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OBJETIVOS 



1. 

2. 

3. 

OBJETIVOS 

Destacar la Importancia del proceso b/oqu/mlco de la fermentación láctica en 

la obtención de derivados de la leche. 

Destacar la Importancia que tiene el género LactobacUlus en la producción de 

derivados lácteos fermentados. 

Recopilar /os datos acerca de /os avances de la Importancia de la Ingeniería 

genética y de la biotecnología sobre el género LactobaciUus aplicados a/ 

mejoramiento de la producción de derivados lácteos. 



CAPITULO 1 

IMPORTANCIA DE LOS 

DERIVADOS LACTEOS 



IMPORTANCIA DE LOS DERIVADOS LACTEOS J 
1. IMPORTANCIA NUTRICIONAL DE LOS DERIVADOS LACTEOS. 

La leche es un líquido segregado por las glándulas mamarlas de las hembras 

de los mamíferos, tras el nacimiento de la cría. De composición compleja, color blanco 

opaco, de sabor dulce y pH cercano al neutro. ( 2 ) 

Químicamente, la leche es una emulsión de materia grasa en forma globular 

en agua. A la vez, la materia proteica forma una suspensión en el suero constituido por una 

solución que contiene, principalmente, lactosa y sales minerales. 

Las necesidades nutriclonales de las diversas especies animales varían, de tal 

modo que la leche de los diferentes mamíferos es distinta en su composición. !Tabla 11. 

Tabla 1. COMPOSICION DE DIFERENTES CLASES DE LECHE EN 100 g. DE PRODUCTO 

Extracto Materias Nitrogenadas 
HCD total Materia lactosa Sales 

grasa Total C-a'l(, N.N.P'l(,• 

Humano 11.70 3.50 6.50 0.25 1.40 28 17 

Yegua 10.00 1.50 5.90 0.40 2.20 50 ... 
Vaca 12.50 3.50 4.70 1.80 3.50 78 5 

Cabra 13.BO 4.30 4.70 o.so 4.00 75 7 

Oveja 19.10 7.50 4.50 1.10 6.00 77 5 

llllfalo 17.80 7.50 4.70 o.so 4.80 80 -
Cebll 13.45 4.97 4.59 0.74 3.18 75 -

Meterles nltrogenadat no prolaicas. 
Fu11n111: Alai1, 1984.121 

2 



La Importancia de la leche se basa en su alto valor nutritivo, ya que sus 

componentes se encuentran en forma y proporción adecuados para ser el alimento más 

balanceado en la dieta del niño y del adulto. Además, proporciona la mayoría de los 

nutrimentos y contiene diferentes substancias que actllan en el sistema Inmunológico !Tablas 

2, 3 v 41. Por ejemplo, la leche humana contiene el llamado "factor bífldus" que propicia el 

crecimiento del lactobacillus bifidus en el Intestino del bebé produciendo ácido láctico que 

aumenta la acidez e Inhibe el crecimiento de microorganismos causantes de enfermedades 

Infecciosas. El bacilo desaparece al cabo de algunos meses y lo reemplaza el Lactobaclllus 

ocirtoohffus. 

Tabla 2. NECESIDADES ALIMENTICIAS DEL HOMBRE Y SU SATISFACCION 
POR LA LECHE Y LOS PRODUCTOS LACTEOS. 

Nlllo Adulto 

Nec11ldad11' 1 1 l•che aporte Necesldedea" 1 1 locho aporte 100 g, quHO' 

Enorgle 1,500,0cal. 40% 2,800.0 "" 
Prot11fn111 50.0g. 70" 70.0 •· 
Calcio 0,8 g. 0.8 g. 

Fd1foro o.a g. 1.0 •· 
Hierro 10.0mg. 10" 15.0 •· 
Retino! 5,000.0 U.I 40.,. 5,000.0 U.I. 

Vitamina O 450.0 U.1 5" 

Tiarnlna 0.7 mg. 80" 1.5 mg. 

Rlbollavina 1.3 mg. 2.5 mg. 

Vl!amina PP 9.0mg. 12" 15.0 mg. 

Atcórblco 50.0mg, 40 ... 75.0 mg. 

-Nec11ídtides de un nil'io ii'a cmco e 01 en tiuan Hiedo da salud. 
N11c111idados do un adulto on buan Hlado d111elud con un trabaio moderado. 
Queso do lecha antara do p1111a dura 
M6sdol 100% 

Fuente: Alai1, 1984, 121 
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7111J1113. Vllb.....,dll .. b:fl9y---~Mt.:t..:& cv--si 10DgdliPQd6il'l~11.:1,.,, 

........ - "'"'" 
,,_,,_ 

""""" 
,_, - - - -- -- (gl (gl (gl lmg) - (mg) (mgJ (mgJ ---

1.adll a.c. di vaca .. 3.5 3.4 3.5 113 D.3 .... 0.10 O.I 1 28 

Udietllftldadliv.ca B3 3.5 3.0 3.9 113 D.3 D.04 D.09 0.1 o 17 

.,..._ 304 34.2 26.ll 2.5 ... 1.7 .... 11.81 0.1 o 280 

.,... ......... ... 211.11 37.D 1.9 795 5.8 .... .. .. a.o a 184 

.,...._.. 317 25.7 22.0 3.0 .... 3.3 0.00 0.73 D.2 a 271 .,..._ 374 33.7 26.ll 1129 1.7 .... 0.81 0.1 o 2113 

Fust8:~0-.i:z:y8ougas. 1987. (47) 

7aibla4. Car-*iDdll ....... mtlllllchly....,.pnxb:ba~ g. de mh>r6ddo po: 1(J]g dllpmlai-.) - ...... - - - ........ T- M- ·-
l..acha-...dllwca 7.70 5.54 4.52 8.32 IUlll 1.40 .... 5.12 ...... _ 

7.20 .... 4.45 7.41 12.51 2.50 .... 
.,._.._ 7.40 .... 3.79 7.32 9.95 l.3l 2.05 5.47 

Ft811e: ~ CllMIZy&ug.. 1987. (47) 



En las tablas 2, 3 y 4 puede apreciarse que la leche es un excelente alimento 

para el hombre, aunque no puede cubrir todas las necesidades, con las cantidades que 

normalmente se Ingieren. Sin embargo, suministra más sustancias alimenticias esenciales 

que cualquier otro alimento natural. Una ventaja más de la leche es que es uno de los 

alimentos más económicos para el hombre, suministrando proteínas de alto valor biológico, 

aún más económicas que las de la carne, el huevo y el pescado; al mismo tiempo aporta 

calcio y vitaminas A, B 1 y 82. Tomando en cuenta los hábitos alimenticios del hombre, la 

leche puede considerarse un alimento "seguro y protector". Estas denominaciones se 

aplican también al queso. 

La prevención de la contaminación de la leche es Importante para su 

conservación. Se trata de un producto muy lábil al ataque de los microorganismos (m.o.), 

es por esto que existen numerosos procesos cuyo objetivo principal es prolongar el período 

de vida de anaquel de la leche. Para conservarla se emplea el calor por medio de la 

pasteurización v ultrapasteurizaclón; v se emplean temperaturas bajas en la refrigeración v 

congelación. Otros procesos utilizados son la desecación para obtener productos 

condensados y en polvo; la adición de conservadores, la radiación y la fermentación. 

Los productos lácteos fermentados se dividen en dos grupos: los quesos y las 

leches fermentadas. Cada grupo Incluye una amplia gama de subproductos que varían en 

cuanto a su sabor, consistencia y composición. 
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Hoy en día existen métodos de conservación superiores a la fermentación, sin 

embargo, la Importancia de los derivados lácteos fermentados radica en la variedad con que 

contribuyen a la dieta. De esta manera, los quesos y las leches fermantadas son 

Importantes por los siguientes puntos: 

1. Varios productos finales de la fermentación, particularmente los ácidos y los 

alcoholes, son lnhlbidores de m.o. patógenos. 

2. A menudo los alimentos fermentados son más nutritivos que sus equivalentes 

no fermentados. La razón de esto se debe a que los m.o. no solo degradan 

compuestos complejos, sino que también sintetizan vitaminas y otros factores 

de crecimiento. 

3. La fermentación produce cambios en la textura y sabor del alimento Inicial. 

Este punto es importante, en cuanto a la aceptación de un producto, ya que 

mientras algunas personas no consumen leche debido a su sabor, sr aceptan 

los productos derivados de ellas. 

4. Hay Individuos que presentan Intolerancia a la lactosa. Estas personas son 

incapaces de digerir este azúcar, por que no pueden sintetizar la enzima 

Jactase, la cual se requiere para degradar el azúcar de la leche. Sin embargo, 

en los productos lácteos fermentados, la lactosa se encuentra presente en 

cantidades relativamente bajas y en ocasiones es degradada por completo por 

medio de los m.o. seleccionados especialmente para cada producto. 
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2. IMPORTANCIA DEL GENERO Lac(Qbaclllus EN LA PRODUCCION DE DERIVADOS 

LACTEOS 

Los m.o. pertenenclentes al género lactobac/Uus pueden ser encontradostodos 

los días en los productos lácteos como el yogur!, leches ácidas y quesos duros. Junto con 

ellos, se encuentran bacterias del género Streo(Qcoccvs IS, cremoris, ~. Ji,, 

djaceMactis, S. lhermqohilus) y algunas especies de estreptococos heterofermentatlvos o 

Leuconosroc IL cremoris, ~). El valor exacto de los productos fermentados por 

lactobacilos en el mercado mundial es difícil de determinar, pero probablemente totaliza los 

10 billones de dólares. !Table 51.(16) 

Las razones de la gran difusión de los lactobacllos en la producción de 

derivados lácteos fermentados son: 

1. Pueden ser cultivados en gran escala. 

2. No son patógenos. 

3. No producen toxinas ni sustancias tóxicas. 

4. Son aerotolerantes. 

5. No requieren aereación para su cultivo. 

6. Resisten pH bajo. 

7. Sus productos terminales de fermentación, reprimen la contaminación y 
deterioro ocasionado por otros m.o. 

B. Fermentan diferentes fuentes de carbohldratos. (Suero de leche, ensilados, 
almidones, etc.) 
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9. Su crecimiento es rápido y abundante. 

1 O. Los cultivos son estables y viables. 

11. No forman esporas. 

Estas razones justifican la realización de un estudio que recopile la información sobre el uso 

de los lactobacllos como cultivos iniciadoras; las condiciones necesarias para su crecimiento 

en medios de cultivo de laboratorio y en fermentadores Industriales; las rutas metabólicas 

que llevan a cabo durante el proceso de fermentación; los procesos en los que Intervienen 

y los avances que se han hecho con el fin de mejorar la producción de ios derivados lácteos. 
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Tabla 5. CONSUMO CONTINENTAL, GLOBAL Y PER CAPITA OE PRODUCTOS 
LACTEOS FERMENTADOS. 

( valores en 1000 toneladas métricas 1 

gfgJIJI 

!::aa1immtal Norteamérica 

Sudamérica 

A frica 

Europa' 

India, Japón e Israel 

Australia. 

fllflil¡. Alemania 

Austria 

Canadá 

C.E.I. 

Dinamarca 

E.U.A. 

Finlandia 

India 

Japón 

México 

Noruega 

Suecia 

Incluyendo 11 Comunlded de E11ado1 lnd1pendl1nt111 
peralplla (kgJ 

Fuente: Kllara v Trekl, ( 57 1 

Yogurt 

1,748.4 

296.3 

61.0 

-----
1,031.2 

371.8 

24.0 

6.1 

5.3 

1.7 

-----
9.2 

1.2 

8.0 

3.5 

1.0 

.... .. 2.1, 

2.0 

3.9 

9 

Otros 

2,492.1 

----
21.0 

----

2,223.0 

238.1 

----
1.3 

2.2 

----
6.5 

7.8 

----
27.0 

----
1.7 

1~2; .. 

7.6 

19.4 
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LACTOBACILOS COMO MICROORGANISMOS INDUSTRIALES 

1. CARACTERIZAC!ON MORFOLOGICA 

El género lactobacillus es miembro de la familia lactobac/Uaceae. Son bacilos 

rectos o curvos, Gram·positlvos, que no forman esporas, rara vez son móvil•s y pueden 

fermentar la glucosa. Pueden ser homofermentatlvos, produciendo más del 85% de ácido 

láctico a partir de la glucosa, o bien, heterofermentatlvos, produciendo ácido láctico en un 

70% y el 30% restante consiste en bióxido de carbono, etanol y/o ácido acético. l 117 ) 

SUBGENEROS 

El género lactobacll/us se divide on tres subgrupos de acuerdo a las 

temperaturas óptimas de crecimiento y a los productos finales de fermentación. Estos 

subgrupos son Thermobacterjum. $treotobacterium y Betabacteríum. Los dos primeros son 

homofermentativos y el último corresponde a organismos heterolermentatlvos. 

Las especies que pertenencen a Jos IlllutnJ1bJl.c1iuiJlm y Streotobacterjum 

contienen la enzima fructosa-1,6-dlfosfato a!dolasa (FDP-aldo!asa), mientras que las 

especies de S(reptoóacteríumcontlenen también glucosa-6-fo sfato deshldrogenasa !G6PDH) 

y 6-fosfogluconatodeshldrogenasa (6PGDH), en el caso de las termobacterlas, algunas 

especies contienen tanto G6PDH como 6PGDH, mientras que en otras (L. de!brueck/j, /... 

/ilJ;1fs. y L. /eichmanúl, estas dos enzimas están presentes en cantidades muy pequeñas o 

no son detectadas. ( 144 ) 

10 



Los tres subgéneros se encuentran bien definidos y en la tabla 6 se muestran 

las pruebas bioquímicas empleadas para clasificarlos. En la práctica, las betabacterlas se 

distinguen de los lactobacilos homofermontativos por la producción de bióxido de carbono 

a partir de la glucosa. Se obtiene una confirmación porterior por el requerimiento de tlamina 

para su crecimiento, la ausencia de FDP-aldolasa y por la producción de manitol como 

producto terminal de la fermentación de fructosa. También muchos lactobacllos 

hoterofermentativos producen amoniaco a partir de arglnlna. 

A las cepas homofermentatlvas, es decir, termobacterias y estreptobacterias, 

para fines prácticos se les ha designado como grupos 1 A y 1 B, respectivamente. El 

subgénero Betabactedum se divide en los grupos 11 A y 11 B; este último es menos activo 

bloqufmlcamente. Dentro de cada subgrupo se encuentran clasificadas las diferentes 

especies de los lactobacilos. !Tabla 6J. ( 117 ) 

Las especies pueden diferenciarse mediante pruebas bioqulmicas y fisiológicas 

simples !Tablas 1 a 101. La determinación de los Isómeros de ácido láctico formados a partir 

de glucosa es extremadamente útil para la Identificación. La cantidad total de ácido láctico 

puede ser determinada por pruebas químicas y la de ácido L( +)-láctico se determina por 

pruebas enzimáticas, tomándose corno diferencia el ácido 0(-). Las cepas que no se han 

podido identificar a nivel especie, han sido designadas al menos, dentro del subgrupo 

apropiado. En algunos casos, una identificación posterior es innecesaria, pero sr debe 

hacerse una agrupación funcional.es decir, la detección de todas las cepas que produzcan: 

lama, peróxido de hidrógeno o que muestren una tolerancia extrema a la acidez o al etanol. 
( 37) 

11 



¡¡ t i .. 1 1 ti , , . ,¡ -... d~dh111 
lm 

" 
~ 

_
A

_
 

-H
 

1 . ' ' ' ~Ud!I~ 
1111 

[ 

1j J1 



THERMOBACTERIUM 

Hay diez especies reconocidas (tabla 7), dos de ellas son anaerobias. Se ha 

sugerido que ~ y L. bu!qaricµs pueden ser variantes de una misma especie. La 

presencia de gránulos púrpuras con azul de metlleno distingue rápidamente estas dos 

especies del L he/vetlcus. ( 11 7 ) 

STREPTOBA CTERIUM 

Además de las especies clásicas L, olantarwn y ~con sus subespecles 

~ y rhamnosvs. se reconocen dos subespecies más de ~que son: ~ 

subsp. lJ1iJJmll:i., un organismo termoroslstente aislado de la leche pasteurizada; y~ 

subsp. pseudoo/antarum, que ha diferencia del~ subsp. ~. produce ácido DL-

láctico. Hay cinco especies más dentro de este subgénero, pero que son menos activas que 

las anteriores ITabla 01; l. xylosus, L. cwyatus, L.coryoiformis, l. homohlochi y ~ 

yamanasbjensis. ( 1 ) 

BETABACTEB/UM 

El grupo 11 A contiene especies muy activas en cuanto a sus patrones de 

fermentación !Tabla 91. L fermentum y L, ce/loblosus están muy relacionadas. Se considera 

que L. buchneri podría ser una especie de ~; lográndose distinguir princlpalemte por 

la fermentación de melezitosa. Existen muchas propiedades en común entre l. viridescens 
( 

y L. confusus. Incluyendo le formación de lama y los patrones de fermentación de azúcares, 

por lo que se considera que estas especies están muy relacionadas. El grupo 11 B (tabla 101 
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comprende especies Inertes a la mayoría de los carbohldratos, capaces de crecer a pH 

menores de 3.2 v son tolerantes a los ácidos orgánicos v al etanol. Han sido menos 

estudiados que los otros géneros y están presentes en habltats más restringidos. 

( 37, 144) 

La claslflcaclón de las especies dentro de los tres subgéneros debe ser 

confirmada posteriormente y por datos genotrplcos. La mayoría de los estudios taxonómicos 

confirman la identidad de las especies de Lactobacil/us como se muestra en las tablas 6 -

10: es decir, todas las cepas de una especie reaccionan de la misma forma y muestran las 

mismas características. Sin embargo, en algunos casos se ha demostrado que una especie 

fenotrplcamente homogénea contiene más de un ger.otlpo. ( 28, 103 ) 
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2. CARACTERIZACION POR DETERMINANTES ANTIGENICOS 

Los estudios serológlcos en lactobacilos han mostrado que muchas cepas 

pueden clasificarse dentro de siete grupos basados en determinantes antigénlcos 

especrtlcos. Como se muestra en la tabla 11, los polisacáridos liberados en esta 

determinación y que son responsables de la especificidad de los grupos A· F, son de tres 

tipos: polisacáridos de la pared celular, ácidos telcolcos de la pared celular y ácidos 

telcolcos de la membrana celular. ( 109 ) 

La separación de los lactobacilos en diferentes grupos serológicos ha sido una 

confirmación útil de las especies caracterizadas fisiológicamente. 

Tabla 11. ANIIGENOS DEL GENERO Lactobacillus. 

Especie Grupo Antfgeno locallzaclón Determinante 

~ A AGT Pared.membrana Alfa·Glc 

l....w.fi. B Polisacárido Pared Alfa·Rha 

l....w.fi. e Polisacárido Pared Beta·Glc 

~ D ATA Pared Alfa·Glc 

L...Jmi¡_ E AGT Pared 

~ E AGT Pared 

l....l!uJtá E AGT Pared 

~ E AGT Pared 

L1 fmne.aru.m. F AGT Membrana Alfa-Gal 

~ G -- ... --
AGT, 'cido glicero·taic.:>ico; ATR, Acldo ribito-tticolao: G1c, D·glucosil; Rh•, L·rhamno1il; Gol, D-gft111c101il. 

Fuente: She1po, 1983 1117) 
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3. RELACloNes GENOTIPICAS 

DETERMINACION DE LA CQMPOSICION OEL ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO 
DE LOS LACTOBACILQS 

Los estudios sobre la composición del ADN de los lactobacllos permiten una 

mejor Identificación de las especies y la confirmación de los grupos genotípicos. La 

diferencia en el contenido Guanina y Citoclna (G + C) indica que los organismos no se 

relacionan entre sr, sin embargo, la similitud o Igualdad en este contenido, no significa 

necesariamente que las cepas se relacionen. En el caso de los lactobacllos, al determinarse 

la composición de las bases del ADN se han confirmado las especies fenotípicas. 

En la table 12 se muestra una recopilación del contenido G + C en los 

lactobacllos. 

Las especies de Thermobacterlum se pueden dividir en dos grupos; uno con 

un contenido G + C del 34 • 38 mol %; el otro con un contenido más alto, 48 • 50 %. De 

éstas olltlmas especies, tres ll. /ejcbmanll, ~ y L <lelbruecki!l comprenden el grupo 

de homofermentativos obligados. La mayoría de las estreptobacterias tienen valores entre 

39 y 46 mol %. l. yamanashjensjs, que taxonómica mente no se puede clasificar dentro de 

alguno de los tres subgéneros, fenotípicamente es una estreptobacteria. En cuanto a las 

betabacterias, ~.IWl!Il y L cel/objosus, especies que se encuentran en habitats 

animales, tienen valores más altos que el resto de las especies heterofermentatlvas. 

( 1171 
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Tabla 12. COMPOSICION MEDIA DEL ADN DE LOS LACTOBACILOS. 
(Mol% G+Cl 

Homofermentativos Heterofermentatlvos Homofermentatlvos 

Thermobacterium Betabacterium Sueotobacterium 

~ 34.7 frucUvorsns 39.4 l. vsmsnashieasfs 32.0 

Utru!i. 36.1 l.J:1UI!m¡Jii 40.3 ~ 39.4 

L. sclc/ophjlus 37.6 ~ 41.0 ~ 43.9 

~t 39.3 ~ 42.7 l. coryniformls 45.0 

~ 50.3 L vjr{desceas 37-42 IJ1MJmun 45.0 

l.JK1!3. 50.3 L...J¡IDi¿ 42·46 L. homqhiochl 46.0 

L delbrueckii so.o /.JJ.udJ!wl 44.3 i..s.=i 46.4 

~ 43.7 ~ 53.4 

J.,yjJ¡¡JjJ1i§. 34.37 L. cel/obiqsus 53.1 

Fuente: Sharpa, 1983. 11171 

4. HABITATS 

Los lactobacilos tienen requerimientos nutricionales muy complejos, necesitan 

de la suplementaclón de carbohidratos, amonlácldos, péptldos, ácidos grasos y ésteres de 

ácidos grasos, sales, derivados de ácidos nucleicos y vitaminas. Su metabolismo generador 

de trlfosfato de adenoslna lATPl es fermentativo y produce grandes cantidades de ácido 

láctico y otros productos. 

Los lactobacilos crecen en una gran variedad de habiteis, las diferentes 

especies se han adaptado para crecer en diversas condiciones ambientales. 
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Entre los habltats donde se desarrollan estos m.o. se encuentran la cavidad oral 

y el tracto Intestinal del hombre y algunos animales formando parte de la flora microbiana 

normal; y en la vagina de la mujer. 

Además, los lactobacllos se desarrollan en una gran cantidad de alimentos 

como son la leche y sus derivados, en donde pueden aparecer sin provocar efecto alguno, 

o bien, ocm;ionar reacciones deseables o Indeseables; esto es, pueden obtenerse nuevos 

productoG como leches fermentadas (yogurt, yakult, etc.) y quesos; o en caso contrario, 

pueden deteriorar el alimento. Lo mismo sucede en el caso de las carnes y productos 

cárnicos, en los vegetales y ensilados, en los jugos de frutas, y en una amplia variedad de 

bebidas alcohólicas fermentadas como vino, sidra, cerveza y bebidas de granos. 

5. AISLAMIENTO 

Cuando se va a utilizar un medio de aislamiento para lactobacilos deben 

tomarse en cuenta su naturaleza acldóflla y sus requerimientos nutricionales. Todos los 

medios deben contener factores de crecimiento adecuados, que usualmente Incluyen 

extracto de levadura, peptona, vitaminas, manganeso, acetato y con frecuencia Tween 80 

como estimulante. Para favorecer el crecimiento, el pH debe ajustarse entre 4.5 y 6.2. 

22 



MEDIOS PE CUlI!VO 

Cuando los lactobacllos son la flora mayoritaria, puede utlllzarse el medio no 

selectivo MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) cuya composición se da a continuación: ( 29 l 

AGAR MRS NO SELECTIVO PARA AISLAMIENTO DE LACTOBACILOS 

Peptona oxolde 10 g. 

Extracto de carne 10 g. 

Extracto de levadura 5 g. 

K2HP04 2 g. 

Citrato de dlamonlo 2 g. 

Glucosa 20 g. 

Tween 80 1 g. 

Acetato de sodio 5 g. 

MgS04.7H20 0.58 g. 

MnS04.4H20 0.28 g. 

Ajustar el pH de 6.7 a 7.0. Distribuir el medio en cantidades 
convenientes y esterilizar a 121 ºC por 15 minutos. 

Cuando los lactobacilos se encuentran junto con otros organismos se requiere 

de un medio de cultivo selectivo. El més utlllzado es el medio de acetato SL. La acción 

selectiva se basa en un pH bajo, 5.4; en una alta concentración de iones da acetato 

(lnhlbldores de muchos organismos) y en la presencia del Tween 80 como estimulante del 

crecimiento. ( 108 ) 
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MEDIO SELECTIVO SL PARA EL ASILAMIENTO DE LACTOBACILOS 

Para un litro da medio: 

BBL tripticasa 10 g. 

Extracto de levadura 5 g. 

K2HPO, 6g. 

Citrato de diamonio 2 g. 

MgS0.,7H,O 0.58 g. 

MnS0.,4H,O 0.28 g. 

Glucosa 10 g. 

Arabinosa 5 g. 

Sacarosa 5g. 

Tween 80 1 g. 

Acetato de sodio .3H2 0 2.5 g. 

Acido acético glacial 99.5')(, 
(para ajustar el pH a 5.4) 

Agar 15 g. 

Para el aislamiento de lactobacilos que crecen en la cavidad oral y en el tracto 

Intestinal se utiliza el medio SL. En algunas ocasiones pueden crecer blfidobacterias y 

estreptococos, por lo que debe hacerse una identificación posterior de las colonias 

desarrolladas. 

El medio SL también se utiliza para aislar lactobacilos de la leche, el queso y 

muchas leches fermentadas. Algunas especies de Leuconostoc y pedlococos encontrados 

con frecuencia en la leche y queso, no son inhibidas y las colonias deben ser Identificadas. 

El medio SL puede no ser óptimo para el aislamiento selectivo a partir del yogurt, para el 

que se ha utilizado con éxito alagar M16 ajustando el pH a 5.6 con ácido acético 1.0 M. 

( 108, 130) 
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Para aislar L. virlrlescens y otros lactobacllos en la carne, suele utilizarse el 

medio APT más por tradición que por necesidad. También puede usarse el medio MRS 

agregando acetato taloso al O. 1 % y ajustando el pH a 5.5, o medio SL con el pH ajustado 

a 5.8. En el caso de las bebidas fermentadas, el medio depende del tipo de producto del que 

se trate. Por ejemplo, para aislar lactobacllos de crecimiento en los vinos, un medio a base 

de Jugo de tomate como estimulante de crecimiento es el adecuado. En las sidras se utiliza 

un medio a base de jugo de manzana y para las cervezas se usa el medio de agar-sacarosa, 

( 117 ), 

La mayoría de los lactobacilos crecen mejor, ya sea anaeróbicamente, o en el 

presencia de una tensión elevada de CO,. particularmente durante el primer aislamiento. Las 

placas de agar deben incubarse bajo una atmósfera del 90% de H, + 1 O % CO,. La 

superficie de las placas debe cuidarse de tal modo que puedan ser observados los diferentes 

tipos de colonias si es que están presentes, los cuales indican con frecuencia la presencia 

de más de una especie o genotipo. ( 55 l 

Cuando se utilizan medios selectivos, en particular el medio SL, se debe tener 

cuidado de no secar por mucho tiempo las placas pues la concentración de acetato en la 

superficie del agar podría inhibir a los lactobacilos. 

Los lactobacilos aislados de animales y de algunos productos lácteos se 

incuban a 37'C y de otros habltats a 30'C, o a 22'C cuando las fuentes son de baja 

temperatura. 
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6. CULTIVO Y MANTENIMIENTO 

CULTIVO 

Una vez aislado, a menos de que existan requerimientos especiales, muchas 

especies de lactobacllos pueden ser cultivadas en caldo MRS o mantenerse por periodos 

cortos en agar MRS inclinado. Para lacto bacilos anaerobios debe agregarse un 0.05 % de 

cisterna. El medio debe ser calentado antes de utilizarse y cultivar los organismos bajo el 

90 % H20 + 1 O % co,. Para algunas especies, en particular las heterofermentatlvas, se 

da un mejor crecimiento, con otros carbohldratos además de glucosa, como maltosa o 

fructosa. 

CONSERVACION DE CULTIVOS 

Las cepas pueden conservarse de 3 a 6 meses en el medio leche·levadura­

glucosa-tornasol (YGLMI + carbonato de calcio. Se utiliza leche en polvo descremada 

reconstituida o lecha descremada fresca a la que se le agrega Indicador tornasol en una 

concentración final del 0.01 %, extracto de levadura al 0.2%, glucosa al 1 %, extracto de 

hígado al 0.25% y carbonato de calcio al 5%. Se llenan tubos con 10 mi y se esterilizan a 

121ºC por 10 minutos. Antes de utilizarse se debe revisar la esterilidad de los tubos durante 

una semana. ( 14 1 
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SECADO POR CONGELACION 

Se han sugerido varios métodos pare liofilizar bacterias ácido lácticas 

adicionando varios agentes protectores para las células. El método más utilizado consiste 

en resuspender los paquetes celulares centrifugados (que se obtienen de caldos de cultivo 

con crecimiento abundante); en 1 mi de suero estéril de caballo que contenga 7.5% de 

glucosa. Esto se seca por congelamiento y las ampolletas obtenidas se sellan al vacío y se 

almacenan a 6 - 1 OºC. Esta técnica es excelente para conservar las cepas, pues muchas 

llegan a ser viables aún después de 10 - 20 años; aunque otras requieren de una 

reofilizaclón más frecuente. ( 92 l 
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CAPITULO 111 

ACTIVIDAD BIOQUIMICA 

DE LOS LACTOBACILOS 



ACTIVIDAD BIOQUIMICA DE LOS LACTOBACILOS 

La actividad bioquímica del género lactobacfl/us consiste en la fermentación 

de la lactosa hasta su conversión en ácido láctico. Este proceso puede llevarse a cabo 

siguiendo dos rutas diferentes, dependiendo de la especie de lactobacllo. Estas rutas son 

la fermentación homoláctlca y la fermentación heteroláctlca. Ambos procesos difieren en 

la cantidad de producto final obtenido, ya que la ruta metabólica de cada uno es diferente. 

La lactosa es el único ghlcldo libre que existe en cantidad Importante en todas 

las leches (50 g/I en leche de vaca), es también el componente soluble más abundante, el 

más simple y el más constante en proporción. Además, es el componente de la leche más 

lábil frente a la acción microbiana, esto quiere decir que la leche es presa fácil de bacterias 

de diversos tipos que transforman la lactosa en ácido láctico y en otros ácidos 

alifáticos. ( 2 ). 

La lactosa, C,,H,.011 , o O-Beta-D-galactoplranosil-(14)-Beta-0.glucoplranósldo: 

es un disacárido reductor de peso molecular 342 u.m.a v sabor dulce débil. Exista en dos 

formas isomérlcas, íillli y l2l!1ll que se distinguen únlcamento por la posición de un grupo 

oxhidrilo (·OH) en el carbono 1 ( C-1 ) de la glucosa. 
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r.:-i CH ;!JH 

O '-º 
/ ' L._j\DH H/ 
'H"DH 

Beta - lactosa 

---º 

' _/I 
OH 

Alfa - glucosa 

• e 1 

La lactosa está formada, por lo tanto, por la unión de una molécula de Beta-

galactosa y una molécula de glucosa ll.lfa o l!m.a. El grupo aldehído de la primera está unido 

al enlace y el de la segunda está libre en su forma enólica. 

La lactosa puedo fermentarse por rutas bioquímicas muy diversas; en estos 

procesos, el azúcar es utilizado como fuente energética por diferentes m.o. La Importancia 

bioquímica de la degradación de este carbohidrato es de dos tipos: primero, proporciona a 

la célula energía que se produce durante el rompimiento del azúcar para formar compuestos 

de menor contenido energético. Esta energía se produce en forma de enlaces altamente 

energéticos, principalmente en el enlace fosfato terminal del ATP. Segundo, como resultado 

de este rompimiento, la célula se enriquece de compuestos de carbono que sirven para la 

síntesis de substancias que se canalizan al metabolismo del m.o. 

Este capitulo se relaciona con los mecanismos Involucrados en la obtención de 

los productos de fermentación de los lactobacilos, en especifico, con la obtención del ácido 

láctico a partir de lactosa. Esta fermentación tiene el siguiente esquema teórico: 

c,,H,,o,, + H,O ---> 2c.H,,o. ---> 4CH.·CHOH-COOH 

lactosa glucosa ácido láctico 
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HIDRDLISIS V TRANSPORTE PE LOS AZUCARES 

Antes de ser asimilada, la lactosa es hldrollzada extracelularmente por la 

acción de la enzima lactase o Beta - galactosldasa hasta formar glucosa y galactosa. 

Un mecanismo propuesto para la acción de esta enzima se muestra en la figura 

1. ( 131, 142) 

~H21: cr 
~º,/o;- '-¡-o -1 /o-;- ' 

'\;___,/ .,t-0 /'OH 
~l 1 

'"J'" 

'.,/ 

•,'y'/~•H, 

'',,tl~/ 

Figuro 1 1.41.?c:enlsm::> enzJmát.JC:o de la hldf~llsls de lo.etas.,_ ( 1'12) 

El grupo sulfhidrilo actúa como ácido al protonar el oxígeno glucosídlco, y el 

grupo lmldazol actlla como nucleófllo al atacar al C-1 de la galactosa. Se ha propuesto la 

existencia de un Intermediario covalente que es el enlace carbono-nitrógeno. Para remover 

la galactosa, el anión sulfhldrilo ( s- l actúa como base para sustraer un protón del agua que 

ayuda al ataque de un grupo oxhidrllo (-OH) en la posición ·1. (Figura 2). 
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"J:I"' 
t0 1 /o:-º '9H 

"' / 
_, 

OH 

c.c.1ectot1a 

Flgi.ra 2. UrteanlslflO dO lltw!"aclol'I a. la 041act011a. C 1'42) 

Después, para que los azúcares sean metabollzados, deben pasar el citoplasma 

de la célula. Esto requiere de un mecanismo de transporte altamente especializado. La 

galactosa, glucosa y lactosa posean un sistema de transporte especifico para cada uno, que 

es Inducido por el sustrato. 

Para la glucosa y lactosa, el transporte es por medio de foafotr1n1f9nlaa1, que 

requieren de fosfoenolpiruvato !intermediario en el matabollsmo de la glucosa), e Introducen 

y fosforilan los azúcares, siendo entonces hldrolizados para seguir con la ruta metabólica. 

Para le galactosa existen dos mecanismos de transporte que son; uno por 

medio de fosfotransferasa y el otro es el sistema adenosln-5'-trlfosfato-perma111 

energizada. ( 91 ) 
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En este punto los azúcares empezarán a ser rnetabolizados. La glucosa es 

degradada por la ruta de la glucóllsls de Ernbden-Meyerhof(EM) hasta obtener ácido láctico. 

Este es el proceso de la fermentación hornoláctlca. 

La galactosa se incorpora al ciclo de la glucóllsls después de su fosforilaclón, 

lo que requiere de ATP, en una reacción catallzada por galactoqulnasa: 

ATP + O-galactosa ••• > AOP + D-gafactosa-1-fosfato 

La D-galactosa-1-fosfato se eplrneriza en el C-4, es decir. se convierte en O-

glucosa-1-fosfato. Esto sucede a través de una serle de reacciones que requieren de 

trifosfato de uridina (UTP) corno coenzirna. La reacción global es: 

CH OH 

1 
2 o 

1()/-, -

~/bro -2 UTP 
fO 3 

O-gal oc tosa.- 1- fosfato O-gl ucosc-1-fosfoto 

Las reacciones suceden de la siguiente manera; la D-galactosa-1-fosfato se 

transforma en UOP-galactosa por medio de la UDP-galacto-fosforllasa que requiere de UTP 

para su activación: 
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Galactosa-1-fosfato + UTP UDP-ga 1 actosa + p 

p grupo fosfato ( -O-PO 
3 

) 

La UDP-galactosa se convierte en su epfmero UDP-glucosa por medio de la 

UDP-glucosa-eplmerasa: 

UDP-galactosa UDP-glucosa 

El UDP es llberado y la glucosa se fosforila en el C-1, con la Intervención de 

la enzima UDP-glucosa-plrofosforllasa: 

UDP-glucosa Glucosa-1-fosfato 

Para que la glucosa-1-fosfato se Incorpore al mecanismo de degradación de la 

glucosa debe pasar por una mutación en la que el grupo fosfato del C-1 pase al C-6. Esta 

reacción es catalizada por la tostoglucomutasa: 

Glucosa-1-fosfato Glucosa-6-fosfato 

La molécula de glucosa es degradada por una serle de reacciones 
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enzlmátlcamente catallzadas, generalmente, después de la incorporación de fosfato 

Inorgánico, hasta obtener moléculas m6s pequeñas. En el transcurso de estas reacciones 

se produce energía en forma de ATP que se utiliza en reacciones de síntesis subsecuentes 

que lo requieran. 
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EERMENTACION HOMOLACT!CA 

La ruta de la glucól!sls EM !Figura 31 consta de 10 enzimas que provocan la 

conversión de la glucosa en ácido pirúvlco. Este proceso puede ser aerobio o anaerobio; 

aeróblcamente se lleva a cabo Junto con el clclo de los ácidos trlcarboxnlcos. 

Anaeróbicamente, como es el caso de los lactobacllos, el piruvato debe ser reducido 

enzimáticamente hasta la formación de lactato. Los detalles de esta secuencia serán 

considerados ahora. 

GI ucosa 

GI ucosa-6-fosfato 

1 
Fructosa-6-f os fato 

1 
Fructosa-1~ 6-dl fosfato 

GI !cera ldeh l do- 3- fosfato::== Fosfato ae d 1hldrox1 acetona 

1 
Acldo 1~ 3-dlfosfogl 1cér leo 

1 
I 

Acldo 3-fosfogl leer leo 

1 , 
Acido fosfoenolpiruvlco 

1 
Ac1do plruvico 

l. 
Acido lactlco 

Figur~a 3 Ruta glucol ftica EM para la deg;adaciÓn de la g1uc0Sa ( .74) 
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Inicialmente, la glucosa debe ser fosforllada en el C-6. Las bacterias aerobias 

emplean la enzima hexoqulnasa que requiere Mg., para activarse, utilizando un mol de ATP. 

Los organismos facultativos (lactobacllosJ llevan a cabo la fosforllaclón de la glucosa 

durante el transporte hacia el Interior de la célula. 

CH
2
0H 

~ 
/ ' 

H0 1,~/6H 
OH 

G 1 ucosa 

+ ATP 

CH
2
0 - p 

1___,, 
/ ' 

>Dl'E'.:._-/'bH 
OH 

• ADP 

Sigue una isomerlzaclón de la glucosa-6-fosfatoa fructosa-6-fosfato, catalizada 

por la glucosa-fosfato lsomerasa. 

CH
2
0· p 

1 O CHfH '/ "1 
~~H 
HO 

GI ucosa-6-fosfato Fruct.osa-6-f osfato 

Después se Introduce un segundo grupo fosfato en el C· 1 de la fructosa por 

la acción de la fosfofructoqulnasa que requiere de ATP y Mg+2• Hasta este punto de la 

glucóllsls se han utilizado dos moles de ATP. 
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+ ATP 

CH
2
0- p. 

1 
O CHo-P 

'/ "1" 
\ __ ~/oH + AOP 

>O 

Fructosl!l-6-fosfl!lto Fructosa-1, 6-d 1 fosfl!lto 

En el siguiente paso, la molécula de sustrato es dividida por la fructosa-

dlfosfato aldolasa en dos unidades de 3 carbonos; los fosfatos de trlosa: gllceraldehído-3-

fosfato (G-3-P) y el fosfato de dlhldroxlacetona (PDA). 

CH
2
0- p 

1 O CH20 - p '/ "1 \_'.3/oH 
HO 

Fructosa-1, 6-d !fosfato 

CH2o-p 

1 
HC-011 

1 
HC=O 

G-3-P 

CH;/)- p 

1 
C=O 

1 
CH;f'H 

POA 

Los fosfatos de triase sa producen en cantidades equivalentes, pero debido a 

la acción de la fosfato·trlosa lsomerasa que catallza su conversión, se establece un equlllbrlo 

que favorece en un 95% al fosfato de dlhldroxlacetona. El rompimiento del azúcar ocurre 

de tal forma que el fosfato de dlhldroxlacetona se derivará de los átomos de C-1, 2 y 3 y 

el gllceraldehído-3-fosfato de los átomos 4, 5 y 6 de la molécula. 

A pesar de el hecho de que el equlllbrlo de la enzima favorece al fosfato de 
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dlhldroxlacetona, el gllceraldehído-3-fosfato es el sustrato para el siguiente paso de la 

glucóllsls; una oxidación que de lugar a la formación de el ácido 1,3-dlfosfoglicérlco. La 

enzima responsable, gllceraldehído-fosfato deshldrogenasa, requiere de adenosln-

dlnucleótldo ( NAO• ) y fosfato Inorgánico que se Incorpora al producto, formándose un 

enlace de alta energía. 

CH20-P 

1 
HC-OH NAO 

HC=O 

Gt /cero ldehÍdo-3-fo~rato 

PI 

CH;fl· p 

1 
HC-OH NAOH 

Acldo 1,3-dlfoGfogl 1cór1co 

( '"'-'"'-' "' Enloce de Dita energ(a ) 

El NADH debe ser oxidado; aeróbicamente ocurre mediante el sistema 

citocrómlco. Anaeróblcamente (lactobacllos), esto ocurre junto con la reducción de un 

compuesto orgánico, es decir, en la conversión de plruvoto a lactato. 

La siguiente reacción es la transferencia de un grupo fosfato al ADP por la 

acción de la fosfogllcerato qulnasa, produciendo 3-fosfogllcerato. En esta caso, tamblt!n se 

requiere de Mg+2 como cofactor de la enzima. Este es el primer paso donde se produce 

energía en el proceso de la glucóllsis. 
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CH;fl- p 

1 
HC-OH AOP 

Acldo 1,3-dlfosfogl leer leo 

ATP 

COOH 

, 
Acldo 3-fosfoQI lcertco 

El 3-fosfogllcerato ( 3-PG les convertido ahora en 2-fosfogllcerato ( 2-PG l por 

la acción de la enzima fosfogllcero-mutasa. Esta reacción requiere de 2,3-dlfosfogllcerato 

( 2,3-DPG l en pequeRas cantidades y se cree que el mecanismo involucra un Intermediario 

fosforllado de la enzima. 

2.3-dlfosfogl lcerato + Enzima 2-fosfogl lcerat.o • Enz1,,.-.a -P 

3-fosfogl leer ato + Enz lma- p 

CH2o-p CH
2
o-P CH o-p CH OH 

1 1 
~ 

1 2 1 2 

HC-OH HC-0- p ~ HC-OP HC-0- p 

COOH OOOH COOH COOH 

3-PG 2.3-0GP ~ 
..;:--

2, 3-0PG 2-PG 
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El paso que sigue consiste en la eliminación de agua para producir ácido 

fosfoenolplrúvico mediante la intervención de la enzima enolasa que requiere un Ion metálico 

dlvalente, como Mg•2, Mn+> o zn+>. 

~!20H 

HC-0-P 
1 

COOH 

Acido 2-fosfogl icér ico 

'"!! o 

Acldo fosfoenolplr~vlco 

El propósito de la deshidratación es producir otro enlace fosfato de alta energía, 

en este caso, enol-fosfato que es transferido al ADP por la enzima plruvato qulnasa. De 

esta forma la energía producida en la deshidratación se acopla a la síntesis de otra molécula 

de ATP; éste es el segundo paso donde se produce energía durante la glucólisls. 

C~°'- ..... P AOP___.., C=O 

COOH 

Acldo fosfoenolplrÚvlco 

1 
COOH 

, 
Acldo plruvlco 

ATP 

Ya que cada molécula de fructosa-1,6-dlfosfato da lugar a dos fosfatos de 

trlosa, se producirán cuatro moléculas de ATP por cada mol da fructosa-difosfato 

fermentado. Como se utlllza un mol de A TP para la fosforilaclón de la glucosa y otro para 
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la fosforllaclón de la fructosa-6-fosfato, el rendimiento neto es de dos moles de ATP por mol 

de glucosa fermentado. 

El derivado del ácido plrúvlco obtenido al final del proceso varia dependiendo 

de la especie de organismo y de las condiciones ambientales. Las bacterias homoláctlcas 

producen dos moles de ácido láctico por mol de glucosa fermentado. La enzima involucrada 

en la reducción del plruvato, la lactato deshldrogenasa, utlllza NADH que se produce en la 

reacción de la fosfato-trlosa·deshldrogenasa, permitiendo la oxidación anaeróblca del 

gllceraldehído·3·fosfato. Las reacciones que se llevan a cabo son: 

GI iceraldehÍdo-3-fosfato +NAO+~ 3-fosfogl lcerato + NAOH + H 

CH ;rCO-COOH 

I 
Acldo plruvlco 

NADH NAD + 

Acldo l~ctlco 

Un punto Imponente del mecanismo de la fermentación homoláctlca es que el 

rompimiento do la fructosa-1,6·dlfosfato ocurre de tal manera que los grupos carboxllos de 

las moléculas de plruvato resultantes derivan de los C-3 y C-4 de la molécula de la glucosa 

original. Por lo tanto, los grupos carboxllo del lactato se derivarán de los carbonos 3 y 4. 

Algunas especies de lactobacllos producen ácido D(-) láctico, mientras que 

otras producen una mezcla racémica de los ácidos OH y L( +) láctico. Hay dos factores que 
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parecen determinar el tipo de ácido láctloo producido: 

1. La estereoespeclflcldad de la lactato doshldrogenasa Involucrada. 

2. La presencia o ausencia de lactato recamase. 

Aunque la esteroespeclflcldad de la lactato deshldrogenasa puede determinar 

el tipo de ácido producido por la mayoría de las bacterias; en algunos casos hay una enzima 

presente que catallza la recemlzeción de los Isómeros del ácido láctico. 

En. la figura 4 se muestra un esquema completo de la fermentación 

homoláctlca. 
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1 FE~NTACIOH H:MOC..ATICA 

¡, GalllClOIMI 

' 1 oal11ct0Qu1n11 ... 

3 1 UTP UOP·ga.l11ctorosrPl"l l••a. 

UOP•QAlllC:totlll 

S 
5 

'4 1 IAJP·glUC:OSll oplJN>rllH 

Gluc:o•11-S..rotifeto_--..::::.. Oluc~·1·fo.r11to ~ U[)P-glucos11 ..,---- .._-

1 
fQSfoQIUC:Oft'llJlll•a. 

Fostooluc:o-laoir.rasa o 

Fructuos11-8·fo.foto 

I
~- .., .. , 

f'ostOfr'UClO•QU!nllN Q 

Fr11Cto•11-1,6-dlfo9fe.to 

11.ldolll.•lll 10 

····~~:~~:~~~~~-,=~~:.:~::~º·1·=0.~~>-:~···'· 
1,J-cufoafogl lc.,.e.to 

"I~ ..... to•too11cer11 qu1n11s.a ., 

J..to.too11c..-ato 

foat09llcer11 1N,1lfl.M 1 1" 

2·f09.fOQllC ... lltO 

1100•~~ 1 ~Ya •2 

~~:::ro¡l•plruv111to • 

plrw11to ciull'lllP 111
1 

al~o= a:.~.:J:::¡lda":::::..~: .. :~ ·=~ • H • 
19 L•ct11to de•tlldOOllNI•• 

Etanol 17 

1 ACIOO LACTICO 1 

. . 
N:'.JTA: Lll m-11(100 IOCl•Cll el or~n eo Q .... 111111 r•ll.CCIO ..... Sor\ 11e1111(Sll& a Clltxl 
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EERMENTACION HETEROLACTICA 

Algunas especies de lactobacllos, bajo condiciones normales y otras en 

condiciones especlales tlnlcamente, son capaces de producir otros compuestos además de 

ácido fáctico en una fermentación heteroláctlca, esto principalmente en presencia de 

galactosa. ( 91 1 

OH ca 2 ,/ 

H-C l 
H-~-OH 

CH J Etanol 

1 
CH ;l'H 

Glucosa HO-C-H o 

H-~1-oHJ COOH 

' Acido acetlco 

H-C t-0-C-H 

1 
CH;flH CH J 

Los princlpales productos en la fermentación heteroláctlca de la lactosa por los 

lactobacllos son: ácido láctico, bióxido de carbono, etanol y/o ácido acético. ( 74 l 

Como se mencionó antes, al primer paso de la fermentación es la hldróllsls de 

la lactosa para formar glucosa y galactosa que son transportados al Interior de la célula. La 

galactosa es transformada en glucosa que posteriormente sufre una fosforllaclón para 
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obtener glucosa-6-fosfato. 

A partir de la formación de este compuesto se lleva a cabo la fermentación 

heteroláctlca. Le glucosa-6-fosfato es oxidada por medio de la 6-fosfoglucon11to 

deshldrogenasa ( 6-fosfogluconato: NADP óxldo-reductasa [descarboxilanteJ ) para formar 

O-rlbulosa-5-fosfato y bióxido de carbono. La enzima requiere NADP (fosfato de adenosln 

dinucleótldo) como colector, formándose como Intermediario inestable el 3-ceto-6-

fosfogluconato ( 3-C-6-PG ), 

"""' ¡ .;: 1 co 2H 
1 1 

t¡..C-()i Hf=-011 

1 1 
e.o 

NAOP l·f· -· 1 
lt·C·OH t._C·Cli 

1 1 
tt-C·OH lt-C·Cl"l 

1 .. ) .. Q-,J 1 
~2 c-o-p H

2
C·O+P 

6-fcsfoolucon.colo J..c-i;-ro f"lt>O"J,11•5•fO!>flltO 

La D·ribulosa-5-fosfato es epimerizada en el C-3 mediante la enzima D-rlbulosa-

5-fosfato-3-eplmerasa convirtiéndose en D-xllulosa-5-fosfato. 

·tO.H 
1 

H·C·OH 

~------·~ 
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La siguiente reacción es el rompimiento de la D-xilulosa-5-fosfato por la enzima 

fosfocetolasa (D-xilulosa-5-fosfato: D-gliceraldehído-3-fosfato liasa [fosfatoacetllante)I, que 

requiere fosfato inorgánico para producir fosfato de acetilo y gliceraldehído-3-fosfato. 

Hl-0!1 CH 
Fosfato de acot! lo 

""º O=C-Q... p 

PI 

l-0-C-H .... 
H.-C-OH HC•O 

H C-0- H-C-mt 
GI 1cer-aldehLdo-J-roc;fcto 

2 

H
2

C-O- p 

XI tosa-'·fosfato 

El fosfato de acetilo es reducido hasta etanol, usando electrones removidos 

durante la oxidación de la glucosa-6-fosfato. 

__ .,... 

Fosfato de acet 1 lo Etanol 
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El gliceraldehfdo-3-fosfato es metabollzado hasta ácido láctico siguiendo las 

raacclones de la ruta EM. (Figura 4). 

En la fermentación heteroláctlca de la glucosa, se genera ATP durante la 

oxidación del gliceraldehfdo-3-fosfato y en la reacción de la plruvato-qulnasa. Ya que se 

requiere de un ATP para la fosforllaclón da la glucosa, el rendimiento neto de energía en 

este proceso es de un mol de ATP. 

En la figura 5 se da un esquema sintetizado de la fermentación heteroláctlca. 
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CH f' p 
l_o 

ATP .... / "' 

HD'º~/oH 
HO 

CHf' p 
1 o 

NAOP .... / - "' + '2º 
HO'-.D_H _r --

HO 

Glucosa GI ucosa-6-fosfato 6-Fosfo-D-gl uco lactona 

COOH 

1::: 1 
CD 

2 H
2
C-OH 

1 
HC-OH H

2
C-OH C=O 

1 NADP 1 1 PI 
HO-CH 

_..,.. C=O _.,... C=O - t-0-CH 
_.,... 

1 
1 H~-OH 1 1 

HC..,QH HC-OH HC-OH 

1 1 1 
HC-OH l HC-OH 

HC-OH H2 c-o-p 
1 

,2Lo-P J 1 
H

2
c-0-p "';,C-0-P 

6-fosfogl uconato 3-C-6-PG ¡::¡¡ bosa-5-íasfato XI losa-5-fosfato 

CH 
COOH 

HC=O 1 _.,... 
~ HC-OH 

1 
CH 

3 

HC-OH 

1 
H2C-O-f 

Etanol 

ACIOO LACTICO 
rosfato de acet 1 1 o 

gl lceraldehfdo-3-fosfato 

Figura S. Ruta de la fermentac16n heterola'ctica de la lactosa. ( 77) 
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CAPITULO IV 

PROCESOS INDUSTRIALES 



PROCESOS INDUSTRIALES 

1. LACTOBAC!LOS COMO CULTIVOS INICIADORES 

Los cultivos Iniciadores son cepas seleccionadas de m.o. que se agregan 

Intencionalmente a la leche con el fin de generar cambios en su apariencia, cuerpo, textura 

y sabor. 

La función principal de un cultivo Iniciador es la producción de ácido y como 

funciones secundarlas tiene la coagulación de la leche, expulsión de la humedad, formación 

de textura, Inicio de la producción de sabor, Impartir un sabor placentero, protección en 

contra de patógenos y dar al producto una mayor vida de anaquel. 

En base a estas funciones, puede hacerse una lista de las características 

deseables de un cultivo iniciador: ( 24 ) 

1. Encontrarse en estado viable, Intacto y en suficiente cantidad para el proceso 
de manufactura. 

2. Seleccionarse en base al grado de acidez deseada de acuerdo al rango de 
temperaturas de elaboración del producto. 

3. Seleccionarse en base a su resistencia al ataque de bacteriófagos. 

4. Emplear cepas compatibles, porque algunas de ellas pueden ser dominantes 
cuando se uzan mezcladas con otras, debido a que producen antibióticos o 
bacterlocinas. 
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PREPARACION DE LOS CU!.T!YOS INICIAPORES DE USO COMERCIAL 

Antes de Inocular la leche que se va a fermentar, el cultivo que se empleará 

debe ser preparado siguiendo un orden ya establecido: (figura 61 

al CULTIVO PRINCIPAL: Cultivo comercial de laboratorio, liofilizado o 

conservado en nitrógeno !Cquido. 

bl CULTIVO MADRE: Cultivo en leche, Incluyendo el lnóculo sucesivo 

obtenido del cultivo principal. 

el CULTIVO INTERMEDIO: Obtenido en cantidades considerablemente grandes 

dl 

a partir del cultivo madre. 

CULTIVO INICIADOR: Cultivo en leche utilizado en la manufactura del 

producto. 

Leche esterilizada + Cultivo principal 
1 

Cultivo Madre 
1 

Inoculación en leche 
1 

Cultivo Intermedio 
1 

Inoculación en leche 
1 

Cultivo Iniciador 

Figura 6. Diagrama de la preparación del cultivo iniciador. ( 11. l 
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ASPECTOS BIOLOGICOS ENTRE LA ASOCIACION OE CULTIVOS INICIADORES 

Los m.o. seleccionados como iniciadores de una fermentación, pueden 

emplearse como cultivos combinados o sencillos, constituídos por una sola cepa; o cultivos 

mixtos de cepas de una sola especie. Cuando estos organismos crecen juntos, hay una 

asociación simbiótica, es decir, uno estimula la actividad metabólica del otro. Los resultados 

de este crecimiento se ven reflejados en un desarrollo más rápido de ácido láctico, 

mejoramiento del sabor. mayor número de células, agotamiento más extenso de los 

carbohldratos y textura más deseable en el producto final. 

Esta slmbiósls se debe a la acumulación de metabolltos en la leche durante la 

fermentación. Estos metabolitos han sido divididos en tres grupos: 

1. MET ABOLITOS QUE REGULAN EL CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS. 

Este tipo de metabolltos Incluye compuestos que Influyen en el crecimiento de 

los m.o. Los más importantes son: 

a) Acldo láctico: Cuando se elabora yogur!, el desarrollo del S. tehrmophl/us se va 

haciendo lento a modlda que se acumula al ácido láctico, 

mientras que el crecimiento del L. bulqarjcus va en aumento y 

luego disminuye cuando el pH es de 4.4. 
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b) Peróxido de hidrógeno: l. bu/garjcus. ~ y l. helyeUcus pueden 

producir hasta 15 ppm de H20 2, qun al encontrarse 

en el producto fina!, inhibe el crecimiento de 

contaminantes microbianos durante el 

almacenamiento. 

c) D-Leyclna: Es liberado por varias especies de estreptococos. Los 

aminoácidos y péptldos liberados, ejercen acciones simbióticas 

sobro los cultivos Iniciadores. 

d) Acldo fórmico: Producido por el S. thermoohl/us durante la elaboración de 

yogurt; controla el crecimiento del L bul(lllrlcus. En presencia de 

este ácido, la relación entre ambos rn.o. varía de 1 :2 a 1 :1, que 

es el rango considerado como óptimo. 

2. METABOLITOS QUE EJERCEN EFECTOS ANTIBIOTICOS Y BACTERICIDAS 

Algunos m.o. sintetizan compuestos que poseen propiedades antibióticas; a 

estas substancias se les conoce con el nombre de bactorloclnas, y algunas son: ( 11 ) 

- Nlslna del~ 
- Lactobrevlna del ~ 
- Lactollna del l. olantarum 
- Bulgarlcan del L. bu/qarlcus 
- Acldofillna del L. acfrloohllus 
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3, METABOLITOS CON EFECTOS PROBIOTICOS Y TERAPEUTICOS. 

Los metabolltos de este tipo son muy Importantes pues aportan propiedades 

terapéuticas a los productos fermentados. Esto se debe al hecho de que las bacterias écldo· 

lácticas producen, no solamente ácido láctico, sino también otros compuestos; y además 

por su capacidad de Implantarse y crecer en el Intestino humano, reforzando la flora 

microbiana. Los efectos benéficos de estos productos se pueden resumir de la siguiente 

forma: ( 11 ) 

a) Inhiben el crecimiento de bacterias Indeseables. 

u) Estimulan las funciones Intestinales, beneficiando el proceso de digestión al 

formar parte de la flore natural del Intestino. 

c) Regulan el crecimiento de otras bacterias, creando condiciones de equlllbrlo. 

FACTORES QUE INTERFIEREN EL CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS 

Los factores que pueden Interferir el crecimiento de los cultivos iniciadores son 

variados. Pueden deberse a la calidad de la leche, es decir, a los estándares de higiene; o 

bien a la contaminación y cambios genéticos (mutaciones) de los mismos cultivos. 
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son: 

Los factores más Importantes que Interfieren el crecimiento de los cultivos 

1. Presencia de antibióticos (penicilina, cloramfenlcol o estreptomicina) en la 

leche que quedan después del tratamiento de mastltls en los animales. 

2. Infección por bacteriófagos que provocan la lisis o rompimiento de las células. 

3. Acumulación de ácidos grasos. La mlcrofiora mesofíllca de la leche se 

caracteriza por una elevada actividad llpolltlca. Los productos terminales de 

este proceso metabólico se va acumulando en el medio v las condiciones de 

éste pueden verse alteradas. 

4. Presencia de lnhlbldores (Insecticidas como el Malathlon) relacionados con el 

tipo de alimento animal. 

5. Mutación de las cepas que crecen en los cultivos iniciadores • 
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2. PRODUCTOS LACTEOS EN DONDE SE EMPLEAN LACJOBAC!LOS 

LECHES FEBMENTAPAS 

La siguiente definición ha sido aceptada para estos productos: 

"Las leches fermentadas son productos lácteos que tienen propiedades 

relacionadas con la existencia de una flora microbiana específica y activa, y 

con la presencia de sustancias resultantes del metabolismo de estos 

microorganismos.• ( 11 ) 

Estos productos sa han difundido ampliament9 por todo el mundo dentro de 

una gran variedad de tipos que difieren en el orígen de la leche, los m.o. y la tecnología 

empleados. En las tablas 13 y 14 se da una Idea de la gran variedad de leches fermentadas 

que existen en todo el mundo; su consumo y la flora microbiana empleada en su 

elaboración. 1 64 1 

En cada caso, la fermentación no se limita a un solo m.o., sino que puede 

Involucrar varias especies asociadas de diferente manera para caracterizar de forma 

específica los distintos tipos de leche fermentada. De acuerdo con los anterior, ha sido 

posible clasificar estos productos en los siguientes grupos: ( 104 1 

1. Productos muy ácidos; como, yogurt. 
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2. Productos ligeramente ácidos; como, leche ácida. 

3. Productos ácido-alcohólicos; como, kefir. 

4. Productos ligeramente ácidos y densos; como, vlili. 

5. Productos de vida prolongada; como, labneh. 

Tabla 13 LECHES FERMENTADAS QUE SE CONSUMEN EN EL MUNDO 

PRODUCTO PAIS DE ORIGEN LECHE UTILIZADA 

Abdoogh Afganistán, Irán. Vaca, búfalo 

Bulgarlcan Bulgaria Vaca 

Dahr India Vaca, Búfalo 

Gloddu Italia Oveja 

Keflr Rusia Vaca, oveja, cabra 

Keshk Irán Cabra 

Koumlss Rusia Yegua 

Jomll Alemania, Holanda Vaca 

Labneh Israel Vaca 

Laktofil Suecia Vaca 

Leben lrak Oveja, cabra 

Leben ralb Egipto Vaca, búfalo 

Leche ácida E.U. Vaca 

Leche cultivada E.U. Vaca 

Leche larga Escandlnavla Vaca 

Mazum Armenia Vaca, oveja, búfalo 

Ouark Alemania Vaca 

Vllli Finlandia Vaca 

Yakult Japón Vaca 

Yogurt Turquía Vaca 
uente: Boten, 1111:1.1.( 1 
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Tabla 14. PRODUCTOS FERMENTADOS Y TIPO DE BACTERIAS 
ACIDO·LACTICAS EMPLEADAS COMO CULTIVO INICIADOR. 

PRODUCTO 

Biogarde o yogurt 
blfido 

Biogurt 

Bulgarlcan o suero de 
mantequilla 

Jo mil 

lanbneh 

Leche iclda 
leche ácida dulce 

Kefir 

PAIS 

E.U. v Alemania 

Alemania 

Bulgaria 

Alemania y Holanda 

Países arabos 

C.E.I., 
Europa v E.U. 

C.E.I. 

Kesh (yogurt de queso) lrdn 

Fuente: Kilera y Trokl, 1984 ( 57) 
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INICIADOR 

Cultivo da yogurt 
+ 

Cultivo de yogurt 
+ 

L. ocldqphüus 
+ 

:i..h.cfil. 
L. bulqarlcus 

Cultivo de yogurt 
calentado 

L. acldqnhitus 
+ 

S thcanqphULJ$ 
+ 

leuconostoc lactis 
+ 

KJumrpmvs!! freqil!1 

+ 
Spgcbtromyc11 e1t1yl111 

L. IC{dODbUµs 

+ 
Ltyqono1too m1119nJ11rold!! 

+ 
~ 

+ 
S19ebtremypt• Cff!yfp19 

+ 
Sacch1romvct1 dtlbrueekl! 

Lactobllos 
+ 

Estreptococos 

MATERIA PRIMA 

Leche de vaca 

leche de vaca 

Leche descremada o 
suero de mantequllla 

Leche de vaca 

Leche de vaca 

Leche de vaca 
deacremada o baja en 
grasa 

Leche da vaca 

Leche de cabra 



Tabla 14. PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS Y TIPO DE BACTERIAS ACID0-1.ACTICAS 
EMPLEADAS COMO CULTIVO INICIADOR (continuaclónl 

PRODUCTO PAIS INICIADOR MATERIA PRIMA 

Koumiss C.E.1. Levadura Torula Leche de yegua 
+ 

L. g/JfQJJ./J/l!S. 
+ 

l....lndrllcWa 

Mauda 'cida cultivada E.U. ~ Leche de vaca 
+ 

SJll;Já 

Quesos Italianos E.U. y Europa Cultivos lnk:fadorea leche de vaca 

Yokult J1pdn J....uuJ. Leche de vaca 

Yogurt Mundial L. bulaaricus Leche de vaca 
+ 

~ tllltlD.QR/J.{/Ja. 

Yogurt •cido E.U. L1 Kld.w1bií.1JJ Leche de vaca baja en 
+ grua 

~1 (b,MmOohflu.t 

Yogurt lfquldo Japón. ~ Leche da vaca 

Fuente: KH•r• V Trekl, 1984. ( 57 1 

A continuación se hace una recopilación de las caracterls1lcas principales, 

como son la composición microbiológica y la tecnología empleadas en la elaboración del 

yogurt que es la leche fermentada por lactobacllos más representativa del género. 

El yogurt ( figura 7 ) es la leche fermentada más difundida en el mundo y, 

seg~n el pefs donde se elabore puede tener diferentes nombres, como se muestra en la table 

15. 
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Tabla 15 NOMBRES DEL YOGURT EN LOS PAISES DONDE SE PRODUCE 

NOMBRE PAIS NOMBRE PAIS 

Mast Irán Katyk Grecia 

Leben lrak, Llbano, Egipto Naja Bulgaria 

Leben ralb Arabia Dahl India 

Zabade Egipto, Sudán Tiatoorti Grecia 

Roba Sudán,lrak Taho Hungría 

Matzoon Armenia Yaourt Rusia, Bulgaria 

Yogurt América 

Fu.nt•: Koslkow1kl, 1877 t 64 1 

Es un producto fermentado de apariencia suave, brillante y de sabor fresco, 

ácido y aromático. La acidez final varía del 0.7 al 1.1% en ácido láctico con un pH 

aproximado de 4.0 - 4.2. Existen variaciones del tipo tradicional de yogurt qua son el yogurt 

líquido, yogurt con frutas, yogurt saborlzado, yogurt congelado, yogurt seco, yogurt bajo 

en lactosa y yogurt bajo en calorías. 

El yogurt tradicional es el producto lácteo resultante del crecimiento asociado 

entre el S Tl!ermoohllus y el l. bu!garlcus, en una proporción de 1: 1. Las dos especies se 

utilizan en conjunto por muchas razones de índole tecnológico como son la velocidad de 

acidificación, consistencia del coágulo, calidad del ácido láctico producido y la Intensidad 

del sabor. En ocasiones se utilizan también otras especies como L. ac!dooh//us y~. 

En especial, hay un producto en el que se emplean las cuatro especies que se conoce como 

blogurt. ( 64 1 
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Envasado a granel 

Fermentación en c~maras 
e 43°C/ 2 hr 

Enfriamiento 

YOGURT NATURAL 

Leche pasterurlzada 

Tratamiento térmico 
e 90°C 15 mln ) 

Enfriamiento 

Adición del cultivo 

- 3 % ) 

Fermentac!Ón en tanques 

42 'e I 3 - 4 hr ) 

Bat Ido 

Enfriamiento 

Envosado ~ granel 

YOGURT BA T 1 DO 

Figura 7. ~todo de manufactura del yogurt. ( 57 ) 
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2.2 QUESOS 

Existen varias razones que justifican la conversión de la leche en queso: 

1. Preservar los nutrimentos de Ja leche en un producto estable, el queso. 

2. La necesidad de esta conversión os Importante al aportar un producto primario; 

la leche, y tenerlo disponible durante todo el año. 

3. Proveer de una mayor variedad de allmantos. 

4. Durante la elaboración del queso, la fermentación de la leche por medio de 

microorganismos específicos, los pasos del proceso y las condiciones y tiempo 

de maduración; Inducen cambios en el cuerpo, textura, sabor, color y 

propiedades nutritivas para crear una amplia variedad de productos. 

Los lactobacllos se emplean como cultivos iniciadores en la elaboración de 

quesos duros de pasta cocida en los que los m.o. del cultivo deben soportar temperaturas 

de 45ºC aproximadamente y crecer a temperaturas relativamente altas. Estos organismos 

Intervienen principalmente durante el proceso de maduración del queso, es por éso que a 

continuación se hace una descripción de este proceso. 
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MADURACION DEL QUESO 

La maduración dol queso Implica cambios en las propiedades ffslcas y químicas 

del mismo, acompañados por el desarrollo del sabor y aroma característicos. Durante la 

maduración, la cuajada es digerida por enzimas y el queso adquiere la firmeza, elasticidad 

o suavidad características. 

Los cultivos iniciadores que se emplean en la manufactura de los quesos 

pueden Intervenir en el proceso de la fermentación para formar la cuajada, o bien, pueden 

participar durante la maduración del producto contribuyendo al desarrollo de las 

características principales del queso. 

Los cambios que se llevan a cabo durante la maduración de los quesos son los 

siguientes: 

1. Cambjos en el cuerno. textura. sabor y aroma 

El término "cuerpo" se refiere a la consistencia del queso e Incluye 

características como la firmeza, elasticidad, plasticidad y cohesión. La transformación de 

la cuajada se debe a la digestión enzimática de la caserna. 

La textura describe la presencia de "ojos" en el queso. Una textura cerrada 

Indica la carencia de dichos "ojos", mientras que su presencia se expresa como textura 

62 



abierta. 

La maduración Implica el desarrollo de compuestos responsables del sabor y 

aroma del queso por acción del m.o. y enzimas que degradan las proteínas, grasas y 

carbohidratos. Los m.o. del cultivo Iniciador van desapareciendo lentamente durante la 

maduración; únicamente los lactobacllos, que pueden estar presentes en la cuajada en baja 

cantidad, se multiplican y pueden alcanzar niveles de 10' a 108 células/gen quesos de 3 -

6 semanas. ( 11 ) 

2. Cambios gufmlcos y bjogufmlcos 

Estos cambios son la fermentación de la lactosa a ácido láctico, junto con 

algunos ácidos volátiles, etanol y pequeñas cantidades de otros subproductos. En ciertas 

variedades de queso tiene Jugar una fermentación secundarla del ácido láctico con 

producción de ácidos propiónlco, acético y CO,. 

La mayor parte del material nitrogenado del queso fresco se compone de 

proteínas Insolubles en agua, pero al avanzar la maduración, parte o todas ellas se hldrolizan 

dando lugar a Ja formación de compuestos solubles más simples: 

Protefna • 

(lnsoltJble) 
"2º - Proteosas • H

2
o 

(Soluble) 

~ Peptonas • 
(SolUble) 

H o -• Am1no~c1do5 _..,.NH (e., ocasiones) 

2 ' 
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La hidrólisis de las grasas se lleva a cabo durante la maduración del queso y 

los productos que se generan son ácidos grasos volátiles de cadena corta, Incluyendo el 

butírlco, caprolco, capríllco y cáprlco. Ciertas cepas de lactobacllos liberan por autolisls, 

Upases Intracelulares que son responsables de gran parte de la actividad lipolrtica en los 

quesos duros. ( 15 ) 

En la tabla 16 se muestran algunas de las características de las variedades de 

queso en donde se emplean lactobacllos como cultivos Iniciadores y a continuación se hará 

una descripción de las características del proceso de elaboración del queso Grana que es 

el producto fermentado por lactobaclios más representativo del género. 

QUESO GRANA 

El nombre Grana, atribuído por su aspecto granular. se emplea para un grupo 

de diversas variedades de queso duro, elaborado en el norte do Italia. Su corteza es dura 

y su peso varía de 30 a 40 Kg. Su sabor fino, dulce y suave que recuerda al de la nuez; se 

logra durante la maduruclón. 

Para su elaboración se utlllza un cultivo Iniciador al 1 % formado por :;,_ 

Theruroohllus y L. bu/qarjcus (u otro lactobacllo termoresistente similar. como ~. L. 

~o~. En la figura 8 se muestra un esquema de el proceso de elaboración 

de el queso Grana. 
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Tltia 16. QJlivoslrádadonlB yl<ra mioci-da las variedadeo da --

Tipo de Queoo Nomlm dd Quoso CUadoo CUtivos fuláóndd Rora FUlción de la 

NoCUado iridadores iridador asocla2 ftora~ 

0.....:lunedad Tiposlt!ll ..... de Q.ndo sólo en d S. 1hormo¡¡tjius PnxU:dón do Nlngt.na Ningt.na - i-iatvr- inlaior áclcloy parlD 
LhelwliaJS del sabor. 

LbUgarirus 

0.....:lunedad V-de Qndosólomel Llactls ProdJc:dónda P.-cHI Famación de - -IKlim lntafor S.aanorls ácido y parlD P.-ctvl "DjoB'ydel 
del sabor; en ~"""'1nri ::""ais. c:aracl&-s. 1hermo;li"ilus 06plldal los 

Lhelwlicus laclDbacilos Rora 'U1!uosa" 5abor ll1IUoso 

L bUgaricus enel Gruymi melGruyau 

l*ly<Uoo;lunedad TiposGtala Q.ndo sólo m el S. lharmoPlus ProdJc:dónde Nlngt.na Ningt.na 

34% ltallanos inlaior. Lholvelicus áclclo y sabor 

L bUgaricus 

Fua!!D: Veelamilru y Waolwnisl, 11183. ( 137) 



Existen algunas variedades de queso Grana, una de ellas es el queso Aslago 

de 1 O a 12 kg de peso, con un ligero sabor picante y leve desarrollo de ojos. Otra variedad 

es el queso parmesano o Reggiano. Su peso va de 11 a 14 kg. 

LQCho Pll!litvi.r IZ"dll 

( r .... asa 2") 

1 
Cll 1 ontaml ento 
( 32 ~ JS° C ) 

1 
Ad1clon óol cultivo 

( 115) 

, 1 
Adicloo <:k•I cunjo 

( o 025 % ) 

1 
co.-t" de lo cuajadn 

Ag1u1.c10~1 y c;alentnonl~nto 
( -'19 ~ I JO mln ) 

[)-&Nido 

( JO mtn) 

1 
Prel'lliado 

1 , 
Ferrnonu11: Ion 

( 15 t / 72 hr ) 

Snlodo 

(N!!.Cl 26 ") 

1 
SQ.caoo 

( 20 t / 7 dÍas ) 

' ~duraclon 

( 10 ~ I 1 - 4 n;;oo¡¡¡ ) 
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CAPITULO V 

INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA 

EN EL MEJORAMIENTO DE LOS 

LACTO BACILOS 



INGENIERIA GENETICA Y BIOTECNOLOGIA 
EN EL MEJORAMIENTO DE LAS CEPAS DE LACTOBACILOS 

INTRODUCCION 

Los estudios de la ingeniería genética han hecho posible el desarrollo de 

procedimientos para el aislamiento, la manipulación y la expresión del material genético 

bacteriano; cuyo potencial en aplicaciones comerciales parece Ilimitado. 

Con los avances de estas ciencia se ha logrado la manipulación bioquímica de 

los genes, desarrollando técnicas que permiten aislar y unir diferentes trozos de DNA, de 

tal forma que producirse moléculas de ADN biológicamente activas que son Introducidas en 

las células bacterianas. 

Antes de desarrollar este capítulo se mencionarán algunos conceptos básicos 

sobre la lngenlería genética. 
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RECOMBINACION GENETICA 

La recombinación genética se produce cuando dos elementos genéticamente 

distintos se combinan en uno mismo. Este proceso puede llevarse a cabo mediante tres 

mecanismos diferentes: 

1. TRANSFORMACION 

Algunas bacterias son capaces de tomar el ADN liberado por otras bacterias. 

En este proceso sólo una pequeña cantidad de DNA puede asimilarse y depende de la 

presencia de un sistema específico en la membrana celular. 

La figura 9 muestra un esquema del proceso de transferencia de DNA por 

medio de la transformación. 

mm 

"" 11berad0 pl7" 111 dOl'll!ldOr 

111eorpor11clondltl 

rreo•••11ito tr11naforJJedot° 

u""' c-"4 ·~ lnt-o-a& 
11111ntru que 111 otrll,... 
r~yo11111m1ood4 

Figura 9. Mecanismo de la transformación genética. ( 13 l 
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2. TRANSDUCCION 

Es un proceso de recombinación en donde el ADN es transferido por medio de 

un virus o fago. Como elementos genlltlcos, los fagos pueden transferir no sólo su propio 

material genético, sino también el de algunas células. La transducción puede ser de dos 

tipos: 

a) GENERALIZADA: En este proceso virtualmente cualquier gen del donador 

puede ser transferido, aunque su eficiencia es baja. 

b) ESPECIALIZADA: En este proceso el ADN de un fago temperado so 

Incorpora al de la célula receptora. Aunque solo los genes 

que están relacionados con el punto de Integración del 

fago son transferidos, este proceso tiene mayor eficiencia. 

En la figura 10 se muestra el proceso de transducción especializada 

esquematizado. 

C~IMI:> 11so.,.ntll[ll:I. 
<:on""'•oot._ado 
E1Attlv1ra1 ... 1rc.:rpor• 
llOIJ 111(,h,lll. 

s..c....,1•l• l••'"t ... 1• 
dolfftgo. 

Figura 10. Mecanismo de transducción especializada. ( 13 l 
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3. CONJUGACION 

Es un proceso de transferencia genética que Implica el contacto célula a célula 

mediante la formación de un puente o "pelo". El material genético transferiilo puede ser un 

plásmldo o una porción de cromosoma movilizado por un plásmldo. 

En la figura 11 se muestra un esquema del proceso de conjugación. 

---
Jt,¡poceptor 

eJ 
Flno.l lzaelon oe 

la. tra.nsft'l'"enera. 

/ 
Cl~llzaclon del AOO del 
p la.Dmido &n e 1 reeept.or 

Figura 11. Mecanismo de la conjugación genética. ( 13 ) 
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PLASMIDOS 

Los plásmldos son fragmentos circulares de ADN bicatenario que se reproducen 

autónomamente y tienen una existencia extracromosómlca. Muchos plásmidos llevan genes 

que controlan diferentes funciones celulares. En el campo de la Ingeniería genética se les 

ha utlllzado con éxito para técnicas de recombinación genética por medio de conjugación. 

CLONACION 

La clonación de genes os la base de la mayoría de los procedimientos de la 

lnganlería genética. El propósito de la clonación es aislar grandes cantidades de un gen 

especfflco en forma pura, lo cual se logra utlllzando un plásmido o un fago como vector de 

clonación. 

Se utillzan también, enzimas de restricción y ADN-ligasa en los procesos de 

recombinación In vitro para producir una molécula de ADN híbrido. Una vez Introducido en 

la célula hospedante, el ADN puede ser producido en grandes cantidades. 
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INGENIERIA GENETICA DE LOS LACTOBACILOS 

De todos los m.o. utlllzados deliberadamente por el hombre, las bacterias ácido 

lácticas (lactobacilos y estreptococos) son las más empleadas. La aplicación de la 

biotecnología sobre estos m.o. Incluye el mejoramiento de las técnicas existentes y el 

desarrollo de nuevos procesos para la clonación de genes esenciales en la construcción de 

sistemas de transformación, para el desarrollo de vectores de clonación y para el 

mejoramiento de los genes que codifican las funciones de fermentación. 

los lactobacilos contribuyen a la conservación de los alimentos al acldiflcarlos, 

impartiéndoles además, ciertas propiedades organolépticas. Inclusive, a estas bacterias se 

les han atribuído ciertos efectos benéficos en la salud. Estas propiedades Incluyen la 

pr!Jvención de padecimientos abdominales e Intestinales, asimilación de colesterol, reducción 

de caries dentales y actividad antltumoral. ( 6 1 

El descubrimiento do éstas y otras funciones metabólicas Importantes, pero a 

la vez Inestables; estimuló el interés· en la Investigación sobre los elementos 

extracromosómlcos de los m.o. pertenecientes al género lactobacjl/us. La mayoría de las 

funciones identificadas se encuentran codificadas en plásmidos e Incluyen: el metabolismo 

de lactosa, resistencia a antibióticos, producción de proteasas, bacterloclnes y ácido láctico, 

y le resistencia al ataque de bacteriófagos. 

El desarrollo de la biotecnología ha abierto el camino hacia la creación de 

72 



programas para el mejoramiento de las cepas Industriales de lactobacllos. En este capítulo 

so hace una descripción de los estudios genéticos y su posible aplicación con el propósito 

de Incrementar la eficiencia de los cultivos iniciadores que Involucran lactobacilos. 

DESARROLLO DE SISTEMAS DE TRANSFERENCIA GENETICA 

En 1976, Chassy y colaboradores reportaron por primera vez la presencia de 

elementos extracromosómlcos en el género LactobacHlus. Es decir, proporcionaron la 

primera evidencia de la existencia de plásmldos en m.o. de este género ( ~ subsp. 

CilHJ., ~ subsp. rhamnosus y L coryaiformis ), ( 19 l 

Desde entonces, las investigaciones acerca del material genético de los 

lactobacilos y Ja transferencia de éste hacia cepas diferentes, han Ido en aumento. El 

mlmero promedio de plásmidos encontrados en los lactobacilos puede variar desde 4 hasta 

7, aunque puede ir de 2 a más de 12. ( 122) 

Para facilitar la manipulación de los plásmldos o de los genes cromosómlcos, 

fue necesario el desarrollo de sistemas de transferencia o recomblanclón genética, es decir, 

aplicar los procesos de transducción, transformación y conjugación. 

Tanto la transducción como la conjugación se han utilizado para confirmar que 

muchas de las funciones metabólicas necesarias en la fermentación se encuentran 
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codificadas en plásmldos. ( 59, 62, 79, 110) 

Para desarrollar cepas Industriales pueden utlllzarse ph!smidos conjugativos de 

alta frecuencia, clonando sus propiedades hacia otros plásmldos no conjugativos con el fin 

de transferir su función especifica a la cepa adecuada. Estos plásmldos de alta frecuencia 

también podrían usarse como vectores de clonación para otros m.o. fermentadores. Sin 

embargo, es necesario el análisis preliminar de estos plásmldos, asr como del proceso de 

conjugación antes de establecer un sistema de transferencia. ( 33 l 

METABOLISMO DE LACTOSA 

Para que los lactobacilos puedan crecer y desarrollarse en la leche, deben ser 

capaces de fermentar lactosa. Este azúcar es metabollzado debido a la presencia de 

fosfotransferasas que son enzimas que transportan el azúcar hldrolizado hacia el Interior 

de la célula (ver capítulo 3). Las enzimas especificas involucradas en este proceso son: 

Enzima·ll·Lac, Enzima-111-Lac y Fosfo-Beta-galactosidasa. ( 79 ) 

En 1977, F. Hofer descubrió que los genes que codifican la producción de las 

tres enzimas se encuentran en plásmidos. En su trabajo, concluye que si se llega a una 

clonación en forma extensa de los genes del metabolismo de la lactosa, se puede 

incrementar la cantidad de los plásmldos presentes en la célula y, en consecuencia, elevar 

el rango de producción de ácido láctico. ( 48 l 
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La hidrólisis de la lactosa en sus unidades de monosacárldos (glucosa y 

galactosa) es importante por diferentes razones: ( 57 ) 

1 . Es una azúcar de baja digestibilidad para una gran proporción de la población 

mundial. 

2. La lactosa es un poco soluble en agua, ocasionando problemas durante la 

concentración del suero de leche o para alimentos en los que se utilice el 

suero. 

3. La lactosa tiene un baJo poder edulcorante. 

Sin embargo, estos problemas pueden superarse si se extiende el grado de 

hidrólisis de la lactosa, ya que sus monosacáridos son más digeribles, de mayor solubilidad 

en agua y más dulces. Por esta razón, se han buscado cepas de lactobacllos capaces de 

producir niveles altos de Beta-galactosldasa y clonar sus genes para construir vectores de 

clonación y en consecuencia, cepas que produzcan las enzimas en exceso. Los genes 

podrían ser utilizados como sistemas modelo en el estudio de la organización, expresión y 

regulación de otros genes de los lactobacilos. ( 30 ) 

Cabe mencionar que además de la Beta-galactosidasa, se han estudiado otras 

enzimas involucradas en las funciones metabólicas de los lactobacllos. Tal es el caso de la 

L( +)-lactato deshldrogenasa que Interviene en la transformación del ácido pirúvico en ácido 
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láctico. En 1991, Sungmin y sus colaboradores lograron determinar en el ~la 

secuencia de aminoácidos y la expresión del gen que codifica la producción de la enzima 

por medio de técnicas de recombinación do ADN. ( 127 ) 

En el mismo año, Posno y colaboradores desarrollaron un sistema de clonación 

de genes que regulan el metabolismo para la fermentación de la D-xliosa en el L. oentosus 

MD353 por medio de las enzimas D-xiiosa !someras• (XylA), D-xiluiosa-quinasa (XylB) y una 

enzima reguladora (XylR). Al lograr la construcción de un vector de clonación (figura 12 ) 

para la transferencia de estos genes en otras especies de iactobacilos ~ y 1= 

12fm11Jmlm.), los autores proponen que el sistema podría ser utilizado como marcador de 

selección de grado alimenticio, ya que pocas especies de lactobacllos pueden utilizar D­

xllosa como fuente enero.ética. ( 93 l 

ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

Los lactobacilos requieren de un sistema de enzimas proteolíticas para crecer 

en el leche y degradar la caseína en productos nitrogenados como péptldos y aminoácidos. 

La actividad proteolftica es una propiedad inestable relacionada con el ADN 

plasmfdlco de los lactobacilos. Los genes que codifican a las diferentes proteasas podrían 

ser intercambiados entre distintas cepas y en ellas se buscaría el control del nivel de 

expresión. Con ésto se conseguiría la construcción de cepas capaces de acelerar la 

maduración de los quesos mediante la manipulación de la actividad enzimática ya existente 
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o Introduciendo nuevas enzimas provenientes de otras fuentes no lácticas. 

El sistema proteolltlco de los lactobacllos es complejo y está compuesto de 

proteasas y exopeptidasas qua se localizan en diferentes sitios dentro de la célula y antes 

de lograr la transferencia de los genes que las codifican, es necesario determinar el número, 

propiedades y localización de ellas. En 1989, Atlan y colaboradores demostraron la 

existencia de dos aminopeptldasas y su locellzación en células de L, bU((J(!ricus CNRZ 

397. ( 3) 

En un estudio similar realizado por el mismo equipo de Investigadores, en 1990 

analizaron la regulación de estas enzimas en el L. delbrueckij subsp. bulqarfcus. ( 4 ) 

CONSTRUCCION DE CEPAS QUE ACELERAN LA MADURACION DEL QUESO 

Uno de los procesos más Investigados por su importancia industrial es la 

aceleración del proceso de maduración de los quesos. Todos los métodos propuestos 

involucran, ya sea, el grado de actividad enzimática, o bien, la concentración de las enzimas 

responsables de este proceso. 

Si las células de los m.o. se lograsen romper o llsar prematuramente utilizando 

un fago y así liberar sus enzimas Intracelulares durante la producción del queso, antes de 

su maduración; se disminuiría la Intensidad del sabor amargo del producto y al mismo 
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tiempo, aceleraría el desarrollo del sabor característico del producto. ( 132 ) 

Así, al separar cepas de cultivos Iniciadores que liberen sus enzimas 

Intracelulares, se tendría un método útil para acelerar Ja maduración del queso. Este 

concepto se basa en los experimentos de Shimlzu-Kadota (1983) que logró el alsl.amlento 

de células mutantes del ~ 5-1. ( 1 22 ) 

Al utilizar estas cepas transformadas genéticamente, se superarían los métodos 

hasta ahora desarrollados para que la maduración del queso sea más rápida, puesto que los 

m.o. liberarían sus enzimas directamente a la cuajada del queso. Además servirían para 

proporcionar enzimas como proteasas, peptldasas, llpasas, esteras as y otras, que mejoran 

el sabor y la calidad del producto final. 

PRODUCCION DE PROTEINAS ANTAGONICAS 

Los lactobacllos producen un cierto número de sustancias antlmicroblanas 

como ácido fáctico, dlacetilo y bacterlocinas. Las bactarloclnas son compuestos proteínicos 

que actúan como bactericidas en contra de especies de m.o. relacionados con ellos. Estas 

sustancias incluyen: lactobrevlna, lactollna, acldofillna, lactaclna y lactoclna. ( 1 17 ) 

Las especies de lactobacilos que producen bacterioclnas pueden llegar a ser 

útiles en el mejoramiento de la seguridad da los productos lácteos fermentados. Hasta hoy, 
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solamente en Europa se ha autorizado el uso de una bacterioclona, la nlslna. A pesar de que 

se han publicado numerosos reportes acerca de la existencia de bacterloclnas, ha surgido 

poca Información acerca do su composición, modo de acción y genética, 

Se ha comprobado Ja existencia de varias bacterloclnas en m.o. del género 

Lactobacil/us; en especifico en L. ac/dooh/lus, L.Ji:aIWJJj, L. o/antarum y ~. ( 53 ) 

Solamente algunas de estas sustancias han sido parcialmente purificadas y 

caracterizadas. Al profundizar en los estudios sobre bacterioclnas puede llegarse a las bases 

necesarias para la construcción de cepas de m.o. que posean propiedades Inhibitorias en 

contra de patógenos que provocan la descomposición de los alimentos. 

Barefoot y Klaenhammer reponaron en 1983, la primera evidencia sobre la 

producción de una bacterlocina en el L. acitloohl/us y la designaron como Lactaclna B. Se 

encontró que esta sustancia es capaz de Inhibir el crecimiento de m.o. indeseables en el 

tracto Intestinal del hombre. ( 5 1 

En 1987, Murlana y Klaenhammer. consiguieron la transferencia genética de 

plásmldos del L. acidoohüus 88 que codifican la producción de bacterloclnas y la inmunidad 

de la célula hospedante a ella, mediante un proceso de conjugación. La bacterioclna, 

designada como lactaclna F, Inhibe el crecimiento de otros lactobacllos como ~.L. 

~. L. bu/qaricus y L. fermentum. ( 86 ) 
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En 1991, Mortvedt y colaboradores, describieron por primera vez un 

procedimiento de purificación de una bacterloclna y la determinación de la secuencia de sus 

aminoácidos en un 75% (figura 13). Esta bacteriocina se designó como lactoclna S y fue 

encontrada en el~. La información obtenida en este trabajo puede ser empleada para 

determinar la genética y el mecanismo de acción de estas substancias. ( 85 ) 

Figura 13. 

Met Giu Leu Leu Thr Ala Ala Val Leu Tyr 
Ala Gly Phe Lys Tyr Ala Lys His Hls 

Asp Val 
25 

Secuencia de aminoácidos de la parte C-termlnal de la lactoclna S. (85) 

RESISTENCIA A BACTERIOFAGOS 

La Infección por bacteriófagos en cultivos Iniciadores es tal vez, el problema 

más frecuente y, al mismo tiempo, el más sujeto a la Investigación de la Ingeniarla genética. 

El ataque de bacteriófagos sobre un cultivo iniciador puede provocar la pérdida 

completa del producto o disminuir la calidad de éste y en consecuencia, ocasionar pérdidas 

económicas. 

Una de las primeras soluciones propuestas para la prevención o disminución 

de este problema, fue rotar los cultivos Iniciadores combinándolos con cepas resistentes a 
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esos fagos. Aunque la forma de resistencia es desconocida; el empleo de cepas 

especializadas disminuye el problema. Por esta razón, estos m.o. son material de enorme 

potencial para la manipulación genética. ( 7 ) 

La Investigación puede enfocarse sobre el ciclo de vida del bacteriófago, ya que 

puede llegar a Inhibirse total o parcialmente. Este ciclo incluyo la absorción del fago en la 

célula de la bacteria hospedante, la Introducción del ADN y la replicación del bacteriófago 

de la célula. 

La resistencia a bacteriófagos so encuentra codificada en plásmldos y con el 

estudio de éstos se han alcanzado grandes logros. El más notable es la Investigación 

reportada por el Instituto Yakult, en donde se ha conseguido la Identificación y descripción 

de diferentes plásmldos en la especia~. En 1987, se logró la caracterización del 

plásmldo pLY101 que codifica el metabolismo de lactosa en este m.o. (figura 14). Antes, 

en 1983, se reportó la construcción de una cepa "curada" de~S-1. Esto quiere decir 

que el m.o. era sensible al ataque de un fago (oFSV), sin embargo, al conseguir mediante 

la utilización de técnicas de recombinación genética un arreglo del ADN del virus, la cepa 

se hizo resistente. En 1985, se consiguió convertir un plásmldo de resistencia de el mismo 

organismo en un elemento de transferencia hacia otras cepas. ( 119, 121, 122 ) 

En Francia, también se han llevado a cabo estudios sobre resistencia a 

bacteriófagos. en 1987 se logró transferir del~ CNRZ326 a L bulqaricus LT4 la 

resistencia al ataque da un fago mediante técnicas de clonación y rotación de cultivos. En 
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BamHI 

Figura 14. Mapa de restricción plásmldo pLY101. Los fragmento& obtenidos por medio d~ andonucl1asa1 H 
designaron de A a E en orden decreclenle de tama"o molecular. La escala num6rlca Indica la distancia en kllobaHI 
(kb) en el sltio BamHI entre los fragmentos A y O. ( 119 ). 



1990 se llegó a la conclusión de que la resistencia al ataque c!e bacteriófagos se debe a la 

existencia de un sistema de restricción-modificación codificado en plásmldos y que éstos 

pueden ser transferidos a diferentes copas que carezcan de este sistema. En estudios más 

recientes ( 1992 ) se consiguió caracterizar morfológlcamente y evaluar el rango de 

hospedantes de 35 tipos diferentes de bacteriófagos del L. he/veticus. ( 23, 102, 113) 

Se han hacho numerosos estudios sobre fagos que atacan a las diferentes 

especies de lactobacilos. Los avances conseguidos en este campo permitirán la clonación 

de los genes responsables de los diferentes mecanismos de resistencia y al mismo tiempo, 

se facilitará el análisis molecular de estos mecanismos para lograr su expresión y regulación. 

Esta Información ayudará al mejoramiento de cepas industriales. 

FORTIFICACION DE ALIMENTOS 

La mayoría de los m.o. sintetizan aminoácidos que requieren para sus 

diferentes funciones. En algunas ocasiones, varios de estos aminoácidos son liberados al 

medio de crecimiento. Se ha encontrado que algunos m.o. y sus cepas mutantes son 

capaces de excretar aminoácidos específicos. Tal es el-caso de l ac/doohl/us y el L.. 

~ que sintetizan llslna, aminoácido esencial. 

Le acumulación de este tipo de aminoácidos en productos lácteos fermentados 

como yogurt y leche ácida, ayuda a la fortificación de los mismos por el empleo de cepas 

sobreproductoras de metabolitos esenciales como cultivos Iniciadores. ( 112 ) 
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RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 

Existe poca Información acerca de la resistencia de los lactobacllos hacia 

antibióticos. Sin embargo, se ha comprobado que esta propiedad se encuentra codificada 

en plásmldos. 

Las especies más resistentes a antibióticos son ~y L. acldoohjfus. por 

lo que su material genético se ha utilizado como vector de transferencia hacia otras espacies 

de lactobacllos. Por ejemplo, en 1987, Tannock llevó a cabo la transferencia conjugatlva 

de un plásmldo de resistencia a la erltromlclna del~ hacia otros m.o. como~. 

~.L. fermentum, ~y L. salivadus. ( 6, 129, 138) 

CONSTRUCCION DE VECTORES 

La investigación sobre genética de los lactobacllos ha permitido hacer una 

clasificación más completa de estos m.o. e investigar algunas propiedades que tienen en 

beneficio de la salud. ( 41, 103 J 

Sin embargo, las herramientas genéticas disponibles para el estudio del género 

Lac(Qbacfllus son extremadamente limitadas. Lo primero que se requiere es un vector de 

clonación. Un vector es una secuencia de ADN que sirve para mantener el gen deseado en 

la célula hospedante. El vector debe replicarse siempre que la célula hospedante se replique 

y se debe evitar su segregación y pérdida durante la división celular. 
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La segunda herramienta es un sistema de transformación para recoger el ADN 

liberado por una célula y después Introducirlo en otra. Una célula puede ser transformada 

por medio de diferentes técnicas; algunos organismos pueden ser manipulados de esta 

manera con sólo modificar las condiciones fisiológicas. En otros casos, la pared celular debe 

removerse para obtener protoplastos capaces de recibir el ADN deseado. ( 1 O ) 

Se han construído varios vectores para las bacterias ácido lácticas. Sin 

embargo, la eficiencia de cualquier vector queda en duda mientras no sea introducido 

exitosamente en el hospedante deseado. El fracaso de un vector puede atribuirse a 

diferentes factores: ( 6 ) 

a) Inactividad del material genético durante la construcción del vector. 

b) Ausencia de marcadores de expresión adecuados. 

c) Incompatibilidad del vector con otros plásmldos endógenos de la célula 

hospedante. 

A pesar de disponer de sistemas para transferencia del material genético entre 

diferentes especies de bacterias ácido lácticas por conjugación o transducción; la mayor 

limitación para estos procesos era la ausencia de un vector plasmídlco. Los avances en este 

terreno son muy recientes. En 1987, Watanaba y colaboradores, reportaron la creación de 

un sistema para la obtención de protoplastos del~ ATCC 27092 utilizando una 

enzima del bacteriófago PL·1, y después regenerar las células del organismo. ( 141 ) 
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En 1989, Taklguchl y colaboradores, consiguieron caracterizar e Identificar la 

secuencia de nucleótldos de un plásmldo en el l. helveticus subsp. /JJ!JJJJ:Jicon Información 

especifica para la resistencia a antibióticos (figura 15) y proponen que este factor podría 

utlllzarse como vector da clonación para seleccionar cepas más eficientes del m.o.( 128 ) 

En el mismo año, Raya consiguió la primera evidencia sobre transducción 

plasmldlca en el género lactobacil/us. En esta estudio se analizó un fago del l. aclcfoohUus 

que puede provocar ciclos líticos y lisogénlcos en la célula hospedante. Se demuestra 

además, la habilidad del fago para mediar la transducción da plásmldos entra diferentes 

cepas del organismo. ( 99 ) 

En 1991, Posno y colaboradores describieron la construcción de tres vectores 

plasmldlcos (figura 16) y su Introducción en diferentes cepas de~. l. oentosus, J.. 

Q/mJ.JMJJm., ~. l. acjcloohl/us y l. fermentum; por el método de electroporaclón. 

Además, se analizó la estabilidad estructural y de segregación da los vectores en las cepas 

de los m.o. estudiados. ( 93 l 

Algunas funcionas metabólicas da los lactobacllos pueden beneficiarse a partir 

de los cambios provocados por manipulación genética. Un ejemplo de asto es el control de 

la acidificación del medio de crecimiento. 
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En el yogurt, por ejemplo, el pH final es de 3.8 - 4.2. Un problema para la 

conservación de este producto es la disminución del pH debido a la actividad catabólica de 

los lactobacllos del cultivo Iniciador que permanecen activos en el producto final. El control 

de la acidificación puede lograrse alterando genéticamente la regulación del ciclo do Ja 

glucólisls. Los primeros experimentos con este propósito se llevaron a cabo en el J... 

~. regulando la producción de la Beta-galactosldasa, primer enzima que interviene 

en el catabolismo de la lactosa. ( 6 1 

Con estas evidencias, los puntos de enfoque para Ja manipulación por 

recombinación genética de los lactobacllos, recaen en dos categorías: 

1) Mejorar las funciones catabólicas del m.o. 

21 Introducir y expresar los genes de otras especies o géneros de m.o. para 

producir nuevas características o propiedades. 
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FUTURO DE LA INVESTIGACION SOBRE EL GENERO lactobacj/lµs 

La Ingeniería genética se encuentra en el umbral del desarrollo de una 

tecnología para construir cepas de lactobacllos con nuevas características. El nllmero de 

posibles avances que pueden lograrse os muy amplio. 

En un principio, las cepas pueden llegar a marcarse para distinguir con facilidad 

los organismos similares. También es factible mejorar las rutas bioquímicas (o introducir 

nuevas) que dan lugar a la textura y al sabor de un productO. Introducir genes de resistencia 

a fagos; mejorar el rango de crecimiento y aumentar la tolerancia a la acidez o los 

tratamientos térmicos. Podrían Introducirse genes que codificaran la producción de 

antibióticos que supriman la contaminación y el deterioro ocasionados por otros m.o. Se 

podrían Introducir nuevas características metabólicas como la producción de enzimas tipo 

ranina para eliminar el uso de quimosina (cuajo) en la elaboración de quesos. 

Otras posibles aplicaciones a futuro de la Ingeniería genética sobre los 

lactobacilos, incluye el aumento de la contribución nutricional de estos organismos en 

ciertos productos. Podrían desarrollarse cepas con efectos terapéuticos especrtlcos, 

aprovechando su capacidad de colonizar el tracto Intestinal. Los lactobacilos podrían ser 

utlllzados como vehículos en la elaboración de vacunas. 

Debido a que pueden ser cultivados an gran escala y a que fermentan materias 
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primas de bajo costo, podrían ser modificadas para producir metabolltos secundarlos que 

en la actualidad son producidos por otros m.o. menos accesibles a Ja recombinación 

genética. 
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CONCLUSIONES 

Los lactobacilos tienen la capacidad de Implantarse en el tracto Intestinal, de 

tal forma que compiten por los nutrimentos, haciéndolos lnnacccslbles para otros 

organismos; ayudando a mantener la flora Intestinal normal. Además ejercen acciones 

antagónicas sobre otras bacterias al producir sustancias antimicroblanas y bacterioclnas. 

Los lactobacllos ejercen acciones slnérgicas al producir metabolitos como 

vitaminas, enzimas y ácidos orgánicos que favorecen el crecimiento de microorganismos 

utlllzedos como cultivos Iniciadores. 

Desde el punto de vista Industrial, este género de bacterias es Importante por 

que al fermentar la lactosa producen ácido láctico, favoreciendo la conservación de los 

productos, y al degradar las proteínas y grasa de la leche, mejoran su dlgastibllldad y 

contribuyen al desarrollo del aroma, sabor y cuerpo del producto. 

En el campo de la Ingeniería genética se han hecho avances muy notables 

sobre el género Lactobacjlluv. Se ha logrado identificar material extracromosómlco 

(plásmldos) que codifica funciones metabólicas ospecrticas en el m.o. estudiado. A partir 

de estos descubrimientos se han llevado e cabo numerosos trabajos con el objetivo de 

mejorar las especies de lactobacllos utlllzadas como cultivos iniciadores en la producción 

de derivados lácteos. 
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Con la construcción da vectores de clonación de genes se han desarrollado 

cepas de lactobacllos capaces de degradar otros carbohldratos distintos a la lactosa, 

utlllzándolos como fuente energética. También se han construido cepas que pueden 

sintetizar compuestos (bacterloclnas) que Inhiben el crecimiento de m.o. que ocasionan el 

deterioro de los productos lácteos. 

Uno de los mayores problemas en la utilización de un cultivo Iniciador es el 

ataque de bacteriófagos. Con la aplicación de las técnicas de ingeniería genética, se han 

desarrollado cepas de lactobacllos resistentes a los fagos, mejorando de esta manera su 

capacidad de fermentar los componentes de ra leche. 

Otro problema que puede presentarse con los cultivos Iniciadores es ta 

presencia en la leche de los antibióticos que se utilizan durante el tratamiento de la mastltls. 

Sin embargo, ya se han construido cepas de lactobar.llos resistentes a los antibióticos de 

amplio espectro. (erltromlclna y amplclllna). 

Además de estos avances, también se ha llegado a la Identificación de los 

genes que codifican los sistemas enzimáticos de los l~cH>bacllos que se encuentran 

involucrados con el metabolismo de la lactosa y de las principales proteínas de la leche. Esto 

puede aprovecharse para mejorar y acelerar los procesos de fermentación que se llevan a 

cabo en la elaboración de productos lácteos. 
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El éxito Inicial de la ingeniería genética, abre las puertas para el desarrollo de 

nuevas cepas de lactobacllos, pero todavía hay mucho por aprender. Sin embargo, en vista 

de la Importancia económica de los lactobacllos en los procesos de fermentación, el Interés 

por mejorar las caracterlstlcas de las diferentes especies de este género de bacterias ha Ido 

en aumento, por lo que se han hecho considerables esfuerzos para obtener cepas con 

nuevas caracterlstlcas de utilidad Industrial. 
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