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Influencia en el aroma de queso del catabolismo de
aminoacidos por Lactococcus lactis
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n los paises industrializados se utilizan culti-

vos iniciadores de forma generalizada para la
elaboracién de productos fermentados.
Concretamente para la elaboracién de quesos y
leches fermentadas, la industria lactea utiliza cul-
tivos de composicién fija o variable que aseguran
una homogeneidad aceptable en la calidad de los
productos y mejoran considerablemente su segu-
ridad. Para quesos, se utilizan generalmente culti-
vos simples o mixtos que estan constituidos
mayoritariamente por subespecies de Lactococcus
lactis, aunque también pueden incluir otros géne-
ros bacterianos como Leuconostoc o Lactobacillus.
Durante las dos ultimas décadas, se ha generado
gran cantidad de informacion cientifica referente a
la aceleracién en el desarrollo de las caracteristi-
cas organolépticas de los quesos. Los estudios
mas recientes describen principalmente el empleo
de herramientas genéticas para enriquecer el sis-
tema proteolitico de L. lactis como la inclusion de
peptidasas de Lactobacillus, de manera que al
emplearse en la elaboracién de quesos se obtienen
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productos de caracteristicas sensoriales unifor-
mes y en un periodo corto de tiempo. No obstan-
te, en la actualidad el consumidor no se conforma
con productos seguros y de calidad aceptable,
sino que demanda una oferta diversificada de pro-
ductos que cumplan los mas altos estandares de
calidad organoléptica. Para conseguir estos objeti-
vos, es necesario el disefio de tecnologias que per-
mitan explotar al maximo el potencial de las bac-
terias lacticas en la formacion de compuestos
volatiles y que se obtenga en proporciones que
establezcan un correcto balance para el desarrollo
del aroma en queso. En este contexto, la actividad
enzimatica de bacterias lacticas implicada en el
catabolismo de aminoacidos hasta la formacion de
potentes compuestos volatiles, juega un papel
fundamental.

A diferencia del sistema proteolitico de las bac-
terias lacticas, objeto de numerosos estudios en la
década de los 90 y tema de investigacién de con-
sorcios europeos en el Programa Marco Europeo,
la degradacion microbiana de aminoacidos hasta
la formacién de compuestos volatiles ha sido un
tema desconocido durante mucho tiempo y de
interés relativamente reciente (a partir de finales
de los 90). Esto se ha debido en buena parte a la
creencia generalizada de que muchos de los com-
puestos volatiles del queso se forman por via qui-
mica (Marilley y Casey, 2004). El catabolismo de
aminoacidos por bacterias presentes en el queso,
se ha revisado recientemente por Smit et al
(2005), Yvon (2006) y Fernandez y Zuniga (2006).
Las rutas metabdlicas mas estudiadas son las de
las Dbacterias lacticas, fundamentalmente
Lactococcus. En bacterias lacticas las reacciones
de degradacién se basan en dos patrones (Figura
1): (i) reacciones de transaminacion de aminoaci-
dos de cadena ramificada, aromaticos, aspartico y
metionina que se transforman en a-cetoacidos con
posterior conversién a hidroxiacidos, acidos car-
boxilicos, aldehidos, alcoholes y ésteres y (ii) reac-
ciones de demetiolaciéon de metionina que condu-
cen a la formaciéon de metanotiol y derivados. El
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balance adecuado del aroma que se genera en el
queso deriva de la combinacion adecuada de estos
compuestos volatiles y sus precursores, los ami-
noacidos.

Transaminacion de aminoadcidos

Actividad Aminotransferasa

La transaminacion de aminoacidos en bacte-
rias lacticas es una etapa clave en su conversion
hasta compuestos volatiles. En la reaccion de
transaminacion, el aminoacido se transforma en
o-cetoacido y el aceptor del grupo amino, el a-
cetoglutarato, en glutamico. La reaccion se catali-
za reversiblemente por aminotransferasas depen-
dientes de piridoxal-5-fosfato.

La actividad aminotransferasa de aminoacidos
de cadena ramificada se realiza fundamentalmen-
te por la enzima BcaT y la de aminoacidos aroma-
ticos por la enzima AraT. AraT es activa frente a
aminoacidos aromaticos, principalmente fenilala-
nina y en mucha menor medida, leucina y metio-
nina. BcaT es activa frente a los tres aminoacidos
de cadena ramificada leucina, isoleucina y valina
y en menor medida metionina. El sustrato de
mayor afinidad es isoleucina y se solapa con AraT
en su actividad frente a leucina y metionina. Los
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Figura 1. Rutas enzimaticas clave en la conversiéon de
aminoacidos a compuestos aromaticos por Lactococcus
lactis.

genes que codifican AraT y BcaT en L. lactis se
encuentran en una Unica copia en el cromosoma
y se transcriben monocistrénicamente. La tran-
saminacion de metionina conduce a la formacion
de acido a-cetometil-tio-butirato (KMBA), del que
parte se convierte quimicamente en metil-tioace-
taldehido, metanotiol y dimetilsulfuros. Tanto en
lactococos como en lactobacilos, la conversion de
metionina se inicia fundamentalmente por tran-
saminacion, aunque parte puede demetiolarse en
una reaccion de eliminacién que da lugar a meta-
notiol y que se realiza por enzimas liasas (Figura
1).

Actividad Glutamato Deshidrogenasa (GDH)

La reaccion de transaminacion de aminoacidos
en bacterias lacticas requiere obligatoriamente la
presencia de un aceptor de grupos amino que es
preferentemente a-cetoglutarato. En L. lactis, este
compuesto puede producirse por tres rutas meta-
bolicas, via actividad glutamato deshidrogenasa
(GDH) que lo forma a partir de acido glutamico y
por otras dos rutas que requieren citrato permea-
sa y citrato liasa, las cuales estan sujetas, por
tanto, a la disponibilidad de citrato. Se ha descri-
to ademas que la presencia de actividad GDH con-
diciona la capacidad de las bacterias para catabo-
lizar aminoacidos. Recientemente, se ha caracteri-
zado el gen que codifica la actividad GDH en una
estirpe silvestre de L. lactis aislada de guisantes.
La actividad se encuentra localizada en un plas-
mido que contiene 20 elementos IS, los cuales
podrian haber intervenido en eventos de transfe-
rencia entre L. lactis y otros habitantes del mismo
biotipo pertenecientes a los géneros Streptococcus,
Pediococcus y Lactobacillus (Yvon, 2006).

Degradacion de a-cetoacidos

Los da-cetoacidos producidos por la transami-
nacion de aminoacidos se transforman posterior-
mente por via quimica y/o enzimatica en com-
puestos derivados, algunos de los cuales son
potentes compuestos volatiles (Tabla 1). La forma-
cion de a-cetoacidos es, por tanto, un factor limi-
tante en la generacion de estos compuestos y
juega un papel clave en el control de la formacion
de aroma. Este hecho ha quedado demostrado en
estudios de sobreexpresion de enzimas catabéli-
cas como 0-cetoacido descarboxilasa, que no han
conducido al aumento de compuestos volatiles
debido a la limitacion de la presencia del cetoaci-
do o en estudios de induccién de lisis bacteriana
que han indicado el papel clave de la transamina-
cién en las reacciones de catabolismo de aminoa-
cidos.
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Tabla 1. Compuestos del aroma derivados del catabolismo de aminoacidos.

Aminoacido Metabolito Descripcion del aroma
Leucina 3-Metilbutanal (isovaleraldehido) Malta, queso, chocolate
3-Metilbutanol Malta, alcohol, queso fresco
Acido 3-Metilbutanoico (isovalerato) Sudor, queso fuerte, putrido, rancio
Isoleucina 2-Metilbutanal Malta, queso, chocolate
2-Metilbutanol Malta, alcohol
Acido 2-metilbutanoico Sudor, queso fuerte, putrido
Valina 2-Metilpropanal Malta, queso, platano, chocolate
2-Metilpropanol Malta, alcohol
Acido 2-Metilpropanoico (isobutirato) Sudor, rancio, acido
Fenilalanina Fenilacetaldehido Floral, rosa
Feniletanol Floral, rosa, miel
Acido fenilacético Miel
Benzaldehido Aceite de almendra amarga, cereza dulce
Acido feniletilacético Floral, pasto
Tirosina Acido hidroxifenilacético
p-Cresol Medicinal
Fenol Medicinal
Triptéfano Escatol (3-metil indol) Naftalina, fecal
Indol Patrido, mohoso
Metionina Metional (3-metilpropional) Patata cocida, azufre

Metionol (3-metilpropionol)
Acido metiltiopropiénico
Metanotiol
Dimetildisulfuro
Dimetiltrisulfuro
Dimetilsulfido

Acido metiltioacético

Patata

Col cocida, ajo, cebolla, azufre
Col, ajo, queso maduro

Ajo, putrido, col

Col, ajo, azufre

Diacetilo (2,3-butanodiona)
Acetoina (3-hidroxi-2-butanona)
Acido acético

Acido aspartico

Mantequilla, nuez
Mantequilla, leche acida
Vinagre, agrio, acido

Hidroxiacidos.- La reduccion de los a-cetoacidos
producidos por transaminacion da lugar a hidro-
xiacidos (Figura 1). Estos compuestos, sin embar-
g0, no participan en el sabor ni el aroma de queso
ni tampoco son precursores de compuestos del
aroma. La reaccion se cataliza por hidroxiacido
deshidrogenasas dependientes de NADH, denomi-
nadas genéricamente hidroxiisocaproato deshi-
drogenasas, ya que el a-cetoisocaproato es su sus-
trato preferente. Esta actividad aparece amplia-
mente distribuida en bacterias lacticas.
Recientemente se ha descrito que ninguna de las
cinco presuntas hidroxiacido dehidrogenasas
deducidas de la secuencia nucleotidica del geno-
ma de L. lactis IL1403 tiene dicha actividad, que
finalmente ha sido identificada, mediante mutagé-
nesis aleatoria, en el producto codificado por el
gen pankE, que habia recibido dicha anotacién por
su homologia con ketopantoato reductasas. Los
hidroxiacidos son productos mayoritarios de la
degradacion de aminoacidos en quesos semiduros

elaborados con L. lactis, por lo que la existencia de
esta actividad reduce la disponibilidad de a-cetoa-
cidos como sustratos para la formacion de com-
puestos volatiles.

Acidos carboxilicos.-La descarboxilacion oxidati-
va de a-cetoacidos resultantes de la transamina-
cion da lugar a acidos carboxilicos sin formacion
transitoria de aldehido, y se ha propuesto que esta
conversion esta catalizada por el llamado comple-
jo cetoacido deshidrogenasa, compuesto por tres
componentes: 0-cetoacido deshidrogenasa, dihi-
drolipoiltransacilasa y lipoamida deshidrogenasa.
Este complejo no se ha caracterizado en bacterias
lacticas todavia, pero se conoce que actua funda-
mentalmente a pH 5,5 y se inhibe por arsénico tri-
valente. Dicha actividad se ha descrito en L. lactis
y en propionibacterias. Los acidos carboxilicos
derivados de aminoacidos de cadena ramificada
como el isovalérico o de aminoacidos aromaticos
como indolacético o hidroxifenilacético (Tabla 1),
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son compuestos volatiles potentes que ademas
pueden actuar como precursores de otros com-
puestos volatiles como ésteres, tioésteres, aldehi-
dos o tioles.

Aldehidos.- La descarboxilacion no oxidativa de
a-cetoacidos genera aldehidos, de los cuales los de
cadena ramificada como 2- y 3-metil butanal han
acaparado gran parte de la atencion en los tltimos
anos por intervenir de forma importante en el des-
arrollo del aroma de algunos quesos. Estos aldehi-
dos aportan un aroma asociado a malta o choco-
late y tienen bajos umbrales de deteccion. Debido
ademas a que en concentraciones muy elevadas
estos aldehidos pueden conferir sabores anorma-
les, su correcta formaciéon juega un papel funda-
mental en el balance del aroma final. Los aldehi-
dos formados por la actividad a-cetoacido descar-
boxilasa pueden oxidarse por una aldehido deshi-
drogenasa a los correspondientes acidos organi-
cos. Dado que estos acidos también pueden for-
marse directamente por descarboxilacion oxidati-
va de los a-cetoacidos, es probable que las bacte-
rias utilicen preferentemente esta via que econo-
miza energia, no habiéndose encontrado actividad
o-cetoacido descarboxilasa en bacterias lacticas
de forma generalizada. Nuestro grupo de investi-
gacion ha caracterizado molecularmente por pri-
mera vez la actividad o-cetoacido descarboxilasa
de L. lactis. El gen kivd es idéntico en un 80% al
anotado como ipd en el genoma de L. lactis IL1403,
que presuntamente codifica una indolpiruvato
decarboxilasa, el cual esta interrumpido por la
insercion de un elemento IS983, responsable de la
pérdida de actividad de la enzima. Se trata de una
enzima tiamin-difosfato dependiente, que pertene-
ce a la familia de las piruvato descarboxilasas y
que presenta una alta especificidad frente a a-ceto
isovalérico, metabolito intermedio de la sintesis de
leucina y valina. Esta actividad enzimatica tam-
bién interviene en la descarboxilacion de KMBA
procedente de la transaminaciéon de metionina
dando lugar a metional.

Demetiolacion de aminoacidos: Actividad
metionina liasa

A diferencia de los aminoacidos aromaticos y
ramificados, la Gltima reaccién en la ruta de bio-
sintesis de la metionina no es una transamina-
cion, sino que interviene una liasa que convierte
cistationina en homocisteina que es metilada para
obtener metionina. La cistationina liasa posee
actividad B- y y-liasa, y ademas se ha descrito su
capacidad de demetiolar metionina hasta la for-
macion de metanotiol y volatiles derivados como

di- y tri-metil sulfuro. Sin embargo, su participa-
cioén en el metabolismo de aminoacidos es funda-
mentalmente de biosintesis, siendo su especifici-
dad por la metionina muy inferior a la que pre-
senta frente a cistationina. No se ha identificado
en bacterias lacticas una metionina y-liasa especi-
fica de metionina y comparable a la existente en
Brevibacterium donde juega un papel relevante en
la formacion de metanotiol.

Intervencion de las enzimas del catabolismo
de aminoacidos en la formacion de aroma en
quesos

Cepas silvestres.- Se ha demostrado que estirpes
silvestres de L. lactis aisladas de nichos naturales
mantienen una capacidad de produccién de com-
puestos volatiles muy superior a la de cepas
industriales. Esto se ha relacionado con su mayor
capacidad de biosintesis de aminoacidos y por
tanto, con una mayor actividad enzimatica rela-
cionada con el metabolismo de estos compuestos.
En algunos casos, los aromas producidos por
estas cepas se definen como achocolatados, afru-
tados o “de queseria” y se deben a la produccién
de aldehidos y alcoholes derivados de aminoacidos
de cadena ramificada, que generalmente forman
parte de la fraccion volatil de quesos duros de
larga maduracién como el Parmesano y contribu-
yen positivamente a su aroma si se encuentran en
un balance adecuado.

Complementacion de rutas metabolicas.- La
complementacién de rutas metabdlicas presentes
en distintas cepas puede resultar una buena apro-
ximacién para conseguir un balance final adecua-
do de compuestos volatiles. Algunos ejemplos son
la combinacién de lactobacilos GDH positivos y
lactococos GDH negativos in vitro a pH 5,5 para
incrementar la producciéon de acidos carboxilicos.
Igualmente, la combinacién de lactococos con ele-
vada actividad aminotransferasa y actividad a-
cetoacido descarboxilasa incrementa la formacion
de compuestos volatiles derivados de aminoacidos
ramificados en cultivos en leche, obteniéndose
para estas combinaciones las puntuaciones mas
elevadas relativas a atributos de queso madurado
y a intensidad de aroma. En relaciéon a los volati-
les derivados de la metionina, es posible incre-
mentar su formacién utilizando un modelo de
complementacion entre Lactococcus y
Brevibacterium linens, donde los lactococos son
los responsables de la liberacién de la metionina y
las brevibacterias de la formacion de metanotiol.
Un modelo similar se ha descrito entre Geotrichum
candidum y B. linens.
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Potenciacion del aroma mediante utilizacion
de agentes liticos.- La utilizacion de bacterioci-
nas como agentes inductores del sistema autoliti-
co bacteriano es una aproximacion relativamente
reciente para el control de la formaciéon de aroma
en queso. La accién litica de algunas bacterioci-
nas es un efecto secundario causado por la desre-
gulacién del sistema autolitico de bacterias sensi-
bles. La lacticina 3147 producida por L. lactis
IFPL10S es activa frente a lactococos y lactobaci-
los, si bien la respuesta a la lisis es cepa depen-
diente. La lacticina 3147 provoca una permeabili-
zacion de la membrana celular que facilita la
entrada de aminoacidos al interior. De esta forma,
las células atin siendo inviables pueden contribuir
a la formacion de aroma en queso. La utilizacion
de un cultivo iniciador compuesto por un trans-
conjugante productor de lacticina 3147 y lactoco-
cos sensibles a la bacteriocina que mostraban
actividad aminotransferasa y cetoacido decarboxi-
lasa, dio lugar a un incremento en la formacién de
aldehidos procedentes de aminoacidos de cadena
ramificada (Peldaez y Requena, 2005). Se ha
demostrado que la permeabilizacion celular cau-
sada por esta bacteriocina facilita la difusion de
aminoacidos al interior celular y la reaccién de
transaminacién, mientras que la descarboxilacién
de los a-cetoacidos no se ve influenciada, indican-
do la posible difusion libre de estos compuestos a
través de la membrana celular.

Regulacion genética del metabolismo de
aminoadcidos

El metabolismo de aminoacidos en bacterias
esta regulado por diferentes mecanismos especifi-
cos que incluyen tanto el control bioquimico de las
enzimas como de su expresiéon en respuesta a la
disponibilidad de sustratos, asi como por siste-
mas de regulaciéon globales que actian a nivel
transcripcional. La regulacion de genes y operones
relacionados con la biosintesis de aminoacidos ha
sido demostrada extensamente en Bacillus subti-
lis, en la que participan los reguladores globales
del metabolismo de nitrégeno CodY y TnrA, asi
como CcpA que posee un papel central en la regu-
lacion del metabolismo de carbono. En L. lactis,
CodY es responsable de la represiéon de genes que
codifican la mayoria de enzimas del sistema pro-
teolitico, del transporte de péptidos y aminoaci-
dos, de las aminotransferasas AraT y BcaT y de la
actividad cetoacido descarboxilasa. La activacion
del sistema represor CodY tiene lugar en respues-
ta al acamulo en las células de aminoacidos de
cadena ramificada, fundamentalmente isoleucina.
En un estudio reciente, empleando tecnologia de

DNA-microarray, se ha determinado que cerca de
100 genes expresados por L. lactis IL1403 estan
regulados por CodY, de los que el 45% codifican
enzimas relacionadas con las rutas de biosintesis
de aminoacidos y practicamente el resto de genes
estan relacionados con el suministro de nitrégeno,
ejerciendo una funcién global de regulacion
(Guédon et al.,, 2005). Empleando también DNA-
microarrays, Sperandio et al. (2005) han descrito
la influencia en el metabolismo de aminoacidos
azufrados de un regulador transcripcional especi-
fico, FhuR. Sin embargo, no se han identificado en
L. lactis IL1403 genes homologos al operon bkd,
que en B. subtilis codifica el complejo enzimatico
responsable del catabolismo de aminoacidos
ramificados hasta acidos carboxilicos ramificados
y que se encuentra regulado por el activador
transcripcional BkdR.

Conclusiones

La elevada regulacion genética a la que se ven
sometidas las rutas biosintéticas de aminoacidos
en L. lactis permite predecir un control equivalen-
te en las reacciones catabdlicas, siendo posible
que su expresion esté sometida a los mismos fac-
tores reguladores globales del metabolismo de
azucares y de nitrégeno. No obstante, la identifi-
cacién de genes asociados al catabolismo de ami-
noacidos en lactococos se puede enfrentar a pro-
blemas debidos a incorrecciones en su anotacién
en el genoma de L. lactis IL1403 (p. €j. ipd, y{E,
panE). En otros casos, estos genes podrian no
encontrarse formando parte de operones que faci-
liten su estudio, o puede ocurrir que su expresion
sea poco frecuente como consecuencia de muta-
ciones sufridas por adaptacién a condiciones de
crecimiento. Estas mutaciones son mas habitua-
les en cepas comerciales y de laboratorio y no
tanto en cepas silvestres, por lo que éstas presen-
tan generalmente una capacidad muy superior de
generar compuestos volatiles. En otros casos, las
dificultades se deben a que algunas reacciones
podrian ser catalizadas por una variedad de enzi-
mas con amplias especificidades de sustrato como
son las actividades deshidrogenasas. Por todo ello,
es imprescindible la demostracién experimental
de expresion de la actividad enzimatica codificada
por determinados genes anotados en los genomas,
para su correcta identificacién y poder posterior-
mente discernir los mecanismos que intervienen
en su regulacién y también para poder predecir y
comparar el gran potencial de las bacterias lacti-
cas en su capacidad para la formacién de aroma
en el queso.
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