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4 RESUMEN 
 

 

Pediococcus pentosaceus 1101 se identificó mediante la secuenciación del gen ARNr 16S y 

MALDI-Biotyper. La cepa se expuso a condiciones similares a las del tracto gastrointestinal 

(TG) para evaluar sus propiedades probióticas. Ello incluía la cinética de crecimiento, las 

actividades proteolíticas e inhibitorias dentro de un rango de pH; su supervivencia a pH bajo 

y en presencia de sales biliares; la actividad antagonista, las propiedades de adhesión celular 

y la resistencia a los antibióticos. A continuación, se realizó un análisis genómico y 

proteómico que implicó la identificación de las proteínas obtenidas en condiciones de control 

y gastrointestinales. La cepa mostró actividad antagonista frente a bacterias Gram negativas 

y Gram positivas, alta resistencia a la acidez (87% de tasas de supervivencia logarítmica, pH 

2) y a las sales biliares (99% de tasas de supervivencia logarítmica, 0.5% p/v) y unión 

hidrofóbica; así como sensibilidad a la penicilina, la amoxicilina y el cloranfenicol. Por otra 

parte, P. pentosaceus 1101 tiene un genoma de 1.76 Mbp con 1,754 secuencias codificantes, 

55 ARNr y 33 ARNt. El análisis proteómico mostró que 120 proteínas estaban implicadas en 

mecanismos en los que la cepa percibe los efectos de las sales ácidas y biliares. Además, la 

cepa produce al menos una enzima lítica (N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa; 32 kDa), que 

puede estar relacionada con la actividad antimicrobiana. Por tanto, las proteínas identificadas 

pueden ser un factor clave en la adaptación de P. pentosaceus 1101 al TG y estar asociadas 

a sus propiedades tecnológicas y probióticas. Basándonos en los resultados del presente 

estudio, Pediococcus pentosaceus 1101 podría tener potencial para su uso como probiótico, 

ya que puede sobrevivir al paso al intestino, o podría utilizarse como cultivo bioprotector en 

alimentos fermentados debido a su capacidad para competir con microorganismos alterantes 

y patógenos. Hemos obtenido una serie de resultados que aportan información sobre cómo 

responden molecularmente los probióticos al estrés durante el tránsito gastrointestinal y que 

también podrían ser útiles para la selección de cepas que intervienen en el procesado de 

alimentos. 
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5 ABSTRACT 

 

 
Pediococcus pentosaceus 1101 was identified by sequencing of the 16S rRNA gene and 

MALDI-Biotyper. The strain was exposed to conditions that resemble the gastrointestinal 

tract (GT) to evaluate its probiotic properties. That included the growth kinetics, proteolytic 

and inhibitory activities within a pH range; its survival at low pH and in the presence of bile-

salts; the antagonistic activity, cell-adhesion properties, and antibiotic resistance. Followed 

by a genomic and proteomic analysis that involved the identification of proteins obtained 

under control and gastrointestinal conditions. The strain showed antagonistic activity against 

Gram-negative and Gram-positive bacteria, high resistance to acidity (87% logarithmic 

survival rate, pH 2) and bile salts (99% logarithmic survival rate, 0.5% w/v) and hydrophobic 

binding; as well as sensitivity to penicillin, amoxicillin, and chloramphenicol. On the other 

hand, P. pentosaceus 1101 has a genome size of 1.76 Mbp with 1,754 coding sequences, 55 

rRNAs and 33 tRNAs. The proteomic analysis showed that 120 proteins were involved in 

mechanisms in which the strain senses the effects of acid and bile salts. Besides, the strain 

produces at least one lytic enzyme (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase; 32 kDa), that may 

be related to the antimicrobial activity. Therefore, proteins identified may be a key factor 

when it comes to the adaptation of P. pentosaceus 1101 into the GT and associated with its 

technological and probiotic properties. Based on the results of the present study, Pediococcus 

pentosaceus 1101 could have potential for use as a probiotic, as it can survive the passage to 

the gut, or could be used as a bioprotective culture in fermented foods due its ability to 

compete with spoilage and pathogenic microorganisms. We obtained a series of results that 

provide information on how probiotics respond molecularly to stress during gastrointestinal 

transit and that could also be useful for the selection of strains involved in food processing. 
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6 INTRODUCCIÓN 
 

En la actualidad, los probióticos se han utilizado en la producción de varios alimentos 

funcionales, suplementos dietéticos y productos biofarmacéuticos [Fan et al., 2022]. El 

término probiótico hace referencia a un cultivo de microorganismos vivos que, cuando se 

administran en cantidades adecuadas (al menos 108 UFC) [Sanders et al., 1993], confieren 

un beneficio a la salud del huésped, como efectos inmunomoduladores, anticancerígenos, 

hipolipemiantes, antagonistas de bacterias patógenas, que refuerzan la barrera intestinal y 

equilibran la microbiota intestinal [Li et al., 2021; Yang et al., 2020]. La mayoría de los 

probióticos para uso en humanos pertenecen al grupo de las bacterias ácido lácticas (BAL) 

[Ramirez-Chavarin et al., 2013], que se emplean habitualmente para producir  alimentos 

fermentados, como lácteos, carnes y verduras. Las cepas probióticas comprenden miembros 

de los géneros Pediococcus, Latilactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus, entre otros, 

y están reconocidas genéticamente como seguras [Wessels et al., 2004].  

Se ha establecido que los aislados microbianos destinados a ser utilizados como probióticos 

deben cumplir varios criterios, como su capacidad para sobrevivir a través del TG superior, 

y tolerar los jugos gástricos humanos, así como la bilis humana y la secreción pancreática 

durante el tránsito a través del intestino. Las bacterias probióticas también deben mostrar 

adherencia a las superficies epiteliales y cierta resistencia a los antibióticos, para sobrevivir 

en el TG del huésped y ejercer sus actividades beneficiosas sobre él [Śliżewska et al., 2021]. 

La colonización del intestino por bacterias probióticas puede impedir el crecimiento de 

bacterias nocivas mediante la exclusión competitiva, la modulación del sistema inmunitario 

y la producción de ácidos orgánicos, entre otros compuestos antimicrobianos [Bao et al., 

2010]. Las BAL son residentes normales del TG, el número de BAL en el estómago es <3 

log UFC/mL, en el íleon 2-5 log UFC/g y en el colon 4-9 log UFC/g [Gorjbach et al., 1967].  

Las BAL con propiedades probióticas también pueden utilizarse como cultivos iniciadores 

en ciertos productos alimentarios, como los productos cárnicos fermentados, contribuyendo 

así al desarrollo de la textura, el sabor y la vida útil. Las BAL probióticas deben adaptarse al 

entorno heterogéneo que se encuentra en la carne y otros sistemas alimentarios, también 

deben ser un fuerte competidor frente a la microbiota natural y crecer en un número que tenga 

un efecto beneficioso para la salud [Erkkilä y Petäjä, 2000]. La actividad antagonista de las 

BAL se debe principalmente a la producción de ácidos orgánicos derivados del metabolismo 
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de la glucosa, pero otros posibles metabolitos incluyen bacteriocinas y pepti-doglicano 

hidrolasas (PGH) entre otros péptidos antimicrobianos, que también son responsables de la 

actividad antimicrobiana frente a microorganismos patógenos y alterantes [Arief et al., 2015; 

García-Cano et al., 2015]. La respuesta celular a las variaciones ambientales extremas, o 

respuestas al estrés, se caracteriza por cambios en la expresión génica y la fisiología celular. 

Estos cambios permiten a los microorganismos adaptarse a nuevas condiciones ambientales 

[Eichelmann, 2006], donde las proteasas y PGH pueden ser constitutivas o parcialmente 

inducibles, y su síntesis está fuertemente influenciada por factores como los componentes 

del medio, el pH y las variaciones de temperatura. 

El género Pediococcus pertenece al grupo de las BAL, filo Firmicutes, clase Bacilli, orden 

Lactobacillales y familia Lactobacillaceae [Zheng et al., 2020]. El género Pediococcus spp. 

incluye varias especies, como P. acidilactici, P. pentosaceus, P. inopinatus, P. dextrinicus, 

P. clausseni, P. cellicola, P. ethanolidurans, P. parvulus y P. stilesii. En concreto, se ha 

descrito que P. pentosaceus forma parte de la microbiota de varios alimentos, como el queso, 

bebidas, encurtidos, vino, los productos lácteos y la carne [Zommiti et al., 2018]. Se utiliza 

habitualmente como cultivo iniciador debido a su actividad acidificante y proteolítica, que 

influye en las características sensoriales de varios productos fermentados, como las carnes 

fermentadas [Doyle et al., 2006]. Además de su uso potencial como cultivos iniciadores, 

diferentes cepas pertenecientes al género Pediococcus tienen un uso potencial como bacterias 

probióticas [Hernández-Alcántara et al., 2018], ejerciendo efectos beneficiosos a través de 

una variedad de mecanismos complementarios, incluyendo resistencia a la acidez, sales 

biliares y actividad antimicrobiana frente a patógenos [Zommiti et al., 2018]. Los métodos 

proteómicos basados en espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida (LC-

MS/MS) ofrecen ventajas en cuanto a velocidad y fiabilidad en comparación con otros 

métodos tradicionales como la electroforesis bidimensional, y permiten identificar y 

caracterizar el proteoma bacteriano global, incluyendo la búsqueda de factores asociados a 

la patogenicidad así como a la sensibilidad antibiótica [Abril et al., 2022]. Algunos informes 

relacionados con el análisis proteómico de P. pentosaceus han demostrado que esta bacteria 

es capaz de modular su proteoma cuando se expone a diferentes ambientes estresantes como 

el calor, el frío, el ácido, la bilis y el estrés oxidativo; además, se han identificado algunas 

proteínas que podrían utilizarse como marcadores para evaluar la tolerancia al estrés, lo que 
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podría ayudar a comprender los mecanismos de tolerancia al estrés, proporcionando así 

nuevas perspectivas para la producción de probióticos mejorados [Baig et al., 2021; Zhang 

et al., 2021]. La cepa de P. pentosaceus 1101 fue identificada y seleccionada para su 

evaluación debido a su amplio espectro de inhibición contra microorganismos patógenos y 

deteriorantes de los alimentos, alta resistencia a condiciones ácidas y prevalencia a lo largo 

del proceso de maduración de un producto cárnico fermentado (chorizo tipo español) del que 

fue aislada previamente por nuestro grupo [Juárez-Castelán et al., 2019]. Por tanto, nuestro 

objetivo fue evaluar las características probióticas de la cepa P. pentosaceus 1101 e 

identificar aquellas proteínas implicadas en la resistencia y adaptación a la acidez y a las sales 

biliares, con el fin de obtener información sobre los mecanismos que regulan la supervivencia 

de esta cepa a las condiciones del TG para un posible uso probiótico, para lo cual decidimos 

realizar un análisis proteómico mediante LC-MS/MS empleando la técnica Label-free. 

Además, se evaluó su capacidad inhibitoria y actividad proteolítica a diferentes valores de 

pH ya que estas condiciones pueden inducir cambios en el metabolismo celular. 

 

7 MARCO TEÓRICO 
 

 

7.1 Bacterias ácido lácticas 
 

Las BAL comprenden un diverso grupo de microorganismos Gram-positivos, catalasa 

negativos, quimiorganotróficos (que crecen únicamente en medios complejos), no mótiles, 

con morfología bacilar o cocoide, no esporulados, con contenido de guanina y citocina (G+C) 

de 33-55%, que incluyen especies de los géneros Aerococcus, Alloiococcus Carnobacterium, 

Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus  Weissella  

[Monroy et al., 2009; Stiles y Holzapfel, 1997] y Bifidobacterium con contenido de G+C de 

57-65% [Sgorbati et al., 1995]. 

 

Las BAL son un grupo capaz de fermentar carbohidratos para formar principalmente ácido 

láctico (fermentación homoláctica) y para producir además acetato, etanol, CO2, formato o 
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succinato (fermentación heteroláctica). La figura 1 muestra las tres principales vías 

asociadas con el metabolismo de las hexosas en las BAL, la fermentación homoláctica sigue 

la familiar vía Embden-Meyerhof-Parnas para glucólisis la cual se caracteriza por el papel 

clave de la enzima aldolasa, comparable con la función realizada por fosfocetolasa en las 

otras dos vías. La vía de la 6-fosfogluconato que produce CO2, lactato, acetato y en algunos 

casos etanol se encuentra en microorganismos que muestran el tipo de fermentación 

heteroláctica, excepto para bifidiobacterias la cuales utilizan la vía Bifidus. [Holzapfel y 

Wood, 2012]. 

 

 

Figura 1. Presentación esquemática de las principales vías de fermentación de la hexosa en las BAL [Holzapfel 

y Wood, 2012]. 

 

 

7.2 Las BAL como probióticos 
 

Un probiótico es un cultivo de microorganismos vivos, principalmente BAL o 

bifidobacterias, que afecta de manera benéfica la salud del huésped cuando se ingiere en 

cantidades suficientes. La colonización del intestino por bacterias probióticas previene el 

crecimiento de bacterias dañinas por exclusión competitiva, modulación del sistema inmune 

y por la producción de ácidos orgánicos y compuestos antimicrobianos [Fuller, 1989; 

Mogensen, 1995; Bao et al., 2010]. Las BAL son residentes normales del tracto 
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gastrointestinal, el número de BAL en el estómago es de <3 log UFC/ml, en el íleon 2-5 log 

UFC/g y en el colon 4-9 log UFC/g [Gorjbach et al., 1967] et al.  

Se ha informado que las condiciones para que las BAL se utilicen como probióticos incluyen 

mínimamente lo siguiente: a) deben reconocerse como seguras (GRAS), b) deben ser 

tolerantes al ácido y la bilis y c) deben producir sustancias antimicrobianas como ácido 

láctico y bacteriocinas, entre otros [Pennacchia et al., 2006]. Además, deben poseer la 

capacidad de sobrevivir en los productos con un número suficiente durante su producción y 

almacenamiento [Bao et al., 2010] y tener la capacidad de adherirse a la mucosidad intestinal, 

a las células epiteliales, auto-agregación y co-agregación para formar una barrera que bloquea 

la colonización por patógenos et al[Ramirez-Chavarin et al., 2013] ya que estas propiedades 

de auto y co-agregación se han relacionado con la capacidad de interactuar estrechamente 

con bacterias indeseables [Ehrmann et al., 2002] 

7.2.1 Resistencia a acidez y sales biliares 
 

Los probióticos comienzan su acción en el tracto gastrointestinal siendo capaces de 

sobrevivir un pH ácido en el estómago y posteriormente resisten los ácidos biliares al 

comienzo del intestino delgado [Salminen et al., 1996]. El pH del HCl excretado en el 

estómago es de 0.9. Sin embargo, por la digestión de alimentos se eleva el valor del pH al 

nivel de pH 3. Después de la ingestión de alimentos, el estómago tarda 2-4 h en vaciarse. Las 

sales biliares se sintetizan a partir del colesterol en el hígado, se almacenan en la vesícula 

biliar y se liberan en el intestino delgado después de la ingestión de lípidos. Estas sales 

biliares que actúan como detergente son críticas en la sobrevivencia de los microorganismos 

ya que sus membranas celulares están compuestas de lípidos y ácidos grasos. Sin embargo, 

algunos microorganismos pueden hidrolizar las sales biliares con la enzima hidrolasa de sal 

biliar, disminuyendo su solubilidad y por tanto debilitando su efecto detergente [Erkkilä y 

Petäjä, 2000; Hofmann y Mysels, 1992]. 

Las cepas de BAL tienen diferentes capacidades en la supervivencia de la acidez, como lo 

indican los resultados de Arief et al., 2015, debido a que son afectadas específicamente por 

los mecanismos de homeostasis de pH, los tres sistemas principales involucrados en la 

homeostasis de pH de BAL son el sistema de arginina deaminasa, la bomba de protones H + 

-ATPasa y el sistema de glutamato descarboxilasa [Cotter y Hill, 2003]. 
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El mecanismo de inhibición del ácido láctico a la célula bacteriana, tiene propiedades 

hidrofóbicas, facilitando la difusión en forma de protones en la célula a través de la 

membrana celular. Como resultado, el pH intracelular es más alto que el pH extracelular, 

[Naidu, 2000]. La actividad antimicrobiana de los ácidos orgánicos y del pH es 

complementaria, debido a su naturaleza lipofílica, pueden atravesar la membrana celular y 

disociarse en el citoplasma, interfiriendo con funciones celulares, como la translocación de 

sustrato y la fosforilación oxidativa, incremento de protones en el interior celular excediendo 

la capacidad tampón del citoplasma, provocando el transporte hacia el exterior mediante 

bomba de protones, agotando las reservas energéticas de la célula, la bomba de protones se 

detiene y se provoca el descenso del pH interno, esto causa desnaturalización de proteínas  y 

desestabilización de componentes estructurales y funcionales, interfiriendo así con la 

viabilidad celular [Vásquez, et al., 2009]. 

A pesar de que las bacterias son sensibles al pH ácido del estómago, algunas BAL pueden 

sobrevivir y crecer a ese pH relativamente bajo porque tienen un sistema que transporta 

simultáneamente ácido láctico y protones al exterior de la célula [Ramirez-Chavarin et al., 

2013]. 

 

7.2.2 Propiedades de adherencia 
 

Un criterio principal para la selección de cepas probióticas es la capacidad de adherirse a la 

superficie intestinal ya que se requiere adherencia al moco intestinal para la colonización y 

la actividad antagonista contra enteropatógenos. Al llegar al intestino, una cepa probiótica 

debe fijarse a las puntas de las microvellosidades y luego adherirse al moco para evitar ser 

arrastrado por el peristaltismo [Ramirez-Chavarin et al., 2013].  

La afinidad de las bacterias por solventes orgánicos como cloroformo y hexano, indica sus 

propiedades de la superficie celular, la afinidad por el hexano (disolvente no polar) demuestra 

la superficie hidrofóbica característica de la bacteria, y la afinidad por el cloroformo 

(disolvente ácido polar) describe la propiedad de donante de electrones de la superficie 

celular bacteriana, que se atribuye a los grupos carboxílicos y a las interacciones ácido-base 

de Lewis [Cebeci y Gürakan, 2003]; se ha sugerido que las células bacterianas con alta 

hidrofobicidad tienden a formar fuertes interacciones con las células musculares o se 

adhieren fuertemente a las células epiteliales [Doyle et al., 2006;  Baig et al., 2021].   
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Las BAL probióticas tienen la capacidad de formar un agregado articular consigo mismas 

(auto-agregación) y con bacterias patógenas (co-agregación) [Bao et al., 2010]. Se ha 

informado que la capacidad de auto-agregación se correlaciona con la adherencia, que es un 

requisito previo para la colonización del tracto gastrointestinal y la infección por patógenos; 

la co-agregación, por el contrario, está vinculada a la capacidad de interactuar estrechamente 

con los patógenos. Por lo que la capacidad de co-agregación, adherirse a las células epiteliales 

HEp-2, junto con la hidrofobicidad de la superficie celular y la capacidad de agruparse con 

cepas patógenas se pueden utilizar para la selección preliminar y la identificación de bacterias 

probióticas con aplicaciones potenciales en sistemas humanos y animales [Ramirez-Chavarin 

et al., 2013].  

 

7.2.3 Resistencia a antibióticos 
 

Las bacterias probióticas deben ser caracterizadas y probadas como seguras para la salud de 

los consumidores a través de múltiples análisis de seguridad, incluyendo la resistencia a los 

antibióticos [Jacobsen et al., 1999]. El microbioma intestinal es un reservorio para la posible 

propagación de genes de resistencia de los comensales a los patógenos, lo que se denomina 

resistoma intestinal. En la actualidad, se discute hasta qué punto los probióticos modulan el 

microbioma y su efecto sobre el resistoma no está claro ya que existen hallazgos que sugieren 

efectos opuestos de los probióticos en el resistoma, específicos para cada persona y 

dependientes de los antibióticos, cuya contribución a la propagación de los genes de 

resistencia antimicrobiana a lo largo del tracto gastrointestinal humano merece más estudios 

[Montassier et al., 2021]. 

La resistencia antimicrobiana a los antibióticos es el resultado de la expresión de enzimas 

inactivadoras de antibióticos y de mecanismos no enzimáticos. Ambos pueden ser expresados 

intrínsecamente por una especie dada (genes cromosómicos), o adquiridos por un 

subconjunto de cepas como consecuencia de dos eventos genéticos distintos, aunque no 

mutuamente excluyentes: mutaciones en los genes cromosómicos que dan lugar a un aumento 

de la expresión de mecanismos de resistencia intrínsecos, alteraciones de la permeabilidad 

por pérdida de porinas de la membrana externa y transferencia horizontal de elementos 
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genéticos móviles portadores de genes de resistencia, en particular plásmidos que codifican 

betalactamasas [Ruppé et al., 2015]. 

Las BAL muestran susceptibilidad a piperaciclina y para todos los demás antibióticos existe 

resistencia clínica, excepto para la amoxicilina, Lactobacillus y Leuconostoc spp., muestran 

resistencia a vancomicina mientras que Lactococcus y Enteroccoccus son susceptibles; la 

impermeabilidad de la pared celular parece ser el principal mecanismo de resistencia a 

penicilinas y cefalosporinas, ya que las BAL carecen de transporte de electrones mediado por 

citocromo, sin embargo, la cooperación de mecanismos inespecíficos, como los 

transportadores de múltiples fármacos y los sistemas autolíticos defectuosos de la pared 

celular, pueden explicar las diferencias en la resistencia entre cepas [Flórez et al., 2005] 

 

7.3 Compuestos antimicrobianos sintetizados por BAL  
 

La utilización de los carbohidratos disponibles en el alimento y la reducción del pH a causa 

de los ácidos orgánicos producidos, son el principal mecanismo de antagonismo microbiano 

de las BAL. Se sabe también que estas bacterias producen otras sustancias antagonistas tales 

como el diacetilo, peróxido de hidrógeno, radicales libres, acetaldehído, isómeros D de 

aminoácidos, compuestos no proteicos de bajo peso molecular [Dabés, et al., 2001], PGH, 

bacteriocinas y péptidos antimicrobianos como proteínas ribosomales [Heilbronner et al., 

2021].La actividad antimicrobiana de los ácidos orgánicos y del pH es complementaria, 

debido a su naturaleza lipofílica, pueden atravesar la membrana celular y disociarse en el 

citoplasma. interfiriendo con funciones celulares, como la translocación de sustrato y la 

fosforilación oxidativa, incremento de protones en el interior celular excediendo la capacidad 

tampón del citoplasma, provocando el transporte hacia el exterior mediante bomba de 

protones, agotando las reservas energéticas de la célula, la bomba de protones se detiene y se 

provoca el descenso del pH interno, esto causa desnaturalización de proteínas  y 

desestabilización de componentes estructurales y funcionales, interfiriendo así con la 

viabilidad celular [Vásquez, et al., 2009]. 
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El peróxido de hidrógeno (H2O2) funciona como un oxidante produciendo radicales libres 

que atacan los componentes celulares esenciales, lípidos, proteínas y DNA. La acumulación 

del H2O2 en los medios de cultivo, se debe a que las BAL, en general no poseen catalasa. 

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana producidos por síntesis 

ribosomal; existen numerosas bacteriocinas y cada una tiene espectros de inhibición 

particulares, actuando no solo frente a bacterias estrechamente relacionadas sino que también 

pueden afectar a otras especies bacterianas, hongos y algunos parásitos, característica que es 

aprovechada para la manipulación de poblaciones bacterianas a nivel de tracto digestivo con 

el fin de excluir patógenos, mejorar la digestibilidad e incrementar la actividad inmunológica 

de muchas especies animales [Monroy et al., 2009]. Las bacteriocinas de BAL son 

generalmente estables a pH ácido o neutro, indicando una adaptación al entorno natural de 

las bacterias que las producen [Gutierrez Ramírez et al., 2005]. 

Se han reportado más de 230 bacteriocinas en bases de datos como BACTIBASE 

http://bactibase.pfba-lab-tun.org. Klaenhammer,1993 propuso una clasificación en cuatro 

grupos (Clase I, Clase II, Clase III y Clase IV) acorde a su proceso de síntesis, modificaciones 

postraduccionales, peso molecular y estructura; aunque recientemente se han propuesto otros 

esquemas de sub-clasificación que consideran características genómicas [Alvarez-Sieiro et 

al., 2016]. Las bacteriocinas de la clase IIa o pediocinas son un grupo de bacteriocinas de 

bajo peso molecular, estables a los tratamientos térmicos y producidos principalmente por 

bacterias del género Pediococcus.  Dentro de su secuencia de aminoácidos contienen una 

secuencia N-terminal conservada YGNGVXCXXXXCXV, con dos residuos de cisteína 

unidos mediante un enlace disulfuro y cuyo gen estructural pedA se encuentra asociado a 

otros genes de inmunidad y transporte como pedB, the pedC and pedD.  Dentro de las 

bacteriocinas de la clase II, la Pediocina A es una de las de mayor interés por su capacidad 

de acción contra Listeria monocytogenes, S. aureus y Pseudomonas. Algunos ejemplos de 

productos comerciales con esta bacteriocina incluyen a ALTA® (Kerry Bioscience) y Fargo 

23® (Quest International) como conservadores en productos vegetales y cárnicos [Yousef et 

al., 1991; López-Cuellar et al., 2016; López-Arvizu et al., 2019]. 

Las BAL también son capaces de producir PGH que escinden al peptidoglicano de diferentes 

formas; basándose en su sitio de corte, se clasifican como N-acetilmuramidasas 

(lisozimas/muramidasas), N-acetilglucosaminidasas, N-acetilmuramil-L-alanina amidasas, 

http://bactibase.pfba-lab-tun.org/
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endopeptidasas y transglicosilasas. Las endopeptidasas escinden el enlace peptídico, las N-

acetilmuramil-L-alanina amidasas escinden el enlace entre el MurNAc y el primer 

aminoácido del enlace peptídico, como su nombre indica y las transglicosilasas escinden los 

enlaces entre los dos glicanos principales [Badiger, 2021]. El motivo de la lisina (LysM) está 

presente en las PGH bacterianas y en las peptidasas, quitinasas, esterasas y reductasas. Los 

LysM están presentes en los dominios N y C-terminal de las proteínas y en la parte central, 

posiblemente conectando dos dominios (catalíticos). Se ha demostrado que la unión de ciertas 

LysM a las células de las bacterias Gram-positivas que se unen de forma no covalente a la 

pared celular y son responsables de la lisis de las células, se produce en sitios específicos, ya 

que la unión en otros lugares se ve obstaculizada por la presencia de otros componentes de 

la pared celular, como los ácidos lipoteicoicos [Buist et al., 2008]. 

 

7.4 Proteínas de choque térmico  
 

Se ha demostrado que las proteínas pequeñas de choque térmico HSP, por sus siglas en inglés, 

interactúan con los lípidos (lipochaperonas) y modulan el estado físico de las membranas en 

todas las especies de BAL, la respuesta al choque térmico es una respuesta altamente 

conservada a condiciones de estrés ambiental desafiantes y las HSP son fundamentales para 

el mantenimiento de la integridad celular en condiciones de estrés, son las principales 

responsables de mantener la homeostasis proteica celular a través de su actividad chaperona, 

ayudando al ensamblaje y plegamiento de las proteínas e induciendo su degradación tras un 

daño irreversible [Csoboz et al., 2022]. 

Su estructura se caracteriza por un bajo peso molecular (12-43 kDa) y la presencia de un 

dominio central de α-cristalina altamente conservado (aproximadamente 100 aminoácidos 

aminoácidos), sus propiedades chaperonas parecen estar estrechamente relacionadas con su 

capacidad para formar estructuras cuaternarias oligoméricas de diferentes tamaños que 

encierran el sustrato desplegado, lo protegen del entorno externo y de la 

agregación/precipitación [Rocchetti et al., 2022]. 
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7.5 Las BAL como cultivos iniciadores en productos cárnicos 
 

Los cultivos iniciadores se han desarrollado en la industria de la carne para reducir los 

tiempos de fermentación, asegurando bajos contenidos de nitrato y nitrito residuales en el 

producto final y estandarizar las características organolépticas. Puede observarse que la 

mayoría de los cultivos iniciadores disponibles en el mercado son mezclas de una cepa de 

BAL y una cepa del género estafilococos y / o micrococos que poseen la actividad nitrato 

reductasa [Hugas y Monfort, 1997]. 

Las BAL se agregan entonces como inóculo natural o como cultivos iniciadores para 

favorecer el proceso de fermentación en productos cárnicos ya que provocan cambios en el 

olor, el sabor y la textura, además de su acción conservante; cuando el valor de pH disminuye 

(5.9-4.6) por la producción de ácido láctico como resultado de la utilización de carbohidratos, 

el desarrollo del color ocurre bajo dichas condiciones ácidas, el óxido nítrico se produce a 

partir del nitrito y luego puede reaccionar con la mioglobina. Finalmente, la inhibición de 

bacterias patógenas y de descomposición es una consecuencia de la acumulación del ácido 

láctico, ácido acético, ácido fórmico, etanol, amonio, ácidos grasos, peróxido de hidrógeno, 

acetaldehído, antibióticos y bacteriocinas [Hugas y Monfort, 1997]. 

Se han utilizado las BAL como cultivos bioprotectores tanto para productos cárnicos cocidos 

como productos cárnicos fermentados secos, en los productos cárnicos secos el cultivo 

iniciador se vuelve dominante cambiando el ambiente para garantizar la calidad 

microbiológica y prevenir el crecimiento de microorganismos indeseables; en los productos 

cárnicos cocidos se necesita un procesamiento térmico para desarrollar textura y destruir las 

formas vegetativas para asegurar la vida útil adecuada, por lo cual se requiere el uso de BAL 

termotolerantes como cultivos inciadores [Pérez-Chabela et al., 2008]. 

Se ha estudiado el efecto de BAL termotolerantes en productos cárnicos cocidos inoculadas 

en forma de células libres, como cultivo bioconservador y encapsuladas en seco; los autores 

reportaron que las BAL mejoraron la textura de salchichas bajas en grasa que excretan 

exopolisacáridos y que la capacidad termotolerante de estas BAL podría permitir su 

inoculación en alimentos procesados por calor como salchichas cocidas, convirtiéndose en la 

flora dominante durante el almacenamiento en frío envasado al vacío, actuando como agentes 

biopreservantes [Ramirez-Chavarin et al., 2013].  
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7.6 Estudios de análisis proteómicos y genómicos en BAL 
 

Las tecnologías "ómicas" son el estudio a gran escala de genes transcritos y proteínas. La 

genómica unicelular ha permitido la secuenciación del genoma de células individuales de 

bacterias y el análisis proteómico ha servido para monitorizar los niveles de expresión global 

de proteínas producidas simultáneamente por una bacteria, o en condiciones específicas por 

parte de las BAL [Aires& Butel, 2011]; ya que implican la separación e identificación de las 

proteínas que se expresan de forma diferencial en comparación con las que se expresan en 

condiciones normales. La identificación de proteínas sensibles al estrés ayuda a comprender 

redes moleculares complejas implicadas en la adaptación y función durante el estrés [Mbye 

et al., 2020]. 

La proteómica se basa en dos estrategias principales para la separación de proteínas: la 

electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) y los procedimientos de 

fraccionamiento en masa o sin gel basados en la separación por cromatografía líquida (LC). 

Ambas estrategias se basan en la espectrometría de masas (MS) para la identificación. En los 

métodos basados en gel, las proteínas intactas se separan antes de una digestión enzimática 

en gel para generar péptidos proteolíticos, que posteriormente se identifican por MS. Los 

métodos de LC pueden realizarse con proteínas intactas o péptidos proteolíticos derivados de 

una muestra compleja digerida [Aires& Butel, 2011].  

En la proteómica cuantitativa existe una tendencia a complementar el enfoque de la 2D-

PAGE mediante las estrategias shotgun o MudPIT (tecnología de identificación 

multidimensional de proteínas) [Guillaume et al., 2009], no es la proteína intacta la que se 

separa e identifica, en su lugar, las proteínas se escinden en péptidos mediante enzimas 

proteolíticas y estos péptidos se separan posteriormente y se someten a análisis MS/MS 

[Aires& Butel, 2011]. El método LC-MS/MS, puede subdividirse en técnicas de etiquetado 

con isótopos estables, fluorescente y recuento espectral [Guillaume et al., 2009], sin 

embargo, los investigadores recurren cada vez más a técnicas de proteómica shotgun label-

free basadas en corrientes iónicas para obtener resultados más rápidos, limpios y sencillos. 

La proteómica cuantitativa label-free basada en MS se divide en dos categorías de 

mediciones, en la primera se encuentran las mediciones de los cambios en la intensidad de 

los picos del mismo péptido, la segunda se basa en la comparación del recuento espectral de 
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las mismas proteínas identificadas superponiendo las series de LC-MS/MS de las muestras 

de control y de caso [Guillaume et al., 2009; Zhu et al., 2009]. 

La proteómica desempeña también un papel fundamental en la vinculación del genoma y el 

transcriptoma con posibles funciones biológicas. En lo que respecta a los probióticos, la 

proteómica comparativa puede utilizarse en la identificación de proteínas expresadas 

diferencialmente dentro de la misma cepa en diferentes condiciones, arrojando luz sobre los 

factores de adaptación bacteriana a las condiciones del tracto gastrointestinal, como la bilis, 

el pH ácido y la adhesión a la mucosa intestinal [Hamon et al., 2011].  

La combinación de enfoques como la genómica, la proteómica y la bioinformática nos 

permite obtener información más precisa y detallada sobre las proteínas del estrés para la 

utilización de BAL en la ciencia de los alimentos [Mbye et al., 2020]. 

7.7 Género Pediococcus  
 

Como resultado de su asociación con el deterioro de la cerveza, Pediococcus fue de las 

primeras bacterias estudiadas por Louis Pasteur, su morfología de tétradas y esférica sirvió 

como clave característica para su reconocimiento temprano, siendo las únicas BAL que se 

dividían en dos planos para producir tétradas o pares, pero los cambios taxonómicos han 

aumentado el número de géneros formadores de tétradas a tres. Los pediococos son 

homofermentativos o heterofermentativos facultativos (P. acidilactici y P. pentosaceus), con 

la excepción de L. dextrinicus que produce ácido L (+) -láctico, todas las especies producen 

DL - lactato a partir de glucosa. Los pediococos de la cerveza y de origen vegetal se 

incluyeron inicialmente en una especie como P. cerevisiur, pero los estudios posteriores 

sobre aislamiento de éstas dos fuentes se mostraron diferentes entre sí y fueron asignados a 

P. dumnosus y P. pentosaceus, respectivamente. El hábitat común de estos microorganismos 

son la cerveza, vino, sidra, ensilados, chucrut, vegetales, salchichas fermentadas, leche y 

productos lácteos, salsa de soja y salmueras encurtidas [Stiles y Holzapfel, 1997]. Algunas 

especies exhiben tolerancia extrema a la temperatura, pH y NaCl [Holzapfel y Wood, 2012]. 

La figura 2 muestra la relación filogenética (gen ARNr16S) entre las principales especies de 

BAL que han sido evaluadas como inóculos. La similitud genética en este grupo es evidente, 

la línea de puntos separa las especies heterofermentativos obligados (parte superior) de las 
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homofermentativas (parte inferior), y las especies heterofermentativas facultativas están 

presentes en ambas partes del grupo filogenético [Carvalho et al., 2021]. 

 

 

Figura 2. Árbol de máxima verosimilitud que muestra la relación filogenética de las especies de bacterias 

lácticas estudiadas como inoculantes utilizando secuencias del gen ARNr 16S. †Homofermentativo; 

*Heterofermentativo obligado; ‡Heterofermentativo Facultativo [Carvalho et al., 2021]. 

 

 

8 ANTECEDENTES 
 

 

8.1 Estudios del potencial probiótico de Pediococcus pentosaceus como 

cultivo iniciador y en carne 
 

El desarrollo de BAL como cultivos iniciadores para alimentos funcionales es una tendencia 

en la tecnología de procesamiento de alimentos [Arief et al., 2015]. Las BAL con propiedades 

probióticas también pueden utilizarse como cultivos iniciadores en productos cárnicos 

probióticos. Un cultivo iniciador con propiedades probióticas en productos cárnicos, además 

de afectar la textura, el sabor y la vida útil, debe de estar bien adaptado al entorno heterogéneo 
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que se encuentra en ellos, debe ser fuerte competidor contra la microflora natural de la carne 

y crecer en un número que tenga efecto benéfico sobre la salud [Erkkilä y Petäjä, 2000]. Es 

importante determinar y caracterizar las propiedades probióticas de BAL como cultivos 

iniciadores de productos cárnicos ya que es de utilidad para formular productos cárnicos 

secos o cocidos en caso de que además cuenten con termotolerancia [Ramirez-Chavarin et 

al., 2013]. 

Se ha determinado la supervivencia de P. pentosaceus aislado de cultivos comerciales 

iniciadores de carne en condiciones ácidas similares a las del tracto gastrointestinal e intestino 

delgado. Erkkilä y Petäjä, en el 2000 indican en sus resultados que 0.3% es una concentración 

crítica de sales biliares para seleccionar cepas tolerantes; P. pentosaceus sobrevive a pH 3 y 

pH 5 con 0.3% de sales biliares. En condiciones ácidas, así como en presencia de sales 

biliares, el número de P. pentosaceus disminuyó en aproximadamente 1 unidad logarítmica, 

lo que indica que sobrevivió hasta un 10%. 

Ramirez-Chavarin et al., en 2013 reportaron cinco cepas de P. pentosaceus termotolerantes 

aisladas de productos cárnicos cocidos que mostraron todas un buen crecimiento después de 

4 h de incubación a pH 4 y 5 y una cepa después de 3 h de incubación a pH 3; fueron 

intolerantes a las condiciones de pH 0.5-2, sin embargo los autores indicaron que existen 

sistemas como la microencapsulación que ayudan a mejorar la supervivencia de los 

probióticos cuando se exponen a condiciones ácidas, sales biliares y tratamientos térmicos. 

Tres de las cepas resistieron el jugo gástrico simulado durante 90 minutos, tiempo que es 

suficiente para alcanzar su sitio de acción en el intestino, también cuatro cepas crecieron en 

concentraciones biliares de hasta 2% y todas crecieron en ácido taurocólico. En general las 

cepas tuvieron un buen porcentaje de co-agregación con E. coli, y  Salmonella lo que indicó 

que podrían funcionar para eliminar las bacterias patógenas del tracto gastrointestinal, 

además exhibieron una alta capacidad de autoagregación a las 24 h y cumplieron con el 

criterio de adherencia a células HEp-2 (derivada de células de cáncer de faringe humano); 

Este estudio indica que la capacidad termotolerante inherente más la propiedad probiótica 

demostrada de P. pentosaceus lo perfilan como un cultivo bioprotector viable que puede 

inocularse en productos cárnicos cocidos antes del procesamiento térmico, para garantizar su 

prevalencia como flora probiótica dominante durante y antes de la vida útil.  
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También Vidhyasagar y Jeevaratnam en 2013 evaluaron seis cepas de P. pentosaceus para 

determinar las propiedades probióticas in vitro. Llegaron a la conclusión de que las cepas 

exhibían inhibición del crecimiento de patógenos intestinales Gram positivos y Gram 

negativos y podían usarse en alimentos funcionales como una cepa probiótica.  

Arief et al., en 2015 realizaron pruebas de acidez a dos cepas de P. pentosaceus aisladas de 

carne fresca indonesa, obtuvieron una supervivencia del 46% a pH 2.0, 75% con pH 2.5 y 

84% a pH 3.2 con una población inicial de 109-1011 UFC mL-1. 

Por su parte Chen et al. en 2017 reportaron que P. pentosaceus posee propiedades biológicas 

potencialmente superiores, especialmente mejorando el rendimiento del crecimiento, el 

equilibrio de la microbiota intestinal, la calidad de la carne y el microambiente en pollos, y 

disminuyendo el contenido de amoníaco en el medio. 

Hernández-Alcántara et al., en 2018 reportaron propiedades probióticas deseables de cinco 

cepas de P. pentosaceus termotolerantes, aisladas de productos cárnicos cocidos, en 

condiciones de estrés gástrico, la viabilidad de las cepas disminuyó más de cinco veces, 

mientras que en la exposición al estrés del intestino delgado no afectó drásticamente la 

supervivencia de ninguna de las cepas que pudieron crecer en presencia de sales biliares al 

0.3%, presentaron un perfil superficial hidrófilo, con mayor afinidad por el cloroformo que 

por el xileno. Las cepas mostraron altos niveles de autoagregación, así como co-agregación 

con patógenos bacterianos Gram-positivos y Gram-negativos y adherencia a células humanas 

Caco-2 de 2% -5%. 

Finalmente, Juárez-Castelán et al., en 2019 aislaron de un chorizo tipo español BAL 

responsables de la acidificación durante el proceso de maduración, que presentaron actividad 

lipolítica, proteolítica y antagónica; con estas 15 cepas aisladas en el grupo de trabajo se 

comenzó este estudio. 

9 JUSTIFICACIÓN 
 

Las  BAL poseen mecanismos de antagonismo microbiano, tales como la reducción del pH, 

producción de diacetilo, peróxido de hidrógeno, acetaldehído, compuestos no proteicos de 

bajo peso molecular y bacteriocinas, entre otros; éstas características aumentan el interés por 

las bacterias lácticas y / o sus metabolitos, ya que pueden ser utilizados como biopreservantes 

en los alimentos, lo que confiere mayor seguridad al consumidor, que cada vez prefiere 
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productos libres de conservantes químicos y microbiológicamente seguros [Dabés, et al., 

2001]. 

Publicaciones han informado de cepas del género Pediococcus que se podría utilizar como 

cultivos bioprotectoras para los procesos de fabricación de alimentos en los intentos de 

controlar L. monocytogenes [Todorov y Dicks, 2005]. 

Pediococcus pentosaceus ha sido aislada de diversos productos cárnicos y puede tener un 

potencial uso como cultivo iniciador y en carne; ya que se han probado diferentes cepas que 

pertenecen a este género y se utilizan como bacterias probióticas [HernándezAlcántara et al., 

2018], es por ello de gran interés describir la termoresistencia, actividad antimicrobiana y 

propiedades probióticas de Pediococcus pentosaceus. 

Gracias a la considerable cantidad de información genómica de BAL disponible hoy en día 

en bases de datos, los estudios ómicos son los enfoques de investigación primordiales para 

estudiar la expresión de genes y proteínas con mayor detalle, para comprender y estudiar sus 

funciones [Weckx et al., 2010; Andreevskaya et al., 2015].  

Se conoce bien sobre los efectos beneficiosos para la salud y conservación de productos 

cárnicos de las BAL que se utilizan como probióticos y cultivos iniciadores, pero los 

mecanismos moleculares subyacentes siguen siendo poco conocidos. Por tanto, identificar, 

investigar, y describir las proteínas y factores de adaptación involucrados tanto en las 

características tecnológicas como de potencial probiótico en relación con la tolerancia a las 

condiciones gastrointestinales y como cultivo iniciador de Pediococcus pentosaceus 1101 es 

de especial interés, ya que ayudará a seleccionar las cepas que tienen más posibilidades de 

éxito y aportará información sobre el uso que se le puede dar a esta.  

10 HIPÓTESIS. 
 

 

El análisis proteómico de la cepa 1101 de Pediococcus pentosaceus permitirá identificar y 

describir las proteínas involucradas en la respuesta al estrés ácido y de sales biliares, que 

puede ser un factor clave a la hora de la adaptación de los probióticos en el tracto 

gastrointestinal. 
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11 OBJETIVOS 
 

11.1 OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar el potencial probiótico de la cepa y explorar la aplicación del análisis proteómico 

mediante espectrometría de masas (MS/MS) para identificar e investigar las proteínas de 

Pediococcus pentosaceus 1101 involucradas en el proceso de tolerancia a las condiciones 

gastrointestinales. 

 

11.2 OBJETIVOS PARTICULARES 
 

• Identificar la cepa de estudio mediante dos diferentes técnicas moleculares: ARNr 16S 

y MALDI-Biotyper. 

• Ensamblar el genoma de Pediococcus pentosaceus 1101. 

• Determinar la actividad antagónica de Pediococcus pentosaceus 1101. 

• Determinar la actividad inhibitoria y proteolítica de Pediococcus pentosaceus 1101 

bajo diferentes condiciones de pH, temperatura y concentración de NaCl. 

• Evaluar la resistencia de Pediococcus pentosaceus 1101 a antibióticos. 

• Evaluar la tolerancia a la acidez y a las sales biliares de Pediococcus pentosaceus 

1101: parámetros cinéticos y tasa de supervivencia. 

• Evaluar propiedades de adherencia celular de Pediococcus pentosaceus 1101: 

hidrofobicidad, auto-agregación y co-agregación. 

• Determinar el perfil de proteínas de Pediococcus pentosaceus 1101 expuesto bajo 

condiciones de control y gastrointestinales mediante SDS-PAGE y zimograma. 

• Realizar el anális proteómico de Pediococcus pentosaceus 1101 expuesto bajo 

condiciones de control y gastrointestinales mediante espectrometría de masas 

(MS/MS). 
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• Identificar antimicrobiano de origen proteíco de Pediococcus pentosaceus 1101 

expuesto bajo condiciones de control y gastrointestinales. 

• Identificar proteínas involucradas en la respuesta al estrés por acidez y sales biliares 

de Pediococcus pentosaceus 1101 expuesto bajo condiciones gastrointestinales. 

 

12 METODOLOGÍA 
 

 

12.1 Propagación de la cepa 
 

La cepa de estudio fue seleccionada  de entre una colección de 15 cepas(Anexo 17.1) aisladas 

previamente por nuestro grupo de trabajo a partir de un producto cárnico fermentado (chorizo 

tipo español) [Juárez-Castelán et al., 2019] . La cepa bacteriana se preparó mediante la 

incubación con caldo MRS (Man-Rogosa-Sharpe, BD Difco, EE.UU.; 37 °C durante 24 h), 

luego se añadió glicerol al 50%, se selló y se conservó a -80 °C. Antes del análisis, la cepa 

de estudio se reactivó en medio CGB (caldo de caseína y glucosa, BD Bioxon, Cuautitlán 

Izcalli, Mex., México) y se incubó durante 12 h a 37 °C en condiciones estáticas. Por otra 

parte, todos los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) a menos 

que se especifique lo contrario. 

 

12.2 Identificación bacteriana 
 

La identidad de la cepa P. pentosaceus 1101 se confirmó mediante la secuenciación del gen 

ARNr 16S. El ADN, para lo cual se extrajo el ADN de un pellet centrifugado de un cultivo 

de 18 h utilizando el kit de purificación de ADN genómico Wizard (Promega, Madison, WI, 

EE.UU.) siguiendo las especificaciones del fabricante. La integridad del ADN extraído se 

verificó por electroforesis utilizando un gel de agarosa al 0.8% (p/v), tampón TAE (Tris-

acetato 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0). El gen del ARNr 16S se amplificó mediante la técnica 

de PCR con la enzima Taq ADN polimerasa (Thermo Scientific, MA, USA) y cebadores 

universales para el gen del ARNr 16S (27f-5 ́GTT TGA TCM TGG CTC AG 3 ́ y 1492R-

5 ́TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3 ́). Las condiciones se programaron en un 
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termociclador EP-Gradient (Eppendorf, Mas-tercycler EP, CA, USA). El producto de la PCR 

fue purificado y secuenciado por Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur). Las secuencias 

obtenidas se analizaron mediante la herramienta de búsqueda de alineación local básica 

(BLAST) y se compararon con la base de datos Refseq del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI).  

La identidad de la cepa fue corroborada por MALDI-Biotyper en el Laboratorio Divisional 

de Espectrometría de Masas de la Universidad Autónoma Metropolitana mediante el método 

de extracción con etanol y ácido fórmico [Mirás, 2019]. Las colonias frescas individuales 

aisladas de las placas de MRS-Agar se colocaron en viales de 1.5 mL y se suspendieron en 

300 μL de agua desionizada, seguido de la adición de 900 μL de etanol, se añadió 

secuencialmente ácido fórmico al 70% y 1 μL de acetonitrilo para la inactivación, ruptura y 

precipitación de la membrana celular, y se centrifugó (12.096 × g) durante 2 min. Después 

de la centrifugación, se colocó 1 μL del sobrenadante en una placa de acero (Bruker, 

Alemania) con 1 μL de la matriz (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico; Sigma-Aldrich, MA, 

USA). El análisis se realizó en un espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF MS Autoflex 

speed (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemania) utilizando la herramienta MALDI Biotyper y 

los datos se compararon con la base de datos MBT Compass para asignar géneros y especies.   

 

 

12.3 Ensamble del genoma 
 

El ADN genómico se extrajo utilizando el kit RiboPure (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

MA, USA). La secuenciación del genoma se realizó con la plataforma Illumina NextSeq y 

se obtuvo un total de 5.326.286 lecturas emparejadas (2 x 150). El control de la calidad de 

las lecturas se evaluó con el software FastQC v0.11.9 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), y se utilizó el programa Trim 

Galore v0.6.7 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/) para 

quitar adaptadores y bases de mala calidad. El ensamblaje del genoma de novo se realizó con 

el ensamblador SPAdes v3.14.1 [Bankevich et al., 2012]. El genoma de P. pentosaceus 1101 

fue anotado utilizando el pipeline Prokka v1.14.6 [Seemann, 2014]. 

 

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
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12.4 Evaluación de propiedades funcionales y probióticas 
 

Los parámetros probióticos implican la evaluación de la actividad antagonista (37 °C durante 

24 h) [Juárez-Castelán, 2019], su cinética de crecimiento (pH 2 y 3 durante 9 h, pH 4.5-7-0 

durante 24 h, a 37°C) [Aguilar-Zarate et al., 2014],  actividades proteolíticas (tratamiento de 

cultivo pH 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 y 7 incubados a 37 °C durante 24 h) [Molin y Ternström, 1982] 

e inhibitorias (tratamiento de cultivo pH 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 y 7 incubados a 37 °C durante 24 

h) [García-Cano et al., 2014] dentro de un intervalo de pH; su supervivencia a bajo pH y en 

presencia de sales biliares (pH 2 y 3 durante 1 h y 0.5% (p/v) de sales biliares durante 1 h) 

[Khan y Kang, 2016; Bao et al., 2010] que se asemejan al tracto gastrointestinal. Así como 

la evaluación de las propiedades de unión, tales como la hidrofobicidad (1 h a temperatura 

ambiente) [Hernández-Alcántara et al., 2018; Sánchez y Tromps, 2014] la auto-agregación  

y la co-agregación (se incubó a temperatura ambiente a diferentes intervalos de tiempo: 0, 2, 

4, 6, 20 y 24 h) [Hernández-Alcántara et al., 2018; Collado et al., 2008] y su resistencia a los 

antibióticos (37 °C durante 24 h) [Savedboworn et al., 2014]. 

 

12.4.1 Actividad antagónica 
 

La actividad antagónica de la cepa se determinó según el método descrito por Juárez-Castelán, 

2019, contra microorganismos Gram negativos y Gram positivos (Escherichia coli DH5α 

GenBank: NZ_JRYM00000000.1, Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis 1351, Listeria monocytogenes 1639, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, y Weisella viridescens GenBank: UAM-MG5: 

MT814884), que se activaron previamente a 37 °C en TSB (Tryptyc-Soy-Broth, Difco 

Laboratories, EE.UU.) durante 24 h. La actividad antagonista se realizó en placas con agar-

CGB inoculadas verticalmente con la cepa de estudio 1101 con un hisopo estéril e incubadas 

a 37 °C durante 24 h. A continuación, los microorganismos de prueba se inocularon 

perpendicularmente a la cepa estudiada con un hisopo estéril sin tocarse, a unos 3 mm de 

distancia del crecimiento vertical de la cepa 1101. Las placas se incubaron a 37 °C durante 

24 h. La reacción positiva se indicó por la zona de inhibición próxima al crecimiento de cada 

cepa ensayada. 
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12.4.2 Cinéticas de crecimiento a diferentes valores de pH 
 

Los parámetros cinéticos de la cepa 1101 se determinaron midiendo el crecimiento 

microbiano en diferentes condiciones de pH (2, 3, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 y 7) a una temperatura 

constante de 37 °C. Se prepararon cultivos de P. pentosaceus 1101 de 24 h a 37 °C en caldo 

MRS en tubos inoculados al 1% con la cepa estudiada, y se ajustó la densidad óptica a un 

A600nm de 0.8. Se depositó un volumen de 200 μL en microplacas estériles para cada 

tratamiento y control, y se registró la absorbancia a 600 nm a intervalos de tiempo de 30 min 

durante la incubación con agitación en un lector de microplacas Synergy HT (BioTek 

Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Los datos se recogieron utilizando el software Gen 

5.11 (BioTek Instru-ments Inc., Winooski, VT, EE.UU.). Los datos de crecimiento obtenidos 

se sometieron a un modelo logístico de Ver-hulst-Pearl [Aguilar-Zarate et al., 2014] con el 

programa STATISTICA 7, 2004 y los parámetros cinéticos de la tasa de crecimiento (μ), y 

O.D.max se obtuvieron con la siguiente ecuación: 

𝐎. 𝐃. (𝒕) = [
𝐎.𝐃.𝐦𝐚𝐱

𝟏−(
𝐎.𝐃.𝐦𝐚𝐱−𝐎.𝐃.𝒐

𝑶.𝑫.𝒐
)⋅𝒆(−𝝁𝒕)

]      (1) 

Donde O.D.0 se refiere al valor de O.D. en el tiempo t=0. Los valores mínimos del error 

cuadrático se encontraron en función de los parámetros O.D.0, O.D.max y μ. 

 

 El análisis estadístico se realizó con el software NCSS, 2007. 

 

12.4.3 Actividad proteolítica a diferentes valores de pH 
 

Mediante la técnica de placas de agar con leche descremada [Molin y Ternström, 1982] se 

evaluó la actividad proteolítica de la cepa utilizando placas con agar al 1.5% (BD, Bioxon, 

Cuautitlán Izcalli, Mex., México) y leche descremada al 1.5% (Svelty, Nestlé, Lagos de 

Moreno Jal., México) que se prepararon y esterilizaron por separado a 121 °C durante 15 min 

y 5 min, respectivamente, y se combinaron para el colado de la placa. Una vez que el medio 

se solidificó, se hicieron una serie de pozos con una pipeta Pasteur estéril, se colocaron en 

ellos 50 μL de cada tratamiento de cultivo (pH 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 y 7) y se incubaron las placas 

a 37 °C durante 24 h. La presencia de un halo alrededor del pozo indicaba una actividad  
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positiva de la proteasa, indicativa de la degradación de las proteínas, y la actividad se reportó 

como el diámetro en milímetros del halo. 

 

12.4.4 Actividad inhibitoria a diferentes valores de pH 
 

La prueba de actividad inhibitoria se realizó mediante ensayos de difusión en agar, tal y como 

describe García-Cano et al., 2014, con algunas modificaciones. Las placas que contenían 15 

mL de CGB con 1.5% de agar se dejaron solidificar a temperatura ambiente durante 30 min, 

y luego se cubrieron con 20 mL de agar CGB al 0.8% previamente inoculado con 140 μL 

(A600nm de 0.3) del microorganismo indicador cultivado durante la noche en TSB en 

condiciones estáticas durante 18 h a 37 °C. El microorganismo indicador fue Listeria innocua 

ATCC 33090. Tras la solidificación del medio, se hicieron pozos en la segunda capa de agar 

utilizando la parte posterior de una punta de micropipeta de 1,000 μL. A continuación, se 

evaluó la actividad inhibidora del extracto libre de células de P. pentosaceus 1101 colocando 

100 μL del sobrenadante libre de células de cada tratamiento de cultivo (pH 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 

y 7) en los pocillos realizados en placas previamente inoculadas con L. innocua ATCC 33090. 

Tras la incubación, la presencia de un halo de inhibición del crecimiento alrededor del pozo 

indicaba una actividad antimicrobiana positiva y se informaba como la relación del diámetro 

de la inhibición por mg de proteína. La concentración de proteína del sobrenadante celular 

obtenido de cada tratamiento se determinó mediante el método de Bradford, 1976, mezclando 

en una microplaca 160 μL de muestra y 40 μL de reactivo de Bradford (Bio-Rad, Hercules, 

CA, EE.UU.) y midiendo la absorbancia a 595 nm tras 5 min de incubación e interpolando a 

una curva estándar (Anexo 17.2) para determinar la cantidad de proteínas. Se utilizó nisina 

como control positivo y medio de cultivo sin tratamiento como control negativo. 

 

12.4.5 Supervivencia de P. pentosaceus 1101 tras la exposición a pH bajo y sales 

biliares 
 

La tolerancia al pH bajo se evaluó a partir de un cultivo de 15 h con una absorbancia a 600 

nm de 1-1.2 (109 UFC/mL) de células de P. pentosaceus 1101 durante la fase de crecimiento  

exponencial. Se tomó un inóculo del 10% para el medio MRS ajustado a pH 2 y 3, se incubó 

durante 1 h a 37 °C y se utilizó la técnica descrita por Khan y Kang, 2016, para determinar 

la viabilidad celular (log10 UFC/mL) mediante el recuento en placa de agar-MRS. Se tomó  
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una muestra de 100 μL del tubo y se depositó en una placa de Petri mediante la técnica de 

extensión superficial en una placa con perlas de vidrio estériles, y se realizó un recuento en 

placa inicial y final del cultivo. La tasa logarítmica de supervivencia se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

𝐓𝐚𝐬𝐚 𝐥𝐨𝐠𝐚𝐫í𝐭𝐦𝐢𝐜𝐚 𝐝𝐞 𝐬𝐮𝐩𝐞𝐫𝐯𝐢𝐯𝐞𝐧𝐜𝐢𝐚 (%) =
𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎 𝐂𝐅𝐔 𝐍𝟏

𝐥𝐨𝐠𝟏𝟎 𝐂𝐅𝐔 𝐍𝟎
∗ 𝟏𝟎𝟎     (2) 

                                  

donde N1 representa el recuento total de viables tras la incubación con el tratamiento ácido, 

mientras que N0 representa el recuento total de viables inicial [Bao et al., 2010]. 

 

La capacidad de crecimiento de las bacterias en presencia de sales biliares (Bile extract 

porcine, Sigma-Aldrich, MA, USA) se determinó a partir de un cultivo de 15 h de la cepa 

1101 cuando alcanzó su fase exponencial con una absorbancia a 600 nm de 1-1.2 (109 

UFC/mL), y se tomó un inóculo al 10% para los tubos con MRS ajustado con 0.5% de bilis 

porcina (p/v). Para determinar la viabilidad celular se utilizó el mismo protocolo descrito 

para la acidez; sin embargo, los tubos se inocularon al 10% con MRS ajustado con 0.5% de 

sales biliares y se incubaron durante 1 h a 37 °C. 

 

12.4.6 Resistencia a antibióticos 
 

El perfil de resistencia frente a catorce antibióticos se determinó utilizando discos Clairo 

Combi para bacterias Gram-positivas (Arkray Healthcare, Surat, India) según las 

recomendaciones del proveedor. Se utilizó una suspensión bacteriana de P. pentosaceus 1101 

correspondiente al estándar 1 de la escala McFarland y se inoculó en placas de agar Mueller-

Hinton; el patrón de sensibilidad a los antibióticos se comprobó mediante el método de 

difusión en agar utilizando los catorce discos de antibióticos diferentes. Tras la incubación a 

37 °C durante 24 h, se midieron las zonas de inhibición, incluido el diámetro de los discos (7 

mm). Los resultados se expresaron como sensible, S (≥ 21 mm); sensible intermedio, I (16-

20 mm) y resistente, R (≤ 15 mm) [Savedboworn et al., 2014]. 
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12.4.7 Propiedades de adhesión celular 
 

Para todas las pruebas de adhesión bacteriana, se utilizó como control positivo a 

Lactobacillus acidophilus NCFM® proporcionado por Danisco USA Inc, lo que implicó la 

hidrofobicidad de la superficie celular, capacidades de auto-agregación y co-agregación, ya 

que se han correlacionado con la capacidad de adhesión a las superficies epiteliales que 

aumenta su colonización potencial del TG [Sánchez y Tromps, 2014] y pueden emplearse  

en un cribado preliminar de bacterias probióticas potenciales [Collado et al., 2008]. 

 

La adhesión bacteriana a los disolventes como indicador de las propiedades de la superficie 

celular se realizó según lo descrito por Sánchez [Sánchez y Tromps, 2014], citado en 

Hernández-Alcántara, 2018. Las células de P. pentosaceus 1101 de un cultivo de 15 h en fase 

exponencial (DO560nm = 1-1.2; 109 UFC/mL) se recuperaron por centrifugación (5000 x g 

durante 30 min) y se lavaron dos veces con PBS (pH 7.2). El pellet resultante se resuspendió 

para obtener un A560nm = 0.6-0.7, se mezcló (v/v) con un disolvente orgánico (hexano o 

cloroformo) y se agitó enérgicamente con un vórtex durante 30 s. Tras 1 h de incubación a 

temperatura ambiente, se retiró cuidadosamente la fase acuosa y se midió la absorbancia a 

560 nm (A560nm). La hidrofobicidad de las células de P. pentosaceus se calculó como 

 

 

H [%]= [(Ao - A) / Ao] x 100     (3) 

 

 

donde Ao y A corresponden a la absorbancia antes y después de la extracción con disolventes 

orgánicos, respectivamente.  

 

La capacidad de auto-agregación de P. pentosaceus se determinó según lo descrito por Col-

lado et al., 2008 con modificaciones realizadas por Hernández-Alcántara et al., 2018. Las 

células bacterianas se volvieron a cubrir por centrifugación y se lavaron dos veces con PBS 

(pH 7.2), y luego se resuspendieron en el mismo tampón a A600nm = 0.50 ± 0.10 para 

estandarizar el número inicial de bacterias (107-108 UFC/mL). A continuación, la suspensión 

bacteriana se incubó a temperatura ambiente y se sometió a un seguimiento a diferentes 
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intervalos de tiempo (0, 2, 4, 6, 20 y 24 h). El porcentaje de auto-agregación se expresó como 

sigue: 

 

A [%] = [(Ao-At) / Ao] x100    (4) 

 

donde Ao representa la absorbencia en 0 h y At representa la absorbancia en el intervalo de 

tiempo t. 

 

Para los ensayos de co-agregación, se prepararon suspensiones bacterianas como se ha 

descrito anteriormente para el ensayo de auto-agregación. Se mezclaron volúmenes iguales 

(500 μL) de P. pentosaceus 1101 y L. monocytogenes 1639 y se incubaron a temperatura 

ambiente. Se incubaron suspensiones bacterianas puras (1 mL cada una) en condiciones 

similares como controles para comprobar la auto-floculación. Se determinó el A600nm de la 

mezcla a los tiempos indicados (0, 2, 4, 6, 20 y 24 h), y se calculó el porcentaje de co-

agregación según la ecuación de Malik et al., 2003: 

 

 

C [%] = [(Apat + Aprobio) - (Amix)] / [(Apat + Aprobio)] x 100    (5) 

 

donde Apat y Aprobio representan la absorbencia de las suspensiones bacterianas 

independientes a las 0 h y Amix corresponde a la absorbencia de la mezcla bacteriana a los 

diferentes tiempos ensayados. 

 

12.5 Análisis proteómico de P. pentosaceus 1101 expuesto bajo 

condiciones de control y gastrointestinales 
 

12.5.1 Exposición de la cepa bajo condiciones gastrointestinales 
 

P. pentosaceus 1101 se cultivó en MRS hasta la fase de crecimiento logarítmico tardío (37 °C, 

15 h). Las células se recuperaron por centrifugación a 6.271 × g durante 10 min a 4 °C, y se 

lavaron dos veces con tampón frío PBS 1X (pH 7.2) antes de ser expuestas a los tratamientos. 

El tratamiento de las condiciones gastrointestinales consistió en la resuspensión de las células 
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en medio MRS (pH 3.0, con 0.5% (p/v) de sales biliares) y se incubó durante 1 h a 37 °C. El 

tratamiento control consistió en la resuspensión de las células en MRS (pH 7.0) y en las 

mismas condiciones. Tras la incubación, las suspensiones celulares se sumergieron 

rápidamente en un baño de agua helada (< 4 °C) para asegurar el enfriamiento completo de 

las muestras [Kosin y Rakshit, 2010]. Finalmente, las células de ambos tratamientos se 

recogieron por centrifugación a 6.271 × g durante 10 min a 4 °C, se sometieron a dos lavados 

consecutivos con tampón PBS frío (pH 7.2) y se almacenaron a -70 °C para el análisis 

electroforético o proteómico. 

 

12.5.2 Análisis electroforético por SDS-PAGE y actividad lítica por zimograma 
 

12.5.2.1 Extracción de proteínas 

 

Para extraer todas las proteínas, las células recuperadas se descongelaron a 4 °C y se 

resuspendieron en tampón de lisis (Tris-HCl 50 M, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 6 L y un 

inhibidor de proteasas). A continuación, las suspensiones se colocaron en viales con perlas 

de vidrio de 2 mm preincubados a 0 °C. Las células se rompieron con un disruptor (Mini-

Beadbeater 16, Biospec Products, USA) aplicando 25 ciclos sucesivos de 30 s a 4 °C. Al final 

de la ruptura mecánica, las suspensiones se sedimentaron a 12.096 × g durante 20 min a 4 °C 

para separar el sobrenadante de las perlas de vidrio. La fracción de proteínas solubles se 

recuperó en el sobrenadante, y las proteínas se precipitaron a -20 °C durante 6 h con ácido 

tricloroacético (TCA) al 20% y se centrifugaron a 12.096 × g durante 15 min a 4 °C. El 

sobrenadante se descartó, el pellet de proteínas se lavó dos veces con acetona fría, se 

centrifugó a 6.271 × g y finalmente se lavó con acetona al 80% [Navarro, 2017]. El pellet de 

proteínas se resuspendió en tampón (Tris-HCl 5 M, DTT 5 mM, 6 L de urea 6 M, pH 8.0) 

para solubilizar y rehidratar las proteínas durante 30 minutos mientras se agitaba a 37 °C y 

luego se sometió a sonicación (Baño de Ultrasonidos, Bransonic® CPXH2800, USA) durante 

30 minutos a baja frecuencia (40 kHz). La concentración de proteínas se cuantificó mediante 

el método de Bradford, y la fracción de proteínas solubles se almacenó a -70 °C antes del 

análisis electroforético. 
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12.5.2.2 Análisis electroforético 

 

El análisis por SDS-PAGE de las proteínas extraídas se realizó según la técnica descrita por 

Laemmli, 1970. Las muestras de proteínas se mezclaron con el tampón de carga de muestras 

5X (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 1% [p/v] SDS, 24% [v/v] de glicerol y 0.02% de azul de 

Coomassie). Los extractos que contenían 25 g de proteínas de cada tratamiento se depositaron 

en un gel de poliacrilamida al 12%. Por otra parte, el ensayo zimográfico se realizó en un gel 

de 12% T (acrilamida/bisacrilamida) con 0.2% de células liofilizadas de Micrococcus 

lysodeikticus ATCC 4698 como sustrato, con una reticulación del 2.6% (C). Los geles de 

concentración se prepararon al 2.6% C y al 4% T. Se utilizó un marcador de masa molecular 

con un rango de 2-250 kDa (Preci-sion Plus Protein Dual, Xtra Standard, Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA). Los perfiles proteicos obtenidos en los geles de SDS-PAGE y de zimografía se 

digitalizaron utilizando un sistema de documentación de geles (GelDoc™ XR+, Bio-Rad, 

Hercules Cal, USA) y se analizaron utilizando el Image-Lab (Ver 6.1, BIO-RAD, Hercules 

CA, USA). El peso molecular aparente (MW) de cada banda de proteína obtenida de la 

electroforesis y el zimograma se calculó utilizando el software Gel Doc ™ XR+ Imaging 

System (BIO-RAD, CA, USA), y los pesos aparentes de las bandas se interpolaron utilizando 

el método de regresión semi-logarítmica que maneja el software utilizando Bio-Rad Dual 

Xtra como estándar. 

 

12.5.3 Identificación de proteínas mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) 
 

12.5.3.1 Extracción de proteínas intracelulares de P. pentosaceus 1101 

 

La biomasa de los tratamientos (100 mg) se sometió a dos lavados consecutivos con tampón 

PBS frío (pH 7.2) y se maceró con nitrógeno líquido; el polvo resultante se resuspendió en 1 

mL de solución del reactivo TRIS (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.). Los 

extractos de proteínas se homogeneizaron y se clarificaron aún más mediante centrifugación 

a 4 °C durante 15 minutos a 12.096 × g. Las proteínas se precipitaron con un volumen de 1.5 

mL de isopropanol (100%), el precipitado final se lavó dos veces con acetona (100%) seguido 

de un lavado con una solución de acetona al 80%, y el pellet de proteínas se resuspendió en 

tampón (50 mM Tris-HCl, 5 mM DTT, 6 M Urea, pH 7.4) y se liofilizó. 
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12.5.3.2 Análisis LC-MS/MS 

 

Antes de la LC-MS/MS, los extractos de proteínas se volvieron a solubilizar en 10 µl de un 

tampón Tris-HCl 50 mM de pH 8 con 6 M de urea. Las proteínas se redujeron con 45 mM 

de DTT y 100 mM de bicarbonato de amonio durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, 

se añadió yodoacetamida para la alquilación de las proteínas (100 mM de yodoacetamida, 

100 mM de bicarbonato de amonio durante 20 minutos a 24 °C en la oscuridad). Las proteínas 

se digirieron con una solución de tripsina (5 ng/µL de tripsina de grado de secuenciación de 

Promega, 50 mM de bicarbonato de amonio). La digestión de las proteínas se realizó a 37 °C 

durante 18 h. Los digeridos de proteínas se desalaron utilizando MCX (Waters Oasis MCX 

96-well Elution Plate). Los péptidos se cargaron en una columna Self-Pack C18 de 75 μm de 

diámetro interior × 150 mm instalada en el sistema Easy-nLC II (de Proxeon Biosystems, 

ahora Thermo Scientific). Los disolventes utilizados para la cromatografía fueron ácido 

fórmico al 0.2% (disolvente A) y acetonitrilo al 90%/0.2% de ácido fórmico (disolvente B); 

el disolvente B aumentó primero del 1 al 37% en 85 min y luego del 40 al 85% de B en 15 

min. Los péptidos se eluyeron con un gradiente de dos pendientes a un flujo de 250 nL/min. 

El sistema HPLC se acopló a un espectrómetro de masas Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) 

mediante una fuente de iones Nanospray Flex. En el Orbitrap se adquirieron espectros de 

sondeo MS de barrido completo (m/z 360-1560) en modo de perfil con una resolución de 

120.000 y un valor objetivo de 3e5. Los iones péptidos se fragmentaron en la célula de 

colisión HCD y se analizaron en la trampa de iones lineal con un valor objetivo de 2e4 y una 

energía de colisión normalizada de 28.   

 

12.5.3.3 Búsqueda en bases de datos y criterios de identificación de proteínas 

 

Todas las muestras de MS/MS se analizaron con Mascot (Matrix Science, Londres, Reino 

Unido; versión 2.6.2). Mascot se configuró para buscar en la base de datos Uni-

prot_Pediococcus_Pentosaceus_strain_ATCC_25745. Mascot se buscó con una tolerancia 

de masa de iones de fragmentos de 0.60 Da y una tolerancia de iones padre de 10.0 PPM. Se 

utilizó Scaffold (versión Scaffold_5.1.2, Proteome Software Inc., Portland, OR) para validar 

las identificaciones de péptidos y proteínas basadas en MS/MS. Las identificaciones de 

péptidos se aceptaron si podían establecerse con una probabilidad superior al 90.0% mediante 
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el algoritmo Peptide Prophet [Keller et al., 2002]. Las identificaciones de proteínas se 

aceptaron si podían establecerse con una probabilidad superior al 90.0% y contenían al menos 

un péptido identificado [Nesvizhskii et al., 2003]. Se estableció una tasa de falsos 

descubrimientos (FDR) de ˂1.0%, basada en una base de datos señuelo. 

 

12.5.3.4 Análisis bioinformático 

 

Los espectros totales se utilizaron para la cuantificación de proteínas label-free [Zhu et al., 

2009]. El análisis de enriquecimiento de la ontología genética (GO) se realizó con DAVID 

[Sherman et al., 2022] y se visualizó con R studio (version 2022.7.1.554, MA, EUA). 

 

12.6 Análisis estadístico 
 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como 

la media ± la desviación estándar. Las diferencias significativas se calcularon mediante 

comparaciones múltiples de la prueba de Duncan o la prueba t de dos muestras (p˂0.05), se 

aseguró que los datos obtenidos cumplen el supuesto de homogeneidad de varianzas. El 

análisis estadístico se realizó con el programa NCSS, 2007 (versión 1). 

 

En la figura 3 se esquematiza a modo de resumen gráfico, la metodología anteriormente 

descrita para mayor comprensión del lector en el seguimiento de los experimentos realizados 

en este estudio. 
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Figura 3. Resumen gráfico. 

 

13 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

13.1 Identificación de la cepa 
 

Observamos la integridad del ADN extraído de la cepa 1101 en el gel de electroforesis de 

agarosa, así como el producto de la amplificación del gen 16S rRNA (Fig. 4). La identidad 

de la cepa P. pentosaceus 1101 se identificó utilizando dos técnicas diferentes. Se obtuvo 

una similitud de secuencia BLAST con un 99% de identidad y una cobertura del 100% con 

el gen ARNr 16S de P. pentosaceus DSM20336 utilizando la secuencia parcial con número 

de acceso NR_042058. La identidad de la cepa se corroboró mediante el sistema MALDI 

Biotyper con una identificación de alta confianza (2.27) y consistencia, y la secuencia de 

ARNr 16S obtenida se depositó en el GenBank (NCBI) con el número de acceso P. 

pentosaceus 1101: MZ265376. 
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Figura 4. (a): Gel de electroforesis al 0.8% de agarosa, se muestra la banda que corresponde al material genético 

de la cepa 1101; (b): gel de agarosa al 1%, se muestra la banda que corresponde al producto de PCR del gen 

ARNr 16S de la cepa 1101. M, Marcador de pesos moleculares de ADN Ladder. 

 

13.2 Ensamble del genoma  
 

El ensamblaje final del genoma comprometió 7 contigs y un contenido global de GC del 

37.05%, obteniendo un valor N50 de 293,806 y un tamaño del genoma de 1.76 Mbp. El 

genoma de P. pentosaceus 1101 fue anotado utilizando el pipeline Prokka, que identificó 

1,754 secuencias codificantes (CDS), 55 rRNAs y 33 tRNAs, de los cuales 576 correspondían 

a proteínas identificadas a través del análisis proteómico bajo los tratamientos GC y control. 

El genoma completo de P. pentosaceus 1101 fue depositado en el DDBJ/ENA/GeneBank 

bajo el número de acceso JAOAND000000000, Bioproject PRJNA876950 y Biosample 

SAMN30676162. Los resultados obtenidos del ensamblaje del genoma son consistentes con 

los informes que indican que el tamaño del genoma del tipo de cepa es de 1.81 Mbp y un 

contenido de GC del 38.1% [Zheng et al., 2020]. 

 

(a) 

(b) 
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13.3 Evaluación de las propiedades funcionales y probióticas 
 

13.3.1 Actividad antagónica 
 

La tabla 1 resume los resultados de la actividad antagónica de la cepa P. pentosaceus 1101. 

Esta cepa mostró actividad contra todos los microorganismos ensayados, tanto Gram-

negativos (E. coli y S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium) como Gram-positivos 

(L. monocytogenes, S. aureus y E. faecalis). Esta actividad antagonista es de especial interés 

en relación con la capacidad de competir con los microorganismos patógenos y de deterioro 

y su capacidad de producir efectos antibacterianos in situ, aunque esto dependerá de factores 

como el pH y la temperatura, así como de la presencia de organismos competidores o de 

efectos aditivos [Helander et al., 1997].  

Tabla 1. Actividad antagónica de P. pentosaceus 1101 contra diferentes microorganismos 
de prueba. 

Cepa Actividad antagónica 

Escherichia coli DH5α GenBank:NZ_JRYM00000000.1 a + 

Enterococcus faecalis 1351 b + 

Listeria monocytogenes 1639 b + 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 a + 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 a + 

Weisella viridescens GenBank: UAM-MG5: MT814884 b + 

 
+: indica reacción positiva por inhibición del crecimiento de la cepa de prueba. Fuente de la cepa: a 
Departamento de Alimentos y Biotecnología, Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de 
México, b Departamento de Biotecnología, Universidad Autónoma Metropolitana, México. 

 

En la figura 5 se puede observar la actividad antagónica que presentó la cepa 1101 en la 

placa contra todas las cepas probadas. 
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Figura 5.Actividad antagónica de la cepa P. pentosaceus 1101: 1, Escherichia coli; 2, Enterococcus faecalis; 

3, Listeria monocytogenes; 4, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium; 5, Staphylococcus 

aureus y 6, Weissella.  

 

 

13.3.2 Crecimiento, actividad proteolítica e inhibitoria a diferentes valores de 

pH 
 

La figura 6a muestra el efecto del pH sobre la tasa de crecimiento (μ) y la densidad óptica 

máxima (ODmax) de P. pentosaceus 1101. La influencia del pH en el crecimiento quedó 

demostrada por el aumento de la tasa de crecimiento a medida que el valor del pH aumentaba 

de 2 a 7.0 (0.639 ± 0.014). En este trabajo, P. pentosaceus 1101 mostró la mayor actividad 

proteolítica a un pH bajo (5.5) (Fig. 6b). La actividad inhibitoria se vio favorecida en 

condiciones ácidas (pH 4.5-5.0) y la actividad inhibitoria para L. innocua fue la segunda 

mejor a pH 7.0 (Fig. 6c). Estos resultados proporcionan la primera aproximación 

documentada para optimizar las condiciones fisicoquímicas de crecimiento para mejorar la 

actividad inhibitoria de la cepa 1101. 
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                                                                              (a) 

 

 

 

 
                                                                              (b) 
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                                                                                 (c) 

  
Figura 6. (a) Influencia del pH (pH 2 y 3 durante 9 h, pH 4.5-7-0 durante 24 h) en el crecimiento de P. 

pentosaceus 1101 (D.O. máx (●), μ (■). (b) Curva de actividad proteolítica. (c) Actividad inhibitoria con 

Listeria innocua. Las determinaciones se realizaron por triplicado y los valores representados son la media con 

desviación estándar de tres experimentos independientes realizados con tres cultivos diferentes. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p˂0.05) según la comparación múltiple de medias de Duncan. 

 

 

P. pentosaceus 1101 crece en un rango de pH de 2-7, este hecho podría estar relacionado 

con su presencia en carnes fermentadas ya que durante la fermentación y secado de 

embutidos, un perfil de pH cada vez más ácido (5.68-4.96) estimula la liberación de 

péptidos derivados de la actina y favorece el crecimiento de las BAL [Berardo et al., 2017]. 

Se observó una condición similar para la cepa estudiada 1101, que tiene actividad 

proteolítica a pH 4.5-7, lo que sugiere que P. pentosaceus 1101 podría producir enzimas 

proteolíticas activas en condiciones ácidas y neutras. El pH afecta al transporte de varios 

factores de crecimiento a través de la membrana celular de la BAL; por lo tanto, si la 

bacteria no está en su pH óptimo de crecimiento, su actividad proteolítica se verá afectada 

directa o indirectamente [Sun et al., 2019]. En este estudio, la actividad proteolítica se vio 

favorecida a un pH ácido de 5.5, y otros estudios demostraron una actividad antilisterial 

moderada de P. acidilactici a pH 3.5 y 8.5, a una temperatura de 30 °C [Engelhardt et al., 
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2015]. La actividad antagonista exhibida por P. pentosaceus 1101 en este estudio puede 

estar relacionada con el ambiente ácido causado por la producción de ácidos orgánicos que 

inhiben el desarrollo de microorganismos alterantes a valores bajos de pH [Juárez-Castelán, 

2019]. Sin embargo, varios estudios han informado de que P. pentosaceus produce 

compuestos antimicrobianos, como péptidos, bacteriocinas y PGH, por lo que la actividad 

antimicrobiana puede deberse al efecto combinado de estos metabolitos [Engelhardt et al., 

2015; Montville y Chen, 1998]. La eficacia de estos péptidos antimicrobianos puede 

depender de varios factores, como el pH, la presencia de enzimas proteolíticas endógenas, 

el potencial de membrana y la composición lipídica, que en última instancia inducen 

cambios en la actividad antimicrobiana y su especificidad. Por ejemplo, las bacteriocinas 

son estables en una amplia gama de pH, con una elevada actividad a pH neutro y básico, 

pero son inactivadas por las proteasas endógenas [Montville y Chen, 1998]. Así, la mayor 

actividad antimicrobiana observada a pH 5,5 y 7 para P. pentosaceus 1101 coincide con 

una disminución de la actividad proteolítica. 

 

13.3.3 Supervivencia de P. pentosaceus 1101 tras la exposición a un pH bajo y a 

la bilis 

La supervivencia en las condiciones del tracto gastrointestinal de bajo pH y sales biliares 

son criterios de selección esenciales para que las cepas microbianas sean consideradas 

probióticas [Havenaar et al., 1992]. Antes de llegar a la parte distal del tracto 

gastrointestinal y ejercer sus efectos probióticos, estas bacterias deben sobrevivir durante 

la transición del estómago a la parte superior del tracto gastrointestinal. Los valores de pH 

en el estómago humano oscilan entre 1.5 durante el ayuno y 4.5, y la ingesta de alimentos 

puede tardar hasta 3 horas [Jacobsen et al., 1999]. Por lo tanto, es necesario evaluar la 

supervivencia y el crecimiento a un pH bajo de 2.0, 3.0 y 0.5% de sales biliares como 

evaluaciones preliminares de la tolerancia de P. pentosaceus 1101.  

El análisis de la resistencia al pH ácido y la tolerancia a las sales biliares al 0.5% son 

condiciones que afectan a la supervivencia bacteriana durante el paso por el tracto 

gastrointestinal, tal y como reporto Martoni utilizando un modelo in vitro [Martoni et al., 

2007]. La cepa 1101 sobrevivió a la exposición durante 1 hora a pH 2.0 y pH 3.0 y toleró 
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las condiciones de 0.5% de sales biliares durante 1 h. A pH 2.0 (Fig. 7), se produjo una 

disminución de 1.201 log10 UFC/mL, tanto a pH 3.0 como en el medio suplementado con 

0.5% de sales biliares, mostró una disminución mucho menor a una unidad logarítmica, 

partiendo de un recuento inicial de 9.0 log10 UFC/mL. Los datos muestran que la tasa 

logarítmica de supervivencia ácida media de P. pentosaceus 1101 a pH 2.0 fue del 86.8% 

y del 93.9% a pH 3.0 en el medio sin sales biliares. Sin embargo, cuando el medio contenía 

0.5% de sales biliares, la supervivencia fue del 99.1% (Tabla 2).  

 

 
 

(a) 

 

 

 
 
                                                                                       (b) 
 
Figura 7. Recuento en placa para determinar la viabilidad celular de P. pentosaceus 1101, (a): Control, pH 2.0 

y 3.0; (b):Control y 0.5% de sales biliares. 
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Tabla 2. Evaluación de la tolerancia a la acidez y las sales biliares: tasa de supervivencia tras la 

exposición a sales biliares, pH 2 y 3 durante 1 h. 
 

Condición D.O. max µ (h-1) 
Recuento inicial 

log10 UFC/mL 

Recuento final 

log10 UFC/mL 

Tasa logarítmica de 

supervivencia (%) 

 Resistencia a sales biliares 

Control 1.30 ± 0.01 0.69 ± 0.01 b    

0.5% 1.28 ± 0.01 1.08 ± 0.01 a 9.448 ± 0.005 9.352 ± 0.002 99.1 

 Resistencia a la acidez 

Control 1.26 ± 0.01a 0.72 ± 0.01a    

pH 2 0.45 ± 0.13b 0.19 ± 0.08 b 9.115 ± 0.012 7.914 ± 0.003 86.8b 

pH 3 0.55 ± 0.05b 0.19 ± 0.05 b 9.115 ± 0.012 8.556 ± 0.024 93.9a 

 
Los valores representados corresponden a las medias y desviaciones estándar de tres experimentos 

independientes. Se realizó el análisis de comparación de medias mediante la prueba t de Student de dos 

muestras, y las diferencias se consideraron estadísticamente significativas a p˂0.05. Letras diferentes indican 

diferencias significativas entre los valores de una misma columna. 

 

La cepa 1101 mostró tolerancia a la acidez y a las sales biliares, y su resistencia a las sales 

biliares se relaciona con la actividad de la hidrolasa de sales biliares (HSB), que puede 

hidrolizar la sal biliar combinada y reducir así su toxicidad y efectos secundarios [Noriega 

et al., 2004]. La HSB está codificada por todos los lactobacilos intestinales secuenciados y 

facilita la adaptación al intestino humano [Ventura et al., 2012]. Además, la cepa P. 

pentosaceus 1101 mostró resistencia a la acidez después de la incubación a pH 2 y 3 durante 

3 h, de forma similar a lo informado para las cepas probióticas comerciales Lactobacillus 

acidophilus LA-1 y L. rhamnosus GG, que se utilizaron como referencias para la estimación 

de la tolerancia al tránsito gastrointestinal [Conway et al., 1987; Jaya et al., 1998]. Los 

resultados de la tasa de supervivencia logarítmica en acidez y sales biliares que se 

obtuvieron en este estudio son comparables con otros documentados previamente para la 

cepa de referencia L. acidophilus NCFM®, con un 81% de tasa de supervivencia 

logarítmica reportada a pH 2 y 89.2% en 0.5% de sales biliares [Ruíz-Ramírez et al., 2022]. 

Además, otros informes con las cepas L. acidopbilus ADH [Conway et al., 1987] y 

Bifidobacterium [Noriega et al., 2004] también resisten a condiciones gastrointestinales con 

una disminución de 1 log10 UFC / mL, al igual que los datos obtenidos para P. pentosaceus 

1101 en condiciones similares. 
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13.3.4 Resistencia a antibióticos 
 

La resistencia a los antibióticos evaluada con P. pentosaceus 1101 se muestra en la tabla 3. 

La cepa estudiada fue sensible a la amoxicilina, el ácido clavulánico, la penicilina, la 

cefazolina, la cefuroxima y el cloranfenicol; pero la cepa se muestra resistente a la cefalexina, 

la piperacilina, la azitromicina, la eritromicina, la tetraciclina, la ciprofloxacina, la ofloxacina 

y el cotrimoxazol. Se ha notificado resistencia a la eritromicina y a la tetraciclina, 

especialmente en las BAL [Colombo et al., 2020]. Cabe destacar que, a pesar de la posible 

resistencia de P. pentosaceus 1101 a la mayoría de los antibióticos ensayados, fue sensible a 

antibióticos clínicamente importantes, como la penicilina, la amoxicilina y el cloranfenicol, 

lo que permitiría considerarlo relativamente "seguro". Estos resultados son coherentes con 

los comunicados por Savedbowoen, 2014, que descubrió que la mayoría de las cepas de P. 

pentosaceus probadas eran sensibles a la penicilina, el cloranfenicol y la eritromicina, y los 

comunicados para una cepa de P. pentosaceus con potencial como probiótico vaginal [Borges 

et al., 2013]. Los conocimientos actuales sobre la resistencia a los antibióticos en las BAL 

siguen siendo limitados, y la controversia sobre la seguridad del uso de posibles cepas 

probióticas con cierta resistencia a los antibióticos ha sido ampliamente debatida, y algunos 

autores sostienen que las bacterias probióticas que poseen perfiles de resistencia a los 

antibióticos podrían ser una ventaja en las aplicaciones clínicas al facilitar su administración 

conjunta con el tratamiento antibiótico [Cebeci y Gürakan, 2003]. Además, los aislados 

microbianos destinados a ser utilizados como probióticos deberían mostrar cierta resistencia 

a los antibióticos, para sobrevivir en el tracto gastrointestinal del huésped y ejercer 

actividades beneficiosas sobre él [Śliżewska et al., 2021]. Sin embargo, se ha demostrado 

que las cepas probióticas pueden reducir el número de genes de resistencia a los antibióticos 

en individuos tolerantes a la colonización y a los antibióticos, lo que puede variar en función 

de la edad, los hábitos alimentarios y las condiciones de salud [Montassier et al., 2021; 

Sharma et al., 2021]. Tras un tratamiento con antibióticos, estas cepas probióticas pueden 

exacerbar la expansión del resistoma mediada por los antibióticos en el tracto gastrointestinal, 

pero no contribuyen al aumento de los genes de resistencia a los antibióticos de su propio 

repertorio mediante la transferencia horizontal a comensales y patógenos. La cepa estudiada 

muestra resistencia a los antibióticos más comunes y hay una posibilidad muy baja de 
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transferencia de estos genes por conjugación [Montassier et al., 2021], en este estudio no 

identificamos ningún gen de resistencia a la vancomicina en P. pentosaceus 1101. 

 
Tabla 3. Perfil de Resistencia a los antibióticos. 

 

Antibiótico Perfil de resistencia  

Inhibidores de la biosíntesis de la pared celular 

Amoxicilina/ácido clavulánico S 

Amoxicilina S 

Penicilina S 

Cefalexina R 

Cefazolina S 

Cefuroxima S 

Piperacilina R 

Inhibidores de la síntesis de proteínas 

Azitromicina R 

Eritromicina R 

Cloranfenicol S 

Tetraciclina R 

Inhibidores de la síntesis de ADN 

Ciprofloxacina R 

Ofloxacina R 

Inhibidor de productos metabólicos 

Cotrimoxazol R 

 
S, sensible (≥ 21 mm); R, resistente al antibiótico probado (≤ 15 mm)  [Savedboworn et al., 2014]. 

 

 

 

13.3.5 Propiedades de adhesión celular 
 

En el presente estudio, se evaluó la afinidad por los disolventes orgánicos hexano y 

cloroformo para determinar las propiedades de la superficie celular. La afinidad por el hexano 

(disolvente no polar) demuestra la superficie hidrofóbica característica de la bacteria, y la 

afinidad por el cloroformo (disolvente ácido polar) describe la propiedad de donante de 

electrones de la superficie celular bacteriana, que se atribuye a los grupos carboxílicos y a 

las interacciones ácido-base de Lewis [Xu et al., 2009]. La cepa estudiada mostró (Tabla 4) 

una hidrofobicidad significativamente mayor (91.5 + 0.3 %) que el control L. acidophilus 

NCFM® (51.82 + 0.3 %); ambas cepas tienen afinidad por el cloroformo, siendo L. 

acidophilus NCFM® la que tiene una afinidad significativamente mayor (94.06 + 0.5 %), lo 

que indica su capacidad donadora de electrones. Estos resultados muestran que P. 



54 
 
 

pentosaceus 1101 tiene un perfil de adherencia a superficies hidrofóbicas. Algunos informes 

han sugerido que las células bacterianas con alta hidrofobicidad tienden a formar fuertes 

interacciones con las células de la mucosa o se adhieren fuertemente a las células epiteliales 

[Hernández-Alcántara et al., 2018; Śliżewska et al., 2021].   

 

Tabla 4. Hidrofobicidad bacteriana (%) de bacterias ácido lácticas. 
 

BAL 
Solvente 

Hexano (%) Cloroformo (%) 

P. pentosaceus 1101 91.5 + 0.3 a 19.6 + 0.4 b 

L. acidophilus NCFM® 51.8 + 0.3 b 94.1 + 0.5 a 

 
Los valores presentados corresponden a las medias y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. 

Se realizó un análisis de comparación de medias mediante la prueba t de dos muestras, y las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas a p˂0,05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre 

los valores de una misma columna. 

 

La capacidad de auto-agregación de la cepa estudiada alcanzó el 87%, y su co-agregación 

con el patógeno L. monocytogenes 1639 superó el 74% tras 24 h de incubación (Tablas 5 y 

6). Las propiedades antagónicas de las cepas probióticas también están relacionadas con la 

formación de co-agregados con los patógenos que dificultan su adhesión al epitelio intestinal 

y forman un microambiente que ayuda a los probióticos a eliminar los microorganismos 

patógenos. [Śliżewska et al., 2021]. 

 

Tabla 5. Capacidad de auto-agregación (%) de bacterias ácido lácticas. 
 

BAL 2 h 4 h 6 h 20 h 24 h 

P. pentosaceus 1101 10.7 + 0.3b 14.7 + 0.5 b 21.4 + 0.4 b 62.9 + 0.5 b 86.7+ 0.2 b 

L. acidophilus NCFM 14.3 + 0.2 a 25.0 + 0.1a 32.2+ 0.3 a 84.8 + 0.3 a 96.4 + 0.2 a 

 
Los valores presentados corresponden a las medias y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. 

Se realizó un análisis de comparación de medias mediante la prueba t de dos muestras, y las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas a p˂0,05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre 

los valores de una misma columna. 
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Tabla 6. Capacidad de co-agregación (%) de bacterias ácido lácticas. 
 

LAB 2 h 4 h 6 h 20 h 24 h 

P. pentosaceus 1101 51.2 + 0.2b 56.0 + 0.2b 60.1 + 0.2b 64.4 + 0.1b 74.3 + 0.2b 

L. acidophilus NCFM 56.3 + 0.1 a 58.7 + 0.1 a 71.9 + 0.2 a 80.1 + 0.1 a 85.2 + 0.2 a 

 
Los valores presentados corresponden a las medias y desviaciones estándar de tres experimentos independientes. 

Se realizó un análisis de comparación de medias mediante la prueba t de dos muestras, y las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas a p˂0,05. Letras diferentes indican diferencias significativas entre 

los valores de una misma columna. 

 

13.4 Análisis proteómico de P. pentosaceus 1101 expuesto en condiciones 

de control y gastrointestinales 
 

13.4.1 Análisis de SDS-PAGE y determinaciones de la actividad antimicrobiana 

por zimografía 
 

Para establecer la variación en la producción de metabolitos proteicos con actividad 

antimicrobiana asociada a las condiciones de cultivo gastrointestinal, fue necesario 

determinar el perfil de proteínas solubles presentes en condiciones normales para P. 

pentosaceus 1101 para compararlo con el perfil proteico obtenido en condiciones 

gastrointestinales. 

La figura 8a muestra el perfil proteico obtenido de la fracción de proteínas solubles para el 

control y el tratamiento. Se ha observado para el género Pediococcus spp. que la expresión 

de las proteínas antimicrobianas es variable según las condiciones de pH [Párraga Solórzano 

et al., 2021]. Las bandas se detectaron de 10 a 250 kDa, el perfil proteico se vio afectado por 

los cambios de pH y la presencia de sales biliares, ya que algunas bandas desaparecieron de 

10-25 kDa y otras disminuyeron su intensidad de 75-250 kDa en comparación con el control. 

En el tratamiento en condiciones gastrointestinales se detectó una banda con actividad lítica 

de la fracción intracelular contra el microorganismo Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698, 

con un peso molecular de 29 KDa (Fig. 8b). 
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                                                      (a)                                 (b) 
 

Figura 8. (a) SDS-PAGE 12% y (b) zimograma de la fracción soluble de proteínas intracelulares obtenida con 

los diferentes tratamientos. Marcador de peso molecular M Bio-Rad Dual Xtra; carril 1-tratamiento de control; 

carril 2-tratamiento de condiciones gastrointestinales. 

 

 

13.4.2 Identificación de proteínas mediante cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) 
 

Se identificaron un total de 576 proteínas, una comparación entre las proteínas identificadas 

en los grupos de tratamiento de control y de condiciones gastrointestinales a través del 

análisis proteómico reveló 493 proteínas expresadas en ambos grupos, 63 proteínas 

expresadas sólo en el grupo de tratamiento de control y 20 sólo en el grupo de tratamiento de 

condiciones gastrointestinales (Fig.9a). Basándose en la homología de la secuencia, las 

proteínas se clasificaron en grupos funcionales. Un gráfico de barras circular muestra los 10 

grupos funcionales más importantes en cada una de las 3 categorías de la clasificación de la 

ontología genética (Fig.9b), a saber, proceso biológico, componente celular y función 

molecular que representa la asignación. En total, el 19% de las proteínas identificadas se 

asociaron con el proceso biológico de la traducción, seguido del 4% para el proceso 

metabólico de los carbohidratos. Además, el 46% de las proteínas estaban asociadas al 
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componente celular del citoplasma, y el 16% al componente integral de la membrana y el 

ribosoma. En cuanto a la función molecular, la mayoría de las proteínas estaban asociadas a 

la unión de ATP y a la unión de iones. 

 

 

 
Figura 9. (a) Diagrama de Venn y (b) gráfico de barras circular: clasificación de la ontología genética para las 

proteínas expresadas en ambos grupos; los resultados se resumen en tres categorías principales: proceso 

biológico (PB), componente celular (CC) y función molecular (FM). 
 

 

Varios estudios informan sobre la adaptación de las BAL a diferentes estreses ambientales 

que podrían deberse a cambios subyacentes en la transcripción de genes y la expresión de 

proteínas. [Jaya et al., 1998]. El mecanismo de adaptación de las BAL en condiciones de 

estrés implica la regulación al alza de diferentes proteínas que responden al estrés 
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[Hernández-Alcántara et al., 2018]. El análisis cuantitativo utilizando una prueba t-test entre 

el tratamiento de las condiciones gastrointestinales y el grupo de control arrojó 100 proteínas 

que mostraron una abundancia diferencial significativa, 73 de estas proteínas fueron 

reguladas a la baja y 27 al alza (Fig. 10); estos resultados sugieren que la exposición a sales 

biliares al 0.5% y la acidez en el tratamiento influyen en los perfiles proteicos de P. 

pentosaceus 1101. 

 

Figura 10. Gráfico de volcano: nivel de cambio de las proteínas de tratamiento y de control. Punto rojo: 

regulado a la baja; punto verde: regulado al alza; punto gris: no significativo. (t-test p˂0.1). 
 

 

La tabla 7 muestra el impacto de la exposición a sales biliares al 0.5% y a la acidez en el 

perfil proteómico, resumiendo las 18 principales proteínas reguladas al alza y las encontradas 

sólo en el grupo de tratamiento de las condiciones gastrointestinales implicadas en los 
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procesos de tolerancia a las condiciones gastrointestinales, pertenecientes a las categorías 

funcionales: sistema regulador de dos componentes, proceso catabólico y biosintético del 

peptidoglicano, proteólisis, reparación del ADN, respuesta al estrés, adhesión celular y unión 

a la penicilina. 

 

Tabla 7. Lista de las 18 principales proteínas implicadas en los procesos de tolerancia a las 

condiciones gastrointestinales en P. pentosaceus 1101. 
 

Proteína Gen Peso molecular (kDa) Función 

Transducción de señales de la histidina-

proteína quinasa ArlSArlS
a
 

0715 57 
Sistema de regulación de dos 

componentes 

Proteína serina/treonina quinasa 
b

 0832 57 Fosforilación 

N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa
b

 1117 32 
Proceso catabólico del 

peptidoglicano 

Peptidoglicano transpeptidasa, ErfK-YbiS-

YhnG family
a
 

UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-

glutamato--L-lisina ligasa
a
 

1555 

murE 

51 

56 

Proceso de biosíntesis del 

peptidoglicano 

Proteína que contiene el dominio LysM 1356 23 Actividad hidrolasa 

Proteasa periplásmica
a
 1062 52 Proteólisis 

Componente ATPasa del transportador 

ABC con dominios ATPasa duplicados
b
 

1071 72 Unión de ATP 

Factor sigma de la ARN polimerasa SigA
a
 sigA  43 Unión al ADN 

ADN ligasa
a
 ligA  75 

Reparación del ADN 

Exonucleasa específica de ADN 

monocatenario RecJ
b

 
1130 87 

Factor de acoplamiento de la transcripción-

reparación TRCF
b
 

mfd 132 

Proteína chaperona DnaJ
a
 

 
dnaJ 40 

Respuesta al estrés 

Péptido metionina sulfóxido reductasa 

MsrB
a
 

 

msrB 17 

Helicasa de ARN dependiente de ATP 

DEAD-box CshB
a
 

 

cshB 52 

Proteína RadA
b
 radA 50 

Adesina superficial
b
 0086 34 Adhesión celular 

Peptidoglicano específico para la 

elongación celular D,D-transpeptidasa
a
 

0727 74 Unión de la penicilina 

 

a Proteínas reguladas al alza b Proteínas presentes sólo en el tratamiento. 
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Dos de estas proteínas implicadas en los procesos de tolerancia a las condiciones 

gastrointestinales, la histidina-proteína quinasa de transducción de señales ArlS y la proteína 

serina/treonina quinasa, están implicadas en la transducción de señales; la señalización a 

través de proteínas quinasas es conocida evolutivamente [Lokesh et al., 2022]. La proteína 

quinasa de histidina de transducción de señales ArlS se ha correlacionado con el sistema de 

transducción de señales de dos componentes (TCS), que es la forma predominante en que las 

bacterias perciben y responden para adaptarse a los cambios ambientales, y que consiste en 

una quinasa receptora de histidina (ArlS) y un regulador de respuesta (ArlR) [Párraga 

Solórzano et al., 2021]; Se ha demostrado que este locus ArlS-ArlR afecta a la expresión de 

PGH, a la actividad proteolítica y a las propiedades de adhesión celular, por lo que este mismo 

sistema TCS puede estar implicado tanto en la actividad antimicrobiana como en la fisiología 

celular [Fournier y Hooper 2000]. La proteína serina/treonina quinasa es un rasgo 

característico de muchas bacterias Gram-positivas; estas proteínas participan en procesos 

vitales, como la división celular y la replicación del ADN, e interactúan con las células 

epiteliales del intestino humano, inducen la respuesta inmunitaria y modulan la resistencia a 

los antibióticos [Lokesh et al., 2022]. 

El análisis proteómico también identificó la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa de PGH 

(32 kDa); el dominio enzimático de la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa escinde el enlace 

amídico entre los residuos de N-acetilmuramoil y L-aminoácidos de los glicopéptidos de las 

paredes celulares bacterianas y tiene un dominio de interacción proteica Src Homology 3 

(SH3) N-terminal. Su estructura muestra que dos ácidos glutámicos conservados son los 

principales residuos catalíticos, y el zinc actúa como cofactor [Shida et al., 2001]. En general, 

las N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas son miembros del sistema bacteriano autolítico y 

llevan un péptido señal en su N-terminal que permite su transporte a través de la membrana 

citoplasmática, y el módulo catalítico de la amidasa está fusionado a otro módulo funcional 

en el N-terminal o en el C-terminal, que es responsable de la unión de alta afinidad de la 

proteína a la pared celular [Korndörfer et al., 2006]. Se observó la influencia del pH y la 

presencia de sales biliares en el perfil de PGH en la cepa 1101, ya que la banda identificada 

como N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (32 kDa) se detectó por zimografía en un 

tratamiento con un peso molecular de 29 kDa. La diferencia de pesos moleculares observada 

entre la banda de la zimografía (29 kDa) y la obtenida a partir del análisis proteómico (32 
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kDa) puede deberse a la movilidad electroforética diferencial en la PAGE que contiene las 

células bacterianas (M. lysodeikticus), que se lisan y el SDS-PAGE tradicional. Además, los 

polipéptidos constituyentes presentan actividad de PGH; por lo tanto, la PGH extracelular 

observada puede ser liberada de las paredes celulares bacterianas [Gandhi et al., 2020]. El 

perfil de PGH visualizado en este estudio no permitió determinar el número exacto de estas 

enzimas producidas por P. pentosaceus 1101 porque sólo son detectables las enzimas que 

pueden ser renaturalizadas y que conservan la actividad enzimática [Mora et al., 2003; 

Govindasamy-Lucey et al., 2000]. Estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana 

de Pediococcus spp. puede deberse a la producción de PGH, ya que se han descrito 

actividades líticas de alto y bajo peso molecular [García-Cano et al., 2015; Llorente-

Bousquets et al., 2008; Jang et al., 2014]. Por último, la presencia de una banda lítica en el 

tratamiento con acidez y sales biliares obtenida de la fracción de proteínas solubles 

citosólicas en el zimograma e identificada mediante el análisis proteómico como N-

acetilmuramoil-L-alanina amidasa confirma un papel en el manejo de las defensas en 

condiciones gastrointestinales. 

Los efectos nocivos de la bilis incluyen la acción detergente, el estrés oxidativo, de bajo pH 

y osmótico [Hamon et al., 2011]. En nuestro tratamiento, identificamos la proteína chaperona 

DnaJ, que participa activamente en la respuesta al choque hiperosmótico y térmico, 

impidiendo la agregación de las proteínas desnaturalizadas por el estrés y desagregando las 

proteínas no plegadas que se unen inicialmente a DnaJ [Álvarez-Ordóñez et al., 2014]. 

También se ha identificado un componente ATPasa del transportador ABC; se sabe que esta 

proteína está implicada en la respuesta de las BAL al estrés osmótico. Transporta compuestos 

no nocivos que permiten la desintoxicación celular, uno de los efectos deletéreos de la bilis 

[Hamon et al., 2011]. 

En consecuencia, cuando P. pentosaceus 1101 fue expuesta a un tratamiento gastrointestinal, 

73 proteínas fueron reguladas a la baja (Tabla 8). En general, estos datos muestran que la 

exposición de la cepa analizada al tratamiento gastrointestinal produce alteraciones globales 

significativas en el metabolismo de los carbohidratos y en la actividad de los transportadores. 

Los sistemas de transporte multidroga de tipo ABC son transportadores de fuerza motriz 

protónica/sodio que utilizan la energía de la hidrólisis de ATP para extruir diversos sustratos, 

incluidos fármacos y antibióticos, a través de la membrana celular [Rafii y Park, 2008]; P. 
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pentosaceus 1101 presentaba cierta resistencia a los antibióticos, ya que se identificaron 

proteínas relacionadas con el transporte y la unión a antibióticos, como el sistema de 

transporte multidroga de tipo ABC (regulado a la baja) y la peptidoglicano D,D-

transpeptidasa específica de la elongación celular (unión a penicilina), que estaba regulada 

al alza; Sin embargo, la desregulación de las dos proteínas implicadas en el transporte de 

antimicrobianos y antibióticos en el tratamiento indicaría que este tipo de transporte se ve 

afectado en condiciones de estrés gastrointestinal. 

 
 

Tabla 8. Lista de las 13 principales proteínas reguladas a la baja y las encontradas sólo en el 

tratamiento de control. 

 

aProteínas reguladas a la baja, bProteínas presentes solo en el tratamiento de 

control. 

 

No identificamos en el análisis proteómico factores asociados a la patogenicidad de la cepa, 

con las herramientas de búsqueda utilizando palabras clave como "toxina, proteínas de fago, 

transposasa, sortasa, colagenasa, hialuronidasa S, BspA, PrfA, PlcH , AvrA, Cnf1, VanC1, 

VanC2, ErmA, ErmB, ErmC, GelE, Mef, Lnu, CylL, Ccf, FsrB" [Abril et al., 2022]. Por lo 

Proteína Gen Peso molecular (kDa) Función 

Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
a
  gpsA  36 

Proceso metabólico de 

carbohidratos 

HPr quinasa/fosforilasa
a
 hprK  35 

Fructosa-bisfosfato aldolasa
a
 1352 31 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
a
 0459 37 

6-fosfofructocinasa dependiente de ATP 
a
 pfkA  34 

Ribosa-5-fosfato isomerasa 
a
 rpiA  25 

L-lactato oxidasa 
a
 0922 40 Oxidorreductasa 

Malato deshidrogenasa (NAD)
a
 0218 33 

Proceso metabólico de 

ácidos carboxílicos 

Sistema de transporte multidroga de tipo ABC 
a
 1337 64 

Actividad 

transportadora 
Transportador del factor de acoplamiento energético 

proteína de unión-ATP EcfA
b
 

 1390 31 

Sistema de transporte de péptidos antimicrobianos de 

tipo ABC 
b
 

1650 71 
Resistencia a los 

antibióticos 

Esterasa predicha de la superfamilia alfa-beta 

hidrolasa 
b
 

0212 33 Catabolismo lipídico 

Aspartato racemasa 
b

 0662 27 

Metabolismo de 

compuestos 

nitrogenados 
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que podemos decir que en las condiciones ensayadas P. pentosaceus 1101 no expresó genes 

relacionados con la virulencia. 

Observamos que los mecanismos de defensa frente al estrés descritos para la cepa P. 

pentosaceus 1101 se agrupan según su implicación directa en la conservación de la energía 

celular, la defensa de las macromoléculas y la protección de la envoltura celular 

[Papadimitriou et al., 2016]. Estas proteínas identificadas en el análisis proteómico 

implicadas en la respuesta al estrés ácido y sales biliares también están implicadas en la 

respuesta adaptativa a condiciones de estrés tecnológico; encontramos chaperonas en el 

análisis proteómico, que también indican la capacidad inherente de termotolerancia de la 

cepa estudiada, ya que crece a 43 °C (datos no mostrados), lo cual es importante para la 

producción de productos alimenticios cocinados, y diferentes especies de BAL que han sido 

aisladas de embutidos cocinados muestran esta capacidad [Pérez-Chabela et al., 2008]. El 

análisis proteómico fue capaz de identificar una proteasa periplásmica en el tratamiento de 

estrés, y la actividad proteolítica de la cepa probada se vio favorecida a un pH ácido de 5.5, 

lo que corrobora la producción de enzimas proteolíticas activas en condiciones ácidas. 

Muchos microorganismos patógenos y causantes del deterioro de los alimentos son sensibles 

a una presión osmótica elevada en comparación con las BAL. A menudo se añade NaCl para 

ayudar a las BAL a iniciar el proceso de fermentación. Este estrés osmótico disminuye la 

turgencia positiva de las células bacterianas como resultado de la deshidratación; en tales 

condiciones, las células producen o importan pequeñas moléculas, llamadas osmolitos, para 

equilibrar la diferencia entre las osmolaridades intracelular y extracelular y permitir la 

rehidratación a través de canales asociados a la membrana [Papadimitriou et al., 2016]. P. 

pentosaceus 1101 creció a una concentración de NaCl del 1-6% y mostró actividad 

proteolítica e inhibitoria a estas concentraciones (datos no mostrados); en este estudio 

identificamos el componente proteico ATPasa del transportador ABC, que como se ha 

mencionado está implicado en la respuesta al estrés osmótico. Se cree que concentraciones 

de NaCl de hasta el 7% pueden potenciar la actividad de producción de ácido de las BAL y 

los compuestos antimicrobianos [Delgado et al., 2005; Engelhardt et al., 2015]. 
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14 CONCLUSIÓN 
 

Se comprobó que varias proteínas pueden tener un factor clave en la adaptación de Pedio-

coccus pentosaceus 1101 en el tracto gastrointestinal; esta cepa aislada de chorizo tipo 

español, muestra capacidad para sobrevivir a la acidez y a las sales biliares, posee 

propiedades de adhesión celular y cierta sensibilidad a los antibióticos. La mayoría de las 

proteínas identificadas están relacionadas con procesos biológicos de traducción, 

metabolismo de carbohidratos y funciones moleculares de ATP y unión de iones. El 

mecanismo de adaptación de P. pentosaceus 1101 en condiciones de estrés gastrointestinal 

consistió en la regulación diferencial de proteínas implicadas en los mecanismos por los que 

la cepa percibe los efectos del ácido y las sales biliares y reacciona a los cambios ambientales 

(transducción de señales histidina-proteína cinasa ArlS), adhesión celular (proteína cinasa 

serina/treonina y adhesina de superficie), modulación de la resistencia a los antibióticos 

(sistema de transporte antimicrobiano multidroga y de tipo ABC), actividad antimicrobiana 

(N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa), estrés osmótico (componente ATPasa del 

transportador ABC), desagregación de proteínas no plegadas (proteína chaperona DnaJ). P. 

pentosaceus 1101 también mostró una importante actividad antagonista, inhibidora y 

proteolítica, por lo que la cepa podría promover la hidrólisis de las proteínas alimentarias 

durante el proceso de fermentación o maduración e intervenir en el desarrollo de las 

características sensoriales de los productos, así como en la estabilidad microbiológica y la 

seguridad. Basándonos en los resultados del presente estudio, P. pentosaceus 1101 podría 

tener potencial para su uso como probiótico, ya que puede sobrevivir al paso al intestino, o 

podría utilizarse como cultivo bioprotector en alimentos fermentados debido a su capacidad 

para competir con microorganismos alterantes y patógenos. Hemos obtenido una serie de 

resultados que aportan información sobre cómo responden molecularmente los probióticos 

al estrés durante el tránsito gastrointestinal y que también podrían ser útiles para la selección 

de cepas que intervienen en el procesado de alimentos. 
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15 PERSPECTIVAS 
 

La transferencia horizontal de genes de resistencia a los antibióticos entre la población 

microbiana a través de cepas probióticas es una posibilidad, por tanto, sería importante 

confirmar la naturaleza intransferible de estos genes en Pediococcus pentosaceus 1101. 

 

Podría también confirmarse la capacidad de adherencia que mostró la cepa llevando a cabo 

estudios con células epiteliales. 

 

Estos podrían ser criterios clave, pensando en desarrollar una formulación probiótica con 

aplicación en alimentos, sistemas humanos y animales. 
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17 ANEXOS 

17.1 Selección de cepa con mayor potencial biotecnológico 
 

17.1.1 Aislamiento 
 

Las 15 cepas previamente aisladas de chorizo tipo español por el grupo de trabajo [Juárez-

Castelán et al., 2019], fueron propagadas y sembradas en cajas Petri con medio MRS-verde 

de bromocresol, en la Fig. 11, se observa el vire que tuvo el verde de bromocresol a amarillo 

en el medio debido a la producción de ácido láctico de las cepas, la morfología que mostraron 

las colonias (color, tamaño), fueron de un solo tipo morfológico, redondas, pequeñas, 

coloración crema en el centro y circunferencia grisácea. No se observó contaminación, por 

lo que se procedió a asilar cada colonia. 

 

 
 

Figura 11. BAL aisladas en MRS-verde de bromocresol 
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17.1.2 Actividad antagónica y proteolítica 
 

 
 

Figura 12. Actividad proteolítica: cepas 9,15,1101, 1115 y 1119. 

 

 

En la tabla 9, se resumen los resultados de la actividad antagónica y proteolítica que 

presentaron las 15 cepas de la colección; en la actividad proteolítica, los halos de hasta 1 mm 

de diámetro indicaron una reacción débilmente positiva (-); de 1 a 5 mm reacción positiva 

(+); halos ˃ 5 a 10 mm reacción positiva (++) y halos ˃ 10 mm reacción positiva (+++) 

(Silveira et al. 1999). 

 
Tabla 9. Actividad antimicrobiana de las 15 cepas aisladas de chorizo tipo español. 

 
Clave de 

identidad 

Escherichia 

coli 

Listeria 

monocytogenes 

Salmonella 

enterica 

Staphylococcus 

aureus 

Weisella Actividad 

proteolítica 

9 + + + - - ++ 

11-1 + + - + - + 

11-2 + + + + - + 

15 + + + + - ++ 

1100 + + + + - ++ 

1101 + + + + + +++ 

1102-1 + + + + - ++ 

1102-2 - + + + - ++ 

1107 - + + + - ++ 

1109-1 + + + + + ++ 
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1109-2 + + + + + ++ 

1113 + + + + + ++ 

1115 + + + - - ++ 

1118 + + + - + ++ 

1119 + + + - - ++ 

 
-: ≤ 1mm; +: ˃1-5 mm; ++: ˃ 5-10 mm; +++: ˃10 mm. 

 

 

La cepa 1101 fue la que presentó mayor actividad antagónica y proteolítica en comparación 

con la colección de 14 cepas restantes.  

 

17.1.3 Parámetros cinéticos a diferente concentración de NaCl y diferente 

temperatura 
 

La figura 13 muestra el efecto de la concentración de NaCl y la temperatura sobre la tasa de 

crecimiento (μ) y la densidad óptica máxima (DOmax) de P. pentosaceus 1101. El crecimiento 

de la cepa 1101 se vio afectado por el aumento de las concentraciones de NaCl hasta el 6% 

(figura 13a), ya que tanto la DOmax como la μ disminuyeron significativamente. El efecto de 

la temperatura sobre los parámetros cinéticos se muestra en la figura 13b, donde la DOmax 

aumentó hasta 37°C (1.484 ± 0.012), pero se observaron valores más bajos a temperaturas 

de incubación más altas, lo que indica una termotolerancia inherente. 
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Figura 13. Influencia del pH, la concentración de NaCl y la temperatura sobre el crecimiento de P. pentosaceus 

1101, (D.O.max (●), μ (■).  (a): diferente concentración de NaCl con pH inicial de 7.0 y (b): diferente temperatura 

con pH inicial de 7.0. Las determinaciones se realizaron por triplicado y los valores representados son la media 

con desviación estándar de tres experimentos independientes realizados con tres cultivos diferentes. Letras 

distintas indican diferencias significativas (p˂0.05) según la comparación múltiple de medias de Duncan. 
 

 

 

17.1.4 Actividad proteolítica a diferente concentración de NaCl y temperatura 
 

P. pentosaceus 1101 no mostró diferencias significativas en la actividad proteolítica en 

presencia de NaCl (Figura 14a). La temperatura de incubación afectó a la actividad 

proteolítica de la cepa, aumentando su actividad desde los 22°C (13.667 ± 0.577 mm) hasta 

los 37°C (18.667 ± 0.577 mm), y disminuyendo drásticamente cuando la cepa se cultivó a 

43°C (Figura 14b). 
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Figura 14. Curvas de actividad proteolítica de P. pentosaceus 1101. (a): Diferente concentración de NaCl con 

pH inicial de 7.0 y temperatura constante de 37°C; (b): diferente temperatura con pH inicial de 7.0. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado y los valores representados son la media con desviación estándar 

de tres experimentos independientes realizados con tres cultivos diferentes. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (p˂0.05) por comparación múltiple de medias de Duncan. 
 

 

17.1.5 Actividad inhibitoria a diferente concentración de NaCl y temperatura 
 

La actividad inhibitoria de la cepa se evaluó para mostrar la influencia de la concentración 

de NaCl y la temperatura. La actividad inhibitoria se vio favorecida a una temperatura de 

22 °C (figura 15b). La actividad inhibitoria de la cepa en estudio se ve favorecida con un 

aumento de la concentración de NaCl en el medio hasta un valor del 8% p/v (figura 15a). 

Sin embargo, estas condiciones afectaron profundamente al crecimiento, probablemente 

debido al estrés osmótico (figura 13a). La actividad inhibitoria fue mayor para L. innocua 

en comparación con E. faecalis en todos los tratamientos probados.  
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Figura 15. Curvas de actividad inhibitoria con Enterococcus faecalis (■) y Listeria innocua (□) de P. 

pentosaceus 1101. (a) Diferente concentración de NaCl con pH inicial de 7.0 y temperatura constante de 37°C; 

(b) diferente temperatura con pH inicial de 7.0. Las determinaciones se realizaron por triplicado y los valores 

representados son la media con desviación estándar de tres experimentos independientes realizados con tres 

diferentes 
 

La cepa 1101 fue seleccionada para su evaluación debido a las ventajas que presentó en su 

espectro de inhibición, actividad proteolítica y prevalencia a lo largo del proceso de 

maduración de un producto cárnico fermentado (chorizo de tipo español) del que fue aislada 

previamente por el grupo de trabajo [Juárez-Castelán et al., 2019]. 
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17.2 Determinación de la concentración de proteína 
 

 

Figura 5. Curva estándar para la determinación de proteína por el método de Bradford. 
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