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Introduccion

La actividad proteolitica que poseen distintos microorganismos puede ser de utilidad para la obtencion de
metabolitos de interés durante la fermentacion en la industria de los alimentos. Diversos alimentos han sido
fermentados para la obtencion de biomoléculas como los péptidos bioactivos, que tienen distintas funciones
biolégicas: como antimicrobianos, antioxidantes, antihipertensivos, entre otros [1]. Los alimentos
fermentados de los cuales se han obtenido estos péptidos incluyen los vegetales, carne como la de cerdo,
res y peces como la carpa (Cyprinus carpio) [2].

Las bacterias acido lacticas (BAL), han mostrado poseer un sistema enzimatico proteolitico muy complejo
(cada género y especie posee distinta especificidad), pudiéndose obtener péptidos con diversas funciones,
este sistema enzimatico consiste de una proteasa de pared de membrana que es el primer contacto de la
bacteria con las proteinas presentes en el medio de cultivo, ademas de un sistema de transportadores
especificos los cual transportan a los péptidos de la primera hidrolisis al interior de la bacteria para continuar
la hidrolisis por medio de un sistema de enzimas especificas para convertirlos a péptidos mas pequefnos o
residuos de aminoacidos [3].

Gran variedad BAL han mostrado poseer este sistema para hidrolisis de proteina, siendo las BAL nativas
provenientes de fuentes proteicas (BAL que son capaces de sobrevivir en organismos o ecosistemas) las
que poseen un sistema enzimatico mas eficiente debido a que son aisladas de ecosistemas adversos, en
este caso de ecosistemas u organismos ricos en proteinas [4]. Una de las BAL como Lactobacillus sakei, se
ha aislado de fuentes proteicas como peces en los que se incluye la carpa (Cyprinus carpio) [5].

Lactobacillus sakei es una BAL heterofermentativa, Gram positiva, catalasa negativa, que es comunmente
utilizada como cultivo iniciador en fermentacion de carnes, debido a su potencial proteolitico (capacidad de
hidrolizar proteinas). La actividad proteolitica de este tipo de bacterias (Lactobacillus sakei) ocurre durante
el procesamiento de la carne que conduce a la generacion de péptidos con actividad biolégica (péptidos
menores a 5KDa) [6]; la actividad proteolitica esta en relacion con el ecosistema donde se desarrollan las
BAL. Por lo que el objetivo de esta investigacion fue comparar la actividad proteolitica de dos cepas de
Lactobacillus sakei provenientes de carpa cultivada (mercado del mar de la Zona metropolitana de
Guadalajara) y carpa silvestre (Lago de Chapala).

Metodologia
Aislamiento

Para el aislamiento de estas BAL nativas de la carpa, se considerd un pescado completo como una muestra
experimental, por lo que se partié de tres carpas completas cultivada y tres carpas completas silvestre;
posteriormente se sometieron a fermentacion espontanea a 15°C, para dar lugar al desarrollo de microbiota
nativa. Se consideraron dos tiempos de muestreo (5 y 10 dias), el muestreo de cada carpa fue realizado en
piel e intestinos, tanto para las carpas silvestres y la carpas cultivadas. Para el aislamiento de las BAL, se
realizaron diluciones decimales y seriales, posteriormente se sembrd en agar Man, Rogosa and Sharpe
(MRS), y se incubaron a 32°C/48h en condiciones anaerobias. Después de la incubacion las colonias tipicas
de BAL fueron seleccionadas aleatoriamente y aislados en placas de agar MRS.
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A las colonias aisladas se les realizé tincion Gram, morfologia celular y catalasa, para seleccionar las
colonias tipicas de BAL.

Identificacion de Bacterias lacticas (BAL)

Para identificar los aislados de BAL se utilizd la metodologia de Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time of Flight mass spectrometer (MALDI-TOF MS) con MICROFLEX LT platform (Bruker Daltonics), MALDI
TOF [7]. De los aislados se transfirio una colonia con un palillo estéril a la placa del equipo, sobre la colonia
se aplicé una matriz en solucién HCCA (10 mg/mL alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma-Aldrich) en
50% acetonitrile and 2.5% trifluroacetic acid), esta matriz tiene como funcién ionizar la muestra mediante un
haz de luz pulsante. Una vez ionizadas las muestras, estas proteinas viajan por una camara de vacio siendo
detectadas al final para generar un espectro. Los espectros se comparan automaticamente con la libreria
BDAL (Bruker Daltonics) del MALDI TOF, con un criterio de identificacion exitosa con un score mayor o igual
a 1.7. Todas las cepas se identificaron por duplicado y posteriormente se conservaron en congelacién a -
20°C con glicerol como crioprotector.

Identificacion de la actividad proteolitica de BAL

Las dos cepas identificadas como Lactobacillus sakei, fueron sembradas, por separado, en agar MRS e
incubadas a 32°C/48h, la actividad proteolitica se llevé a cabo por medio de la técnica de ensayo de agar
en placa, la cual consiste en tomar una colonia con un palillo estéril e inocular en agar compuesto (sulfato
de magnesio heptahidratado 0.1 g/L; sulfato de manganeso tetrahidratado 0.05 g/L; fosfato dipotasico 2 g/L;
glucosa (Sigma) 10 g/L; agar (BD Difco) 15 g/L; y suplementado con 1 mg/mL de harina de musculo de
carpa), el cual se incubo a 32°C durante 5 dias. Para visualizar el halo proteolitico se inundé la caja con
solucion de tenido (Azul Coomassie brillante R 250 (Bio-Rad) 0.25 g/L; metanol (JT Baker) 450 mL/L; acido
acético Glacial 100 mL/L (Fermont); agua destilada 450 mL/L)); el tehido se llevo a cabo por 1h,
posteriormente se elimina la solucién de tefido y se inund6 con solucién de destefido (Metanol (Fermont)
200 mL/L; acido acético (Fermont) 150 mL/L; agua destilada 650 mL/L) por 1h. Los resultados de esta
técnica se visualizan mediante la presencia de halos proteoliticos, considerando como positivos aquellos
halos mayores a 0.2cm de diametro.

Resultados y discusion
Caracterizacion de BAL aisladas

Se obtuvieron 35 aislados de la carpa cultivada y 28 aislados de la carpa silvestre, con caracteristicas
morfoldgicas tipicas de las BAL; todos los aislados fueron Gram-positivos y catalasa negativos, ademas se
presentaron en forma de bacilos, que son morfologias caracteristicas de estas BAL, se logré aislar una
colonia de Lactobacillus sakei de carpa cultivada y otra de carpa silvestre (Tabla 1).
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Tabla 1. Morfologia colonial y tincién de ambas cepas de Lactobacillus sakei

Origen
colonias Morfologia colonial Tincion Gram
Carpa
Cultivada

Carpa
Silvestre

Identificacion de las BAL

Lactobacillus sakei fue aislada de ambas carpas como se muestra en la Tabla 2. Esta cepa es comunmente
aislada de peces como microbiota benéfica. Como podemos visualizar en la tabla, cada una de las cepas
identificada proviene de diferente ecosistema, la cepa Lactobacillus sakei de carpa cultivada se aisl6 a los
5 dias de fermentacion del intestino de las carpas, mientras que la cepa nativa de Lactobacillus sakei de la
carpa silvestre, se aislé a los 10 dias de fermentacion de la piel de las carpas.

Tabla 2. Cepas identificadas en las carpas de distinto origen
Dias de fermentacion | Organo de aislamiento
5 10 Piel Intestinos

Lactobacillus skei cultivada
Lactobacillus sakei silvestre

Determinacion de la actividad proteolitica de Lactobacillus sakei

Origen

Las dos cepas de Lactobacillus sakei mostraron halo proteolitico Figura 1.

Figura 1. Halo proteolitico. (a) Lactobacillus sakei silvestre, (b) Lactobacillus sakei cultivada.

Lactobacillus sakei proveniente de carpa silvestre muestra un halo proteolitico evidentemente mayor que el
Lactobacillus sakei proveniente de carpa cultivada (Tabla 3). Esta diferencia puede ser debida a que
Lactobacillus sakei proveniente de carpa silvestre, probablemente estuvo expuesta a una mayor fuente de
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proteinas durante su desarrollo en el Lago de Chapala y esto la obligo a desarrollar un sistema proteolitico
mas eficiente, mientras que la cepa de Lactobacillus sakei proveniente de carpa cultivada puedo estar
expuesta a una menor cantidad de proteinas durante su desarrollo por lo que su halo proteolitico es menor
[8].

Tabla 3. Actividad proteolitica de ambas cepas de Lactobacillus sakei

BAL Halo (cm)
Lactobacillus sakei cultivada 0.5 + 0.0
Lactobacillus sakei silvestre 2.2 + 0.4

Conclusiones

Las dos cepas de Lactobasillus sakei tuvieron capacidad proteolitica, de acuerdo a los resultados obtenidos
podemos concluir que el ecosistema de donde son obtenidas estas cepas proteoliticas influye en la eficiencia
de su actividad proteolitica ya que Lactobasillus sakei aislada de carpas silvestre obtuvo un halo 4.4 veces
mayor que Lactobacillus sakei cultivada.

De acuerdo con estos resultados puede ser que entre mas adverso es el ecosistema de donde son aisladas
pueden poseer un sistema metabdlico mas eficiente como en el caso de Lactobacillus sakei silvestre. La
cepa nativa aislada de Lactobacillus sakei silvestre, obtenida de carpas (Cyprinus carpio) del Lago de
Chapala con sistema metabdlico eficiente en la hidrolisis de proteinas, puede ser de utilidad en la industria
de alimentos para la elaboracion de alimentos fermentados funcionales, de donde se pudieran obtenerse
péptidos bioactivos.
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