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OBJETIVOS !

Destacar la importancia del proceso biogufmico de la fermentagién lsctica en

la obtencién de derivados de la leche.

Destacar la importancia que tiene el género Lactebacillus en la produccién de

derivados ldcteos fermentados.

Recopilar los datos acerca de los avances de la importancia de la ingenierfa
genética y de la biotecnologla sobre el género Lactobacillus aplicados al

mejoramiento de la produccién de derivados ldcteos.



CAPITULO |

IMPORTANCIA DE LOS
DERIVADOS LACTEOS




IMPORTANCIA DE LOS DERIVADOS LACTEOS

1. IMPORTANCIA NUTRICIONAL DE LOS DERIVADOS LACTEQS.
La leche es un liquido segregado por las glandulas mamarias de las hembras
de los mamiferos, tras el nacimiento de la crfa. De composicién compleja, color blanco

opaco, de sabor dulce y pH cercano al neutro. { 2 }
Quimicamente, la leche es una emulsién de materia grasa en forma globutar
en agua. A la vez, la materia proteica forma una suspension en el suero constituido por una

solucién que contiene, principalmente, lactosa y sales minerales.

Las necesidades nutricionales de las diversas especies animales varfan, de tal

modo que ia leche de los diferentes mamiferos es distinta en su composici6n. (Tabla 1}

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

Extracto Materies Nitrogenadas
seco total Materia Lactosa Sales
grasa Total caseina % | N.N.P%*
Humano 11,70 3.50 6.50 0.25 1.40 28 17
Yeogua 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 13.80 4,30 4.70 0.80 4,00 7% 7
Oveja 18.10 7.60 4.50 1.10 6.00 77 5
Bafalo 17.80 7.50 4.70 0.80 4,80 80 -
Cebu 13.45 4.97 4.59 0.74 3.18 75 ~—
. Materias nitrogenadas no proteicas.

Fuente: Alsis, 1984, (2}



La importancia de la leche se basa en su alto valor nutritivo, ya que sus
componentes se encuentran en forma y proporcién adecuados para ser el alimento méas
balanceado en la dieta del nifio y del adulto. Ademas, proporciona la mayorfa de los
nutrimentos y contiene diferentes substancias que actian en el sistema inmunoi6gico (Tabtas
2,3y 4). Por gjemplo, la leche humana contiene el llamado "factor bifidus” que propicia el
crecimiento del Lactobacillus bifidus en el intestino de! bebé produciendo 4cido lactico 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 Lactobaclus

idophil

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

Nifio Adulto
Nacasidades* 1 1 lsche sporte Necesidadas® 1 ¢ loche aporta 100 g. queso®

Enorgla 1,500.0 cat. 40 % 2,800.0 cal. 22% 13 %
Protelnas 50.0 g. 70% 700 9. 45 % 38 %
Calcio 08g. d 0.8 g. d d
Féstare 08g. d 10 g 100 % . &0 %
Hisrso 10.0 mg. 10% 150 g. a% 5%
Ratinot 5,000.0 L.l 40 % 5,000.0 Ul 40 % 0%
Vitsmina D 450.0 U1 5%
Tismina 0.7 mg. 60 % 1.5 mg. 0% 1.5 %
Riboflavina 1.3 mg. d 2.5 mg. 60 % 8%
Vitamina PP 9.0 mg. 12% ' 15.0 mo. 8%
Ascérbico 40% 750 mg. 25%
= Necevidades de un o s Cineo afios on buen 88(8d de selud.

b Nacosidades de un adulto an buan sstado do ssiud con un trabsjo moderado,
€ Quoto do lecha entors de pesta dura
d Mas del 100%

Fusnte: Afais, 1984, {2}



Tabla 3. Valor nusiivo de a inche y sigunoa Productos kictacs. (Valosas en 100 g de poscidn comastibis; peen neto)

Ewgla Protims Gras:  Catobidatos Casico  Hero  Tismim  fbofevin  Niacime  Asctibico  Fesinol
(Keal) @ ] o (mg) {mg (mg) (o tmg) (mg} (mcgEq)
Producto
Lacha fesca de vaca S8 as a4 as 143 a3 aos o1 ot 1 -]
Lache harvida de vaca as as as 112 o3 0ot as at g ”
Oueso amatin ase M2 280 25 s 17 .08 L13] [} o 20
Quseo chiembxa 458 -1} are 19 785 1] 008 one oo [} 184
Queao caxaca a7 57 20 ao 80 a3 (1. % a2 n
Quoao holendés 374 a7 280 - 229 17 a.08 a.sf 3] 283
Fuants: Haméndez, Chevez y Bourges, 1987. (47)
Tabla & de ialnchey Micteca( g. do poc 100g de peotsina )
Producto Usi isoleucina Temonina Valira Loucina Triptolano Metionina Fenfaianina
Lache Sweca de vaca. m 554 452 [+ nea 1.40 248 s.12
Loche pastestade 720 838 445 741 1251 - 250 a0t
Quaso Chadder 748 688 am 7.3 a8 129 265 47

Fuerte: Henéndez, Chavez y Bourgas, 1987. {47)



En las tablas 2, 3 y 4 puede apreciarse que Ia 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 més sustancias alimenticias esenciales
que cualquier otro alimento natural. Una ventaja méas de la leche es que es uno de los
alimentos méas econémicos para el hombre, suministrando proteinas de alto valor biolégico,
atn més econdmicas que las de la carne, el huevo y el pescado; al mismo tiempo aporta
calcio y vitaminas A, B1 y B2. Tomando en cuenta los hébitos alimenticios del hombre, la
leche puede considerarse un alimento "seguro y protector”. Estas denominaciones se

aplican también al queso.

La prevencién de la contaminacién de la leche es importante para su
conservacién. Se trata de un producto muy (4bil al ataque de los microorganismos {m.o.),
es por esto que existen numerosos procesos cuyo objetivo principal es prolongar el perlodo
de vida de anaquel de la leche. Para conservarla se emplea el calor por medio de la
pasteurizacién y ultrapasteurizacién; y se emplean temperaturas bajas en Ia refrigeracién y
congelacién. Otros procesos utilizados son la desecacion bara obtener productos

condensados y en polvo; la adicién de conservadores, la radlacién y la fermentaci6n,

Los productos lacteos fermentados se dividen en dos grupos: los quesos y las
leches fermentadas. Cada grupo incluye una amplia gama de subproductos que varfan en

cuanto a su sabor, consistencia y composicién.



Hoy en dfa existen métodos de conservacién superiores a la fermentacién, sin

embargo, la importancia de los derivados lacteos 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.

4,

Varios productos finales de la fermentacién, particularmente los 4cidos y los

alcoholes, son inhibidores de m.o. patégenos.

A menudo los alimentos fermentados son méas nutritivos que sus equivalentes
no fermentados. La razén de esto se debe a que los m.o. no solo degradan
compuestos complejos, sino que también sintetizan vitaminas y otros factores

de crecimiento.

La fermentacién produce cambios en la textura y sabor del alimento inicial,
Este punto es importante, en cuanto a la aceptacién de un producto, ya que
mientras algunas personas no consumen leche debido a su sabor, sl aceptan

los productos derivados de ellas.

Hay individuos que presentan intolerancia a la lactosa. Estas personas son
incapaces de digerir este azicar, por que no pueden sintetizar la enzima

lactasa, la cual se requiere para degradar el azticar de la leche. Sin embargo,

en los productos 14 fermer {a 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.



2, IMPORTANCIA DEL GENERO Lactobacl/lus EN LA PRODUCCION DE DERIVADOS
LACTEOS

Los m.o. partenencientes al género Lactobacillus pueden ser encontradostados
los dfas en los productos lacteos como el yogurt, leches &cidas y quesos duros. Junto con
ellos, se encuentran bacterias del género Streptococcus (S, cremoris, S. lactis, S.
diacetylactis, S. thermophilus} y algunas especies de estreptococos heterofermentativos o
Leuconostoc (L. cremoris, L. lactis). Ei valor exacto de los productos fermentados por
lactobacitos en el mercado mundial es dificil de determinar, pero probablemente totaliza los

10 billones de délares. (vabla 5).{16)

Las razones de la gran difusién de los lactobacilos en la produccién de

derivados lacteos fermentados son:

1. Pueden ser cultivados en gran escala.

2, No son patégenos.

3. No producen toxinas ni sustancias téxicas.
4, Son aerotolerantes.

5. No requieren aereacién para su cultivo.

6. Resisten pH bajo.

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

8. Fermentan diferentes fuentes de carbohidratos. (Suero de leche, ensliados,
almidones, etc.)



9. Su crecimiento es répido y abundante,
10. Los cultivos son estables y viables.

11.  No forman esporas.

Estas razones justifican la realizacién de un estudio que recoplile la informacién sobre el uso
de los lactobacilos como cuitivos iniciadoras; las condiciones necesarias para su crecimiento
en medios de cultiva de laboratorio y en fermentadores industriales; las rutas metabélicas
que llevan a cabo durante el proceso de fermentaci6n; los procesos en los que intervienen

y los avances gue se han hecho con el fin de mejorar 1a produccién de los derivados lacteos.



Tabla 5. CONSUMO CONTINENTAL, GLOBAL Y PER CAPITA DE PRODUCTOS
LACTEQS FERMENTADOS.

( valares en 1000 toneladas métricas }

Yogurt Otros
Global 1,748.4 2,492.1
Continental Norteamérica 296.3 een
Sudamérica 61.0 21.0
Africa | e J—
Europa* 1,031.2 2,223.0
India, Japén e israel 371.8 238.1
Australia. 24.0 s
Palses® Alemania 6.1 1.3
Austria 5.3 2.2
Canadé 1.7 ——
CEIlL | e 6.5
Dinamarca 9.2 7.8
E.U.A. 1.2
Finlandia 8.0 27.0
India 3.5 —
Japén 1.0
México 527,
Noruega 2.0 7.6
Suecla 3.9 19.4
; por odpita (Il:ﬂl do Entadon

Fuents: Kilara y Treki, {57 )
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“ LACTOBACILOS COMO MICROORGANISMOS INDUSTRIALES J

1. CARACTERIZACIQN MORFOLOGICA

£l género Lactobacillus es miembro de la familia Lactobacilfaceae. Son bacilos
rectos o curvos, Gram-positivos, que no forman esporas, rara vez son moéviles y pueden
fermentar la glucosa. Pueden ser homafarmentativos, produciendo més de! 85% de 4cido
lactico a partir de la glucosa, o bien, heterofermentativos, produciendo dcido lactico en un

70% y el 30% restante consiste en biéxido de carbono, etanol y/o acido acético. { 117}

SUBGENEROS
El género Lactobacllfus se divide en tres subgrupos de acuerdo a las
temperaturas 6ptimas de crecimiento y a los productos finales de fermentacién. Estos

subgrupos son Thermobacterium, Streptobacteriumy gefabacterium. Los dos primeros son

homofermentativos y el ditimo corresponde a organismos heterofermentativos.

Las especies que pertenencen a los meanabjﬂmm y S_tzep_xmuedum

contienen la enzima fructosa-1,6-difosfato aldolasa (FDP-aldolasa), mientras que las

especies de Streptobacterium { 1también gl -6-fosfatodeshidrog {G6PDH)

y 6-fosfog! deshid {6PGDH}, en el caso de las termobacterias, algunas

especies contienen tanto G6PDH como 6PGDH, mientras que en otras (L. delbrueckif, L.
lactis y L. leichmanii), estas dos enzimas estan presentes en cantidades muy pequefias o

no son detectadas. { 144 )

10



Los tres subgéneros se encuentran bien definidos y en 1a tabla 6 se muestran
las pruebas bioquimicas empleadas para clasificarlos. En la préactica, las betabacterias se
distinguen de los lactobacilos homofermentativos por la produccién de biéxido de carbono
a partir de la glucosa. Se obtiene una confirmacién porterior por el requerimiento de tiamina
para su crecimiento, {8 ausencia de FDP-aldolasa y por la produccién de manitol como
producto terminal de la fermentacién de fructosa. También muchos lactobacilos

heterofermentativos producen amoniaco a partir de arginina.

A las cepas homofermentativas, es decir, termobacterias y estreptobacterias,
para fines practicos se les ha designado como grupos | A y | B, respectivamente. El
subgénero Betabgcterium se divide en los grupos Il A y I B; este dltimo es menos activo
bioquimicamente. Dentro de cada subgrupo se encuentran clasificadas las diferentes

especies de los lactobacilos. (Tabla 6). (117 }

Las especies pueden diferenciarse mediante pruebas bioquimicas y fisioldgicas
simples (Tabtas 7 2 10). La determinacién de los isémeros de 4cido lactico formados a partir
de glucbsa es extremadamente Gtil para la identificacién. La cantidad total de 4cido factico
puede ser determinada por pruebas quimicas y la de 4cido L{+)-lactico se determina por
pruebas enziméticas, tomandose como diferencia el 4cido D(-). Las cepas que no se han
podido identificar a nivel especie, han sido designadas al menas, dentro del subgrupo
aproplado. En algunos casos, una identificacién posterior es innecesaria, pero si debe
hacerse una agrupacién funcional,es decir, la deteccién de todas las cepas que praduzcan:

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



Tabla & Subdivialén del género Lactobaclius.

1 Homolemrartativos

1 Hetorolesentalivo

Fesnerta ghxcosa cael compistamants
(mis del 25% ) hasta fcido ictico {AL)

Fermerta glucosa hasta AL | 50% )}
+ CO2 + fcido acético + otanol

CO, apari da ghroea
Recuiara tisenina pass of crocirniorto

Fermanta Suctuosa para producls mankol

Crecimionto 8 45 C
Cracimiorto a 1S C

Fermenta thosa

€O, & partir da ghoconslo

Betabacterium &
Depende ds la especia
Depends de ka szpecie

+ ( generalmente }
+
A B
otanod,
inactivos & s mwyoda de
los carbohidratos
L fecmentusn L hiigarl
L callobloss L tichodes
L beevis | fnucivorans
L buchred L desidiosus
L wddoacern L hetssobiochl
L corfums

a
Ranccién variable .
Fusrte: Shespa, 1982 (117}



THERMOBACTERIUM
Hay diez especies reconocidas (tabia 7), dos de ellas son anaerobias. Se ha
sugerldo que L, lactis v L. bulgaricus pueden ser variantes de una misma especie. La

presencia de granulos purpuras con azul de metileno distingue répidamente estas dos

especies del [, hefveticys. { 117 )
STREPTOBACTERIUM

Ademds de las especies clésicas {. plantarum y L. casej con sus subespecies
glactosus y rhamnosus, se reconocen dos subespecies mas de L.case/ que son: L._casel
subsp. rolerans, un organismo termorasistente aislado de la leche pasteurizada; y L. casel
subsp. pseudoplantarum. que ha diferencia del L. casei subsp. toferans, produce 4cido DL-
lactico. Hay cinco especies més dentro ds este subgénero, pero que son menos activas que
las anteriores (Vebla 8); L. Xv/osus, L. curvatus, L.corypiformis, L. homohioehi v L.
vamanashieasis. (1}

BETABACTERIUM

El grupo I A contiene especies muy activas en cuanto a sus patrones de
fermentaci6n (Vabla 9. L. fermentum vy L. cellobjosus estén muy relacionadas. Se considera
que L. buchneri podrfa ser una especie de L frevis; lograndose distinguir principalemte por
la fe(rmentacién de melezitosa. Existen muchas propiedades en comun entre £. viridescens
y L. confusys, incluyendo la formacién de lama y los patrones de fermentacién de azticares,

por lo que se considera que estas especies estdn muy relacionadas. El grupo |l B (tabla 10)

13



Tabla 7. Caractesisiicas de dimenciaciSn on las especiss de Thasrobectetmn { Gapo 1A). 2

Espacia do 2 £ 3 b
; ggg % de Viamines
N L :
— 13 3§22, 45, 3;:51212 2 5 s
2 s 2 £ 3
P EERREEEEEEE I E BT
£ 33 §3 333 3355343¢ = £ g 2
L dolbasnckl d D{-) - = - W - g = = -~ - % = + - =
L belchmanni + d D(-) + + -+ o+ - L -+ -
L tactle + = D) d ~ = + 4+ 4+ = = % = + + . = -
L. buigasicus + - D{) e T L
L hoiveticun - - Dt - = = 4+ + 4% = = = - =~ 4 + o+ = -
L acidoptilue - - + + + + + + - d + - o+ * -+
L. nalivachss - - L{+)yDt 4 - - + + + + + 4 + + + + -+ -
L jonsend - %+ D9 I A . T T I 3 - o+ o+ -
L. Rardnis - = Dl + + + + + + - o+ o+ - o+ - . ..
L visroe - - D() 04+ 4+ + -+ + d + d
a .
NInguno femnarte iboss, o, o +, reaccién poskivo; -, ..
Peaccin neguiiva; d, Reaccién vaable; w, Reaccifn dibl;,. no hay datos dieporibies
b
+, — No hey
e
Ackio mess - dismino pimélico en la pared cakider,
e
L{+), B5%; D{-), 5%

Fusrte: Shape, 1983 {117)



TABLA 8. Caracters de cliererciecifn 0o s eepecies de Sheptobactetan  { Gnpo18). ®
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L coryilomnis ~ DLoD(3 - - - - + - + + - d4 ¢ 4 - - . .
L fomoblocht - D(2) o 2 - . - . e e
L yurmrasttiorss R N B e R
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€ dingura sxcepto sigunas cepas de L fascimivis, producs NH, & partir de argininstajo las condiclones.

B adddo Samino tlndlico an s

Fuents: Starpe, 1983, ( 117).
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comprende especies inertes a la mayorfa de los carbohidratos, capaces de crecer a pH
menores de 3.2 y son tolerantes a los 4cidos orgénicos y al etanol. Han sido menos
estudiados que los otros géneros y estan presentes en habitats méas restringidos.

(37,144 )

La clasificacién de las especies dentro de los tres subgéneros debe ser
confirmada posteriormente y por datos genotipicos. La mayorfa de los estudios taxonémicos
confirman la identidad de las espaecies de Lactobacillus 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 caracteristicas. Sin embargo, en algunos casos se ha demostrado que una especie

fenotipicamente homogénea contiene mds de un genotipo. { 28, 103 }



2,  CARACTERIZACION POR DETERMINANTES ANTIGENICOS

Los estudios serolégicos en lactobacilos han mostrado que muchas cepas
pueden clasificarse dentro de siete grupos basados en determinantes antigénicos
aspecificos. Como se muestra en la tabla 11, los polisacéridos liberados en esta
determinacién y que son responsables de la especificidad de los grupos A - F, son de tres

tipos: polisacéridos de la pared celuler, &cidos teicoicos de la pared celular y acidos

teicoicos de la membrana celular. { 109 }

La separacién de los lactobacilos en diferentes grupos serolégicos ha sido una

confirmacidn Gtil de las especies caracterizadas fisioldgicamente.

Tabla 11. ANTIGENOS DEL GENEROQ Lactobacillus.
Especie Grupo Antig L
L._hetveticus A AGT Pared-membrana Alfa-Gle
L. casel B Polisacdrido Pared Alfa-Rha
L. cosei c Polisacdrido Pared Beta-Gle
L. planterum D ATR Pared Alfa-Glc
L. lactis E AGT Pared
| b CHS
L. bulgaricus E AGT Pared
L. brevis 3 AGT Pared
L. buchneri E AGT Pared
L. fermentum £ AGT Alfa-Gal
L._salivarivs G - -
Bssse =
A AGT, dcido gli ATR, dcldo ribito-teicoiao; Glc, D-glucosil; Rhs, L-thsmnasil; Gal, D-galactosil.

Fuente: Shatpo, 1983 (117}




3. BELACIONES GENOTIPICAS

DETERMINACION DE LA COMPOSICION DEL ACIDO DESOXIRIBONUCLEICO
DE LOS LACTOBACILOS

Loos estudios sobre la composicién del ADN de los lactobacilos permiten una
mejor identificacién de las especies y la confirmacién de los grupos genotlpicos. La
diferencia en el contenido Guanina y Citocina {G + C) indica que los organismos no se
relacionan entre sf, sin embargo, la similitud o igualdad en este contenido, no significa
necesarlamente que las cepas se relacionen. En el caso de los lactobacilos, al determinarse

la composicién de las bases del ADN se han confirmado las especies fenotipicas.

En la tabla 12 se muestra una recopilacién del contenido G + C en los
lactobacilos.
Las especies de Thermobacterium se pueden dividir en dos grupos; uno con
. un contenido G + C del 34 - 38 mol %; el otro con un contenido més alto, 48 - 50 %. De
éstas ultimas especies, tres (L, leichmanii, L. lactis v L. delbrueckid c‘omprenden el grupo
de homofermentativos abligados. La mayorfa de las estreptobacterias tienen valores entre
39 y 46 mol %. L. yamanashiensis, que taxonémicamente no se puede clasificar dentro de
alguno de los tres subgéneros, fenotipicamente es una estreptobacteria. En cuanto a las
betabacterias, L. fermentum y L. cellobiosus, especies que se encuentran en habitats
animales, tienen valores mas aitos que el resto de las especies heterofermentativas.

{117}
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Tabla 12, COMPOSICION MEDIA DEL ADN DE LOS LACTOBACILOS.

{Mol% G +C)
Hi fi i H fi i Homofermentativos
T S e e
fivariy 34.7 L. fructivorans 39.4 L. Yamansshiensls 32,0
L. fepseli 36.1 ildargii 40.3 L. xvlosus 39.4
L. acidophilus 37.6 L. confusus 41.0 L curvotus 43.9
L, hetveticus 39.3 L. trichodes 42,7 L. coryniformls 45.0
L. bulggricus 50.3 L. viridescens 37-42 L plentarum 45.0
L dzetls 50.3 L brevis 42-46 L._homehiach! 46.0
£, delbrueckii 50.0 & buchner 44,3 L.cosei 48.4
L ruminis 43.7 Lfermentym 53.4
Lovitulinis 34-37 L. cellobiosus 53.1
Lo e

Fusnte; Sharps, 1983. 1 117}

4. HABITATS

Los lactobacilos tienen requerimientos nutricionales muy complejos, necesitan -
de la suplementacion de carbohidratos, amoniacidos, péptidos, 4cidos grasos y ésteres de
4cidos grasos, sales, derivados de &cidos nucleicos y vitaminas. Su metabolismo generador
de trifosfato de adenosina (ATP) es fermentativo y produce grandes cantidades de 4cido

lactico y otros productos.

Los lactobacilos crecen en una gran variedad de habitats, las diferentes
especies se han adaptado para crecer en diversas condiciones ambientales.
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Entre los habitats donde se desarrollan estos m.o. se encuentran la cavidad oral
y el tracto intestinal del hombre y algunos animates formando parte de la flora microbiana

normal; y en la vagina de la mujer.

Ademés, los lactobacilos se desarrollan en una gran cantidad de alimentos
como son {a leche y sus derivados, en donde pueden aparecer sin provocar efecto alguno,
o blen, ocasionar reacciones deseables o indeseables; esto es, pueden obtenerse nuevas
productos como feches 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
cérnicos, en los vegetales y ensilados, en los jugos de frutas, y en una amplia variedad de

bebhidas alcohélicas 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 acld&f"a y sus reqherlm]enms nutricionales. deos'los
medios' deben contener factores de crecimiento adecuados, que usualmentev 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,
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MEDIQS DE CULTIVO

Cuando los lactobaciios son la flora mayoritaria, puede utilizarse el medio no

selactivo MRS ( de Man-Rogosa-Sharpe } cuya composicion se da a continuacién: { 29 )

AGAR MRS NO SELECTIVO PARA AISLAMIENTO DE LACTOBACILOS

Peptona oxoide 10 g.
Extracto de carne 10 g.
Extracto de levadura 5 g.
K,HPO, 29.
Citrato de diamonio 2g9.
Glucosa 20 g.
Tween 80 1ag.
Acetato de sodio 5 g.
MgSQ,.7H,0 0.58 g.
MnS0O,.4H,0 0.28 g.

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

Cuando los lactobacilos se encuentran junto con otros organismos se requiere
de un medio de cultivo selectivo. El mas utilizado es el medio de acetato SL. La accién
selectiva se basa en un pH bajo, 5.4; en una alta concentracién de iones de acetato
{inhibidores 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 de medio:

BBL tripticasa 10 g.
Extracto de levadura 5 9.
K,HPO, 69.
Citrato de diamonio 2g.
MgSO0,.7H,0 0.58 g.
MnS0,.4H,0 0.28 g.
Glucosa 10 0.
Arabinosa 5g.
Sacarosa 5 9.
Tween 80 149.
Acetato de sodio .3H,0 25g.
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 bifidobacterias y
estreptococos, por lo que debe hacerse una identificacién posterior de las colonias

desarrolladas.

El medio SL también se utiliza para aislar lactobacilos de la lechs, el queso'y
muchas leches fermentadas. Algunas especies de Leucopostog y pediococos encontrados
con frecuencia en la leche y queso, no son inhibidas y las colonias deben ser identificadas.
El medio SL puede no ser 6ptimo para el aislamiento selectivo a partir del yogurt, para el
que se ha utilizado con éxito al agar M16 ajustando el pH a 5.6 con &cido acético 1.0 M.

(108, 130}
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Para aislar L. viridescens y otros lactobacilos en la carne, suele utilizarse el
medio APT més por tradicién que por necesidad. También puede usarse el medio MRS
agregando acetato taloso al 0.1 % 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 lactobacilos 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 mayoria de los lactobacilos crecen mejor, ya sea anaerébicamente, o en ei
presencia de una tensién elevada de CO,, particularmente durante el primer aislamiento. Las
placas de agar deben incubarse bajo una atmésfera del 90% de H, + 10 % CO,. La
superficie de las placas debe cuidarse de tal modo que puedan ser observados los diferentes
tipos de colonias si es que estsn presentes, los cuales indican con frecuencia la presencia

de més de una especie o genotipo. { 55 )

Cuando se utilizan medios selectivos, en particular el medio SL, se debe tener
cuidado de no secar por mucho tiempo las placas pues la concentracién de acetato en la

superficie del agar podrfa inhibir a los lactobacilos.

Los lactabacilos aislados de animales y de algunos productos lécteos se
incuban a 37°C y de otros habitats a 30°C, o a 22°C cuando las fuentes son de baja

temperatura.
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6. CULTIVO Y MANTENIMIENTO
cuLmivo

Una vez aislado, a menos de que existan requerimientos especiales, muchas
especies de lactabacilos pueden ser cuitivadas en caldo MRS o mantenerse por periodos
cortos en agar MRS inclinado. Para lactobacilos anaerobios debe agregarse un 0.05% de
cistefna. El medio debe ser calentade antes de utilizarse y cultivar los organismos bajo el
890 % H,0 + 10 % CO,. Para algunas especies, en particular las heterofermentativas, se
da un mejor crecimiento, con otros carbohidratos ademas de giucosa, como maltosa o

fructosa.

CONSERVACION DE CULTIVOS

Las cepas pueden conservarse de 3 a 6 meses en el medio leche-levadura-
glucosa-tornasol (YGLM) + carbonato de calcio. Se utiliza leche en polvo descremada
reconstituida o leche descremada fresca a la que se le agrega indicador tornasol en una
concentracion final del 0.01%, extracto de levadura al 0.2%, glucosa al 1%, extravcto de
higado al 0,25% y carbonato de calcio al 5%. Se llenan tubos con 10 ml y se esterilizan a
121°C por 10 minutos. Antes de utilizarse se debe revisar la esterilidad de los tubos durante

una semana. { 14 )
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SECADO POR CONGELACION

Se han sugerido varios métodos para liofilizar bacterias acido lacticas
adicionando varios agentes protectores para las células. El método més utilizado consiste
en resuspender los paquetes celulares centrifugados {que se obtienen de caldos de cuitivo
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 vacio y se
almacenan a 6 - 10°C. Esta técnica es excelante para conservar las cepas, pues muchas
llegan a ser viables adn después de 10 - 20 afios; aunque otras requieren de una

raofilizacién mas frecuente. (92}
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CAPITULO Il

ACTIVIDAD BIOQUIMICA
DE LOS LACTOBACILOS




l ACTIVIDAD BIOQUIMICA DE LOS LACTOBACILOS l

La actividad bloquimica del género Lactobacliius consiste en la fermentacién
de la lactosa hasta su conversion en &cido lactice. Este proceso puede llevarse a cabe

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

ta fermentacién homaléctica y 1a fermentacidn heteroléctica. Ambos pracesos difiaren en

fa cantidad de producto final obtenido, ya que Ia ruta metabélica de cada uno ss diferents.

La lactosa es el tnico glicido libre que existe en cantidad importante en todas
tas leches {50 g/l en leche de vaca), es también ef componente soluble més abundante, el
mas simple y el mas constante en proporcién. Ademds, es el componente de la leche més
14bil frente a la accién microbiana, esto gulere decir que 1a leche es presa facil de bacterias
de diversos tipos que transforman la lactosa en #cido lictico y en otros #cidos

alifaticos. {2 ).

La factasa, C,H,,0y,, 0 O-Beta-D-galactopiranosil-(1-4)-Beta-D-glucopirandsido; -

es un disacérido reductor de pesc molecular 342 u.m.a y sabor dulce débil. Existe en dos

formas isoméricas, alfa y heta que se distinguen dr 1to por la posicién de un grupo

oxhidrilo { -OH ) en el carbono 1 ( C-1 ) de !a giucosa.
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La lactosa esté formada, por lo tanto, por la unién de una molécula de Beta-
galactosa y una molécula de glucosa alfa o beta. El grupo aldehido de la primera esta unido

al enlace y el de la segunda est4 libre en su forma enélica.

La lactosa puede fermentarsa por rutas bioquimicas muy diversas; en estos
procesos, el azicar es utilizado como fuente energética por diferentes m.o. La importancia
bioqulmica de la degradacién de este carbohidrato es de dos tipos: primero, proporciona a
la céiula energfa que se produce durante el rompimiento del azicar para formar compuestas
de menor contenido energético. Esta energla se produce en forma de enlaces altamente
energéticos, principalmente en el enlace fosfato terminal del ATP. Segundo, como resuitado
de este rompimiento, la célula se enriquece de compuestos de carbono que sirven para fa

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

Este capitulo se relaciona con los mecanismos involucrados en 1a obtencién de
los productos de fermentacién de fos lactobacilos, en especifico, con la obtencidn del 4cido
lactico a partir de lactosa. Esta fermentacién tiene el siguiente esquema tedrico:

CyH204 + H0 ---> 2C4H,;04 --> 4CH,-CHOH-COOH

lactosa glucosa éclido lactico
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HIDROLISIS Y TRANSPORTE DE LOS AZUCARES

Antes de ser asimilada, la lactosa es hidrolizada extracelularmente por'la
accién de la enzima lactasa o Beta - galactosidasa hasta formar glucosay galactosa.
Un mecanismo propuesto para la acci6n de esta enzima se muestra en la figura

1.(131, 142)

Lon
wo'™_o Son
ENZOH

Glucose

Figura 1. Mecanismo enzimitico de |a hidrolisis de factosa. € 142 )

E! grupo sulfhidrilo actda como 4cido al protonar el oxigeno glucosfdico, y el
grupo imidazol actia como nucledfilo al atacar al C-1 de la galactosa. Se ha propdgsto la
exlistencia de un intermediario covalente que es el enlace carbono-nitr6geno. Para ramover
Iargalactosa, el ani6n sulfhidrilo { S° ) actia como base para sustraer un protén del agua que

ayuda al ataque de un grupo oxhidrilo {-OH} en la posicién.1. {Figura 2).
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Despusés, para que los azicares sean metabolizados, deben pasar el citoplasma
de la célula. Esto requiere de un mecanismo de transporte altamente especializado. La
galactosa, glucosa y lactosa poseen un sistema de transporte especlfico para cada uno, que

es inducldo por el sustrato.

Para la glucosa y lactosa, el transporte es por medio de fosfotransferasas, que
requieren de fosfoenolpiruvato (intermediario en el matabolismo de la glucosa), e introducen

-y fosforilan los azdcares, siendo entonces hidrolizados para seguir con la ruta metabética.
Para la galactosa existen dos mecanismos de transporte que son; uno por

medio de fosfotransferasa y el otro es el sistema adenosin-5°'-trifosfato-permenasa

energizada, { 91}
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En este punto los azicares empezardn a ser metabolizados. La glucosa es
degradada por la ruta de la glucélisis de Embden-Meyerhof (EM) hasta obtener &cido l4ctico,

Este s el proceso de la fermentacién homolactica.

La galactosa se incorpora al ciclo de la gluc6lisis después de su fosforilacién,

lo que requiere de ATP, en una reaccién catallzada por galactoquinasa:

ATP + D-galactosa ---> ADP + D-galactosa-1-fosfato.

La D-galactosa-1-fosfato se epimeriza en el C-4, es decir, se convierte en D-

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

trifosfato de uridina (UTP} como coenzima. La reacci6n global es:

CH OH CH OH
2 H
" o 1" 0
w AN — — —— v AN
NgH /! ute '\ﬂ_‘/'
opg -2 HO ~2
=) 3 oY OFO g
D-galactosa- 1-fosfato 0-glucose~1-fosfato

Las reacciones suceden de la siguiente manera; [a D-galactosa-1-fosfato se
transforma en UDP-galactosa por medio de la UDP-galacto-fostorilasa que requiere de UTP

para su activacién:

32



——\
Gaiactosa~1-f§sfato + UTpP < UDP-galactosa + P

P = grupo fosfato ( -O-PO3 )

La UDP-galactosa se convierte en su ep/mero UDP-glucosa por medio de la

UDP-gl'ucosa-eplmsrasa:

-\
UDP-ga lactosa T— UDP-glucosa

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

1 1 £ e Faril

la enzima UDP-g pir

— N

UDP-glucosa N Glucosa-1-fosfato

Para que Ia glucosa-1-fosfato se incorpore al mecanismo de degradacién de la

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

reaccién es catalizada por fa fosfogl tasa:

\
Glucosa-1-fosfato ) a-6-~fosf
 N— Glucosa-b-fosfato

La molécula de glucosa es degradada por una serie de reacciones
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enziméticamente catalizad g Imente, después de la incorporacién de fosfato
inorgénico, hasta obtener moléculas méas pequefias. En ef transcurso de estas reacclones
sa produce energfa en forma de ATP que se utlliza en reacciones de s/ntesls subsecuentes

que lo requieran.

34



EERMENTACION HOMOLACTICA

La ruta de la glucélisis EM {Figura 3) consta de 10 enzimas que provocan la
conversién de la glucosa en 4cido pirdvico. Este proceso puede ser aerobio o anaerobio;
aerdbicamente se lleva a cabo junto con el ciclo de los &cidos tricarboxficos.
Anaerébicamente, como es el caso de los lactobacilos, el piruvato debe ser reducido
enziméticamente hasta la formacién de lactato. Los detalles de esta secuencia serén

consideradas ahora.

Glucosa

Glucosa-6-fosfatoe

Fructosa-6-fosfato

I

Fructosa-1,6-difosfato

Gliceraldehido-3-fosfato-—— Fosfato ce dihldroxiacetona
Acido 1,3—d!fosfog|lcérlco
’
Acido 3-fosfoglicerico
Acido fosfoenolpirlvico
’
Actido plruvico

Acido lactico

Figura 3 Ruta glucolftica EM para la degradacién de la glucosa (.74.)
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Inicialmente, la glucosa debe ser fosforilada en el C-6. Las bacterias aerobias
emplean la enzima hexoquinasa que requlere Mg *? para activarse, utilizando un mol de ATP.
Los organismos facultativos (lactobacilos) llevan a cabo la fosforilacién de la glucosa

durante el transporte hacia el interior de la célula.

CH20H CH20 -p
Lo [
l/ on \I + ATP —_— '/ N + ADP
oMby wo M sby
OH OH
Glucosa Glucosa-6-fosfato

Sigue unaisomerizaci6én de la glucosa-6-fosfatoa fructosa-6-fosfato, catalizada

por la gl fosfato i
}:Hzo- P CH0- p
CH OH
Q , o P
I/OH \l s
wo "N\I /on N\ __H0 /B
OH HO
Glucosa-6-fosfato Fructosa-6-fosfato

Después se introduce un segundo grupo fosfato en e! C-1 de la fructosa por
la acci6n de la fosfofructoquinasa que requiere de ATP y Mg*?, Hasta este punto de la

gluclisis se han utitizade dos moles de ATP.
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CH,O- p

cHo- p Y
o CHoH o ohp-
. |
{ N + ATP R —— 4 m\/t + ADP
H,/on ;\_—_ OH
HO

Fructosa-6-fosfato Fructosa-1,6-dIfosfato

En el sigule_nte paso, la molécula de sustrato es dividida por la fructosa-
difosfato aldolasa en dos unidades de 3 carbonos; los fosfatos de triosa: gliceraldehfdo-3-

fosfato {G-3-P} y el fosfato de dihidroxiacetona (PDA).

o p cH,0-P cHp- P
| o CHO P | !

% N HC-OH c=0
S —— L, =]

o HC=0 cH pH

G-3-p PDA

Fructosa-1,6-dlfosfato

Los fosfatos de triosa se producen en cantidades equivalentes, pero debido a

fato-triosa i que cataliza su conversion, se establece un equitibrio

la accién de la f
que favorece en un 95% al fosfato de dihidroxiacetona. El rompimiento de! aziicar ocurre

de tal forma que el fosfato de dihidroxiacetona se derivaré de los atomos de C-1, 2y 3y

ol gliceraldehldo-3-fosfato de los 4tomos 4, 5 y 6 de la molécula.
A pesar de el hecho de que el equilibrio de la enzima favorece al fosfato de
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dihidroxi el gliceraldehido-3-fosfato es el sustrato para el sigulente paso de la

glucélisis; una oxidacién que da lugar a la formacién de el 4cido 1,3-difosfoglicérico. La

enzima responsable, gliceraldehldo-fosf: dashldr requiere de adenosin-
dinuclestido { NAD* ) y fosfato inorgdnico que se incarpora al producto, formandose un

enlace de alta energfa.

CH 0-P cHp- P
HC-OH .+ Nap ¢ P e . HE-0H . NADH +  H
| |
HC=0 0=C-0 ~ . P
Gticeratdehfdo-3-fosfato Acldo 1,3-difosfoglicarico

C ~~ = Enlace de alta energfa J

El NADH debe ser oxidado; aerdbicamente ocurre mediante el sistema
citocrémico. Anaerdbicamente (lactobacilos), esto ocurre junto con la reduccién de un

compuesto orgénico, es declr, en la conversién de piruvato a lactato.

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

accién de la fosfogli | produciendo 3-fosfoglicerato, En este caso, también se
requiere de Mg*? como cofactor de la enzima. Este es el primer paso donde se produce

energla en el proceso de la gluclisis.
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cHp- P

HC-OH . ADP
|

0=C-0 murs P

Acido 1,3-difosfog!} Icérlco

CH40-P
|
HCl- oH . ATE

COOH

Acldo 3-fosfoglicérico

El 3-fosfoglicerato { 3-PG ) es convertido ahora en 2-fosfoglicerato { 2-PG ) por

la accién de la enzima fosfoglicero-mutasa. Esta reaccién requiere de 2,3-difosfoglicerato

{ 2,3-DPG ) en pequefias cantidades y se cree que el mecanismo involucra un intermediario

fosforilado de la enzima.

2.3-difosfoglicerato + Enzima

3-fosfoglicerato + Enzima- p

CH0-P CH,0-P
! |
HC-OH + HC-0- P
| |
COOH COOH
3-PG * 2,3-DGP
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2.3-dIfosfoglicerate « Enzima

ono-p CH OH
[ o .

HC-OP . HC-0- P
| |

COOH COOH

2,3-0PG . " 2-PG



El paso que sigue consiste en la eliminacién de agua para producir acido

fosfoenolpirdvico mediante la intervencién de la enzima enolasa que requiere un ion metdlico

divatente, como Mg*?, Mn*? 0 Zn*2,

CH,OH

|H2 . ik

H::-O—F S (II-O‘-"'P - H, O
COOH COoH

Acido 2-fosfoglicérico Acido fosfoenolpirivico

El propésito de la deshidratacién es producir otro enlace fosfato de alta energla,
en este caso, enolvefosfato que es transferido al ADP por la enzima piruvato quinasa. De
esta forrna Ia energla producida en la deshidratacién se acopla a la sintesis de otra molécula

de ATP; éste es el segundo paso donde se produce energfa durante la glucdlisis.

CH CH 3

I |

C-On~P + ADP ~———t= (=0 - ATP

I [

COCOH COOH
Acido fosfoenolpirivico Acido pirdvico

Ya que cada molécula de fructosa-1,6-difosfato da lugar a dos fosfé(os de
triosa, se producirén cuatro moléculas de ATP por cada mol de fructosa-difosfato’

fermentado. Como se utifiza un mol de ATP para la fosforilacién de la glucosa y otro para



la fosforilacién de la fructosa-6-fosfato, el rendimiento neto es de dos moles de ATP por mol

de glucosa fermentado.

El derivado de! 4cido pirdvico obtenido al finat del proceso varla dependiendo
de la especie de organismo y de las condiclones ambientales. Las bacterias homoléacticas
producen dos moles de cido lactico por mol de glucosa fermentado. La enzima involucrada
en la reduccién del piruvato, |a lactato deshidrogenasa, utiliza NADH que se praduce en la
reaccién de la fosfato-triosa-deshidrogenasa, permitiendo la oxidacién anaerébica del

gliceraldeh(do-3-fosfato. Las reacciones que se llevan a cabo son:

Gliceraldenido-3-fosfato + NAD' — 3-fosfoglicerato + NADH + H

-

—
CHyCO-COOH + NADH + H T CHy-CHOH-COOM + NAD *

/ .
Aclido plruvico Aclido lactico

¢

Un punto importante del mecanismo de la fermentacién homoléctica es que el -
rompimiento de la fructosa- 1,6-difosfato ocurre de tal manera que los grupos carboxilos de
las moléculas de piruvato resultantes derivan de los C-3 y C-4 de la molécula de ta glucosa

original. Por lo tanto, los grupos carboxilo del lactato se derivarédn de los carbonos 3 vy 4.

Algunas ies de | bacilos prod écido D{-} lactico, mientras que

otras producen una mezcla racémica de los 4cidos B{-) y L{+) l4ctico. Hay dos factores que
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parecen determinar el tipo de 4cido lactico producido:

1. La estereoespaecificidad de la lactato dashidrogenasa involucrada.

2. La presencla o ia de factato

Aunque la esteroespecificidad de la lactato deshidrogenasa puede determinar
el tipo de 4cido producido por 1a mayorfa de las bactarias; en algunos casos hay una enzima

presente que cataliza la recemizacion de los isémeros del 4cido (4dctico.

En.la flgura 4 se muestra un esquema completo de la fermentaci6n

homoléctica.
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8 5
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< R S
Fosfogluco-lsomerasa| 6 ° orinsa
Fructuosa-6-fosfato
2
- ¥ , ATP

Fostofructe-quinasa g
Fructosa-1,6-difosfato
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1
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3 - o
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fosfogiicer i1 mutasa | s

2-fosfoglicerato

5 | g 2
enotasa .
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"“‘:-» ——ee - ATP
piruweto quinasa | 18
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e 0 - 2 6 )
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Alconol cesniorogenasa
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.

Figua 4. Farmentecion homotsctica € 91

13

Etenol

, .
TA: Lo numeracion 1niica el orden en Que las reacciones.son |levacas 8 cabo




Algunas especies de lactobacilos, bajo condiciones normales y otras en
condiciones especiales Ginicamente, son capaces de producir otros compuestos ademés de

dcido lactico en una fermentacién heteroldctica, esto principalmente en presencia de

galactosa. { 91 )

OH *
co
v 2
H-C -
[ [ Etano!
H-C-OH |
! CH pH
Glucosa HO-C-H o . *
|
H-C-OH COOH
{ I Acido acético
¢ H-C HO-C-H
l I
CHPH cH

3

Los principales productos en la fermentacién heterolactica de la lactosa por los

lactobacilos son: 4cido lactico, biéxido de carbono, etanol y/o scido acético. ( 74 )

Como se menciond antes, al primer paso de la fermentacién es la hidrélisis 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 fosforilacién para
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obtener glucosa-6-fosfato,

A partir de la formacién de este compuesto se lleva a cabo la fermentacién
heterolactica, La glucosa-6-fosfato es oxidada por medio de la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa ( 6-fosfogluconata: NADP 6xido-reductasa [descarboxilante] ) para formar
D-ribulosa-5-fosfato y biéxido de carbono. La enzima requiere NADP (fosfato de adenosin

dinucledtido}) como cofactor, formandose como intermediario inestable el 3-ceto-6-

fosfogiuconato { 3-C-6-PG ).

Coon cooH € 2H
| !
H-C-OH H-c-on o
I ! |
1Q-C-H C=0 C-0
1 1 1
H-C-OH —— Hc-0n > H-C-On
|
H-C-0H H-C-OH Moo
H Al: 0. ! —] ;
,c-0-p M, C-0-P HL-0-P
&-fosfogiucanato 3-C-G-PG rIposa-S-fosfato

LaD-ribulosa-5-fosfato es epimerizada en el C-3 mediante la enzima D-ribulosa-

5-fosfato-3-epimerasa convirtiéndose en D-xilulosa-5-fosfato.

-oH Hg-on
| I
=0 €0
| !
Her-on B H-C-OH
1 !
H.C-Om H-C-Ont
| |
w,c-0- P He-0-P

Pibasa-3-fosfato
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La siguiente reaccién es el rompimiento de la D-xilulosa-5-fosfato por la enzima
fosfocetolasa (D-xilulosa-5-fosfato: D-gliceraldehido-3-fosfato liasa {fosfatoacetilante)), que

requiere fosfato inorganico para producir fosfato de acetilo y gliceraldehido-3-fosfato.

H_C-OH o
2 | 3 Fosfato de acot!lo
€0 oc-0- P
] Pt
HO-C-H - *
H-C-OH Hes0
I I Idehido-3-fosfat
Weo P HC-OH Gliceraldehido-3-fosfato
Z |
H,C-0- p

X} loss-5-fosfato

Ei fosfato de acetilo es reducida hasta etano!, usando electrones removidos

durante {a oxidacion de la glucosa-6-fosfato.

CH
C”i El
——
0:¢-0- P HC-OH
Fosfato de acetilo Etano!
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£l gliceraldehfdo-3-fosfato es metabolizado hasta &cldo léctico sigulendo las

reacciones de la ruta EM. (Figura 4).

En la fer i6n heteroldctica de la glucosa, se genera ATP durante la
oxidacién del gliceraldehfdo-3-fosfato y en la reaccién de la piruvato-quinasa. Ya que se
requiere de un ATP para la fosforilacién de la glucosa, el rendimiento neto de energfa en

aste praceso es de un mol de ATP.

En la figura 6 se da un esquema sintetizado de la fermentacién heteroléctica.
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CH20H CH é) P CH » P

TN AP e /I__o\’ NADP . /l_o\ + Mo

oH oH : /='° ——
HD\ __/on HO /DH Ho\OH__
HO HO HO
Glucosa Glucosa-G-fosfato 6-Fosfo-D-glucolactona
COOH ™ coon 7] o, H,C-OH
] f + |
HC-OH HC-0H H,C-OH c=0
NADP | | Pi
m—c»l« — - c|=o — c|=o — m-cT ——
HC-OH HC-OH HC-0H HC-OH
HC-OH HC-OH HC-OH H,C-0-P
H,C-0-P L tc-0-p | #,Cc-0-p
6-fosfogluconato 3-C-6-PG Ribosa-S5-fosfato Xilosa-5-fosfato
s
0=C-0- p
“ o 3 COOH
HC=0 | |
— CH_-OH  — = HC-OH
HC-0H 2 |
| cH
Et. 1 3
HyC-0-P ane

ACIDO LACTICO
rosfato de acetllo

+

gl iceraldehido-3-fosfato

Figura S. Ruta de 'la fermentacién heterotactica de la lactosa. ¢ 773
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CAPITULO IV

PROCESOS INDUSTRIALES




l PROCESOS INDUSTRIALES "

1. LACTOBACILOS COMO CULTIVOS INICIADORES

Los cultivos iniciadores son cepas seleccionadas de m.o. que se agregan
intancionalmente a la leche con el fin de generar cambias en su apariencia, cuerpo, textura

Y sabor.

La funcién principal de un cultivo iniciador es la produccién de 4cido y como
funciones secundarias tiene la coagulacién de la leche, expulsién de la humedad, formacién
de textura, inicio de la produccién de sabor, impartir un sabor placentero, proteccién en

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

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

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 elaboracién del producto.

3. Selecclonarse en base a su resistencia al ataque de bacteriéfagos.

4, Emplear cepas compatibles, porque algunas de ellas pueden ser dominantes
cuando se uzan mezcladas con otras, debido a que producen antibi6ticos o
bacteriocinas.
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ION D ES DE A

Antes de inocular la leche que se va a fermentar, el cultivo que se empleard

debe ser preparado siguiendo un orden ya establecido: {figura 6)

a} CULTIVO PRINCIPAL: Cultivo comaercial de laboratorio, liofilizado o

conservado en nitrégeno liquido.

b) CULTIVO MADRE: Cuitivo en leche, incluyendo e! inéculo sucesivo

obtanido del cultivo principal.

c) CULTIVO INTERMEDIO: Obtenido en cantidades considerablemente grandes

a partir del cuitivo madre.

d) CULTIVO INICIADOR:  Cultivo en leche utilizado en la manufactura det
producto.
Leche esterilizada + Cuitivo principal
CumvoI Madre
lnoculacld:w en leche
Cultivo intermedio
Inoculaclall'l en leche

Cultivo iniciador

Figura 6. Diagrama de la preparacién del cultivo iniciador, ( 11_) =
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8| El E. DE Vi ICHA]

Los m.o. seleccionados como iniciadores de una fermentacién, pueden
emplearse como cultivos combinados o sencillos, constituldos por una sota cepa; o cultivos
mixtos de cepas de una sola especie. Cuando estos organismos crecen juntos, hay una
asociacion simbiética, es decir, uno estimula la actividad metabélica del otro. Los resultados
de este crecimiento se ven reflejados en un desarrollo méas répido de 4cido l4ctico,
mejoramiento del sabor, mayor nimero de células, agotamiento mas extenso de los

carbohidratos y textura mas deseable en el producto final.

Esta simbiésis se debe a la acumulacién de metabolitos en la leche durante la
farmentacion. Estos metabolitos han sido divididos en tres grupos:
1. METABOLITOS QUE REGULAN EL CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS.

Este tipo de metabolitos incluya compuestos qua influyen en et crecimiento de

los m.o, Los més importantes son:

a) Acidg ldctico: Cuando se elabora yogurt, el desarrollo del S, teArmophilus se va.
haciendo lento a medida que se acumula al 4cido lactico,
mientras que el crecimiento del L, fulgaricus va en aumento y.

luego disminuye cuando el pH es de 4.4,
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b)_Peréxido de hidrégano: L. bulgaricus, L. lactis vy L. helveticus pueden
producir hasta 15 ppm de H,0,, qus al encontrarse
en el producto fina!, inhibe el crecimiento de
contaminantes microbianos durante el

almacenamiento.

é)_&Le_ug_lna: Es liberado por varias especies de estreptococos. Los
amino4cidos y péptidos liberados, ejercen acciones simbiéticas

sobre los cultivos iniciadores.

d) Acido férmigo: Producido por el S._thermophilys durante la elaboracién de
yogurt; contrela el crecimiento del L, bulgaricus. En presencia de
este &cido, |a relacién entre ambos m.o. varfa de 1:2 a 1:1, que

es el rango considerado como 6ptimo.

2, METABOLITOS QUE EJERCEN EFECTOS ANTIBIOTICOS Y BACTERICIDAS

Algunos m.o. sintetizan compuestos que poseen propiedades antibi6ticas; a

estas substancias se les conoce con el nombre de bacteriocinas, y algunas son: {11}

- Nisina del S,_/actis

- Lactobrevina del L, previs

- Lactolina del L. plantarum

- Bulgarican del L. bulgaricus
- Acidofitina del L. ac/dophllus
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3. METABOLITOS CON EFECTOS PROBIOTICOS Y TERAPEUTICOS.

Los metabolitos de este tipo son muy importantes pues aportan propiedades
terapéuticas a los productos fermentados. Esto se debe al hacho de que las bacterias &cido-
lacticas producen, no solamente écido l4ctico, sino también otros compuestos; y ademas
por su capacidad de implantarse y crecer en al intestino humano, reforzando la flora
microblana. Los efectos benéficos de estos productos se pueden resumir de la siguiente

forma: (11)

a} Inhiben el crecimiento de bacterias indeseables.
b} Estimulan las funciones intestinales, beneficiando el proceso de digestién al
formar parte de la flora natural del intastino.

c) Reguian el cracimiento da otras bacterias, creando condiciones de equilibrio.

FACTORES QUE INTERFIEREN EL CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS
Los factores que pueden interferir e! crecimiento de los cultivos iniciadores son

variades. Pueden deberse a la calidad de la leche, es declr, a los esténdares de higlene; o

bien a la contaminacién y camblos genéticos (mutaciones) de los mismos cultivos.
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son:

Los factores més importantes que interfieren el crecimiento de los cultivos
Presencia de antibiéticos (penicilina, cloramfenicol o estreptamicina) en la
leche que quedan después del tratamiento de mastitis en los animales.

Infeccion por bacteri6fagos que provocan la lisis o rompimiento de las células.
Acumulacién de &cidos grasos. La microflora mesofilica de la leche se
caracteriza por una elevada actividad lipolitica. Los productos terminales de
este proceso metabdlico se va acumulando en el medio y las condiciones de

éste pueden verse alteradas.

Presencia de Inhibidores {insecticidas como el Malathion) relaclonados con el

tipo de alimento animal.

Mutacién de las cepas que crecen en los cuitivos inicladores.
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La siguiente definicién ha sido aceptada para estos productos:

"Las leches fermentadas son productos ldcteos que tienen propledades
relacionadas con la existencia de una flora microblana espaecifica y activa, y
con la presencia de sustancias resultantes del metabolismo de estos

microorganismos.” { 11 }

Estos productos se han difundido ampliaments por todo el mundo dentro de
una gran variedad de tipos que difieren en el orfgen de la leche, los m.o. y la tecnologfa
empleados. En las tablas 13 y 14 se da una idea de la gran variadad de leches fermentadas
que existen en todo el niundo; su consumo y la flora microbiana empleada en su

elaboracién. { 64 )

En cada caso, la fermentacién no se limita a un solo m.o., sino que puede
involucrar varias especies asociadas de diferente manera para caracterizar de forma
especffica los distintos tipos de leche fermentada. De acuerdo con los anterior, ha sido

posible clasificar estos productos en los siguientes grupos: { 104 }

1. Productos muy &cidos; como, yogurt.
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2, Productos ligeramente dcidos; como, leche 4cida.

3. Productos écido-alcohélicos; como, kefir.

4, Productos ligeramenta écidos y densos; como, viilt.

8. Productos de vida prolongada; como, labneh.

Tabla 13 LECHES FERMENTADAS QUE SE CONSUMEN EN EL MUNDO
PRODUCTO PAIS DE ORIGEN LECHE UTILIZADA

Abdoogh Afganistan, Iran. Vaca, bufalo
Bulgarican Builgaria Vaca
Dah! India Vaca,Biifalo
Gloddu italia Oveja
Kefir Rusla Vaca, oveja, cabra
Keshk Irdn Cabra
Koumiss Rusla Yegua
Jomil Alemania, Holanda Vaca
Labneh Israel Vaca
Laktofil Suecia Vaca
Leben frak Ovela, cabra
Leben ralb Egipto Vaca, bifalo
Leche 4clda E.U. Vaca
Leche cultivada E.U. Vaca
Leche larga Escandinavia Vaca
Mazum Armenia Vaca, oveja, bifalo
Quark Alemania Vaca
Viili Finlandia Vaca
Yakult Jap6n Vaca
Yogurt Turqula Vaca

Faene: Botezs, T808. 1117
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Tabla 14.

PRODUCTOS FERMENTADOS Y TIPO DE BACTERIAS

ACIDO-LACTICAS EMPLEADAS COMO CULTIVO INICIADOR.

PRODUCTO

PAIS

INICIADOR

MATERIA PRIMA

Biogarde o yogurt
bifido

E.U. y Alemania

Cuttivo de yogurt
+

Lo gcidoohilus
+
L. bt

Leche de vaca

Biogurt

Alamania

Cultivo de yogurt
+

L. ocldoohilus
+

S fogtis

Leche de vaca

Bulgarican o suero de
o

Bulgaria

L. bulgericus

Leche descremada o
suero de mantequilla

Jomil

Alemania y Holanda

Cultivo de yogurt
calentado

Leche de vaca

Lanbneh

Palses arabes

Leche 4cida
Leche 4cida dulce

C.El,
Europa y E.U.

Leche de vaca

Leche de vaca
descremada o baja en
grasa

Kefir

C.Et.

Kesh {yogurt de queso)

Irén

Leche da vaca

Lactobilos
+
Estraptococos

Leche de cabra

Fuente:- Kilsra y Troki, 1884 {57)
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Tabla 14. PRODUCTOS LACTEOS FERMENTADOS Y TIPO DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS
EMPLEADAS COMO CULTIVO INICIADOR (continuacién)

PRODUCTO PAIS INICIADOR MATERIA PRIMA
Koumiss C.El lLevadura Torula Leche de yegua
+
L. acidephilus
+
L butosricus
Mazada dcida cultivada | E.U. L bulgaricus Leche de vaca
+
S. lectis
Quaesos italianos E.U. y Europa Cultivos iniciad: Lecha de vaca
Yakult Japén L.casgi Leche de vaca
Yogurt Mundial L. bulaaricus Leche de vaca
+
S, thermophilus
Yogurt dcido EU. L. ocidophilus Leche de vaca baja en
+ grasa
3. thermophilus
Yogurt liquido Japén. L. butaeicus Lache de vaca
o—a—

Fuents: Kilara y Treki, 1984, {57)

A continuacidn se hace una recopilacién de las car princip '
como son la composicién microbiolégica y la tecnologfa empleadas en la elaboracién del

yogurt que es la leche fermentada por lactobacilos més representativa del género,

YOQGURT

El yogurt { figura 7 ) es la leche fermentada més difundida en el mundo vy,
segun el pafs donde se elabore puede tener diferentes nombres, como se muestra en la tabla

18.
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Tabla 15  NOMBRES DEL YOGURT EN LOS PAISES DONDE SE PRODUCE

NOMBRE PAIS NOMBRE PAIS
Mast Irén Katyk Gracia
Leben Irak, Libano, Egipto { Nsja Bulgaria
Leben raib Arabia Dahi India
Zabade Egipto, Sudén Tiatoorti Grecia
Roba Sudén,irak Tsho Hungrfa
Matzoon Armenia Ysourt Rusia, Bulgaria
Yogurt América

Fuents: Kosikowski, 1877 { 64)

Es un producto fermentado de apariencia suave, brillante y de sabor fresco,
4cido y aroméatico. La acidez final varfa del 0.7 al 1.1% en é&cido lactico con un pH
aproximado de 4.0 - 4.2, Existen variaciones del tipo tradicional de yogurt que son el yogurt
Ilquido, yogurt con frutas, yogurt saborizado, yogurt congelado, yogurt seco, yogurt bajo

en lactosa y yogurt bajo en calorias.

i "

técteo b del crecimiento asociado

El yogurt tr. | @3 el p
entre el S. Thermophilus v el L. bulgaricys, en una proporcién de 1:1. Las dos especies se

utilizan en conjunto por muchas razones de (ndole tecnolégico como son la velocidad de

acldificacioén, i ia del codgul lidad del &cido lictico producido y la intensidad

del sabor. En ocasiones se utilizan también otras especles como L, ac/dophilus v S. lactis.

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

blogurt. { 64 )
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Leche pasterurizada

Tratamiento térmico

¢ 90°C/ 15 min

J

Adicidn del cultivo

Envasado a granel

Fermentacidn en camaras
¢ 43°C/ 2hr )

Enfriamiento

YOGURT NATURAL

Fermentac|dn en tanques
C 42°C/ 3-4h )
|
Batido

Enfriamiento

|

Envasade a granet

|

YOGURT BATIDO

Figura 7. Método de manufactura del yogurt. ( 57 )



2.2 QUESOS
Existen varias razones que justifican la conversién de la leche en queso:
1. Preservar los nutrimentos de la leche en un producto estable, el queso.

2. La necesidad de esta conversién es importante al aportar un producto primario;

fa leche, y tenerlo disponible durante todo el aiio.
3. Proveer de una mayor variedad de alimantos.

4. Durante la elaboracién del queso, la fermentacién de la leche por medio de
microorganismos especificos, los pasos del praceso y las condiciones y tiempo
de maduracién; inducen cambios en e! cuerpo, textura, sabor, color y

propledades nutritivas para crear una amplia variedad de productos..

Los lactobacilos se emplean como cultivos iniciadores en la elaboracién de
quesos duros de pasta cocida en los que los m.o. del cultivo deben soportar temperaturas
de 45°C aproximadamente y crecer a temperaturas relativamente altas. Estos organismaos
intervienen principalmente durante el proceso de maduracién del queso, es por éso que a

continuacion se hace una descripcién de este proceso.
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MADURACION DEL QUESO

La maduracién del queso implica cembios en las propiedades flsicas y quimicas
del mismo, acompaiiados por el desarrollo del sabor y aroma caracter(sticos. Durante la
maduracién, la cuajada es digerida por enzimas y el queso adquiere la firmeza, elasticidad

o suavidad caracter(sticas.

Los cultivos iniciad que se emplean en la manufactura de los quesos
pueden intervenir en el proceso de la fermentacién para formar la cuajada, o bien, pueden
participar durante la maduraci6n del producto contribuyendo al desarrollo de las

caracterfsticas principales del queso.

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

siguientes:
1.  Cambios en el cuerpo, textura, $abor y aroma

El término "cuerpo” se reflere a la consistencia del queso. e incluye
caracteristicas como la firmeza, elasticidad, plasticidad y cohesitn. La transformacién de

la cuajada se debe a la digestién enzimética de la caselna.

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

indica la carencia de dichos "ocjos", mientras que su presencia se expresa como textura
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ablerta.

La maduracién implica el desarrollo de compuestos responsables del sabor y

aroma del queso por accién del m.o. y enzimas que degradan las protelnas, grasas y

carbohidratos. Los m.a. del cultivo iniciador van d iendo lentamente durante la

maduracién; dnicamente los lactobacilos, que pueden estar presentes en la cuajada en baja
cantidad, se multiplican y pueden alcanzar niveles de 10° a 10° células/g en quesos de 3 -

6 semanas. { 11)

2. Cambios qufmicos y bioguimicos

Estos cambios son la fermentacién de la lactosa a 4cido l4ctico, junto con
algunos 4cidos volétiles, etanol y pegueiias cantidades de otros subproductos. En clertas
veriedades de queso tiene lugar una fermentacién secundaria del &cido lactico con

produccién de 4cidos propidnico, acético y CO,.

La mayor parte del material nitrogenado del queso fresco se compone de
protelnas insolubles en agua, pero al avanzar la maduracién, parte o todas ellas se hidrolizan

dando lugar a la formacién de compuestos solubles mas simples:

Protefna + "o Proteosas . uzo Peptonas- » "20 » Pépt icos
Cinsoluble) (Solubled > (Solwle) ¢Sotwle)

- Nzo —— P Amlnodcidos _-—NH: (en ocaslones)
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La hidrélisis de las grasas se lleva a cabo durante la maduracién del queso y
los productos que se generan son 4cidos grasos volatiles de cadena corta, incluyendo el
butlrico, caproico, caprilico y céprico. Ciertas cepas de lactobacilos liberan por autolisis,
lipasas intracelulares que son responsables de gran parte de la actividad lipolitica en los

quesos duros. ( 15 )

En la tabla 16 se muestran algunas de las caracter(sticas de las variedades de
queso en donde se emplean lactobacilos como cultives iniciadores y a continuacién se haré

una descripcién de las caracteristicas del proceso de elaboracién del queso Grana que es

el producto fermentado por lactobacilos més rep ivo del género.

QUESO GRANA

El nombre Grana, atribuido por su aspecto granular, se emplea para un grupo
de diversas variedades de queso duro, elaborado en el norte de Italia. Su corteza es dura
y su peso varia de 30 a 40 Kg. Su sabor fino, dulce y suave que recuerda al de la nuez; se

logra durante la maduracién.

Para su elaboracién se utiliza un cultivo iniciador al 1% formado por S.
Thermophilus y L. bulgaricus {u otro lactobacilo termoresistente similar, como L. factis, L.
helveticus o L. fermentd. En la figura 8 se muestra un esquema de el proceso de elaboracién

de el queso Grana.



Tabla 16. Cultivos yflora dolas de queso.
TipodoQuUESO  Nomivs del Quaso Curado 0 Cultivos Fundéndd  Aom Fundidn dafa
. ey flora
No Curado asociada
Duros: humedad Tigos italianos de  Curado sSio endl S. philus  Pr énde  Ningr Ninguna
% pasta hitada inexior 4cido y parte
L halveticus dal sabor.
L bulgaricus
Duroe: do Curado stlo en gl L. lacts Produccénde  P.ireudenveichil Fommacién do
% quaso suizo Intarior . cramords acidoyparts  p freudereeichil Ojos’y dal
. del sabor; on y “ﬂnm
S.thermophiius ooy jos Subep.she Hsticos.
L. helveticus lactobacilos Fora ‘untuass®  Sabor untuoso
L buigaricus end Gruyers @0 d Gruyare
Muy duros; umedad — Tipos Grana Curada sdlo end S.thermopilus  Producciénde  Ninguna Ninguna
3% iallanos Intarior. L. helveticus Acido y sabor
L bulgaricus

Fuentn: Vadamuthu y Washman, 1863, {137)



Existen algunas variedades de queso Grana, una de ellas es el queso Asiago
de 10 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 vade 11 a 14 kg.

Leche pasteur izada
( Grasa 2 %)

i
Calontamiento
€32-35¢)

|
’
Adicion gei cuitivo

C1%)

Adicidh el cuajo
€005 %)
1
Corte de la cuajada
. I
Agitacion y catentamlento
¢ 48 ¢ 7 30 min )
|
Drenado
€ 3B mn)

!
Prensado

2
Fermantacion
C5T/ 72100 )
|
Salado
(NaCil 26 %)

1
Secaco
c2ts7alas>
t

/
Maduraclon _
¢ 10L&/ 1- aanes )

Flguea 8. Metodo de manufactura uel queso Grana
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CAPITULO V

INGENIERIA QENETICA Y BIOTECNOLOGIA |
EN EL MEJORAMIENTO DE LOS
LACTOBACILOS.




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

INTRODUCCION

Los ostudios de la ingenierfa genédtica han hecho posible el desarrollo de

procedimientos para el aislamiento, ia manipulacién y la expresién del material genético

ial en aplicaciones comerciales parece ilimitad

bacteriano; cuyo p

Con los avances de estas ciencia se ha logrado la manipulacién bioquimica de

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

tal forma que producirse moléculas de ADN biol6gl activas que son introduclidas en

las células bacterianas.

Antes de desarrollar este capltulo se mencionaran algunos conceptos bésicos

sobre 1a ingenleria genética.
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RECOMBINACION GENETICA

La recombinacién 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 sélo una pequeia cantidad de DNA puede asimilarse y depende de la

presencia de un sistema especifico en Ja membrana celular.

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

madio de la transformacion.

m

:
Receptor fncorporacion ael
. fragraatc transformador
ADN
11berado por i GonacOr

.
1ntegracion

]
Elimtnacion

Una cadena es integrads cotuta
Mientras que Ia otra sa tramtormaa
rompe y os etiminada

Figura 9. Mecanismo de la transformacién genética. { 13 )

8



2. TRANSDUCCION

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

un virus o fago. Como elementos genéticas, los fagos pueden transferir no sélo su propio

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

tipos:

a) GENERALIZADA:

b) ESPECIALIZADA:

En la figura 10

esquematizado.

—>—

tm-, Jiscamnisa

En este proceso virtualmente cualquier gen del donador

puede ser transferido, aunque su eficiencia es baja.

En este proceso el ADN de un fago temperado se
incorpora al de la célula receptora. Aunque solo los genes
que estan relacionados con el punto de integracién del

fago son transferidos, este proceso tiene mayor eficiencia.

se muestra el proceso de transduccién especializada

— 20— &

wa porctén ol EL DN seoaracd se reptica

enper ado
& va"u 8¢ Incorpora  con et ADH 00 Tego

61 90 ta chiu

Las celuins se tisan y
w00

cspacer de tr.
otras celutas

A
Gel hudsped €3 tntercoroinda

Figura 10. M

X
0%% % e commietn 10 afousmin
<L) @@g @
0%%e
0 de fuccion especializada. { 13 )
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3. CONJUGACION

Es un proceso de transferencia genética que implica el contacto célula a célula
mediante la formacién de un puente o "pelo”. El material genético transferido puede ser un

plésmido o una porcién de cromosoma movilizada por un plésmido.

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

7
Plasmido

Cromosoma @ T

L S

Peto Donador

N

.
Flnalizacion e
la transferencla

Aaceptor /
, 4 @ Clclizacion del ADN del
e -— &
racidn de las cdlutes @ plasmido en el receptor

-Figura:11. Mecanismo de la conjugacién genética. { 13 } .
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PLASMIDOS

Los plasmidos son fragmentos circulares de ADN bicatenario que se reproducen
auténomamente y tienan una existencia extracromosémica. Muchos plasmidos llevan genes
que controlan diferentes funciones celularaes. En el campo de la ingenierla genética se les

ha utllizado con éxito para técnicas de recombinacién genética por madio de conjugacién.

CLONACION

La clonacién de genes es la base de la mayoria de los procedimientas de la
inganieria genética. El propésito de 1a clonacién es aislar grandes cantidades de un gen
especifico en forma pura, lo cual se logra utilizando un pldsmido o un fago como vector de

clonacién.
Se utilizan también, enzimas de restriccién y ADN-ligasa en los procesos de

recombinacion in vitro para producir una molécula de ADN hibrido. 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.0. utilizados deliberadamente por el hombre, las bacterias 4cido
lacticas (lactobacilos y estreptococos) son las més empleadas. La aplicacién de la
biotecnologla sobre estos m.o. incluye el mejoramiento de las técnicas existentes y el
desarrollo de nuevos procesos para {a clonacién de genes esenciales en la construccién de
sistemas de transformacién, para el desarrollo de vectores de clonacién y para el

mejoramiento de los genes que codifican las funciones de fermentacién.

Los lactobacilos contribuyen a la conservacidn de los alimentos al acidificarlos,
impartiéndoles ademds, ciertas propiedades organolépticas. Inclusive, a estas bacterias se
les han atribufdo ciertos efectos benéficos en la salud, Estas propiedades incluyen la
prevenciénde padecimientos abdominales e intestinales, asimilacién de colesterol, reduccién

de caries dentales y actividad antitumoral. { 6 }

El descubrimiento de éstas y otras funciones metabdlicas importantes, pero a
la vez Inestables; estimulé el interés- en la investigacin sobre los elementos
extracromosémicos de los m.o. pertenecientes al género Lactobacillus. La mayorfa de las
funciones identificadas se encuentran codificadas en pldsmidos e incluyen: el metabolismo
de iactosa, resistencia a antibiéticos, produccién de proteasas, bacteriocinas y 4cido lctico,

vy la resistencia al ataque de bacteriéfagos.

El desarrolio de la biotecnologia ha abierto el camino hacia fa creacién de
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programas para el mejoramiento de las cepas industriales de lactobacilos. En este capitulo

se hace una descripcién de los estudios genéticos y su posible aplicacién con el propésito

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
elsmentos extracromosémicos en el género Lactobaciljus. Es decir, proporcionaron la
primera evidencia de 1a existencia de pldsmidos en m.o. de este género ( L._casel subsp.

casel, L. casei subsp. thamnosus v L. coryniformis ). (19)

Desde entonces, las investigaciones acerca del material genético de los

lactobacilos y la transferencia de éste hacia cepas diferentes, han ido en aumento. El

tasmid dos en los lactobacilos puede variar desde 4 hasta

nuamero promedio de encor

7. aunque puede ir de 2 a mas de 12. { 122))

Para facilitar la manipulacién de los pldsmidos o de los genes cromosémicos,
fue necesario el desarrollo de sistemas de transferencia o recombiancién genética, es decir,

aplicar los procesos de transduccién, transformacién y conjugacién.

i

iccién como la conj i6n se han utilizado para confirmar que

ug

Tantola

muchas de tas funciones metabélicas necesarias en la_fermentacién se encuentran
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codificadas en plésmidos. { 59, 62, 79, 110}

Para desarrollar cepas industriales pueden utilizarse pldsmidos conjugativos de
alta frecuencia, clonando sus propiedades hacia otros plésmidos no conjugativos con el fin
de transferir su funcién especlfica a la cepa adecuada. Estos plasmidos de alta frecuencia
tamblén podrfan usarse como vectores de clonacién para otros m.o. fermentadores. Sin
embargo, es necesario el andlisis preliminar de estos pldsmidos, asf como del proceso de

conjugacién antes de establecer un sistema de transferencia. ( 33 )
METABOLISMO DE LACTOSA

Para que los lactubacilos puedan crecer y desarrollarse en la leche, deben ser
capaces de fermentar lactosa. Este azicar es metabolizado debido a la presencia de
fosfotransferasas que son enzimas que transportan el azicar hidrolizado hacia el interior
de la célula (ver capitulo 3). Las enzimas especfficas invalucradas en este proceso son:

Enzima-ll-Lac, Enzima-lli-Lac y Fosfo-Beta-galactosidasa. { 79 }

En 1977, F. Hofer descubri6 que los genes que codifican la produccién de las
tres enzimas se encuentran en plasmidos. En su trabajo, g:oncluye que si se llega a una
clonacién en forma extensa de los genes del metabolismo de la lactosa, se puede
incrementar la cantidad de los plasmidos presentes en la célula y, en consecuencia, elevar

el rango de produccién de 4cido lactico. { 48 )
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La hidrélisis de la lactosa en sus unidades de monosacéridos (glucosa y

galactosa) es importante por diferentes razones: { 57 )

1. Es una azicar de baja digestibilidad para una gran proporcién de la poblacién

mundial.

2. La lactosa es un poco soluble en agua, ocasionando problemas durante la
concentracién del suero de leche o para alimentas 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
hidrélisis de la lactosa, ya que sus monosacéridos son mas digeribles, de mayor solubitidad
en agua y més dulces. Por esta razén, se han buscado cepas de lactobacilos capaces de
producir niveles altos de Beta-galactosidasa y clonar sus genes para construir vectores de
clonacién y en consecuencia, cepas que produzcan las enzimas en exceso. Los genes
podrian ser utilizados como sistemas modelo en el estudio de la organizacién, expresién y

regulacién de otros genes de los lactobacilos. { 30 )

Cabe mencionar que ademas de la Beta-galactosidasa, se han estudiado otras
enzimas involucradas en las funciones metabdlicas de los lactobacilos. Tal es el caso de la

L{+ )-lactato deshidrogenasa que interviene en la transformacién del &cido pirdvico en &cido
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ldctico. En 1991, Sungmin y sus colaboradores lograron determinar en el L. ¢asei (a
secuencia de aminoécidos y |a expresién del gen que codifica la produccién de la enzima

por medio de técnicas de recombinacién de ADN. { 127 )

En el mismo afio, Posno y colaboradores desarrollaron un sistema de clonacién
de genes que regulan el metabolismo para la fermentacién de la D-xilosa en el L. pentosus
MD353 por medio de las enzimas D-xilosaisomerasa (XylA), D-xilulosa-quinasa (Xy|B} y una
enzima reguladora (XyIR). Al lograr la construccién de un vector de clonacién { figura 12 )
para la transferencia de estos genes en otras especies de lactobacilos {L._case/ v L.
Rlaptarum), los autores proponen que el sistema podrfa ser utilizado como marcador de
seleccién de grado alimenticio, ya que pocas especies de lactobacilos pueden utilizar D-

xilosa como fuente energética. ( 93 }
ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Los lactobacilos requieren de un sistema de enzimas proteoliticas para crecer

en el leche y degradar la casefna en productos nitrogenados como péptidos y aminodgidos.

La actividad proteoiitica es una propiedad inestable relacionada con el ADN
plasmidico de los lactobacilos. Los genes que codifican a las diferentes proteasas pbdr{an
ser intercambiados entre distintas cepas y en ellas se buscarfa el control del nivel de
expresiéon, Con ésto se conseguirfa la construccién de cepas capaces de acelerar la

maduracién de ios quesos mediante la manipulacién de la actividad enzimética ya existente

76



Scal

pLP3537

Hind 1

Hine II/Hpa !
Boli

HindIlt Psti Hindlll Pstl Hindlli

L [ |

Xyl B Xyl A Xy R

(501 aa) (449 aa) {388 aa)

Figura 12. Clonacién de tres genes involucrados en el catabollsmo dela D-xllosa en un vector de Lactobacillug
La organizacién genética de la regién del ADN del L.pentosus qus contlene xyIR, xylA ¥ xylB (represeniados
por flachas grussas) sa muestra en la parte Inferior, E nimero do aminodcidos de cada protelna ge da antre
paréntesis. E1 plésmido pLP3537 consiste da un gene da resistencia a la eritromicina (sry) ¥ de un pldsmide
oculte (p3sa-2). ( 03) :



o introduciendo nuevas enzimas provenientas de otras fuentes no l4cticas.

El sistema proteolitico de los lactobacilos es complejo y estd compuesto de
proteasas y exopeptidasas que 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 nimero,
propiedades y localizacién de ellas, En 1989, Atlan y colaboradores demostraron ia
existencia de dos aminopeptidasas y su localizacién en células de L. dulgaricus CNRZ

397.(3)

En un estudio similar realizado por el mismo aquipo de investigadores, en 1990

analizaron la regulacién de estas enzimas en el L, defbrueckif subsp. pulgaricuys. { 4 }

CONSTRUCCION DE CEPAS QUE ACELERAN LA MADURACION DEL QUESO

Uno de los procesos més Investigados por su importancia industrial es la
aceleracién del proceso de maduracién de los quesos. Todos los métodos propuestos
involucran, ya sea, el grado de actividad enzimética, o bien, la concentracién de fas enzimas

responsables de este proceso.

Silas células de los m.o. se lograsen romper o lisar prematuramente utilizando
un fago y asf liberar sus enzimas intracelulares durante la produccién del queso, antes de

su maduracién; se disminuirfa la intensidad del sabor amargo del producto y al mismo
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tiempo, aceleraria el desarrollo del sabor caracterfstico del producto. { 132 }

Asl, al separar cepas de cultivos iniciadores que liberen sus enzimas
intracelulares, se tendrfa un método (til para acelerar la maduracién del queso. Este
concepto se basa en los experimentos de Shimizu-Kadota {(1983) que logré el aislamiento

de células mutantes del £, ¢casef S-1. (122

Al utilizar estas cepas transformadas genéticamente, se superarfan los métodos
hasta ahora desarrollados para que la maduracién del queso sea més répida, puesto que los
m.o. liberarfan sus enzimas directamente a la cuajada del queso. Ademds servirfan para
proporcionar enzimas como proteasas, peptidasas, lipasas, esterasas y otras, que mejoran

el sabor y la calidad del producto final.

PRODUCCION DE PROTEINAS ANTAGONICAS

Los lactobacilos producen un cierto nimero de sustancias antimicrobianas
como 4cido tactico, diacetilo y bacterlacinas. Las bacterlocinas son compuestos protelnicos
que actian como bactericidas en contra de especies de m.o. relaclonados con ellos. Estas

sustancias incluyen: lactobrevina, lactolina, acidofillna, factacina y lactocina. { 117 )

Las especies de lactobacilos que producen bacteriocinas pueden llegar a ser

dtiles en el mejoramiento de !a seguridad de los productos lacteos fermentados. Hasta hoy,
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solamente en Europa se ha autorizado el uso de una bacteriociona, la nisina, A pesar de que
se han publicado numerosos reportes acerca de la existencia de bacteriocinas, ha surgido

poca informacién acerca de su composicién, modo de acclén y genética.

Se ha comprobado la existencia de varias bacteriocinas en m.o. del género

Lactobacillus: en especifico en L. acidophitus, L.fermenti, L. plantarum y L. sake. ( 53 )

Solamente algunas de estas sustancias han sido parcialmente purificadas y
caracterizadas. Al profundizar en los estudios sobre bacteriocinas puede llegarse a las bases
necesarlas para la construccién de cepas de m.o. que posean propiedades inhibitorias en

contra de patégenos que provocan la descomposicién de los alimentos.

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

produccién de una bacteriacina en el L. gcidophilus y la designaron como Lactacina B, Se

.

encontré que esta sustancia es capaz de inhibir el crecimiento de m.o. ind en el

tracto intestinal del hombre. { 5 )

En 1987, Muriana y Klaenhammer, consiguieron la transferencia genética de
pléémldos del L, acidophilus 88 que codifican la produccién de bacteriocinas y la inmunidad
de la célula hospedante a ella, mediante un proceso de conjugacién. La bacteriocina,
designada como lactacina F, inhibe el crecimiento de otros lactobacilos como L. lactis, L.

helveticus, L. bulgaricus v L. fermentum. { 86 )
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En 1991, Mortvedt y colaboradores, describieron por primera vez un
procedimiento de purificacién de una bacterlocina y la determinacién de la secuencia de sus
aminoécidos en un 75% (figura 13). Esta bacteriocina se design6é como lactocina S y fue
encontrada en el L. sake. La informacl6n obtenida en este trabajo puede ser empleada para

determinar la ganética y el mecanismo de acclén de estas substancias. { 85 )

1 Met Glu Leu Leu Thr Ala Ala Val Leu Tyr Asp Val
Ala Gly Phe Lys Tyr Ala Lys His His 25

Figura 13. Secuencia de amino4cidos de la parte C-terminal de la lactocina S. (85)

RESISTENCIA A BACTERIOFAGOS

La infeccién por bacteri6fagos en cultivos inicladores es tal vez, el problema

mds frecuente y, al mismo tiempo, et mas sujeto a ta investigacién de la ingenierla genética.

€l ataque de bacteriéfagos sobre un cultivo iniciador puede provocar la pérdida
completa del producto o disminuir la calidad de éste y en consecuencia, ocasionar pérdidas

econémicas.

Una de las primeras soluciones propuestas para la prevencién o disminucién

de este problema, fue rotar los cultivos iniciadores combindndolos 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 razén, estos m.o. son material de enorme

potencial para la manipulacién genética. { 7 )

La investigacién puede enfocarse sobre el ciclo de vida del bacteriéfago, ya que
puede llegar a inhibirse total o parclalmente. Este ciclo incluye la absorcién del fago en la
célula de la bacteria hospedante, la introduccién del ADN vy la replicacién del bacteriéfago

de la célula.

La resistencia a bacteri6fagos se encuentra codificada en plasmidos y con e!
estudio de éstos se han alcanzado grandes logros. El mds notable es la investigacién
reportada por el Instituto Yakult, en donde se ha conseguido la identificacién y descripcién
de diferentes pldsmidos en la especie L. casei. En 1987, se logré la caracterizacién del
plasmide pLY101 que codifica el metabolismo de lactosa en este m.o. (figura 14). Antes,
en 1983, se reporté la construccién de una cepa "curada” de {, case/ S-1. Esto quiere decir
que el m.o. era sensible al ataque de un fago (oFSV}, sin embargo, al conseguir mediante
ta utilizacién de técnicas de recombinacién genética un arreglo de! ADN del virus, la cepa
se hizo resistente. En 1985, se consigui6 convertir un pidsmido de resistencia de el mismo

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

En Francia, también se han llevado a cabo estudios sobre resistencia a
bacteri6fagos. en 1987 se logré transferir del L, /actis CNRZ326 a L. bylgaricus L.T4 la

resistencia al ataque de un fago mediante técnicas de clonacién y rotacién de cultivos. En
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BamHl

Figura 14. Mapa de 16n plédsmido plY101. Los fi por medio de endonucleasas se

designaron de A a E en orden i de tamafio molscular. La escala érica indica la ia en kilob:
- {kb) en el sitic BamHI entre los fragmentos Ay D. {119}, .



1990 sa llegd a la conclusién de que la resistencia al ataque ce bacteri6fagos se debe a la

existencia de un si de restri modificacién codificado en ptdésmidos y que éstos
pueden ser transferidos a diferentes cepas que carezcan de este sistema. En estudios més
racientes { 1992 )} se consigui6 caracterizar morfolégicamente y evaluar el rango de

hospedantes de 35 tipos diferentes de bacteriéfagos del L. helveticus. ( 23, 102, 113 )

Se han hecho numerosos estudios sobre fagos que atacan a las diferentes
especies de lactohacilos. Los avances conseguidos en este campo permitirdn la clonacién
de los genes responsables de los diferentes mecanismos de resistencia y al mismo tiempo,
se facllitara el analisis molecular de estos mecanismos para lograr su expresién y regulacion.

Esta informaci6n ayudard al mejoramiento de cepas industriales.
FORTIFICACION DE ALIMENTOS

La mayorfa de los m.o. sintetizan aminoicidos que requieren para sus
diferentes funciones. En algunas ocasiones, varios de estos aminoécidos son liberados al
medio de crecimiento. Se ha encontrado que algunos m.o. y sus cepas mutantes son
capaces de excretar aminodcidos especlificos. Tal es el-caso de L, ac/dophilus v el L.

bulgaricus que sintetizan lisina, amino4cido esenclal.

La acumulaci6n de este tipo de aminoécidos en productos lacteos fermentados -
como yogurt y leche 4cida, ayuda a la fortificacién 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 informacién acerca de la resistencia de los lactobacilos hacia
antibiéticos. Sin embargo, se ha comprobado que esta propiedad se encuentra codificada

en plasmidos.

Las especies més resistentes a antibiéticos son L, reuterly L. acidophilus, por
lo que su material genético se ha utilizado como vector de transferencia hacia otras especies
de lactobacilos. Por ejemplo, en 1987, Tannock levé a cabo la transferencia conjugativa
de un pldsmido de resistencia a la eritromicina del L. reuteri hacia otros m.o. como S, factls,

L. murinus, L. fermentym, L. casely L. salivarivs. {6, 129, 138)
CONSTRUCCION DE VECTORES

La investigacién sobre genética de los lactobacilos ha permitido hacer una
clasificacién més completa de estos m.o. e investigar algunas propiedades que tienen en

beneficio de la salud. { 41, 103 )

Sin embargo, las herramientos genéticas disponibles para el estudio del género
Lactobacillys son extremadamente limitadas. Lo primero que se requiere es un vector de
clonacién. Un vector es una secuencia de ADN que sirve para mantener el gen deseado en
Ia‘célula hospedanta. El vector debe replicarse siempre que la célula hospedante se replique

y se debe evitar su segregacién y pérdida durante la divisién celular.

85



La segunda herramiento es un sistema de transformacién 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 s6lo modificar las condiciones fisiolégicas. En otros casos, la pared celular debhe

removerse para obtener protoplastos capaces de recibir el ADN deseado. { 10 )

Se han construldo varios vectores para las bacterias &cido lacticas. 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 construccién de! vector.

b) Ausencia de marcadores de expresién adecuados.

c) Incompatibilidad del vector con otros plésmidos endégenos de la célula
hospedante.

A pesar de disponer de sistemas para transferencia del material genético entre
diferentes especies de bacterias 4cido lacticas por conjugacién o transducclién; la mayor
limitacién para estos procesos era la ausencia de un vector plasmidico. Los avances en este
terreno son muy recientes. En 1987, Watanabe y colaboradores, reportaron la creacién de
un sistema para la obtencién de protoplastos del L. case/ ATCC 27092 utilizando una

enzima del bacteriéfago PL-1, y después regenserar las células del organismo. { 141 )
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En 1989, Takiguchiy colaboradores, consiguieron caracterizar e identificar la
secuencia de nucleétidos de un pldsmido en el L,_helveticus subsp. jugurti con infarmacién
especifica para la resistencia a antibiéticos (figura 15) y proponen que este factor podria

utilizarse como vector de clonacién para seleccionar cepas mas eficlentes del m.o.{ 128 }

En el mismo afio, Raya consiguié la primera evidencia sobre transduccién
plasmfdica en el género Lactobacillus. En este estudio se analizé un fago del L. acidophilus
que puede provocar ciclos [fticos y lisogénicos en la célula hospedante. Se demuestra
ademés, la habilidad del fago para mediar la transduccién de plésmidos entre diferentes

cepas del organismo. (99}

En 1991, Posno y colaboradores describleron la construccién de tres vectores
plasmidicos {figura 16} y su introduccién en diferentes cepas de L,_case/, L. pentosus, L.
plantarum, L. brevis, L._acidophilus v L. feunentum; por el método de electroporacién.
Ademéds, se analiz6 la estabilidad estructural y de segregacién de los vectores en las cepas

de los m.o. estudiados. { 93 }
Algunas funciones metabdlicas de los lactobacilos pueden beneficiarse a partir

de los camblos provocados por manipulacién genética. Un ejemplo de esto es el control de '

la acidificacién 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
conservaclén de este producto es la disminucién del pH debido a la actividad catabélica de
los lactobacilos del cultivo inlciador que permanecen activos en el producto final. El control
de la acidificacién puede lograrse alterando genéticamente la regufacién del ciclo de la
glucélisis. Los primeros experimentos con este propésito se llevaron a cabo en el [,
bulgaricys, regulando la produccién de la Beta-galactosidasa, primer enzima que interviene

en el catabolismo de la lactosa. { 6 )

Con estas evidencias, los puntos de enfoque para la manipulacién- por

recombinacién genética de los lactobacilos, recaen en das categorfas:

1) Mejorar las funciones catabdlicas del m.o.

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

producir nuevas caracterfsticas o propiedades.
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FUTURO DE LA INVESTIGACION SOBRE EL GENERO Lactobacillus

La ingenierfa genética se encuentra en e! umbral del desarrollo de una
tecnologla para construir cepas de lactobacilos con nuevas caracter(sticas. El nimero de

posibles avances que pueden lograrse es muy amplio.

En un principio, las cepas pueden llegar a marcarse para distinguir con facilidad
los organismos similares. También es factible mejorar las rutas bioquimicas (o introducir
nuevas) que dan lugar a la textura y al sabor de un producto. Introducir genes de resistencla
a fagos; mejorar el rango de crecimiento y aumentar la tolerancia a la acidez o los
tratamientos térmicos. Podrfan introducirse genes que codificaran la produccién de
antibi6ticos que supriman la contaminaci6n y el deterioro ocasionados por otros m.o. Se
podrfan introducir nuevas caracterfsticas metabdlicas come [a produccion de enzimas tipo

renina para eliminar el uso de quimosina {cuajo) en la elaboracién de quesos.

Otras posibles aplicaciones a futuro de la ingenierla genética sobre los
lactabacilos, incluye el aumento de la contribucién nutricional de estos organismos en
clertos productos. Podrlan desarrollarse cepas con efectos terapéuticos especificos,
aprovechando su capacidad de colonizar el tracto intestinal, Los lactobacilos podrfan ser

utilizados como vehlculos en la elaboracién de vacunas.

Debido a que pueden ser cultivados en gran escala y a que fermentan materias
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primas de bajo costo, podrian ser modificadas para producir metabolitos secundarios que
en la actualidad son producidos por otros m.o. menos accesibles a la recombinacién

genética.
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CONCLUSIONES

Los lactobagilos tienen la capacidad de implantarse en el tracto intestinal, de
tal forma que compiten por los nutrimentos, haciéndolos innaccesibles para otros
organismos; ayudando a mantener la flora intestinal normal. Ademés ejercen acciones

antagénicas sobre otras bacterias al producir sustancias antimicrobianas y bacteriocinas.

Los lactobacilos ejercen acciones sinérgicas al producir metabolitos como
vitaminas, enzimas y 4cidos orgénicos que favorecen el crecimiento de microorganismos

utitizados como cultivos Iniciadares.

Desde el punto de vista industrial, este género de bacterias es importante por
que al fermentar (a lactosa producen 4cido l4ctico, favoreciendo [a conservacion de los
productos, y al degradar fas protelnas y grasa de la leche, mejoran su digestibilidad y

contribuyen al desarroilo del aroma, sabor y cuerpo del producto.

En el campo de la ingeniarfa genética se han hecho avances muy notables
sobre el género Lactobacillys. Se ha logrado identificar material extracromosémico
{ptdsmidos) que codifica funciones metabélicas especificas en el m.o. estudiado. A partir

de estos descubrimientos se han llevado a cabo numerosos trabajos con el objetivo de

J las

pecies de | bacilos utilizadas como cultivas iniciadores en la produccién

de derivados lacteos.
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Con |a construccién de vectores de clonacién de genes se han desarrollado
cepas de lactobacilos capaces de degradar otros carbohidratos distintos a la lactosa,
utilizdndolos como fuente energética. También se han construido cepas que pueden
sintatizar compuestos {bacteriocinas) que inhiben el crecimiento de m.o. que ocasionan el ‘

deterioro de los productos lActeos.

Uno de los rmayores problemas en la utilizacién de un cultivo iniciador es el
ataque de bacteri6fagos. Con la aplicacién de las técnicas de ingenierfa genética, se han
desarrollado cepas de lactobacilos resistentes a los fagos, mejorando de esta manera su

capacidad de fermentar los componentes de ia leche.

Otro problema que puede presentarse con los cultivos iniciadores es la
presencia en la leche de los antibiéticos que se utitizan durante el tratamiento de la mastitis.
Sin embargo, ya se han construldo cepas de lactobacilos resistentes a los antibiéticos de

amplio espectro. {eritromicina y ampicilina).

Ademés de estos avances, también se ha llegado a la identificacién de los
genes que codifican los sistemas enzimaticos de los |§ct9bac‘los que se encuentran
involucrados con el metabolismo de la lactosa y de las principales protelnas de la leche. Esto
puede aprovecharse para mejorar y acelerar los procesos de fermentacién que se flevan a

cabo en la elaboracién de productos lécteos.
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El éxito Inicial de la ingenierfa genética, abre las puenqs para el desarrollo de
nuevas cepas de lactobacilos, pero todavia hay mucho por aprender, Sin embargo, en vista
de la importancia econémica de los lactobacilos en los procesos de fermentacién, el interés
por mejorar las caracteristicas 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 caracteristicas de utilidad industrial.
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