REVISTA CIENTIFICA, FCV-LUZ / Vol. VI, N2 3, 161-166, 1996

OBSERVACIONES PRELIMINARES PARA UNA PROPUESTA SOBRE
LA CARACTERIZACION DE FERMENTOS SEGUN SU SISTEMA
ENZIMATICO

Preliminar observations for a model to the characterization of starters according to its
enzimatic system

RESUMEN

Se presentan los resultados preliminares sobre un esquema de
caracterizacion enzimdtica de cepas puras y comerciales,
basadas en relacidon a su cardcter Pri+ y Pri-, su actividad
acidificante, proteolitica y aminopeptidasica. Se estudiaron 5
cepas puras de distinta procedencia y 3 cultivos mixtos
comerciales. Los medios de diferenciacién fueron: leche y
medio sdlido selectivo; mientras que la produccién de células
se realizd en leche bufferizada. Una vez recuperadas y
concentradas, las células, se estudiaron sus actividades. Los
resultados mostraron diferencias de actividad proteolitica y
aminopeptiddsica entre la variante Prt- y Pri+. Estas
diferencias pudieran ser la base para la seleccion de cepas
deseables para el desarrollo del sabor, textura y calidad
sensorial de los quesos. En el caso de las cepas mixtas
comerciales no se encontré mucha variacién en relacién a su
actividad proteclitica, aminopeptiddsica y acidificante. Las
observaciones realizadas sugieren que la proporcién entre
cepas répidas y lentas en un cultivo mixto debe ser apropiada
para que las cepas rdpidas suministren los aminodcidos
esenciales para el crecimiento de las lentas.

Palabras claves: Fermentos, enzimas, leche, maduracion,
queso.

ABSTRACT

This paper shows the preliminary results about a model of
enzymatic characterization for pure and commercial dairy
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starter based on their Pri- and Prt+ character, proteolytic and
aminopeptidase activities. Five different pure strains and three
mixed commercial cultures were studied. Milk and selective
solid media were used as differentiation media; while cell
production was done in bufferized milk. Once recovered and
concentrated, their activities were studied. The results show
differences on proteolytic and aminopeptidase activities
between the Prt- and Prt+ variants. These differences found
among the parameters may contribute to developing cheese
flavor, texture and sensory quality of the cheeses. The
commercial mixed strains did not show variation on that
proteolytic, aminopeptidase and acidificant activities. The
results suggest that the rate between the fasters and slowers
strains in a mixed culture should be the appropriate one such
so that the fasters strains can supply the essential aminoacids
for the growth of the slowers strains.

Key words: Ferments, enzymes, milk, maturity, cheese.

INTRODUCCION

El papel de las enzimas proteoliticas de las bacterias
acido lactico (BAL) no finaliza con el crecimiento celular. Estas
enzimas acompafiadas de la renina, agregada como coagulan-
te de las enzimas de la leche y de las enzimas de aquellas
bacterias no ldcticas, contindan actuando durante la madura-
cion de ios quesos. En este periodo, se producen diferentes
componentes que intervienen en el proceso, a menudo varian-
do segun el tipo de queso que se desea elaborar [15]. Thomas
y Pritchard [15] sugieren que el papel principal de las enzimas
de los fermentos pudiera ser la degradacién lenta de la B-ca-
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sefna y de los polipéptidos que resultan de la accion de la reni-
na especialmente sobre la as1-caseina.

Law y Kolstad [8] encontraron que los péptidos amargos
tienden a acumularse en los quesos probablemente porque
ellos son degradados muy lentamente por las peptidasas de
los fermentos, considerando ellos que la velocidad de degrada-
cién esta muy ligada a la actividad peptidédsica de los fermen-
tos, o cual depende de la cepa y de la velocidad de liberacion
de las peptidasas de las células lisadas. Recientemente, Cha-
pot-Chartier y col. [1], encontraron que la cepa Lactococcus
jactis subsp. cremoris AM2 producen quesos no amargos y
que esto va acompafiado de la lisis de la bacteria.

Law y Kolstad [8] encontraron que las BAL deficientes en
proteinasas de la pared celular Prt- presentan actividad pepti-
désica similar a la de su parental Prt+. Estas cepas lentas Prt-
han sido objeto de considerables investigaciones y se han de-
terminado algunas ventajas en la fabricacion de quesos. En
efecto, reducen potencialmente el desarrollo del sabor amargo
de los quesos y presentan reducida sensibilidad a los fagos y a
los antibidticos [9].

Este trabajo muestra algunos resuftados preliminares so-
bre la caracterizacién de cepas puras y comerciales en rela-
cidn a su caracter Prt- y Prt+, actividad acidificante, proteolitica
y aminopeptidasica, para su posible seleccion y utilizacion en
la elaboracién de quesos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas

Cepas puras: Obtenidas del CITIL Lactococcus iactis
subsp. lactis 1287 y 1288. Lactococcus lactis subsp. lactis 469
y Lactococeus lactis subsp. cremoris FD-27.

Fermentos comerciales: Cultivo puro Streptococcus
lactis (CH-1); cultivos mixtos: mesdfilo homofermentativo OR-
704, mesdfilo aromatico LD-CHN11 y termdfilo (yogurt).

Medio de diferenciacién: Leche y medio selectivo de
acuerdo a Huggins y col. [5].

Curva de crecimiento

Medio de crecimiento: Thomas y Turner [14] idearon
un medio agregandole B -glicerofosfato a la leche para permitir
el crecimiento celular a una alta densidad (109 UFC/ml) sin
gue ocurra coagulacion del medio.

Medida de la densidad éptica (D.O.) del cultivo: La
turbidez del cultivo a 480nm, técnica de Kanasakiy col. [7] fue
utilizada para determinar la correspondiente densidad celular
(peso seco de bacteria mg/ml) por el método de Thomas y Tur-
ner [14].
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Recuperacion de células

Preparacién de la suspension celular: Las bacterias,
al final de la fase logaritmica, se recolectaron por centrifuga-
cién y lavadas con buffer B-glicerofosfato 0.05 M, pH 7, en pre-
sencia de 20 mM de CaCl,. El precipitado se resuspendic al
0.1% de su volumen final en buffer fosfato de sodio 0.1 M,
pH 6 y la suspensién celular se almacend a -20°C [10].

Recuento del nidmero de células viables como
UFC/mi: Se sembraron las diluciones entre 10-7 y 10-9 en Me-
dio M17 de los cultivos al final de su crecimiento y de la sus-
pension celular.

Caracterizacion enzimatica de las células

Actividad acidificante: 20 m| de leche descremada es-
téril (10%) fueron inoculados al 1% de la suspension celular e
incubados a 30-32°C. La acidez se determind por ftitulacion
con NaOH 0.1 N a las 0y 6h y se expresd en °D.

Actividad proteolitica: La medida de la actividad pro-
teolitica se realizé a través del método de Hull [4]. La actividad
de la enzima se midié en términos de densidad ¢ptica (DO) en-
tre 0 y 6h. Bajo estas condiciones 1 unidad de actividad se
mide como un incremento de 0.01 DO en 6h.

Actividad aminopeptidasica: Se llevé a cabo segun el
método de Desmazeud y Juge [2]. La actividad de la enzima
se estimdé en unidades de densidad dptica (DO) entre 0 y
60 min. Bajo estas condiciones 1 unidad de actividad se mide
como un incremento de 0.1 DO en 1h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros de crecimiento

La TABLA | expresa los diferentes pardmetros de creci-
miento de la cepas estudiadas. En este sentido, se determino
el caracter Pri+ 6 Prt- de cada una de ellas, encontrandose las
cepas 1288 y 469 como Prt-. )

Las cepas estudiadas mostraron un tiempo de creci-
miento en horas, hasta alcanzar pH 5.0, en un rango que vario
de 3.0 hasta 7.30 h, correspondiendo tales valores al yogurt y
a la cepa 469 respectivamente. Igualmente, se determiné el in-
cremento de la DO a 480 nm detectando un rango de 0.360
hasta 0.530 perteneciendo tales valores a la cepa 1287 y la
cepa FD-27 respectivamente. Ademds, se determind el nlime-
ro de UFC/ml para el momento de alcanzar pH 5.0 presentd un
rango entre 1.8 X 108 para yogurt y 1.8 X 109 para la cepa
OR-704. También se estimé el nimero de UFC/ml de la sus-
pensién celular, observandose un incremento de un orden ex-
ponencial en cada uno de los preparados.

Curvas de crecimiento

El crecimiento celular fue estimado como turbidez medi-
do a 480 nm y la variacién de acidez del medio como pH, esto
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TABLA |

PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE LAS DIFERENTES CEPAS ESTUDIADAS

Cepa Caracter Crecimiento DO 480 nm Ufc/ml Utc/ml
Tiempo en horas Cultivo Suspension celular

1287 Prt + 5.3 0.360 6.8x108 3.1x109
1288 Prt - 5.3 0.370 7.4x108 3.8x10°
469 Prt - 7.3 0.510 1.1x108 1.0x1010
FD-27 Prt + 6.3 0.530 1.1x10° -
8. lactis Prt + 6.0 0.430 1.3x109 9.3x10°
Yogurt Prt + 3.0 0.515 1.8x108 7.8x108
OR-704 Prt + 6.0 0.475 1.8x10° 1.7x1010
LD-CHN11 Prt + 6.0 0.400 7.2x108 1.2x10°

1287: L. lactis subsp. lactis. 1288: L. lactis subsp. lactis. 469: L. lactis subsp. lactis. FD.27: L. lactis subsp. cremoris. Yogurt: Terméfilo. OR-704:

Mesofilo homofermentative. LD-CHN11: Mesdfilo aromatico

se refleja en las FIGS. 1y 2 (A,B,C,D), observandose que
cada una de las cepas presenta una curva de crecimiento ca-
racteristica.

Actividad enzimatica de las cepas puras

Los resultados revelaron claras diferencias entre la va-
riante Pri+ y Prt- de las cepas L. faclis subsp. lactis 1287 y
1288, detectandose una escasa actividad proteclitica en la va-
riante Pri- bajo las condiciones experimentales sefialadas. La
variante Prt+ mostré una considerable actividad, donde los va-
lores obtenidos se indican en la TABLA Il. Estos resultados con-
cuerdan con los obtenidos por Otto y col. [12], quienes encon-
traron una alta actividad proteolitica de la variante Pri+ de S.
cremoris Wg2, siendo negativa la actividad de la variante Prt-.
Igualmente, Muset y col. [11] trabajando con L. /actis subsp. lac-
tis NCDQ 763 encontraron en la variante Prt- deficiencia en la
actividad proteolitica asociada a la pared celular, mientras que
la actividad proteolitica intracelular fue similar a su parental
Pri+. Se sugiere que la pérdida de la actividad proteolitica aso-
ciada a la pared celular pudiese estar relacionada a la perdida
de un plasmido durante la transicién de Pri+ a Prt; Lo cual no
modifica el sistema proteindsico intracelular [11]. Los mismos
autores también sugieren que este sistema estd codificado por
genes cromosomales o por un plasmido diferente.

En relacién a la actividad aminopeptidasica, la cepa Pri+
presentd 88% en relacion a la cepa mutante Pri- cuando se uti-
lizé leu-pNA como sustrato. Estos resultados corroboran lo
mencionado por Kamaly y Marth [6] quienes obtuvieron 81%
de la cepa Prt+ con respecto a la cepa mutante Pri-. Estas di-
ferencias sustanciales de la actividad proteolitica y aminopepti-
désica entre las cepas Prt+ y Prt- pudiesen ser la base para la
seleccion de cepas deseables que contribuyan al desarrolio del
sabor, textura y calidad sensorial de los quesos.

Actividad enzimatica de cepas comerciales

En el estudio de la actividad enziméatica del Yogurt se

observé una elevada actividad enzimatica tanto aminopeptida-

TABLA Il

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
DE L. /actis SUBSP. lactis 1287 Y 1288, EN UNIDADES DE

ACTIVIDAD
Sustrato Cepa 1287 Cepa 1288

Prt + Prt -
A. Aminopeptidasica 5.5 6.2
(Leu-N-Nitroanilida)
(1 Hora)
A. Proteolitica 41 1.8
(Caseina-Hammersten)
(6 Horas)

TABLA Il

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS
CEPAS COMERCIALES

Sustrato Yogurt S. lactis OR-704 LD-CHN11
A. Aminopeptidasica 149 4.25 3.48 3.4
(Leu-N-Nitroanilida)
(1 hora)
A. Protealitica 122 7.0 6.0 6.5
(Caseina-Hammersten)
(6 horas)
A. Acidificante - 341 41.2 35.9

sica como proteolitica, TABLA llI. Esto fue explicado por Shan-
kar y Davies [13] quienes al analizar la actividad enzimética de
S. termophilus y L. bulgaricus encontraron que éste ultimo pre-
sentaba una alta actividad proteolitica, mientras que en S. ter-
mophilus observaron alta actividad aminopeptiddsica. Este re-
sultado permite explicar que en un cultivo mixto L. bulgaricus
comienza la hidrélisis inmediatamente para suplir ciertos pépti-
dos y aminodcidos, los cuales estimulan el crecimiento de S.
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FIGURA 1. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS PURAS 1287(A), 1288(B), 46%(C), FD-27(D).
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FIGURA 2. CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS COMERCIALES S./actis (A), LD-CHN11 (B), Yogurt (C), OR-704 (D).
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termophilus, siendo ésta especie la responsable de la actividad
amiopeptiddsica.

En las cepas mixtas OR-704 y LD-CH11 no se encontré
mucha variacidn en relacién a sus actividades aminopeptidasi-
cas, proteoliticas y acidificantes. Probablemente esto se deba
a que los fermentos mixtos poseen un afto porcentaje de ce-
pas lentas (Prt-). Una confirmacién de esto pareciera ser el tra-
bajo de Geis y col. [3] quienes encontraron en cultivos mésofi-
los entre 20 y 28% de cepas rdpidas. Las proporciones entre
cepas rapidas y lentas en un cultivo mixto deben ser apropia-
das para que las cepas rapidas suministren los aminodcidos
esenciales para el crecimiento de las cepas lentas.

Trabajos posteriores nos permitirdn conocer la actividad
de las enzimas de estas BAL sobre la B-caseina con técnicas
de electroforesis.
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