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Resumen

Estudios en pastas de soja (PS) sin adicion de azUcar y baja concentracion de humedad,
mostraron que Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CRL 207 produjo
principalmente &cido acético y en menor proporcion, acido lactico y etanol, presentando
un cambio en su via metabdlica normal. La cepa no utilizé los principales hidratos de
carbono presentes por lo que se podria generar una condicion de sustrato limitante con
cambios en el uso del piruvato. El oxigeno es un factor importante en el metabolismo y
destinos del piruvato, y se encuentra presente en sustratos soélidos principalmente en

aquellos que contienen menor contenido de agua. En este trabajo se estudié el
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crecimiento, consumo de sustrato y produccion de acidos organicos por la cepa en PS
con 65% de humedad adicionadas con sacarosa, glucosa o fructosa, usando como
control la PS basal. Ademas, se realizaron estudios en medio liquido adicionado con los
mismos azUcares, en agitacion para evaluar la influencia del oxigeno. Los resultados
obtenidos demostraron un cambio en el metabolismo de la cepa bajo las condiciones
estudiadas (diferentes fuentes de carbono y disponibilidad de oxigeno) por la baja
humedad del sustrato s6lido de soja.

Palabras clave: Bacterias lacticas, soja, fermentacion en sustrato sélido, oxigeno,

fuentes de carbono

Abstract
Effect of sugar addition and oxygen presence on the metabolism of lactic acid bacteria:

soybean and culture medium

Studies in soybean pastes (PS) without added sugar and low moisture concentration,
showed that Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei CRL 207 produced mainly
acetic acid and, to a lesser extent, lactic acid and ethanol, presenting a change in its
normal metabolic pathway. The strain did not use the main carbohydrates present, so a
limiting substrate condition could be generated with changes in the use of pyruvate.
Oxygen is an important factor in the metabolism and fate of pyruvate and it is present in
solid substrates, mainly those with lower water content. In order to understand the
behavior presented by the strain in the PS, in this work we studied the growth,
consumption of substrate and production of organic acids by the strain in PS with 65%
moisture added with sucrose, glucose or fructose, using basal PS as control. In addition,
studies were carried out in a liquid medium added with the same sugars, under agitation
to evaluate the influence of oxygen. The results obtained demonstrated a change in the
metabolism of the strain under the studied conditions (different carbon sources and
oxygen availability) due to the low moisture of the solid soybean substrate.

Keywords: Lactic acid bacteria, soy bean, solid state fermentation, oxygen, carbon

source
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INTRODUCCION

Las bacterias lacticas (BAL) no poseen un sistema respiratorio funcional por lo
que deben obtener su energia a través de la fosforilacién a nivel de sustrato. Los
azucares son la principal fuente de carbono y de energia para las BAL tanto para la
produccion de alimentos fermentados, como en los medios utilizados a escala
laboratorio. Si bien las BAL prefieren la glucosa como fuente de carbono y energia,
tienen la capacidad de metabolizar otras hexosas comunes; siendo un comportamiento
dependiente de cepa. Las BAL asociadas a vegetales utilizan una gran variedad de
hidratos de carbono, incluyendo los beta-glucosidos [1]. De acuerdo a las vias de
degradacion de azucares que utilizan, las BAL se dividen en homofermentativas y
heterofermentativas. Las bacterias homofermentativas utilizan la via de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) o glucdlisis, para la fermentacién de las hexosas, siendo el
acido lactico el principal producto de fermentacion [2], [3]. En este metabolismo el
piruvato es el intermediario clave en la via para la produccion de acido lactico. Las
bacterias homofermentativas pueden sufrir un cambio metabdlico hacia una
fermentacion acido-mixta cuando el flujo glicolitico es bajo, afectando los niveles de los
intermediarios y posteriormente, las actividades de las enzimas que compiten por el
piruvato, dando lugar a otros productos ademas de lactato, como acetato, formiato y
etanol [2], [4]. Mientras que, las BAL heterofermentativas como Leuconostoc,
Oenococcus, y ciertas especies de Lactobacillus en general no s6lo fermentan las
hexosas, sino también las pentosas a través de la via 6-fosfogluconato-fosfocetolasa
(PK), o0 via de las pentosas fosfato, que permite la sintesis de otros productos ademas de
acido lactico como etanol, acido acetico y CO- [5], [6] [3]. Ademés, existen otros
caminos alternativos en las BAL para el uso del piruvato que pueden conducir a la
produccién de distintos compuestos ademas de acido lactico, los cuales pueden ser los
principales metabolitos en condiciones limitantes de glucosa o en presencia de oxigeno
como aceptor de electrones [7].

En condiciones de sustrato limitante o por la naturaleza del sustrato, las células
responden regulando ciertas actividades enzimaticas para impedir parcialmente que el

piruvato se reduzca a acido lactico. En su lugar, se puede obtener energia utilizando
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otras alternativas como la piruvato formato liasa o piruvato oxidasa, ya que existe un
sitio de fosforilacion a nivel de sustrato que implica la conversion de acetil-P por la
enzima acetato quinasa dando lugar a la produccién y acumulacion de &cido acético y
ganancia de ATP [5], [8].

La fermentacion en sustrato solido (FSS) es una metodologia que se emplea
desde tiempos remotos para la produccion de diferentes tipos de productos como
alimentos, medicamentos, compuestos de aroma, etc. [9]. Sin embargo, el estudio de las
bacterias en este tipo de sistemas es escaso y existe poca informacion sobre la
optimizacion de pardmetros debido a que esta clase de fermentacion ha sido utilizada
principalmente en hongos y levaduras por su mayor tolerancia a menores contenidos de
humedad [10], [11].

En trabajos previos se estudiaron los principales parametros de fermentacion de
Lacticaseibacillus (L). paracasei subsp. paracasei CRL 207 sobre pasta de soja (PS) sin
azUcar afadido y varias condiciones de temperatura y humedad [12].

Bajo condiciones de FSS con matriz soja se demostré que la cepa crecid y su
biomasa fue similar en todas las condiciones probadas, el pH tuvo poca reduccién en PS
con bajo contenido de humedad (65%, 55% y 50%) con respecto al control de PS sin
inocular. El cambio de humedad afecta la transferencia de oxigeno en la FSS y podria
tener un efecto en el uso del piruvato por parte de las BAL. En relacion con estos
resultados, en este trabajo se propone analizar el efecto de la adicion de diferentes
azlcares en matriz de soja sobre la produccion de acidos organicos por L. paracasei
subsp. paracasei. Como estudio complementario se investigo el efecto de la adicién
azucar y la presencia de oxigeno usando medio de cultivo (MRS) y el mismo

microorganismo.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y condiciones de cultivo

L. paracasei subsp. paracasei CRL 207 (L. paracasei), perteneciente a la
Coleccion de cultivos (CRL) de CERELA-CONICET, se utilizo en todos los ensayos.
Previo a su uso se activo y propagdé en caldo MRS. Viabilidad celular se determin6 por
el método de recuento en placa usando diluciones seriales, los resultados fueron

expresados como log UFC/g o ml. Se utilizaron dos tipos de fermentaciones: liquida en
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caldo MRS base (sin azUcar), y sustrato solido (FSS) usando PS con 65% de humedad

[12]. En los diferentes ensayos se adiciono glucosa, fructosa o sacarosa (Britania).

Efecto de la adicion de azucar

Con el objeto de seleccionar la concentracion inicial de azlcar a adicionar se
realizd un ensayo preliminar. Se us6 MRS base agregando glucosa, fructosa o sacarosa
en diferente concentracion: 0,5; 1; 2; 4 y 6% (p/v), se inoculo la cepa seleccionada
(DOseo inicial de 0,1) en cada condicidn, y se coloco en microplaca. Se utiliz6 un lector
de microplacas que permite medir el crecimiento microbiano por densidad Optica
(DOsgo) a 37 °C cada 30 min durante 24 h (VERSAmax, Sunnyvale, CA, EEUU).

Luego, se investigo el agregado de estos azucares (concentracion seleccionada
por ensayo anterior) al medio MRS base en condiciones estaticas y con agitacion (150
rpm). Los medios se inocularon con la cepa seleccionada (DOsgo inicial de 0,1) y se
incubaron a 37 °C durante 24 h, tomandose muestras a diferentes tiempos (0, 2, 3, 4, 6,
8y 24 h). El crecimiento se estudié mediante medidas de absorbancia a 560 nm (Lector
Tubos Spectronic 20, Bausch & Lomb) y medidas de pH. Se calculé la diferencia de
DOy pH (0 y 24h), y la velocidad especifica de crecimiento.

Al mismo tiempo, se evalud la adicién de sacarosa y sus productos de hidrolisis
(glucosa y fructosa) en PS. Se inoculd al 2% y se incubo a 37 °C. Se tomaron muestras
en diferentes tiempos de fermentacién (0, 4, 8, 12 y 24 h) y se determiné pH (pHmetro

Sartorius, PT10), &cidos organicos y azUcares por técnicas de HPLC [13].

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de la concentracion inicial de azdcar en medio de cultivo

En Figura 1 se muestran las curvas de crecimiento en microplaca (DOseo) de L.
paracasei en caldo MRS base con glucosa (Figura 1A), fructosa (Figura 1B) y sacarosa
(Figura 1C) en diferentes concentraciones. La cepa fue capaz de crecer en todas las
condiciones. En glucosa y fructosa mostr6 un mayor desarrollo (DOsgo ~ 1,4-1,2) en
contraste con las condiciones de sacarosa (DOsgo~ 0,6). En el estudio realizado en MRS
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se pudo observar que la cepa no fue capaz de utilizar la sacarosa de manera eficiente
como sus monomeros, glucosa y fructosa, presentando un crecimiento menor. Este
crecimiento fue similar con el desarrollo de la cepa en el medio basal sin aztcar (datos
no mostrados), lo que significa que la cepa podria crecer utilizando otra fuente de
carbono y energia, pero en menor medida con respecto a la presencia de azucares
fermentables como la glucosa y la fructosa. Para todas las condiciones probadas la cepa
crecié mejor en 2 % de azlcar afiadida, como se puede observar en Figura 1D.
Seleccionando esta concentracién (2%) para los ensayos en MRS base con y sin

agitacion y en PS.

Crecimiento de L. paracasei en medio MRS base con adicion de 2% de azucares en
condiciones estaticas y de agitacion

Se evaluo el desarrollo de la cepa en medio liquido con adicion de diferentes
azlcares (2%) con y sin agitacion para analizar los cambios en presencia de oxigeno

(aerobiosis) ya que este es un factor importante en la FSS [14].
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Figura 1. Curvas de crecimiento en microplaca (DOsgo) de L. paracasei en caldo MRS base con
diferentes concentraciones de azucares. A: glucosa; B: fructosa; C: sacarosa; D: crecimiento en
caldo MRS agregado con 2% de cada azUcar.

En la Tabla 1 se muestran los pardmetros de crecimiento de la cepa en
condiciones estéticas y en agitacion. La presencia de oxigeno por proceso de agitacion
produjo un aumento de los valores de biomasa y pH en todas las condiciones en
comparacion con el proceso estatico. La velocidad especifica (u), el Alog UFC/ml y el
pH mostraron un ligero incremento, demostrando un efecto positivo por presencia de

oxigeno en los parametros de crecimiento de esta cepa.

Tabla 1. Parametros de crecimiento de L. paracasei en MRS base adicionado de 2% de glucosa,
fuctosa o sacarosa en condiciones estaticas y aerobicas

Estatico umax (h't) ADOs60nm ApH
MRS Glucosa 2% 0,48 5,25 2,77
MRS Fructosa 2% 0,47 3,52 2,75
MRS Sacarosa 2% 0,10 0,66 1,11

Con Agitacion

MRS Glucosa 2% 0,51 5,58 2,63
MRS Fructosa 2% 0,52 4,60 2,60
MRS Sacarosa 2% 0,13 0,89 0,48

Efecto de la adicion de azlcares (sacarosa, glucosa o fructosa) a la pasta de soja
sobre el crecimiento, pH y produccion de acidos organicos por L. paracasei

En Figura 2 se muestra el comportamiento de L. paracasei en la PS basal (sin
azucar adicional), y en las PS adicionadas con 2% de los distintos azlcares (sacarosa,
glucosa y fructosa). En las cuatro condiciones ensayadas la cepa presentd buen
desarrollo alcanzando valores entre 9,75+0,34 y 10,14+0,38 log UFC/g a las 24 h de
fermentacidn, mostrando el mayor valor para la PS adicionada de glucosa. Se observd
descenso del pH hasta las 8 h, luego de ese tiempo en PS basal y PS con sacarosa el pH
incrementd levemente. Este efecto, podria estar relacionado a la produccion de
amoniaco proveniente del catabolismo de aminoacidos por presencia de enzimas
proteoliticas [15]. Los pH finales de fermentacion (24 h) tuvieron un comportamiento
diferente que no se correlacion6 con la produccion de biomasa. En las PS sin adicion de

azlcar y con sacarosa no tuvieron tanta acidificacion (pH 5,92+0,60 y 5,40+0,17
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respectivamente), mientras que las PS adicionadas con glucosa o fructosa la
acidificacion fue mayor (pH ~ 4,50+0,06) a las 24 h. Por otra parte, los diferentes
valores de pH alcanzados en las muestras podrian estar relacionados con la capacidad de
la cepa para metabolizar cada azlcar en la matriz compleja soja en condiciones de FSS.
En la PS basal la sacarosa presente no mostro variaciones, la cepa no fue capaz de
utilizarla como fuente de carbono, sin embargo se observé formacién de acido acético
(133,27 umol/g a las 24h) como principal producto de fermentacion, mientras que la
produccion de acido lactico fue menor con un valor de 33,03 umol/g (Figura 2A). En la
PS adicionada de sacarosa (133,41 pumol/g) se observo una disminucion del contenido
de este azUcar en las primeras horas de fermentacidn, manteniéndose luego sin cambios
hasta el final de la misma. La glucosa presente en la pasta (31,90 pumol/g) fue
consumida completamente por la cepa. El acido lactico fue el principal producto de
fermentacion con valores proximos a 150 pmol/g antes de las 24 h, sin embargo, se
observd una disminucion del mismo con un valor final de 95,82+10,86 pmol/g.
Ademaés, la cepa también produjo &cido acético incrementado su valor (115,76+17,63
umol/g) al final de la fermentacion (Figura 2B).

Este resultado podria estar relacionado a la capacidad que tienen ciertas BAL
de utilizar el acido lactico para obtener energia adicional luego del agotamiento de la
glucosa obtenida y en condiciones aerdbicas, con la produccion de acido acético y ATP
[16]-[19]. Por otra parte, en estas dos condiciones ensayadas se observd buena
formacion de biomasa con produccién de acidos organicos, estos resultados podrian
sugerir que la bacteria podria usar otras fuentes de carbono de la matriz compleja soja
para su desarrollo. Una posibilidad es que la cepa utilice la glucosa adicional
proveniente de las IS glicosiladas, por accion de la enzima B-glucosidasa. Rodriguez de
Olmos y col. [12] mostraron incremento en esta enzima y en las IS agliconas trabajando
en condiciones similares. Otra posibilidad podria estar relacionada con el estrés
osmotico que se genera en la matriz con el mayor contenido de sacarosa presente que no
es consumida. En la PS adicionada de glucosa la cepa presentd un metabolismo
homolactico con alta produccion de acido lactico y escasa produccion de acido acético

(Figura 2C). Un comportamiento similar se present6 cuando la PS fue adicionada con
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fructosa (188 umol/g), observandose el consumo total de este carbohidrato y la glucosa
presente (38,33 umol/g) en esta matriz, al final de la fermentacion. L. paracasei subsp.
paracasei CRL 207 produjo acido lactico como principal producto de fermentacion
(418 umol/g), con una menor produccién de acido acético (32,60 umol/g) (Figura 2 D).
En estas ultimas dos condiciones, los valores obtenidos de acido lactico fueron
proximos a los teodricos esperados, considerando que la glucosa y fructosa estarian
siendo metabolizados por medio de la via EMB, por cada mol de azlcar utilizado se

obtienen 2 moles de &cido lactico [2], [4].
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Figura 2. Comparacion del desarrollo de L. paracasei en pastas de soja (PS). A: PS base sin
azucar; B: PS adicionada con sacarosa 2%; C: PS con glucosa 2%; D: PD con fructosa 2%.
Crecimiento (log UFC/g), pH, consumo de azicares y produccion de acidos organicos (umol/g).

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la cepa de L.
paracasei subsp. paracasei CRL 207 utilizada cambia su perfil metabolico en la PS de
acuerdo a los azUcares presentes en la matriz, las cepas del grupo Lacticaseibacillus
poseen un metabolismo homofermentativo, pero bajo ciertas condiciones como por

ejemplo azlcar limitante, presencia de oxigeno pueden presentar una desviacion de la
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via glicolitica normal (EMB) pudiendo generar otros productos de fermentacion [3], [4],

observandose diferencias en la produccion de acidos organicos y, en consecuencia del

pH de la matriz. El efecto de la presencia de oxigeno se estudié en medio de cultivo
(MRS) observando un incremento en la biomasa y el pH en todas las condiciones
ensayadas, poniendo en evidencia que el oxigeno podria ser responsable en parte, del

comportamiento que la cepa presento en las pastas de soja sin azucar adicional.

Algunas de las enzimas presentes en esta cepa podrian estar afectadas por la
presencia de oxigeno, como la activacion de la piruvato oxidasa que permite
metabolizar el piruvato a acetil-P (susceptible de fosforilacion a nivel de sustrato), CO>
y H20,. Esta accion enzimatica permite la obtencion de una cantidad de energia
suplementaria (en forma de ATP) en condiciones de sustrato limitante gracias a la
produccion de acetil-P para la fosforilacion a nivel de sustrato por la acetato quinasa [2].
La actividad aumenta en presencia de oxigeno y se reduce en presencia de glucosa. Este
mecanismo podria ser responsable, en parte, de la energia adicional que obtiene L.
paracasei para poder desarrollar en las PS en donde no se observaron cambios
significativos en la concentracion de los azlcares. Se ha demostrado en bacterias del
grupo Lacticaseibacillus, la incidencia del oxigeno sobre el aumento de la biomasa y
aumento del pH del medio por activacion de la enzima piruvato oxidasa en condiciones
de baja concentracién de glucosa y agitacion [20], que podria ser un mecanismo
presente en la cepa bajo estudio en condiciones de sustrato limitante y presencia de

oxigeno, tanto en medio liquido como en las PS.

En los Gltimos afios se han desarrollado trabajos donde se evalu6 el efecto de la
presencia de oxigeno en condiciones de respiracion, donde el suplemento de hemina y
vitamina k2 permite a las bacterias utilizar la respiracion como alternativa para la
obtencion de energia en condiciones de sustrato limitante y presencia de oxigeno en
distintos géneros de BAL [20]-[24]. Seria interesante evaluar en L. paracasei subsp.
paracasei CRL 207 la posibilidad de respirar bajo las condiciones estudiadas y utilizar
la energia obtenida a partir de este mecanismo, debido a que se ha demostrado que en
condiciones de respiracion, las bacterias lacticas presentaron mayor tolerancia a

diferentes condiciones de estrés [25], [26], resultando interesante como estrategia para

10
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aumentar la viabilidad, la seguridad y las propiedades tecnologicas y funcionales de los
alimentos fermentados con BAL [26], [27].

CONCLUSIONES

Lacticaseibacillus paracasei susbp. paracasei CRL 207 no fue capaz de
utilizar sacarosa (azucar principal de la soja) como fuente de carbono fermentativo en la
PS ni en el caldo MRS. A diferencia de MRS, en la PS base y las adicionadas de
diferentes azlcares (sacarosa, glucosa, fructosa) la cepa alcanzé un alto crecimiento,
alcanzando diferentes pH finales y produccion de &cidos orgénicos desviando el
metabolismo homofermentativo. Este comportamiento podria estar relacionado con la
presencia de oxigeno en la matriz de soja tal como se evidencié en el caldo MRS. Sin
embargo, la PS es un sustrato complejo que puede tener otras fuentes de carbono que
podrian ser utilizadas por este microorganismo para lograr una alta biomasa en las PS
fermentadas. Ademas, el hecho de que la cepa no sea capaz de utilizar la sacarosa
produciria una condicién de sustrato limitante, junto con la presencia de oxigeno,

redirigiendo los futuros de piruvato a la obtencién de otros productos finales.
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