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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL), ademas de que confieren caracteristicas
organolépticas a los alimentos, pueden generar un efecto benéfico al
consumidor a través de los metabolitos que generan durante la fermentacion de
la leche. Uno de estos compuestos es el acido y-aminobutirico (GABA), el cual
es un aminoacido no proteico que posee efectos antihipertensivo,
hipoglucémico, antiansiolitico y antidepresivo, entre otros. Diversas
investigaciones han reportado cepas de BAL productoras de GABA, asi como
sus efectos benéficos, principalmente el antihipertensivo. Por otro lado, también
se ha demostrado que los quesos artesanales contienen compuestos bioactivos
como el GABA, producidos por las BAL, considerandolos una fuente importante
de aislamiento de este tipo de microorganismos. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue seleccionar cepas de BAL productoras de GABA durante la
fermentacion de leche. Se estudiaron 197 cepas pertenecientes a los géneros
Lactococcus, Lactobacillus y Streptococcus, a las cuales se les determiné la
actividad de la enzima &cido glutamico descarboxilasa (GAD), se evalud la
capacidad de las cepas para producir GABA de acuerdo a su actividad
enzimatica y se cuantific6 por cromatografia liquida de alta eficiencia la
concentracion de GABA en leche fermentada por las cepas seleccionadas. Del
total de las cepas estudiadas, 24 mostraron una alta producciéon de GABA de
acuerdo a los ensayos colorimétricos. La capacidad de producir GABA
evidenci6 que las cepas Q4 St A, L4 Lc B y CD33, alcanzaron
significativamente (p<0.05) las mas altas concentraciones con 0.51, 0.49, 0.27,
mg/mL de GABA, respectivamente, e incluso fueron superiores a la cepa testigo
Lb. brevis (0.11 mg/mL). Finalmente, en leche fermentada se observo que la
cepa Q4 St A fue la que presentd una mayor produccion de GABA (0.031
mg/mL) y fue significativamente (p<0.05) igual a L4Lcb (0.026 mg/mL) y
superior a Lb. brevis (0.011 mg/mL), siendo esta ultima significativamente igual
a CD33 (0.011 mg/mL). Este mismo comportamiento fue observado en leches
fermentadas con glutamato afadido, donde la concentracion de GABA
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producido por la cepa Q4 St A fue de 0.075 mg/mL. La mayoria de las cepas
productoras de GABA pertenecieron al género Lactobacillus y en su mayoria
fueron aisladas del queso Cocido de Sonora, con excepcion de la cepa Q4 St A

que fue aislada de queso Freso de Sonora.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, quesos artesanales mexicanos,
GABA.
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ABSTRACT

y-aminobutyric acid (GABA), which is a non-protein amino acid that has
antihypertensive, hypoglycemic, antiansiolytic and antidepressant effects,
among others is produced by LAB. Several investigations have reported LAB
strains producing GABA. On the other hand, artisanal cheeses have shown to
contain bioactive compounds such as GABA, produced by LAB, considering
them as an important source of isolation of this type of microorganisms.
However, there is very little research about this. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the ability of different LAB isolated from Mexican artisanal
cheeses to produce GABA during milk fermentation. A total of 197 BAL strains
belonging to Lactococcus, Lactobacillus and Streptococcus genera, were
studied and their enzyme glutamic decarboxylase (GAD) activity was
determined by colorimetric assays. The ability to produce GABA according to
their enzymatic activity and its production in fermented milk was quantified by
HPLC. From the total of strains studied, 24 showed a high production of GABA
according to the colorimetric assays. The ability to produce GABA showed that
Q4 St A, L4 Lc B and CD33, significantly reached (p <0.05) the highest
concentrations with 0.51, 0.49, 0.27 mg/mL of GABA, respectively, and were
even higher than that of Lb. brevis strain. Finally, in fermented milk, it was
observed that the strain Q4 St A had the highest GABA production (0.031
mg/mL) and was significantly (p <0.05) equal to L4Lcb (0.026 mg/mL) and
higher than Lb. brevis (0.011 mg/mL) and significantly equal to CD33 (0.011
mg/mL). This same behavior was observed in fermented glutamate-added milks,
where the concentration of GABA produced by strain Q4 St A was 0.075 mg/mL.
Although in this study the majority of strains producing GABA belonged to the
genus Lactobacillus and mostly isolated from Cocido cheese of Sonora, the
strain of Streptococcus Q4 St A was the one with the highest production
capacity of GABA even increasing almost two folds the production of the Lb.
brevis strain.

Key words: Lactic acid bacteria, Artisanal Mexican cheeses, GABA.
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l. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
ampliamente distribuidos en la naturaleza, principalmente en la tierra, vegetales,
intestino de animales, asi como también en alimentos fermentados; siendo
estos dltimos una importante fuente de aislamiento de cepas nativas de BAL
con novedosas propiedades (Pessione, 2012). Un ejemplo de estos alimentos
son los quesos artesanales, los cuales, ademas de ser una fuente de nutrientes
muy importante, también constituyen un medio de cultivo ideal para la
multiplicacion bacteriana, la cual es caracteristica del area donde se elaboran
(Abd ElI Gawad et al., 2010). Estos microorganismos, son los causantes de
mejorar las caracteristicas sensoriales (sabor, aroma, textura) y alargar la vida
atil de este tipo de alimentos (Franciosi et al., 2015; Ramirez et al., 2011).
Dichas habilidades que poseen las BAL, son conferidas por su capacidad de
producir &cido lactico, su actividad proteolitica, sintesis de exopolisacaridos, asi
como también, la produccién de compuestos antimicrobianos (Gobbetti et al.,
2010).

Ademas, en los ultimos afios ha incrementado el interés por las BAL debido a
gue son productoras de metabolitos a los cuales se les han atribuido efectos
benéficos en la salud. Ejemplos de estos son: el acido linoleico conjugado,
bacteriocinas, péptidos bioactivos y acido y-aminobutirico (GABA) (Lahtinen et
al., 2011). Este ultimo debido a las diferentes funciones fisiologicas que ejerce,
es considerado como compuesto bioactivo en la industria alimentaria y

farmacéutica (Diana et al., 2014).



El GABA es un aminoacido no proteico de cuatro carbonos, el cual es producido
mediante la accion de la enzima &cido glutamico descarboxilasa (GAD), que
utiliza piridoxal 5-fosfato o vitamina Bg como cofactor y causa la
descarboxilacion irreversible del glutamato. Diversos estudios han comprobado
que actua en el cerebro de los mamiferos como un neurotransmisor inhibitorio y
también han demostrado diversos efectos fisiolégicas en humanos como:
antihipertensivo, antiansiolitico y antidepresivo, entre otros (Boonstra et al.,
2015; Pouliot-Mathieu et al., 2013; Shelp et al., 1999).

Actualmente, especialistas de todo el mundo han estudiado e identificado un
gran numero de microorganismos provenientes de diferentes fuentes, todos
ellos productores de compuestos bioactivos con diferentes funciones
fisioldégicas especificas en los humanos, tales como péptidos con actividad
antihipertensiva, inmunomoduladora, entre otros. Asi mismo, el GABA
producido por las BAL es de gran importancia ya que la elaboracion de
alimentos fermentados que lo contengan contribuird tanto en la nutricibn como
en la salud del ser humano. Sin embargo, solamente en las regiones de Asia y
Europa principalmente se han interesado en este compuesto tan importante,
dejando en nuestro pais un campo de investigacion abierto en el cual nos
debemos de enfocar para poder obtener este compuesto de manera natural
(Dhakal et al., 2012; Diana et al., 2014).

Los quesos artesanales mexicanos, poseen una diversidad de BAL presentes
gue podrian ser una rica fuente de bacterias con capacidad de producir GABA
durante el proceso de elaboracion de los diferentes quesos. Es por ellos que el
objetivo de este estudio fue seleccionar cepas de BAL productoras de GABA

durante la fermentacion de leche.



[I.  ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de las BAL

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos con
caracteristicas morfolégicas, fisioldégicas y metabdlicas en comun. Dicho grupo,
estd conformado principalmente por dieciséis diferentes géneros de bacterias,
entre los que se incluyen: Carnobacterium, Enterococcus, Lactoccoccus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella, Aerococcus,
Alloinococcus, Dolosigranulum y Globicatella (Ongol, 2012; Ramirez et al.,
2011). En general, son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no
moviles, anaerobios facultativos y &cido tolerantes; son estrictamente
fermentativos y producen &cido lactico como principal producto final del
metabolismo de carbohidratos (Wood, 2012).

Las BAL han sido ampliamente clasificadas de acuerdo a sus temperaturas de
crecimiento, la habilidad para crecer en altas concentraciones salinas, asi como
también la tolerancia acida o alcalina (Pessione, 2012). Ademas, se pueden
dividir en dos grandes grupos de acuerdo a los productos obtenidos del
metabolismo de carbohidratos: aquellas que producen Unicamente acido lactico
como producto final de la glucdlisis se les denomina homofermentativas,
mientras que a aquellas que producen ademas de acido lactico otros
compuestos como acetato o etanol y cantidades significativas de CO, se les

denominan heterofermentativas (Lahtinen et al., 2011).



Estos microorganismos estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y
debido a esto se han logrado aislar de diferentes fuentes como la tierra, las
plantas, el tracto digestivo de mamiferos, asi como también de alimentos
fermentados (Ramirez et al., 2011). La importancia de la utilizacion de las BAL
en la fermentacion de alimentos como la leche, carne, cereales, entre otros, es
debido a que mejoran sus caracteristicas sensoriales (aroma, sabor y textura) y
prolongan su vida util, tanto en productos artesanales como industriales (Leroy
& De Vuyst, 2004). Actualmente, se ha incremento el interés de estudiar a las
BAL por los beneficios que sus metabolitos pueden brindar a la salud. Entre los
metabolitos antes mencionados se encuentran el acido lactico, el acido linoleico
conjugado (CLA), bacteriocinas, péptidos bioactivos y (GABA). Por lo tanto, el
hecho de que presenten dichos beneficios, y que son considerados como
microorganismos generalmente reconocidos como seguros (GRAS por sus
siglas en ingles), les confiere un alto potencial para su utilizacion en la industria

alimentaria y farmacéutica.

1.2 Generalidades del GABA

El GABA es un aminoacido no proteico de cuatro carbonos (Figura 1), el cual
tiene un grupo amino en el carbono y en lugar del carbono a, es por esto que no
no es reconocido como aminoacido. Este compuesto es altamente soluble en
agua, ademas es una molécula flexible que puede asumir varias
conformaciones en una solucién, incluyendo una estructura ciclica similar a la
de prolina (Shelp et al., 1999). Sin embargo, ya que no es parte de la familia de
los a aminoacidos, no se considera como parte de alguna proteina, pero si

cuenta con funcién propia.

En 1950, Roberts y Awapara descubrieron que se encuentra en altas
concentraciones en el sistema nervioso central de los mamiferos (1 mg/g) y que

es indetectable en otros tejidos (Cuauhtémoc et al., 2013), pero también se
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encuentra en microorganismos y plantas (Shelp et al., 1999). En los humanos,
actla en el cerebro como neurotransmisor de tipo inhibidor en el hipocampo de
las actividades de memoria uniéndose a receptores de las membranas
plasmaticas en procesos neuronales tanto pre-sinapticos como post-sinapticos
(Diana Pérez, 2014; Sierra et al., 2007). Por lo cual, alteraciones en los circuitos
GABAEérgicos estan asociados con una gama de trastornos neuropsiquiatricos,
incluyendo el autismo, ansiedad, esquizofrenia y epilepsia, asi como también la
enfermedad de Parkinson y Alzheimer (Rissman & Mobley, 2011; Streeter et al.,
2012).

HoN
2 OH

Figura 1. Estructura quimica del acido y-aminobutirico (GABA).

El GABA puede ser metabolizado en el citoplasma celular mediante la enzima
y-aminobutirato transaminasa, que también es dependiente de la enzima
piridoxal-5-fosfato y se forma el acido y-hidroxibutanoico y finalmente acido
succinico. Posteriormente es convertido a diéxido de carbono y agua a través
del ciclo de Krebs (Figura 2) (Shelp et al., 1999).
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Figura 2. Metabolismo del GABA en el citoplasma.



1.3 GABA como Compuesto Bioactivo

Como se mencioné anteriormente, el GABA esté presente en el cerebro de los
mamiferos, asi como también en microorganismos y plantas, aportando a todos
ellos efectos positivos. En los dltimos afios, se ha convertido en una molécula
bioactiva de gran interés tanto en la industria farmacéutica como alimentaria,
debido a las diferentes funciones fisioldgicas que promueve en humanos (Lee et
al., 2010). Esto ultimo, ha permitido que en la industria de alimentos se
desarrollen una gran variedad de productos fermentados a los cuales se les
considera como alimentos funcionales. Ejemplos de ellos son: cereales, panes,
guesos, embutidos, tés, vegetales y productos lacteos (Li & Cao, 2010; Lu et al.,
2008).

El término de alimento funcional surgié en Japén y es acufiado para aquellos
alimentos que poseen algun efecto benéfico en una o méas funciones fisiologicas
del ser humano, incrementando su salud o disminuyendo el riesgo de padecer
ciertas enfermedades (Gomez Romero, 2010). Algunos autores encontraron
que la mayor cantidad de GABA se encuentra principalmente en productos
fermentados, especialmente en productos lacteos, como lo son la leche, yogurt
y quesos, los cuales presentan un alto potencial, para el manejo de la
hipertension (Pouliot-Mathieu et al., 2013; Settanni & Moschetti, 2010; Siragusa
et al., 2007). Por lo anterior, estos alimentos son una alternativa para promover
la salud y de esta forma poder reducir el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares al mismo tiempo que aumentan la calidad de vida. Ademas, no
tendrian ningun costo adicional en su produccion debido a que no se afiadiria

de forma quimica, favoreciendo a su vez el cuidado del medio ambiente.



I1.4 Funciones Fisioldgicas del GABA

Numerosos estudios han probado las diferentes funciones fisiol6gicas del
GABA, tanto en animales como en humanos, siendo el efecto antihipertensivo el
mas importante que se le atribuye. Ejemplo de esto ultimo, es lo demostrado
por investigaciones recientes que comprobaron que el GABA actla a nivel
cardiovascular, regulando la presion arterial y la frecuencia cardiaca debido a
qgue inhibe la liberacion de noradrenalina mediante la activacion de receptores
pre-sinapticos (Inoue et al., 2003). La noradrenalina se libera a la sangre por la
médula suprarrenal como una hormona y al unirse a los receptores
adrenérgicos los activa, produciendo una respuesta de vasoconstriccion; y por
lo tanto una subida de la presion arterial al aumentar el tono vascular (Diana et
al., 2014). Asi pues, al inhibir el GABA la liberacion de noradrenalina se
contrarrestan los efectos mencionados anteriormente. Por otro lado, tal como se
muestra en la Tabla 1, este compuesto también esta implicado en una amplia
gama de funciones fisioldgicas que actian desde el cerebro asi como en otros

organos vitales.

Tabla 1. Funciones fisiologicas del GABA.

Funcioén fisioldgica Accion especifica Referencia

Streeter et al. (2012)

- Manejo del estrés

- Efecto relajante Krystal et al. (2002)

Control de - Accién contra el insomnio

transtornos mentales - -
Antidepresivo Streeter et al. (2012)

- Tratamiento de alcoholismo

Roberto et al. (2010)

Diana et al. (2014)
Enfermedades - Trastornos neuronales

cerebrales - Aumenta la memoria ]
Sierra et al. (2007)




Tabla 1. Funciones fisiologicas del GABA (continuacion)

Sistema inmune

Modulador del

sistema inmune

Crowley et al. (2016)

Organos vitales

Protege al rifién de
enfermedades
cronicas

Activa funciones
hepéticas

Aumenta la funcion
visual

Incrementa la sintesis
de proteina en el

cerebro

Tujioka et al. (2009)

Protector contra el cancer

Potente supresor
tumoral

Retrasa y/o inhibe la
proliferacion de
células cancerosas
Estimula la apoptosis
de células

cancerigenas

Schuller et al. (2008)

Al-Wadei et al. (2012)

Oh & Oh (2004)

Regulador celular

Sintesis de acido

hialurénico

Aumenta la tasa de

fibroplastos dermales

Han et al. (2007)
Ito et al. (2007)
Han et al. (2007)
Di Cagno et al. (2010)

Enfermedades respiratorias

Control del asma

Arnold et al. (2016)

Regulador hormonal

Incrementa hormona
de crecimiento
Regulacion de la

secrecion hormonal

Parkash & Kaur (2007)




Tabla 1. Funciones fisiologicas del GABA (continuacion)
- Regulacién de la

progesterona
- Regulacién de la
Regulador hormonal o Parkash & Kaur (2007)
hormona tiroidea
- Potente segregador

de insulina

- Reduce la

inflamacion de artritis

reumatoide Kelly & Saravanan (2008)
Protector de Enfermedades - Atenula la respuesta
cardiovasculares metabdlica a las
incidencias
isquémicas

Todas estas funciones fisiologicas dan lugar a una fuerte demanda de
productos enriquecidos con GABA, ya que aunque el cuerpo humano es capaz
de producir su propio suministro de GABA, esta produccién a veces se inhibe
por la falta de estrégeno, zinc o vitaminas asi como también por un exceso de
acido salicilico y aditivos alimentarios (Aoshima & Tenpaku, 1997). Por lo que,
se requiere una alimentacion con alto contenido de GABA ya que en la dieta
diaria tipica los niveles son relativamente bajos (Oh, 2003). Recientemente,
Pradeep y colaboradores (2011), sugirieron que los germinados y las legumbres
son una buena fuente de GABA lo cual indica el posible desarrollo de alimentos

funcionales a base de cereales.
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1.5 Fuentes de Produccion de GABA

En los dultimos afios se ha buscado la manera de producir alimentos
enriquecidos con GABA, ya que en un estudio realizado por Inoue et al. (2003)
se reportd que consumir 10 mg de GABA diarios durante 12 semanas ayuda en
la reduccion de la presion arterial. Por otro lado, Hudec et al. (2015) mencionan
gue el consumo de este compuesto debe de ser de manera natural ya que se
ha comprobado que la suplementacion de agonistas sintéticos de GABA puede
tener efectos secundarios como somnolencia, mareos y en algunos casos
causar adiccion (De Rungs-Brown et al., 2016). No obstante, el consumir
alimentos que hayan sido enriquecidos con GABA no presenta ningun efecto
adverso al organismo (Hudec et al., 2015). Por lo tanto, es necesario encontrar
nuevos métodos de producirlo e incrementar los niveles de este en los

alimentos.

Las plantas al igual que los microorganismos son una importante fuente natural
de produccion de GABA. La sintesis de este compuesto esta relacionada con
multiples respuestas fisiolégicas en ellas, tales como la regulacion del pH
citoplasmatico, el mantenimiento del balance de carbono/nitrégeno, la
proteccion contra el estrés oxidativo, la produccion de energia y en la
reproduccion (Takayama & Ezura, 2015; Yang, 2003). Las plantas, también
responden a los cambios de concentraciones de GABA a causa de condiciones
adversas (disrupciones metabdlicas y/o mecéanicas, anoxia, frio, calor,
condiciones salinas, aire, lluvia, etc.) y también durante infecciones fangicas
(Solomon & Oliver, 2001). Por ejemplo, se conoce que en respuesta a una
estimulacién mecanica o por frio, los niveles de GABA en las hojas de soya
incrementaron de 1 a 2 ymol/g de peso fresco, al igual que al exponer a
condiciones de anoxia a plantulas de arroz estas incrementaron su
concentracion de GABA por arriba de 8 ymol/g de peso fresco (Shelp et al.,
1999).
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Estudios demostraron que el GABA se encuentra en bajas concentraciones en
las plantas, variando entre 0.03 a 2.00 ymol/g de peso seco (Banchuen et al.,
2010; Li et al.,, 2010; Shelp et al., 1999). Debido a esto, es importante su
acumulacion en las plantas, ya que éste ayuda a la regulacion del pH al
activarse la enzima GAD, cuando se da un incremento en los niveles citosolicos
de H" o Ca’. Ademas, el almacenamiento de este compuesto, es Util para la
defensa de las plantas contra insectos fitéfagos y resulta como una alternativa
al uso del acido glutamico. Por lo anterior, se han propuesto técnicas y
condiciones de cultivo para la acumulacion de GABA en plantas, especialmente
en habas y arroz integral germinados ya que la extraccion de GABA de tejidos
bioldgicos naturales resulta dificil y a su vez dificilmente podria presentar algun

beneficio o actividad biolégica importante al consumirlas (Danial et al., 2016).

En cuanto a los microorganismos que se ha encontrado que contienen GABA
en su estructura celular se encuentran hongos, levaduras y bacterias. Ejemplos
de hongos con esta caracteristica son Aspergillus nidulans, Aspergillus niger y
Neurospora crassa (Dhakal et al., 2012). Asi mismo, en un estudio realizado por
Aoki et al. (2003), reportaron que dos especies fungicas de Rhizopus
produjeron altos niveles de GABA (1740 mg/100g y 1500 mg/100g de peso
seco) en habas de soya fermentadas. Por otro lado, Su et al. (2003) obtuvieron
una produccion de 1.26 mg/g de GABA al fermentar arroz con la cepa de
Monascus purpureus. No obstante, en otro estudio realizado por Jannoey et al.
(2010) obtuvieron una produccion de 28.37 mg/g utilizando esta misma especie
de hongo. Sin embargo, para obtener estas concentraciones de GABA se
necesitaron largos tiempos de fermentacion (3 semanas) por lo que este tipo de

procesos no resulta redituable.

Dentro de las levaduras reportadas con capacidad de producir GABA, se
encuentran algunas cepas aisladas del océano pacifico en los mares de Japon,
entre ellas una cepa de Candida y tres de Pichia, las cuales fueron identificadas

bioquimica y molecularmente por Guo et al. (2009). Sin embargo, otras cuatro
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cepas pertenecientes al género de Saccharomyces de la misma coleccion
marina mostraron una mayor capacidad de produccién del compuesto y en
comparacion con una especie aislada de pan, se registré entre 7-10 veces
mayor produccion. Por lo que, el aislamiento de estas levaduras de ambientes
marinos, es una buena fuente para la utilizacion de ellas a gran escala en la
industria de elaboracion de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, tendria que
tomarse en cuenta las dificultades que se presentarian al momento de realizar
el aislamiento ya que resultaria mas complicado debido a que es un ambiente

marino (Masuda et al., 2008).

En cuanto a los géneros bacterianos que también han demostrado su
capacidad para producir GABA se encuentran, Listeria monocytogenes,
Micobacterium leprae y Clostridium perfringens las cuales acumulan este
compuesto como un mecanismo de defensa para protegerse de los ambientes
acidos del estomago y en la creacion de energia (Cotter & Hill, 2003; Karatzas
et al., 2012). El grupo de estudio de Jeng et al. (2007), reportd que el género de
Streptomyces, logré producir grandes cantidades de GABA al fermentar té rojo.
Del mismo modo, cepas aisladas del intestino humano mostraron capacidad de
sintetizar dicho compuesto, sugiriendo que el colon es una fuente potencial de
este compuesto bioactivo (Al Mardini et al., 1991; Barrett et al., 2012). Sin
embargo, el grupo de bacterias productoras de GABA mas estudiado son las
bacterias acido lacticas ya que son utilizadas para la elaboracién de alimentos y
bebidas fermentadas, ademas de que protegen a estos mismos del dafio que
microorganismos patdégenos pueden ocasionarles mediante las bacteriocinas

que producen (Diana et al., 2014; Siroli et al., 2015).
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1.6 BAL Productoras de GABA

La produccion de GABA por parte de las BAL resulta de especial interés para su
aplicacion en alimentos o &mbitos biotecnolégicos. Esto, debido a que se lleva a
cabo de manera natural, lo que lo hace aun mas atractivo para los
consumidores, ademas que se disminuyen los costos de produccioén (Hudec et
al., 2015). Por otro lado, la sintesis quimica de este compuesto no es
recomendable debido a que durante su produccidn se utilizan sustancias
corrosivas que son dafiinas al medio ambiente (Dhakal et al., 2012). Por lo
anterior, se han realizado estudios de aislamiento e identificaciébn de cepas
productoras de GABA en diferentes paises, principalmente en las regiones de

Asia y Europa.

La produccion de este compuesto depende en gran medida de cada cepa (cepa
dependiente), por lo que se han reportando una gran cantidad de bacterias de
diferentes géneros con grandes diferencias de produccion entre si. Tal es el
caso del estudio realizado por Siragusa et al. (2007), en donde aislaron un total
de 440 géneros diferentes de BAL a partir de diferentes quesos comerciales de
la regién de Italia. Sin embargo, solamente 61 de ellas presentaron la capacidad
de producir GABA, de las cuales Lb. brevis PM 17, Lb. plantarum C48, Lb.
paracasei PF6, Lb. delbrueckii sbsp. bulgaricus PRI y Lc. lactis PU1, fueron las
que produjeron las concentraciones mas altas de GABA durante la fermentacion
de leche descremada (15 a 99.9 mg/kg). Lo anterior evidencié que los quesos
son una fuente de aislamiento importante de microorganismos productores de
GABA.

Por otro lado, Kook & Cho (2013), realizaron un estudio en el que encontraron
que las especies de Lb. brevis OPY-1 y Lb. brevis OPK-3, aisladas de un
alimento fermentado tipico en Japén (kimchi) produjeron 0.825 g/L y 2,023 g/L,
respectivamente al usarlas. Del mismo modo, el grupo de Li et al. (2008)

reportaron que la cepa de Lb. brevis NCL912 aislada de Pao cai (calabaza
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encurtida en china) produjo 149.05 mM de GABA al inocularse en medio MRS
con glutamato monosodico (3% p/v) después de un periodo de 48 h de
fermentacién. En estudios recientes, Diana et al. (2014) reportaron una
produccion de GABA de 99 mM de la cepa Lb. brevis CECT 8182 en un medio
de masa fermentada durante 24 h, proponiendo que el uso de esta cepa puede
facilitar la elaboracion de productos de panaderia que promuevan la salud por
su alto contenido de GABA.

Existen otros estudios que han reportado ademas de cepas de Lb. brevis como
productoras de GABA, otros géneros de BAL con capacidad de producir el
compuesto. Entre estas cepas se encuentran Lb. paracasei, Lb. buchneri, Lc.
lactis, Lb. plantarum, Lb. helveticus y St. salivarius subsp thermophilus. Sin
embargo, Li et al (2009) report6 que la cepa de Lb. brevis produjo la cantidad
mas alta de GABA (345.83 mM). Todas estas bacterias produjeron este
compuesto tras inocularlas en medio MRS con glutamato monosadico afadido,
ya que es el sustrato necesario para la enzima GAD. En consecuencia, una
produccion alta de GABA estara dada por una alta actividad de la enzima GAD

presente en sus células

Sin embargo, también se han reportado cepas de BAL que no son capaces de
producir este compuesto de interés; tal y como lo reporta el grupo de trabajo de
Nomura et al. (2000) donde una cepa de Lc. lactis subsp. cremoris, la cual no
es productora de GABA fue analizada y encontraron que tiene una mutacion en
los genes CB, lo que causa que no tenga la funcion antes mencionada y a su
vez propuso el método de reaccion de cadena de polimerasa (PCR) como una
alternativa rapida para la deteccion de BAL productoras de GABA. Por otro
lado, existen algunas bacterias que no producen cantidades significativas del
compuesto, asumiendo que puede deberse a que presentan una baja actividad
de la enzima GAD. Ademas, se cree que la fuente de aislamiento de estas
bacterias, también influye en su capacidad para producir el compuesto ya que

un alimento con altas concentraciones de acido glutamico en su composicion
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presentara bacterias con mayor capacidad de produccién de GABA (Bo & Shi-
Ying, 2004).

1.7 Fuentes de Aislamiento de BAL Productoras de GABA

La mayoria de las cepas de BAL productoras de GABA se han aislado
principalmente de alimentos artesanales fermentados. Estudios han reportado
la produccion de este compuesto por cepas aisladas a partir de kimchi (Binh et
al., 2014; Lu et al., 2008). Asi como también, a partir de alimentos como paocai,
masa madre en la elaboracibn de pan, bebidas fermentadas, carnes
fermentadas, entre otros, cuya caracteristica comun es un pH acido (Diana et
al., 2014; Li et al., 2008; Rizzello et al., 2008). Sin embargo, también se han
reportado bacterias aisladas de alimentos frescos, tal es el caso de Lb. brevis
CGMCC 1306 que fue aislada de leche fresca sin pasteurizar (Huang et al.,
2007). Ratanaburee et al. (2013), report6 el aislamiento de BAL a partir de
carnes tailandesas fermentadas, indicando que poseen actividad antibacteriana
y propiedades probibticas y también que son capaces de producir altos niveles
de GABA.

Los productos lacteos, son una fuente muy importante para la multiplicacion
bacteriana y a su vez, la leche cruda contiene &cido glutamico como el
aminoacido mas abundante en esta (30 a 50 mg/mL). Debido a esto, les permite
ser portadores de bacterias capaces de producir altos niveles de GABA. Por lo
qgue en las regiones de lItalia y Espafia principalmente, se han investigado las
bacterias aisladas de diferentes quesos como posibles productoras del

compuesto bioactivo (Siragusa et al., 2007).

A pesar que, en nuestro pais se han realizado diversos estudios de BAL como
potenciales productoras de compuestos antimicrobianos hasta productoras de

péptidos bioactivos, aun no se reportan cepas con capacidad de producir
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GABA. Por lo tanto, es de suma importancia el estudio de la produccion de
GABA de las BAL aisladas de quesos mexicanos, para que de esta manera se
puedan desarrollar nuevos productos fermentados propios del pais, que pueden

ser utilizados para mejorar la salud de sus consumidores.

[1.8 Mecanismo de Produccion de GABA por las BAL

Las BAL producen GABA mediante la descarboxilacion irreversible del L-
glutamato (Figura 3), la cual es catalizada por la enzima, &cido glutdmico
descarboxilasa (GAD; EC 4.1.1.15) que utiliza al piridoxal 5-fosfato o vitamina
Bes como cofactor (Diana et al., 2014). Esta enzima ha sido encontrada en
bacterias como las BAL, Escherichia coli y Listeria monocytogenes; en hongos
como Aspergillus y Neurospora; en plantas como tomate, hoja de la mora y

arroz integral germinado; y en el cerebro de los mamiferos (Dhakal et al., 2012).

- 'Hr"" O O
GAD-5’PLP (Vit Be)
L-glutamato » GABA + CO:
i i 9 + O=C=0
HOJ\/\l/LLOH HoN \/\)J\ N 7
OH

NHz
Figura 3. Produccion de GABA mediante el proceso de descarboxilacion de L-

glutamato.

La biosintesis de GABA por parte de las BAL se da estrictamente para
protegerlas contra el estrés inducido por un descenso del pH (Komatsuzaki et
al., 2008). Este compuesto, es exportado al medio como producto de reaccion
desde el interior de la célula a través de un transportador especifico y a su vez

aumenta el pH del citoplasma celular debido a la eliminacion de iones hidrégeno
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y también alcaliniza el medio por la presencia del GABA en el (Le Vo et al.,
2012). Por otro lado, se sabe que las BAL son &cido tolerantes, por lo que
pueden crecer tanto a valores de pH bajos como a altos, pero la mayoria crece
en un rango de 4 a 4.5, lo que les permite desarrollarse naturalmente en medios
acidos donde otras bacterias no lograrian sobrevivir (Karahan et al., 2010). Por
lo cual, el hecho de poderse desarrollar en ambientes acidos, asi como también
el que cuenten con la presencia de la enzima GAD en sus células, promueve
gue las BAL presenten un alto potencial de produccién de GABA, como se ha
reportado en diversas investigaciones (Li & Cao, 2010). Sin embargo,
dependera en gran medida del género, especie o cepa con la que se cuente asi
como de su fuente de aislamiento y de la cantidad de &cido glutamico en la

matriz alimentaria.

II.9 Estrategias para Mejorar la Produccion de GABA por las BAL

Existe un amplio conocimiento acerca de las multiples funciones fisiolégicas del
GABA y debido a esto, el desarrollo de alimentos funcionales ricos en el ha ido
incrementando en los Ultimos afios. Sin embargo, para poder obtener una
produccion optima del compuesto es necesario apoyarse de ciertas técnicas
como la ingenieria genética, entre otras. Los factores clave mas importantes
gue afectan a la sintesis de GABA por microorganismos en medios de cultivo
son el pH, la cantidad de su precursor (acido glutamico o su sal) y otros aditivos
como fuentes de carbon o nitrégeno (Binh et al.,, 2014). Otros parametros
cultivables pueden ser optimizados a través de las propiedades bioquimicas de
la enzima GAD. El pH 6ptimo para la actividad glutamato descarboxilasa es
estrictamente dependiente de la especie. Por ejemplo, el pH 6ptimo para la
enzima de E. coli es 3.8 mientras que para la enzima de Neurospora crassa y

Lactobacillus brevis es 5.0 y 4.2, respectivamente (Yang et al., 2006).
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El pH en medios fermentativos cambia con el tiempo, por eso, debe de
mantenerse ajustado en el pH éptimo para lograr una produccién de GABA mas
eficiente (Li et al., 2010). Asi mismo, varios autores han publicado como la
adicion de glutamato también incrementa el rendimiento del GABA en diferentes
medios de cultivo, aunque la respuesta es diferente entre especies (Yang et al.,
2008). De manera semejante, el piridoxal 5-fosfato (PLP) usado como coenzima
para elevar la actividad GAD, ha mostrado incrementar la produccion de GABA
durante la fermentacion en algunas cepas. Sin embargo, no se mostré ningan
efecto en una fermentacion de mosto de uvas, principalmente debido a la propia
produccion de PLP por algunas cepas (Di Cagno et al., 2010).

11.9.1 Efecto del pH

La produccion de GABA por medio de las BAL se ve influenciado principalmente
por el pH, el cual cambia durante la fermentacion de diferentes productos
lacteos, siendo esta caracteristica cepa-dependiente (Yang et al., 2008). Li et al.
(2010) evaluaron el efecto de diferentes niveles de pH en la produccion de
biomasa y GABA utilizando la cepa de Lactobacillus brevis NCL912, observaron
gue a pH menor de tres la cepa no mostraba crecimiento, el rendimiento mayor
de GABA lo obtuvieron a pH de cinco, siendo este valor el 6ptimo para la cepa

de estudio.

Gardner-Fortier et al. (2013) evaluaron la produccién de GABA en lechadas de
gueso inoculados con cepas de Lactococcus lactis ssp. cremori y Lactococcus
lactis ssp. lactis, con dos concentraciones de glutamato (1.0 y 3.0 mg/g) y tres
niveles de pH (4.8, 5.1 y 5.4). La concentracion de GABA fue estadisticamente
significativa al comparar los diferentes valores de pH y contenido de glutamato.
A pH de 4.8 se reportan valores de 0.4 mg/g de GABA para la cepa ajustada a
1.0 mg/g de glutamato y 0.8 mg/g de GABA para la cepa ajustada a 3.0 mg/g de
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glutamato, siendo no mayor a 0.1 mg/g de GABA para los pH de 5.1y 5.4 a las

mismas concentraciones de glutamato.

El control del pH durante la fermentacion para la produccién de GABA esta en
funcion del pH optimo de la GAD. En un estudio evaluaron la actividad de la
enzima GAD a diferentes pH empleando la cepa de Lactobacillus paracasei
NFRI 7415 en donde el pH optimo de la enzima GAD es de 5.0 (en donde
presenta el 100% de su actividad enzimatica), siendo el doble en comparacion
con el pH de 4.0 (52% de actividad enzimatica) y casi el triple en comparacion
con el pH de 6.0 (15% de actividad enzimatica) (Komatsuzaki et al., 2005).

[1.9.2 Efecto de Tiempo y Temperatura

La temperatura y el tiempo de incubacion para tener una adecuada produccion
de GABA se encuentran relacionadas directamente con la cepa de estudio, todo
ello en funcién de las propiedades de la enzima GAD (Komatsuzaki et al., 2005;
Kim et al., 2009). En un estudio se evalué la capacidad de la cepa Lactobacillus
plantarum Taj-Apis362 para producir GABA en un rango de 30 a 45 °C, se
observé un aumento de la concentracion de GABA de los 30 a 37°C, en donde
se registro la maxima cantidad de GABA producida, seguido de una disminucion
cuando se elevo la temperatura arriba de 37 °C. Cuando se alcanzaron los 45
°C la cepa present6 crecimiento pero muy baja produccion de GABA (Tajabadi
et al., 2015).

De manera similar, en un estudio evaluaron la produccion de GABA por
Lactobacillus paracasei NFRI 7415 a diferentes temperaturas encontrando que
la oOptima produccion de este compuesto es a 37 °C, reduciéndose
drasticamente cuando se eleva por arriba de este valor (Komatsuzaki et al.,
2005). En comparaciéon con un estudio donde fermentaron jugo de zarzamora

negra con Lactobacillus brevis GABA10O reportaron que la temperatura a la
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cual encontraron la mayor concentracion de GABA fue a 30 °C, en comparacion

con la produccioén obtenida a los 25 y 37 °C, respectivamente (Kim et al., 2009).

Ademas, en otro estudio analizaron la temperatura de produccion Optima de
GABA empleando la cepa Streptococcus salivarius subsp. thermophilus Y2,
donde se basaron en el porcentaje de actividad de la enzima GAD a diferentes
rangos de temperatura (30-60 °C), mostrando que para la cepa de trabajo la
temperatura 6ptima se encuentra a 40 °C; sin embargo es a 37 °C en donde se

encontro la temperatura 6ptima de crecimiento (Yang et al., 2008).

El factor tiempo de fermentacién para una optima produccion de GABA puede
ser variado, dependiendo de la cepa de estudio y necesidades fisiologicas de la
misma, por ejemplo, en un estudio realizado por Di Cagno et al. (2010),
analizaron mosto de uva concentrado utilizando la cepa Lactobacillus plantarum
DSM19463 mostrando una producciéon de 4.83 mM de GABA a las 72 horas de

fermentacion, siendo éste el tiempo éptimo para la produccion del compuesto.

Sin embargo, los tiempos de fermentacion pueden ser menores como en el
estudio de Siragusa et al. (2007), donde evalian la produccién de GABA
durante 24 horas utilizando las cepas de Lb. paracasei PF6, Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus PR1 y Lb. plantarum C48 presentando mayor produccion la
cepa de Lb. paracasei PF6 (20 mg/Kg de GABA), seguida de Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus (9 mg/Kg de GABA) y Lb. plantarum C48 (6 mg/Kg de GABA),

respectivamente.

11.9.3 Efecto de Condiciones de Anaerobiosis

Una de las condiciones mas importantes para la induccion de la actividad de la
enzima GAD y produccion de GABA es la ausencia de oxigeno o anaerobiosis,

durante el proceso fermentativo (Sawai et al., 2001; Lacroix et al., 2013). En un
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estudio realizado por Kim & Kim (2012) realizaron una comparacién de la
produccién de GABA a partir de infusiones de té verde con y sin la presencia de
oxigeno, observando diferencias significativa al comparar los tratamientos, en
presencia de oxigeno con una produccion de 25.8 + 4.62 mg/100 g de GABA y
en condiciones de anaerobiosis durante 12 horas con valores de 312.7 = 5.23
mg/100 g de GABA.

[1.9.4 Efecto de la Concentraciéon de Sustrato

De manera general, el 4cido glutamico es un precursor de GABA, por lo tanto,
aumentar el contenido de &cido glutdmico conduce a una elevacion de la
produccién de GABA, siendo la relacion directamente proporcional (Zareian et
al., 2013). En un estudio realizado por Komatsuzaki et al. (2005) evaluaron
diferentes concentraciones de 4&cido glutamico empleando la cepa de
Lactobacillus paracasei NFRI 7415, observando que la concentracion de GABA
aumento6 en relacion al contenido de acido glutamico. Sin embargo, al llegar a
una concentracién mayor de 500 mM de acido glutamico el crecimiento celular
de la cepa se redujo, siendo la concentracion de 500 mM la Optima para le
cepa.

La adicién de acido glutamico como fuente de sustrato presenta altos costos en
la produccion de GABA, por ello se buscan alternativas al utilizar sustratos que
siendo ricos en &cido glutamico, puedan ser aprovechados por las BAL. En un
estudio realizado por Franciosi et al. (2015) se evalud el potencial de diversas
cepas de BAL para producir GABA en quesos artesanales madurados de los
Alpes Italianos. Los resultados mostraron que las cepas productoras de GABA
fueron Lb. paracasei, Lc. lactis, Lb. plantarum Lb. rhamnosus, Pediococcus
pentosaceus y St. thermophilus, siendo este ultimo el mayor productor de GABA
(80.0 £ 2.7 mg/kg).
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1. HIPOTESIS

El nicho de aislamiento de las bacterias acido lacticas es el determinante de su
capacidad para bioproducir &cido gamma aminobutirico durante la fermentacién

de la leche.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Seleccionar cepas de bacterias acido lacticas productoras de acido y-

aminobutirico durante la fermentacion de leche.

IV.2 Objetivos Especificos

e Evaluar cualitativamente, mediante parametros colorimétricos, la actividad
de la enzima GAD de cepas crecidas en medio de cultivo.

e Determinar mediante HPLC la capacidad de produccion de GABA de las
cepas de acuerdo a su actividad enziméatica.

e Cuantificar la produccion de GABA en leches fermentadas con cepas de

BAL seleccionadas.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Bacterias Acido LActicas

En el presente estudio se evaluaron 197 cepas de bacterias &cido lacticas
(BAL) de las cuales 184 pertenecieron a los géneros: Lactobacillus,
Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus, y 13 cepas no identificadas (Tabla
2). Las cepas fueron aisladas a partir de diferentes quesos artesanales
mexicanos: 70 de queso Cocido de Sonora, 68 de queso Fresco de Sonora, 49
de queso Poro de Balancan, Tabasco y 10 de queso Chihuahua. Todas las
cepas estudiadas pertenecen a la coleccion de bacterias acido lacticas del
Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos de la
Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Animal del Centro de

Investigacion en Alimentaciéon y Desarrollo, A.C (CIAD).

La cepa de Lactobacillus brevis NBRC 12005 (Centro de Recursos Biologicos
de Japon) reportada en literatura (Ueno et al., 1997) por su alta capacidad para
producir GABA, fue utilizada como testigo positivo. Del mismo modo, una cepa
de Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257, reconocida como no
productora de GABA (Nomura et al., 2000) se emple6 como testigo negativo.

V.2 Reactivacion de Cepas de Bacterias Acido Léacticas

Las cepas pertenecientes a los géneros de Lactobacillus, Streptococcus,

Enterococcus y las cepas no identificadas, fueron reactivadas en caldo Man
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Rogosa y Sharpe (MRS BD Difco™, Francia), mediante tres sub-cultivos
consecutivos utilizando un nivel de inéculo del 1% (v/v), los cuales se incubaron

a 37 °C por 24, 18 y 12 h, respectivamente.

Los Lactococcus fueron reactivados en caldo M17 adicionado con lactosa al
10% (DIFCO, Sparks, MD, Francia), mediante tres sub-cultivos consecutivos
utilizando un nivel de indculo del 1% (v/v), los cuales se incubaron a 30 °C por
24, 18 y 12 h, respectivamente. El subcultivo final de 12 h alcanzé una
concentracion celular de 10® UFC/mL, al cuantificar la poblacién de BAL
mediante la técnica de vaciado en placa en agar MRS o M17. Por lo tanto, este

tiempo fue el que se estableciod para realizar los ensayos subsecuentes.
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Tabla 2. Cepas de BAL utilizadas en el presente estudio.

Fuente de
aislamiento

Cédigo de cepa

BAL

Referencia

Queso Cocido
de Sonora

BS
B1, B2, B3, B8, B12, B18

B4, B6, B7, B11, B14, B17

MQ24, SD22, LS33, LR33, SQ31, LR32,
LR14, CR22, SQ33, LM34, SD23, MQ34,
LM32, SR21, MQ13, MQ14, SS32, SS11,
DQ313, LS12, SQ24, LR34, LM13, LD23,
S19, L6, L12, L20, L45, L23, L8, S3, S26,

L49, L22, L21, S37, S33, B26, QR24, CR31,
CD33, MQ31, LD12, LM12, CR24, LR24,
SR31, LD24, LS24, MQ22, SD11, SD12,

CD32, SS22, QR21, QR33

Lb. plantarum

Lb. fermentum

Lb. pentosus

Lactobacillus
spp.

Heredia-
Castro
(2011)

SlLlcD,L2LcB,L2Lc A Q2LcA, S2Lc
A, L3LcB,L3LcC,C3LcA L4LcB, Q4
Lc A, Q4 Lc B,

L2Lb C,L2LbD,Q2Lb A, Q2LbB, Q2Lb
C,C2LbB,C2LbC,C2LbD,S2LbD, L4

Lactococcus
spp.

Lactobacillus

Lb A SPp-
L1StA, L2StA, L2StB,L2StC, Q2 St A,
Queso Freso Q2 StB, Q2StC, Q2 StD, C2 StA, C2 St Serrano-Solis
de Sonora B,C2StC,C2StD, S2 StA, S2 StB, S2 St (2012)
C,S2StD,C3StA C3StB,S3StA, L4St
A/ L4StB,L4StC, Q4 StA Q4StC, Q4 St | Streptococcus
D,C4StA, C4StB,C4StC,C4StD, S4 spp.
StB,S4StC,S4StD, Q7 StA, Q7 St B,
Q7StC,Q7StD, L7 StA,L7StB,L7 StC,
L7 StD, S7 StA,S7StB,S7StC,S7StD,
C7StA,C7StB,C7StC
Lb. fermentum
1,2,4,14 Lb. pentusus
3,5,7,8,12, 15, 19 Lb. farciminis Benitez-
Queso de Poro 11 Lb. plantarum Romero
de Balancan, 6, 10, 16, 17 Enterococcus (2013)
Tabasco 20, 21, 22, 23, 24, 29, 30, 43, 49, 52 durans Benitez-
26, 27, 28, 31,32, 42, 45, 50, 53, 54 Enterococcus Romero
9, 13, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 44, faecium (2013)
46 No
identificadas
C1, Q2, Q3, Q5, S2, R1, Q1, E3, Q3 Lactococcus
lactis Gutiérrez-
Queso .
Chihuahua _ Lactococcus Méndez et al.
Lc lactis NRLB 50571 lactis NRLB (2010)
50571
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V.3 Ensayo Colorimétrico de la Actividad de la Enzima Acido Glutamico
Descarboxilasa

Una vez llevado acabo el proceso de reactivacion de cada una de las cepas, se
procedi6 a evaluar la actividad de la enzima GAD mediante el método
colorimétrico descrito por Lacroix et al. (2013), con modificaciones. Alicuotas de
5 mL de cada una de las diferentes cepas de BAL fueron tomadas a las 12 h de
crecimiento en medio de cultivo (MRS o M17 segun corresponda), y se
centrifugaron a 5000 x g durante 20 min a 25 °C (Thermo Scientific ST 16R,
Rotor TX-400, Alemania). El sobrenadante fue descartado y las células fueron
lavadas con 5 mL de una solucion estéril de NaCl (0.9% p/v). Posteriormente,
se centrifugd de nuevo a 5000 x g durante 20 min a 25 °C y el pellet obtenido se
resuspendioé en 0.5 mL de la solucion de reactivo GAD (1 g de acido glutamico,
0.3 mL de Triton X-100, 90 g de NaCl y 0.05 g de verde de bromocresol,
disueltos en 1 L de agua destilada estéril). EI pH del reactivo GAD fue ajustado

a 4 con &acido clorhidrico 0.01 M.

Las cepas resuspendidas en reactivo GAD fueron incubadas por 4 h a 30 °C
bajo condiciones de anaerobiosis, para promover la actividad de la enzima
GAD:; una vez finalizado la incubacién, los cambios en el color de la solucién de
las muestras fueron observadas visualmente. Un color amarillo en la solucion
de bacteria con reactivo GAD fue indicador de un resultado negativo, mientras
que el desarrollo de color verde o azul después de la incubacion, fue

considerado como baja o alta actividad de la enzima GAD, respectivamente.

V.4 Determinacién Instrumental del Color de la Reaccion de la Enzima Acido
Glutdmico Descarboxilasa

Para definir la intensidad del color percibido visualmente en el ensayo
colorimétrico y poder confirmar la actividad de la enzima GAD, se midio el color

de la reaccion realizada con un colorimetro (CR-400, Konika Minolta, EU) para
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obtener los valores del angulo de matiz (°Hue) a partir de los parametros L*, a*
y b* de cada una de las soluciones y ubicarlo en la esfera del color. Este valor
fue tomado para verificar la intensidad de color, ya que entre mas alto fue el
valor del angulo, se presentd una coloracidbn azul mas intenso. Segun la
metodologia, el color azul se relaciona a una presuntiva mayor capacidad de
producir GABA por parte de las bacterias. El &ngulo de matiz de cada una de

las muestras fue calculado con la siguiente formula:

Hue = Arc tan (b*/a*)
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A= Q4 St A

B= Testigo Positivo

C= Baja productora

Figura 4. Localizacion de angulo de matiz (Hue) en la esfera de color.

D= Testigo Negativo
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V.5 Cuantificacién de la Produccion de GABA por HPLC

Las cepas elegidas por presentar una mayor actividad de la enzima GAD fueron
evaluadas por su capacidad de producir GABA en reactivo GAD, el cual fue
cuantificado por HPLC. Asi mismo, el GABA producido en leches fermentadas
fue cuantificado por esta misma técnica. Para la extraccion de GABA, 0.5 mL de
cada una de las muestras, tanto de los cultivos en solucion GAD como de
leches fermentadas fueron centrifugadas bajo las condiciones de 13362 x g
durante 10 min a 4 °C utilizando una centrifuga Eppendorf modelo 5717R
(Alemania) (Wu & Shah, 2015). Posteriormente, se realiz6 una derivatizacion
del extracto en precolumna siguiendo la metodologia descrita por Waters
Corporation, proveedor del kit comercial (AccQ<Tag Ultra Derivatization Kit), el
cual utiliza el reactivo 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinil carbamato (AccQTag)
para poder cuantificar el GABA a través del detector de absorcion ultravioleta en
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC-FR).

Para derivatizar, 10 yL del sobrenadante resultante de la centrifugacion, se
mezclaron con 70 pyL de solucion amortiguadora de borato AccQ fluor. La
mezcla se homogenizé y tras un minuto de reposo a temperatura ambiente (25
°C), se calenté por 10 min en un bloque de calentamiento (VWR 4318, EU)
ajustado a 55°C y se inyectd (20 uL) en el HPLC fase reversa (serie 1100,
Agilent Technologies Japo6n Ltd., Tokyo, Japén). La separacién cromatogréfica
se llevé a cabo mediante una columna C18 (1.7 ym, 2.1 x 100 mm) AccQTag
(Waters Corporation, EU) que estuvo mantenida a temperatura constante
(37°C). La inyeccion fue manual y se tomé un volumen de 20 L. La fase mavil
A consistié en un eluente de AccTag (Waters Corporation, EU). Las fases By C
fueron acetonitrilo (grado HPLC) y agua mili-Q, respectivamente. La deteccion
fue realizada por absorbancia UV a 254 nm para cuantificar el GABA producido.

La identificacién se llevé a cabo tomando en cuenta el tiempo de retencion (25
min) de un estandar de GABA (grado HPLC, Sigma Aldrich, 99% de pureza)
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resuspendido en agua destilada y para llevar a cabo la cuantificacion de GABA
en las muestras, se elaboré una curva estandar de cinco puntos (0.5, 0.25,
0.125, 0.0625 y 0.0312 mg/mL) de este mismo compuesto.

V.6 Elaboracién de Leches Fermentadas

Las leches fermentadas fueron elaboradas empleando las cepas que fueron
elegidas por presentar una alta capacidad de producir GABA. Partiendo de
cultivos frescos en caldo MRS o M17 segun corresponda, estas cepas fueron
inoculadas individualmente (3% v/v) en leche descremada en polvo,
previamente reconstituida (10% p/v) y esterilizada (110 °C, 10 min), e incubadas
por 24 h a 30 °C para Lactococcus y a 37 °C para el resto de las cepas bajo
estudio. Posteriormente, se realizd un segundo sub-cultivo en el mismo tipo de
leche y bajo las mismas condiciones, pero incubado por 12 h. Este segundo
sub-cultivo sirvio como preindculo, del cual se tomd una alicuota y se inoculd
(3% v/v) en el mismo tipo de leche. Las leches inoculadas se incubaron en las
mismas condiciones por un periodo de 48 h. A la leche fermentada obtenida, se
le determiné el pH al inicio y al final de la fermentacién. Por otro lado, se realizo
otro experimento similar, pero la leche preparada fue enriquecida con glutamato
monosaodico (59.13 mM) desde las leches empleadas como pre-inéculos hasta

la leche que finalmente se analiz6 por su contenido de GABA (Seo et al., 2013)

V.7 Andlisis Estadistico

Se realizé un andlisis de correlacidon entre el angulo de matiz y la produccion de
GABA en la reaccion de la prueba colorimétrica. Ademas, los resultados de la
produccion de GABA por las BAL se analizaron mediante un disefio
completamente al azar (DCA). Para ello, se realiz6 un analisis de varianza

(ANOVA) de una via al 95% de confianza y las diferencias significativas se
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determinaron mediante una comparacién de medias, por medio de la prueba de
Tukey-Kramer. Por otro lado, se realiz6 una prueba de T-student a un 95% de
confianza para comparar la produccién de GABA entre leches fermentadas sin y
con glutamato. Todos los analisis se realizaron con el programa estadistico
NCSS 2007 (Hintze, 2006).

33



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Ensayo Colorimétrico de la Actividad de la Enzima GAD

La actividad de la enzima GAD, fue evaluada para un total de 199 cepas de
BAL (incluyendo los testigos positivo y negativo) mediante un ensayo
colorimétrico. Los resultados obtenidos (Tabla 3) demostraron que solamente el
12.56% de las cepas incluyendo a Lb. brevis (control positivo) presentaron una
alta actividad de la enzima GAD. Respecto al resto de las cepas, el 86.93%
mostraron una baja actividad enzimética y solamente en la cepa Lc. lactis
subsp. cremoris (que fue la testigo negativo) no se presentod dicha actividad. La
alta actividad de la enzima GAD en las cepas estudiadas se puede atribuir a los
tratamientos a los que fueron expuestas antes o durante la elaboracién del
gueso, ya que es posible que hayan desarrollado una fuerte tolerancia a pH

acidos y por ende una mayor actividad enzimética (Budin-Verneuil et al., 2004).

Algunos estudios han reportado que ciertas cepas de BAL no son capaces de
producir GABA, debido a una mutacion genética que inhibe la actividad de la
enzima GAD, responsable de la produccién de dicho compuesto. Esta mutacion
se debe a que en sus genes se ha insertado una base de tiamina en lugar de
una base de adenina, y ésta no posee la region que codifica para los genes
gadCB, provocando mutaciones en el fragmento y por consecuente la proteina
no es funcional (Nomura et al., 2000). Por lo anterior, es necesario llevar a cabo
técnicas rapidas para poder seleccionar entre un gran numero de bacterias

aguellas que presentan alta actividad de la enzima GAD.
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Tabla 3. Actividad de la enzima GAD de las cepas de BAL, de acuerdo a la

clasificaciéon colorimétrica visual.

Actividad (cepas) Identificacion de la cepa

No detectable (1), Lc. lactis subsp. cremoris (referencia negativa)

color amarrillo

Bajo (173), color B5, B1, B2, B3, B8, B12, B18, B4, B6, B7, B11, B17,
verde S1LcD, L2LcB, L2LcA, Q2LcA, S2LcA, L3LcB, L3LcC,
C3LcA, L4LcB, Q4LcA, Q4LcB, L2LbC, L2LbD, Q2LbA,
Q2LbB, Q2LbC, C2LbB, C2LbC, C2LbD, S2LbD,
LALbA, L1StA, L2StA, L2StB, L2StC, Q2StA, Q2StB,
Q2StC, Q2StD, C2StA, C2StB, C2StC, C2StD, S2StA,
S2StB, S2StC, S2StD, C3StA, C3StB, S3StA, L4AStA,
L4StB, L4StC, Q4StA, Q4StC, Q4StD, C4StA, CAStB,
C4StC, C4StD, S4StB, S4StC, S4StD, Q7StA, Q7StB,
Q7StC, Q7StD, L7StA, L7StB, L7StC, L7StD, S7StA,
S7StB, S7StC, S7StD, C7StA, C7StB, C7StC, 1, 2, 4,
14, 3,5,7,8,12, 15, 19, 6, 10, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24,
29, 30, 43, 49, 52, 26, 27, 28, 31,32, 42, 45, 50, 53, 54,
9, 13, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 44, 46, C1, Q2,
Q3, Q5, S2, MQ24, SD22, LS33, LR33, SQ31, LR32,
LR14, CR22, SQ33, LM34, SD23, MQ34, LM32, SR21,
MQ13, MQ14, SS32, SS11, DQ313, LS12, SQ24, LR34,
LM13, LD23, S19, L6, L12, L20, L45, L23, L8, S3, S26,

L49, L50, S15, S36, L23, L40, 48, L40, S20

Alto (25), color Lb. brevis NBRC 12005 (referencia), B14, QR21, CR24,
azul CD33, MQ31, LD12, 27, LR24, SR31, LD24, LS24,
MQ22, SD11, SD12, CD32, SS22, QR33, 53, 17, R1, Lc

lactis NRLB 50571, 23,L4 Lc B, Q4 St A
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Aunque la actividad de la enzima GAD puede ser determinada por diferentes
métodos cromatograficos (papel, capa fina, analisis de aminoacidos y liquida de
alta resolucion (HPLC), en este estudio para la seleccion de las bacterias
productoras de GABA, se selecciond una prueba cualitativa colorimétrica. Esta
prueba, es simple, rapida y permite analizar un gran nimero de muestras en
menor tiempo que los métodos anteriormente mencionados. De las 197 cepas
de BAL analizadas solamente 25 presentaron una alta actividad de la enzima
GAD de acuerdo a la prueba colorimétrica. No obstante, como se trata de un
método visual, fue necesario validar los resultados de manera instrumental con

un colorimetro.

V1.2 Determinacion Instrumental del Color de la Reaccion de la Enzima Acido
Glutamico Descarboxilasa

La enzima GAD juega un papel importante en la resistencia acidica de las
bacterias Gram positivas y cuando estas se someten a estrés por pH bajos, la
enzima es activada. Sin embargo, la actividad de esta puede variar entre cada
cepa (Cotter & Hill, 2003). En la Figura 5, se pueden observar los valores de
angulo de matiz (°Hue) de las 24 muestras seleccionadas con alta actividad de
la enzima GAD por su coloracion azul. Todas las muestras se encontraron
ubicadas en el cuadrante 3 de la esfera del color (escala para medicién de
color), el cual engloba los colores desde verde hasta azul. Sin embargo, a pesar
de que varias de las cepas se percibian similares a simple vista, se encontraron
diferencias por su angulo de matiz entre ellas. La cepa de Lactobacillus brevis
NBRC 12005 (testigo positivo), presentd un angulo de matiz de 175.05, no
obstante, las cepas L4 Lc By Q4 St A, aisladas de queso Fresco de Sonora,
presentaron un angulo de 203.52 y 202.8 respectivamente, indicandonos, que
tienen la mayor actividad enzimatica con mayor capacidad de produccion de
GABA.
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El método colorimétrico se empled exclusivamente para seleccionar las cepas
con un mayor potencial para producir GABA de acuerdo a su actividad de la
enzima GAD y partiendo de una gran cantidad de cepas. Sin embargo, es
importante mencionar que, después de una revision exhaustiva, se encontraron
escasos estudios donde emplean técnicas colorimétricas como métodos de
seleccién de BAL productoras de GABA. En una publicacion de Lacroix et al.
(2013) emplearon estas técnicas para la seleccion de cepas de Lactococcus;
sin embargo, hasta donde se ha tenido conocimiento, este estudio es el primer
trabajo en el que se reporta el empleo de métodos instrumentales para
comprobar el resultado de la actividad enzimética GAD visualmente percibido.
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Figura 5. Angulo de matiz (°"Hue) de los medios de reaccion de cada una de las cepas de acuerdo al método

colorimétrico.
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Los cambios de color observados, se deben a que la enzima GAD por ser
intracelular, al momento de activarse, provoca una descarboxilacion para
regular el pH intracelular. Esta enzima, toma el glutamato del medio, mediante
un transportador especifico y lleva a cabo la descarboxilacion del mismo, lo que
provoca el consumo de un proton intracelular y en consecuencia, exporta el
GABA al medio como producto de la reaccion. Por lo tanto, el pH del citoplasma
incrementa debido a la eliminacion de iones de hidrogeno y también se da un
ligero aumento en el pH extracelular debido al intercambio de glutamato
extracelular por el GABA que es més alcalino (Cotter & Hill, 2003; Komatsuzaki
et al., 2008; Le Vo et al., 2012).

Numerosos estudios han reportado diferentes cepas de BAL con habilidad para
producir GABA. Sin embargo, cada una de ellas muestra grandes diferencias en
la cantidad de produccion del aminoacido, entre las cepas reportadas se
encuentran: Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus  delbrueckii  subsp. bulgaricus, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus plantarum y Streptococcus salivarius subsp. thermophile, siendo la
cepa de Lb. brevis la que ha reportado la mayor produccién de GABA (345.83
mM) (Barrett et al., 2012; Li et al.,, 2010; Siragusa et al., 2007; Yang et al.,
2008).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion mostraron que las dos
cepas que presentaron el mayor angulo de matiz se encontraron por encima de
la cepa testigo Lb. brevis, por lo que tienen un alto potencial para producir
GABA en altas concentraciones, principalmente la cepa Q4 St A de
Streptococcus (presuntivamente). Por otro lado, la mayoria de las cepas de BAL
reportadas como productoras de GABA pertenecen al género Lactobacillus (Li &
Cao, 2010), lo que concuerda con este estudio, ya que el 66% de las cepas
seleccionadas con alta actividad enzimatica pertenecen a este mismo género.
Sin embargo, las cepas resultantes por encima del testigo positivo con mas alta

actividad de la enzima GAD fueron del género Streptococcus y Lactococcus,
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respectivamente. Lo cual concuerda con otros estudios, como el de Somkuti et
al. (2012) quienes reportaron que una cepa de Streptococcus thermophilus

mostro una alta capacidad para producir GABA.

V1.3 Evaluacién de la capacidad de producciéon de GABA por BAL en estudio.

Para validar los resultados obtenidos por el método colorimetro, se utilizd el
método de cuantificacion de GABA por HPLC. En la figura 6 se muestra un
cromatograma representativo del estandar analitico de GABA. Como puede
observarse el tiempo de elucion del pico cromatografico del estandar fue a los
25 min, aproximadamente. Una vez conocido el tiempo de elucion del GABA, se
construy6 una curva de calibracion con GABA en concentraciones de: 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625 y 0.0312 mg/mL. La Figura 7 muestra la curva estandar
construida. La ecuaciéon de la curva estandar presenté un coeficiente de
determinaciéon R?= 0.9996 y las areas de los picos de GABA de cada muestra
fueron sustituidos en la ecuacion para determinar la concentracion real en cada
una de ellas. Los cromatogramas obtenidos por el HPLC de las muestras
analizadas mostraron un pico en el mismo tiempo de retencién de la soluciéon
estandar de GABA. En la Figura 8, 9 y 10 se muestran algunos cromatogramas
representativos de la cepa con mas actividad de la enzima GAD (Q4 St A), la
cepa testigo positivo y testigo negativo respectivamente.
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Figura 6. Cromatograma tipico de una solucién con estandar analitico de
GABA.
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Figura 7. Curva de calibraciéon de GABA.
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Figura 8. Cromatograma tipico de GABA, producido por la cepa Q4 St A aislada
de queso Fresco de Sonora.
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Figura 9. Cromatograma tipico de GABA, producido por la cepa Lb. brevis
NBRC 12005 (testigo positivo).
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Figura 10. Cromatograma tipico de GABA, producido por la cepa Lc. lactis
subsp. cremoris (testigo negativo).

Las concentraciones de GABA producidas por las 24 cepas se muestran en la
Figura 11. Los resultados mostraron que las cepas Lc. Lactis NRLB50571, L4
Lb A, L4 Lc By Q4 St A, produjeron GABA conforme a los resultados
respectivos en la escala de su angulo de matiz (°Hue). Sin embargo, el resto de
las cepas presentd un comportamiento diferente, la cepa de Lb. brevis (testigo
positivo) tras ser la tercera mas alta en pruebas colorimétricas, la cantidad de
GABA que produjo no fue coincidente, ubicandose incluso dentro de las mas
bajas concentraciones. Por su parte, las cepas L4 Lc By Q4 St A fueron las que
significativamente (p<0.05) produjeron una mayor cantidad de GABA, con 0.49
y 0.51 mg/mL en solucion GAD, respectivamente. Otras cepas que fueron
significativamente superiores a la cepa testigo fueron CD33, SR31 y B14; sin
embargo, fueron iguales a la mayoria de las cepas evaluadas. Las Unicas cepas
qgue presentaron menor produccién de GABA fueron Lc lactis NRLB 50571,
LALbA, R1y LS24 con valores iguales a Lb. brevis, la cual produjo 0.11 mg/mL.
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Figura 11. Concentracién de GABA en las muestras del ensayo colorimétrico de las cepas de BAL.
Los valores representan a las medias * error estandar. El experimento se realizo por duplicado (n=2).
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Una vez obtenidos los datos de la concentracion de GABA en la reaccion
colorimétrica se realizd una correlacion para definir la asociacion entre el &ngulo
de matiz de cada una de las cepas con la actividad de la enzima GAD y la
concentracion de GABA producida por cada una de ellas. Los resultados
mostraron una correlacion positiva de 0.82, para las cepas con alta actividad de
la enzima, indicAndonos que a mayor angulo de matiz la concentracion de
GABA fue mayor. Por lo anterior, el método colorimétrico que es una técnica

cualitativa podria correlacionarse con una técnica cuantitativa como el HPLC.

En un trabajo realizado por Komatsuzaki et al. (2005), evaluaron la capacidad
de 3 cepas de Lactobacillus paracasei (NFRI 7415, NFRI 7313 y NFRI 7340) de
producir GABA después de 6 dias de fermentacion en medio de cultivo
suplementado con 16 g/L de glutamato. En este caso, la cepa Lactobacillus
paracasei NFRI 7415, fue la que mostré la mayor concentracion de GABA con
6.18 mg/mL. Comparando este resultado, con lo obtenido en nuestro estudio, se
puede sugerir que la cepa Q4 St A tiene el potencial de producir cantidades
similares o superiores, ya que en nuestro caso, solo se le afiadi6é a la solucion
GAD (empleada como sustrato) una concentracion de 1 g/L de &cido glutamico
y la medicioén se llevd a cabo a 4 horas de incubacion. Es importante mencionar
que, las condiciones utilizadas en el presente estudio, fueron so6lo con el
objetivo de determinar la capacidad de producir GABA a partir de la actividad
enzimatica de cada una de las cepas para poder seleccionarlas.

En concordancia con la informacion presentada en la Tabla 2, en donde se
puede observar el respectivo nicho de aislamiento de las 24 cepas
seleccionadas excluyendo la cepa testigo, se puede observar que la mayoria de
las cepas fueron aisladas de queso Cocido de Sonora y alcanzaron una
produccion similar a Lb. brevis. Este grupo de cepas representaron el 21.4 % de
las 70 cepas evaluadas que fueron aisladas de este queso. Respecto al queso
Chihuahua, se evaluaron 10 cepas en total y s6lo 2 de ellas, que representan el
20 %, se incluyeron dentro del grupo de cepas productoras de GABA; sin
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embargo, estas presentaron menor produccion de GABA que Lb. brevis. El
queso de Poro de Balancén fue fuente de 4 cepas seleccionadas de un total de
49 (8.1 %). Finalmente, el queso Fresco de Sonora fue la fuente de menor
cantidad de cepas productoras de GABA con alta actividad (3 de 68 que
representa al 4.4%); sin embargo, las dos cepas que presentaron mayor
produccion de GABA fueron pertenecientes a este grupo.

Las BAL son utilizadas en la produccion de queso debido a que juegan un
importante rol en la maduracion y desarrollo del sabor de los mismos (Soomro
et al., 2002). Durante la madurez del queso, las caseinas son degradadas a
péptidos y aminoacidos libres mediante las enzimas proteoliticas de las BAL
iniciadoras. Los aminoacidos libres son sustratos para una serie de reacciones
catabdlicas, las cuales generan diversos metabolitos de interés. Un ejemplo
seria el acido glutamico, el cual sufre una descarboxilacion catalizada por la

enzima GAD y en consecuencia se produce el GABA (Nomura et al., 1998).

En un estudio realizado por Siragusa et al. (2007), reportaron el contenido de
GABA de 22 diferentes quesos comerciales italianos, los cuales fueron
elaborados bajo diferentes tratamientos tecnolégicos y encontraron que tanto el
tipo de leche empleada, como el tiempo de maduracion de los quesos fueron
factores determinantes en la produccion de GABA. Los resultados indicaron que
los quesos semimadurados y con pH acido presentaron las concentraciones
mas altas de este compuesto y a su vez las BAL aisladas de estos, mostraron la

mas alta produccion de GABA.

En este contexto, el queso Cocido de Sonora tiene como parte importante en su
proceso de elaboracion la acidificacion de la leche cruda, que normalmente se
realiza por la adicidon de suero fermentado. La fermentacion subsecuente ocurre
de forma natural, gracias a las BAL propias del suero fermentado usado para la
acidificacion; el sabor acido y proceso de coccidon de la pasta le proporcionan
caracteristicas unicas que lo distingue de otros quesos (Villegas de Gante,
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1993). Las condiciones de acidez que se manejan en este gqueso pueden
promover una mayor actividad de la enzima GAD en las BAL presentes en el, lo
cual puede explicar el nimero de cepas productoras de GABA procedentes de
este queso. Sin embargo, en este trabajo las cepas (Q4 St Ay L4 Lc B) con
mayor capacidad productora de GABA fueron aisladas del queso Fresco de
Sonora, que a pesar de ser un queso no madurado puede experimentar una
maduracion involuntaria adicional por tardarse su distribucion y comercializacion
(Heredia-Castro, 2011). Estos resultados sugieren que dicha capacidad puede
estar mas relacionada al género y especificamente a la propia cepa, ya que a
pesar de que los Lactobacillus fueron dominantes en cantidad, las dos cepas
mayormente productoras pertenecen a los géneros Streptococcus Yy
Lactococcus.

VI.4 Produccion de GABA en Leche Fermentada por Cepas de BAL
Seleccionadas.

Los resultados de la produccion de GABA en las leches fermentadas por las
BAL seleccionadas con y sin glutamato se muestran en la Figura 12. Las
concentraciones de GABA fueron significativamente diferentes entre la leche sin
glutamato y la leche con glutamato, viéndose practicamente duplicada la
produccion de GABA en esta ultima debido a una mayor concentracion de

sustrato y a que la cantidad de glutamato libre en la leche es limitado.

La cepa Q4 St A fue la que presenté una mayor produccién de GABA (0.031
mg/mL) en leche sin glutamato y fue significativamente (p<0.05) igual a L4Lcb
(0.026 mg/mL) y superior a Lb. brevis (0.011 mg/mL) y CD33 (0.011 mg/mL).
Respecto a las leches fermentadas con glutamato, las muestras mantuvieron la
misma tendencia. En este caso, la concentracidbn mas alta se observé de igual
forma para la cepa Q4 St A (0.075 mg/mL), seguida de L4 Lc B (0.057 mg/mL),
Lb. brevis (0.052 mg/mL) y CD33 (0.034 mg/mL).

47



En el presente estudio, se utilizO una concentraciéon de glutamato en leche
similar al realizado por Seo et al. (2013). Ellos evaluaron la produccion de
GABA en leches fermentadas bajo las mismas condiciones, pero con la cepa
Lb. brevis 877G. Encontraron una mayor produccion de GABA por esta cepa
(0.2 mg/mL) en comparacion con las cepas Lb. brevis y Q4 St A, empleadas en
este trabajo. Esto confirma que, independientemente del género al que
pertenezcan, las cepas pueden exhibir diferentes comportamientos respecto a
la produccién de GABA.

Otro factor que se debe tomar en cuenta al momento de producir GABA es el
pH del medio de fermentacién, debido a que a valores de pH &cidos (entre 4 a
5) es cuando se da una mayor produccion de GABA. En el presente estudio, se
midio el pH inicial y final de cada una de las leches fermentadas (Tabla 4),
corroborando que una vez transcurridos 48 h de fermentacion las leches

descendieron su pH (Sun et al., 2009).

Tabla 4. Valores de pH de leches fermentadas por BAL con alta capacidad de
produccion de GABA.

Cepa pH inicial pH final pH final, leche +
(0 h) (48 h) glutamato (48 h)
Lb. brevis 6.5 6.28 £ 0.00 5.34 £ 0.02
CD33 6.5 6.29 + 0.01 6.31+0.01
L4Lch 6.5 4.86 = 0.00 4.92 +£0.03
Q4 StA 6.5 4.86 £ 0.01 4.95 +0.02

La produccion de GABA por las BAL se ve afectada por multiples factores; sin
embargo, dicha capacidad puede mejorarse y optimizarse al adecuar
condiciones especificas de desarrollo de cada una de las cepas conforme a sus
necesidades de crecimiento. Asimismo, pueden adecuarse las condiciones
para incrementar la actividad de la enzima GAD. Los resultados que se

muestran en este trabajo de investigacién, en general, confirman que la
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capacidad de las cepas de BAL para producir GABA en leche puede ser
evaluada por pruebas cualitativas de la actividad enzimética, puesto que la
mayoria de ellas mostr6 el mismo comportamiento en todas las pruebas
realizadas.
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Figura 12. Concentraciones de GABA producido por BAL en leches fermentadas con y sin glutamato.

Los valores representan a las medias * error estandar. El experimento se realiz6 por duplicado (n=2).
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VII. CONCLUSIONES

La seleccion de las cepas con alta actividad de la enzima GAD mediante el
meétodo colorimétrico sugiere que las 24 cepas seleccionadas tienen potencial
para producir GABA tanto en la reaccion de la solucién GAD, asi como también
en leches fermentadas. Gracias a esta propiedad se sugiere la utilizacion de
estas cepas en la elaboracion de productos lacteos fermentados que puedan

presentar los efectos benéficos del GABA como componente bioactivo.

Por otro lado, los quesos artesanales mexicanos demostraron ser una fuente
potencial de aislamiento de cepas de BAL con capacidad para producir GABA.
Ademas, se demostro la relacion que existe entre estos quesos y la capacidad
de produccion del compuesto dada por las BAL aisladas de cada uno de ellos.
Sin embargo, se observaron diferencias en las concentraciones de GABA
producido por cada una de las cepas aun siendo estas aisladas del mismo
queso, lo que sugiere que la capacidad de producir GABA por parte de las BAL

es cepa dependiente.
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