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 RESUMEN

Las bacterias lácticas se caracterizan por poseer metabolismo fermentativo de azúcares, esto es, que obtienen energía por fosforilación a nivel de sustrato y utilizan los propios intermedios en el metabolismo de azúcares como aceptores de H+. Como consecuencia, producen grandes cantidades de ácidos orgánicos de cadena corta, a partir de azúcares. El principal producto es el ácido láctico obtenido a partir de piruvato por acción de la enzima lactato deshidrogenasa. En L. casei, hemos determinado que la inactivación de esta enzima tiene como resultado una serie de efectos pleiotrópicos, consecuencia de la desviación del metabolismo hacia otros compuestos de la ruta ácido mixta, como diacetilo, etanol, ácido acético y CO2.

Con el fin de diseñar procedimientos para el aprovechamiento biotecnológico de la lactosa, el principal contaminante del lactosuero, nuestro laboratorio ha desarrollado una herramienta para la inserción de genes metabólicos, por recombinación, en el operón de la lactosa de L. casei. Las cepas resultantes presentan una inserción “limpia”, es decir que no poseen genes de resistencia a antibióticos (grado alimentario) y, además, expresan los genes de interés de forma coordinada con los genes de transporte e hidrólisis de lactosa. Por este procedimiento se ha tratado de hacer ingeniería metabólica en este microoganismo, clonando los genes de la hidroxiácido sintasa de Lactococus lactis (ilvBN) y sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa (gutF) del propio L. casei, para estudiar su repercusión en la distribución de metabolitos de carbono a partir de lactosa. En el primer caso, obtuvimos una cepa recombinante capaz de producir una gran cantidad de acetoína y diacetilo a partir de lactosa. En el caso de la expresión de sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa, se pudo observar la secreción al medio de D-sorbitol en cantidades significativas, en un sistema de células en reposo.

Todos estos desarrollos deben tratar de transferirse a planta piloto. Además de los fermentadores convencionales, ciertas bacterias lácticas pueden adaptarse a reactores de células inmobilizadas. Utilizando la cepa L. casei CRL686 que se adhiere al vidrio y sílice, hemos adaptado sistema de doble reactor relleno de Poraver® para ensayar la conversión de la lactosa que contiene el permeado de lactosuero en ácido L-láctico. Tras ensayar condiciones y flujos se logró el 100% de conversión de éste azúcar en ácido L‑láctico, con tasas de dilución de hasta 0,11 l/h y una riqueza en ácido L-láctico del 90-94%. En el futuro inmediato, trataremos de aplicar este u otros métodos de fermentación para el aprovechamiento biotecnológico de lactosuero o de su permeado mediante las cepas desarrolladas.
INTRODUCCIÓN
Lactobacillus casei es una especie heterofermentativa facultativa, que en general se comporta como homofermentativa si crece sobre azúcares transportados por permeasas que pertenecen a la familia de fosfotransferasas dependientes del fosfoenol piruvato (PTS). Sin embargo, produce un patrón de volátiles que lo le hace apto como iniciador de productos lácteos de consumo en fresco. Sin embargo es utilizada como cultivo iniciador en quesos, posiblemente por su patrón proteolítico (Fernandez et al., 1997;Martinez-Cuesta et al., 2001). También habita en el intestino de algunos mamíferos y se ha demostrado el efecto probiótico de algunas cepas de esta especie (Perdigon et al., 1995;Borruel et al., 2003). 

La glucólisis es la ruta metabólica por la que se oxida la glucosa y la fructosa para la obtención de energía (Figura 1) y en la que se genera ATP y un exceso de H+, en forma de NADH/NADPH. Los microorganismos fermentativos (como las bacterias lácticas), por carecer de citocromos, canalizan ese exceso de NADH/NADPH formado hacia el  piruvato y moléculas derivadas de él. El compuesto mayoritario formado en este proceso es el ácido láctico (por lo que se la denomina también ruta homoláctica y homofermentativa) aunque también se obtienen otros compuestos volátiles reducidos. Algunos de ellos tienen gran potencia organoléptica y son responsables del aroma característico de productos obtenidos mediante la fermentación por bacterias lácticas. En ciertas bacterias lácticas, tiene también especial relevancia la ruta de la xilulosa-5P fosfocetolasa (heterofermentativa) que rinde, además de lactato, importantes cantidades de acetato, etanol y CO2. El patrón de metabolitos producidos por estas bacterias, va a depender también de las condiciones fisiológicas, pues los homofermentativos más estrictos pueden producir ácido acético y CO2 a partir de glucosa (Garrigues et al., 1997). Diversos trabajos en bacterias lácticas han demostrando que es posible la recanalización de los flujos de carbono. Tanto en Lactococcus lactis como en L. plantarum, la inactivación del gen de la L-lactato deshidrogenasa da lugar a la acumulación de piruvato, acetato, NADH y, como consecuencia, manitol (Ferrain et al., 1996; Hols et al., 1999; Neves et al., 2000). En L. casei, también hemos determinado que la inactivación de esta enzima tiene como resultado la desviación del metabolismo hacia otros compuestos de la ruta ácido mixta, como diacetilo, etanol, ácido acético y CO2 y una serie de efectos pleiotrópicos, posiblemente consecuencia de esta acumulación de intermedios metabólicos (Viana et al., 2005). Otros ejercicios de ingeniería metabólica han logrado la expresión de enzimas que utilizan metabolitos intermedios o cofactores para acumular los metabolitos de interés, como la NADH-oxidase (Hugenholtz et al., 2000); López de Felipe et al, 1997; López de Felipe et al., 1998), L-alanina deshidrogenasa (Hols et al., 1999) o acetohidroxiácido sintasa (Benson et al., 1996). 

La lactosa está presente en la leche y supone el principal componente del lactosuero, siendo responsable de su alto poder contaminante. Con el fin de diseñar procedimientos para su aprovechamiento biotecnológico, nuestro laboratorio ha desarrollado una herramienta para la inserción de genes metabólicos, por recombinación, en el operón de la lactosa de L. casei (Gosalbes et al., 2000;Gosalbes et al., 2001), con el fin de que este microorganismo produzca metabolitos que le den mayor valor añadido al lactosuero. Además, estos desarrollos deben tratar de transferirse a planta piloto. Ciertas bacterias lácticas pueden adaptarse a reactores de células inmovilizadas (Bruno-Barcena et al., 1999). Utilizando la cepa L. casei CRL686 que se adhiere al vidrio y sílice, hemos adaptado sistema de doble reactor relleno de Poraver® para ensayar la conversión de la lactosa que contiene el permeado de lactosuero en ácido L-láctico. Este proceso parece muy interesante debido a su alto rendimiento, si se compara con sistemas de cultivo en medio líquido. 
INGENIERÍA METABÓLICA DE LACTOBACILLUS CASEI: Inserción y coexpresión de genes metabólicos en el operón de la lactosa.

El operón de la lactosa de L. casei consta de cuatro genes, tres metabólicos y un antiterminador, que se inducen en presencia de lactosa y se reprimen por glucosa o fructosa. Hemos logrado la inserción de genes en este operón mediante un protocolo de doble entrecruzamiento para basado en la clonación de dos fragmentos de lacG y lacF en el plásmido integrativo pRV300 (Leloup et al., 1997), ello nos permite insertar en dicho operón genes clonados homólogos y heterólogos, con relativa comodidad, y que se coexpresan con los genes de la lactosa. Con el fin de aumentar la producción de diacetilo en L.casei, hemos insertado en dicho operón los genes de la hidroxiácido sintasa de Lactococus lactis (ilvBN) (Gosalbes et al., 2000) y sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa (gutF) del propio L. casei (Nissen et al., 2005). En el primer caso, obtuvimos una cepa recombinante capaz de producir una gran cantidad de acetoína y diacetilo a partir de lactosa. En el caso de la expresión de sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa, se pudo observar la secreción al medio de D-sorbitol en cantidades significativas, en un sistema de células en reposo.
FERMENTACIONES CON CÉLULAS INMOBILIZADAS
Tras ensayar condiciones y flujos se logró el 100% de conversión de éste azúcar en ácido L‑láctico, con tasas de dilución de hasta 0,11 l/h y una riqueza en ácido L-láctico del 90-94%. En el futuro inmediato, trataremos de aplicar este u otros métodos de fermentación para el aprovechamiento biotecnológico de lactosuero o de su permeado mediante las cepas desarrolladas.
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