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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) juegan un papel importante como microrganismos
fermentadores, ya que contribuyen a la liberacion de metabolitos con efectos benéficos a la salud,
como el acido gamma aminobutirico (GABA) y vitaminas del complejo B. Por otro lado, cepas
nativas, aisladas del queso Cocido artesanal, demostraron propiedades probioticas y
antiinflamatorias; sin embargo, se desconocen los metabolitos producidos durante el proceso de
fermentacion lactica. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
produccion de GABA vy vitaminas del complejo B, por Limosilactobacillus fermentum J23,
Lactiplantibacillus pentosus J24, Lactiplantibacillus plantarum J25 y Lactiplantibacillus pentosus
J27, en leches fermentadas sometidas a un proceso de choque térmico. En leche fermentada (48 h,
37 °C), se determiné la capacidad acidificante (g de &cido lactico y pH), cuenta viable de BAL
(UFC/mL), protedlisis (ug de L-leucina/mL) y actividad de la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD) por espectrofotometria; mientras que la produccién de GABA y vitaminas del complejo B
fueron determinadas por cromatografia liquida de alta resolucion. Se obtuvieron leches
fermentadas con una concentracion de acido lactico de 4.12-5.52 g/L y pH de 4.4-5.2. La cuenta
viable incrementd 2 ciclos logaritmicos en 3 de las 4 leches fermentadas. La concentracion de
grupos amino libre fue en un rango de 20.82-84.31 ug de L-leucina/mL, siendo la leche fermentada
con J27 quien presentd la mayor concentracion, seguida por J24, J23 y J25 (p<0.05). Las cuatro
cepas de estudio fueron positivas en la actividad de la enzima GAD; no obstante, en la leche
fermentada se tuvo un rango de concentracion de 2.71-7.71 pug/mL de GABA siendo la leche
fermentada con J25 quien presentd la mayor concentracién (p<0.05). Todas las cepas
biosintetizaron vitaminas del complejo B, destacando la produccion de las vitaminas B3, B6y B12
con rangos de 3.75-14.42, 1.67-4.03, y 2.06-5.8 pg/g, respectivamente, destacando la leche
fermentada con J25 y J27. Los hallazgos de la presente investigacion demuestran que las cepas de
estudio tienen la capacidad de producir metabolitos, particularmente Lactiplantibacillus plantarum
J25 y Lactiplantibacillus pentosus J27 que se destacaron por biosintetizar GABA y vitaminas del

complejo B en leche fermentada.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Vitaminas, GABA, fermentacion, metabolismo.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) play an important role as fermenting microorganisms, since they
may contribute to the release of metabolites with potential beneficial health effects, such as gamma-
aminobutyric acid (GABA) and vitamin B-complex. On the other hand, recent studies have
reported that native strains isolated from artisanal Cocido cheese have probiotic and anti-
inflammatory properties; however, metabolites produced during the milk fermentation by these
strains are still unknown. Therefore, the objective of the present study was to determine the
production of GABA and vitamin B-complex in fermented milks with Limosilactobacillus
fermentum J23, Lactiplantibacillus pentosus J24, Lactiplantibacillus plantarum J25 and
Lactiplantibacillus pentosus J27 subjected to a thermal shock process. In fermented milks (48 h,
37 °C), the acidifying capacity (g of lactic acid and pH), viable LAB count (CFU/mL), proteolysis
and glutamate decarboxylase (GAD) enzyme activity were determined by spectrophotometry.
Additionally, the production of GABA and vitamin B-complex were determined by reversed-phase
high performance liquid chromatography. Results showed that fermented milks produced 4.12-
5.52 g/L of lactic acid and presented a pH of 4.4-5.2. Moreover, after 48 h of fermentation, the
viable LAB count increased 2 logarithmic cycles in 3 of the 4 fermented milks. The concentration
of amino free groups was a range of 20.82-84.31 ug/mL L-leucine, being the fermented milk with
J27 was the highest, followed by fermented milk with J24, J23 and J25 (p<0.05). Four study strains
were positive in GAD enzyme activity. Nevertheless, fermented milks presented 2.71-7.71 uL/mL
of GABA, with J25 presenting the highest production. Moreover, all strains showed the ability to
biosynthesize vitamin B-complex (B3, B6 and B12) a range of 3.75-14.42, 1.67-4.03, y 2.06-5.8
Mg/g, respectively, in particular, J27 and J25 had higher vitamin B-complex production. These
strains showed the capacity to produce important metabolites that may be involved in different
potential bioactivities with health beneficial effects. Particularly, Lactiplantibacillus plantarum J25
and Lactiplantibacillus pentosus J27, showed potential to biosynthesize GABA and vitamin B-

complex in fermented milks.

Keywords: Lactic Acid Bacteria, Vitamins, GABA, fermentation, metabolism.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos que se han utilizado
principalmente en la fermentacion de algunos alimentos (Wang et al., 2021), y que a la vez
producen diversos metabolitos que pueden ser benéficos al ser humano (Beltran-Castro, 2017).
Estos metabolitos incluyen el &cido lactico, el acido linoleico conjugado, bacteriocinas, péptidos
bioactivos, acido gamma aminobutirico (GABA), vitaminas, entre otros (George et al., 2018).
Dentro de este grupo de metabolitos, el GABA vy las vitaminas se han asociado con propiedades
benéficas en el organismo, mismos que se pueden obtener en el proceso de fermentacién en leche
utilizando microorganismos especificos (Khanlari et al., 2021; Sokovic et al., 2019, Calderén-
Ospina et al., 2022).

El GABA se asocia con diversos efectos en la salud como antidepresivo, ansiolitico,
antihipertensivo, relajante y antiinflamatorio (Strandwitz, 2018, Santos-Espinosa et al., 2018).
Santos-Espinosa y colaboradores (2018), mencionan que Lactobacillus, Lactococcus Yy
Streptococcus son los géneros principalmente reportados como productores de GABA; sin
embargo, la capacidad de producir este metabolito no es comdn en todas las bacterias, su
produccién depende de factores como la actividad de la enzima glutamato descarboxilasa, la
presencia del cofactor Piridoxal 5’-fosfato y las condiciones dptimas de crecimiento de cada cepa
(ej., temperatura, pH, concentracion del cultivo, tiempo de fermentacién), asi como de la
concentracion de &cido glutamico en el alimento (Santos-Espinosa et al., 2020; Song et al., 2018).
La leche es un alimento que contiene los componentes necesarios para la produccion de GABA,

como es el &cido glutamico (30-50 mg/mL) (Santos-Espinosa et al., 2018).

Por otra parte, las vitaminas son micronutrientes esenciales para el metabolismo de los organismos
vivos y participan en funciones bioldgicas como coenzimas, su deficiencia causa afecciones
importantes al cuerpo humano (Parvez et al., 2006, Combs et al., 2012). En especifico, las
vitaminas del complejo B desempefian un papel en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas
y lipidos (Pegah et al., 2018). Este tipo de vitaminas también se han asociadas con efectos benéficos
al ser producidas por cepas con probada actividad en la modulacién del sistema inmune (Levit et
al., 2021; Hamzehlou et al., 2018).

Diferentes cepas especificas de BAL aisladas del queso Cocido artesanal del estado de Sonora, han
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demostrado potencial probidtico en pruebas in vitro y una capacidad fermentativa una vez
incorporadas en leche. Estas leches fermentadas al ser administradas en un modelo murino,
mostraron la capacidad de modular la produccion de citocinas antiinflamatorias (IL-10) y
proinflamatorias (IL-6 y TNF) (Santiago-Lopez et al., 2018). Sin embargo, se desconocen a detalle
cuéles metabolitos se producen durante la fermentacion, los cuales podrian estar asociados con
dichas propiedades. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la generacion de los
metabolitos acido gamma aminobutirico y vitaminas del complejo B, por cepas especificas de
Limosilactobacillus fermentum J23, Lactiplantibacillus pentosus J24, Lactiplantibacillus
plantarum J25 y Lactiplantibacillus pentosus J27, en leches fermentadas sometidas a un proceso
de choque térmico.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Bacterias Acido Lé4cticas

Las BAL son células procariotas Gram positivas en forma de cocos o bacilos, catalasa negativa, no
formadoras de esporas y sin motilidad, que se caracterizan por producir acido lactico (George et
al., 2018; Wang et al., 2021). Las especies de BAL mas estudiadas comprenden a cepas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Etragenococcus, Vagococcus Y
Weisella (Ly et al., 2019; Fusco et al., 2015). Este grupo de microorganismos se utilizan como
cultivos iniciadores en las fermentaciones de alimentos tradicionales e industriales, lo que mejora
su sabor y prolonga su vida util (Shiby et al., 2013). Las BAL necesitan de ciertos aminoacidos
esenciales para su crecimiento y metabolismo celular, algunas no son capaces de sintetizarlos a
partir de una fuente nitrogenada mineral simple, pero los obtienen de compuestos organicos
mediante la protedlisis (auxoétrofos), gracias a que cuentan con un complejo sistema proteolitico
(Savijoki et al., 2006). Por ejemplo, especies del género Lactobacillus son auxétrofos para el cido
aspartico, acido glutdmico, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, lisina e histidina
(Siragusa et al., 2007).

2.2. Leches Fermentadas y sus Efectos Asociados a su Consumo

El consumo de leches fermentadas por BAL especificas se ha asociado a algunos efectos benéficos
a la salud como antioxidante, antihipertensivo, hipocolesterolémico, antiobesogénico,
antimicrobiano y antiinflamatorio, ademas de otros efectos como la modulacion de la respuesta
inmune especifica a través de la regulacion de la produccién de citocinas (Maldonado et al., 2020).
De acuerdo a Levit y colaboradores (2018) las BAL ayudan a mitigar el dafio en la mucosa

intestinal y desdrdenes gastrointestinales como enfermedad inflamatoria intestinal (EIl), sindrome
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del intestino irritable y cncer colono rectal; debido a que ejercen accion en la normalizacion de la
microbiota intestinal alterada, en la mejora de la funcién de barrera intestinal, en la prevencién del
estrés oxidativo y en la estimulacion del sistema inmunitario del huésped. En el cuadro 1 se
muestran algunos efectos atribuidos a diferentes metabolitos producidos durante la fermentacion
en leche (Wang et al., 2021).

Cuadro 1. Efectos de los metabolitos producidos durante la fermentacion.

Sistema Efecto Metabolito Referencia
Cardiovascular Antioxidante Metabolitos intracelulares Aguilar-Toala, 2019
Antihipertensivo Acido gamma aminobutirico Inoue et al., 2003
Hipocolesterolémico Acido linoleico conjugado Gonzélez-Cordova et al.,
2011
Metabolico Acidos grasos de cadena corta  Asarat et al., 2015
Antiobesogeénico Péptidos Manzanarez et al., 2023
Inmune Antimicrobiano Bacteriocinas Heredia-Castro et al.,
Antiinflamatorio Exopolisacéridos 2015
Inmunomodulador  Péptidos bioactivos Santiago et al., 2018

Acido gamma aminobutirico Reyes-Diaz et al., 2018
Reyes-Garcia et al., 2007

Nervioso Opioide Péptidos bioactivos Pihlanto-Leppald, 2001

En particular, el GABA se asocia con efectos en la salud como antidepresivo, ansiolitico,
antihipertensivo y relajante y antiinflamatorio (Strandwitz, 2018, Santos-Espinosa et al., 2018). El
GABA puede modular la actividad de las células inmunitarias asociada con diferentes afecciones
inflamatorias sistémicas y entéricas; por ejemplo, disminuye la produccion de citocinas
inflamatorias en macrofagos (Reyes-Garcia et al., 2007), actia sobre las células presentadoras de
antigeno (APC) disminuyendo las sefiales de MAPK vy las respuestas inflamatorias adaptativas
posteriores a las proteinas de mielina (Bhat et al., 2009). Aunado a esto, investigaciones recientes
han demostrado que la activacion de los receptores GABA puede atenuar la inflamacion intestinal
al modular la funcién de las células gliales entéricas mediante la inhibicion de la via NF-kB (Deng
et al., 2023). El papel del GABA en el tracto gastrointestinal es la modulacién de la motilidad y la

inflamacion gastrointestinal (GI), tanto motora como secretora, debido a que las células
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GABAérgicas en el intestino incluyen células neuronales y de tipo enddcrino, lo que sugiere una
modulacion por parte del GABA (Auteri et al., 2015).

Las vitaminas, por su parte, también se relacionan con las EIll; de acuerdo a Montgomery y
colaboradores (2015), mencionan que pacientes con Ell tienen deficiencias en vitaminas (vitamina
B12, vitamina D, vitamina K, vitamina B1) y también en minerales (por ejemplo: hierro, folato,
selenio, zinc). Por esta razdn, los pacientes con Ell bajo tratamiento, con frecuencia reciben
suplementos nutricionales para corregir deficiencias de macro y micronutrientes y mantener un
equilibrio positivo de nitrégeno para promover la restauracion en el intestino ante la inflamacion
intestinal (Martinez et al., 2016).

2.3. Bacterias Acido Léacticas Productoras de Acido Gamma Aminobutirico

El GABA es un aminoacido no proteico, ampliamente distribuido en la naturaleza y es el principal
neurotransmisor presente en el sistema nervioso central de los mamiferos (Xu et al., 2017). Este
metabolito se encuentra naturalmente presente en alimentos como papas, brocoli, espinacas,
tomates, manzana, citricos, en algunos cereales como el arroz y el trigo, asi como en legumbres,
germinados, en el té verde, leches fermentadas y salsas de soya (Diana et al., 2014) y se puede
obtener como producto de la fermentacion por accion de las BAL (Cuadro 2). La mayoria de las
cepas bacterianas reportadas como productoras de GABA pertenecen a los géneros de
Lactobacillus y Lactococcus (Santos-Espinosa et al., 2020); la cepa de Levilactobacillus brevis
NBRC 12005 ha sido utilizada como referente de la produccion de GABA (Wu and Shah, 2017).

Cuadro 2. Fuentes de aislamiento de BAL productoras de GABA.

Cepa I_:uent_e de GABA Referencia

aislamiento (mg/mL)

L. plantarum DSM19463 Bebida de uva 0.49 Di Cagno et al., 2010
fermentada

L. brevis HYE1 Kimchi 1.51 Limetal., 2017

L. brevis 1-32 Kimchi 38.00 Han et al., 2017

L. plantarum L2A21R1 Queso Pico 0.94 Ribeiro et al., 2018

L. plantarum Soya fermentada 2.68 Agung-Yogeswara et
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IFK 10 al., 2018

Pediococcus acidilactici Alimentos 49.36 Anggraini et al., 2019
DS15 fermentados de la

india
L. plantarum spp y Pepinillo de col 3.66 Karimian et al., 2020
Lc. lactis subsp. lactis
E. faecium MDM21/ Lc. Masa fermentada 0.14 Khanlari et al., 2021

lactis subsp. lactis BRM3 (trigo y avena)
GABA: Acido gamma aminobutirico.

Durante la fermentacion de la leche, las proteinas se hidrolizan por parte del sistema proteolitico
de las BAL en donde el L-glutamato puede ser liberado de la caseina nativa; en leche se ha
reportado que contiene el 22.4% y en suero 17.6% (Pellegrino et al 2013). De acuerdo a Santos y
colaboradores (2020), la leche liquida contiene de 30-50 mg/L de acido glutamico y 1.6 mg/L de
Vitamina B6. La leche descremada en polvo contiene 0.36 ug/100g de Vitamina B6 y 7.57 g/100g
de acido glutdmico (USDEC, 2018).

2.4. Mecanismo de Producciéon del GABA

Las BAL producen GABA como mecanismo de proteccion contra el estrés inducido por un
descenso de pH (Komatsuzaki et al., 2008). Como se muestra en la Figura 1, en condiciones &cidas,
el transporte pasivo de H+ a través de la membrana celular acidifica el pH intracelular, lo que puede
afectar los compuestos y proteinas citoplasmaticas; para que eso no suceda, las BAL, a través de
la proteina GADc presente en la membrana celular (canal antiporter glutamato-GABA), importan
una molécula de acido glutdmico (Glu) del exterior al interior citoplasmatico, al mismo tiempo que
expulsa una molécula de GABA (Santos et al., 2020). El Glu internalizado es descarboxilado por
accion de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) y se genera GABA como producto final de
la reaccion. Durante la reaccién se utiliza al Piridoxal-5-Fosfato (PLP) como cofactor y se consume
un ion H*, lo que hace que aumente el pH citoplasmatico y extracelular por el efecto del GABA
(pKa: 4,53 y 10.22) que presenta un pKa mayor que el acido glutdmico (pKa: 2,1, 9.37 y 4.07) (Le
Vo etal., 2012).
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Figura 1. Mecanismo de produccion de GABA por descarboxilacion de L-glutamato. Reaccion
catalizada por la enzima GAD con PLP como cofactor (Agung-Yogeswara et al., 2020).

2.5. Factores que Promueven la Produccion de GABA

La biosintesis de GABA por BAL durante la fermentacion esta regulada por factores como el pH,

la temperatura, el tiempo y el contenido de nutrientes en el medio (cuadro 3y 4).

Cuadro 3. Bacterias productoras de GABA en medio MRS.
Produccion de Condiciones de

Cepa GABA (mg/mL) Fermentacién Referencia

L. plantarum DSM19463 0.49 pH 6.0 Di Cagno et al., 2010
L. paracasei NFRI 7415 31.14 pH 5.0 Komatsuzaki et al., 2005
S. sallvarl_us subsp. 7.99 pH 4.5 Yang et al., 2008
thermophilus
Lc. lactis subsp. lactis 7.20 pH 7.5-8.0 Lu et al., 2009

30°C,48h, 1%
L. brevis HyE1 1.50 MSG 2% maltosa, Limetal., 2017

3% tript6fano

L. plantarum L2A21R1 0.93 30°C,48h Ribeiro et al., 2018

37°C,24h,5%  Agung-yowesgara et al.,
L. plantarum IFK10 2.68 MSG 2018
Pediococcus acidilactici 30°C/72h -

49.36 50 mM L- Anggraini et al., 2019
DS15
glutamato

MSG: Glutamato Monosdédico.
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Cuadro 4. Bacterias acido lacticas productoras de GABA en leche.

GABA

Cepa Condiciones de Fermentacion (mg/L) Referencia
Lc. lactis NRRL Sin L-glutamato, PLP 10" UFC/mL, 37 86.0 Santos et al.,
B-50571 °C,48h 2020
3g/L de L-glutamato, 100  10° UFC/mL, 37 1153
uM de PLP °C,48h
Streptococcus spp Sin glutamato 30°C,48h 31 Manzanares
Lactococcus spp 37°C,48h 26 etal., 2016
Lactobacillus spp 11
59.13 mM enriquecida con 75
glutamato mono sodico 57
34

UFC: Unidades Formadoras de Colonias. PLP: Piridoxal -5"- fosfato.

2.6. Generalidades de las Vitaminas

Las vitaminas son micronutrientes esenciales precursores de coenzimas intracelulares necesarias
para regular reacciones bioquimicas vitales en el metabolismo celular, como la replicacion y
reparacion del ADN (Parvez et al., 2006; Leblanc et al., 2011); es decir, esenciales para la
regulaciéon del metabolismo, del crecimiento y funcionamiento normales del cuerpo y pueden
clasificarse como vitaminas solubles en grasa o en agua (USDEC, 2018). Los seres humanos no
pueden sintetizar la mayoria de las vitaminas, por lo que deben obtenerlas de forma exdgena al
digerir los alimentos y a través de la accion de la microbiota conformada por BAL y otras bacterias
comensales. Por otra parte, las bacterias necesitan de las vitaminas en pequefias cantidades para
crecer; sin embargo, algunas no son muy exigentes o se pueden autoabastecer de las mismas
(protétrofas) y otras no pueden sintetizarlas debido a la falta de una ruta biosintética (auxdtrofas)
(Leblanc et al., 2011, Caycedo et al., 2020).

Las vitaminas aportadas por los alimentos son absorbidas en el intestino delgado mediante
mecanismos de difusion pasiva, difusion facilitada o transporte activo. Especificamente, las
vitaminas liposolubles son absorbidas en forma de micelas por via linfatica, pasan a circulacion
sanguinea para alcanzar los tejidos donde ejercen su papel. Las cantidades sobrantes de vitaminas
pueden ser eliminadas a través de las heces (liposolubles, &cido folico y B12) y de la orina (A, B1,

B2, niacina, acido pantoténico, B6, biotina, y C) (Levit et al., 2021).

20



2.7. Vitaminas del Complejo B

Las vitaminas del complejo B son solubles en agua y desempefian un papel importante en el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como en la sintesis de acidos nucleicos
y actividad antioxidante, las principales fuentes del ser humano son la ingesta en la dieta y las
producidas por la microbiota intestinal (Leblanc et al., 2011). Los miembros del grupo de vitamina
B son la tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6),
biotina (B7), folato (B9) y cobalamina (B12) (Pegah et al., 2018). Cada vitamina tiene una funcién
en el organismo, por ejemplo la vitamina B1 participa como cofactor en el metabolismo de la
glucosa, el mantenimiento de la funcion de lamembrana nerviosa, la sintesis de mielina y diferentes
neurotransmisores (Calderon-Ospina et al., 2020). Por el contrario su deficiencia causa el sindrome
de Wernicke-Korsakoff, la enfermedad de Beriberi, que puede tener consecuencias para el sistema
cardiovascular y nervioso (Khromova et al., 2022).

De acuerdo con Averianova y Colaboradores (2020), la vitamina B2 promueve la conversion de
triptéfano en niacina y vitaminas B6 y B9 en sus formas activas, asi como la movilizacion del
hierro, mientras que su deficiencia se asocia con problemas oculares, riesgo cardiaco, preeclampsia,
anemia, dafio hepético, cambios en la piel y alteraciones en el metabolismo de la glucosa cerebral
(Levit et al., 2021; Khromova et al., 2022). El indice de ingesta recomendada (IDR) diaria es de
1.3 a 1.7 mg/dia de riboflavina (EFSA, 2017).

La vitamina B3 es una de las vitaminas B solubles en agua, conocida como niacina, vitamina PP,
son los sustratos para la sintesis de las coenzimas de dinucle6tido adenina nicotinamida (NAD+) y
el derivado fosforilado NADP, asi como para la actividad de la enzima poli (ADP-ribosa)
polimerasa-1 (PARP-1; EC 2.4.2.30) para la cual NAD+ es el unico sustrato (Fernandez et al,
2015). Por lo que es un nutriente que ayuda al organismo a convertir los alimentos en glucosa para
producir energia y es facilmente absorbida en el estomago y en el intestino por difusion pasiva
(Fernandez et al, 2015). La niacina contribuye con la funcién normal del sistema nervioso, la
reparacion del ADN y contribuye con la reduccion del cansancio y la fatiga. (Farhan et al., 2021).
El grupo de compuestos conocido como vitamina B6, incluye piridoxina, piridoxal y piridoxamina,
también, el piridoxal-5’-fosfato (PLP) y la piridoxamina-5’-fosfato (PMP) que son sus formas

naturales de coenzima. El PLP es un cofactor esencial para méas de 140 reacciones enzimaticas y
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se requiere particularmente para la sintesis, degradacion e interconversion de los aminoécidos. La
principal funcion de la vitamina B6 es neuroprotectora, contribuye a la regulacion de los sistemas
adrenérgico, serotoninérgico y glutamatérgico a través de la sintesis de neurotransmisores, como
la dopamina, serotonina, GABA y noradrenalina (Calderon-Ospina et al., 2020). La IDR de la
vitamina B6 varia de acuerdo con la edad; para los hombres y las mujeres de 19 a 50 afios la IDR
es de 1.3 mg al dia, pero para hombres y mujeres mayores de 50 afios es 1.4 mg y 1.3 mg al dia,
respectivamente (National Academies Press, 1998).

Los folatos son nutrientes clave para la salud humana y son esenciales para garantizar un desarrollo
y crecimiento normal (Bailey et al., 2015). El folato tiene una propiedad antioxidante que protege
el genoma contra el dafio por radicales libres (Leblanc et al., 2007). La deficiencia de folatos se
considera un factor de riesgo para enfermedades cronicas y trastornos del desarrollo, incluyendo el
autismo, la enfermedad de Alzheimer y la demencia senil; es importante destacar su rol critico en
el desarrollo del tubo neural de los fetos (Aradjo et al., 2015, Homayouni et al., 2016) y su relacion
inversa que tiene con la homocisteina, un aminoacido que se eleva en la sangre cuando existe
deficiencia de folato (homocisteinuria) (Zhang et al., 2019). La cantidad de consumo recomendada
es 400 pg/dia (Salazar et al., 2013).

La vitamina B12 se encuentra en dos formas bioldgicas como adenosilcobalamina o
metilcobalamina. La cianocobalamina tiene el grupo ciano en lugar del grupo adenosilo o metilo
como resultado del proceso de extraccion, comercialmente la vitamina B12 se encuentra de esta
forma (Raux et al., 2000). La vitamina B12 desempefia una funcién fundamental en muchos
procesos bioquimicos que mantienen o restauran un sistema nervioso saludable, como la sintesis
de proteinas, ADN y neurotransmisores (Calderén et al., 2020). La vitamina B12 contribuye en el
metabolismo nervioso, la sintesis de &cidos grasos, la produccion de energia, los procesos de
maduracion celular y la sintesis de ADN de oligodendrocitos productores de mielina y en la
produccién de mielinay al igual que la vitamina B9 participa en el metabolismo de la homocisteina
(Sasaki et al., 2020). La IDR de vitamina B12 es de 2.4 pg y se encuentra mayoritariamente en la
carne, el pescado y otros productos animales (Brouwer et al., 2015).

Las cuatro sustancias relacionadas con la vitamina B12 son la cianocobalamina, la
adenosilcobalamina, la metilcobalamina y la hidroxicobalamina (Sasaki et al., 2020). La
deficiencia de vitamina B12 se asocia con la inflamacion cronica del estomago y enfermedades

como la anemia perniciosa, anemia megaloblastica y desordenes neurologicos (Kozyraki et al
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2013). Las vitaminas B1, B6 y B12 son conocidas como neurotropicas porque tienen efectos
neuroprotectores al tratar los sintomas de la neuropatia periférica y restaurar la salud de los nervios
(Levit et al., 2021; Calderon-Ospina et al., 2020).

2.8. Mecanismos de Sintesis de Vitaminas del Complejo B por BAL

Las BAL pueden sintetizar algunas vitaminas del Complejo B como riboflavina, folatos, tiamina 'y
cobalamina (Leblanc et al., 2011). Esta capacidad de sintesis es una caracteristica especifica de
cada cepa y esté influenciada por las condiciones de crecimiento, tales como el pH externo en el
medio de crecimiento, la temperatura de incubacion y la presencia de precursores quimicos e
incluso la simbiosis entre los cultivos iniciadores (Caycedo et al., 2020; Levit et al., 2021).

La via de biosintesis de la vitamina B1 en bacterias es descrita por Radionov y colaboradores
(2002), su forma activa es pirofosfato de tiamina y es una coenzima esencial que como se muestra
en la Figura 2, se sintetiza mediante el acoplamiento de pirimidina hidroximetilpirimidina (HMP)

y restos de tiazol (hidroxietiltiazol), ademas del uso de aminoacidos como la L-cisteina, Glicina 'y

L-tirosina.
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Figura 2. Biosintesis de la produccién de Tiamina (Radionov et al., 2002).
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No se han identificado genes reguladores de tiamina en bacterias, pero hay evidencia que en S.
typhimurium, los operones de TBS thiCEFSGH y thiMD y el operdn de transporte de tiamina
thiBPQ estan regulados transcripcionalmente por el pirofosfato de tiamina. B. subtilis tiene un gen
regulado por tiamina, thiA, y el operon ywbl-thiKC cuya transcripcion esta parcialmente reprimida

por tiazol, pero no por tiamina (Radionov et al., 2002).

Para la B2, las baterias utilizan una via compleja descrita en la Figura 3 que involucra siete etapas
enzimaticas de los precursores como guanosina trifosfato (GTP) y D-ribulosa-5-fosfato (Ribu5P),
metabolismo de purina y via de fosfato pentosa (Levit et al., 2021), y aunque no se comprende
completamente cémo se regula, se ha encontrado que una sobreproduccién de riboflavina se
describié cuando los cuatro genes biosintéticos (ribG, ribH, ribB y ribA) se sobre expresaron
simultaneamente en Lactococcus lactis subsp. cremoris NZ9000 que contiene pNZGBAH
(Burgues et al., 2004). Por otra parte, la riboflavina es el precursor del mononucleétido de flavina
y el dinucledtido de flavina adenina, estas dos coenzimas ayudan en el metabolismo de los
carbohidratos, aminoacidos y la produccién de energia (Pérez et al., 2022). De acuerdo con
Averianova y colaboradores (2020), algunas especies bacterianas productoras naturales de
vitamina B2 son: la Salmonella typhimurium, C. ammoniagenes, Corynebacterium glutamicum, E.

coli, L. lactis subsp cremoris NZ9000.
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Figura 3. Biosintesis de riboflavina por Bacillus subtilis (Averianova et al., 2020).

Para la vitamina B3, el acido nicotinico (acido piridina-3-carboxilico) se obtiene a través de la
oxidacion de la nicotina y sus derivados que exhiben su actividad biologica en la forma de
nicotinamida (acido nicotinico y su grupo amida) (Fernandez et al, 2015).

El &cido nicotinico y el triptéfano son los precursores del NAD™ a través de la via quinurenina,
aunque es bastante ineficiente y depende de enzimas que requieren de vitamina B6 y B2, como
también de un enzima que contiene hemo (hierro). Dado que la mayoria de las proteinas contienen
aproximadamente un 1% de triptéfano, una ingesta diaria de 100 g de proteina se considera
suficiente para mantener un nivel adecuado de niacina. La leche contiene 0.51g de triptéfano por
cada 100 gramos de proteina lactea. Los productos lacteos aportan triptéfano, un aminoécido que
el cuerpo puede utilizar para la elaboracién de niacina; 60 mg de triptéfano equivalen a 1 mg de
niacina, aunque la leche descremada contiene 0.519/100g de tript6fano (USDEC 2018).

El acido folico (acido pteroyl-L-glutamico) (PGA) esta compuesto de acido para-aminobenzoico
(PABA), anillo de pteridina y acido L-glutamico, es la forma quimicamente sintetizada de folato
(vitamina B9, vitamina Bc (o folacin) y pteroyl-L-glutamato), se utiliza para fortificacion y

suplementacion; sin embargo, en ingesta alta de acido fdlico sintético puede causar efectos
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adversos como la deficiencia de vitamina B12 (Homayouni et al., 2016). Las formas naturales de
folato son 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 5-formiltetrahidrofolato (5-formil-thf), 10-
formiltetrahidrofolato (10-formyl-thf), 5,10-metilenetetrahidrofolato (5,10-metilen-thf) , 5,10-
meteniltetrahidrofolato (5,10-metenil-thf), 5 forminotetrahidrofolato (5-formimino-thf), 5,6,7,8-
tetrahidrofolato (THF) y dihidrofolato (DHF) (Homayouni et al., 2016).

El folato en forma de metiltetrahidrofolato, producido por las BAL, no tiene efectos secundarios
cuando se administra en exceso (Zhang et al., 2019) y su sintesis comprende 17 reacciones
enzimaticas, siendo sus tres partes estructurales principales la pteridina, el acido para-
aminobenzoico y el glutamato (Homayouni et al., 2016); o también 45 reacciones si se incluye la
sintesis de vitdmeros de folato a partir de dihidrofolato. La capacidad de producir folato es
especifica de cada cepa y esta influenciada por las condiciones de crecimiento (Levit et al., 2021).
Actualmente se tiene conocimiento de que Lactobacillus casei, L. plantarum, L. paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, S. thermophilus, L. lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium
y Enterococcus lactis pueden sintetizar folatos en medio MRS (Albano et al., 2020). Existen dos
genes identificados en la biosintesis de folatos: folK (EC 2.7.6.3) y folP (EC 2.5.1.15) (Czarnowska
etal., 2011).

Para la vitamina B12, Leblanc y colaboradores (2011), mencionan que el término de vitamina B12
se utiliza para describir un tipo de corrinoide de cobalto, del grupo de las cobalamina, que pertenece
a la familia del grupo protésico de los derivados del tetrapirrol. La via biosintética de la cobalamina
es una de las vias biosintética que requiere alrededor de 30 reacciones catalizadas por enzimas para
su sintesis completa de novo (Raux et al., 2000). Teniendo el origen a partir del &cido 5-
aminolevulinico (ALA) que se convierte en Uroporphyrinogen Ill.

2.9. Produccién de Vitaminas del Complejo B por BAL en Productos Fermentados

El uso de BAL para la fermentacion de productos lacteos y alimentos se ha considerado como un
enfoque de biofortificacion para aumentar las concentraciones de algunas vitaminas,
principalmente en el contenido de acido folico y la vitamina B12 (Livia-Alm, 1982). Por ejemplo,
Melini y colaboradores (2019) mencionan que la fermentacion de la leche puede aumentar hasta
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10 veces su contenido de vitamina B12 y en la vitamina B9 sus valores pueden llegar a ser
superiores a 200 pg/L, mientras que en caso de la vitamina B2 puede aumentar o disminuir
significativamente su concentracion, dependiendo de varios factores como las condiciones de
fermentacion y algunos otros compuestos como la concentracién de MgSOa, KoHPO4, and FeSO4
(Oraei et al., 2018). Ademas, la cantidad de vitaminas en los alimentos fermentados se ve
influenciado por la cepa fermentadora (Cuadro 5) debido que algunas la asimilan y utilizan en
pequefias cantidades para su desarrollo como factores de crecimiento (Corrales et al., 2013, Varela.,
2018, Czarnowska-Kujawska et al., 2021).

Cuadro 5. Produccion de vitaminas por bacterias acido lacticas en medios de cultivo.

Cepa Medl_o de Vitaminas Concentracion Referencia
cultivo (Ug/mL)

L. plantarum sp MRS Bl 0.06 Chibuike et al., 2019
L. fermentum sp MRS Bl 0.06 Chibuike et al., 2019
L. plantarum CRL 725 MRS B2 0.70 Juarez et al., 2014
Lc. lactis sp MRS B3 0.01 Chibuike et al., 2019
L. plantarum VKPM B- MRS B6 3.45 Khromova et al., 2022
11007
L. casei VKPM B-2873 MRS B6 11.40 Khromova et al., 2022
L. fermentum CRL973 FACM B9 0.01 Laifio et al., 2014
L. plantarum CRL 103 FACM B9 0.06 Laifio et al., 2014
L. plantarum LZ95 MRS B12 0.10 Lietal., 2017
L. plantarum CY?2 MRS B12 0.06 Lietal., 2017
L. amylovorus CRL887 FACM B9 0.08 Laifio et al., 2014

MRS: medio de cultivo (de Man, Rogosa y Sharpe), FACM: medio de cultivo libre de folato.

Las bacterias producen folatos de forma intracelular y lo usan para su crecimiento, pero este
también puede ser secretado (Greppi et al., 2017). Durante la fermentacién, la mayoria de las BAL
productoras tienden a consumir el folato en el medio, pero no sintetizarlo. Los productos lacteos

fermentados son una opcion apropiada de biofortificacion de folato (Leblanc et al. 2007).
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Cuadro 6. Produccion de vitaminas por bacterias acido l4cticas en productos lacteos.

Cepa Matriz de fermentacion  Vitaminas Concentracion  Referencias
L. lactis sp Suero de leche B2 2.61 pg/mL
Guru et al.,
L. acidophilus sp retg?gfi ti?zzr?{g?g& ) B2 2.93 pg/mL 2013
SgemoniisLwedememi gy omsug O
L. bulgaricus 448 Lec?eerrcrj]isnct;%rgada B9 0.62 pgl/g Lin2;(/)8i)ung

La leche en polvo utilizada en la elaboracion de diversos productos lacteos, también contienen
vitaminas del complejo B. Guru y colaboradores (2013), reportan 1250 ug/L y 1187 ug/L de
Vitamina B2 en la leche reconstituida de polvo y en suero obtenido en la elaboracién de quesos,
respectivamente. Crittenden y colaboradores (2003), mencionan que la cantidad de folato en leche
descremada reconstituida sin fermentar es de 11.5 ng/g; en cambio, Mahara y colaboradores (2021),
encontraron que contenia 41.1 ng/mL.

Es importante mencionar que la leche de vaca es una buena fuente de vitaminas tanto hidrosolubles
como liposolubles, excepto &cido ascorbico, vitamina B9 y vitamina B12 (Livia-Alm., 1982); sin
embargo, su concentracion de vitaminas se ve influenciada por las condiciones de almacenamiento
y tratamientos que recibe, como la pasteurizacion, el desnatado y la fermentacion. Por otra parte,
el procesamiento y la coccion de los alimentos destruyen algunas de las vitaminas en las materias
primas (Melini et al., 2019). De acuerdo con Herrera y colaboradores (2022), las vitaminas que se
degradan por pasteurizacién (85 °C/15 s) son la vitamina B12 de hasta un 94%; en contraste, la

vitamina B1 se reduce un 4% por tratamiento de ultra alta temperatura (UHT a 139 °C/5 s).

2.10. Cuantificacion de GABA y Vitaminas del Complejo B por HPLC

Deteccion y cuantificacion de GABA. Para la cuantificacion del GABA en un medio, es necesario
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antes determinar la presencia y actividad de la enzima responsable de la sintesis, la enzima acido
glutamato descarboxilasa (GAD), a través del ensayo colorimétrico conocido como ensayo GAD
que se basa en la conversion de una molécula de acido glutdmico en GABA y COg, reaccion que
consume un proton de H+ intracelular, mientras se elimina un grupo carboxilo del acido glutdmico
por accion de la enzima GAD, liberando didxido de carbono como producto (Beltran-Castro et al.,
2017). Se utiliza el verde de bromocresol como indicador para visualizar esta reaccion acido-base
debido a que este cambia de color conforme cambia el pH. El intervalo de transicion del verde de
bromocresol oscila entre 3.8-5.4 en la escala de pH, virando de amarillo a azul-verdoso. En
solucidén acuosa, ioniza para dar la forma monoanidnico (amarillo), que desprotona a pH elevado

para dar forma dianionica (azul) (Diamond et al., 2008).

0 OH
O ‘ _H+
Br X Br ——

Figura 4. Molécula del verde bromocresol, su ionizacion y vires de coloracion.

Después de haber detectado que las especies bacterianas de estudio presentan la enzima GAD, con
capacidad de producir GABA, se procede a cuantificarla. Los métodos a utilizar pueden ser:
espectrometria de masas (EM), cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), resonancia
magnética nuclear (RMN), electroforesis capilar con deteccion de fluorescencia inducida por laser
(CE-LIF), cromatografia liquida acoplada a masas en tandem (LC-MS/MS) y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) (Beltran-Castro, 2017).

Deteccidn y cuantificacion de vitaminas. Diversas vitaminas tanto hidrosolubles como liposolubles
se han podido determinar en diferentes leches, sobre todo en formulas infantiles (Albala et al 1997)
que han sido enriquecidas con vitaminas que compensan su pérdida durante el proceso. En leche
de burra y de vaca se ha determinado vitaminas como tiamina, riboflavina, acido nicotinico,
piridoxina y acido folico (Vincenzetti et al., 2020), de las cuales existe diferencia en el contenido

vitaminico de la leche fermentada con respecto a la original (Corrales et al., 2013).
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Para su determinacion, se utilizan métodos como en ensayo microbioldgico y la determinacion por
HPLC; sin embargo, Sasaki y colaboradores (2020), mencionan que el método microbioldgico que
se utiliza para cuantificar vitaminas del complejo B tiene una mala reproducibilidad en términos
del tratamiento de los microorganismos y solo se puede analizar individualmente, teniendo asi una
mala especificacion. EI método espectrofotométrico también tiene una mala especificacion para el
analisis de vitaminas B, como tiamina y riboflavina; pero el metodo de HPLC puede cuantificar el
complejo de vitamina B con alta especificidad y sensibilidad (Sasaki et al., 2020). Albala y
colaboradores (1997), utilizo la cromatografia de par ion con una columna C18 de fase inversa para

detectar 6 vitaminas del complejo B, con un detector de UV vy a diferente longitud de onda.
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3. HIPOTESIS

Cepas especificas de bacterias acido lacticas pertenecientes a los géneros
Lactiplantibacillus y Limosilactobacillus, generan los metabolitos GABA vy vitaminas del
complejo B, durante la elaboracion de leche fermentada sometida a un proceso de choque térmico.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la generacién de los metabolitos acido gamma aminobutirico y vitaminas del complejo B,
por cepas especificas de Limosilactobacillus fermentum J23, Lactiplantibacillus pentosus J24,
Lactiplantibacillus plantarum J25 y Lactiplantibacillus pentosus J27, en leches fermentadas

sometidas a un proceso de choque térmico.

4.2. Objetivos Particulares

1. Evaluar la capacidad acidificante de las cepas de estudio, en leches fermentadas.

2. Detectar, mediante espectrofotometria, la presencia y actividad de la enzima glutamato
descarboxilasa en las cepas de estudio.

3. Cuantificar la produccion de acido gamma aminobutirico en leches fermentadas por las cepas
de estudio.

4. Evaluar la capacidad de las cepas de estudio para generar vitaminas del complejo B en leches

fermentadas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Medio de Cultivo y Reactivos

El caldo y agar MRS se obtuvieron de DIFCO™ (Sparks, MD, EUA). Agar bacterioldgico de
Merck (Darmstadt, Alemania), L-glutamato, cloruro de sodio dibasico, metanol, solucion de Orto-
ftalaldehido (OPA) Fluoraldehyde y Triton X-100 de Sigma-Aldrich (Chemical Co., St. Luis, MO,
EUA). Fosfato de sodio monobasico, verde de bromocresol de JT Baker (St Luis. MO. USA.),
acetato de sodio de Merck (Darmstadt, Alemania) y acetonitrilo de Thermo Fisher (Muskegon, MI.
EUA).

5.2. Origen y Reactivacion de Cepas

Las cepas de estudio Limosilactobacillus fermentum J23, Lactiplantibacillus pentosus J24 y J27 y
Lactiplantibacillus plantarum J25 fueron obtenidas de la coleccion de cepas del Laboratorio de
Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C., Hermosillo, Sonora, México, las cuales fueron aisladas del proceso de
elaboracion del queso Cocido artesanal de Sonora, México (Heredia-Castro et al., 2015). La cepa
Levilactobacillus brevis NBRC 12005 se utiliz6 como testigo positivo en la produccion de GABA.
El cultivo de las bacterias se realiz6 en caldo MRS (pH 6.5), inoculados al 1% (v/v) e incubados a
37 °C, por tres tiempos consecutivos que fueron de 24, 18, 6 o 7 h. Las bacterias del ultimo
subcultivo fueron centrifugadas a 3600 xg, 10 °C, 10 min (Sorvall ST16, Thermo Scientific,
Chelmsford, MA, EUA) y el paquete celular se lavo dos veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS; 0.02 M, pH 7.2). Finalmente, se ajusto la concentracion celular a 108 UFC/mL
(D.Os00 Nm). Para Levilactobacillus brevis NBRC 12005, su reactivacion se realizé de acuerdo con
Santos-Espinosa y colaboradores (2020), considerando los tiempos 24, 18 y 12 h a 37 °C en

condiciones anaerobias.
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5.3. Determinacion de la Actividad de la Enzima GAD

Para la identificacion de BAL productoras de GABA se realiz6 un ensayo colorimétrico descrito
por Santos-Espinosa y colaboradores (2019). El ultimo subcultivo de cada cepa se centrifugo a
4696 xg, 25 °C, 20 min (Sorvall ST16) y el paquete celular se lavé dos veces con una solucién de
NaCl (0.9% p/v) y se resuspendio en 0.5 mL de una solucion GAD (1 g de glutamato monosddico,
0.3 mL de Triton X-100, 90 g de NaCl y 0.05 g de verde de bromocresol, en 1 L de agua destilada,
pH 4.0). Las muestras se dejaron incubar a 37 °C durante 4 h en condiciones anaerobias.
Finalmente se midio el color de la reaccion utilizando el equipo CR-400 (Chroma Meter, Konica
Minolta).

5.4. Preparacion De la Leche Fermentada

Para la preparacion de leche fermentada, leche semidescremada en polvo se reconstituyo al 10%
(p/v) y fue tratada térmicamente a 80 °C por 30 min a la cual posteriormente se le aplicé un choque
térmico, llevandola a 4 °C. Posteriormente, los cultivos ajustados fueron inoculados (3%, Vv/v)
individualmente en leche para realizar un primer preindculo y se dejo incubar a 37 °C por 18 h.
Para la fermentacion, a partir del preindculo se tomé una alicuota al 3% (v/v) y se adicion en leche
y se dejo incubar a 37 °C por 48 h. Se detuvo la fermentacion aplicando un tratamiento térmico (75
°C, 15 min) y se dejo enfriar en hielo hasta alcanzar una temperatura de 4 °C. Se midi6 la acidez
(g de &cido lactico/L), pH, y cuenta viable a las 0 y 48 h. Para Levilactobacillus brevis NBRC
12005, el pre-in6culo consistié Gnicamente de 12 h, pero la fermentacién se realizd bajos las

mismas condiciones de tiempo y temperatura.

5.5. Determinacion de la Capacidad Acidificante, Recuento de Células Viables y Protedlisis

El pH y la acidez titulable (g/L) se realizaron siguiendo metodologias estandar establecidas por la
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AOAC. El recuento de células viables se determiné utilizando la técnica de vertido en placa. Se
prepararon diluciones en serie de cada leche fermentada en una solucién de agua peptonada y se
tomd 1 mL de la dilucién adecuada y se coloco en una placa Petri, seguido de la adicién de 15 mL
de agar MRS. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h en condiciones de anaerobiosis. La
concentracion se reportd en unidades formadoras de colonias (UFC)/mL.

La determinacion de la actividad proteolitica, se cuantificd por medio de la determinacion de
grupos amino (NHs) libres por espectrofotometria, utilizando el método del o-phthaldialdehido
(OPA) (Church et al., 1983) con algunas modificaciones. El procedimiento consistio en mezclar 1
mL de &cido tricloroacético 0.75N (p/v) con 0.5 mL de leche fermentada méas 0.1 mL de agua milli-
Q y se agito por de 1 min en un Vortex (VWR, USA). La mezcla se centrifug6 a 4000 xg, 40 min
a 4 °C y se recupero0 el sobrenadante. Posteriormente, en una microplaca oscura, se colocaron 20
puL de cada muestra y se agregaron 200 pL del reactivo OPA. Se dejo reposar por 2 min a
temperatura ambiente (24 °C) y se registré la fluorescencia, a una longitud de onda de 340 nm de
excitacion y 455 nm emision (Espectro MaxM3). Los resultados se expresaron como mg/mL de L-
leucina y se infirieron utilizando una curva estandar con diferentes concentraciones (0.5, 0.25,
0.125, 0.061, 0.031, 0.015. 0.0 mg/mL).

5.6. Cuantificacién de GABA y Vitaminas del Complejo B

5.6.1 Cuantificacién de GABA y &cido glutamico

Para la determinacion de GABA y acido glutamico, 1.5 mL de cada leche fermentada se centrifug6
a 12000 xg, 10 min, 4 °C (Eppendorf 5407, Hamburg Alemania). El sobrenadante obtenido se filtrd
(membrana de 0.22 um) y se utilizo para la determinacion de GABA y acido glutdmico. Se uso el
acido alfa-aminobutirico (AABA) a una concentracién de 0.29 mM/L como estandar interno,
adicionando 20 pL por cada 80 uL de la mezcla de reaccion.

Para la identificacion y cuantificacion de GABA 'y acido glutamico, se utilizo cromatografia liquida
de alta resolucion-fase reversa (HPLC-RF) en un sistema Infinity 1290 (Agilent-Technology,
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Waldbronn, Alemania) y previo a su andlisis, la muestra llevd un proceso de derivatizacion con
OPA (Vézquez et al., 1995). Para ello, en el equipo HPLC, adaptado con un automuestreador, se
colocaron dos insertos, uno conteniendo 100 pL de reactivo OPA previamente preparado y el otro
conteniendo 100 pL de extracto con estandar interno. El equipo automuestreador fue programado
para llevar a cabo la reaccion de derivatizacion, consistiendo en mezclar 10 pL de cada solucion y,
los 20 pL fueron inyectados al equipo. La separacion cromatografica se realiz6 utilizando una
columna C18 (250 mm, 25 mm, 5 pum). La fase mévil A consistio de acetato de sodio 0.1 M (pH
7.2), y la fase B consistio de acetonitrilo, metanol y agua mili-Q (45:45:10, pH 7.2). El gradiente
de separacion fue: 0 min (A: 90, B: 10) 4 y 8 min (A: 70, B: 30), 10 min (A: 60, B: 40), 11 min (A:
50, B: 50), 12 y 15 min (A: 40, B: 60), 16 min (A: 30, B: 70) y 18 a 20 min (A: 20, B: 80), de 0.75
mL/min a una presion de 375 bares. La identificacion se realizo con un detector de diodos (Agilent-
Technology) y a una longitud de 338 nm y las condiciones de flujo de 0.75 mL/min.

Para la cuantificacion, se construyo6 una curva de calibracion de 8 puntos entre 50 y 0.195 pg/mL
de estandar de GABA y entre 0.39 y 50 pg/mL acido glutamico, disueltos en agua milli-Q; se

adicion0 estandar interno y se corri6 bajo las mismas condiciones antes mencionadas.

5.6.2 Cuantificacion de Vitaminas

La preparacion de las muestras consistio en pesar 2 g de leche fermentada y se agregaron 5 mL de
bicarbonato de sodio al 1%, seguido de 5 min de sonicacién (Ultrasonic Bath, Aquasonic 50D
VWR Scientific) a una frecuencia de 20 kHz, temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd 5
mL de &cido clorhidrico (0.1 N), agitacion 5 min en vortex seguido de una centrifugacion a 1500
rpm, 10 min, 4 °C (Centrifuga refrigerada Eppendorf modelo 5717R, Hamburg, Alemania)
(Sanchez-Gonzalez, 2015) y el sobrenadante obtenido se pasé por un filtro de 0.22 um. La leche
sin fermentar fue utilizada como testigo y el sobrenadante se filtro dos veces, primero con filtro de
0.45 pm y el segundo de 0.22 pm.

Para la determinacién se sigui6 la metodologia reportada por Siji y colaboradores (2011). Las
longitudes de onda que se usaron fueron a 214 nm para las vitaminas B3 y B12, 220 nm para B6,
232 nm para B1, 280 nm para B9, y 267 nm para B2 (Agilent-Infinity, 1260). La separacion
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cromatogréfica se realiz6 con una columna Poroshell120 EC-C18 2.7 pum, 30 x150 mm con un
volumen de inyeccion de 20 pL. Para la cuantificacion se realizé una curva estdndar de 0.360
mg/mL a 0.0001 mg/mL. La fase movil A consistio de fosfato mono potasico (10 mM, pH 6.0) y
la fase B fue acetonitrilo grado reactivo. El flujo de la fase mdvil fue de 0.35 mL/min a una presion
de 233.26 bar. La elucion se realizé con un gradiente lineal a diferentes tiempos: 0 min (A: 90, B:
1), 7 min (A: 70, B: 30), 18 min (A: 70, B: 30), 24 min (A: 70, B: 30), y 24.56 min (A: 99, B: 1).

5.7. Anélisis Estadistico

Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) de una via a un 95% de confianza. La comparacion de medias para las variables
de pH, acidez, se realizé con la prueba de Tukey-kramer; mientras que para la determinacién de
GABA y vitaminas se comparé con la prueba de LSD-Fisher. Los datos obtenidos se analizaron
utilizando el software NCSS 2022.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Capacidad Acidificante (Acidez y pH) y Protedlisis

Los valores de pH y acidez se muestran en la Figura 5. Los valores de pH de las leches
fermentadas estuvieron en un rango de 4.4 a 5.2 mostrando diferencia entre muestras (p < 0.05)
entre las leches fermentadas por J24, J27 y J23, J25. Reyes-Diaz y colaboradores (2018), reportaron
que las leches fermentadas con las cepas J23, J24 y J27 disminuyen el pH hasta 4.6, muy cercano
a los valores de pH reportado en este estudio para J24 y J27. En este estudio se realizd cambios en
el proceso de fermentacién lo que puede explicar las diferencias en el cambio de pH entre ambos
estudios sobre todo en la J23.

HQ

bc

J23 J24 J25 J27 NBRC L s/f
Leches Fermentadas 120005

Figura 5. Valores de pH de leches fermentadas a las 48 h de incubacion por cepas de
Limosilactobacillus spp., y Lactiplantibacillus spp. Los resultados muestran la media + DE (n=3).
Literales diferentes indican diferencia (p<0.05) entre leches fermentadas.

De acuerdo con Santiago-Lépez y colaboradores (2018), la actividad B-galactosidasa (en Mili
unidades) para J27 fue de 182, para J24 con 137.64, J23 con 35.67 y J25 con 13.66, las cuales
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pueden relacionarse con una mayor actividad acidificante, los que concuerda con los datos
obtenidos en pH y acidez de la cepas evaluadas. Como es de esperarse, a mayor concentracion de
acido lactico, el pH desciende. La produccion de &cido lactico por parte de las BAL se ha atribuido
a su capacidad de hidrolizar los carbohidratos durante la glucdlisis, la cual esta ligada a la enzima
[-galactosidasa necesaria para hidrolizar la lactosa en galactosas y glucosa (Hidalgo et al., 2005).
La disminucion de pH y produccién de acido lactico puede variar al modificar las condiciones de

fermentacion (tiempo de incubacion, temperatura y tipo de cepa).

ac

J23 J24 J25 J27 NBRC L s/f
Leches Fermentadas 120005

Figura 6. Concentracion de acido lactico (g/L) leches fermentadas a las 48 h de incubacion por
cepas de Limosilactobacillus spp., y Lactiplantibacillus spp. Los resultados muestran la media +
DE (n=3). Literales diferentes indican diferencia (p<0.05) entre leches fermentadas.

La figura 7 muestra los grupos amino libres, expresada en ug/mL a las 48 h. La cepa de L. brevis
usada como testigo positivo, mostré una mayor hidrdlisis en leche fermentada que las otras cepas.
La leche fermentada con la cepa J27 presentd un mayor grado de hidrdlisis seguida de J24, J23 y
J25.

No se presentaron diferencias significativas entre las leches fermentadas por J23 y J25; sin
embargo, estas fueron significativamente inferiores a los valores encontrados en el resto de las
leches fermentadas. La protedlisis es la degradacion de proteinas mediante enzimas especificas
Ilamadas peptidasas o por medio de degradacion intracelular (Hidalgo-Morales et al., 2005). El

sistema proteolitico de dichas BAL tiene proteinasas de amplia especificidad y son capaces de
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liberar un gran nimero de diferentes oligopéptidos (4-8 aminoacidos) (Singh et al., 2014). Se puede
observar que hidrolisis de los aminoéacidos es una propiedad cepa dependiente. La capacidad

proteolitica de las BAL se ve afectada por las condiciones de fermentacion de cada cepa.

100 ~

ng de L-Leucina /mL

J23 J24 J25 J27 NBRC
Leches Fermentadas 12005

Figura 7. Hidrolisis expresada en pg de L-leucina/mL en leches fermentadas a las 48 h. Los
resultados muestran la media + DE (n=3). Literales diferentes indican diferencia entre leches
fermentada (p<0.05).

6.2. Cuenta Viable de BAL

En el cuadro 7 se muestra la cuenta viable en leches fermentadas por las cepas de estudio. Las
cepas Limosilactobacillus fermentum J24, Lactiplantibacillus plantarum J25 y Lactiplantibacillus
pentosus J27 iniciaron a fermentar en una concentracion de 10° UFC/mL, a excepcion de
Lactiplantibacillus plantarum J23 que inici6 a una concentracion de 107 UFC/mL. Se observo que
las cepas aumentaron su concentracién hasta 2 logaritmos, con excepcién de la leche fermentada
con la cepa de Lactiplantibacillus pentosus J23 que solo increment6 un ciclo logaritmico. La cepa
testigo positivo inicid con una concentracion celular de 107 UFC/mL y alcanzé una concentracion
de 10° UFC/mL.
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Cuadro 7. Cuenta viable de BAL en leche fermentada por las cepas de estudio a las 0 y 48 h de
incubacion.

Leche fermentada Concentracion celular (UFC/mL)

Oh 48 h
Limosilactobacillus fermentum J23 1.76E+07 3.38E+08
Lactiplantibacillus pentosus J24 1.24E+06 8.40E+07
Lactiplantibacillus plantarum J25 2.28E+06 1.53E+08
Lactiplantibacillus pentosus J27 1.70E+06 2.22E+08
Levilactobacillus brevis NBRC 12005 1.74E+07 1.61E+09

UFC: Unidades Formadoras de Colonia.

6.3. Determinacion de la Actividad de la Enzima GAD

Los resultados de la prueba colorimétrica para la deteccién de la actividad de la enzima GAD de
cada una de las cepas de estudio se muestran en la Figura 8. Los cultivos tratados con la solucién
GAD mostraron un cambio de color de amarillo a azul o verde similar a la bacteria testigo positivo,
lo que demuestran la actividad de la enzima GAD. Los resultados de color (CIELAB) de L, a, b,
se muestran en el cuadro 9. El &ngulo de matiz fueron de 175.5° para J27, 171.1° para J25, 167.2°
para J24 y de 163.3° para la cepa J23, menores que la cepa testigo Levilactobacillus brevis NBRC

12005 con un angulo de matiz de 223°.

123 124 J2 127 NBR

Figura 8. Determinacion de la actividad de la enzima GAD por cepas de Limosilactobacillus spp.,
y Lactiplantibacillus spp.

41



Los valores del &ngulo de matiz (6 HUE) de cada cepa, se visualizan en la esfera de color en donde
se localizaron los &ngulos de cada una de las muestras evaluadas (Figura 9).

Cuadro 8. Valores de L, a, b, y dngulo de © HUE, del ensayo colorimétrico.
Valores del espacio de color

Bacteria L a* b O Hue
Limosilactobacillus fermentum J23 38.83 -13.97 4.18 163.3
Lactiplantibacillus pentosus J24 36.15 -14.18 3.22 167.2
Lactiplantibacillus plantarum J25 42.10 -14.28 2.24 171.1
Lactiplantibacillus pentosus J27 41.04 -13.56 1.06 175.5
Levilactobacillus brevis NBRC 12005 40.19 -10.52  -9.80 223.0

L*=luminosidad (100: blanco, 0: negro), a*=coordenadas de rojo/verde (+ a indica rojo, - a indica
verde), b*= coordenadas amarillo/azul (+b =indica amarillo, -b =indica azul).
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Figura 9. Esfera de localizacion de color de las cepas de estudio.

Las cepas de estudio se encuentran en el cuadrante 2 de la esfera de color, a excepcién de la cepa
testigo positivo que se encuentra en el cuadrante 3.
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6.4. Cuantificacion de Acido Gamma Aminobutirico y Acido Glutamico

En la Figura 10 se muestra un cromatograma tipico donde se indican los tiempos de retencion para

GABA alos 12.88 min y para el &cido glutamico a los 5.05 min.

Acido Glutamico
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Figura 10. Tiempos de retencién de los estandares de GABA y acido glutamico.
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Figura 11. Cromatograma tipico para la identificacion y cuantificacion de GABA y acido
glutdmico en leche fermentada por Limosilactobacillus fermentum J23, a las 48 h de incubacion.
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Se realizd una curva de calibracion para la cuantificacion de cada analito de interés (Anexo 1). La
concentracion de &cido glutdmico en leche fermentada por las cepas de estudio se encontraron en
un rango de 13.38 a 36.43 pug/mL; mientras que en la leche sin fermentar este fue de 23.33 pg/mL,
lo que contrasta con lo reportado en estudios previos con 7.57 pg/mL (USDEC, 2018). La Figura
12 muestra la concentracion de acido glutdmico de cada una de las leches fermentadas.
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Figura 12. Concentracion de &cido glutdmico en leches fermentadas por cepas de
Limosilactobacillus spp., y Lactiplantibacillus spp., a las 48 h de incubacion. Los resultados
muestran la media = DE (n=3). Diferentes literales muestran diferencias entre leches fermentadas
(p<0.05).

La concentracion de GABA en las leches fermentadas por las cepas de estudio se muestra en la
Figura 13. La leche fermentada por la cepa J25 mostr6 una concentracién de 7.71 pg/mL, seguido
de la cepa J27 con 3.41 pg/mL, quienes presentaron los valores més altos, seguido de la leche
fermentada con la cepa J23 (2.91 ng/mL) y J24 (2.71 ug/mL). Las leches fermentadas por las cepas
de estudio, incluyendo la cepa testigo, presentaron una concentracion mayor de GABA que LSF;
sin embargo, solo J25 y J27 fueron significativamente superiores a LSF (p<0.05).

Los ensayos de correlacion de Pearson (r) entre el &cido glutdmico y el GABA fue de r = -0.66,
con un valor de p = 0.048. La cepa que presentd mayor correlacion fue la J25 con un coeficiente r
=-0.99 y un valor de p = 0.016. El resto de las cepas, de manera particular correlacion negativa
(p>0.05).
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Figura 13. Concentracion de GABA en leche fermentada por cepas de Limosilactobacillus spp., y
Lactiplantibacillus spp., a las 48 de incubacion. Los resultados muestran la media £ DE (n=3).
Diferentes literales muestran diferencias entre leches fermentadas (p<0.05).

Los datos obtenidos muestran que las cepas con menor concentracion de &cido glutdmico son las
que utilizaron este aminoéacido para la produccion de GABA. La capacidad de generar GABA se
debe principalmente a la actividad de la enzima GAD la cual depende del pH, la cantidad de acido
glutdmico presente y el cofactor de PLP en la muestra. Estas cepas estarian optando por otros
mecanismos de defensa como las proteinas de choque térmico, la bomba de protones, sistema de
deiminacion de arginina (ADI) o del aspartato, modificaciones a su membrana celular, o por la
acumulacion de trealosa (Guan & Liu, 2019).

Algunos estudios mencionan que existe una mutacion genética que inhibe la actividad de la enzima
GAD, y por tanto se inhibe la produccién de GABA en BAL (Nomura et al., 2000). Manzanarez y
colaboradores (2016) mencionan que esta mutacion se debe a una insercion de una base de tiamina
en lugar de una base de adenina lo que provoca mutaciones en el fragmento al no poseer la region
que codifica los genes gadCB por parte de las BAL y por consecuente la proteina no es funcional
(Nomura et al., 2000).
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6.5. Cuantificacion de Vitaminas del Complejo B

Las curvas de calibracion para la determinacion de las vitaminas se muestran en el Anexo Il. Los
resultados de la cuantificacion de vitaminas en leches fermentadas por las cepas de estudio se
observan en la Cuadro 9.

Cuadro 9. Concentracion de vitaminas (ug/g) del complejo B en leches fermentadas.
Limosilactobacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus

fermentum J23 pentosus J24 plantarum J25 pentosus J27
Bl 0.12 +0.01% 0.10 £ 0.01°¢ 0.21 +0.03° 1.28 +0.10?
B2 0.95+0.14° 0.86 £ 0.12° 1.26 £ 0.17° 1.68 £ 0.08?
B3 3.75+£0.23¢ 13.11 £ 1.45% 9.36 + 0.92° 14.42 £ 1.492
B6 2.04 +0.20° 4.03 + 0.60° 2.50 £ 0.07° 1.67 +0.15¢c
B9 0.14 + 0.04° ND 0.23+£0.022 0.22 £0.03?
B12 2.06 £0.01° 2.15+0.14° 6.97 £0.272 5.81 +£0.71°

Los resultados muestran la media + DE (n=3). Diferentes literales por fila muestran diferencia entre
leches fermentadas (p < 0.05). ND: no detectado.

La leche sin fermentar presentd concentraciones de las vitaminas B2 y B3 a razon de 0.70 pg/g y
0.57 ugl/g, respectivamente, pero no hubo presencia de las vitaminas B1, B6, B9 y B12. En parte,
esto podria ser atribuido a que la leche se someti6 a un tratamiento térmico (80 °C, 30 min) y a
enfriamiento rapido (Czarnowska et al., 2021). La concentracion de B1 se encontr6 en un rango de
0.10 a 1.28 pg/g en las leches fermentadas. La concentracion de B2 se encontr6 en un rango de
0.85a 1.68 ug/g. Las leches fermentadas por las cepas J27 y J25 presentan la mayor concentracion
siendo de 1.68 y 1.26 pg/g, respectivamente. En un estudio de Gurd y colaboradores (2013)
reportaron concentraciones de 2.41 ug/g de B2 en leche fermentada por 7 dias con L. acidophilus
a 30 °Cy 2.15 ug/g al fermentar con L. lactis en suero de leche por 9 dias a 30 °C.

La concentracion de B3 se encontro en un rango de 3.75 a 14.43 pg/g, siendo mayor para la leche
fermentada con la cepa J27. Considerando que la leche en polvo sin fermentar contiene 9.51 pg/g,
solo en las leches fermentadas por las cepas J24 y J27 presentaron concentraciones mayores.
Respecto a B6, las concentraciones fueron desde 1.67 a 4.03 pg/g encontrando mayor

concentracion en la leche fermentada con la cepa J24. Estos resultados son concentraciones
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mayores a las reportadas por Khromova y colaboradores (2022) de 2.865 pg/g y 9.46 pg/g para L.
plantarum VKPM B-11007 y L. casei VKPM B-2873, respectivamente.

Para la vitamina B9, las concentraciones estuvieron en un rango de 0.13 a 0.22 pg/g, donde las
leches fermentadas con las cepas J25 y J27 fueron las que presentaron la mayor concentracion con
valores de 0.22 pg/g. Las leches fermentadas por las cepas de estudio mostraron concentraciones
de la vitamina B12 en un rango de 2.06 a 6.97 ug/g, siendo la leche fermentada con la cepa J25 la
que presentd la mayor concentracion. La concentracion encontrada en las leches fermentadas
fueron mayores a la leche sin fermentar que fue de 0.04 pg/g y a las reportadas por Li y
colaboradores (2017) con 0.21 pg/g y 0.13 pg/g para L. plantarum LZ95 y L. plantarum CY?2,
respectivamente.

Las leches fermentadas con la cepa J27 mostraron la mayor concentracién de vitaminas B1, B2 y
B3 con valores de 1.29, 1.68 y 14.42 ug/g, respectivamente; mientras que la leche fermentada con
la cepa J24 presentd mayor concentracion de vitamina B6 con 4.03 pg/g y la leche fermentada con
J25 presentd mayor concentracion de vitamina B9 (0.237 pg/g) y B12 (6.97 pg/g). Los hallazgos
obtenidos en nuestro estudio muestran el potencial que pueden tener las bacterias para producir

vitaminas durante el proceso de fermentacion.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se encontrd que las cepas de estudio presentaron
concentraciones de 7-8 Log UFC/mL en leches fermentadas durante 48 h, con una capacidad
fermentativa caracterizada por una alta produccion de &cido lactico y, particularmente J24 y J27,
mostraron la mayor produccion de grupos amino libres. Las cepas de estudio fueron positivas a la
actividad de la enzima GAD, no obstante, la concentracion de GABA fue 2.71-7.71 ug de
GABA/mL. Las leches fermentadas con Lactiplantibacillus plantarum J25 y Lactiplantibacillus
pentosus J27 se destacaron por la producciéon de vitaminas del complejo B. Estos hallazgos
confirman la capacidad por las BAL de estudio de biosintetizar metabolitos de interés cientifico y
tecnoldgico durante la fermentacion lactica, que podrian participar en diferentes bioactividades con

potenciales beneficios a la salud.
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Area del Analito

9. ANEXOS

9.1. Curvas Estandar del Acido Glutamico y GABA
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9.2. Curvas Estandar para la Determinacion de Vitaminas
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