactis IFPL953. Tal y como puede observarse en la Fig. 4.5, la mutacion
del gen panE no tuvo repercusién en el crecimiento de la cepa IFPL9534panE. La
densidad celular maxima de los cultivos no varié en funciéon de la cepa ya que en
CDM los valores fueron de 1,82 y 1,75 para IFPL953 e IFPL9534panE, y en leche
fueron de 4,5 y 4,3, respectivamente (Fig. 4.5). Las diferencias observadas en el
crecimiento estuvieron asociadas con el medio de cultivo, siendo la leche el medio
en el que se alcanzaron los valores mas elevados. De forma andloga, la tasa de
crecimiento maxima (Mmax [h™']) no mostré diferencias entre las cepas mutante y
silvestre, siendo de nuevo los valores mayores cuando las cepas crecieron en leche
(Tabla 4.4). En la Fig. 4.5 también puede observarse que el periodo de latencia fue
ligeramente superior en CDM (=3 h) que en leche (=2 h), no existiendo diferencias
entre las cepas mutante y salvaje. Aunque, en general, las diferencias de
crecimiento entre las dos cepas, silvestre y mutante, no fueron significativas, si se
pudo observar un ligero retardo en el crecimiento en ambos medios (CDM
tamponado y leche no tamponada) de la cepa IFPL9534panE con respecto a la cepa
IFPL953. Del mismo modo, pudimos observar cierto retardo en la capacidad

acidificante de la cepa mutante con respecto a la silvestre (Fig 4.5B).
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Figura 4.5. Curvas de crecimiento (simbolos rellenos) y de acidificacion (simbolos vacios) de L. /actis
IFPL953 (color verde) e IFPL953ApanE (color naranja). Incubaciones realizadas a 30 °C. Curvas
obtenidas mediante la lectura de DOug a partir de 3 repeticiones bioldgicas con cada medio. (A)
Crecimiento en medio CDM durante 24 h. (B) Crecimiento en leche y acidificacion del pH durante 12 h.

Tabla 4.4. Tasa de crecimiento maxima (umax [h™']) calculada a partir de los datos de DO.g, obtenidos
durante el crecimiento de L. /actis en diferentes medios de cultivo.

Medio de cultivo L. lactis Mmax (h™)
+
CDM IFPL953 0,53+0,10
IFPL953ApanE 0,35+0,09
Leche IFPL953 1,11+0,12
IFPL9534panE 0,89+0,12

4.3.3. Cambios en la produccion de compuestos volatiles en L.

lactis por la mutacion del gen panE

El analisis por SPME-GC-MS permitié la identificacion de un amplio rango de
compuestos volatiles (aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres,
azufrados e hidrocarburos) generados durante 30 h de crecimiento de L. /actis
IFPL953 (IFPL953) y L. lactis IFPL953ApanE en dos medios de cultivo (CDM vy
leche). En la Tabla 4.5 se muestran algunos de los compuestos mas relevantes

dentro de la diversidad encontrada para los distintos grupos. Las diferencias en el
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crecimiento de las cepas en los dos medios se vieron reflejadas en el nimero de
compuestos detectados. En este sentido, ambas cepas produjeron un mayor
numero de compuestos volatiles cuando fueron crecidas en leche frente a los

producidos cuando crecieron en CDM (Tabla 4.5).

Tras el crecimiento en CDM, los grupos de compuestos mayoritarios
encontrados fueron los acidos, alcoholes y aldehidos. Tal y como se observa en la
Tabla 4.5, la cepa silvestre IFPL953 dio lugar a un menor nimero de compuestos
organicos volatiles (COV) que la cepa mutante IFPL953ApanE, aunque solo se
detectaron diferencias significativas (P<0,05) entre las dos cepas en algunos
compuestos. Entre estos compuestos, cabe destacar la formacién de los acidos a-
cetoisocaproico (KIC) y a-cetopropionico (piruvato) que fue superior en la cepa
IFPL953ApanE. La acumulacion en el medio de cultivo de la cepa mutante de KIC,
a-cetoacido formado por transaminacion de la leucina, se corresponde con la
ausencia de actividad Hic-DH en dicha cepa mutante. Los aldehidos 2-metilbutanal,
procedente de la isoleucina, y 3-hidroxibutanal solo se detectaron en el cultivo en
CDM de la cepa silvestre IFPL953. En cambio, la abundancia del aldehido 3-
metilbutanal durante el crecimiento en CDM de la cepa mutante IFPL953ApanE fue
superior a la de la cepa silvestre (35,25+7,32 frente a 23,4%+4,04). El 3-
metilbutanal deriva de la descarboxilacion del KIC, indicando los resultados un
incremento en la cepa mutante IFPL953ApanE del flujo catabdlico de la leucina
hacia la formacion del aldehido correspondiente en ausencia de la enzima Hic-DH.
En relacion a los demas aldehidos identificados, en la cepa silvestre IFPL953 se
detectd la formacidn de 2-metilbutanal, procedente del catabolismo de la leucina,
pero este compuesto no se detecté en la cepa mutante. En lo referente a la
formacion de alcoholes, en el cultivo en CDM de la cepa IFPL953ApanE se detectd
una mayor produccion de 3-metilbutanol, aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Este resultado se corresponde con la mayor
formacion de 3-metilbutanal por IFPL953ApanE en ausencia de actividad Hic-DH y
su posterior reduccion al alcohol correspondiente en presencia de glucosa.
Referente a las cetonas detectadas, se detecté una mayor abundancia relativa de la
acetona en el cultivo en CDM de la cepa silvestre IFPL953 (P<0,05) que en la cepa
mutante. Por el contrario, la 4-metil-2-pentanona y la 4, 6-dimetil-2-heptanona
solo se detectaron en la cepa mutante. Otras cetonas detectadas, aunque en
niveles bajos, fueron: la acetoina, de la que la cepa silvestre produjo trazas
(0,37+£0,03); la 4, 6-dimetil-2-heptanona y la 4-metil-2-heptanona, cuyas

abundancias relativas fueron superiores en la cepa mutante.
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En lo referente a la formacion de compuestos volatiles durante el
crecimiento de las cepas silvestre y mutante en leche, el nimero de COVs
detectados fue similar (Tabla 4.5). Entre los acidos, se detectaron acético,
butanoico y hexanoico, todos ellos potentes contribuidores al aroma en queso. La
abundancia del acido acético fue significativamente superior en la leche donde
crecié la cepa mutante (14,30+1,06 frente a 9,88+1,16 de la cepa silvestre). Por
otro lado, el &cido butanoico presentdé unos niveles de abundancia relativa
significativamente superiores a los de la cepa silvestre (Tabla 4.5). A diferencia del
crecimiento en CDM, no se detectd la presencia de a-cetoacidos, en concreto de
KIC, en el cultivo de IFPL953ApanE en leche. Sin embargo, se encontraron en el
cultivo de la cepa mutante cantidades superiores (P<0,05) de 3-metilbutanal
(procedente del KIC derivado de la leucina) y 2-metilbutanal (procedente del a-
cetoacido derivado de la isoleucina) que en la cepa silvestre, indicando una mayor
conversion de a-cetoacidos ramificados a aldehidos por IFPL953ApanE debido a la
ausencia de actividad Hic-DH. De igual manera, el contenido en 3-metibutanol fue
significativamente superior (P<0,05) en la cepa mutante que en la cepa silvestre.
En los crecimientos en leche se detect6 mayor variedad de cetonas que tras el
crecimiento de las cepas en CDM (Tabla 4.5). En la mayoria de los casos, las
abundancias relativas de cetonas fueron superiores en el cultivo en leche de la cepa
mutante que de la silvestre. Se detectaron 3 metilcetonas diferentes: 2-metil-4-
heptanona, 4-metil-2-heptanona y la 4-metil-2pentanona. Este grupo de cetonas
suele ser abundante en quesos y se forman a partir de acidos grasos libres por
rutas alternativas a la B-oxidacion (McSweeney y Sousa, 2000). Destaca la
abundancia relativa detectada para la 4-metil-2-heptanona, que ademas de ser
significativamente superior en la cepa mutante frente a la silvestre, también fue la
cetona detectada en mayor cantidad (12,32+0,01). Otras cetonas detectadas en
mayor proporcion (P<0,05) en la leche de la cepa mutante, fueron el diacetilo (2,3-
butanodiona) y la 2-heptanona. Ambos son COVs importantes por su contribuciéon
al aroma en quesos tipo Camembert, Cheddar y Emmental en el caso del diacetilo y
en Emmental y Gorgonzola en el caso de la 2-heptanona. También se detecté en
cantidades similares en ambas cepas la formacion de 2-nonanona, aunque su
abundancia relativa fue baja en comparacion con los valores observados para el

resto de las cetonas detectadas.
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Tabla 4.5. Principales compuestos volatiles detectados en el espacio de cabeza tras 30 horas de
crecimiento de L. /actis IFPL953 (silvestre) y L. lactis IFPL953ApanE (mutante) en medio quimicamente
definido (CDM) y leche.

CDM Leche
Compuesto1 IFPL953 IFPL953ApanE IFPL953 IFPL953ApanE
Acidos
Acido acético - 0,97 £0,10 9,88 +1,16 14,30+ 1,06
Acido butanoico 9,44 + 2,54 7,31+1,11 9,72 + 0,62* 5,98+ 1,10
Acido hexanoico 3,56+ 0,64 3,38+0,70 3,73+0,67 3,38+0,70
Acido a-cetoisocaproico - 7,23 + 3,33* - -
Acido a-cetopropidnico 0,12+0,03 3,63+ 0,61* - -
Alcoholes
2-Hexanol 19,40 £ 4,32 17,79 £ 2,14 - -
2-Metil-2-octanol 0,56 + 0,03 0,67 + 0,05 - -
2-Metilpropanol 0,68 + 0,08 0,76 +0,23
3-Metilbutanol 19,80 £ 2,90 36,46 + 14,13 3,86 +0,37 521+ 0,49*
Aldehidos
Benzaldehido 0,46 + 0,03 1,18+0,43 1,23+0,46 1,86 £ 0,57
2-Metilbutanal 5,67 +1,15 - 1,25 +0,08 1,79+0,15
3-Hidroxibutanal 7,99+0,31 - - -
3-Metilbutanal 23,00+ 4,04 35,25+7,32 2,85+ 0,66 511+ 0,35*
Succinaldehyde 5,02+0,13 2,89+ 0,66 - -
Cetonas
Acetoina 0,37 +0,03 - 5,10+ 0,70 6,13+0,17
Acetona 9,58 + 3,62* 4,84 + 0,85 1,12 +0,09 0,97 £ 0,07
Diacetilo - - 2,76 £ 0,51 4,39 + 0,45*
2-Heptanona - - 1,10+0,14 2,30 0,66*
2-Metil-4-heptanona - - 5,86+0,24 12,32 10,01*
2-Nonanona - - 0,63+0,17 0,76 £0,10
2-Pentanona - - 0,25+0,22 -
4,6-Dimetil-2-heptanona 0,56 +0,10 0,70+ 0,03 - -
4-Metil-2-heptanona - 0,99+0,17 1,11+0,19 1,66 + 0,36
4-Metil-2-pentanona - 3,21+0,41 2,90+0,21 3,34 +£0,59
Compuestos azufrados
Dimetildisulfuro - - 1,83+0,30 3,67 1,12*
Dimetiltrisulfuro - - 0,36+0,13 -
Esteres
Etilacetato - - - 1,56 £ 0,49
Hidrocarburos
Octano - - 1,68 £ 0,41 1,64 £0,52
2,4-Dimetilhexano - - 2,29+0,63 3,09 +0,31
2,6-Dimetilnonano - - 3,54+2,22 3,26 £ 0,60
4-Metilheptano - - 0,60+0,19 1,07 +0,10

!Los valores representan la abundancia relativa (%) respecto del control interno (4-metil-2-pentanol)

procedentes de 3 repeticiones bioldgicas (media + desviacidon estandar).

*, Diferencias significativas (P<0,05) entre los compuestos producidos por IFPL953 e IFPL953ApanE.

-, No detectado.
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El dimetildisulfuro (DMDS) y el dimetiltrisulfuro (DMTS) solo fueron
detectados tras el crecimiento de las cepas en leche, ambos compuestos azufrados
derivan del catabolismo de la metionina. Del DMTS solo se detectaron trazas en la
cepa silvestre (0,36%+0,13), sin embargo la abundancia relativa del DMDS fue
significativamente superior en la cepa mutante (3,67+1,12). El éster de cadena
sencilla etilacetato, relacionado con notas afrutadas en queso, solo fue detectado
en la cepa mutante. Se detectaron 4 compuestos pertenecientes al grupo de los
hidrocarburos tras el crecimiento de las dos cepas en leche (Tabla 4.5). De ellos, el
2,4-dimetilhexano y el 4-metilheptano presentaron abundancias relativas
superiores en el cultivo en leche de IFPL953ApanE y el octano y el 2,6-
dimetilnonano fueron levemente superiores en la cepa IFPL953. En ningun caso las

diferencias fueron estadisticamente significativas.

4.4. DISCUSION

Se ha demostrado que L. lactis produce a-hidroxiacidos a partir de los a-
cetoacidos derivados de los aminoacidos no sélo in vitro (Gao et al., 1998; Roudot-
Algaron e Yvon, 1998) sino también en queso (Yvon et al., 1998; Yvon y Rijnen,
2001). Sin embargo, estos compuestos no contribuyen al aroma ni al sabor del
queso (Yvon y Rijnen, 2001). El gen panE codifica la actividad hidroxiisocaproato
deshidrogenasa en L. lactis (Hic-DH) (Chambellon et al., 2009). En este trabajo, se
ha procedido a la mutacidén del gen panE en la cepa silvestre L. lactis IFPL953 con
el fin de observar el efecto de la inactivacion de esta actividad en la produccién de
compuestos organicos volatiles (COVs). La cepa IFPL953 se caracteriza por
presentar la actividad GDH (Capitulo 3 de esta tesis), ademas de actividades clave
relacionadas con el catabolismo de aminoacidos, como aminotransferasas y

cetoacido descarboxilasa (De la Plaza et al., 2006).

La mutacion por delecidon del gen panE en L. lactis IFPL953 se ha realizado
por doble sobrecruzamiento, dando lugar a la cepa mutante L. /actis IFPL953ApanE,
gue perdio en su totalidad la actividad Hic-DH frente a su sustrato preferente, el a-
cetoisocaproato (KIC). Este resultado confirma el hecho de que PanE es la Unica
enzima responsable de la reduccién de los a-cetoacidos de cadena ramificada en L.

lactis (Chambellon et al., 2009). La mutacién del gen panE no afect6 al crecimiento
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de la cepa IFPL953ApanE, tanto en CDM como en leche, en comparacion con la
cepa silvestre L. lactis IFPL953 (Fig. 4.5). Aunque la tasa de crecimiento maxima
(Mmax) de IFPL953ApanE se redujo al crecer en CDM, en comparaciéon con el
crecimiento en leche, ambas cepas mostraron un crecimiento 6ptimo en los dos
medios. Los resultados demuestran que la mutacién del gen panE en L. lactis
empleando vectores termosensibles es un método eficaz para provocar la pérdida
de una funcién concreta (Biswas et al., 1993; Maguin et al., 1996; Atiles et al.,
2000; Chambellon et al., 2009).

Ademas de verificar la pérdida de actividad Hic-DH en IFPL953ApanE, en
este trabajo se ha evaluado el efecto de esta inactivaciéon en la formacién de COVs
mediante SPME y GC-MS. Esta técnica ha sido ampliamente usada en la
caracterizacion del aroma de quesos y leche fermentada (Conrad et al., 2004;
Verzera et al., 2004; Chammas et al., 2006). En general, la inactivacion de panE se
correspondié con un incremento en el medio de cultivo de KIC y una mayor
conversion del a-cetoacido en 3-metibutanal y 3-metilbutanol, compuestos
procedentes del catabolismo de la leucina debido a la presencia de las actividades
BcaT, GDH y KivD en L. lactis IFPL953ApanE. La mayor formacion de KIC por la
cepa mutante se observo en el medio tamponado CDM (Tabla 4.5). La enzima BcaT
al igual que otras aminotransferasas de L. lactis, tiene un pH éptimo préximo a 7
(Yvon et al., 1997; Engels et al., 2000; Dudley y Steele, 2001), por lo que
posiblemente el KIC pudo detectarse en CDM y no en leche. El aldehido 3-
metilbutanal es un potente componente del aroma en quesos tipo Camembert,
Cheddar, Emmental y Gruyere (Rychlik y Bosset, 2001). Este aldehido fue
detectado en los crecimientos de ambas cepas en CDM y leche, aunque en ambos
medios se observo mayor produccion por la cepa mutante. Este resultado enlaza
con el mayor contenido en 3-metilbutanol, originado por reduccién del 3-
metilbutanal por deshidrogenasas, en el cultivo de la cepa L. lactis IFPL953ApanE.
El 3-metilbutanol estd asociado con un aroma fuerte en queso Cheddar (Dunn y
Lindsay, 1985), pero también ha sido relacionado positivamente con un aroma
fresco en queso Mozzarella (Moio et al., 1993) y un aroma de caramelo en un
estudio que se llevd a cabo sobre diez variedades de queso europeo (Lawlor et al.,
2001). Otros aldehidos detectados fueron el 2-metilbutanal y el benzaldehido. El 2-
metilbutanal se forma a partir de la isoleucina y estd considerado un potente

aromatizante de quesos como el Emmental y el Gruyere (Curioni y Bosset, 2002).

La formacion del acido a-cetopropidnico (piruvato) también fue mayor en el
cultivo de L. lactis IFPL953ApanE en CDM que en el de la cepa silvestre. El piruvato

en L. lactis puede producirse a partir de la glucolisis ocurrida durante la
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fermentacion de azlcares, pero también es el a-cetoacido resultante del
catabolismo del aspartato (Asp) y la alanina (Ala). No se conoce bien el catabolismo
de la Ala en L. lactis ni se ha detectado ninguna alanina aminotransferasa en
lactococos (Fernandez y Zufiga, 2006; Liu et al., 2008). En cambio, L. lactis si
posee las dos enzimas necesarias para la conversion del Asp en piruvato, la
aspartato aminotransferasa y la oxalacetato descarboxilasa (Starrenburg vy
Hugenholtz, 1991; Dudley y Steele, 2001). Tal y como se describe en el estudio de
Le Bars e Yvon (2008), la formacion de piruvato por transaminacion del Asp
depende en primer lugar del pH del medio, que debe estar en torno a 7.
Posiblemente sea la razon por la que solo se detectara en este estudio tras el
crecimiento de las cepas en CDM tamponado. La mayor produccion de piruvato por
la cepa IFPL953ApanE podria deberse a la inactivacién de PanE, aunque se ha
descrito una baja afinidad de la enzima por este substrato (Chambellon et al.,
2009). El piruvato puede posteriormente dar lugar a compuestos como el diacetilo y
la acetoina durante el crecimiento bacteriano. Estos compuestos tienen un impacto
positivo en el aroma de quesos tipo Cheddar y Gouda (Banks et al., 1992), aunque
para su produccién en L. lactis es necesario un pH en torno a 5 (Le Bars e Yvon,
2008). Esto se ve confirmado en este estudio al detectarse ambos compuestos solo
tras el crecimiento de ambas cepas en leche no tamponada. Al igual que en el caso
del piruvato, la cepa mutante IFPL953ApanE fue capaz de formar mayor cantidad

de estos compuestos que la silvestre.

Ademas de la formacién de piruvato y KIC, también se detectaron otros
acidos en los cultivos de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE como acético, butanoico
y hexanoico. El acido acético, procedente del metabolismo de la lactosa, se detecto
principalmente en leche y fue mayor el contenido en el cultivo de la cepa mutante
que en el de la silvestre (Tabla 4.5). Los acidos butanoico y hexanoico son potentes
compuestos volatiles que dan olores fuertes, con notas de tipo rancio, y que son
apreciados en ciertos quesos como el Cheddar pero que en exceso pueden no ser

deseados (Curioni y Bosset, 2002).

El benzaldehido, procedente del catabolismo de la fenilalanina, fue detectado
en los dos medios de crecimiento y, en general, se observd una ligera mayor
producciéon por la cepa mutante (Tabla 4.5). La conversidon de la fenilalanina se
inicia por la accion de una aminotransferasa especifica de aminoacidos aromaticos
(AraT) (Rijnen et al., 1999a, 2003), mientras que la enzima Hic-DH codificada por
panE posee baja afinidad por el fenilpiruvato, en comparacién con los a-cetodcidos

de cadena ramificada (Chambellon et al., 2009).
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Las cetonas se detectaron especialmente tras el crecimiento de las cepas en
leche, siendo su contenido ligeramente superior en el cultivo de la cepa
IFPL953ApanE. Estos compuestos se producen generalmente por la oxidacién de los
acidos grasos o por rutas de descarboxilaciéon en los microorganismos (Moio et al.,
2000). Las cetonas son constituyentes comunes de los productos lacteos y se les
atribuyen olores caracteristicos a niveles bajos de percepcién. Las cetona 2-
heptanona, es un compuesto volatil importante para el aroma del queso Emmental
y Gorgonzola. Entre las cetonas, se detectaron también metilcetonas como la 2-
metil-4-heptanona, 4-metil-2-heptanona y la 4-metil-2-pentanona. Estas cetonas
derivan de la B-oxidacion de los acidos grasos en queso (McSweeney y Sousa,
2000), y son consideradas responsables del aroma caracteristico de los quesos
Roquefort, Camembert y Gorgonzola (Molimard y Spinnler, 1996; Curioni y Bosset
2002).

Los compuestos azufrados volatiles contribuyen en gran medida al aroma de
queso (Weimer et al., 1999; McSweeney y Sousa, 2000). El dimetiltrisulfuro
(DMTS) solo fue detectado en niveles muy bajos en la cepa silvestre, pero el
dimetildisulfuro (DMDS) se detecté en ambas cepas, aunque la cepa mutante
produjo casi el doble. La metionina puede ser transaminada a a-cetometiltiobutirato
(KMBA) que por acciéon de la enzima KivD puede dar lugar a metional y, ambos
compuestos, por degradacidon quimica a metanotiol y sus derivados DMDS y DMTS.
La enzima PanE posee cierta afinidad por KMBA (Chambellon et al., 2009), por lo
que su inactivacion explicaria un cierto incremento de volatiles azufrados a partir
del catabolismo de KMBA en L. lactis IFPL953ApanE, que no podria ser catabolizado
hacia su correspondiente hidroxiacido, el acido 2-hidroxi-4metiltiobutirico (Gao et
al., 1998; Fernandez y Zuiiga, 2006).

Tras el crecimiento en leche de las cepas IFPL953 e IFPL953ApanE también
se detectaron algunos hidrocarburos. Estos compuestos son productos secundarios
de la autoxidacién lipidica (Barbieri et al., 1994) y se han encontrado en distintos
tipos de queso como el Pecorino Crotonese o el Roncal (Izco et al., 2000; Ortigosa
et al., 2001; Randazzo et al., 2010) que aungue por si mismos no contribuyan al
aroma del queso, pueden ser precursores de otros compuestos aromaticos
(Ortigosa et al., 2001; Mufioz et al., 2003).
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4.5. CONCLUSIONES FINALES DEL CAPITULO

Los resultados obtenidos proporcionan informacion sobre el efecto de la
inactivacion en L. lactis IFPL953 del gen panE, que codifica para la actividad Hic-
DH, en la expresion de genes relacionados con el catabolismo de aminoacidos y en
la formacion de compuestos volatiles durante el crecimiento en un medio

guimicamente definido y en leche.

En este trabajo, se ha demostrado que el gen panE es el Unico responsable
de la actividad Hic-DH en L. /actis IFPL953. La mutacion del gen panE no dificulta el

crecimiento de L. /lactis IFPL953ApanE en leche.

La supresién de la ruta que desvia la conversién de a-cetodcidos hasta
hidroxiacidos en una cepa de L. lactis con actividades GDH, AraT, BcaT y KivD, da
lugar a la acumulacién de a-cetoisocaproato y favorece su posterior conversion
hacia 3-metilbutanal y 3-metilbutanol. L. /actis IFPL953ApanE es mas eficiente que
la cepa parental en la formacidon de compuestos volatiles relacionados con el aroma

del queso.
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CAPiTULO V

Estudio de la expresion de enzimas del catabolismo de
aminoacidos en Lactococcus lactis y evaluacion de la
formacion de compuestos volatiles en condiciones de

maduracion de queso.

5.1. INTRODUCCION

Se han identificado mas de 600 compuestos volatiles en queso, la mayoria
de ellos son productos resultantes del catabolismo de las proteinas, azucares vy
lipidos de la leche que llevan a cabo las bacterias lacticas (BAL) (Maarse y Visscher,
1989; Curioni y Bosset, 2002). Entre las BAL, las rutas metabdlicas que mas se han

estudiado han sido las del género Lactococcus.

Lactococcus lactis se caracteriza por disponer de diferentes actividades
enzimaticas que actlan durante la produccion de queso y que afectan a las
propiedades organolépticas del mismo, tanto en relaciéon a la textura como en el
desarrollo del aroma y sabor (Kunji et al., 1996; Smit et al., 2005b). Los
aminoacidos son los precursores de una larga variedad de compuestos volatiles vy,
por ello, diversas enzimas son consideradas clave para su formacién, como
aminotransferasas, deshidrogenasas, liasas y decarboxilasas, entre otras (Ganesan
y Weimer, 2007) (Fig.5.1). La expresion de estas enzimas puede verse afectada por
los sistemas de regulacion que actlan a nivel transcripcional, la disponibilidad de
sustratos y las condiciones ambientales (Smit et al., 2005b). Un ejemplo de
regulador transcripcional lo constituye CodY, que reprime genes que participan en
el metabolismo del nitrégeno en respuesta al cimulo de péptidos o aminoacidos de
cadena ramificada (BCAAs) en el medio de crecimiento (Guédon et al., 2001b;
Guédon et al., 2005; Den Hengst et al., 2005b). Del mismo modo, la falta de
nutrientes, cambios drasticos en el pH, en la osmolaridad, o en la temperatura
pueden determinar diferencias en la expresién génica (Dressaire et al., 2008). De
hecho, las cepas de L. lactis que participan en la elaboracién de queso rara vez se
encuentran en condiciones optimas de crecimiento (Sanders et al., 1999). Desde el

punto de vista industrial es muy importante la seleccion de cepas en funcién de sus

117



Expresion de genes del catabolismo de aminodcidos y formacién de COVs

capacidades metabdlicas y de su capacidad de adaptacion a las situaciones de

estrés ocurridas durante la fabricacion del queso.

En este sentido, se ha demostrado que las estirpes de L. lactis aisladas de
nichos naturales presentan con frecuencia una mayor capacidad de adaptacion a la
carencia de aminoacidos y ante distintas situaciones de estrés en comparacion a las
cepas de uso industrial. Esta caracteristica se relaciona con una mayor capacidad
de biosintesis de aminoacidos y, por tanto, con una mayor actividad enzimatica
relacionada con el metabolismo de estos compuestos. En consecuencia, estas cepas
silvestres no so6lo presentan un mayor potencial enzimatico sino que también
podrian dar lugar a diferentes perfiles aromaticos (Ayad et al., 1999; Mauriello et
al., 2001; Tavaria et al., 2002; Ayad, 2008; Smit et al., 2009). En algunos casos,
los aromas producidos por estas cepas se definen como achocolatados, afrutados o
a “queseria” y se deben a la produccién de aldehidos y alcoholes derivados de
BCAAs. Estos compuestos generalmente forman parte de la fraccién volatil de
quesos como el Parmesano y contribuyen positivamente a su aroma si se

encuentran en un balance adecuado (Barbieri et al., 1994; Engels et al., 1997).

Basados en la capacidad que presentan las estirpes silvestres de L. lactis
para crecer con bajos requerimientos nutricionales y en su potencial para producir
compuestos volatiles, hemos estudiado en L. /actis IFPL953 y en su mutante
IFPL953ApanE (sin actividad Hic-DH) el efecto del contenido en BCAAs en el medio
de crecimiento y de las condiciones propias del proceso de maduracién, sobre la
expresion de genes que estan relacionados con el catabolismo de aminoacidos vy la

formaciéon de compuestos del aroma en queso.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

En este estudio se emplearon la cepa L. lactis IFPL953, una cepa silvestre
aislada de quesos de leche cruda de cabra (Fontecha et al., 1990), y la cepa
mutante L. lactis IFPL953ApanE, derivada de la anterior pero con el gen panE

inactivado (Cap. 4 de esta Tesis). Ambas cepas fueron crecidas en caldo M-17
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(Pronadisa) suplementado con 0,5% (p/v) de glucosa (G-M17) durante 18-24 h a

30 °C en condiciones de aerobiosis.

Para estudiar la influencia del contenido de BCAAs en el medio de cultivo, se
realizaron crecimientos en un medio quimicamente definido (CDM, “chemically
defined media”) donde se varid la concentracion de estos aminoacidos. Para ello, se
inocularon las cepas L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE al 1% (v/v) en G-M17 y se
incubaron a 30 °C durante 15 h. Transcurrido el tiempo de incubacién, las células
se sedimentaron por centrifugacion (4.000 x g, 15 min, 4 °C), se lavaron dos veces
en las mismas condiciones y finalmente se resuspendieron en solucién salina
(0,85% NaCl), para después realizar los indculos en CDM al 1% (v/v). EIl CDM
empleado estd basado en los medios quimicamente definidos descritos en la
bibliografia (Otto et al., 1983; Poolman y Konings, 1988) y su composiciéon se
resume en la Tabla 4.2 (Cap. 4 de esta Tesis). Las diferencias respecto al contenido
en BCAAs fueron las siguientes: CDM basal, contenia todos los aminoacidos; CDM-
Ile, no contenia isoleucina; CDM-Val, contenia la décima parte del contenido normal
de valina (0,033 g/l); y CDM-Leu, contenia la centésima parte del contenido normal
de leucina (0,0047 g/l).

Con el fin de evaluar el efecto de la fuente de carbono y de las condiciones
equivalentes a la maduracidon en queso en la expresion génica y la formaciéon de
compuestos volatiles, se realizaron crecimientos de las cepas de L. /actis en medio
CDM donde se varid la fuente de carbono (sin azucar y con lactosa al 0,2% [p/v]),
la concentracion de sal (4,5% [p/v]), el pH (5,5) y se redujo la temperatura de
incubacion a 12 °C. Las variaciones en las condiciones de cultivo se evaluaron tanto
de forma independiente para cada variable (fuente de carbono, salinidad, pH y
temperatura), como en conjunto. Los CDMs empleados en esta fase del estudio
fueron los siguientes: CDM basal, con glucosa al 0,5% y pH 7; CDM-SinAz, no
contenia azucar; CDM-Lac, contenia lactosa al 0,2% en lugar de glucosa; CDM-
NaCl, contenia sal al 4,5%; CDM-pH, con pH ajustado a 5,5; CDM-T, incubado a 12
°C; CDM-Mad(L), contenia lactosa al 0,2%, pH 5,5, NaCl al 4,5% y se incubd a 12
°C; CDM-Mad, sin azucar, pH 5,5, NaCl al 4,5% y se incubd a 12 °C. El ajuste de
pH a 5,5 de los CDMs en que fue necesario, se realizé con acido 2-(N-morfolino)

ethanesulfénico sal hemisodio (MES), 0,19 M.
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5.2.2. Determinacion del crecimiento bacteriano en medios
con diferente contenido aminoacidos ramificados. Condiciones
empleadas en la incubacion de L. lactis en medios de

maduracion

El crecimiento de las cepas L. lactis IFPL953 y L. lactis IFPL953ApanE para
estudiar la influencia del contenido BCAAs en el medio de cultivo, se determind
midiendo la densidad Optica a 480 nm (DO.gg) en microplacas estériles de 96
pocillos con tapa (Sarstedt). La variacién de DO4gy durante el crecimiento en CDM
se midid en continuo a intervalos de 60 min usando un lector de microplacas
automatico (Varioskan Flash, Thermo Fisher Scientific). Los cultivos se realizaron en
300 pl de medio (CDM, CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu) inoculado al 1% (v/v). Los
datos de DOQugo sirvieron para calcular la tasa maxima de crecimiento (Hmax)
mediante la formula y = AInDO.,gy/At, donde At representa el incremento de tiempo
(expresado en horas) entre dos medidas de DO4g. Los valores de pmax Se
obtuvieron empleando el programa informatico DMfit v.2.1. (Barayni y Roberts.
1994). Para el estudio de expresion génica y el analisis de compuestos volatiles, se
emplearon cultivos de un volumen de 300 ml de las cepas silvestre y mutante de L.
lactis en los CDM con diferente contenido en BCCAs. Los recuentos en placa y las
medidas de pH se realizaron a partir de muestras de estos cultivos tomadas a
diferentes etapas de la curva de crecimiento. Para los recuentos de IFPL953 e
IFPL953ApanE, se tomd 1 ml de cultivo, se diluyd en solucién salina (0,85%) y se
sembrdé en agar G-M17 (medio G-M17 al que se le afadié agar bacterioldgico al
1,5%). El tiempo de incubaciéon a 30 °C se extendié a 48 h. Con el fin de evitar
variaciones de pH que pudieran afectar a la expresion génica, el pH de los CDMs fue
ajustado a 7,2 con acido 3-(N-morfolino) propanesulfénico (MOPS) 0,19 M. No
obstante, se llevaron a cabo diferentes medidas de pH a partir de 3 ml de muestra

de los cultivos a lo largo del crecimiento.

Para el estudio del efecto de las condiciones similares a las de maduracion
en queso, se partio de un cultivo de las cepas IFPL953 e IFPL953ApanE en 15 ml de
CDM inoculado al 1% vy crecido hasta una DOygo de 1,5. Una vez alcanzada la DOugg
deseada, se transfirieron los sedimentos celulares lavados a 15 ml del medio de
cultivo disefado para simular las condiciones de maduracién en queso (CDM-SinAz,
CDM-Lac, CDM-NaCl, CDM-pH, CDM-T, CDM-Mad[L] y CDM-Mad), y a 15 ml de CDM
basal que sirvié como control. Para evaluar la respuesta de las cepas silvestre y
mutante ante las distintas condiciones del medio, los distintos CDMs (cada uno

acompafiado del CDM basal) se incubaron durante diferentes tiempos (Tabla 5.1),
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basandonos en lo descrito por Sanders et al. (1999) y con modificaciones

adaptadas a las necesidades de nuestro estudio.

Para la evaluacién de la expresion génica y el anadlisis de compuestos
volatiles, relativos a las condiciones de maduracion, los cultivos (15 ml) en CDM de
las cepas silvestre y mutante tras las incubaciones correspondientes (Tabla 5.1) se
centrifugaron (4.000 x g, 15 min, 4 °C) para obtener el sobrenadante y el

sedimento celular necesarios para los ensayos posteriores.

Tabla 5.1. Medios y condiciones de incubacién de los cultivos de L. /actis empleados en la evaluacién del
efecto de las condiciones de maduracidn en queso en la expresion génica y la formacion de compuestos
volatiles.

Medio® Condiciones de incubacién
CDM-SinAz 3h,30°C

CDM-Lac 3h,30°C

CDM-NaCl 1h,30°C

CDM-pH 1h,30°C

CDM-T 16 h, 12 °C

CDM-Mad(L) 16h,12°Cy7d,12°C
CDM-Mad 16 h,12°Cy7d,12°C

!CDM-SinAz, sin azlcar; CDM-Lac, con lactosa al 0,2% (p/v); CDM-NaCl, con NaCl al 4,5% (p/v); CDM-
pH, ajustado a pH 5,5; CDM-T, misma composicion que el CDM basal pero incubado a 12 °C; CDM-
Mad(L), contiene lactosa al 0,2%, NaCl al 4,5%, pH 5,5; CDM-Mad, sin azucar, NaCl al 4,5% y pH 5,5.

5.2.3. Extraccion de ARN y transcripcion inversa

El ARN total de los cultivos de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE crecidos en
los CDMs con diferente contenido en BCAAs fue extraido a diferentes tiempos
durante la curva de crecimiento: (1) al inicio de la fase exponencial; (2) al final de
la fase exponencial; (3) en la fase estacionaria tardia. Para los cultivos obtenidos
en CDM (DOQO4gy de 1,5) e incubados en condiciones equivalentes a las de la
maduracidon de queso, el ARN total fue extraido en los cultivos tras las incubaciones

sefaladas en la Tabla 5.1.

El ARN fue purificado utilizando el kit RNeasy (Qiagen), siguiendo las

instrucciones del fabricante y modificando el protocolo para insertar un paso inicial
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de lisis enzimatica con lisozima (50 mg/ml) y mutanolisina (200 U/ml). Con el fin
de proteger y estabilizar el ARN, se trataron previamente las células con RNA
protect bacteria reagent (Qiagen) y a continuacion se sedimentaron por
centrifugacion (10.000 x g, 10 min). La concentracion de ARN fue calculada
midiendo la absorbancia a 260 nm (A,g) usando el espectrofotometro SmartSpec
Plus (Bio-Rad). Se realizdé también una medida de A,g, para establecer la pureza del
ARN extraido mediante el cociente Ajso/280, que indica el contenido residual de
proteinas. En el estudio se incluyeron aquellas muestras de ARN con un cociente
Aos0/280 entre 1,8-2,0. Para finalizar, el ARN fue tratado con ADNasa (DNase
Treatment and Removal Reagents, Ambion) para eliminar los posibles restos de

ADN en las muestras.

La transcripcion inversa del ARN y sintesis del ADN complementario (ADNc)
fue realizada mediante el sistema ThermoScript RT-PCR (Invitrogen). La mezcla de
reaccion (20 pl) contenia 1 ug de ARN, 50 ng/ul de cebadores random hexamers,
10 mM de la mezcla de dNTPs, tampdn de sintesis al 5%, Ditiotreitol (DTT) 0,1 M,
40 U de ARNasa OUT, 15 U de polimerasa ThermoScript RT y se completd con agua
DEPC (agua tratada con dietilpirocarbonato). El protocolo térmico empleado fue el
siguiente: desnaturalizacidon a 65 °C durante 5 min; estabilizaciéon a 25 °C, 5 min;
retrotranscripcion a 50 °C durante 50 min e inactivacion de la transcriptasa inversa
a 85 °C, 5 min.

5.2.4. Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR a

tiempo real

5.2.4.1. Diseiio de cebadores y evaluacion de su eficiencia

Los cebadores utilizados en este estudio (Tabla 5.2) se disefiaron a partir de
la secuencia del genoma de L. lactis subsp. lactis IL 1403 (NCBI Ref. Seq.:
NC_002662; Bolotin et al., 2001), del gen gdh (NCBI GenelD: 5077352) del
pladsmido pGdh442 (NCBI Ref. Seq.: NC_009435.1) y del gen kivD de L. lactis
IFPL730 (NCBI GenBank: AJ746364.1). Los cebadores fueron disefiados,
empleando la herramienta Primer-Blast (NCBI), para amplificar secciones definidas
y especificas de seis genes que participan en el catabolismo de aminoacidos (Fig.
5.1) y del gen tuf, usado como gen de referencia y que codifica para el factor de

elongacién Tu en L. lactis. Los cebadores cuentan con una longitud de entre 17-23
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pb y con una T,, de 50-52 °C. Los amplicones generados oscilaron entre 148-236
pb.

Aminoacidos

(ramificados, aromaticos, aspartico, metionina)
a-Cetoglutarato a-Cetoglutarato
. . Glutamato
Transaminacién deshidrogenasa
(araT,bcaT) (gdh)
Glutamico Glutamico
Liasas
(YHE)
Hidroxiacido a-Cetoacidos
deshidrogenasa \
(panE)
Hidroxiacidos Descarboxnacmn .
(kivD) M
Acil-CoA Aldehidos ----- » Metanotiol <—
Acidos DMDS, DMTS,
carboxilicos Alcoholes Tioésteres
Esterasas
Esteres

Figura 5.1. Esquema general del catabolismo de aminoacidos en L. lactis. Los genes de interés en este
estudio se representan en negrita y en cursiva. DMDS, dimetildisulfuro; DMTS, dimetiltrisulfuro.
(Adaptado de Requena y Pelaez, 2007).

Para comprobar la presencia de estos genes de interés en L. /actis IFPL953 e
IFPL953ApanE, asi como la especificidad de los cebadores, se llevdo a cabo una
amplificacion por PCR con ADN gendmico. EI ADN gendmico de las cepas se obtuvo
empleando el protocolo “Purification of total DNA of Gram positive bacteria” del kit
comercial DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen), incluyendo una lisis enzimatica
previa con lisozima (50 mg/ml). La reaccion de PCR (50 pl) contenia 200 uM de
cada deoxinucleédsido trifosfato (dNTP), 0,4 UM de cada cebador, 1,5 mM de MgCl,,
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tampdn de reaccion al 1%, 2,5 U de enzima Tag DNA Polymerase Recombinant
(Invitrogen) y 500 ng de ADN gendmico de cada una de las cepas. El programa de
amplificacion fue el siguiente: 94 °C durante 3 min; 30 ciclos de 94 °C (30 s), 52
°C (20 s) y 72 °C (20 s); y una extension final de 72 °C durante 5 min. Los
productos generados (Tabla 5.2) fueron analizados en un gel de agarosa al 1,5%

tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mil).

Se determind para cada pareja de cebadores la eficiencia de reaccién (E), es
decir, la capacidad para duplicar el nUmero de amplicones obtenidos en cada ciclo
de amplificacion por PCR a tiempo real (gRT-PCR, “quantitative reverse
transcription PCR”) (Tabla 5.2). A partir de diluciones seriadas con ADNc
procedente del ARN extraido de un cultivo puro de la cepa L. lactis IFPL953 se
realizaron curvas estandares por qRT-PCR para cada pareja de cebadores. La E de
cada pareja de cebadores se calculé a partir de la pendiente de la curva estandar

de acuerdo a la siguiente formula:

E = 10(—1/pendiente)_1

Tabla 5.2. Cebadores empleados en este estudio.

Gen Cebadores Secuencias 5’3’ Amplicén (pb)
aratfor GTTTGACCAACAGGTTTCAT
araT 220
aratrev AATTTCATCTTCTGCTGCAT
bcatfor TTCCGTCCTGACCAAAATG
bcaT 187
bcatrev GCACCCGTTCCGTAAGG
dh gdhF2 GATTCAAAAAGCGACTGAAC )36
g gdhR2 TTTCATTTTGTGTTGCACAT
KivD kivdfor AAGCCAAATTGCAGATAAAG 174
kivdrev CTTTGATTTGGCCCATGAAT
HiE ytjefor CCATTCACTTCCATTTTCAT 176
i ytjerev TATCTTCTGCCACCAAAAGT
anE panefor AATTATTTGGTGATGGTTGG 233
p panerev CATATCATGTGCTGGTTTTG
tuffor GCGTTCTGGAGTTGGGATGT
tuf 148
tufrev CCTCTTGAGCGAATACGATT
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5.2.4.2. Reaccion de qRT-PCR y analisis de los resultados obtenidos

mediante esta técnica

En la reaccion de gRT-PCR se utilizaron 1 pl del ADNc, 0,3 pl de cada uno de
los cebadores especificos (20 uM) y 12,5 pl de la mezcla maestra IQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad), completando el volumen de reaccion hasta 25 pl con agua
milliQ estéril. La reaccién se llevé a cabo en un equipo iQ™5 Multicolor Real-Time
PCR Detection System Cycler (Bio-Rad) y cada ADNc fue amplificado con los
cebadores especificos que aparecen en la Tabla 5.2. En cada analisis se incluyeron
dos controles negativos, uno contenia ARN tratado con ADNasa y el otro, la mezcla
de reaccion sin el ADNc. Se siguid el protocolo térmico detallado a continuacion:
desnaturalizacion previa a 98 °C durante 2 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 98 °C (10 s), de hibridacién a 52 °C (30 s) y elongacién a 72 °C
durante 60 s. Las medidas de fluorescencia se realizaron en el paso de elongacién
de cada ciclo. Para detectar posibles productos inespecificos y/o la aparicién de
dimeros de cebadores se programé al final de cada reaccién de gqRT-PCR una curva

de melting entre 50 y 95 °C a razon de 0,5 °C/s.

Cada reaccion de gqRT-PCR va asociada a un ciclo umbral (Ct), definido como
el ciclo en el que se empieza a detectar un aumento de fluorescencia significativo
con respecto a la sefial de base (Heid et al., 1996). En este estudio, la sefal de
base que se estableci6 como optima fue la generada automaticamente por el
software del equipo de PCR cuantitativa (iQ™5, Bio-Rad). Los resultados obtenidos
fueron analizados mediante el método descrito por Pfaffl (2001), donde se tienen
en cuenta las eficiencias de reaccion de los cebadores empleados para amplificar
tanto los genes en estudio como los genes de referencia. El nivel de expresidon

relativa o ratio fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

PN ACt muestra (control-muestra ACt ref (control-muestra
Ratio = (Emuestra) ( )/ (Eref) ( /

En esta ecuacion: Enuestra representa la eficiencia de reaccion de los
cebadores empleados para amplificar el transcrito del gen en estudio (gen diana);
E.er representa la eficiencia de reaccion de los cebadores empleados para amplificar
el transcrito del gen de referencia; ACtn.estra €S la diferencia entre el Ct del
transcrito del gen diana expresado en las condiciones control menos el del gen
expresado en las condiciones de ensayo; y ACt, es la diferencia entre el Ct del gen
de referencia en las condiciones control menos en las condiciones de ensayo. En

este estudio, la condicion control se corresponde con los crecimientos en CDM
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basal, y las condiciones de la muestra, con los crecimientos en CDM-Ile, CDM-Val,
CDM-Leu, CDM-SinAz, CDM-Lac, CDM-NaCl, CDM-pH, CDM-T, CDM-Mad(L) y CDM-
Mad.

Las eficiencias para cada pareja de cebadores se calcularon de acuerdo con
lo indicado en el apartado 5.2.4.1. La expresion génica se consider6 inducida o
reprimida cuando el ratio fue superior o inferior a 1, respectivamente. El gen de
referencia utilizado en este estudio para la normalizacion de los datos fue el gen tuf
de L. lactis que codifica para el factor de elongacion Tu. Para confirmar la aptitud
de tuf como gen referencia se determind su expresion a distintos tiempos a lo largo
de la curva de crecimiento de L. /actis en diferentes CDMs. Todos los ACt entre dos
muestras fueron igual o inferior a 1, validando al gen tuf como control interno

(resultados no mostrados).

Los ensayos fueron llevados a cabo sobre muestras de ADNc sintetizado del
ARN procedente de 3 cultivos independientes de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE
crecidos en los diferentes CDMs. Las reacciones de gRT-PCR se realizaron por

triplicado para cada gen.

5.2.5. Analisis de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles producidos por las cepas L. lactis IFPL953 e
IFPL9534panE en las diferentes condiciones de incubacion, se analizaron mediante
microextraccion en fase solida (SPME) acoplada a cromatografia de gases (GS) y

espectrometria de masas (MS).

Los compuestos volatiles producidos por las cepas en los CDMs con
variaciones en el contenido de BCAAs (CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu) se analizaron
tras 30 h de incubacién (fase estacionaria tardia). En cambio, los compuestos
voldtiles producidos en los CDMs con los que se simularon las condiciones de
maduracién en queso (CDM-SinAz, CDM-Lac, CDM-NaCl, CDM-pH, CDM-T, CDM-

Mad(L) y CDM-Mad) se analizaron tras las incubaciones descritas en la Tabla 5.1.

En todos los casos, se analizaron los sobrenadantes de cada cultivo y se
dispusieron 10 ml en viales, afiadiéndoles 4-metil-2-pentanol (concentracion final
de 4 mg/L) como control interno (CI). Las muestras fueron acondicionadas durante
15 min a 60 °C vy expuestas durante 10 min a wuna fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilxiloxano (DVB/CAR/PDMS; Supelco),

previamente acondicionada (3 min a 270 °C). La fibra fue insertada en el inyector
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del GC (Agilent) durante 5 min para la desorcidon de la muestra sobre una columna
Hp-INNOWAX 236 de 60 m x 0,25 mm x 0,50 im (Agilent) y con un flujo de helio
de 54 ml/min. La temperatura del horno fue mantenida a 40 °C durante 2 min y
programada para aumentar en 4 °C/min hasta 240 °C, manteniéndose en esta
Gltima temperatura durante 15 min. El detector de masas escaned en el rango 33-
500 m/z a una velocidad de 1,1 scans/s. La identificacion de los compuestos se
llevdo a cabo mediante la comparacién de los espectros con los contenidos en la
base de datos NIST98 del soporte informatico Chem-Station Software (Agilent). Los
resultados fueron expresados como abundancia relativa respecto del CI (porcentaje
del area de pico del compuesto sobre la del CI). Todas las muestras fueron

analizadas por triplicado.

5.2.6. Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS
version 15.0. Se emplearon el analisis de la varianza (ANOVA) y el método test de
Tukey para localizar diferencias significativas, estableciendo un intervalo de
confianza del 95% (P<0,05).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Crecimientos de L. /actis IFPL953 e IFPL953ApanE en
medios con diferente contenido en aminoacidos de cadena

ramificada

La curva de crecimiento de la cepa silvestre L. lactis IFPL953 y la de su
mutante IFPL953A4panE en CDM con diferentes contenidos en BCAAs nos sirvieron
para comparar la influencia de la inactivacién del gen panE en el crecimiento de L.
lactis en condiciones limitantes de BCAAs (Fig. 5.2). Estudios previos en nuestro
laboratorio con las cepas de L. lactis nos indicaron una auxotrofia generalizada para
valina y leucina, incluidas tanto la cepa silvestre L. lactis IFPLP953 como la cepa

mutante L. lactis IFPLP953ApanE (resultados no mostrados). Por ello, para la
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realizacion de los experimentos se utilizaron CDMs con un contenido minimo de
estos aminoacidos que permitian el crecimiento de las cepas (0,033 g/I de valinay

0,0047 g/l de leucina en CDM-Val y CDM-Leu, respectivamente).

La ausencia de isoleucina y el contenido minimo de valina o leucina
repercutié en el crecimiento de L. lactis, como puede observarse al comparar los
valores de DOugy en estas condiciones con los obtenidos en el CDM que contenia
todos los aminoacidos (Fig. 5.2). De hecho, tanto en el crecimiento de la cepa
silvestre (Fig. 5.2A) como en el de la cepa mutante (Fig. 5.2B), pudo observarse
que el periodo de latencia en CDM control (=3 h) fue marcadamente menor que en
el resto de CDMs (=6 h), evidenciandose la necesidad de adaptacidon de las cepas a
cada una de las limitaciones de BCCAs encontradas. La densidad celular maxima de
los cultivos también varié en funcién del medio de crecimiento y de la cepa: en el
caso de la cepa silvestre oscilé entre una DOugg de 1,9 para CDM-Leu y una DOugg
de 2,6 para CDM control; y en la cepa mutante, varié entre una DOygy de 1,8 para
CDM-Leu y de 2,1 para CDM. De forma analoga, la tasa de crecimiento maxima
para las dos cepas fue obtenida con CDM control y la minima con CDM-Leu, siendo
practicamente idéntica para CDM-Ile y CDM-Val (Tabla 5.3). En ambas cepas, los
crecimientos en CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu provocaron un descenso significativo

de la Pumax con respecto al CDM completo.

Tabla 5.3. Tasa de crecimiento maxima [pmax (h™)] calculada a partir de los datos de DQ4gq obtenidos
durante el crecimiento de las cepas de L. /actis en diferentes medios de cultivo.

Cepa Medio de cultivo Hmax (W)
CDM (medio basal) 1,00+0,10

‘ CDM-lle (sin isoleucina) 0,810,07
L. lactis IFPL9S3 CDM-Val (con contenido minimo de valina) 0,8310,10
CDM-Leu (con contenido minimo de leucina) 0,68+0,12
CDM (medio basal) 0,86+0,10
CDM-lle (sin isoleucina) 0,65%0,10
L-lactis IFPL353Apank CDM-Val (con contenido minimo de valina) 0,60+0,14
CDM-Leu (con contenido minimo de leucina) 0,4740,11
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Figura 5.2. Curvas de crecimiento de L. /actis IFPL953 (A) e IFPL9534panE (B) en diferentes medios quimicamente definidos (CDM) basados en el contenido en
aminoacidos de cadena ramificada (BCAAs): CDM, todos los BCAA estan presentes; CDM-Ile, la isoleucina esta ausente; CDM-Val, el contenido de valina esta reducido a un
10% del contenido basal; CDM-Leu, el contenido en leucina esta reducido a un 1% del contenido basal. Las curvas fueron obtenidas a partir de 3 repeticiones bioldgicas.
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De manera complementaria, se llevaron a cabo recuentos en placa para la
determinacién de viables durante el crecimiento de las cepas a diferentes tiempos
de incubacién (Tabla 5.4), que se correspondieron con aquellos en los que se
realizaron los estudios de expresién génica. Es decir, inicio de la fase exponencial
(Tiempo 1), final de la fase exponencial (Tiempo 2) y fase estacionaria tardia
(Tiempo 3), e incluyendo los valores correspondientes al inicio del experimento
(Tiempo 0). Los valores de los recuentos obtenidos fueron muy similares para todas
las condiciones de crecimiento estudiadas, asi como entre las dos cepas (Tabla
5.4). Por otro lado, los valores de pH de los cultivos se mantuvieron estables
gracias a la utilizacion en los CDMs de tampdn MOPS, siendo la variacion maxima
de los valores de pH durante todo el crecimiento de 0,5 (resultados no mostrados).
Esta variacion de pH se considera que no afectaria a los valores de expresion de los

genes de interés.

Tabla 5.4. Recuentos en placa en varias etapas del crecimiento de las cepas de L. lactis en diferentes
medios de cultivo.

Cepa Recuentos en placa® TIEMPO® 0 TIEMPO 1 TIEMPO 2 TIEMPO 3
(log UFC/mL)

L. lactis IFPL953 CDM° 7,18+0,02 8,37+0,02 9,44+0,04 9,66+0,04
CDM-lle 7,26+0,13 8,54+0,08 9,29+0,07 9,38+0,10
CDM-Val 7,27+0,09 8,51+0,10 9,48+0,07 9,59+0,07
CDM-Leu 7,35+0,13 8,62+0,03 9,03+0,21 9,21+0,03

L. lactis IFPL953ApanE CDM 7,16 +£0,04 8,31+0,01 9,41+0,06 9,61+0,04
CDM-lle 7,15+0,12 8,43+0,10 9,16+0,09 9,37+0,11
CDM-Val 7,24+0,08 8,38+0,10 9,27+0,07 9,37+0,07
CDM-Leu 7,33+0,13 8,60+0,06 9,09+0,31 9,13+0,03

2| os valores representan el promedio + desviacion estandar procedente de 3 repeticiones bioldgicas.

b Etapas del crecimiento: Tiempo 0, inicio del experimento; Tiempo 1, inicio fase exponencial; Tiempo 2,
final fase exponencial; Tiempo 3, fase estacionaria.

¢ Medios de cultivo: CDM, todos los BCAA estan presentes; CDM-Ile, sin isoleucina; CDM-Val, contenido
minimo de valina (10%); CDM-Leu, contenido minimo de leucina (1%).
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5.3.2. Expresion relativa de los genes que codifican enzimas
clave implicadas en el catabolismo de aminoacidos en L. lactis
IFPL953 e IFPL953ApanE

5.3.2.1. Especificidad y eficiencia de los cebadores empleados en las

reacciones qRT-PCR

Antes de iniciar el analisis de expresién de los genes araT, bcaT, gdh, kivD,
ytjE y panE, se llevd a cabo el estudio de especificidad y eficiencia de los cebadores
disefiados para la amplificacidon de los transcritos de estos genes en las reacciones
de gRT-PCR (Tabla 5.5). Mediante un gel de agarosa se confirmd que la longitud de
los amplicones generados por PCR con cada pareja de cebadores a partir de ADNc
de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE presentaban los tamafios esperados
(resultados no mostrados). Ademas, el analisis de las curvas de melting obtenidas
por gqRT-PCR para cada pareja de cebadores no revelé la formacién de ningln

fragmento inespecifico que interfiriera durante la lectura de fluorescencia.

Por otra parte, el analisis por gqRT-PCR de diluciones decimales del ADNc
procedente de una cantidad conocida de células a partir de un cultivo de L. /actis
IFPL953 crecido en CDM generd rectas de calibrado para cada pareja de cebadores
con valores de eficiencia en un rango de 1,78 a 1,96 (Tabla 5.5). Dadas las
diferencias existentes entre los valores de eficiencia de los cebadores, para la
evaluacion de la expresion génica se empled el método Pfaffl (Pfaffl, 2001). Este es
el método de eleccion cuando las eficiencias de los cebadores empleados son

diferentes a 2.

Tabla 5.5. Eficiencias obtenidas para las parejas de cebadores empleadas en qRT-PCR a partir del ARN
de L. lactis IFPL953

Gen diana Parejas de cebadores Eficiencia de qRT-PCR?

araT aratfor / aratrev 1,85
bcaT bcatfor / bcatrev 1,96

gdh gdhF2 / gdhR2 1,87
kivD kivdfor / kivdrev 1,89
panE panefor / panerev 1,87

ytE ytjefor / ytjerev 1,87

tuf tuffor / tufrev 1,78

1 Un valor de 2 equivale a una eficiencia del 100%.
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5.3.2.2. Expresion relativa de los genes implicados en el catabolismo de
aminoacidos durante el crecimiento de L. /lactis en medios de cultivo con

variaciones en la concentracion de aminoacidos ramificados

El estudio del efecto de la variacion en el contenido de BCAAs en el medio de
crecimiento sobre la expresion de los genes araT, bcaT, gdh, kivD, ytjE y panE, que
codifican a las enzimas implicadas en el catabolismo de aminoacidos en L. /actis

(Fig. 5.1), se llevé a cabo mediante analisis de expresién génica por qRT-PCR.

Los resultados de expresién génica obtenidos durante el crecimiento de L.
lactis IFPL953 y de L. lactis IFPL953ApanE en los medios de cultivo con diversas
carencias de BCAAs (CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu) fueron comparados con los del
crecimiento en CDM con todos los aminoacidos (Fig. 5.3). Se analizaron muestras
procedentes de diferentes etapas de crecimiento para estudiar la evoluciéon de la
expresion génica a través del tiempo: inicio de la fase exponencial (Tiempo 1), final
de la fase exponencial (Tiempo 2) y fase estacionaria (Tiempo 3). En este sentido,
se observd que la expresion relativa de todos los genes en estudio aumentd de
forma generalizada en las dos cepas crecidas en CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu
durante las etapas de crecimiento correspondientes a los Tiempos 2 y 3 (a partir
del final de la fase exponencial), en comparacion con los obtenidos en la primera
etapa (Tiempo 1). Como era de esperar, no se detectd expresion del gen panE en la

cepa mutante en ninguna etapa del crecimiento.

Durante el inicio de la fase exponencial, las diferencias de expresién de los
genes encontradas entre el crecimiento en los CDMs con diferencias en el contenido
en BCAAs y el CDM basal en las dos cepas fueron minimas, salvo para los genes
bcaT, ytjE y gdh de la cepa silvestre (Fig. 5.3A). Los valores de expresion relativa
obtenidos para los genes bcaT y ytjE de la cepa silvestre al inicio de la fase
logaritmica de crecimiento en CDM-Ile fueron significativamente superiores a los
obtenidos en CDM-Val y CDM-Leu. Sin embargo, el gen gdh de la cepa silvestre fue
el que presentd los ratios de expresion mas elevados en esta fase de crecimiento,

tanto ante concentraciones minimas de valina como de leucina (Fig. 5.3A).

Al final de la fase exponencial de crecimiento (Fig. 5.3B), la expresion de los
genes en estudio varié en funcion del medio de cultivo y de la cepa. Para los genes
araT y bcaT, las dos cepas se comportaron de manera similar ante los distintos
medios. Los valores de expresidn relativa obtenidos para el gen gdh en CDM-Val y
CDM-Leu fueron significativamente diferentes a los obtenidos en CDM-Ile en las dos
cepas. En el caso de la cepa silvestre los ratios de expresion obtenidos para este

gen fueron ligeramente superiores a los obtenidos en la cepa mutante, aunque
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estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Al final de la fase
exponencial de crecimiento, el gen kivD en la cepa mutante presentd valores de
expresion superiores a los obtenidos con la cepa silvestre. En ambos casos se
obtuvieron ratios de expresién significativamente mayores en las condiciones CDM-
Ile y CDM-Val con respecto a la condiciéon CDM-Leu. (Fig. 5.3B). Al comparar los
ratios de expresidon de ytjE pudimos observar que en la cepa silvestre no existieron
diferencias entre los medios, sin embargo, la cepa IFPL953ApanE presentd niveles
de expresion superiores a los de la cepa silvestre en todas las condiciones, siendo
significativamente diferentes en CDM-Val (2,77£0,90 en la cepa mutante frente
0,78+0,63 en la cepa silvestre) y CDM-Leu (3,95+0,85 en el mutante frente
0,38+0,40 en la cepa silvestre).

Durante la fase estacionaria de crecimiento (Tiempo 3) se observd, en
general, una mayor expresién relativa de los genes kivD, ytjE y gdh en la cepa
mutante frente a la cepa silvestre (Fig. 5.3C), aunque se dieron algunas
excepciones en determinados medios de crecimiento. El gen gdh en la cepa
mutante fue el que presentd los ratios de expresidon mas elevados en esta fase de
crecimiento, tanto en CDM-Ile como en CDM-Val, alcanzando valores de
21,87+1,78 y 32,05+14,19, respectivamente, e indicando una clara induccién del
gen en ausencia o carencia de estos aminoacidos en el medio de crecimiento. La
expresion del gen gdh en la cepa silvestre tuvo un comportamiento similar, aunque
los ratios de expresion alcanzados fueron significativamente menores que en la
cepa mutante (Fig. 5.3C). La expresion de los genes araT y bcaT en ambas cepas
fue muy similar durante esta fase de crecimiento (Fig. 5.3C). Al comparar los ratios
de expresion de estos genes obtenidos durante el crecimiento en CDM-Ile, CDM-Val
y CDM-Leu, solo se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento de la cepa silvestre en CDM-Ile. Por el contrario, en CDM-Val y CDM-
Leu, la cepa mutante presentd niveles de expresion mayores que los de la cepa
silvestre, tanto de araT como de bcaT, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas ante la carencia de leucina en el medio. Tanto en la cepa silvestre
como en la cepa mutante, en la fase estacionaria de crecimiento se alcanzaron los
mayores niveles de expresion del gen kivD en los tres medios (CDM-Ile, CDM-Val y
CDM-Leu). Los ratios de expresion relativa de kivD en esta fase de crecimiento
tendieron a ser superiores en la cepa IFPL953ApanE que en la cepa silvestre (Fig.
5.3C).
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Figura 5.3. Comparacion de los niveles de expresion relativa de varios genes en L. lactis IFPL953
(silvestre) y L. lactis IFPL953ApanE (mutante) crecidos en un medio quimicamente definido (CDM) con
diferencias en el contenido de aminoacidos ramificados (CDM-Ile, ausencia de isoleucina; CDM-Val,
minimo contenido de valina [10%]; CDM-Leu, minimo contenido de leucina [1%]) y en distintas etapas
de la curva de crecimiento: (A) Tiempo 1, inicio de fase logaritmica; (B) Tiempo 2, final de la fase
logaritmica; (C) Tiempo 3, fase estacionaria. La condicion de crecimiento en CDM basal fue definida
como control para calcular los ratios. Los resultados obtenidos proceden de 3 repeticiones bioldgicas.
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Los ratios de expresion relativa del gen ytjE en la fase estacionaria de
crecimiento fueron equivalentes a los obtenidos al final de la fase logaritmica,
observandose una induccion significativa del gen en el crecimiento de L. lactis
IFPL953ApanE en los medios CDM-Val y CDM-Leu (Fig. 5.3C).

Durante la fase estacionaria se pudo observar una clara induccién del gen
panE en L. lactis IFPL953 en los tres medios con respecto a lo encontrado en las
otras dos fases del crecimiento. Destaca el aumento de la expresion relativa del gen
en CDM-Ile, donde se obtuvo un ratio de 3,93%1,2.

5.3.2.3. Expresion relativa de los genes implicados en el catabolismo de
aminoacidos en L. lactis en condiciones de incubacion equivalentes a las de

maduracion del queso

Los resultados del efecto de la incubacion de L. lactis IFPL953 e
IFPL953ApanE en condiciones similares a las de maduraciéon del queso sobre la
expresion de los genes araT, bcaT, gdh, kivD, ytjE y panE se muestran en la Fig.
5.4. La expresion relativa de los genes se analizé comparando la incubacién de las
cepas en los medios con alguna de las variables caracteristicas del proceso de
maduraciéon en queso (CDM-SinAz, CDM-Lac, CDM-NaCl, CDM-pH y CDM-T) con la
incubacion en condiciones optimas. Como era de esperar, no se detectd expresion

del gen pankE en L. lactis IFPL953ApanE bajo ninguna de las condiciones estudiadas.

Tras el analisis del efecto en la expresién génica de cada una de las
variables de forma independiente (ausencia de azUcar, 0,2% de lactosa como
fuente de carbono, salinidad al 4,5%, pH 5,4 y 12 °C de T de incubacion), se pudo
observar que la condiciéon que provocé un mayor aumento en la expresion relativa
de los genes estudiados fue la ausencia de azlcar en el medio de incubacién (Fig.
5.4). En este sentido, L. lactis IFPL953ApanE presentd generalmente valores de
expresion génica mayores que L. lactis IFPL953, encontrandose la mayor diferencia
en la expresion de gdh (9,80+3,21 frente a 4,11+0,15). Por otro lado, los ratios de
expresion de gdh tras la incubacion de las cepas de L. lactis en CDM-NaCl y CDM-
pH indicaron que en la cepa mutante el gen se encontraba reprimido, observandose
cierta induccién del mismo en CDM-T ademas de lo ya comentado para CDM-SinAz
(Fig. 5.4).

De los resultados obtenidos de expresion génica en condiciones de
maduracién del queso, se destacan también los elevados valores de expresién

relativa del gen kivD tras la incubacion de las cepas en CDM-SinAz (8,92+4,93 en
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la cepa mutante y 7,79+0,23 en la cepa silvestre). También se observd cierta

expresion de kivD tras la incubacion en CDM-NaCl y en CDM-pH (Fig. 5.4.).

La expresion del gen ytjE también fue superior en condiciones de ausencia
de azlcar en el medio de incubacion, encontrandose valores algo superiores de
expresion relativa en la cepa silvestre en comparacién con la cepa mutante.
También se observd mayor expresion de ytjE en CDM-NaCl en la cepa silvestre en

comparacion al detectado en la cepa mutante (Fig. 5.4).

La evaluacion del efecto en conjunto de las condiciones de maduracion del
gueso en la expresion de genes relacionados con el catabolismo de aminodacidos en
L. lactis, se realizé tras la incubacidon a 12 °C durante 24 h y 7 dias de las cepas
silvestre y mutante en CDM-Mad(L) y CDM-Mad. Las muestras se compararon con
las obtenidas tras la incubacién de las cepas durante los mismos tiempos a 30 °C
en CDM basal. En términos generales, transcurridos los 7 dias de incubacion se
pudo observar una disminucién de la expresion relativa de los genes (Fig. 5.5). A
las 24 h de incubacién, los genes araT, bcaT, gdh y kivD en la cepa silvestre
estaban inducidos en CDM-Mad (Fig. 5.5A), y en el caso de la cepa mutante
pudimos observar que araT, gdh y kivD estaban inducidos tanto en CDM-Mad(L)
como en CDM-Mad (Fig. 5.5B). Los mayores niveles de expresion en condiciones de
maduracién de queso se obtuvieron para los genes kivD en las dos cepas y gdh en
la cepa mutante (Fig. 5.5). De hecho, la expresién de gdh en L. lactis
IFPL953ApanE aumentd durante la incubacidn, siendo significativamente superior a
la de la cepa silvestre. En general, se obtuvieron mayores valores de expresion de
los genes en ausencia de azucar en el medio de incubacion que con 0,2% de

lactosa.
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4,5% (p/v) de NaCl; CDM-pH, valor de pH 5,4 y CDM-T, incubacién a 12 °C. La condicién de crecimiento en CDM fue definida como control para calcular los ratios. Los
resultados obtenidos proceden de tres incubaciones independientes.
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condicion de incubacion a 30 °C en CDM basal fue definida como control para calcular los ratios. Los
resultados obtenidos proceden de tres incubaciones independientes.
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5.3.3. Analisis de compuestos volatiles producidos por L. lactis

en diferentes condiciones de incubacion

5.3.3.1. Comparacion de los compuestos volatiles producidos por L. lactis
IFPL953 frente a los producidos por IFPL953ApanE en medios de cultivo

con variaciones en la concentracion de aminoacidos ramificados

El analisis por SPME-GC-MS permitid la identificacion de compuestos
organicos volatiles (COV) generados durante 30 h de crecimiento (fase
estacionaria, Tiempo 3) de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE en diferentes medios
de cultivo (CDM basal, CDM-Ile, CDM-Val y CDM-Leu). En la Tabla 5.6 se muestran
algunos de los compuestos mas relevantes dentro de la diversidad encontrada para
los distintos grupos. El crecimiento en las diferentes condiciones se vio reflejado
con cambios en los compuestos detectados. En este sentido, el nimero de COVs
producidos por L. lactis en los diferentes CDMs fue variable, dependiendo de la cepa
y del medio de cultivo. En términos generales, la cepa mutante IFPL953ApanE dio
lugar a un mayor numero de COVs que la cepa silvestre IFPL953. El &cido a-
cetoisocaproato (KIC), resultante de la transaminacion de la leucina y sustrato
preferente de la Hid-DH, solo se detecté en la cepa mutante en los medios CDM
basal, CDM-Ile y CDM-Val, siendo los valores ligeramente superiores en CDM-Ile.
Ambas cepas produjeron acido a-cetopropionico (piruvato), aunque la cepa
mutante produjo cantidades significativamente superiores en el medio CDM basal.
También se detectaron otros acidos como el propanoico y el succinico, siendo las
abundancias relativas del primero de ellos significativamente superiores en todos
los medios crecidos con la cepa mutante, salvo en CDM-Leu donde la produccion de
la cepa silvestre fue significativamente superior. En cuanto al acido succinico, solo
se detectd tras el crecimiento de la cepa mutante, siendo muy superior su

producciéon en CDM-Val.

El aldehido 2-metilbutanal, que proviene de la isoleucina, soélo fue
identificado en los cultivos en CDM basal y CDM-Leu, y en ambos casos las
abundancias relativas obtenidas tras el crecimiento de la cepa mutante fueron
significativamente superiores a las obtenidas con la cepa silvestre, sobre todo en
CDM-Leu (20,10+4,14 frente a 8,67+1,94). Por otra parte, el compuesto 3-
metilbutanal, que proviene de la leucina, fue producido abundantemente por las
dos cepas de L. lactis en todos los CDMs, excepto en CDM-Leu, donde no fue

detectado. En todos los casos, se detectd la mayor cantidad de 3-metilbutanal tras
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el crecimiento de la cepa mutante, sobre todo durante el crecimiento en CDM-Val,
donde la abundancia de este compuesto durante el crecimiento de IFPL953ApanE
fue alrededor del doble de la obtenida con la cepa silvestre (60,76 + 8,08 frente a
29,74 %= 1,41). Otros aldehidos detectados fueron el benzaldehido y el
palmitaldehido, este Ultimo solo detectado tras el crecimiento de la cepa silvestre
en CDM basal (Tabla 5.6). El benzaldehido deriva del aminoacido aromatico
fenilalanina, y fue generado durante el cultivo de ambas cepas en todos los CDMs.
Su abundancia relativa fue significativamente superior tras el crecimiento de la
cepa mutante en CDM y en CDM-Val, y por el contrario, en CDM-Ile la cepa

silvestre produjo una mayor cantidad de benzaldehido (Tabla 5.6).

Entre los alcoholes que se detectaron en los cultivos de L. /actis en los
diferentes CDMs, cabe destacar la formacidn del 2-metilbutanol y el 3-metilbutanol,
generados tras la reduccion del 2-metilbutanal y 3-metilbutanal, respectivamente
(Tabla 5.6). La cepa silvestre IFPL953 solo produjo 2-metilbutanol en CDM-Leu, y
con una abundancia relativa muy inferior a la detectada en ese medio con la cepa
mutante. El cultivo de la cepa IFPL953ApanE en CDM y CDM-Val también dio lugar
a la formacién del 2-metilbutanol pero con unas abundancias inferiores a las
detectadas en CDM-Leu. El 3-metilbutanol se detectd en todos los cultivos excepto
en CDM-Leu; al igual que ocurria con su correspondiente aldehido, el 3-
metilbutanal, la abundancia del 3-metilbutanol durante el crecimiento de la cepa
mutante fue mas alta que la obtenida tras el crecimiento de la cepa silvestre. En
este caso, la mayor cantidad de 3-metilbutanol se detecté en CDM-Ile (32,58 +
5,60), aunque del mismo modo que con el 3-metilbutanal, las diferencias de
produccion de estos compuestos entre el crecimiento de IFPL953ApanE en CDM-Ile
y CDM-Val no fueron estadisticamente significativas. Otros de los alcoholes
detectados fueron el 2-etil-1-hexanol, el 1-nonanol y el 2-hexanol, este ultimo
detectado en gran abundancia tras el crecimiento de la cepa mutante en CDM basal
(Tabla 5.6).
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Tabla 5.6. Principales compuestos voldtiles detectados mediante SPME-GC-MS tras 30 horas de
crecimiento de L. Jactis IFPL953 (silvestre) e IFPL9534panE (mutante) crecidos en un medio
quimicamente definido (CDM) con diferencias en el contenido de aminoacidos (CDM-Ile, en ausencia de
isoleucina; CDM-Val, minimo contenido de valina [10%]; CDM-Leu, minimo contenido de leucina [1%]).

com CDM-lle CDM-Val CDM-Leu
Compuesto

IFPL953  IFPLO53ApanE IFPL953  IFPL953ApanE  IFPL953  IFPLO53ApanE  IFPL953  IFPL953ApanE
Acidos
a-Cetopropidnico  5,81#1,30  12,49+42,15  0,48+0,18  1,33%0,39 - 1,8940,26 - -
Propanoico 2,45:1,01 8784096 1241026 5,54+1,42 - 4,214201°  27,8043,60  20,48+2,40
a-Cetoisocaproato . 38,0847,12 . 45,63+5,38 - 42,62+6,31 - -
Succinico - 13,15¢1,73" - 12,59+2,78" - 35,5042,87 - 10,46£1,65
Aldehidos
Benzaldehido 10,38+3,11 21,18+3,41 15,564523  1,46:0,65 30,6247,19 52,59+6,45 27,51%518 31,32 4573
2-Metilbutanal 5,28 +1,05 10,1042,15 - - - - 1,67£0,94  20,10+4,14°

3-Metilbutanal  23,43+1,74 30,13%5,02 46,3846,34 54,124¢8,62 29,74+141 60,76+8,08 - -
Palmitaldehido  10,31#1,44 - ; ; ; . } )
Alcoholes

2-Etil-1-hexanol 227077  12,24+1,73 - - - - - -
2-Metilbutanol - 10,52¢1,74 - - - 3,22¢031 6,731,667 17,74%2,51

3-Metilbutanol 10,49+2,15 17,94i1,17* 15,24+1,32 32,5845,60  18,35+2,07 29,101-3,81* - -

2-Hexanol 5,24+158  50,0745,38 - - - - - -
1-Nonanol 10,11#3,15  9,78+0,87 . ; - 13,17+1,86 - 12,9241,30"
Esteres

Vinilacetato - - - - - - - 6,1711,23*
Cetonas

Acetona 13,2942,52 17,86+2,63 22,91+1,61 31614310 14,401,43 21,53+2,63 12,13+1,84 16,08+2,27
2-Butanona 30,18+0,52 45,52+2,87 - 10,32¢1,60° 2,61:0,38 14,54+1,78  2,71:0,19  10,24+1,09"
Diacetilo 2,60£0,46  3,00£0,57 ; ; 2,780,464  4,04+043 2,89+071  6,39+1,90
4,6- .

Dimetilheptanona 24,21+7,00  28,3543,10 ; 35,73:1,90 25124571 28,55¢582 20,09+6,13 20,16+2,14
2-Heptanona - 12,16+1,72° - 17,4542,47 - - - -
2-Metil-5-

hexanona 21,984,660 26,54+1,78 16,51+2,72 17,78+1,50 15,19+1,03 14,20 +1,58 ; ;
4-Metil-2- .

pentanona 18,99+1,40 26,49+2,61 10,56+2,62 12,15¢4,60 18,43+2,36 28,49+370 11,43+1,33 20,64+2,41
4-Metil-2-

hepatnona 8,444513  10,89+2,95 1520+3,28 18,38+2,60 10,1742,24 1594+225 16,15+321 13,74+1,94
2-Pentanona - 21,34+1,89" - 21,66+1,78" - 19,19+1,98" - 14,79+1,35"
2,3-Pentanediona - 20,28+1,87 - - - - - 12,31+1,43°
2-Nonanona 10,35+£1,14  15,54+3,05 - 22,21t3,14* - - - -
Otros

Aminobenceno - 31,0644,52° 22,6740,95 25044354 11,16+2,32" - 12,2240,31° -
Tolueno 2,28+0,93" - 1,11+0,71 - - - - -

!Los valores representan la abundancia relativa (%) respecto al control interno (4-metil-2-pentanol)
procedentes de 3 repeticiones bioldgicas (media + desviacion tipica). -, No detectado. *, Diferencias
significativas (P<0,05) entre el contenido de los compuestos producidos por IFPL953 y el de
IFPL953ApanE.
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En relacion a las cetonas detectadas tras el crecimiento de L. /actis IFPL953
e IFPL953ApanE en CDMs, es destacable que fue el grupo de COVs mayoritario
producido por las dos cepas (Tabla 5.6). En general, la formacién de cetonas fue
superior por la cepa mutante que por la silvestre y en algunos compuestos, como la
2-heptanona, la 2-nonanona y la 2,3-pentanediona, solo se detectaron tras el
crecimiento de la cepa mutante. La 2,3-pentanediona deriva del a-aceto-a-
hidroxibutirato (un intermediario de la biosintesis de isoleucina), y mostré una

abundancia significativamente mayor en CDM que en CDM-Leu (Tabla 5.6).

Otros compuestos detectados fueron el aminobenceno y el tolueno. El
tolueno es un compuesto fendlico relacionado con aromas almendrados en quesos
tipo Cheddar, y aparecié de forma aislada en los cultivos de CDM y CDM-Ile de
IFPL953 (Tabla 5.6).

5.3.3.2. Analisis de compuestos volatiles producidos durante la incubacién
de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE en condiciones de incubacion que

simulan la maduracion del queso

La incubacién de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE variando condiciones
relacionadas con el proceso de maduracién del queso (CDM-pH, CDM-NaCl, CDM-T,
CDM-Lac y CDM-SinAz) dio lugar a la formacién de un amplio rango de COVs que se
analizaron mediante SPME-GS-MS (Tabla 5.7). Al igual que ocurria en el analisis de
la expresién de las enzimas del catabolismo de aminoacidos, en estas condiciones
ambas cepas tuvieron comportamientos similares y la falta de azucar en el medio
fue la condicion que dio lugar a cantidades superiores de COVs. Aun asi, en
términos generales, la cepa mutante IFPL953ApankE dio lugar a un mayor contenido
de COVs que la cepa silvestre IFPL953.

Tras la incubacién de ambas cepas en los distintos CDMs, los aldehidos que
se detectaron en mayor abundancia fueron benzaldehido, 2-metilbutanal y 3-
metilbutanal (Tabla 5.7). El 2-metilbutanal fue detectado solamente en los medios
CDM-NaCl y CDM-SinAz, siendo significativamente superior la abundancia relativa
encontrada tras la incubacion de la cepa mutante en CDM-SinAz. En lo referente al
3-metilbutanal, su abundancia relativa en CDM-SinAz fue muy superior (P<0,05) a
la obtenida en los otros medios. Cabe destacar que la cepa mutante produjo una
cantidad superior de este compuesto (52,32 = 3,57) frente al valor obtenido con la
cepa silvestre (37,48 + 0,39). El benzaldehido, relacionado con notas florales en el

aroma del queso, fue uno de los compuestos mas abundantes entre los producidos
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por las dos cepas (Tabla 5.7). La produccion de hexanal o caproaldehido,
relacionado con olores herbaceos, sélo se detectd tras la incubacién de la cepa
mutante en CDM-pH y CDM-NaCl y puede resultar de la B-oxidaciéon de &acidos
grasos (Collomb y Spahni, 1996).

La incubacion de L. /actis en los diferentes medios dio lugar a la produccién
de los alcoholes 2-metilpropanol, 2-metilbutanol y 3-metilbutanol (Tabla 5.7),
derivados del catabolismo de valina, isoleucina y leucina, respectivamente. En
CDM-SinAz se obtuvieron las mayores abundancias relativas de 2-metilpropanol y
2-metilbutanol con ambas cepas. En ambos compuestos, se obtuvieron cantidades
superiores con IFPL953ApanE que con la cepa silvestre (Tabla 5.7). El 3-
metilbutanol fue detectado mayoritariamente en el medio CDM-Lac, siendo superior
la produccién de este compuesto por la cepa mutante (72,12+2,14) frente al
producido por IFPL953 (60,69+4,29). Tal y como puede observarse en la Tabla 5.7,
también se detectaron otros alcoholes, algunos con un comportamiento similar en
ambas cepas, como el 2-metil-2-octanol, y otros como el 1-nonanol que solo

aparecio tras la incubacion con IFPL953ApanE.

Ademas del 3-metilbutanal y el 3-metilbutanol, se detecté otro compuesto
derivado del catabolismo de la leucina, el éster 3-metilbutil acetato. Al igual que se
observé con el 3-metilbutanol, la mayor producciéon de este compuesto por L. lactis
se detectd en CDM-Lac y fue superior en la cepa mutante que en la silvestre (Tabla
5.7).

En el grupo de las cetonas, se destacan la 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) y
la 4, 6-dimetilheptanona por presentar niveles de abundancia relativa elevados,
sobre todo en CDM-pH y CDM-SinAz (Tabla 5.7.). La formacion de diacetilo fue
superior (P<0,05) en CDM-pH, mientras que otras cetonas se produjeron en mayor
cantidad en CDM-SinAz. La produccién de cetonas en general fue superior en

IFPL953ApanE, dando lugar también a una mayor diversidad de estos compuestos.
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Tabla 5.7. Principales compuestos volatiles detectados mediante SPME-GC-MS tras la incubacion de L. /actis IFPL953 e IFPL953ApanE en medio quimicamente definido
(CDM), ajustado a pH 5,5 (CDM-pH), con NaCl al 4,5% (CDM-NacCl), incubado a 12 °C (CDM-T), con lactosa al 0,2% (v/v) (CDM-Lac) y sin fuente de carbono (CDM-SinAz).

IFPL953 IFPL953ApanE
Compuesto’ ) ;

DM CDM-SinAz CDM-Lac CDM-Nacl CDM-pH CDM-T cDMm CDM-SinAz CDM-Lac CDM-Nacl CDM-pH CDM-T
Benzaldehido 47,87 +544 8434+1,54° 21,85+061 6617+830 1575%0,90 25,56+0,33 3423+1,88 10372+10,23"° 29,12+021  4669+3,00 22,12£092  24,22+0,81
Hexanal - - - - - - - - - 8,86+ 0,94 8,43 +0,50 -
2-Metilbutanal - 4,25+0,64° - 1,10 £ 0,25 - - - 6,46 £ 0,97°" - 1,54 0,38 - -
3-Metilbutanal 6,65+0,86 37,48+039° 431+057 3,26+091  2,28+0,75 - 2027+1,10 52,32 +3,57°° - 20,39+1,87 31,28+2,10  20,01+3,13
1,3-Butanediol - - - - - - - - 1,02 £0,58 - - -
1-Hexanol 1,20+ 0,27 4,47£0,69 4,51 £0,56 - 4,36+0,78 20,25 +2,29 - - - 35,14+2,76°  28,82+2,01
2, 4-Dimetilpentanol 0,77+0,17 10,20+1,21 - 11,63 +0,98 - - - - - - - -
2-Metilbutanol . 14,76 5,31 - 9,69+156  3,49+0,29 - - 23,35 +3,94° - 2,99+0,68  4,96+0,59 -
2-Metilpropanol - 30,90+1,79° 7,83:1,02  4,19+0,98  4,56+0,87 19,69 + 0,42 1,01+0,57 32,23+1,05°  17,54+1,04  1,10%0,61 1,15+0,46  16,42+1,06
3-Metilbutanol - - 60,60 +4,29° 34,89+092 16,01+2,42 20,35+0,78 16,24 +1,76 - 72,12+2,14%° 3512:145 4059+2,41  21,79+2,30
3-Metoxibutanol ; . 1,28+0,51  2,8840,30 12,34 +1,20*° - - - - - - -
2-Metil-2-octanol 11,25+0,58 67,31+1,64° 1880108 10,21+1,02 43,38+3,86 17,23+0,85 10,74 +1,54 70,83 +3,00°0  5420%275 1693+1,87  26,78+292  1578+131
1-Nonanol - - - - - - 4,56 £ 0,64 - 11,48+ 1,32 8,86+0,90 7,44 1,02 5,97 +1,03
4-Metil-2-pentil acetato - - 9,25 +1,25%° - - - - - - - - -
3-Metilbutil acetato 1,56 +0,31 - 9,25 +1,98° - - - 3,39£0,48 - 12,67 £ 1,46° - - -
Acetona - - - - - - 15,20 + 0,90 14,84 +0,57 15431041 17,70+038° 12,82+0,10  1566+0,84
Acetoina 12,64 £0,75 - 26,89+1,36 5914058 120,56+5,13% 19,38£0,75 9,95 +0,31 - 31,20£1,06  862+123 190,63 +9,40°° 18,93+1,32
2-Butanona - - - - - - 1,82+0,97 1,79+ 0,84 2,5141,02°  2,49+0,98 - -
Diacetilo 9,13 +0,33 - 12,54+1,08 3,57+0,9 50,75+1,15° 7,41+0,14 4,54 +1,55 - - 3,70£0,22 70,12+1,13*"  6,22+0,39
4-Butoxi-2-butanona . 19,06 + 1,48 - - 18,75 +1,52 - - 22,15 + 1,06 - - 21,15 +1,20 -
2-Hexanona - 27,75+0,40°  3,23+0,9% - 20,78 +0,98 - - - - - 21,52+0,21° -
2-Heptanona 1,79+0,21 - - - - 3,15+0,50° 3,35 +0,98 3,48 0,76 - - 2,81+0,57 2,09 +0,32
2-Pentanona 3424026 51,74+9,69 655+048  3,94+024 5582+547  556+0,8 40,33 1,56 40,43 + 1,27 50,44+1,19  40,59+2,18  50,55%3,57  50,20%2,44
2,3-Pentanediona . 50,95+6,89 54,78 5,74 - - - - 86,72 £ 3,98" 85,22+3,06 - - -
4,6- Dimetilheptanona 8,75+0,37 129,99 +2,41° 13,49%031 7,99%032 86,08+160 10,36+0,54 9,45 +0,29 129,12 £3,94°  11,76+0,31  12,14+027 86,01+0,75 9,25 +0,40
4-Metil-2-heptanona - 44,76 +1,41° 16,74+141 26,85+4,32 19,14+2,54 30,90 2,68 19,26+2,72  7826+1,14*°  2926+3,29  24,70+1,10 33,13+ 1,40 -
4-Metil-2-hexanona - ; ; ; ; - 3,310,30 - - - 2,13:0,87  9,82+2,47*"
4-Metil-2-pentanona - y . . - - 45,83 £ 4,47 50,66 + 4,87 50,34+4,80 51,66+4,44  42,52£344 5322 +4,68
4-Metil-3-penten-2-ona - - . . - - - 11,56 £1,03*®  7,54+0,87 3,58 +0,54 - -
2-Nonanona 8,22+1,08 37,41+231° 23,71+161 22,54+123 2414+156 523+0,87 2531+1,88  59,64+1,28%°  31,63+1,06 40,34+259 48,10+132  32,58+1,15
Tolueno - - 4,15+0,78 - 32,66 + 5,98° - - - - - 45,84 +5,69™° -

!Los valores representan la abundancia relativa (%) respecto al control interno (4-metil-2-pentanol) procedentes de 3 repeticiones bioldgicas (media + desviacidn tipica).
-, No detectado; 2diferencias significativas (P<0,05) en el contenido de los compuestos producidos por cada cepa entre los distintos medios; Pdiferencias significativas
(P<0,05) en el contenido de los compuestos producidos por IFPL953 frente a los producidos por IFPL953ApanE en los distintos medios.
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Durante este estudio, también se comprobd la produccion de COVs por las
cepas de L. lactis cuando se combinaron las condiciones de maduracién del queso,
es decir, tras la incubacion a 12 °C durante 24 h y 7 dias de las cepas silvestre y
mutante en CDM-Mad(L) y CDM-Mad (Tabla 5.8). La produccién de COVs por parte
de ambas cepas sufrid, en términos generales, un descenso tras la incubacién de 7
d frente a la incubacién realizada durante 24 h. Los resultados descritos en la Tabla
5.8 muestran los diferentes perfiles de volatiles obtenidos para cada una de las

cepas en los distintos medios de incubacién.

Ambas cepas dieron lugar a la produccion de KIC, aunque la acumulacién de
este compuesto fue muy superior en la cepa mutante. Tanto la cepa silvestre como
la cepa mutante fueron capaces de producir cantidades significativamente
superiores de este compuesto en CDM-Mad(L), frente a la produccién en ausencia
de azucar en el medio de incubacién. La formacién de KIC por la cepa mutante fue
superior al producido por la cepa silvestre y se detecté en todas las condiciones
(Tabla 5.8). La formacion de KIC pudo relacionarse directamente con los niveles
obtenidos en las dos cepas de 3-metilbutanal y 3-metilbutanol. La formacién del
éster 3-metilbutil acetato se incrementd durante la incubacién prolongada de
IFPL953, mientras que en la cepa mutante se detectaron valores elevados tras 24 h
de incubacién, sobre todo en CDM-Mad(L).

También se detectaron otros aldehidos relacionados con el catabolismo de
aminoacidos ramificados como 2-metilbutanal y 2-metilpropanal (Tabla 5.8). L.
lactis produjo 2-metilbutanal en mayor abundancia en medio CDM-Mad, siendo la
cantidad detectada muy superior tras la incubacién de la cepa mutante frente a la
producida por IFPL953. De igual manera, la formacién del alcohol derivado, el 2-
metilbutanol, fue superior en CDM-Mad. El 2-metilpropanal solo fue detectado tras
incubar IFPL953ApanE en CDM-Mad durante 24 h. Sin embargo, el 2-metilpropanol
si fue detectado tras la incubacion de ambas cepas, siendo muy superior (P<0,05)
la produccién de este compuesto por la cepa mutante y en las condiciones de CDM-
Mad. Al igual que en otras ocasiones, también se detecté benzaldehido en
abundancia, siendo la produccion superior en condiciones de incubacién en CDM-
Mad (Tabla 5.8).
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Tabla 5.8. Principales compuestos volatiles detectados en el espacio de cabeza tras la incubacion de L. /actis IFPL953 e IFPL953ApanE en medio quimicamente definido
(CDM), en condiciones de maduracién con lactosa al 0,2% (v/v) (CDM-Mad[L]) y en condiciones de maduracion sin fuente de carbono (CDM-Mad).

IFPL953 IFPL953ApanE

Compuesto’ 24h 7d 24h 7d

cDM CDM-Mad(L)  CDM-Mad CcDM CDM-Mad(L)  CDM-Mad CDM CDM-Mad(L) CDM-Mad CDM CDM-Mad(L) CDM-Mad
Acido a-cetoisocaproato - 15,54 +2,40° 7,56 £0,89 - 5,78 £0,94 - 1593+0,16 60,86 +2,47°°  23,89+0,76 10,23+1,70 15,93 +0,68° 10,89 +0,74
Benzaldehido 10,12+0,79  21,00%0,50 39,33 +1,30° 12,37£0,49 12,14%0,60 20,15+0,27 28,23+1,79 21,91+0,16 43,49 +1,89°° 11,00+1,56 15,54+1,41 20,59 £ 0,55
Hexanal - 4,43+0,14  6,59+0,51° - - 2,10+0,30 - 516+0,31 12,97 +0,56™° - 2,44£0,34 3,67+0,52°
2-Metilbutanal 0,50+ 0,08 - 3,15 +0,43° - 0,28 + 0,04 1,81+0,50 - - 15,03 £ 0,98°" - - 3,59 £0,51°
3-Metilbutanal 1,79 £0,10 3,15+0,19 5,78+ 0,32 2,7140,22 6,24%0,26 2,1840,18 1,310,551 20,95+2,21*°  10,500,59 1,40+0,36  5,49+0,63 -
2-Metilpropanal - - - - - - - - 10,10 + 1,76>°¢ - - -
2-Etilhexanol 18,04+0,86™®  4,05+0,57 - 500+£1,03 11,37+1,61° 521%0,80 - - - - - -
1-Hexanol 5,99 0,73 2,13£0,30 11,29 +1,60° - 4,05 + 1,06 - 10,06 + 0,98° - - -
2-Metilpropanol - 2,45 £ 0,40 3,37£0,23 - 0,54 £0,08 - 1,01+0,87 2,11£0,94 2590+ 1,46 - 1,85+0,40 1,90+0,33°
2-Metilbutanol - - 4.57+0.76° - - - - - 15,43 +1,03%° - - -
3-Metilbutanol 4,15+0,75 2,50 £0,22 7,77 £0,32 4,75+0,98 12,01+0,94™° 2,92+0,13 3,44+0,86 2565%0,66>° 13,56+0,33 1,64+0,46  5,27+1,03 -
3-Metoxibutanol - - - - - - B 2,44 +0,87*" - - - -
2-Metil-2-octanol 7,51+0,21 7,69 0,32 8,00 + 0,46 10,49 +1,48° 5,68 +0,80 7,53 +0,80 9,11+1,16 7,44 £ 0,56 9,89 £ 0,46" 15,88+ 1,02° 6,48+0,49  6,06+0,43
1-Nonanol 15,77 £3,13*°  5,39+0,47 7,95+ 1,03 8,74+1,03°  4,82%0,68 8,11 41,57 - - - - - -
3-Metilbutil acetato - - - 6,62+0,98 12,30+1,52° 9,07%1,29 978%0,556 27,30+1,16°° 10,60 0,87 16,30£1,02 1543 +1,12° -
Acetona 9,76 + 0,40 2,09 0,80 2,12 0,40 12,48+1,02° 10,45+0,93  544+0,11 9,72 +0,57 1,76 £0,76 7,20+0,55 2,60£0,27 11,16+156° 6,25+0,54
Acetoina - 20,27 +0,52° - - 7,10+1,00  2,33+0,34 1,09+0,14 27,47 £0,43*° - 2,7940,39 - 10,88 +1,03°
Diacetilo 0,93 £ 0,09 9,76 £ 0,32 1,01+0,10 - 5,33 £ 0,45 1,17+0,16 0,58+0,08 12,01£0,95*° 10,08+0,13 558+0,98  7,060,64°
4-Butoxi-2-butanona - 7,98 +£1,03 9,98 + 1,05 - 2,30+0,33° - - 7,85+0,93 12,53 + 1,133'b - - -
2-Hexanona - 3,74 £0,48 4,49 £ 0,87 - 1,42 £ 0,20° - - 3,04 0,51 5,03 £0,94 - - -
2-Heptanona 3,00£0,79 23,91+3,38"" - 4,50+1,12 2,14 £0,30 - - - - - - -
2-Pentanona 450+0,21%°  2,18+0,31 2,26 +0,11 3,74+ 0,64 3,84+0,18 2,55+ 0,35 2,50+0,73 1,84 £0,16 2,45+ 0,29 4,19+0,98°  2,75+1,00  0,98%0,14
4-Metil-2-pentanona 6,95+0,16™°  2,04%0,18 2,40+0,23 5,00+ 1,12 6,55+ 0,78 3,30 0,41 - 3,30+0,11 3,15+ 0,40 558+1,13  6,69+0,42 11,42+2,93"°
4-Metil-2-heptanona 61,88 £5,12 55,89+ 8,7 43,29+7,2 60,37+7,6° 36,70+519  24,63+3,48 54,60 +1,28° 48,98+ 1,48 44,43 +1,17 28,46 +1,54 27,81+1,40 21,96+0,95
4-Metil-2-hexanona . - . - . . 3,04£0,89 856+1,04%°  1,94%0,67 . . .
4, 6-dimetilheptanona 10,46 + 0,81b 6,59 +0,14 7,06 +0,7 7,49 0,89 9,11+0,72 7,13+0,12 8,60 0,22 6,55+0,11 8,25+0,78 15,62 +1,34° 6,29+0,20 8,37+1,12
2-Nonanona 13,84+1,45 19,13+1,36 14,61+0,86 17,48+1,10 16,88+0,54 15,09 +0,51 3522+2,18%° 2043:126  2559+1,20 - 13,38+ 0,47 26,58 +1,06°

!Los valores representan la abundancia relativa (%) respecto al control interno (4-metil-2-pentanol) procedentes de 3 repeticiones bioldgicas (media + desviacidn tipica).

-, No detectado; 2diferencias significativas (P<0,05) en el contenido de los compuestos producidos por cada cepa entre los distintos medios; Pdiferencias significativas
(P<0,05) en el contenido de los compuestos producidos por IFPL953 frente a los producidos por IFPL953ApanE en los distintos medios a las 24 h de incubacion; “diferencias
significativas (P<0,05) en el contenido de los compuestos producidos por IFPL953 frente a los producidos por IFPL953ApanE en los distintos medios a los 7 d de incubacidn.
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Tal y como puede apreciarse en la Tabla 5.8, durante el estudio se
detectaron un elevado numero de cetonas producidas por ambas cepas, salvo en el
caso de la 2-heptanona (solo detectada en la cepa silvestre) y la 4-metil-2-
hexanona (presente solo en la cepa mutante). En general, la mayor formacién de
acetoina y diacetilo, COVs importantes por su contribucién al aroma del queso, se

obtuvo tras la incubacién de las cepas en CDM-Mad(L).

5.4. DISCUSION

En este trabajo se ha estudiado la expresién de genes que codifican enzimas
del catabolismo de aminoacidos durante el crecimiento de la cepa silvestre L. lactis
IFPL953 y de su mutante en actividad hidroxiisocaproato deshidrogenasa (Hic-DH),
L. lactis IFPL953ApanE, en medios de cultivo con diferencias en el contenido en
BCAAs y tras la incubacion de las cepas en condiciones que simulaban la
maduracién del queso. Simultdneamente al estudio de expresién génica, se ha
evaluado la formacion de compuestos organicos volatiles (COVs) en las diferentes
condiciones de incubacién. Los genes estudiados han sido araT, bcaT, gdh, kivD,
ytjE y panE (Fig. 5.1) y los cambios de expresion génica se han analizado mediante
gRT-PCR. La formacién de COVs se ha evaluado mediante SPME y GC-MS, técnica
ampliamente usada en la caracterizacion del aroma de productos lacteos como

quesos y leche fermentada (Conrad et al., 2004; Chammas et al., 2006).

La seleccion para este estudio de los seis genes mencionados se realizo
debido a que codifican para enzimas relevantes en el catabolismo de aminoacidos
en L. lactis (Yvon y Rijnen, 2001; Smit et al., 2005b; Yvon, 2006; Fernandez y
Zufiga, 2006; Requena y Peldez, 2007). El gen tuf fue utilizado como gen de
referencia para la normalizacién de los datos de expresion. Este gen codifica para el
factor de elongacién TU y ha sido satisfactoriamente empleado en otros estudios de
expresion génica en L. lactis (Guédon et al., 2005; Sperandio et al., 2005). Los
genes araT y bcaT codifican para dos aminotransferasas especificas de aminoacidos
aromaticos y de cadena ramificada, respectivamente. Estas aminotransferasas
catalizan la conversion de aminoacidos a los correspondientes a-cetodcidos. El gen
gdh codifica para la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) que cataliza la

desaminacion oxidativa del glutamato, aumentando asi la disponibilidad de a-
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cetoglutarato como aceptor de grupos amino en las reacciones de transaminacion
(Tanous et al., 2002; Yvon, 2006). Los a-cetoacidos obtenidos por transaminacién
constituyen los metabolitos centrales de bifurcacién entre las rutas biosintéticas y
catabdlicas y son limitantes en la formacion de aroma (Yvon et al., 1997; Yvon et
al., 2000). La actividad Hic-DH, codificada por el gen panE, origina los
correspondientes hidroxiacidos (Chambellon et al., 2009); y la a-cetoacido
decarboxilasa (gen kivD), cataliza la decarboxilacién de a-cetoacidos a aldehidos
(De la Plaza et al., 2004). Por ultimo, el gen ytjE codifica para una C-S liasa con
actividad sobre aminoéacidos azufrados produciendo compuestos volatiles que
aportan aromas intensos durante la maduracion del queso (Martinez-Cuesta et al.,
2006b).

5.4.1. Caracterizacion de la expresion génica de L. lactis en

medios con diferente contenido en aminoacidos ramificados

Algunas cepas de L. lactis pueden crecer sin excesiva dificultad en un medio
que presente una cierta limitacion en el contenido de aminoacidos, dado que estas
bacterias dependen mayoritariamente de su propia capacidad de biosintesis (Gitton
et al., 2005), aunque se han detectado numerosas auxotrofias para este
microorganismo (Delorme et al., 1993; Godon et al., 1993; Cocaign-Busquet et al.,
1995). Estudios previos en nuestro laboratorio con la cepa L. lactis IFPL730, cepa
con el mismo origen que L. /actis IFPL953 (Fontecha et al., 1990), demostraron que
la cepa es auxotrofa para valina y leucina pero que es capaz de crecer en ausencia
de isoleucina (De la Plaza et al., 2009). Por ello, en este trabajo nos planteamos
estudiar el efecto de los contenidos minimos de BCAAs sobre el crecimiento de L.

lactis.

Aunqgue la tasa de crecimiento maxima (Umsx) de las cepas de L. lactis
IFPL953 e IFPL953ApanE se redujo al ser crecidas en medios con carencia de
BCAAs en comparacion con el medio completo, ambas cepas mostraron un
crecimiento 6ptimo en todos los medios (Fig. 5.2). Algunos autores han encontrado
que la inactivacion de determinadas enzimas del catabolismo de aminoacidos, como
GDH, afectaba negativamente al crecimiento de los mutantes (Siragusa et al.,
2011). En este sentido, la inactivacion de la actividad Hic-DH en L. lactis
IFPL953ApanE aparentemente no afecta a la capacidad de la cepa para reajustar

sus rutas metabdlicas para hacer frente a la carencia de BCAAs.
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Al estudiar el efecto del contenido minimo de BCAAs sobre la expresion
relativa de los genes implicados en el catabolismo de aminoacidos, observamos que
el gen gdh presentd los niveles de expresidn relativa mas elevados durante todo el
crecimiento en funcion de los BCAAs del medio (Fig. 5.3). Los estudios de Dressaire
et al. (2011) demostraron que la ausencia de isoleucina durante el crecimiento de
L. lactis da lugar a una induccién de los genes relacionados con el metabolismo del
glutamato, como una via de biosintesis de BCAAs. Segun estos autores, en cepas
de L. lactis con actividad GDH, como IFPL953 e IFPL953ApanE, bastaria con inducir
la expresion de GDH para poder obtener glutamato directamente desde el a-
cetoglutarato. En nuestro estudio se observa que ante la ausencia de isolecina y
carencia de valina existe un incremento de la expresion de gdh, especialmente

significativo en la fase estacionaria de crecimiento de L. /actis IFPL953ApanE.

Al igual que ocurre con gdh, el gen kivD también vio incrementada su
expresidn relativa ante la ausencia de isolecina y el minimo contenido de valina en
el medio de crecimiento (Fig. 5.3). Estos resultados sugieren que ambos genes
podrian estar sujetos a la regulacién ejercida por el regulador global del
metabolismo del nitrégeno CodY, cuya actividad represora dejaria de funcionar ante
la falta de BCAAs en el medio de crecimiento (Guédon et al., 2001a). Los estudios
realizados con L. /lactis IFPL730 en nuestro laboratorio indicaron que, en estas
condiciones de crecimiento, CodY estaria induciendo la expresién de kivD (De la
Plaza et al., 2009; Garcia-Cayuela, 2011). Este hecho, unido al cumulo del
cetoacido KIC por la ausencia de la actividad Hic-DH en IFPL953ApanE, podria estar
induciendo la expresién de kivD en la cepa mutante frente a la silvestre, con el
consiguiente incremento en la formacién de 3-metilbutanal y 3-metilbutanol en
CDM-Ile (Tabla 5.6).

La ausencia de BCAAs en el medio de crecimiento también incrementé la
expresion de los genes araT, bcaT, ytjE y panE, principalmente inducida por la
ausencia de isoleucina y en menor medida por las carencias de valina y leucina.
Estos resultados estarian de acuerdo con lo descrito por Guédon et al. (2005),
quienes afirman que el principal efector de CodY es la isoleucina. También se ha
demostrado que la expresién de las enzimas AraT y BcaT en L. lactis NCDO763 esta
regulada por CodY ante la presencia de isoleucina, y no por el contenido de valina y
leucina (Chambellon e Yvon, 2003). En nuestro estudio se observa que los
contenidos minimos de valina y leucina también provocaron, aunque en menor
medida, cierta induccidn en la expresion de araT y bcaT, tal y como se ha
observado en Bacillus subtilis (Villapakkam et al., 2009) y L. lactis IFPL730 (De la
Plaza et al., 2009; Garcia-Cayuela, 2011).
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El contenido en BCAAs en el medio de crecimiento también determind
cambios en los compuestos voldtiles generados por L. lactis IFPL953 e
IFPL953ApanE, en parte, por consecuencia directa de los cambios ocurridos en la
expresion génica. El aumento de expresion de los genes bcaT, gdh y kivD en CDM-
Ile en las dos cepas se reflejo en las abundancias obtenidas para los compuestos 3-
metilbutanal y 3-metilbutanol (Tabla 5.6). Este aumento de expresion fue aln mas
evidente tras el crecimiento de la cepa mutante, en la que quedd patente la
inactivacion de PanE al detectarse cantidades elevadas de KIC, producto directo de
la transaminacion de la leucina y precursor del 3-metilbutanal y 3-metilbutanol.
Estos resultados muestran un claro incremento del flujo catabdlico de la leucina tras
el crecimiento de la cepa sin actividad Hic-DH frente a la silvestre. El 3-metilbutanal
ha sido identificado como un potente compuesto del aroma en quesos tipo
Camembert, Cheddar, Emmental y Gruyere (Rychlik y Bosset, 2001) y el 3-
metilbutanol ha sido relacionado positivamente con un aroma fresco en Mozzarella
(Moio et al., 1993) y a caramelo en algunas variedades de queso europeo (Lawlor
et al., 2001). La cepa mutante ademas produjo otros cetoacidos y aldehidos
derivados de su mayor expresién de enzimas relacionadas con el catabolismo de
aminoacidos. Tal fue el caso del benzaldehido, relacionado con el aumento de
expresiéon de araT en CDM-Val (Tabla 5.6). También se observé mayor contenido de
piruvato por IFPL953ApanE, posiblemente por la inactivacién de PanE, aunque se
ha descrito baja afinidad de la enzima por este sustrato (Bernard et al., 1994;
Chambellon et al., 2009); y el 2-metilbutanal, que deriva de la isoleucina y da lugar

al 2-metilbutanol.

Oku y Kaneda (1988) postularon la posible existencia de una ruta de sintesis
de acidos grasos de cadena ramificada a partir de a-cetoacidos procedentes del
catabolismo de BCAAs en B. subtilis, por lo que el cumulo de a-cetoacidos
potenciaria la produccion de acidos grasos y su posterior degradacion. Esta
conexion entre rutas metabdlicas explicaria la abundancia encontrada de estas
cetonas en la cepa mutante (Tabla 5.6), donde la inactivacion de PanE estaria
aumentando la disponibilidad de cetoacidos. Una de las cetonas que solo fue
detectada tras el crecimiento de IFPL953ApanE fue la 2,3-pentanediona, que deriva
del a-aceto-a-hidroxibutirato (un intermediario de la biosintesis de isoleucina). Este
compuesto ha sido detectado en quesos y se ha asociado a la actividad metabdlica
de Lactobacillus herveticus (Imhof et al., 1995; Garde et al., 2006).
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5.4.2. Estudio de la expresion de enzimas del catabolismo de
aminoacidos en L. lactis y evaluacion de la formacion de

compuestos volatiles en condiciones de maduracion de queso

L. lactis es una de las especies mas empleadas para la produccién de quesos
debido en parte a sus cualidades tecnoldgicas. Las distintas etapas de la fabricacion
del queso, como la coagulacion, la acidificacion, el calentamiento, el salado y la
maduracién provocan alteraciones en el crecimiento y comportamiento de las
cepas. La respuesta génica de cada cepa ante las situaciones de estrés como el
descenso del pH, cambios en la osmoralidad o en la temperatura durante la
maduracion del queso, va a influir no solo en la fermentacion sino también en la
produccion del aroma del queso (Xie et al., 2004). Por ello, la seleccidon apropiada
de las cepas que formen parte del cultivo iniciador va a ser fundamental a la hora
de obtener el tipo de queso deseado (van Hylckama Vlieg et al., 2006). A pesar del
impacto que pueden tener las condiciones de maduracion sobre las principales
actividades enzimaticas del metabolismo de aminoacidos, y por tanto sobre la
formacion de aroma en queso, existen muy pocos estudios al respecto (Curtin et
al., 2001; Williams et al., 2002; De Angelis et al., 2010). Por ello, en este trabajo
nos planteamos el estudio del efecto de limitaciones de la fuente de carbono, el pH
acido, la salinidad y la baja temperatura en medios definidos sobre la expresion de
los genes araT, bcaT, gdh, kivD, ytjE y panE, y poder estimar la potencialidad de
las estirpes silvestre y mutante para la generacién de COVs cuando se encuentran

sometidas a las condiciones que tienen lugar durante la maduracién de queso.

En experimentos realizados con las enzimas AraT y BcaT purificadas, se ha
observado que aun manteniéndose la actividad, ésta disminuye considerablemente
cuando las condiciones de pH, salinidad y temperatura se alejaban de las 6ptimas
(Yvon et al., 1997, 2000; Gao y Steele, 1998; Engels et al., 2000; Williams et al.,
2002). En este sentido, la mayoria de las condiciones de maduracion empleadas no
provoco la induccion de la expresion de los genes estudiados, pero si lo hizo la falta
de azlcar en el medio (Fig. 5.4). Ante condiciones de estrés, como la falta de
nutrientes, las células se ven forzadas a ajustar sus actividades metabdlicas para
evitar posibles pérdidas de energia, asegurandose asi la supervivencia (Rallu et al.,
1996). A la vista de nuestros resultados, parece que L. lactis ante un agotamiento
total de la fuente de carbono incrementaria la expresiéon sobre todo de las
actividades GDH, KivD y YtjE a favor de procesos biosintéticos para asegurarse un
suministro de aminoacidos ya que los aminoacidos constituyen las principales

fuentes de nitrégeno, estan implicados en la producciéon de energia, el control del
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pH intracelular y la regeneracion de cofactores (Ard6, 2006; Fernandez y Zufiga,
2006; Ganesan et al., 2007).

Los trabajos de De Angelis et al. (2010) y Siragusa et al. (2011) destacan el
papel de la enzima GDH-NADP* sobre el crecimiento y supervivencia de
Lactobacillus plantarum en situaciones de estrés. En nuestros experimentos, la
expresion relativa de gdh en condiciones de ausencia de azlcar en el medio se
incrementaba en gran medida, sobre todo en la cepa mutante en actividad Hic-DH.
En estas condiciones, la actividad GDH podria estar dirigida hacia procesos
anabdlicos, generando asi el poder reductor NAD* necesario para la célula. Ademas,
se estaria favoreciendo la actividad de enzimas como KivD, que requieren estar en
entornos oxidativos para un funcionamiento 6ptimo (Kieronczyk et al., 2006). La
expresiéon de kivD también fue muy elevada en condiciones de falta de azlcar en el
medio (Fig. 5.4). En L. /actis IFPL953 el aporte de poder reductor también podria
proceder de la actividad Hic-DH, aunque el nivel de expresion relativa de panE fue

bajo en estas condiciones.

Las variaciones en el medio de incubacion de la fuente de carbono, los
valores bajos de pH y temperatura o la elevada osmolaridad, determinaron cambios
en los compuestos volatiles generados por L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE.
Durante su incubacidon en los distintos medios, ambas cepas fueron capaces de
producir un amplio rango de COVs, siendo la cepa mutante la que present6 los
mayores valores de abundancia relativa (Tabla 5.7). La mayor expresion de los
genes gdh y kivD tras la incubacion de las cepas en el medio CDM-SinAz se vio
reflejada en una mayor produccion de 2- y 3-metilbutanal y de 2-metilbutanol y 2-
metilpropanol en comparacion con el resto de los medios. Sin embargo, en el caso
del 3-metilbutanol se detecté una mayor abundancia en el medio CDM-Lac vy lo
mismo ocurrido con el éster 3-metilbutilacetato, indicando que la variacién en la
fuente de carbono tiene un efecto positivo en la formacion de volatiles a partir de la

leucina (Ganesan et al., 2006).

Durante la incubacién de L. lactis en CDM-pH pudimos detectar valores de
abundancia relativa elevados de acetoina y diacetilo. Su formacion podria estar
relacionada con una inducciéon del metabolismo del citrato a pH acido (Garcia-
Quintans et al., 1998; Garcia-Quintans et al., 2008). Estos resultados estarian de
acuerdo con otros estudios en los que se afirma que para que estos compuestos se
produzcan en L. /actis, son necesarios valores de pH en torno a 5 (Le Bars e Yvon,
2008).
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Cuando se combinaron todas las condiciones de maduracion de queso en la
incubacién de las cepas durante 24 h y 7 d, también encontramos que la expresién
relativa de la mayoria de los genes se indujo sobre todo ante la falta de fuente de
carbono en el medio (Fig. 5.5). Los genes kivD y gdh volvieron a destacar por
presentar un patrén de expresidon ligeramente diferente al resto de los genes. El
aumento de la expresion relativa del gen kivD de la IFPL953 en CDM-Mad(L) tras 7
d de incubacién, podria ser el resultado de uno de los mecanismos de resistencia a
un posible, al igual que los procesos de desaminacion de la arginina, y la
descarboxilacion del glutamato, aspartato y citrato, descritos por otros autores
(Garcia-Quintans et al., 1998; Garcia-Quintans et al., 2008; Yvon et al., 2011).
Este incremento en la expresion de kivD en la cepa silvestre, se vio también
reflejado en una capacidad superior para producir 3-metilbutanal tras 7 d de
incubacion en condiciones de maduracién con lactosa como fuente de carbono. Tras
la incubacién en condiciones de maduracion de queso de la cepa mutante, los
mayores valores de expresion relativa se observaron para el gen gdh que incluso
aumenté al alargar el tiempo de incubacién. Estos resultados estarian en
consonancia con los encontrados por Yvon et al. (2011) que mediante ensayos con
pastas de quesos, observaron que la actividad GDH se mantenia con niveles
elevados incluso a los 7 d de maduracién. Tras la incubacion de IFPL953ApanE en
condiciones de maduracién también pudimos detectar la presencia del 2-
metilpropanal, aldehido derivado de la valina, que ante una acumulaciéon de KIC

puede formase por oxidacion quimica a partir de este cetoacido (Smit et al., 2009).

Durante la incubacion en condiciones de maduracién con lactosa residual,
también pudimos observar una elevada acumulacién de KIC con la cepa mutante
IFPL953ApanE, que derivé posteriormente en elevados niveles de 3-metilbutanal,

3-metilbutanol y 3-metilbutil acetato.

Al igual que en los otros experimentos realizados durante este trabajo,
también se detectaron un nimero considerable de cetonas. Destaca el aumento de
acetoina y diacetilo a las 24 h de incubaciéon en condiciones de maduracién con
lactosa como fuente de carbono. La acetoina ha sido identificada como un
importante indicador quimico de la maduracién en queso (Banks et al., 1992) y en
general, son compuestos, relacionados con olores a mantequilla y leche (Curioni y
Bosset, 2002) que tienen un impacto positivo en el aroma de quesos tipo Cheddar y
Gouda (Banks et al., 1992).
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5.5. CONCLUSIONES FINALES DEL CAPITULO

La combinacion de los analisis de expresion génica con el estudio de la
produccion de compuestos volatiles, ha permitido describir la respuesta en el
catabolismo de aminoacidos de L. /actis ante la variacién en el contenido de BCAAs
en el medio y tras la incubacién en condiciones similares a las de maduracién del

queso.

La ausencia o carencia de BCAAs en el medio de crecimiento de L. /actis
IFPL953 provoca un incremento en la expresion de los genes implicados en el
catabolismo de aminoacidos, indicando que dicha expresion estad regulada por
CodY. La mayor induccién de expresion génica se observa en el gen gdh y ante la
ausencia de isoleucina y la carencia de valina. La incubacion de L. /actis en
condiciones de maduracion del queso que implican ausencia de azlcar provoca un
incremento de expresion de los genes kivD y gdh. En todas las condiciones, la
inactivacion del gen panE provoca un incremento significativo de la expresién del

gen gdh.

El incremento de expresidon de los genes implicados en el catabolismo de
aminoacidos se ve reflejado en un aumento en la formacién de compuestos
volatiles. Los resultados obtenidos con L. lactis IFPL953ApanE indican que la
ausencia de actividad Hic-DH en combinacion con actividades elevadas de GDH y
KivD dan lugar a un incremento en la formacién de metabolitos procedentes de los

BCAAs, como 2- y 3-metilbutanal y sus correspondientes alcoholes.
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CAPITULO VI

Discusion general

La presente Tesis Doctoral se ha centrado en el empleo de estrategias
enzimaticas dirigidas al control de la formacién de compuestos volatiles a partir de

aminoacidos por Lactococcus lactis.

Los cultivos iniciadores empleados en la produccion de quesos blandos y
semi-duros estan formados mayoritariamente por cepas de L. lactis (Beresford et
al., 2001; Wouters et al., 2001). El uso generalizado de cultivos industriales
vendidos por un numero relativamente reducido de productores, ha contribuido a
una cierta restriccion en las cepas de uso industrial y, por tanto, ha reducido la
diversidad aromatica del queso. Se ha demostrado que en comparacion con las
cepas industriales, las cepas silvestres de lactococos son capaces de producir
mayor variedad de compuestos volatiles, gracias principalmente a su maquinaria
enzimatica (Ayad et al., 1999; Morales et al., 2003; Randazzo et al., 2008). Por lo
gue en la ultima década se ha empezado a enfatizar sobre la necesidad de detectar
y seleccionar cepas con actividades enzimaticas que permitan controlar Ila
biosintesis de compuestos volatiles y diversificar asi el aroma en los quesos
(Williams et al., 2002; Smit et al., 2004; Amarita et al., 2006; Fernandez de
Palencia et al., 2006; Kieronczyk et al., 2006; Brandsma et al., 2008).

En L. /actis, la primera reaccion de la degradacion de los aminoacidos hacia
compuestos volatiles es la transaminacion, reaccion que requiere obligatoriamente
la presencia de un aceptor de grupos amino (preferentemente a-cetoglutarato)
(Tanous et al., 2002; Liu et al., 2008). Por ello, en esta investigacion nos
planteamos la identificacién de la actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) en
cepas silvestres de L. lactis como una via para aumentar el aporte de a-cetoacido a
las reacciones de transaminacién y favorecer la formacién de compuestos volatiles
derivados del catabolismo de aminoacidos. Nuestros resultados muestran que, al
igual que en el caso de otras actividades enzimaticas (Fernandez de Palencia et al.,
2006), existe una elevada variabilidad para la actividad GDH entre cepas silvestres.
Coincidiendo con los estudios de Tanous et al. (2002), observamos la baja
prevalencia de la actividad en lactococos ya que de las 40 cepas empleadas, solo

encontramos 10 que presentaran actividad GDH. En estas cepas, se pudo observar
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cierta preferencia por el cofactor NAD*, asociado principalmente al catabolismo del
acido glutamico (Smith et al., 1975). Esta preferencia por el cofactor NAD* en cepas
de L. lactis de origen lacteo ha sido observada también por otros autores
(Gutiérrez-Méndez et al., 2008) y podria deberse a que la leche y el gqueso
constituyen ambientes en los que el aporte de acido glutamico es elevado en
comparaciéon con el nivel de otros aminoacidos (Ganesan y Weimer, 2007). Por el
contrario, la mayor afinidad por el cofactor NADH* (relacionado con la biosintesis de
glutamato) estd asociada a cepas de L. lactis de origen vegetal, donde suele haber
niveles elevados de amonio y escasos de acido glutamico, otorgando a las cepas
una cierta ventaja para su supervivencia en esos entornos (Tanous et al., 2005a).
La variabilidad observada entre las cepas en cuanto a la presencia de la actividad
GDH podria estar relacionada con el hecho de que en L. lactis el gen gdh sélo se
haya identificado en un plasmido (pGdh442), que tiene capacidad para
autotransferirse (Tanous et al., 2006 y 2007). En todas las cepas con actividad
GDH, el gen gdh fue localizado solamente en el ADN plasmidico. Se destacé del
estudio la cepa L. lactis IFPL953, por poseer el mayor nivel de actividad GDH-NAD™
y por presentar una organizacion genética del gen gdh equivalente a la de L. /actis
Til504, poseedora del plasmido pGdh442 (Tanous et al., 2007). L. lactis IFPL953
fue seleccionada como cepa candidata con el objetivo de aumentar la formacién de
aroma en queso, al ser la cepa con mayor actividad GDH entre las estudiadas y por
poseer ademas otras enzimas clave para el catabolismo de aminoacidos como

aminotransferasas y cetoacido descarboxilasa (KivD) (De la plaza et al., 2006).

Tal vez una de las técnicas mas eficaces para controlar y mejorar el
desarrollo del aroma de un queso sea la ingenieria metabdlica de las principales
rutas que conducen a la formacion de compuestos volatiles a partir del catabolismo
de aminoacidos. Los estudios de Yvon et al. (1998) realizados en pastas de queso
seflalaban que la transaminacién podia favorecerse mediante el aumento del
contenido de a-cetoglutarato en el medio, resultando en un incremento en la
acumulaciéon de acido a-cetoisocaproico (KIC) y de acido a-hidroxiisocaproico. De
estos compuestos, se ha descrito que los hidroxiacidos no contribuyen al aroma del
queso (Gao et al., 1998; Roudot-Algaron et al., 1998; Yvon et al., 1998; Yvon y
Rijnen, 2001). En este sentido, y con el fin de asegurar el flujo metabdlico de los a-
cetoacidos hacia la formacién de compuestos del aroma, en este trabajo se ha
bloqueado en L. lactis la ruta de formacién de hidroxiacidos a partir de los
correspondientes a-cetoacidos. Procedimos, por tanto, a la inactivacién del gen
panE en L. lactis IFPL953 mediante mutagénesis por doble sobrecruzamiento

siguiendo la estrategia descrita por Biswass et al. (1993). La ausencia de panE en
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el mutante L. /actis IFPL953ApanE confirmd que, tal y como habian descrito
Chambellon et al. (2009), PanE es la Unica enzima responsable de la actividad
hidroxiisocaproato deshidrogenasa (Hic-DH) en L. /actis. Mediante este estudio,
también pudimos comprobar que la ausencia de actividad Hic-DH en L. lactis tuvo
como consecuencia directa la acumulacion de KIC en el medio y una mayor
conversion del cetoacido en 3-metilbutanal y 3-metilbutanol, compuestos derivados
del metabolismo de la leucina y con un elevado impacto en el aroma de algunas
variedades de queso (Moio et al., 1993; Rychlick y Bosset, 2001; Lawlor et al.,
2001). Segun Kieronczyk et al. (2006), el aumento de la disponibilidad de KIC
favoreceria la expresion de KivD, que entraria en competicion por el sustrato con la
actividad Hic-DH (Smit et al., 2004a). En IFPL953ApanE, en ausencia de dicha
competicion por sustrato al carecer de Hic-DH, se favorece especificamente la
formacion de 3-metilbutanal a partir de KIC. La enzima KivD, codificada por el gen
kivD, fue purificada y caracterizada por primera vez en L. lactis en nuestro grupo de
investigacion (De la Plaza et al., 2004). Los estudios realizados hasta ahora indican
gue en bacterias lacticas, la habilidad para producir concentraciones notables de
aldehidos a partir de a-cetoacidos por la actividad KivD es muy poco frecuente y
dependiente de cepa (Smit et al., 2004b; Fernandez de Palencia et al., 2006; Yvon,
2006; Liu et al., 2008). Los resultados obtenidos en el presente trabajo han
demostrado que la supresién de la ruta que desvia la conversion de cetoacidos
hacia hidroxiacidos en L. lactis, en combinacion con actividades clave para el
catabolismo de aminoacidos como la GDH, favorecen la produccién de compuestos

volatiles relevantes para el aroma en queso.

Con el fin de profundizar en las ventajas de la mutacién del gen panE en L.
lactis para la formacion de compuestos volatiles a partir de aminoacidos,
procedimos a estudiar el efecto del contenido en aminoacidos de cadena ramificada
(BCAAs) en el medio de crecimiento de L. /actis IFPL953 y L. lactis IFPL953ApanE y
tras la incubaciéon en condiciones que simulan el proceso de maduracion del queso
en la expresidon de los genes que codifican enzimas clave del catabolismo de
aminoacidos (araT, bcaT, gdh, kivD, ytjE y panE). También se llevd a cabo en estas
condiciones el estudio de formacion de compuestos volatiles que tienen influencia
en la formacion del aroma en queso. Estudios previos en nuestro laboratorio con L.
lactis IFPL730, cepa con el mismo origen que L. /actis IFPL953 (Fontecha et al.,
1990), demostraron que la cepa es auxotrofa para valina y leucina pero que es
capaz de crecer en ausencia de isoleucina (De la Plaza et al., 2009). Se ha descrito
que la inactivacién de determinadas enzimas implicadas en el catabolismo de

aminoacidos puede afectar negativamente al crecimiento de los mutantes (Siragusa
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et al., 2011). En este sentido, la inactivacion de la actividad Hic-DH en L. lactis
IFPL953ApanE aparentemente no afecta a la capacidad de la cepa para reajustar
sus rutas metabodlicas para hacer frente a la carencia de BCAAs, ya que se
observaron en estas condiciones pautas de crecimiento equivalentes a las de la
cepa silvestre. Al estudiar el efecto del contenido minimo de BCAAs en el medio de
cultivo sobre la expresion relativa de los genes del catabolismo de aminoacidos,
destacaron los elevados niveles de expresidn relativa observados para los genes
gdh y kivD ante la ausencia de isoleucina y la carencia de valina. Los estudios de
Dressaire et al. (2011) demostraron que la ausencia de isoleucina durante el
crecimiento de L. lactis da lugar a una induccion de los genes relacionados con el
metabolismo del glutamato, como una via de biosintesis de BCAAs. Por tanto, en L.
lactis IFPL953 bajo esas condiciones se induciria la expresion de GDH para poder
obtener glutamato directamente desde el a-cetoglutarato. El efecto de induccion de
gdh fue superior en L. lactis IFPL953ApanE, posiblemente favorecido por la mayor
disponibilidad de a-cetacidos de cadena ramificada. Nuestros resultados sugieren
ademas que gdh estaria sujeto a la regulacién ejercida por el regulador global del
metabolismo del nitrégeno CodY en ausencia de BCAAs en el medio de crecimiento
(Guédon et al., 2001a), al igual que se ha demostrado la regulacién por CodY de la
expresion de kivD en L. lactis IFPL730 (De la Plaza et al., 2009; Garcia-Cayuela,
2011). La acumulacién de KIC, en L. lactis IFPL953ApanE por la ausencia de la
actividad Hic-DH, podria estar a su vez induciendo la expresién de kivD (Smit et al.,
2009), con el consiguiente incremento en la formacién de 3-metilbutanal y 3-
metilbutanol. La limitacion del contenido de BCAAs en el medio de crecimiento de L.
lactis también dio lugar al aumento de expresion de los genes araT, bcaT, ytjE y
pankE, principalmente en ausencia de isoleucina, coincidiendo con la nociéon de que
el principal efector de CodY es la isoleucina (Guédon et al., 2005; Chambellon e
Yvon, 2003).

Las condiciones de agotamiento de azucar, salinidad y pH &acido del queso,
junto con el empleo de bajas temperaturas, influyen en los cambios bioquimicos
gue ocurren durante la maduracion y que contribuyen a las caracteristicas del
aroma y del sabor del queso (Fox et al., 2000). En experimentos realizados con las
enzimas AraT y BcaT purificadas, se ha observado que aun manteniéndose la
actividad, ésta disminuye considerablemente cuando las condiciones de pH,
salinidad y temperatura se alejaban de las 6ptimas (Yvon et al., 1997, 2000; Gao y
Steele, 1998; Engels et al., 2000; Williams et al., 2002). Por otro lado, se ha
observado que la actividad de la enzima KivD pura aumentaba en presencia de NaCl

(De la Plaza et al., 2004) En este sentido, la mayoria de las condiciones de
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maduracion empleadas en nuestra investigacion no provocaron la induccion de la
expresiéon de los genes estudiados, pero si lo hizo la falta de azucar en el medio. A
la vista de nuestros resultados, parece que L. lactis ante el agotamiento de la
fuente de carbono incrementaria la expresién de los genes gdh, kivD y ytjE. Se ha
descrito la relevancia de la actividad GDH sobre el crecimiento y supervivencia de
Lactobacillus plantarum en situaciones de estrés (De Angelis et al., 2010; Siragusa
et al., 2011). También los trabajos de Tanous et al. (2006) sugieren que la
expresion del gen gdh podria estar regulada por efectores nutricionales ya que el
crecimiento de L. Jactis en distintos medios de crecimiento afectd
considerablemente a la actividad GDH. En nuestros experimentos, la expresion
relativa de gdh ante la ausencia de azlcar en el medio de incubacién se incrementd
sobre todo en la cepa L. lactis IFPL953ApanE. Bajo estas condiciones, se podria
estar generando un entorno no oxidativo que estaria favoreciendo a la actividad
KivD, tal y como se deduce de su elevada expresion relativa (Kieronczyk et al.,
2006). La mayor expresién relativa de los genes gdh y kivD tras la incubacién de L.
lactis en un medio sin azlcar, se vio reflejada en una mayor produccién de 2- y 3-
metilbutanal, de 2-metilbutanol y de 2-metilpropanol en comparaciéon con el resto
de los medios. La mayor abundancia de 3-metilbutanol y de 3-metilbutilacetato
cuando la lactosa se encontraba en el medio de incubacion, indican que la variacién
en la fuente de carbono tiene un efecto positivo en la formacion de volatiles a partir
de la leucina (Ganesan et al., 2006). Al combinar todas las condiciones de
maduracién de queso en la incubacion de las cepas durante 24 h y 7 d, los genes
kivD y gdh volvieron a destacar por presentar un patréon de expresion ligeramente
superior al resto de los genes. El efecto inductor de la expresiéon de gdh en
condiciones de maduracion de queso fue superior en la cepa mutante
IFPL953ApanE. Estos resultados estarian en consonancia con los encontrados por
Yvon et al. (2011) que, mediante ensayos con pastas de quesos, observaron que la
actividad GDH se mantenia con niveles elevados incluso a los 7 d de maduracion.
Durante la incubacidén en condiciones de maduracién con lactosa residual, también
pudimos observar una elevada acumulacién de KIC en L. lactis IFPL953ApanE, que
derivd posteriormente en elevados niveles de 3-metilbutanal, 3-metilbutanol y 3-

metilbutil acetato.

En los distintos analisis de formacién de compuestos volatiles realizados
durante este trabajo, hemos podido detectar la presencia de distintos grupos como
acidos, aldehidos, alcoholes y cetonas, la mayoria de ellos relacionados con el
aroma del queso. Los distintos perfiles aromaticos obtenidos con L. /actis IFPL953 e

IFPL953ApanE demuestran que, en una cepa poseedora de las actividades KivD y
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GDH, se produce un incremento del flujo catabdlico de la leucina ante la ausencia

de PanE, incluso en condiciones de maduracién de queso.

A pesar del papel relevante que juegan los coagulantes, las enzimas de la
leche (por ejemplo la plasmina y la lipoproteina lipasa) y las catepsinas, la
contribucion de los microorganismos a los eventos bioquimicos que caracterizan el
aroma del queso pueden ser considerados indispensables (Gobbetti et al., 2007).
Los resultados de esta Tesis Doctoral contribuyen al conocimiento sobre las
enzimas implicadas en el catabolismo de aminoacidos, para ser consideradas como
una forma importante de selecciéon de cepas destinadas a ser empleadas en la
produccion de quesos con el aroma deseado. En el presente trabajo de
investigacion se ha demostrado que en L. /actis con actividades aminotransferasas,
GDH vy KivD, el flujo catabdlico de aminoacidos se dirige hacia la formacién de
compuestos representativos del aroma en queso al suprimirse la ruta que desvia la

conversidon de cetoacidos hacia la formacion de hidroxiacidos.
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CAPITULO VI

Conclusiones

PRIMERA. La actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) es poco frecuente en
Lactococcus lactis, siendo la localizacién del gen gdh exclusivamente plasmidica. La
actividad GDH de cepas silvestres de L. lactis se caracteriza por el empleo
preferente de NAD* como cofactor, indicando un papel fundamentalmente

catabdlico de la enzima.

SEGUNDA. El gen panE es el Unico responsable de la actividad hidroxiisocaproato
deshidrogenasa (Hic-DH) en L. /actis IFPL953. La mutacion del gen panE no dificulta
el crecimiento de L. /actis IFPL953ApanE, aunque provoca cierto retraso de su

capacidad acidificante en leche.

TERCERA. La supresion de la actividad Hic-DH en L. lactis IFPL953ApanE provoca
una acumulacién de a-cetoisocaproato y favorece su posterior conversiéon hacia 3-
metilbutanal y 3-metilbutanol. L. lactis IFPL953ApanE es mas eficiente que su cepa

parental en la formacidon de compuestos volatiles.

CUARTA. La limitacion de aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) en el medio
de crecimiento de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE provoca un incremento en la
expresion de los genes clave en el catabolismo de aminoacidos araT, bcaT, gdh,
kivD, ytjE y panE, que probablemente estd asociado a la regulacién por CodY. La
mayor induccion se observa en el gen gdh y ante la ausencia de isoleucina y la

carencia de valina en el medio de crecimiento.
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QUINTA. La incubacion de L. lactis IFPL953 e IFPL953ApanE en condiciones de
maduracién del queso que implican ausencia de azucar provoca un incremento de
expresion de los genes kivD y gdh. La inactivacion del gen panE provoca un

aumento de la expresion del gen gdh.

SEXTA. El aumento de la expresion de los genes kivD y gdh en condiciones que
simulan la maduracidon del queso, unido a la ausencia de actividad Hic-DH en L.
lactis IFPL953ApanE, incrementa la formacion de metabolitos procedentes de los

BCAAs, como 2- y 3-metilbutanal y 2- y 3-metilbutanol.
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CHAPTER VII

Conclusions

FIRST. Glutamate dehydrogenase activity (GDH) is rarely found in Lactococcus
lactis, being the gdh gene only located in plasmid DNA. GDH activity in wild L. /actis
strains has a preference in the use of NAD" as co-factor in the reaction, which is

mainly associated with a glutamate catabolic role of the enzyme.

SECOND. In L. lactis IFPL953 the panE gene is the sole responsible for
hydroxyisocaproate dehydrogenase activity (Hic-DH). Mutation of panE had no
negative effect over L. lactis IFPL953ApanE growth, although it has a slight delay

effect on its acidifying capacity in milk.

THIRD. Suppression of Hic-DH activity in L. lactis IFPL953ApanE causes an
accumulation of a-ketoisocaproate and favours its later conversion to 3-
methylbutanal and 3-methylbutanol. L. lactis IFPL953ApanE is more efficient

producing volatile compounds than its parental strain.

FOURTH. Limited content of branched chain amino acids in the growing culture of
L. lactis IFPL953 and IFPL953ApanE led to an increase in the relative expression of
araT, bcaT, gdh, kivD, ytjE and panE, key genes for amino acid catabolism. This
fact may probably be associated with regulation mechanisms modulated by CodyY.
Major induction was observed for gdh gene when there was no isoleucine or a

minimum content of valine in the growing medium.
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FIFTH. Incubation of L. /actis IFPL953 and IFPL953ApanE under cheese ripening
conditions, which implies the absence of sugar in the medium, leads to an increase
of kivD and gdh genes expression. The inactivation of panE gene causes an

enhancement of gdh gene expression.

SIXTH. The increase in the expression of kivD and gdh genes under conditions
simulating cheese ripening, combined with the lack of Hic-DH activity in L. /actis
IFPL953ApanE, enhances the formation of volatile metabolites, like 2- and 3-

methylbutanal and 2- and 3- methylbutanol, derived from BCAAs.
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