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EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD PROTEOLÍTICA DE LACTOBACILLUS, 

AISLADOS DE MASA MADRE, SOBRE PÉPTIDOS DERIVADOS DE GLIADINA 

La enfermedad celiaca afecta alrededor del 2% de la población mundial y el único 
tratamiento a la fecha consiste en llevar una dieta estricta de alimentos que no contengan 
gluten. Encontrar alternativas para producir alimentos aptos para celiacos sin incurrir en 
altos costos de materias primas y sin afectar negativamente sus características 
nutricionales y organolépticas, es una tarea de gran interés para la industria alimenticia. 

En este trabajo se evaluó la capacidad proteolítica de bacterias ácido lácticas, aisladas 
de masa madre, sobre los péptidos del gluten asociados a la respuesta inmune en 
celiacos. Los microorganismos se seleccionaron según su capacidad de utilizar péptidos 
derivados de gliadina -la proteína del gluten que contiene los péptidos inmunogénicos- 
como única fuente de nitrógeno. De 30 colonias de bacterias ácido lácticas aisladas de 
masa madre, solo 9 se desarrollaron en medios con péptidos derivados de gliadina. Las 
características proteolíticas de las 9 colonias aisladas indican que corresponderían a 
variedades starters, es decir, que expresan proteinasas asociadas a la envoltura celular. 
La colonia #1 se utilizó en un ensayo de digestión de gliadina, produciendo una digestión 
casi completa de dicho sustrato, mientras que las 8 colonias restantes no alcanzaron a 
ser evaluadas.  

Un análisis teórico de digestión de alfa gliadina por las proteasas de variedades starters 
de bacterias ácido lácticas, sustenta la eficacia de estas bacterias en la digestión de los 
epítopos del gluten. Los resultados obtenidos confirman la hipótesis que bacterias ácido 
lácticas, presentes naturalmente en la masa madre, constituyen una herramienta eficaz 
para la producción de alimentos aptos para celiacos, elaborados a partir de materias 
primas que contienen gluten.  
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1 Motivación 
La enfermedad celiaca es una enfermedad autoinmune provocada por la ingesta de 
fracciones proteicas que constituyen el gluten. Esta patología se caracteriza por la 
destrucción de las microvellosidades intestinales a causa de una respuesta inflamatoria 
mediada por linfocitos T CD4+. A medida que el tejido se degrada, la absorción de 
nutrientes disminuye, causando graves problemas al paciente. Los síntomas clásicos en 
infantes incluyen diarrea crónica, distensión abdominal y retraso en el desarrollo, 
mientras que los pacientes diagnosticados más tarde muestran anemia, fatiga, pérdida 
de peso, diarrea y síntomas neurológicos [1]. Cerca del 2% de la población la padece [2], 
aunque se estima que un número importante de individuos permanece sin diagnosticar 
[3].  

El único tratamiento a la fecha es seguir estrictamente una dieta libre de gluten, sin 
embargo, se estima que el 30% de los pacientes no la sigue de manera constante. Pobre 
palatabilidad, alto costo y poca oferta de productos sin gluten son algunos de los factores 
que dificultan dicho tratamiento [4]. 

El diagnóstico de esta enfermedad requiere una biopsia duodenal que muestre los 
hallazgos característicos de una linfocitosis intraepitelial, hiperplasia de las criptas, atrofia 
vellosa y una respuesta positiva ante una dieta sin gluten [5]. Aunque ningún estudio ha 
examinado el número de biopsias requeridas para el diagnóstico, se piensa que se deben 
obtener al menos cuatro a seis muestras de biopsias endoscópicas del duodeno, dada la 
naturaleza irregular de la enfermedad [6].  

El gluten es digerido por las enzimas digestivas y en este proceso se liberan péptidos 
ricos en prolina y glutamina que son capaces de atravesar la primera capa de células del 
intestino y llegar a la lámina propia; una fina capa de tejido conjuntivo que se encuentra 
situada por debajo del epitelio y forma junto a este la mucosa. Aquí ocurre la 
desamidación de dichos péptidos por acción de la transglutaminasa tisular, una enzima 
que se encuentra en varios órganos del cuerpo y es capaz de reconocer y desamidar 
estos epítopos [7]. Una vez modificados, son capturados por las proteínas de membrana 
del complejo leucocitario humano HLA-DQ2 (o HLA-DQ8) de las células presentadoras 
de antígeno de pacientes celiacos. Dichos epítopos, se presentan a las células T CD4+ 
reactivas a los péptidos desamidados a través de un receptor de células T, lo que resulta 
en la producción de citoquinas que causan daño tisular. Esto conduce a la atrofia de las 
vellosidades y la hiperplasia de las criptas, así como a la activación y expansión de las 
células B que producen anticuerpos [8]. 

Hasta la fecha, se han identificado al menos 17 epítopos a partir de proteínas de gluten 
que se encuentran en los granos. Curiosamente, la mayoría de estos epítopos tienen que 
someterse a una desamidación, mediada por la transglutaminasa, de ciertos residuos de 
glutamina a glutamato para provocar una respuesta de las células T [9]. 
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2 Antecedentes 

2.1 Enfermedad Celiaca 
La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad inmunomediada que se desencadena 
por la ingestión de gliadina y de otras prolaminas tóxicas en individuos genéticamente 
susceptibles [10]. Se caracteriza por una respuesta inmune desregulada a nivel intestinal 
dominada por células T. Esta respuesta inmune anormal de la mucosa da como resultado 
la enteropatía. La EC puede considerarse una enfermedad autoinmune debido a la 
presencia de autoanticuerpos tanto en el suero como en la mucosa intestinal de los 
pacientes. 

 

2.1.1 Antígeno leucocitario humano (HLA) 

El sistema o complejo del antígeno leucocitario humano (HLA) es un complejo genético 
que codifica las proteínas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en los 
seres humanos. Estas proteínas de la superficie celular son responsables de la 
regulación del sistema inmunológico en los seres humanos. El complejo del gen HLA 
consta de más de 200 genes ubicados en el cromosoma 6, los que se clasifican en tres 
grupos básicos: clase I, clase II y clase III [11]. 

Los genes HLA clase I (A, B y C) presentan péptidos desde el interior de la célula. Por 
ejemplo, si la célula está infectada por un virus, el sistema HLA lleva fragmentos del virus 
a la superficie de la célula para que el sistema inmunitario pueda destruirla. Estos 
péptidos se producen a partir de proteínas digeridas que se descomponen en los 
proteosomas. Los antígenos extraños presentados por el MHC de clase I atraen a las 
células T citotóxicas (también llamadas células T CD8+) que destruyen las células. Si el 
sistema inmunitario reconoce los péptidos como extraños (como los péptidos víricos o 
bacterianos), responde provocando que la célula infectada se autodestruya [12]. 

Los genes HLA de clase II (DP, DM, DO, DQ y DR) presentan antígenos del exterior de 
la célula a los linfocitos T. Estos antígenos particulares estimulan la multiplicación de las 
células T helper (también llamadas células T CD4+), que a su vez estimulan las células B 
productoras de anticuerpos para producirlos contra ese antígeno específico [13].  

Las proteínas producidas a partir de los genes MHC de clase III tienen funciones algo 
diferentes; están involucrados en la inflamación y otras actividades del sistema 
inmunológico. Las moléculas de clase III incluyen varias proteínas secretadas con 
funciones inmunes: componentes del sistema del complemento (como C2, C4 y factor B), 
citoquinas (como TNF-α, LTA y LTB) y proteínas de shock térmico [11]. 

 

2.1.2 Transglutaminasa Tisular 
La transglutaminasa tisular (tTG), un miembro de la familia de enzimas transglutaminasa, 
es una proteína multifuncional expresada de forma ubicua y se caracteriza por catabolizar 
una amplia variedad de sustratos [14]. Cataliza principalmente la formación de un enlace 
isopeptídico entre los grupos γ-carboxamida de las cadenas laterales de residuos de 
glutamina y los grupos ε-amino de las cadenas laterales de residuos de lisina. Los 
residuos de glutamina se pueden desamidar a ácido glutámico como reacción secundaria 
en ausencia de aminas adecuadas o a pH bajo. Además, tTG es capaz de ligar e 
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hidrolizar GTP, de modo que la enzima puede funcionar como un transductor de señal 
celular [15]. 

 

 

Figura 1: Efecto de la transglutaminasa tisular en un residuo de glutamina ante la presencia de grupos 
épsilon-amino, aminas primarias o agua. Adaptado de [16]. 

 

tTG puede encontrarse en el citoplasma celular, núcleo, membrana celular y en la matriz 
extracelular lo que indica una gran variedad de posibles actividades biológicas en el 
organismo [16], [18]. Una de las funciones que cumple esta enzima es la de organizar 
proteínas del citoesqueleto (como beta-tubulina, actina, miosina y vimentina) en la 
apoptosis celular. Esta polimerización, que ocurre al final de proceso apoptótico, 
estabiliza la célula previniendo la liberación de componentes celulares que puedan 
causar respuestas inflamatorias o autoinmunes. También cumple funciones de 
modulación en la adhesión de la matriz celular, señalización por medio de integrinas, 
migración celular, proliferación y diferenciación [18]. También, la tTG se ha visto asociada 
en una variedad de enfermedades, como algunos tipos de fibrosis, enfermedades 
neurodegenerativas, inflamaciones, dermatitis herpetiforme, crecimiento de tumores y 
enfermedades autoinmunes como la enfermedad celiaca [20], [21].  

La tTG no posee especificidad por ningún péptido en específico y reconoce a una gran 

variedad de ellos como sustratos, dentro de los cuales se encuentran secuencias 

peptídicas presentes en el gluten. Existen dos maneras en que la tTG participa en la EC; 

la primera es la desamidación de dichos péptidos en donde pasan de una forma no 

inmunogénica a antígenos que estimulan eficientemente células T, desembocando una 

liberación masiva de citoquinas a nivel de las paredes del intestino delgado, causando 

daño tisular [7], [10]. La segunda, corresponde a la formación del complejo tTG-gliadina, 
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el cual contiene epítopos que estimulan la producción de anticuerpos anti tTG-gliadina 

por parte de las células T [21]. 

 

2.2 Gluten 

El gluten es una proteína de almacenamiento que se encuentra en cereales como el trigo, 

la cebada, la avena y el centeno. Se ubica principalmente en el endospermo de los 

granos, junto con el almidón y otorga propiedades viscoelásticas que permiten la 

retención de agua y gases provenientes de una fermentación u otra reacción química. 

Así, se pueden obtener migas suaves, alveoladas, panes de mayor volumen y con mayor 

vida útil que uno elaborado con harinas sin gluten. En particular, la harina de trigo se 

clasifica según su contenido de proteínas, que en su mayoría corresponde al gluten. Un 

alto porcentaje de gluten significa una harina más fuerte, es decir, más adecuada para la 

elaboración de panes de alto volumen. Menos proteína significa una harina más “floja” y 

se relaciona con una miga frágil, mejor para productos que no requiera tanto volumen 

como galletas, queques, masa de pies o tartas. El porcentaje de proteínas en la harina 

oscila entre un 8 y un 15% [22]. 

En estricto rigor, el gluten es el resultado de la interacción de dos familias de proteínas 

pertenecientes al endospermo; las gliadinas y las gluteninas. En medio acuoso, estas 

proteínas tienden a interactuar entre sí, formando una matriz proteica, conocida como 

gluten, que otorga elasticidad y viscosidad a la masa [23].  

 

2.2.1 Clasificación de las proteínas del gluten 

El gluten se conforma por dos familias de proteínas; las gliadinas y las gluteninas. Estas 

se caracterizan por tener un alto porcentaje de prolinas y glutaminas y se las suelen 

denominar prolaminas. Se clasifican según su solubilidad en soluciones alcohólicas (60-

75%), donde las gliadinas corresponden a las fracciones solubles y las gluteninas a las 

insolubles. Además, estas fracciones otorgan propiedades reológicas diferentes a la 

masa; mientras las gliadinas aportan plasticidad y extensibilidad, las gluteninas confieren 

elasticidad y viscosidad [22]. A pesar de la baja cantidad de cisteínas presentes en el 

gluten (~2%), son extremadamente importantes para sus propiedades mecánicas. La 

mayoría de las cisteínas están presentes en un estado oxidado y forman enlaces disulfuro 

inter y/o intra-cadena. Sin embargo, se ha determinado que enlaces covalentes, enlaces 

de hidrógeno, iónicos e hidrófobos adicionales también juegan un rol en la reología del 

gluten [24]. 

2.2.1.1 Gliadinas 

Las gliadinas comprenden una familia de proteínas principalmente monoméricas cuyos 

pesos moleculares varían entre 28-55 kDa [24] y se clasifican según su movilidad en 

electroforesis. En orden creciente de movilidad se tienen las ω-gliadinas, γ-gliadinas, β-

gliadinas y α-gliadinas, aunque dada la similitud entre α- y β-gliadinas, se tiende a 

agruparlas solo como α-gliadinas. Las secuencias y características de cada tipo de 

gliadinas se detallan en el Anexo 1. 
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Figura 2: SDS-PAGE de gliadinas extraídas de diferentes variedades de trigo. Se señalan los distintos tipos 
de gliadinas en el gel [27]. 

 

Las ω-gliadinas se caracterizan por tener los contenidos más altos de glutamina, prolina 

y fenilalanina entre las demás fracciones del gluten y consisten, casi en su totalidad, en 

secuencias repetitivas como PQQPFPQQ, ubicándose entre los 40 y 50 kDa. Estas 

fracciones son ricas en vueltas β (disposición antiparalela de láminas β) y parecen no 

tener estructuras de hoja β o hélices α [25]. A diferencia de las α- y γ-gliadinas, las ω-

gliadinas carecen de cisteína, por lo que no hay posibilidad de establecer enlaces 

disulfuro intra o inter-cadenas [23]. 

Las α- y β-gliadinas se ubican entre los 28 y 35 kDa, respectivamente y contienen una 

menor proporción de glutamina y prolina que las ω-gliadinas. Se reconocen unidades 

repetitivas de dodecapéptidos, como QPQPFPQQPPP, que generalmente se repiten 

cinco veces y se modifican mediante la sustitución de residuos individuales. Para el caso 

de las γ-gliadinas, su unidad repetitiva es QPQQPFP, que se repite hasta 16 veces y se 

intercala con residuos adicionales [24]. 

El dominio N-terminal de los distintos tipos de gliadina, consiste principalmente en 

secuencias repetitivas ricas en glutamina, prolina, fenilalanina y tirosina y es único para 

cada tipo (secciones I y II, Figura 3). Dentro de los dominios C-terminales, las gliadinas α 

y γ son homólogas (secciones III-V, Figura 3) y constituyen secuencias no repetitivas. 

Tienen menos glutamina y prolina que el dominio N-terminal, y es donde están presentes 

residuos cargados e hidrofóbicos y la mayoría de las cisteínas [26]. En general, las α-

gliadinas contienen seis cisteínas y las γ-gliadinas ocho, ubicadas en el dominio C-

terminal; formando tres y cuatro enlaces intra cadenas, respectivamente [26] (Figura 3).  

En relación a la estructura secundaria, los dominios N-terminales de las gliadinas α y γ 

se caracterizan por una conformación de vueltas β, similar a las ω-gliadinas [25], en 
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cambio, el dominio C-terminal contiene proporciones considerables de estructuras hélice-

α y hoja-β. 

 

2.2.1.2 Gluteninas 

Las gluteninas son polímeros proteicos estabilizados por enlaces disulfuro entre sus 

cadenas. La separación de gluteninas por SDS-PAGE muestra dos subgrupos; las 

gluteninas de alto peso molecular (HMW) y la de bajo peso molecular (LMW). Ambas 

establecen enlaces entre α- y γ-gliadinas en mayor proporción que con las ω-gliadinas 

[22]. En su estado nativo se componen de un esqueleto compuesto por las fracciones de 

alto peso molecular, en cuyas ramificaciones se ubican las de bajo peso molecular. Se 

ha identificado que el principal agente determinante de las propiedades viscoelásticas de 

la masa son las gluteninas de alto peso molecular, por sobre las gliadinas y las gluteninas 

de bajo peso molecular [27]. Cuando los enlaces disulfuro se reducen, las gluteninas 

adquieren la misma solubilidad que las gliadinas en soluciones alcohólicas [24]. 

Al igual que las fracciones de la gliadina, las gluteninas de bajo peso molecular (LMW) 

contienen dos dominios diferentes: el dominio N-terminal (sección I, Figura 3) que 

consiste en unidades repetitivas ricas en glutamina y prolina, como QQQPPFS, mientras 

que el dominio C-terminal (secciones III – V, Figura 3) es homólogo al de α- y γ-gliadinas 

dentro de las secciones III y V. Las gluteninas de bajo peso molecular contienen nueve 

cisteínas [26]; 6 residuos están en posiciones homólogas a las gliadinas α y γ, por lo que 

se presume que están unidos por enlaces disulfuro (Figura 3). Tres cisteínas adicionales 

se encuentran en las secciones I y IV y no son capaces de formar un enlace intra-

cadenas, en consecuencia, se generan enlaces disulfuro inter-cadenas con cisteínas de 

diferentes proteínas de gluten. 

 

Tabla 1: Caracterización de las fracciones proteicas presentes en el gluten [24]. 

Tipo P. 
Molecular 

kDa 

Proporción Composición aminoacídica parcial 
(%) 

 (%)* Gln Pro Phe Tyr Gly 

ω-gliadinas 40-55 3-7 56 24 9 1 1 
α/β-gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3 2 
γ-gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3 
Glutenina HMW  83-88 4-9 37 13 0 6 19 
Glutenina LMW  32-39 19-25 38 13 4 1 3 
*: En relación al total de las proteínas del gluten 
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Figura 3: Estructuras esquemáticas de las gliadinas α y γ que interactúan con las subunidades de alto y 
bajo peso molecular de las gluteninas. Las letras c señalan la posición de las cisteínas y sus índices 
superiores fueron propuestos por Kohler et al. [26][28]. Se indican las secciones I-V para la familia LMW y 
las A-C para las HMW. 

 

Las gluteninas de alto peso molecular (HMW) corresponden a la fracción minoritaria de 
las proteínas del gluten. Las gluteninas de alto peso molecular poseen tres dominios 
estructurales; el dominio “A”, que se ubica en el extremo N-terminal, es no repetitivo y 
contiene de 80 a 105 residuos aminoacídicos. El dominio central repetitivo “B”, que 
consiste en 480-700 residuos y el dominio C-terminal “C” compuesto por 42 residuos. Los 
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dominios A y C se caracterizan por tener aminoácidos cargados y la presencia de la 
mayoría de las cisteínas. El dominio B contiene repeticiones de hexapéptidos como 
QQPGQG formando un esqueleto central con hexapéptidos insertados (YYPTSP) y 
tripéptidos como QQP o QPG.  

 

2.2.2 Toxicidad del gluten 
Los principales componentes tóxicos para un celiaco se ubican en la gliadina y se 
caracterizan por tener una alta proporción de residuos de prolina y glutamina. Los 
residuos de prolinas presentes en hélices α producen giros bruscos debido a un 
impedimento estérico que surge de su cadena lateral cíclica, que también bloquea el 
átomo de nitrógeno de la cadena principal y evita que forme un enlace de hidrógeno, 
dificultando la acción de proteasas [31], [32]. De esa manera, la alta  presencia de prolinas 
les confiere gran resistencia ante la acción de las enzimas del tracto digestivo, lo que 
permite que lleguen intactas al intestino delgado [31]. Una vez que llegan a esta sección 
del tracto digestivo, son reconocidos y desamidados por la enzima transglutaminasa 
tisular presente en la mucosa intestinal. Esta reacción enzimática le confiere el carácter 
tóxico a dichos péptidos ya que solo en su forma desamidada son reconocidos por las 
proteínas de membrana HLA-DQ2 o DQ8 de las células presentadoras de antígeno en 
pacientes celiacos [9]. 

Se ha identificado un péptido excepcionalmente inmunorreactivo que posee varios 
epítopos reconocibles por la transglutaminasa. Dicho péptido se encuentra en la α-
gliadina, contiene 33 residuos aminoacídicos y cuya secuencia es 
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (en negrita se marcan los residuos de 
glutamina que son desaminados por la transglutaminasa tisular) [9]. Este péptido es 
ampliamente conocido como el más inmunodominante del gluten [32], porque contiene 
tres epítopos superpuestos; PFPQPQLPY (una copia), PYPQPQLPY (dos copias) y 
PQPQLPYPQ (tres copias) [33], que dan como resultado el inicio de una fuerte respuesta 
inmune. Para efectos prácticos se denominará como 33-mer a este péptido 
inmunorreactivo. 
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Figura 4: Diagrama de la respuesta inmune ante la ingesta de gluten en pacientes celiacos. 

 

2.3 Masa madre 
Por definición, masa madre es una masa donde coexiste un consorcio de bacterias acido 
lácticas (BAL) y levaduras. Dicho consorcio surge de la flora existente naturalmente en 
los granos y que, en determinadas condiciones, emerge de manera espontánea un cultivo 
estable de dichos microorganismos [34].  

La masa madre ha sido utilizada en la panificación como agente leudante desde antes 
de la existencia de la levadura comercial [35]. Para utilizarla como fermento, se “alimenta” 
el stock de masa madre con una mezcla fresca de agua y harina en proporciones iguales. 
Se deja fermentar y solo hasta que duplique su volumen, puede ser utilizado como 
fermento para elaborar pan, puesto que es en este punto donde la masa madre alcanza 
su mayor actividad [36]. 

Durante la fermentación, los lactobacilos producen ácido láctico y acético, disminuyendo 
el pH típicamente por debajo de 5, mientras que las levaduras producen dióxido de 
carbono y etanol. Las condiciones cambiantes durante la fermentación contribuyen a la 
activación y aumento del rendimiento de las enzimas endógenas del trigo, tales como 
amilasas, proteasas, hemicelulasas y fitasas [37]. Los cambios inducidos por la activación 
de dichas enzimas, junto con los metabolitos microbianos, producen efectos importantes 
en el producto final. Aumento de la vida útil del producto, actividad antifúngica, aumento 
de biodisponibilidad de minerales, disminución del índice glicémico y aumento de 
prebióticos son algunos de los efectos positivos que se obtienen mediante esta 
fermentación [38]. Se ha comprobado también la capacidad proteolítica que tienen 



10 
 

algunas especies de lactobacilos en la destrucción de los epítopos responsables en la 
intolerancia al gluten [31]. 

Las bacterias acidolácticas son un grupo de bacterias gram-positivas, ácido-tolerantes, 
anaerobio-facultativas y producen ácido láctico como producto del metabolismo de 
azúcares. Según el tipo de azúcar que metabolicen, se clasifican por homofermentativas, 
heterofermentativas o heterofermentativas facultativas [39].  

La ruta homofermentativa utiliza la vía de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP o glucólisis) 
para producir piruvato y eventualmente transformándolo a ácido láctico. El NADH 
producido por la oxidación de gliceraldehído-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato se reoxida a 
NAD+ en la formación de lactato a partir de piruvato a través de la acción de lactato 
deshidrogenasas (LDHs) [40].  

 

 

Figura 5: Ruta metabólica homofermentativa en la producción de ácido láctico. Adaptada de [37]. 

 

Esta vía produce 2 moles de ATP por cada mol de glucosa. La aldolasa, la enzima 
presente en aquellos microorganismos que poseen esta vía, cataliza la conversión de 1 
mol de fructosa-1,6-bifosfato en 2 moles de gliceraldehído-3-fosfato. Las enzimas 
presentes en esta ruta son incapaces de metabolizar pentosas. 
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La ruta heterofermentativa, en cambio, carece de enzima aldolasa y tienen que recurrir a 
las rutas de pentosa fosfato o fosfoquetolasa. Por cada mol de glucosa, las bacterias 
producen 1 mol de lactato, 1 mol de CO2 y ácido acético o etanol.  

 

 

Figura 6: Ruta metabólica heterofermenativa ilustrando la producción de lactato, CO2 y acetato o etanol. 
Adaptada de [37]. 

 

A diferencia de los microorganismos homofermentativos, estas bacterias no tienen 
aldolasa, pero poseen fosfocetolasa, la enzima responsable de la escisión de la xilulosa-
5-fosfato para formar gliceraldehído-3-fosfato y acetilfosfato. Debido a la biosíntesis de 
los azúcares de cinco carbonos en esta vía (ribulosa-5-fosfato y xilulosa-5-fosfato), 
algunas cepas pueden utilizar pentosas como la ribosa, la xilosa y la arabinosa [41]. 

Para el caso de las bacterias heterofermentativas facultativas, normalmente utilizan la vía 
EMP para metabolizar azúcares al igual que las homofermentativas. Sin embargo, 
poseen una fosfoquetolasa inducible por pentosas que activan la vía heterofermentativa 
[42].  
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Tabla 2: Bacterias ácido lácticas generalmente encontradas en masas madres. Adaptado de [43].  

Heterofermentativas Heterofermentativas 
facultativas 

Homofermentativas 

Lb. acidifarinae Lb. plantarum Lb. amylovorus 
Lb. arevis Lb. pentosus Lb. acidophilus 
Lb. auchneri Lb. alimentarus Lb. delbrueckii i 
Lb. aermentum Lb. paralimentarus Lb. farcimini 
Lb. fructivorans Lb. casei Lb. mindesis 
Lb. fermenti  Lb. crispatus 
Lb. panis   Lb. johnsonii 
Lb. pontis  Lb. Amylolyticus 
Lb. reuteri  L. lactis 
Lb. rossiae   
Lb. sanfranciscensis   
Lb. siliginis   
Lb. spicheri   
Lb. zymae 
Lb. helvéticus 

  

   
 

Al igual que los lactobacilos, se han encontrado más de 20 especies de levaduras en 
masas madres. Las más frecuentes tienden a ser Saccharomyces exiguus, 
Sacharomyces cerevisiae, Candida humilis, Candida krusei, Pichia anómala, Pichia satoi, 
Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces hansenii y Pichia membranifaciens [44]. En 
general se encuentra una relación levadura/BAL de 1:100 [45] y la composición del 
consorcio depende fuertemente tanto de las condiciones ambientales tales como 
temperatura de incubación e hidratación de la masa como de los ingredientes, incluyendo 
tipo de cereal, contenido de sal, materia grasa, entre otros [41].  

Los lactobacilos son los responsables de la textura, sabor, aromas y el aumento de la 
vida útil de los panes elaborados con masa madre, debido a la acidificación y proteólisis 
que conlleva su fermentación [46]. La proteólisis que ocurre en la fermentación de la masa 
madre estimula la interacción entre levaduras y BAL por medio de la liberación de 
aminoácidos libres que benefician el crecimiento de las primeras [47]. Por otro lado, los 
aminoácidos libres contribuyen directamente o como precursores del desarrollo de 
sabores y aromas en la elaboración de panes con masa madre [48]. La proteólisis 
promueve a su vez la degradación del gluten, que estaría directamente relacionado con 
la textura y la vida útil del producto final [46]. Si bien la proteólisis no se debe solo a la 
presencia de bacterias ácido lácticas; dos tercios de esta hidrólisis se produce a causa 
de ellos y el resto se debe a las enzimas naturalmente presentes en la harina [45], [46], 
[47].  
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2.4 Bacterias ácido lácticas 
Las bacterias ácido lácticas (BAL), incluyendo miembros del género Lactobacillus, 
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, y Streptococcus, se caracterizan por presentar 
múltiples auxotrofías asociadas a aminoácidos [49]. Para compensar esta característica, 
las BAL poseen un complejo sistema proteolítico que les permite proliferar en ambientes 
cuya fuente principal de nitrógeno son proteínas de gran tamaño y a veces de difícil 
acceso a proteasas [50]. Esta característica les confiere un papel protagónico en la 
industria de alimentos fermentados, principalmente en la industria de los lácteos por su 
efecto en la producción de sabores, texturas, aromas, aumento de la biodisponibilidad de 
nutrientes, producción de péptidos bioactivos, entre otros [37], [51], [52], [53].  

 

2.4.1 Sistema proteolítico de las BAL 
En la fermentación de productos lácteos, el sistema proteolítico de las BAL juega un rol 
importante ya que permiten que estas bacterias crezcan en la leche. Las bacterias ácido 
lácticas requieren una fuente externa de aminoácidos, los cuales se obtienen a partir de 
la proteólisis de la caseína, la proteína más abundante y la principal fuente de 
aminoácidos de la leche [54].  

El primer paso en la digestión de la caseína por las bacterias ácido lácticas comienza por 
una serin-proteinasa (Prt) ubicada en la envoltura celular denominada CEP (por sus 
siglas en inglés cell-envelope proteinase). Esta proteasa degrada la caseína en 
oligopéptidos que a su vez son transportados al interior de la célula por sistemas de 
transporte de oligopéptidos (Opp) para ser reducidos a aminoácidos por la acción de 
distintas peptidasas intracelulares [50], [55]. No todas las bacterias ácido lácticas poseen 
CEP’s, por lo que dependen de otras BAL que si lo tengan para la obtención de 
aminoácidos. Este sistema es de interés económico puesto que contribuye a la formación 
de texturas y sabores en los productos lácteos fermentados [54].  

En las bacterias del género Lactococcus, los genes que codifican para el CEP pueden 
estar asociados a plasmidios o al genoma, mientras que para Lactobacillus son asociados 
al genoma únicamente. En general, las BAL tienen solo un CEP, aunque se han reportado 
hasta 4 distintos en algunas variedades de Lactobacillus. Por lo general, dentro de cada 
especie puede variar la cantidad de CEP’s según la variedad de lactobacilo [56], [57]. Se 
caracterizan por ser proteasas activadas por Mn+2, Mg+2, Ca+2, inhibidas por Co+2, Zn+2, 
Ni+2, EDTA, e inhibidores de serin-proteasas como PMSF, DFP y DCI [58]. 

El tamaño de los CEP comprende aproximadamente 2000 residuos aminoacídicos y se 
componen de distintos dominios funcionales. Desde el extremo N-terminal, el CEP 
incluye el prepro-dominio (PP) que corresponde a una secuencia señal (∼40 residuos) 
para la secreción del péptido y a una pro-secuencia (∼150 residuos) que se remueve por 

efectos autocatalíticos; un dominio catalítico serin-proteasa (PR) (∼500 residuos); un 
dominio de inserción (I) (∼150 residuos) asociado a la modulación de la especificidad del 
sustrato; un dominio A de función desconocida (∼400 residuos); el dominio B (∼500 
residuos) asociado a la estabilización de la actividad/especificidad del CEP; el dominio 
helicoide H (∼200 residuos) involucrado en el posicionamiento de los dominios A y B 
fuera de la célula; el dominio W (∼100 residuos) que atraviesa la capa de peptidoglicano 
funcionando como un espaciador de la pared celular y por último, el dominio AN que se 
ancla a la membrana celular [59], [60]. No todos los dominios están presentes en cada 
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CEP, lo que sugiere que estas proteínas multidominio son el resultado de la combinación 
de genes y el intercambio de dominios durante su evolución [61]. 

 

 

Figura 7: Representación de los CEP's de distintas bacterias ácido lácticas. Con citoplasma C, membrana 
celular MC, pared celular PC y prepro-dominio PP, dominio catalítico PR, dominio de inserción I, dominio 
A, dominio B, domino helicoide H, dominio espaciador W y dominio de anclaje AN. Adaptado de Siezen et. 
al [61]. 

 

Los CEP’s tienen una fuerte preferencia por la caseínas, las proteínas más abundantes 
en la leche [62]. Las caseínas se dividen en caseínas αs1-, αs2-, β- y κ; cada uno contiene 
una gran cantidad de residuos de prolina que evitan la formación natural de hélices α y 
láminas β. Estas características en las estructuras secundarias conducen a una molécula 
abierta no estructurada susceptible a la acción de los CEP [63]. 

El segundo paso en la utilización de la caseína consiste en el transporte de los péptidos 
generados por CEP al interior de la célula, por medio del sistema de transporte de 
oligopéptidos (Opp) que pertenece a la familia de transportadores dependientes de ATP 
[64]. Estos se caracterizan por ser de baja especificidad [65] y pueden transportar 
péptidos de hasta 18 residuos [66].  

Otros transportadores de péptidos incluyen un transportador di y tripéptido DtpT 
impulsado por la fuerza motriz de protón (PMF) y un sistema de transporte di, tri y 
tetrapéptidos Dpp impulsado por ATP [67], [68]. Dpp es capaz de transportar di, tri y 
tetrapéptidos que contienen aminoácidos relativamente hidrófobos y muestra mayor 
afinidad por tripéptidos [69], mientras que DtpT tiene preferencia para dipéptidos y 
tripéptidos más hidrofílicos y cargados [67]. 

Después de que los péptidos son transportados al interior de las células, se degradan por 
la acción concertada de peptidasas presentes en el citoplasma. Varias peptidasas se han 
caracterizado a partir de LAB incluyendo endopeptidasas (PepO, PepE, PepF y PepG), 
aminopeptidasas (PepN, PepC, PepS y PepA) y prolil endopeptidasas (PepQ, PepI, 
PepR, PepX y PepP) [55]. La gran mayoría corresponde a metalopeptidasas aunque se 
han encontrado otras dependientes de tiol [70], además, se caracterizan por su 
incapacidad para hidrolizar caseína intacta [55]. 
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Las endopeptidasas intracelulares PepO, PepE, PepF y PepG, con las aminopeptidasas 
generales PepN y PepC, junto con las la prolil dipeptidil aminopeptidasa PepP y PepX 
son las primeras enzimas que actúan sobre los oligopéptidos. Los di y tripéptidos se 
someten luego a una escisión adicional por la tripeptidasa (PepT) y las dipeptidasas 
(PepV y PepD) [55], [66], [60]. Un resumen de la especificidad de las peptidasas 
intracelulares se detalla en la tabla 3. 

 
 
Tabla 3: Peptidasas intracelulares caracterizadas de las bacterias ácido lácticas [57]. 

Tipo Peptidasa Especificidad 

Endopeptidasas 
 

PepO, PepE, PepF y 
PepG 

NH2–Xn↓Xn–COOH 

Aminopeptidasas PepN, PepC, PepS 
PepL, PepA 
 

NH2–X↓Xn–COOH 
NH2–Glu/Asp↓Xn–COOH  

Tripeptidasas 
 

PepT NH2–X↓X–X–COOH 

Dipeptidasas 
 

PepD y PepV NH2–X↓X–COOH 

Prolin peptidasas PepQ 
PepI  
PepR 
PepX 
PepP 

NH2–X↓Pro–COOH 
NH2–Pro↓Xn–COOH 
NH2–Pro↓X–COOH 
NH2–X–Pro↓Xn–COOH 
NH2–X↓Pro–Xn–COOH 
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Figura 8: Resumen esquemático de la función y regulación del sistema proteolítico de Lactococcus Lactis 
en la digestión de caseína. A. Una proteinasa de envoltura celular PrtP, permeasa de oligopéptido Opp, 
transportador iónico para di y tri péptidos DtpT y el transportador dependiente de ATP Dpp para péptidos 
entre 2 y 4 residuos. B. Peptidasas intracelulares. PepO y PepF son enopeptidasas, PepN/PepC/PepP son 
aminopeptidasas generales, PepX una X-prolil dipeptidil aminopeptidasa, PepT una tripeptidasa, PepQ una 
prolidasa, PepR una prolinasa, PepI un prolin iminopeptidasa y PepD y PepV dipeptidasas. C. El represor 
transcripcional CodY, censa la presencia de aminoácidos ramificados (BCAA’s). Usando estos aminoácidos 
como cofactores, reprime la expresión de genes que constituye el sistema proteolítico de Lactococcus 
Lactis. Imagen adaptada de Kirsi et. al [54]. 

 

El transportador Opp es esencial para la nutrición de nitrógeno, mientras que los 
transportadores di y tripéptidos (Dpp y DtpT) no son directamente relevantes para la 
utilización de oligopéptidos derivados de caseína, ya que los CEP no forman cantidades 
significativas de aminoácidos libres, dipéptidos o tripéptidos [71]. En cambio, algunos 
autores sugieren que los transportadores de di y tripéptidos desempeñan un papel en la 
regulación de la expresión de genes implicados en el metabolismo del nitrógeno [72], 
[73], [74]. 

CodY es un regulador transcripcional que tiene afinidad por las secuencias que preceden 
al operón Opp; la caja CodY (AATTTTCWGAAAATT), además, los aminoácidos 
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ramificados o BCAA estimulan esta unión, reprimiendo varios componentes del sistema 
proteolítico de las BAL [75]. De esta manera, CodY reprime el sistema proteolítico en un 
medio rico en péptidos y/o aminoácidos [73], [76]. El sistema proteolítico recién descrito 
corresponde específicamente al de Lactococcus lactis. No obstante, debido a la similitud 
de los genes asociados a este sistema entre bacterias ácido lácticas, autores sugieren 
que corresponden a sistemas homólogos [77].  

Dependiendo de la presencia de genes específicos asociados al sistema proteolítico, las 
BAL pueden subdividirse en starters y non-starters. Las variedades starters corresponden 
a las que producen proteinasas asociadas a la envoltura celular y son capaces de 
sobrevivir en ambientes con proteínas de alto peso molecular como única fuente de 
nitrógeno. A su vez, las variedades non-starters, no poseen genes que codifiquen CEP’s, 
por lo que dependen de la presencia de oligopéptidos en el ambiente para sobrevivir. Sin 
embargo, variedades non-starters pueden desarrollarse en ambientes con proteínas 
como única fuente de nitrógeno solo si conviven con variedades starters, que generen 
péptidos como producto de la acción de las CEP sobre las proteínas [54], [78]. 

 

2.4.2 Especificidad de las proteinasas asociadas a la envoltura celular 
Como ya se mencionó, las proteinasas asociadas a la envoltura celular de las BAL 
corresponden al grupo de las serín-proteasas (S). Este grupo lo conforman proteasas 
cuyo aminoácido nucleofílico del sitio catalítico es la serina. Las dos familias más 
importantes de este grupo corresponden a las serín-proteasas tipo subtilisina o subtilasas 
(S8) y las de tipo quimotripsina (S1) [79]. Las subtilasas tienen una triada catalítica en el 
orden Asp, His y Ser en su secuencia, que las diferencia de las otras familias de las serín-
proteasas. En particular, los CEP pertenecen a la familia de las subtilasas, 
específicamente a la subfamilia S8A, en que en los residuos del sitio activo se encuentran 
con frecuencia en las secuencias Asp-Thr/Ser-Gly, His-Gly-Thr-His y Gly-Thr-Ser-Met-
Ala-Xaa-Pro [79], [80], [81]. Los miembros de la familia S8 se caracterizan por ser 
endopeptidasas, termoestables, con temperaturas optimas entre los 30-40°C y activas a 
valores de pH entre 7 y 8 [80]. 

Las subtilasas (S8) se encuentran en bacterias, arqueas y eucariotas inferiores y cumplen 
las funciones de defensa o utilización de proteínas como fuente de nitrógeno. Se 
caracterizan por ser enzimas extracelulares y ser inespecíficas. Existe un alto grado de 
variabilidad de la secuencia entre distintos ejemplares de subtilasas, pudiendo observar 
inserciones o deleciones en su secuencia. Con la excepción de los tres residuos 
catalíticos Asp-His-Ser, prácticamente cualquier otro residuo puede ser reemplazado por 
uno o más residuos diferentes [82].  

Como las proteinasas asociadas a la envoltura celular de las BAL, la mayoría de las 
subtilasas se sintetizan como pre-pro-enzimas que posteriormente se translocan a la 
membrana celular a través del pre-péptido (o péptido señal), y finalmente se activa la 
escisión del pro-péptido. No obstante, existen excepciones tales como que los pro-
péptidos estén ausentes o que, en algunos casos, estas proteasas se ubiquen al interior 
de la célula. El tamaño de estas proteasas varía entre 266 a 1775 residuos. El dominio 
catalítico siempre se encuentra en el extremo N-terminal de la secuencia de aminoácidos 
directamente después de la región pre-pro [83]. 
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Figura 9: Representación esquemática de la unión del sustrato (líneas en negrita) a una serín proteasa de 
tipo subtilisina (superficies lisas). Nomenclatura P4-P2’ y S4-S2' según Schechter y Berger (1967) [84]. Los 
bolsillos del lado N-terminal del enlace escindible se enumeran como S1-S4. Las cadenas laterales de los 
residuos P4-P2 'se muestran como esferas grandes; Las posiciones de los residuos enzimáticos que 
pueden interactuar con estas cadenas laterales P4-P2 'se muestran alrededor de los sitios de unión (S1, 
S2, etc.). La numeración de los residuos corresponde específicamente a la de la subtilisina BPN', 
perteneciente a la familia S8A. Los enlaces de hidrógeno entre la enzima y el sustrato se muestran como 
líneas punteadas, y el enlace peptídico del sustrato, que se escindirá, se muestra mediante una línea 
dentada. Se indican los residuos catalíticos D32, H64 y S221, y el residuo de agujero de oxianión N155. 
Imagen adaptada de [79] 

 

El sitio catalítico de las subtilasas se describe generalmente como un canal capaz de 
alojar al menos 6 residuos aminoacídicos (P4-P2’) de un sustrato. Los seis residuos 
interactúan con el sitio catalítico en distinta intensidad según la topología y naturaleza de 
los residuos que componen los distintos sitios de unión. En particular, los bolsillos S1 y 
S4 son los determinantes en la especificidad hacia los sustratos. Ambos bolsillos se 
caracterizan por ser grandes e hidrofóbicos. La preferencia de aminoácidos en el bolsillo 
S1 es hacia los residuos Tyr (T), Phe (F) > Leu (L), Met (M), Lys (K) > His (H), Ala (A), 
Gln (Q), Ser (S), mientras que para S4, su preferencia apunta hacia Phe (F) > Leu (L), Ile 
(I), Val (V) > Ala (A). Cabe destacar que mientras existan modificaciones en los residuos 
de las subtilasas, la afinidad de los bolsillos del sitio activo puede variar y por ende 
contribuir a que existan diferencias entre las especificidades dentro de los ejemplares de 
esta familia [82]. 

Como se mencionó anteriormente, el estudio del sistema proteolítico las bacterias ácido 
lácticas se ha centrado mayormente en la industria de los lácteos, sin embargo, estas 
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bacterias se encuentran en alimentos fermentados, incluyendo embutidos, pickles, 
salsas, masa madre, entre otros. A diferencia de la leche, el trigo contiene proteasas que 
actúan directamente sobre el gluten, la principal fuente de proteína del trigo [77]. Estas 
son proteasas aspárticas cuya actividad se maximiza a pH 4.0 y pueden hidrolizar el 
gluten, produciendo péptidos de menor tamaño que pueden ser utilizados directamente 
por bacterias ácido lácticas non-starter [85], [86]. Sin embargo, masas fermentadas con 
cultivos que expresan CEP muestran un deterioro de gluten significativamente mayor que 
su contraparte fermentada con BAL non-starters, lo que se expresa en una disminución 
de elasticidad y una menor capacidad de retención de gases [87]. Teniendo en cuenta 
los antecedentes expuestos, este trabajo se sustenta en la hipótesis que lactobacilos 
presentes naturalmente en masas madres pueden constituir una herramienta eficaz en la 
eliminación de los epítopos del gluten responsables de la respuesta inmune en celiacos. 

En cuanto al estado del arte de este tipo de tecnología, investigaciones se han enfocado 
en la suplementación de las proteasas del tracto digestivo, con proteasas provenientes 
de Flavobacterium meningosepticum como un tratamiento preventivo para celiacos 
(2002) [88]. Otros autores se han enfocado en el tratamiento de harina de trigo con 
proteasas provenientes de Lactobacillus y Aspergillus, obteniendo reducciones 
considerables en la concentración de gluten del producto final (2018) [89]. Del mismo 
modo, este trabajo se enfoca en aislar lactobacilos provenientes de masas madres con 
capacidad de producir proteasas que puedan degradar péptidos de gliadina relacionados 
con la respuesta inmune en celiacos.  
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3 Objetivos 
3.1 Objetivo general 
Evaluar la capacidad proteolítica de lactobacillus aislados a partir de masa madre sobre 
los péptidos ricos en prolina y glutamina (PPG) de gliadina. 

 

3.2 Objetivos específicos  
Objetivo específico 1: Obtener un complejo proteico con PPG para ser utilizados como 
fuente de nitrógeno en medios de cultivo definidos.  

Objetivo específico 2: Obtener el consorcio de bacterias ácido lácticas existente en la 
masa madre.  

Objetivo específico 3: Seleccionar los microorganismos del consorcio de bacterias ácido 
lácticas de masa madre que toleren mejor los PPG como única fuente de nitrógeno. 

Objetivo específico 4: Evaluar la degradación de gliadina con los lactobacilos 
seleccionados con PPG.  

Objetivo específico 5: Evaluar la degradación epítopo 33-mer de la alfa-gliadina en 
cultivos de Lactobacillus provenientes de masa madre. 
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4 Materiales y Metodología 
4.1 Medios de cultivo 
Para el cultivo de los lactobacilos se utilizaron dos medios; De Man, Rogosa y Sharpe 
(MRS) y uno definido químicamente (CDM). El primero consiste en un medio complejo 
diseñado para el aislamiento de lactobacilos desde alimentos fermentados [90] y en este 
caso particular se utilizó como medio basal, mientras que el segundo fue diseñado para 
estudiar las auxotrofías de Lactobacillus Plantarum [91] y se utilizó como medio para 
seleccionar lactobacilos según su capacidad de hidrolizar péptidos de gliadina. Ambos 
fueron modificados según disponibilidad de componentes en el laboratorio o por razones 
específicas de cada experimento. La composición y los detalles de cada uno se 
encuentran en el Anexo 3.  

 

4.2 Obtención de gliadina  
La extracción de gliadina se obtuvo a partir de harina de trigo (harina de fuerza, molino 
La Estampa), siguiendo el protocolo de Weiss et. al [92] modificado según la 
disponibilidad de instrumentos en el laboratorio.  

La harina se sometió a un protocolo de extracción secuencial por solventes. Primero, por 
cada 200 gr de harina, se añadió 1 litro de Tris-HCl (50 mM, pH 8,8) y se mantuvo en 
agitación por 1 hora a temperatura ambiente. Luego, la mezcla se centrifugó a 20.000 g 
por 20 minutos y se descartó el sobrenadante que contenía las fracciones solubles en 
soluciones salinas (albuminas y globulinas). El proceso anterior se repitió dos veces para 
eliminar contaminación de estos péptidos en el extracto de gliadina. El precipitado de la 
centrifugación se lavó con agua destilada, se resuspendió en 2 litros de etanol 70% y se 
mantuvo en agitación (200 RPM) por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente se 
centrifugó por 20 minutos a 20.000 g, se descartó el pellet y se recuperó el sobrenadante 
conteniendo las gliadinas.   

Una vez obtenido el extracto de gliadina, se concentró la proteína usando un equipo de 
ultrafiltración (Amicon 8200) con una membrana de tamaño de poro de 10 kDa y se 
almacenó a temperatura ambiente. Se estimó una concentración de 3 g/L de la solución 
final mediante un ensayo de Bradford, siguiendo las indicaciones del Anexo 2. 

 

4.3 Obtención del péptido de alimentación 
La extracción de gliadina se obtuvo a partir de 200 gr de harina de trigo (harina de fuerza, 
molino La Estampa) como se explicó en el apartado anterior, siguiendo el protocolo de 
Weiss et. al [92], pero sin la etapa de ultrafiltración. La solución alcohólica resultante que 
contiene la gliadina se sometió a un proceso de secado en incubadora a 37°C para 
eliminar el etanol. Una vez evaporada casi la totalidad del alcohol (cerca de un cuarto del 
volumen inicial), se resuspendió por goteo en 1500 ml de buffer de digestión Tris-HCl 100 
mM, pH 8 y CaCl2 20 mM y se agregaron enzimas tripsina (30 mg/L) y quimotripsina (30 
mg/L), manteniendo en agitación a una temperatura de 37°C por 1 hora. La solución de 
digestión se centrifugó a 14.000 g por 20 minutos, se descartó el sobrenadante y se 
conservó el pellet. Se evaporó el agua del pellet a temperatura ambiente toda la noche, 
se recuperó el sólido y se almacenó a 4°C. Al sólido recuperado se le denominó como 
“PPG” para simplificar la escritura. 
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Para elaborar 1 litro de medio CDM-PPG, se resuspendieron 3 gr secos en 30 ml de 
etanol 70%, se agregó por goteo y con agitación a la solución autoclavable del medio 
CDM (ver Anexo 3.1) y se autoclavó. 

 

4.4 Microorganismos y condiciones de cultivo 
Los microorganismos se obtuvieron a partir de una masa madre activa, según se 
mencionó en antecedentes. Para esto, se mezclaron 30 ml agua de la llave y 30 gr de 
harina de trigo (harina de fuerza, molino La Estampa) hasta formar una masa homogénea. 
La masa resultante se inoculó con 3 gr de masa madre que estuvo almacenada a 4°C y 
se revolvió hasta formar una masa homogénea. Se dejó fermentar a 37°C hasta que la 
masa doblara su volumen y solo entonces se extrajeron 2,5 gr de masa activa para 
inocular 50 ml de medio MRS, incubando por 8 horas a 37°C y 200 RPM. Pasado el 
tiempo de incubación, se extrajeron 100 μL para inocular 50 ml de medio MRS con 
cicloheximida (Fluka) para eliminar las levaduras del cultivo. Para disminuir al máximo el 
arrastre de partículas de harina y de levaduras, se hicieron tres cultivos secuenciales con 
cicloheximida. El cultivo final consistió en el conjunto de bacterias ácido lácticas 
cultivables de la masa madre sin la presencia de levaduras, por lo que se le denominó 
consorcio de BAL. Con el consorcio se preparó un stock glicerol al 20% y se almacenó a 
-80°C. 

 

4.5 Selección de microorganismos según su capacidad de utilizar PPG como 
fuente de nitrógeno 

Se probaron dos técnicas para la selección de BAL: por evolución artificial en cultivo 
continuo y por plaqueo. A continuación, se describen ambas. 

4.5.1 Por evolución artificial en cultivo continuo 
Se construyó un fermentador continuo de 12 ml de volumen máximo de cultivo. La 
manguera que alimentaba con medio de cultivo al fermentador se conectó, por medio de 
un divisor de flujo, a las botellas que almacenaron dos medios de cultivo distintos, CDM-
Triptona y CDM-PPG. Cada botella contaba con llaves de paso para cambiar de medio 
de alimentación según requiriera el experimento. Una bomba peristáltica de bajo flujo 
(Microfluidic multichannel BT100-1L, Longerpump) impulsaba el medio de cultivo de las 
botellas al fermentador, permitiendo un flujo variable entre 70 μl/min y 5.000 μl/min. Se 
implementó un sistema de agitación por inyección de aire, utilizando una bomba de 
acuario, un filtro de aire de 0,2 micras y una pinza que estrangulaba la manguera para 
regular el flujo. Al igual que la alimentación, el aire se inyectó al fondo del fermentador, 
por medio de una aguja que conectaba la manguera con el fondo. El fermentador se 
construyó con un tubo de ensayo de 15 ml con una tapa de goma asegurada con una 
tapa rosca. Por la goma atravesaban 3 agujas; una para aireación/agitación, otra para la 
alimentación y la tercera servía de rebalse y permitía regular el volumen de cultivo. La 
temperatura del fermentador se reguló con un baño seco (Dlab, HB120-S).  

Las botellas, mangueras y el fermentador fueron autoclavados, sin embargo, las llaves 
de paso no soportaban las condiciones de autoclavado por lo que el segmento entre la 
llave de paso y la conexión en T se remojaron 1 hora en etanol 70% y fueron expuestos 
a 20 minutos de luz ultravioleta. Las conexiones se realizaron bajo esterilidad en una 
campana de flujo laminar. 
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Figura 10: Esquema de funcionamiento del fermentador continuo. 

 

El fermentador se inoculó con el consorcio de BAL en medio CDM-Triptona y se mantuvo 
a 37°C solo con agitación hasta que el medio se observó turbio. Una vez establecido el 
cultivo, se alternó la alimentación entre medio CDM-Triptona y CDM-PPG para ejercer 
presiones selectivas en el medio. Se alimentó con CDM-PPG hasta observar una 
disminución significativa en la OD del cultivo y luego se reestableció dicho valor con 
medio CDM-Triptona.  

La toma de muestras del cultivo se obtenía directamente de la manguera de rebalse que 
conectaba al recipiente de desechos. El flujo de medio de cultivo se calculó según la tasa 
de crecimiento específico máximo (μmax) para Lactobacillus cultivados en CDM, 
equivalente a 0,6 h-1 [93]. De esta manera se calculó que la tasa de dilución crítica o el 
flujo máximo que se pudo inyectar al fermentador equivalía a 120 μL/min (ver Anexo 5).  

 

4.5.2 Por placas en medios semi sólidos 
Se construyeron tres medios en agar; MRS, CDM-Triptona y CDM-PPG y se agregaron 
15 ml de cada uno en placas Petri. A las placas de CDM-Triptona y CDM-PPG se le 
trazaron líneas perpendiculares a modo de cuadrante. Paralelamente se realizó un cultivo 
overnight con MRS en medio líquido a 37°C y 200 rpm, inoculado con el consorcio de 
BAL. Una vez colonizado el medio, se hizo una dilución 1:10.000 del cultivo en el mismo 
medio MRS, se sembró una placa con MRS agar en triplicado y se mantuvo a 37°C 
overnight o hasta obtener colonias de 1 mm de diámetro aproximadamente. Se 
seleccionaron 30 colonias al azar y con ayuda de puntas estériles de micropipeta, se 
sembraron en los cuadrantes respectivos de las placas con CDM-Triptona y CDM-PPG, 
en duplicado. Las placas se mantuvieron a 37°C overnight o hasta observar crecimiento 
de colonias. Las 9 colonias que mostraron crecimiento en CDM-PPG fueron recolectadas, 
enumeradas del 1 al 9 y cultivadas separadamente en 10 ml de MRS a 37°C y 200 rpm 
por 8 horas. Se preparó un stock glicerol al 20% de cada colonia cultivada y se 
almacenaron a -80°C.  
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4.6 Cultivo y fraccionamiento Celular  
El fraccionamiento de las colonias que mostraron crecimiento en medios con PPG se 
obtuvo según el método modificado de Hegazi et. al. [94]. Brevemente, la colonia a 
estudiar fue cultivada en 60 ml de medio MRS a 30°C por 18 horas y luego se centrifugó 
a 10.000 g por 10 minutos. Del sobrenadante se obtuvo el medio extracelular (M.E), 
mientras que el pellet se lavó dos veces con buffer fosfato 0,1 M KH2PO4 (pH 7.0) y se 
resuspendió en 6 ml del mismo buffer fosfato. Se extrajeron 500 𝜇𝐿 del pellet 
resuspendido, obteniendo las células (Cel.) en suspensión. Al resto del pellet 
resuspendido se le agregó lisozima (1 mg/ml) y se incubó por 1 hora a 30°C. Las células 
con lisozima se lisaron por sonicación en un programa de 6 minutos de sonicado efectivo 
con 32% de intensidad, con ciclos de 5 segundos de sonicado y 25 de descanso. Una 
vez sonicadas, la mezcla se centrifugó a 12.000 g por 1 hora y se recuperó el 
sobrenadante que corresponde al extracto citoplasmático (E.C). El pellet se lavó 3 veces 
con el buffer fosfato 0,1 M KH2PO4 (pH 7.0) y luego se resuspendió en 6 ml del mismo 
buffer fosfato, obteniendo la fracción correspondiente a las membranas celulares (Mem). 
El medio extracelular (M.E), las células (Cel), el extracto citoplasmático (E.C) y las 
membranas celulares (Mem) se almacenaron a -80°C 

 

4.7 Ensayos de digestión 
Para evaluar la capacidad proteolítica de las fracciones celulares (medio extracelular, 
extracto citoplasmático, las membranas y las células) de cada colonia sobre gliadina, se 
realizaron ensayos de digestión enzimática siguiendo el protocolo modificado de Hegazi 
et. al. [94]. Brevemente, para cada fracción celular se elaboró una mezcla de reacción 
que consistió en 75 μL de solución de gliadina (Gl), 185 μL de buffer 0,1 M KH2PO4, (pH 
7,0) y 100 μL de la fracción celular requerida (medio extracelular, extracto citoplasmático, 
membranas o células), obteniendo un total de 360 μL por reacción. Además, se 
prepararon controles negativos para cada fracción, consistentes en 260 μL del buffer 
fosfato y 100 μL de fracción celular. Por último, se agregó un control negativo para la 
gliadina, consistente en 75 μL de gliadina y 285 μL de buffer 0,1 M KH2PO4, (pH 7,0).  

 

Tabla 4: Volúmenes de reacción en microlitros (ul) de cada especie para construir las reacciones 
enzimáticas y los controles de la digestión. El volumen total de las reacciones equivale a 360 ul. 

 Controles Reacciones 

Especie Gl M.E E.C Mem. Cel. Gl + 
M.E 

Gl + 
E.C 

Gl + 
Mem 

Gl + 
Cel 

Gliadina 75 - - - - 75 75 75 75 
Buffer 285 260 260 260 260 185 185 185 185 
M.E - 100 - - - 100 - - - 
E.C - - 100 - - - 100 - - 
Mem - - - 100 - - - 100 - 
Células - - - - 100 - - - 100 

V. Total 360 360 360 360 360 360 360 360 360 
M.E: Medio extracelular, E.C: Extracto citoplasmático, Mem: Membranas, Cel: Células, Gl: Gliadina 
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Todas las reacciones y controles se construyeron en tubos eppendorf de 600 ul. Al tiempo 
cero se extrajeron 50 μL de cada tubo y se congelaron a -20°C. Tanto las reacciones 
como los controles se incubaron a 30°C por 18 horas a 200 rpm. Para poder agitar los 
tubos, se dispusieron dentro de un vaso precipitado de 250 ml tapado con Parafilm y se 
aseguró en el shaker. Pasadas las 18 horas, se extrajeron 50 μL de cada tubo, se les 
agregó buffer de carga denaturante 5X y se calentaron a 95°C por 5 minutos. Las 
muestras se cargaron en un gel de acrilamida 12,5% y se corrieron por 90 minutos a 200 
V. 

 

4.8 Producción recombinante del péptido inmunogénico 33-mer 
El constructo “33-mer fusion” (ver Anexo 4) fue sintetizado y clonado por la compañía 
Gene Universal en el plasmidio de clonamiento pBluescript SK II. Posteriormente, el 
constructo se clonó en el plasmidio de expresión pET28a y fue expresado 
heterólogamente en Escherichia coli, cepa BL21(DE3), utilizando la plataforma de 
producción recombinante del laboratorio [95]. El clon fue gentilmente facilitado por Dr.(c) 
Juan Amado. 

Se realizó un preinóculo de la cepa recombinante en 20 ml de medio TB, cuya 
composición se detalla en el Anexo 3, con marcador de selección, incubado a 25°C y 250 
rpm overnight. Se inocularon 400 ml de TB con el preinóculo con una OD inicial de 0,05 
y se agregó kanamicina a una concentración de 50 ug/ml de cultivo. El cultivo se incubó 
a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una OD de 0,6 y se indujo la producción del péptido 
agregando IPTG hasta alcanzar una concentración de 1mM. 6 horas después de la 
inducción se centrifugó el cultivo a 5.000 g por 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y el 
pellet se resuspendió a 1/10 del volumen de cultivo en Binding Buffer 1X.  

Se realizó rompimiento celular por ultrasonicación en un programa de 15 pulsos de 10 
segundos de duración y 30 segundos de descanso entre cada uno, con una intensidad 
de 32%. El lisado se centrifugó a 15.000 g por 10 minutos, se descartó el sobrenadante 
(proteína soluble) y el pellet se resuspendió en 1/10 del volumen de cultivo con Buffer 
denaturante 1X. El pellet resuspendido se centrifugó a 15.000 g por 10 minutos y se 
recuperó el sobrenadante como la fracción de proteína insoluble (cuerpos de inclusión). 
La proteína insoluble se purificó por cromatografía de afinidad Ni-NTA en FPLC (AKTA)  

 

 

4.9 Soluciones 
Binding Buffer 8X  

• Tris Base 320 mM 

• NaCl 4 M 

• Imidazol 40 mM 

• Agua MilliQ 
 

Buffer denaturante 1X 250 ml 

• Binding buffer 8X 12,5% 
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• Urea 8 M 

• Agua MilliQ 
 

Buffer denaturante de elución  

• Binding buffer 8X 12,5% 

• Urea 8 M 

• Imidazol 300 mM 

• Agua MilliQ 
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5 Resultados y discusiones 
5.1 Obtención del péptido de alimentación (PPG) 
El péptido de alimentación se obtuvo a través de una extracción de gliadina según se 
menciona en materiales y métodos. Brevemente, el extracto de gliadina se concentró por 
evaporación a, aproximadamente, 1/4 de su volumen inicial, a 37°C (al menos 24 horas). 
El concentrado se resuspendió, por goteo, en buffer de digestión, se agregaron enzimas 
tripsina (30 mg/L) y quimotripsina (30 mg/L) y se incubó por 1 hora a 37°C. Finalmente 
se centrifugó la solución y se conservó el pellet. 

La razón de que el péptido de alimentación sea un digerido de gliadina surge a raíz de la 
dificultad que presentó la gliadina al tratar de incorporarla en medios acuosos. Como el 
medio CDM requiere de una concentración de 3 g/L de fuente de nitrógeno, era necesario 
concentrar el extracto de gliadina, que contenía cerca de 3 g/L de proteína. Para lograr 
esto, el extracto se secó a 37°C hasta obtener un sólido (gliadina) que luego se pesó la 
cantidad requerida para el medio de cultivo y se resuspendió en etanol 70% a 1/50 del 
volumen inicial del extracto. La gliadina concentrada se resuspendió por goteo en la 
solución autoclavable del medio CDM (ver Anexo 3). Al ajustar la solución autoclavable a 
pH 5,4, pasaba de ser turbia, con gliadina en suspensión, a cristalina con grandes 
cúmulos de gliadina. Por esta razón, se optó por digerir la gliadina, esperando que, al 
tener péptidos de menor tamaño, pudiese aumentar la solubilidad de los péptidos en 
medio acuoso.  

A diferencia de la gliadina, los PPG lograron ser incorporados a los medios de cultivos 
sin formar coágulos, incluso a pH bajo 4, que es el pH característico que se observa al 
final de los cultivos con lactobacilos. Es importante mencionar que se optó trabajar con 
el pellet resultante de la digestión y no con el sobrenadante por las siguientes razones. 
En primera instancia, al ser la fracción soluble de la digestión, el sobrenadante contiene 
mayor proporción de aminoácidos libres y péptidos de pequeño tamaño, lo que 
constituiría una fuente de nitrógeno de fácil obtención para los lactobacilos. Además, al 
ser insoluble, el pellet contiene los péptidos apolares que resistieron la digestión 
enzimática, es decir, la fracción con alto contenido de prolinas que dificultan la acción de 
proteasas.  

La presencia de aminoácidos libres, di y tri péptidos constituyen una fracción de péptidos 
que no es detectable por ensayos de cuantificación de proteínas, dificultando la 
estimación de la concentración de fuente de nitrógeno que se incorporaría al medio. Por 
lo anterior, se trabajó con el pellet y se lo consideró como una sustancia 100% de 
naturaleza peptídica, lo que puede constituir un error metodológico al poder contener 
otros elementos de la harina que sean solubles en soluciones alcohólicas al 70%. Sin 
embargo, los autores de los procesos de extracción de gliadina no mencionan arrastre 
de componentes no proteicos en la extracción [58], [62]. Además, la mayoría de los 
lípidos, pigmentos u otros componentes de naturaleza apolar se concentran en el salvado 
y germen del trigo. Como la harina blanca es en mayor proporción endospermo, la 
proporción de gliadina debiera ser significativamente mayor que otros componentes 
contaminantes en el extracto. De todas maneras, la rigurosidad metodológica debiera 
aplicarse a pesar de cualquier suposición, para aumentar la confianza de los resultados. 
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5.2 Obtención del consorcio de lactobacilos de la masa madre 
Como se explicó en materiales y métodos, se obtuvieron los lactobacilos presentes en la 
masa madre a partir de un medio de cultivo diseñado para bacterias ácido lácticas (MRS), 
inoculado directamente con masa madre. Mediante el uso de antimicóticos y cultivos 
secuenciales, se obtuvo un cultivo de las bacterias que componen la masa madre, libres 
de las levaduras presentes en dicho consorcio. 

Considerando las interacciones ecológicas complejas que caracterizan a la masa madre, 
es de esperar que la composición de BAL del cultivo final sea distinto a la composición 
real de bacterias en la masa madre. Como se mencionó en antecedentes, las 
características ambientales como el tipo de harina, hidratación de la masa, temperatura 
de fermentación, entre otros, influyen en la composición microbiológica del consorcio. La 
ausencia de levaduras, el uso de antimicóticos en cultivos secuenciales y el cambio de 
medio desde harina a MRS constituyen modificaciones ambientales significativas que 
pudieron haber afectado la composición de microorganismos en el cultivo final, pudiendo 
haber perdido alguna variedad de interés para este trabajo.  

 

5.3 Selección de lactobacilos según capacidad de alimentarse de péptidos de 
gliadina 

El primer intento de aislar lactobacilos, según su capacidad de digerir péptidos de gliadina 
(PPG), fue por medio de un cultivo continuo diseñado para usar como presión selectiva 
el tipo de fuente de nitrógeno que alimentaba el cultivo. El fermentador era alimentado 
secuencialmente por dos medios idénticos excepto por su fuente de nitrógeno; CDM-
Triptona y CDM-PPG, considerando la triptona como una fuente de nitrógeno de más fácil 
acceso que los PPG.  

Alimentando el cultivo con PPG, se esperaba seleccionar los microorganismos capaces 
de utilizarlos como fuente de nitrógeno, mientras que los que fueran incapaces, serían 
lavados del fermentador. En ese sentido, a medida que el cultivo acumulara ciclos 
Triptona-PPG, el cultivo se enriquecería cada vez más de las variedades de lactobacilos 
de interés, obteniendo finalmente la o las variedades que usen los PPG como fuente de 
nitrógeno. Además, como consecuencia de la presión selectiva aplicada al cultivo, se 
esperaba que las variedades finales en el cultivo hayan resultado de procesos 
adaptativos, mejorando aún más la capacidad proteolítica de estos sobre PPG. 

Una vez armado el cultivo, se pudo aplicar 1 ciclo de Triptona-PPG antes de que se 
observara contaminación en las llaves de paso de medio de cultivo. El material con el que 
están hechas las llaves no resiste las condiciones del autoclave, por lo que se esterilizó 
con etanol 70% y luz UV. Pudo no haber sido un tratamiento de esterilización suficiente, 
como también que dichas llaves no fueran lo suficientemente selladas. Para evitar este 
problema, convendría reemplazar las llaves por una pinza que estrangule la manguera, 
disminuyendo la cantidad de conexiones y eliminando las piezas que no se pueden 
autoclavar. 

Si bien corregir los detalles que generaron la contaminación era simple, se decidió aislar 
los lactobacilos por medio de cultivo en agar, ya que es un método con menor riesgo de 
contaminación, es más rápido que la evolución artificial y se obtienen colonias separadas 
en vez de un cultivo que puede estar constituido por varias especies de lactobacilos 
capaces de alimentarse de PPG. Por último, la presencia de variedades que puedan 
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hidrolizar PPG, puede beneficiar la presencia de variedades que no lo puedan digerir 
haciendo que el experimento perdiera su objetivo. Las variedades non-starters se 
aprovechan de los péptidos generados por la proteólisis que realizan las variedades 
starters y pueden desarrollarse en ambientes que no son adecuados para las primeras.  

El experimento de selección de lactobacilos, con capacidad proteolítica de PPG, consistió 
en sembrar colonias (previamente cultivadas en MRS agar) en placas con CDM-PPG 
agar y aislar las que mostraron crecimiento en dicho medio, según se describe en 
materiales y métodos. 

De las 30 colonias seleccionadas al azar en MRS agar, todas crecieron en las placas 
CDM-triptona agar, pudiendo distinguir dos tipos de colonias: unas de gris claro con unos 
2-3 mm de diámetro, y otras más obscuras con un diámetro cercano a 1 mm. En cuanto 
al cultivo en CDM-PPG agar se observó una disminución general en el crecimiento e 
incluso colonias que no se desarrollaron. Las colonias observadas en este último medio 
eran más homogéneas, presentando un color gris claro y no más de 1 mm en diámetro. 
De esta manera, se eligieron las 9 colonias que mostraron crecimiento y se cultivaron en 
medio MRS líquido. Se estableció un stock glicerol de cada una, se rotularon del 1 al 9 y 
se almacenaron a -80°C.  

La disminución del desarrollo de colonias en CDM-PPG agar, se atribuye a dos factores; 
la dificultad asociada al tamaño de los PPG y la asociada a la alta presencia de prolinas. 
En el primer caso, solo las bacterias acido lácticas que expresan proteinasas asociadas 
a envoltura celular (CEP) podrán usarlos como fuente de nitrógeno, mientras que el resto 
de las BAL no se desarrollará. Según se menciona en antecedentes, los CEP tienen 
afinidad por proteínas grandes y apolares, mientras que las variedades que no lo 
expresan, dependen de oligopéptidos de menos de 20 residuos para incorporarlos al 
citoplasma y digerirlos con las peptidasas intracelulares. En ese sentido, la selección 
pudo haber sido según el factor tamaño de péptido y no necesariamente según la 
dificultad asociada a la composición aminoacídica. Teniendo esto en cuenta, la 
probabilidad de que las colonias seleccionadas sean los lactobacilos de la masa madre 
que expresen CEP’s es alta. De todas maneras, esto supone un resultado favorable, ya 
que, las variedades starters ejercen una hidrólisis más completa del gluten, en 
comparación con las non-starters. 

Si bien se tiene certeza de que dichas colonias crecieron en medio con péptidos de 
gliadina como única fuente de nitrógeno, no se sabe si las nueve seleccionadas 
corresponden a una misma variedad de lactobacilo o son las 9 distintas. Sin embargo, lo 
que se buscó fue obtener una o más colonias que pudiesen generar colonias en un medio 
con PPG como única fuente de nitrógeno. Para identificar las colonias, se puede lograr 
de manera confiable mediante una secuenciación del ARNr 16S, sin embargo, constituye 
un método costoso. Existen, además, kits comerciales especializados en identificación 
de lactobacilos a nivel de especie API 50 CH (API) o HybriScan (Sigma Aldrich).  

Por último, cabe destacar que gracias a la naturaleza definida deCDM, se puede variar 
el tipo de fuente de nitrógeno independientemente de los otros nutrientes, como ocurriría 
al utilizar extractos de levadura o carne en medios complejos. Al poder alterar solo dicha 
variable, resultó ser una buena herramienta para la selección de lactobacilos según su 
capacidad de hidrolizar fuentes de nitrógeno. 
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5.4 Capacidad proteolítica de lactobacillus seleccionados con péptidos de gliadina 
En un primer intento, la colonia #1 se cultivó en 60 ml de medio MRS y se fraccionaron 
las células como se mencionó en Materiales y Métodos. El medio extracelular (M.E), 
extracto citoplasmático (E.C) y las membranas (Mem) fueron utilizadas como fuente de 
proteasas con el fin de evaluar su capacidad proteolítica sobre gliadina. Las distintas 
reacciones y los controles fueron preparados como muestra la Tabla 5. 

Se tomaron muestras de 50 μL de las reacciones a tiempo cero y se congelaron junto con 
los controles. Las reacciones se incubaron a 30°C por 4 horas sin agitación. Pasado el 
tiempo de incubación se denaturaron las muestras y se corrió un gel de acrilamida como 
se explicó en materiales y métodos, obteniendo el gel a continuación. 

 

 

Figura 11: SDS-PAGE de la reacción enzimática del medio extracelular, intracelular y debris celular con 
gliadina como sustrato. El tiempo total de reacción fue de 4 horas a 30°C. La banda prominente bajo los 20 
kDa corresponde a la lisozima utilizada para romper las células. Imagen obtenida por el escaneo del gel en 
fotodocumentador. M.E: Medio extracelular, E.C: Extracto citoplasmático. 
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A primera vista no se observaron efectos significativos sobre el sustrato (gliadina), sin 
embargo, para la reacción con E.C y con membranas, se observó un ligero aumento de 
intensidad en las bandas cercanas a los 26 kDa, una aparición de bandas de bajo peso 
molecular al final del carril y una leve disminución de las bandas ubicadas sobre los 34 
kDa. El medio extracelular fue el único que no mostró efectos sobre gliadina. Según se 
observa en el carril correspondiente al medio extracelular, solo se distingue una mancha 
borrosa de bajo peso molecular (5-10 kDa) asociada a péptidos degradados del mismo 
medio. Sin embargo, ya que no se ha reportado una significativa actividad proteasa 
extracelular en lactobacilos, se decidió omitir el uso de medio extracelular para el 
siguiente ensayo de actividad.   

El gel muestra que el extracto de gliadina parece estar puro, pues se pueden identificar 
claramente los tipos de gliadina (α, β, γ y ω) según lo expone la literatura consultada [97] 
y, además, carece de bandas extras asociadas a contaminación por arrastre en el 
proceso de extracción. Cabe mencionar que el volumen de solución de gliadina se 
estableció según su visibilidad en los geles de acrilamida, lo que equivaldría a unos 0,23 
mg de gliadina en los 360 μL de reacción.  

Se repitió el experimento para el extracto citoplasmático y debris celular, aumentando el 
tiempo de incubación a 18 horas y 37°C, tanto para las reacciones como para los 
controles. Se descartó el medio extracelular como fuente de proteasas por lo explicado 
anteriormente y se agregaron células vivas (Cel) como otro agente que pueda hidrolizar 
la gliadina (Gl). Por último, tanto la gliadina como los potenciales agentes de hidrólisis 
(E.C, membranas y células) se cargaron al tiempo cero y al tiempo final en el gel de 
acrilamida, de manera de visibilizar los cambios que puedan ocurrir en ellos mismos 
durante las 18 horas de incubación y así mejorar la resolución de los resultados. Los 
volúmenes de cada especie se detallan en la siguiente tabla. 

De las tres fracciones utilizadas para hidrolizar, el extracto citoplasmático y las células 
completas evidencian atenuación importante de la gliadina y aparición de bandas nuevas 
en el gel, siendo las células las que mostraron mayor efecto sobre el sustrato. Los 
controles respectivos descartan que dichas bandas surjan a causa de la autodegradación 
de las especies. Para el caso de la digestión con membranas, se obtiene un ruido que 
dificulta el análisis.  

La lisozima utilizada en el protocolo de lisis celular tiende a adherirse a la pared celular 
y, por ende, a seguir actuando sobre esta mientras las condiciones ambientales lo 
permitan. Tanto para el ensayo de digestión de gliadina, como para el de lisis celular con 
lisozima, se utilizó el mismo buffer y pH. De esta manera, la lisozima siguió actuando 
sobre las células que resistieron el protocolo de sonicación, en el ensayo de digestión 
con membranas. Esta lisis celular indeseada liberó proteínas intracelulares al medio, 
obteniendo, finalmente, un patrón de bandas similar al observado en el control de extracto 
citoplasmático (ver carriles Membrana 0h y 18h, Figura 12). A pesar de lo anterior, se 
pueden distinguir dos bandas en el segmento entre los 20 y 30 kDa, las cuales no 
aparecen en sus controles respectivos y que pueden ser a causa de la acción de las 
proteasas asociadas a la pared celular de las BAL (ver carril Gliadina + Mem. 18h, Figura 
12). Cabe destacar que el pellet obtenido luego de la lisis celular se lavó 3 veces con el 
mismo buffer fosfato para remover la lisozima, sin embargo, no se observó una 
disminución de la intensidad de la banda asociada a la lisozima en el gel de proteína (~15 
kDa). 
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Los lactobacilos poseen una gruesa envoltura celular de peptidoglucano que los protege 
de la acción mecánica del ultrasonido en la sonicación, por lo que se recomienda el uso 
de lisozima para ayudar a lisarlas. En caso de no usar lisozima, el tiempo de sonicado 
debiera aumentar significativamente para obtener resultados similares de rompimiento. 
No obstante, la aplicación de ultrasonido puede disminuir la actividad de las proteasas 
asociadas a la envoltura celular, por lo que la utilización de membranas celulares como 
fuente de CEP no parece ser buena opción. En cambio, en caso de querer estudiar la 
actividad de dichas proteasas, se sugiere lavar los CEP de las células según el protocolo 
desarrollado por Agyei et. al [98] y utilizarlos como agente hidrolizante. Lo anterior 
constituye un método más limpio y eficaz que el uso de membranas como fuente de 
proteasas. 

De los controles utilizados, se esperaba observar cambios en el patrón de bandas en 
todos aquellos que tuvieran presencia de proteasas (i.e. extracto citoplasmático, 
membranas y células), sin embargo, el control a tiempo final de gliadina mostró una 
disminución en intensidad y cambios en el patrón de bandas original. Se presume que el 
extracto de gliadina puede contener proteasas propias de la harina y que al ser 
resuspendido en medio acuoso se activan y la degradan. Sin embargo, al comparar el 
patrón de bandas del extracto de gliadina con el obtenido de literatura (ver Antecedentes 
“2.2.1.1 Gliadinas”), no se observan bandas extras que puedan corresponder a proteasas 
arrastradas en el proceso de extracción, a menos que dicha banda exista y se solape con 
las de gliadina. 

Teniendo en cuenta lo anterior, una manera de visibilizar mejor los resultados sería 
denaturar la muestra de gliadina con temperatura. Un programa de 100°C por 5 minutos 
debiera ayudar a denaturar las proteasas y con eso disminuir el ruido del resultado del 
ensayo de digestión. En cuanto a la gliadina, al tener puentes disulfuro, la temperatura 
no debiera afectar la estructura del péptido en gran medida, y en caso de que lo hiciera, 
habría que modificar las variables del tratamiento térmico. Teniendo este efecto en 
cuenta, resultaría interesante estudiar la capacidad proteolítica de las proteasas nativas 
del trigo en torno a la capacidad de degradación del epítopo inmunoreactivo. 

Considerando que las células hidrolizaron completamente la gliadina, cuyo peso 
molecular supera los 28 kDa, es de esperar que pertenezcan a una variedad starter. Las 
proteinasas asociadas a la envoltura celular son las únicas enzimas en las BAL que 
pueden hidrolizar proteínas de gran tamaño en el medio. Si bien la gliadina sufre una 
hidrólisis asociada a proteasas del trigo, a las 18 horas de incubación se siguen 
observando péptidos de tamaño superior a 26 kDa que no podrían ser hidrolizados por 
BAL non-starters únicamente.  
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Figura 12: SDS-PAGE de la reacción enzimática de las distintas fracciones celulares con gliadina como 
sustrato. La banda presente en las fracciones celulares ubicada bajo los 20 kDa es la lisozima utilizada 
para romper las células. Imagen obtenida por el escaneo del gel en fotodocumentador. E.C: Extracto 
citoplasmático, Mem: Membranas. 

 

Los PPG corresponden a los péptidos largos e hidrofóbicos que resultaron de la digestión 
enzimática de la gliadina. Si bien se desconocen los pesos moleculares de estos 
péptidos, se piensa que en su mayoría son más largos de los que las variedades non-
starters pueden utilizar como fuente de nitrógeno. Teniendo en cuenta que las nueve 
colonias seleccionadas mostraron crecimiento en medios con PPG como única fuente de 
nitrógeno, se cree que todas corresponderían a variedades starters. Sin embargo, la 
capacidad de hidrolizar gliadina puede variar en cada una, por lo que resultaría 
interesante comparar la capacidad de hidrólisis sobre este sustrato en las nueve colonias. 
Según los resultados del ensayo de digestión, las células vivas mostraron ser el 
mecanismo más simple y efectivo para evaluar la capacidad proteolítica total de las 
bacterias sobre gliadina. De tal manera, se sugiere utilizar solamente las células vivas 
para evaluar y comparar la capacidad proteolítica de los microorganismos seleccionados, 
sobre gliadina. 
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Considerando que una parte de los péptidos generados por la digestión con células 
corresponden a péptidos pequeños (<8 kDa), el SDS-PAGE al 12% no ofrece una 
resolución que permita analizarlos adecuadamente. Debido a la característica de los 
poros del gel, estos péptidos pequeños difunden al final del gel, perdiendo el patrón de 
bandas que los caracteriza. Los geles de tricina, en cambio, al tener un tamaño de poro 
menor, son ideales para analizar péptidos menores a 10 kDa, por lo tanto, analizar las 
muestras de digestión con geles de tricina, junto con el de poliacrilamida al 12%, 
aumentaría la resolución de los resultados. 

 

5.5 Producción recombinante de péptido inmunogénico 33-mer. 
Si bien la gliadina contiene los epítopos inmunogénicos del gluten, que se caracterizan 
por su resistencia a la acción de las enzimas digestivas, también contiene otros péptidos 
que son de fácil acceso para dichas enzimas. Para confirmar que efectivamente las 
proteasas de los lactobacilos seleccionados son capaces de hidrolizar los epítopos, se 
produjo el fragmento 33-mer de la alfa gliadina de manera recombinante. Este péptido 
contiene varios epítopos solapados como se mencionó en el marco teórico, por lo que 
resultó interesante usarlo como sustrato en los ensayos de digestión.  

El constructo “33-mer fusion” (ver Anexo 4) fue sintetizado y clonado por la compañía 
Gene Universal en el plasmidio de clonamiento pBluescript SK II. Posteriormente, el 
constructo se clonó en el plasmidio de expresión pET28a y fue expresado 
heterólogamente en Escherichia coli, cepa BL21(DE3), utilizando la plataforma de 
producción recombinante del laboratorio [95]. Las células cultivadas se cosecharon y se 
procesaron para obtener los cuerpos de inclusión, que posteriormente se solubilizaron y 
se purificaron mediante una cromatografía de afinidad Ni-NTA. 

 

 



35 
 

 

Figura 13: SDS-PAGE de las muestras obtenidas en la purificación por cromatografía de afinidad Ni-NTA 
del péptido recombinante. El péptido purificado se encuentra entre los carriles A9 y B1. P.I corresponde a 
la proteína insoluble del cultivo. Imagen obtenida por el escaneo del gel en fotodocumentador. 

 

El resultado de la purificación por cromatografía de afinidad Ni-NTA mostró dos peaks 
relacionados a la presencia de péptidos. El primero, que se observa en los carriles A1 a 
A5, corresponde a contaminantes de naturaleza peptídica en el extracto de proteína 
insoluble y el segundo, al péptido completo (carriles A9 a B1), es decir, la cola de histidina, 
la proteína carrier y el 33-mer. La secuencia del péptido que fue sintetizado y, por lo tanto, 
el que se espera que se haya purificado, es la siguiente: 

 

        10         20         30         40         50         60  

MHHHHHHDET GKELILVLYD YQEKSPRELT IKKGDILTLL NSTNKDWWKV EVNDRQGFFP  

 

        70         80         90        100  

AANLKKLDPR DDDDKLQLQP FPQPQLPYPQ PQLPYPQPQL PYPQPQPF 

 

 

En negrita se destaca la secuencia del 33-mer. Según la cantidad y el tipo de 
aminoácidos, el péptido completo debiera tener un peso aproximado de 13 kDa [99], lo 
que coincide, aproximadamente, con el peso de la banda correspondiente al péptido 
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recombinante en el gel de la figura 13 (columnas A9-B1). Es importante notar la presencia 
de bandas difuminadas de bajo peso molecular en las mismas columnas A9-B1. Dichas 
columnas representan los péptidos que se adhirieron a la columna de purificación con 
afinidad a la secuencia de polihistidinas. En ese sentido corresponden a secuencias 
truncadas que no se alcanzaron a traducir completamente. En particular, dicho fenómeno 
se atribuye a la alta proporción de prolinas en la secuencia del 33-mer. La prolina es un 
aminoácido con una estructura cíclica única que disminuye la tasa de formación de 
enlaces peptídicos por parte del ribosoma. La estructura cíclica evita el posicionamiento 
de este residuo en el bolsillo de unión de aminoácidos del ribosoma y afecta la posición 
de la cadena de péptidos nacientes en el túnel ribosómico [100].  

Desafortunadamente, debido al cierre de los laboratorios, el 33-mer no alcanzó a 
purificarse ni utilizarse como sustrato para ensayos de digestión. No obstante, en 
adelante se indican las directrices para purificarlo. 

El péptido fue diseñado para tener un sitio de corte por enteroquinasa al final de la 
proteína carrier, por lo que una digestión con dicha proteasa es suficiente para separar 
el péptido inmunogénico (~4 kDa) del resto del constructo. 

 

        MHHHHHHDETGKELILVLYDYQEKSPRELTIKKGDILTLLNSTNKDWWKVEVNDRQGFFP 

    1   ---------+---------+---------+---------+---------+---------+   60 

 

                                                    

                                                          

                   Enteroquinasa                                  

                       | 

                       |                                  

         AANLKKLDPRDDDDKLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF 

    61   ---------+---------+---------+---------+--------   108 

 

 

Una vez aplicado el protocolo de digestión con enteroquinasa, bastaría repetir el 
protocolo de separación por cromatografía de afinidad Ni-NTA. A diferencia del 33-mer y 
la enteroquinasa, la cola de histidina junto a la proteína carrier quedarían adsorbidas a 
resina de la columna, tanto de los constructos completos como de los truncados. 
Posteriormente, por medio de un proceso de ultrafiltración con una membrana de 10 kDa 
o una cromatografía de exclusión por tamaño, bastaría para separar el 33-mer (~4 kDa) 
de la enteroquinasa (~30 kDa) presente en la solución.  

Una vez se tiene el péptido purificado, lo que restaría sería repetir el ensayo de digestión, 
utilizando como substrato el péptido inmunogénico. Considerando el tamaño del 33-mer, 
los resultados de la digestión debieran ser analizados en geles de tricina, además, 
resultaría interesante analizar la digestión en una cromatografía. Di Cagno et. al. [31] 
utilizó un FPLC de fase reversa (RP-FPLC) con una columna PepRPC HR 5/5 y un 
detector UV a 214 nm para analizar la hidrólisis del 33-mer en ensayos de digestión 
similares a los que se proponen. Al comparar las curvas características del 33-mer a 
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tiempo cero y tiempo final de la digestión, se obtienen resultados cuantitativos de la 
degradación del epítopo. 

Si bien no se cumplió el objetivo de este experimento, a continuación, se presentan los 
resultados de una digestión teórica de la alfa gliadina por acción de las proteasas de 
variedades starters de lactobacilos. 

 

5.6 Hidrólisis teórica de alfa gliadina 
A modo de evaluar el potencial proteolítico de las BAL starters sobre la alfa gliadina, se 
llevó a cabo una digestión teórica de este sustrato tomando en cuenta las especificidades 
generales de las subtilasas, la familia de proteasas a las que pertenecen los CEP.  

Considerando la secuencia aminoacídica de la alfa gliadina y la afinidad general de los 
sitios S1 y S4 de las subtilasas (S1: Y,F>L,M,K>H,A,Q,S, S4: F>L,I,V>A), se identificaron 
y destacaron las secuencias que, en teoría, son sustratos para dicha proteasa. Las letras 
en negrita hacen referencia al péptido 33-mer. 

 

MVRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQP
YLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPISQ
QQQQQQQQQQQKQQQQQQQQILQQILQQQLIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTY
QLVQQLCCQQLWQIPEQSRCQAIHNVVHAIILHQQQQQQQQQQQQPLSQVSFQQPQ
QQYPSGQGSFQPSQQNPQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALETLPAMCNVYIPPYCTIAP
VGIFGTNYR 

 
Para el caso de los sitios probables de unión que se solapan, se determinó el corte según 
la jerarquía de afinidades a los residuos en los sitios S1 y S4. Teniendo esto en 
consideración, se determinaron los péptidos probables que genera la digestión de la alfa 
gliadina con una subtilasa genérica, como se muestra en la tabla 7.  

A primera vista, el péptido 33-mer logra ser escindido en 4 fragmentos (péptidos 5-8), de 
los cuales solamente el 5, 6 y 7 entrarían al interior de la célula debido a su tamaño. El 
péptido 8, al contener más de 18 residuos, no puede ser incorporado al medio intracelular 
por el transportador de oligopéptidos Opp. Es importante destacar que los epítopos 
presentes en el 33-mer corresponden a PFPQPQLPY, PYPQPQLPY y PQPQLPYPQ. Si 
bien ninguno está completo en los fragmentos 5-8, podrían representar un problema en 
caso de que la digestión la ejecute una subtilasa con distinta especificidad. 
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Tabla 5: Péptidos resultantes de la digestión teórica de alfa gliadina con una subtilasa genérica, a modo 
de simular la acción de los CEP sobre el sustrato. 

N° 
péptido 

Péptidos generados Tamaño 
(N° 

residuos) 

Transporte 
por Opp 

1) MVRVPVPQLQPQNPSQQQPQE 21 No 
2) QVPLVQ 6 Si 
3) QQQFPGQ 7 Si 
4) QQPFPPQQPYPQPQPFPSQQP 21 No 
5) YLQLQPFP 8 Si 
6) QPQLPYP 7 Si 
7) QPQLPYP 7 Si 
8) QPQLPYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQP 28 No 
9) QQPISQQQQQQQQQQQQKQQQQQQQQI 27 No 
10) LQQILQQQLIPCRDVVLQ 18 Si 
11) QHSIAYGS 8 Si 
12) SQVLQQST 8 Si 
13) YQLVQQLCCQQ 11 Si 
14) LWQIPEQSRCQAIHNVV 17 Si 
15) HAIILHQQQQQQQQQQQQP 19 No 
16) LSQVSFQQPQQQYPSG 16 Si 
17) QGSFQPSQQNPQA 13 Si 
18) QGSVQPQQLPQ 11 Si 
19) FEEIRNLA 8 Si 
20) QGSVQPQQLPQ 11 Si 
21) FEEIRNLA 8 Si 
22) LETLPA 6 Si 
23) MCNVYIPP 8 Si 
24) YCTIAPVGIFGTNYR 15 Si 

 

 

En ese sentido, el rol que debiera esperarse de los cortes producidos por los CEP es que 
corte la alfa gliadina de manera tal que todo el 33-mer pueda entrar a las células y ser 
completamente digerido por las peptidasas intracelulares. Teniendo eso en cuenta, la 
opción más eficaz para eliminar los epítopos inmunoreactivos de la gliadina sería someter 
el sustrato a más de una BAL starter. Como cada CEP tiene afinidad por distintos sitios 
de corte, complementar la acción de cada proteinasa permitiría generar péptidos de 
tamaño suficiente para ser transportados al citoplasma celular. De ser así, las bacterias 
ácido lácticas seleccionadas constituirían una herramienta innovadora y eficaz, con 
aplicaciones en el área de la industria alimentaria en la confección de productos aptos 
para celiacos, elaborados con materias primas que contienen gluten. 
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6 Conclusiones 
A grandes rasgos, se cumplió el objetivo principal de la tesis, pudiendo seleccionar 
lactobacilos desde masa madre según su capacidad de utilizar péptidos ricos en prolina 
y glutamina como única fuente de nitrógeno y evaluar su capacidad de hidrolizar péptidos 
de gliadina.  

Los ensayos de digestión demostraron una hidrólisis casi completa de la gliadina por las 
bacterias de la colonia #1, sin embargo, la digestión con las 8 colonias restantes no se 
alcanzó a realizar. Si bien no se evaluó empíricamente la digestión del 33-mer por las 
colonias, un análisis de hidrólisis teórico sustenta la eficacia de estas bacterias en la 
digestión de los epítopos del gluten. Estos resultados confirman la hipótesis que bacterias 
ácido lácticas presentes en la masa madre constituyen una herramienta eficaz para la 
producción de alimentos aptos para el consumo por celiacos a partir de materias primas 
que contienen gluten.  

Los próximos desafíos consisten en evaluar la capacidad proteolítica de estas BAL en 
fermentaciones con harina y determinar tanto los parámetros de fermentación como la 
colonia -o combinación de ellas- que entreguen la degradación más completa de los 
epítopos del gluten. Disminuir la afinidad del represor transcripcional CodY la caja CodY, 
en las cepas seleccionadas, puede constituir una optimización de la proteólisis. Disminuir 
la represión del sistema proteolítico de los microorganismos podría disminuir 
significativamente los tiempos de fermentación requeridos para hidrolizar completamente 
los epítopos. 
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8 Anexos 

8.1 Anexo 1: Secuencia aminoacídica de la gliadina  
A continuación, se presentan las secuencias, punto isoeléctrico de los tipos de gliadina y 
de los epítopos presentes en cada una, destacados en naranjo. 

8.1.1 Alfa gliadina (290 aa - 33.7 kDa) [101] 
MVRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQP
YLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQPYPQSQPQYSQPQQPISQ
QQQQQQQQQQQKQQQQQQQQILQQILQQQLIPCRDVVLQQHSIAYGSSQVLQQSTY
QLVQQLCCQQLWQIPEQSRCQAIHNVVHAIILHQQQQQQQQQQQQPLSQVSFQQPQ
QQYPSGQGSFQPSQQNPQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALETLPAMCNVYIPPYCTIAP
VGIFGTNYR 
p.I: 7.61 
p.I 33-mer: 5.52 
MW 33mer: 3.9 kDa 
 

8.1.2 Gamma gliadina (251 aa - 29 kDa) [102] 
MKTLLILTILAMAITIGTANMQVDPSSQVQWPQQQPVPQPHQPFSQQPQQTFPQPQQT
FPHQPQQQFPQPQQPQQQFLQPQQPFPQQPQQPYPQQPQQPFPQTQQPQQLFPQS
QQPQQQFSQPQQQFPQPQQPQQSFPQQQPPFIQPSLQQQVNPCKNFLLQQCKPVSL
VSSLWSMIWPQSDCQVMRQQCCQQLAQIPQQLQCAAIHTIIHSIIMQQEQQEQQQGM
HILLPLYQQQQVGQGTLVQGQGIIQ 
p.I: 6.93 
p.I 26-mer: 5.52 
MW 26-mer: 3.15 kDa 
 

8.1.3 Omega gliadina (354 aa - 38.4 kDa) [103] 
MKPHHDGYKYTCSIIVTFHYPNFKHQDQKHQFQESIKHKSKMKTFIIFVLLSMPMSIVIAA
RHLNPSDQELQSPQQQFLEKTIISAATISTSTIFTTTTISHTPTIFPPSTTTTISPTPTTNPP
TTTMTIPLATPTTTTTFSPAPTTISLATTTTISLAPTTNSPITTTTIPAATPETTTTIPPATRT
NNYASTATTISLLTATTTPPATPTTILSATTTTISPAPTIISPATRTNNSLATPTTIPPATATTI
PPATRTNNSPATATTIPPAPQQRFPHTRQKFPRNPNNHSLCSTHHFPAQQPFPQQPG
QIIPQQPQQPLPLQPQQPFPWQPEQRSSQQPQQPFSLQPQQPFS 
p.I: 10.1 
 

8.1.4 Alfa-beta gliadina (307 aa - 35.3 kDa) [104] 
MKTFLILALLAIVATTARIAVRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFPGQQQPFP
PQQPYPQPQPFPSQQPYLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPFRPQQPY
PQSQPQYSQPQQPISQQQQQQQQQQQQKQQQQQQQQILQQILQQQLIPCRDVVLQQ
HSIAYGSSQVLQQSTYQLVQQLCCQQLWQIPEQSRCQAIHNVVHAIILHQQQQQQQQ
QQQQPLSQVSFQQPQQQYPSGQGSFQPSQQNPQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLALET
LPAMCNVYIPPYCTIAPVGIFGTN 
p.I: 8.22 
p.I 33-mer: 5.52 
MW 33mer: 3.9 kDa 
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8.2 Anexo 2: Determinación de concentración de gliadina en solución alcohólica al 
70% en ensayo de Bradford 

La presencia de etanol en la solución de gliadina interfiere con el azul de Coomassie 
haciendo que los resultados obtenidos en este ensayo sean erráticos. Sin embargo, se 
encontró que, desde cierta dilución de esta solución, el ensayo se volvía un poco más 
confiable. 

Para esto, se realizó un ensayo de Bradford para distintas diluciones de la solución de 
gliadina en sextuplicado. Se graficó la curva obtenida por los datos de absorbancia y se 
determinó que diluciones sobre 1 en 7 reflejan un comportamiento lineal, adecuado para 
medir concentración de proteínas. 

 

 

Gráfico 1: Gráfico absorbancia según dilución de la solución de gliadina. 
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Gráfico 2: Segmento lineal de la curva de absorbancia según dilución de la solución de gliadina. Para 
efectos de visualización, se graficaron los datos sin restarle el blanco. 

 

8.3 Anexo 3: Medios de cultivo 

8.3.1 Medio definido químicamente (CDM) 
Para construir un medio que permitiera variar la fuente de nitrógeno sin afectar las 
concentraciones de los otros nutrientes, se utilizó como base un medio definido 
químicamente [91] y se modificó según distintos requerimientos. Como se varió la fuente 
de nitrógeno, se omitieron los aminoácidos y se reemplazaron por triptona o digerido de 
gliadina, según se requiriera. La concentración de fuente de nitrógeno se obtuvo 
sumando la concentración de cada aminoácido en el medio original.  

 

Tabla 6: Composición del medio definido modificado. 

Componente Concentración 
(g/L) 

K2HPO4 6 
Glucosa 11 
Acetato de sodio 1 
Citrato de amonio 0,6 
Ácido ascórbico 0,5 
Triptona o péptidos de 
gliadina 

3 

Ácido tióctico 0,001 
Biotina 0,0025 
Ácido nicotínico 0,001 
Ácido pantetónico 0,001 
Ácido paraaminobenzoico 0,01 
Pridoxamina 0,005 

y = 5,5227x + 0,552
R² = 0,9916
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Piridoxina 0,002 
Riboflavina 0,001 
Tiamina 0,001 
Vitamina B12 0,001 
Adenina  0,01 
Guanina 0,01 
Inosina 0,005 
Xantina 0,01 
Ácido orótico 0,005 
Timidina 0,005 
Uracilo 0,01 
MgCl2 0,2 
CaCl2 0,05 
MnCl2 0,016 
FeCl3 0,003 
FeCl2 0,005 
ZnSO4 0,005 
CoSO4 0,0025 
CuSO4 0,0025 
(NH4)6Mo7O24 0,0025 

 

El pH se ajusta a 5,4 con NaOH. En general, al mezclar los componentes del medio, se 
obtiene un pH de 5,1.  

Para facilitar la construcción del medio, evitar errores de medición, la precipitación de 
compuestos y el deterioro de compuestos lábiles en el autoclavado, se hicieron 
concentrados de cloruro de calcio (1000X), metales traza (500X), glucosa (25X) y 
vitaminas (10X), todos filtrados bajo campana de flujo laminar.  

EL volumen total (VT) del medio consiste en el volumen de los componentes no 
autoclavables (VNA) y de los autoclavables (VA) como muestra la siguiente ecuación: 

𝑉𝑇 = 𝑉𝑁𝐴 + 𝑉𝐴 

 

(1) 

 

Los componentes no autoclavables corresponden a las vitaminas (Vit), metales traza 
(MT), cloruro de calcio (CaCl2) y la glucosa (G) 

𝑉𝑁𝐴 = 𝑉𝑉𝑖𝑡 + 𝑉𝑀𝑇 + 𝑉𝐶𝑎𝐶𝑙2
+ 𝑉𝐺 

 

(2) 

                  = 10𝑋 + 500𝑋 + 1000𝑋 + 25𝑋 
 

(3) 

       =
𝑉𝑇

10
+

𝑉𝑇

500
+

𝑉𝑇

1000
+

𝑉𝑇

25
 

 

(4) 

         =
100 ∗ 𝑉𝑇

1000
+

2 ∗ 𝑉𝑇

1000
+

𝑉𝑇

1000
+

40 ∗ 𝑉𝑇

1000
 

 

(5) 
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        =
143 ∗ 𝑉𝑇

1000
 

(6) 

         𝑉𝑁𝐴 = 0,143 ∗ 𝑉𝑇 
 

(7) 

 

Reemplazando (6) en (1) obtenemos que  

𝑉𝑇 = 0,143 ∗ 𝑉𝑇 + 𝑉𝐴 
 

(8) 

 

Obteniendo que el volumen autoclavable, es decir, el volumen en que se incorporan todos 
los elementos excepto los no autoclavables se obtiene como  

𝑉𝐴 = 0,857 ∗ 𝑉𝑇 
 

(9) 

 

8.3.2 Medio De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) 
La composición de este medio se obtuvo a partir de literatura [90] y se modificó según la 
disponibilidad de componentes en el laboratorio. En particular, la composición original 
considera extracto de carne a una concentración de 10 (g/L), que lo reemplazamos por 5 
(g/L) de triptona y 5 (g/L) de extracto de levadura. 

 

Tabla 7: Composición del medio MRS modificado. 

Componente Concentración (g/L) 

Triptona 15 
Extracto de levadura 10 
Glucosa 20 
Tween 80 1 ml 
K2HPO4 2 
Acetato de sodio 5 
Citrato de amonio 2 
MgSO4 0,2 
MnSO4 0,05 

 

El pH se ajusta a 5,4 con HCl. 

 

8.3.3 Terrific Broth (TB) 
La composición de este medio se obtuvo mediante literatura [105]. La triptona, el extracto 
de levadura y el glicerol se autoclavan juntos en 900 ml, mientras que los fosfatos se 
autoclavan aparte en 100 ml. 
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Tabla 8: Composición de medio TB. 

Componente Concentración (g/L) 

Triptona 12 
Extracto de levadura 24 
Glicerol 4 ml 
KH2PO4 2,31 
K2HPO4 12,54 

 

 

8.4 Anexo 4: Constructos 

8.4.1 Secuencia nucleotídica del constructo “33-mer fusión”: 
Secuencia aminoacídica del 33-mer con sitio de escisión para enterokinasa 
DDDDKLQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF 

Optimizando la conversión de aminoácidos a nucleótidos se obtiene:  
GACGATGACGACAAATTGCAGTTACAGCCATTCCCACAGCCGCAGTTACCCTATCC
CCAACCTCAGCTTCCTTATCCACAACCACAGTTGCCGTATCCGCAACCACAGCCTT
TTTGA 

La siguiente secuencia corresponde al caset completo que se inserta en los plasmidios 
corresponde 
5’-
taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatat
acatATGCATCATCACCATCACCACGATGAAACCGGTAAAGAACTTATCCTGGTTCTG
TACGATTATCAAGAGAAAAGCCCGCGCGAATTGACTATTAAGAAAGGCGATATTTTA
ACCCTGCTCAATTCTACCAACAAGGATTGGTGGAAAGTGGAAGTCAACGACCGTCA
GGGCTTCTTTCCAGCGGCCAACCTGAAAAAACTGGACCCACGCGACGATGACGAC
AAATTGCAGTTACAGCCATTCCCACAGCCGCAGTTACCCTATCCCCAACCTCAGCT
TCCTTATCCACAACCACAGTTGCCGTATCCGCAACCACAGCCTTTTTGAaccggtttaact
cgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccg
ctgagcaataactagc -3’ 

Mayúsculas: marco de lectura (met-6histag-SSD-aglia33) 

AAAA cola de histidina 

AAAA proteína carrier SSD 

AAAA sitios de restricción 

AAAA sitio de escisión para enterokinasa 

A continuación, se ilustra el inserto 33-mer fusión en los plasmidios pBluescript SK II y 
pET28a. 
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Figura 14: Mapa del constructo 33-mer fusión en el plasmidio pBluescript SK II (+). 



55 
 

 

Figura 15: Mapa del constructo 33-mer fusión en el plasmidio pET28a (+). 

 

8.5 Anexo 5: Cálculo del flujo máximo de medio para cultivo continuo. 
La tasa de intercambio de nutrientes se expresa como la tasa de dilución D. En estado 
estacionario, la tasa de crecimiento específico  μ de la microorganismo es igual a la tasa de 
dilución  D. La velocidad de dilución se define como el flujo del medio por unidad de tiempo, F, 
sobre el volumen V del cultivo en el fermentador.  

𝐷 = 𝜇 =
𝐹

𝑉
 

En particular, si la tasa de dilución D es mayor que la tasa de crecimiento específico 
máximo μmax, se eliminan más células de las que se generan en el cultivo, haciendo que 
eventualmente el cultivo se lave completamente. Por lo que para calcular la tasa de dilución crítica 
se tiene que: 

𝐷𝑐𝑟í𝑡𝑖𝑐𝑎 = 𝜇𝑚𝑎𝑥 =
𝐹𝑚𝑎𝑥

𝑉
 

𝐹𝑚𝑎𝑥 = 𝜇𝑚𝑎𝑥 ∗ 𝑉 

 

https://es.qwe.wiki/wiki/Specific_growth_rate
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Teniendo en cuenta que la tasa de crecimiento específico máximo de Lactobacillum plantarum 
en medio CDM a 37°C equivale a 0,6 h-1, entonces: 

𝐹𝑚𝑎𝑥 = 0,6 (
1

ℎ
) ∗ 12(𝑚𝑙) = 7,2 (

𝑚𝑙

ℎ
) ∗

1

60
(

ℎ

𝑚𝑖𝑛
) 

𝐹𝑚𝑎𝑥 = 0,12 (
𝑚𝑙

𝑚𝑖𝑛
) = 120 (

𝑢𝑙

𝑚𝑖𝑛
) 

 

Así, el flujo máximo que permite el sistema sin que se lave el cultivo es de 120 μL /min. 


