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Glosario
Electroporacion: la electroporacion se define como una técnica para aumentar la permeabilidad

de la membrana celular a moléculas hidrofilicas bajo un campo eléctrico aplicado.

MRS: el termino Man, Rogosa y Sharpe desarrolla principalmente el medio para el cultivo de

Lactobacillus que muestra una buena productividad para casi todas las bacterias del acido lactico.

Protoplastos: célula desnuda, rodeada por su membrana plasmaética, potencialmente capaz de

regenerar la pared celular, crecer y dividirse.

Reaccion en cadena de la polimerasa: la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus
siglas en inglés es una reaccion quimica que los bidlogos moleculares utilizan para amplificar

fragmentos de ADN.
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Resumen

Titulo: Revision sistematica del estado del arte sobre el mejoramiento genético de cepas de
Lactobacillus para mejorar la produccion de é&cido lactico”

Autor: David Fernando Gémez Pacheco, Tatiana Fiallo Maldonado™

Palabras claves: Lactobacillus, &cido lactico, mutagénesis, ingenieria metabdlica, evolucion
adaptativa.

Descripcion:

Las fermentaciones bacterianas son un enfoque prometedor para la elaboracion de productos de
valor agregado a partir de sustratos renovables como los residuos agroindustriales. Sin embargo,
las bacterias productoras de acido lactico presentan altos requerimientos nutricionales, inhibicion
por sustrato y estrés térmico que afectan su productividad, por lo que se han desarrollado estrategias
biotecnoldgicas para mejorar las cepas y obtener el fenotipo deseado.

En el presente trabajo, se estudiaron las investigaciones relacionadas con la modificacion genética
de cepas de Lactobacillus para mejorar la produccién de é&cido lactico y las condiciones
experimentales empleadas en cada una de ellas. Lo anterior, se realizo a través de una revision
sistematica de la literatura empelando una metodologia de bdsqueda, seleccion y andlisis que dio
como resultado un total de 64 articulos.

Se establecié que las principales técnicas de modificacion genética de cepas de Lactobacillus que
aumentan la capacidad productiva de &cido lactico son mutagénesis aleatoria, evolucién adaptativa
en laboratorio e ingenieria metabolica.

Finalmente se realiz6 una identificacion de condiciones y cualidades que afectan cada técnica de
modificacion genética, esto permitio esclarecer y concluir que la ingenieria metabolica requiere un
gran nivel de informacién de las rutas metabolicas lo que va asociado a tecnologias de alto costo;
por otro lado, la mutagénesis aleatoria tiene un menor alcance y control de los resultados, pero es
la base en varios experimentos asociados al mejoramiento genético. En cuanto a la evolucion
adaptativa se posiciona como la técnica mas comoda y asequible para experimentar condiciones de
estrés de pH, temperatura o concentracion de manera progresiva.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director Juan Carlos Gonzélez
Téllez. Codirector Viviana Sanchez Torres.
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Abstract

Title: Systematic review of the state of art about genetic modification of Lactobacillus strains to improve lactic
acid production.”

Author: David Fernando Goémez Pacheco, Tatiana Fiallo Maldonado™
Keywords: Lactobacillus, lactic acid, mutagenesis, metabolic engineering, adaptive evolution.
Description:

Bacterial fermentations are a promising approach for the elaboration of value-added products from
renewable substrates such as agro-industrial waste. However, lactic acid-producing bacteria
present high nutritional requirements, inhibition by substrate and thermal stress that improves their
productivity, so biotechnological strategies have been developed to improve the strains and obtain
the desired phenotype.

In this research, the investigations related to the genetic modification of Lactobacillus strains to
improve the production of lactic acid and the experimental conditions used in each of them were
studied. This was done through a systematic review of the literature using a search, selection and
analysis methodology that resulted in a total of 64 articles.

It will be established that the main techniques of genetic modification of Lactobacillus strains that
increase the productive capacity of lactic acid are random mutagenesis, adaptive evolution in the
laboratory, and metabolic engineering.

Finally, an identification of conditions and qualities that disconnect each genetic modification
technique was carried out, this allowed clarifying and concluding that metabolic engineering
requires a high level of information on metabolic pathways, which is associated with high-cost
technologies; On the other hand, random mutagenesis has less scope and control of the results, but
it is the basis in several experiments associated with genetic improvement. In terms of adaptive
evolution, it is positioned as the most comfortable and affordable technique to progressively
experience pH, temperature or concentration stress conditions.

* Bachelor Thesis
™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director Juan Carlos Gonzélez
Téllez. Codirector Viviana Sanchez Torres.
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Introduccion

El &cido lactico es un producto de alto interés en la industria por su gran variedad de
aplicaciones comerciales que incluyen alimentos, cosméticos, farmacos y plésticos biodegradables.
La demanda de &cido l4ctico crece anualmente un 16,2% y se espera que su produccion mundial
supere las 1.960 kilotoneladas para el afio 2025 (Abedi & Hashemi, 2020). En cuanto a nivel
nacional, la encuesta anual manufacturera realizada por el Departamento Administrativo Nacional
de Estadistica (DANE, 2020) muestra que Colombia produjo 18,98 toneladas de acido lactico en
el afio 2020, un dato que tiene bastante contraste al ser comparado con las importaciones nacionales
de este producto para el mismo afio, que segun las cifras publicadas por el Centro de Comercio
Internacional (ITC, 1999-2019) alcanz6 las 1.999 toneladas. Esto evidencia que la produccion
nacional no alcanza para cubrir la demanda de &cido lactico en el pais.

La produccién de &cido lactico se puede realizar por ruta quimica o biotecnoldgica. La via
fermentativa tiene la ventaja de formar el isomero D (-) o L (+) acido lactico 6pticamente puro
cuando se selecciona el microorganismo apropiado, por ello alrededor del 90% del acido lactico
producido en el mundo es elaborado por la ruta fermentativa (Alves De Oliveira et al., 2018).
Ademas, la ruta biotecnolégica también posee otros beneficios como la utilizacién de sustratos
renovables baratos, bajas temperaturas de produccién y bajo consumo de energia.

Pero no todo es positivo, también existen problemas asociados con la produccion de acido
lactico por fermentacion como el estrés acido, térmico y osmético al cual son sometidas las
bacterias y productos toxicos que afecta la actividad metabodlica de las células y su productividad
(Zhu et al., 2018).

Teniendo en cuenta lo anterior, el Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos CICTA de la Universidad Industrial de Santander, trabaja en el procesamiento de

lactosuero para ser usado en la fermentacion lactica, encontrandose ahora en etapas de escalado del
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proceso, y de evaluacion de fuentes de nitrogeno alternativas. En este momento es de especial
interés el mejoramiento de cepas, en cuanto a una mayor resistencia a la salinidad del medio,
asimilacién de fuentes de nitrégeno de bajo costo, y tolerancia a mayores niveles de acidez. Por
estas razones toma gran valor una revision estructurada del estado del arte, en cuanto a técnicas de
modificacion genética del género Lactobacillus que mejoren la produccion de &cido lactico y

reduzca los costos asociados a los requerimientos nutricionales de las bacterias.
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1 Objetivos

1.1  Objetivo general
Realizar una revision sistematica del estado del arte sobre las investigaciones relacionadas

con la modificacion genética de cepas de Lactobacillus para mejorar la produccion de &cido lactico.

1.2 Objetivos especificos

Describir las tecnologias de modificacion genética de cepas de Lactobacillus que aumentan
la capacidad productiva de acido lactico.

Identificar las condiciones experimentales empleadas para las diversas técnicas de
modificacion genética de cepas de Lactobacillus.

Clasificar segin su funcion genética las mutaciones de cepas Lactobacillus que han

generado las mayores mejoras en la produccion de acido lactico.



MEJORAMIENTO GENETICO DE CEPAS LACTOBACILLUS 13

2 Marco conceptual

2.1 Acido lactico

El &cido lactico es un compuesto orgénico de baja volatilidad conocido como &cido 2-
hidroxipropanico, posee un carbono asimétrico del cual se derivan dos isomeros opticos el D (-)
lactico y el L (+) lactico (Figura 1), y una forma racémica, ademas de tener un caracter acido en
medio acuso Yy versatilidad de reaccién por sus grupos funcionales (Castillo Martinez et al., 2013).
Cuando dos enantiomeros se encuentran en cantidades analogas se denomina racémico, sin
importar el estado en que se encuentren (McMurry, 2018). La mezcla DL no se utiliza para la
elaboracion de productos alimenticios, farmacéuticos o de consumo debido a que el isomero D es
nocivo para el organismo humano, pude causar deficiencias metabdlicas e intoxicaciones (Abdel-
Rahman & Sonomoto, 2016).
Figural

Isémeros del acido lactico

COOH COOH
HO—LL,“"—H H—|C""—DH

(L,I—I 3 l(_TI—I 3
L(+) acido lactico D(—)acido lactico

Nota. Tomado de Revisién de literatura produccién de acido lactico por via biotecnologica (p. 11),
por Garcia et al., 2010, Temas Agrarios, 15 (2).

Las tres variaciones son hidrosolubles y se comercializan en estado liquido, analogamente
la recuperacion de acido lactico en varios procesos se da en forma de sal cristalina de lactato de
calcio (Estela et al., 2007).

Las especies del género Lactobacillus pueden ser homofermentativas las cuales producen
principalmente acido lactico siguiendo la ruta metabdlica de Embden-Meyerhof (Apéndice B) y

heterofermentativas que elaboran cantidades equimolares de diferentes productos de la
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fermentacion lo cual disminuye el rendimiento de produccion de &cido lactico (Abdel-Rahman et
al., 2013) (Tabla 1). En general, las bacterias acido lacticas tienen una temperatura dptima de
crecimiento entre 20 y 45 grados Celsius y pH &cidos inferiores a 5 (Castillo Martinez et al., 2013).
En condiciones anaerobias y exceso de sustrato, las bacterias acido lacticas homol&cticas producen
2 moles de piruvato por cada mol de glucosa catabolizada, de esta forma siguiendo el proceso
bioguimico redox oxidando la coenzima NADH y reduciendo el piruvato producto de la glucélisis,

se obtiene 4cido l4ctico y energia en forma de ATP (Singh et al., 2006).

Tabla 1

Bacterias homo y hetero fermentativas del género Lactobacillus

Configuracion del

Especie Homofermentativa  Heterofermentativa .. . .
acido lactico
L.delbrueckii X - D (-)
L.lactis X - D ()
L.bulgaricus X - D()
L.casei X - L (+)
L.paracasei X - L (+)
L.rhamnosus X - L (+)
L.plantarum X - DL
L.curvatus X - DL
L.brevis - X DL
L.fermentum - X DL
L.helveticus X DL

Nota. Adaptado de Revision de literatura produccion de acido lactico por via biotecnoldgica (p.
13), por Garcia et al., 2010, Temas Agrarios, 15 (2).

2.2  Mutagénesis aleatoria
Proceso que induce un cambio en el material genético, a través de vectores fisicos o

quimicos, con el objetivo de modificar caracteristicas y facultades de un organismo. Los métodos
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de mutageénesis pueden aumentar la tasa de mutacién con una operabilidad sencilla (Zhu et al.,
2018).

Mutagénesis fisica: La mutagenesis fisica se lleva a cabo utilizando mutadgenos como rayos
ultravioletas, rayos o, rayos B, rayos y y plasma atmosférico a temperatura ambiente (Zhu et al.,
2018). El uso de haces de iones pesados incrementa la productividad de las cepas mutantes (Tian
etal., 2021).

Mutagénesis quimica: La mutagénesis quimica se desarrolla con el uso de agentes
alquilantes, analogos, modificadores de base o guanidina nitrosa (Tian et al., 2021). Algunos

agentes mutagénicos son diethyl sulfate, nitrosoguanidina (NTG), 5-bromouracil y acido nitroso.

2.3 Evolucion adaptativa en laboratorio

Modalidad que implica la propagacion del microrganismo por varias generaciones
aplicando condiciones de estrés selectivas de acuerdo con las facultades que se desean potenciar
en la cepa, obteniendo caracteristicas controladas a largo plazo (Sandberg et al., 2019); por
ejemplo, la estrategia de evolucidn adaptativa es utilizada para mejorar la tolerancia frente altas

temperaturas (Tian et al., 2021).

2.4  Ingenieria metabdlica

Utiliza métodos biosintéticos con la finalidad de estudiar las vias de metabolismo que
promuevan la recombinacion genética para obtener cepas mejoradas (Tian et al., 2021). La
ingenieria metabolica y la evolucién adaptativa otorgan mayor control del proceso de mutacion en
comparacion a las técnicas de mutagénesis aleatoria (Tian et al., 2021). La ingenieria metabodlica

tiene estrategias que se basan tanto en metodologias evolutivas como racionales.
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2.4.1 Ingenieria racional
Contempla la aplicacion de informacion metabdlica y genética especifica (Figura 2.a) para
realizar cambios o variaciones puntuales en las rutas metabdlicas. Los resultados esperados son

mayoritariamente previstos y caracteristicos (Upadhyaya et al., 2014).

e Redireccion de ruta
Involucra la modificacion genética de la ruta metabodlica para suprimir la produccion de
metabolitos no deseados, la utilizacion o la produccién de energia en estas rutas (Figura 2.b).
Gracias a la manipulacion que permite este método se han generado mejoras en la pureza dptica

del &cido lactico (Okano et al., 2018).

e Aumento de la expresion genética
Complementacion de la redireccion de rutas donde se busca promover la trascripcion del
material genético que conforma las enzimas de la ruta deseada (Figura 2.c). Este aumento se realiza
clonando los genes apetecidos y expresandolos en un elemento dentro de la célula o cambiando el

promotor original por una mas eficaz en el cromosoma (Upadhyaya et al., 2014).

Figura 2
Esquema de la redireccion de ruta y aumento de la expresion genética

(a) (b) ()

Cepa diseniada mediante Cepa disefiada mediante el

Cepa inicial " o
redireccion de ruta aumento de la expresion del gen

Nota. (a) Sistema de ruta metabdlica de la cepa inicial que convierte el sustrato X en un coproducto
Y y el producto objetivo Z. (b) Eliminacion de las rutas enzimaticas que convierten X en'Y, lo que
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da como resultado un aumento en niveles del producto objetivo Z. (c) Sobreexpresion de las
enzimas responsables de convertir X en Z, lo que da como resultado un aumento de los niveles del
producto Z. Adaptado de Metabolic engineering as a tool for enhanced lactic acid production
(p.641), por Upadhyaya et al., 2014, Trends in biotechnology, 32 (12).

e Expresion genética heterdloga
Comprende la modificacion de genes no originarios de un organismo, con la introduccién
de caracteristicas metabolicas nuevas que mejoren y promuevan las propiedades para la produccion
de metabolitos deseados (Figura 3). La biologia molecular amplia estas aplicaciones, pero no existe
un sistema generalizado que sea factible en todos los medios (Huang et al., 2017).

Figura 3

Esquema de la expresion genética heteréloga

Cepa inicial

Expresion
genética
heterologa

Cepa disefiada mediante expresion
genética heterdloga

Cepa no relacionada

Nota. El sistema de vias metabolicas de la cepa inicial convierte el sustrato (X) en un producto
intermedio (1) pero carece de la via enzimatica hacia el producto objetivo (Z). La expresion del gen
clonado de una cepa no relacionada (capaz de convertir | en Z) permite la conversion de X en Z en
la cepa manipulada. Adaptado de Metabolic engineering as a tool for enhanced lactic acid
production (p.641), por Upadhyaya et al., Trends in biotechnology, 32 (12).

2.4.2 Ingenieria evolutiva.

A diferencia de la ingenieria racional, esta técnica busca la transformacion progresiva de
una minoria de la poblacion con el fin de dar una variabilidad en el genoma, no comprende la
transmision de informacion genética especifica a otros organismos, agiliza el auge de la poblacion

mas adaptable y variable (Upadhyaya et al., 2014).
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e Mezcla de genomas
Mediante la unién de protoplastos se crea una recombinacion entre los genomas dando lugar a
mayores posibilidades de seleccionar mutaciones de interés (John et al., 2008). Una poblacion se
crea con mutagenesis aleatoria y otra mediante evolucion adaptativa en laboratorio, se lleva a cabo
el proceso de mezcla de genomas y la poblacién final contiene un banco de informacion de
mutaciones por cromosoma amplio del cual se selecciona el rasgo de interés (Figura 4).

Figura 4

Esquema de la mezcla de genomas

Poblacion

Adaptacion adaptada

Cepa Mezcla de Recombinacion o Cepas
s . Seleccion b
inicial protoplastos de cromosomas disefiadas

Poblacion
Mutagenizada

Mutagénsis

Nota. Adaptado de Metabolic engineering as a tool for enhanced lactic acid production (p.642), por
Upadhyaya et al., 2014, Trends in biotechnology, 32 (12).

e Amplificacion del genoma completo (WGA)

La amplificacion del genoma completo o Whole genome amplification por sus siglas en
inglés, utilizan cebadores de oligonucledtidos para iniciar la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y obtener una plantilla nueva de informacion genética de interés utilizando una polimerasa
que produce mutaciones (Taq) produciendo copias del genoma con cambios aleatorios y estos

cambios son nuevamente introducidos en las células por electroporacién (Ye et al., 2013).


https://www-sciencedirect-com.bibliotecavirtual.uis.edu.co/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gene-amplification
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3 Metodologia

19

La investigacion se desarroll6 en tres etapas como se observa en la Figura 5.

Figura 5

Esquema de etapas metodoldgicas

f_\ Metodologia
Y

Fase I: Busqueda

T

Actividades

Fase II: Seleccion y gestidon

Fase III: Extraccion y sintesis

- Escoger bases de datos
-Definir ecuaciones de
bisqueda

]

Actividades

Actividades

Y

[
Entregable

v

- Filtrar informacion
-Organizacion con ayuda de
Software

- Describir tecnologias de
modificacién de cepas
-Definir condiciones
experimentales

-Identificar las mejoras en la
produccién

I
Entregable

'

- Plantilla ecuaciones ,
criterios de busqueda y
resultados.

- Plantilla de resultados
filtrados (titulo, autor, aflo,
revista, palabras claves y pais).
-Mapa conceptual de
informacidn a extraer de las
investigaciones.

Entregable

Y

3.1  Busqueda de estudios primarios

- Matriz de efecto de las
diferentes técnicas sobre la
produccidn (Método, cepa
mutante, resultado y
referencia).

-Matriz condiciones
experimentales (Método, cepa,
condiciones y referencia)

Se inicid la busqueda de documentos en las bases de datos electrénicas disponibles en el

catalogo bibliografico de la Universidad Industrial de Santander (UIS) de las cuales se eligio

Scopus. Como fuente de informacién adicional se utilizé la base de acceso libre PubMed, esta fue

seleccionada por su contenido de articulos relacionados con biotecnologia y microbiologia.

Posteriormente se definid la estructura de las ecuaciones de busqueda teniendo en cuenta las
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palabras claves Lactobacillus, “lactic acid production”, “metabolic engineering”, ‘strain

modification”, mutagenesis, “adaptative laboratory evolution” y los operadores booleanos (AND

0 OR). En el Apéndice A se presentan las ecuaciones de busqueda empleadas en la investigacion.

3.2

Seleccion y gestion de documentos

Finalizado el proceso de busqueda se inici6 la seleccion de los estudios de interés teniendo

en cuenta los siguientes parametros como filtro:

Afio de publicacién: Se establecio el periodo de budsqueda entre los afios 2000 a 2022.
Idioma: Se selecciond el inglés al ser ampliamente utilizado a nivel mundial como idioma
estandar para las publicaciones cientificas y el espafiol pues es de interés tener en cuenta
cualquier publicacion realizada nivel nacional o América Latina.

Titulo: Los titulos que no contengan al menos una de las palabras claves definidas en las
ecuaciones de ecuaciones de busqueda o que directamente no estén relacionados con el
tema de la investigacion son descartados.

Resumen: Después de realizar la lectura de los resimenes se escogieron aquellos que
relacionen alguno de los siguientes temas: (i) Modificacion genética de cepas Lactobacillus
para produccion de acido lactico y (ii) tecnologias de modificacion genética de bacterias
acido l4cticas.

Contenido: Se tuvieron en cuenta los documentos que presentaban informacion de la
metodologia utilizada para realizar las modificaciones genéticas en las cepas y reportan

datos cuantitativos que indican las mejoras generadas sobre la produccion de acido lactico.

La organizacion de los documentos seleccionados se realizd con ayuda de diferentes

herramientas como el gestor de referencias bibliograficas Mendeley que permite confeccionar una

planilla con informacion de afio de publicacién, autores, fuente, titulo y resumen de cada
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investigacion. De igual modo, se utilizo el software Excel para tabular la informacion mas relevante
extraida de los estudios primarios y la herramienta X-Mind que facilita el analisis de los

documentos con la implementacion de mapas conceptuales (Apéndice C).

3.3  Extraccion de informacion
En la revision se identificaron los documentos de acuerdo con el objetivo que se plante6

cumplir, y se extrajo la informacién teniendo en cuenta los siguientes criterios:

e Cudles son las técnicas utilizadas para la mejora genética de las cepas Lactobacillus.

e En qué consiste cada una de estas técnicas

e Qué condiciones experimentales son usadas para realizar estas modificaciones

e Cudles fueron los resultados sobre la produccion de &cido lactico por las cepas de

Lactobacillus modificadas.

4 Resultados

4.1  Resultados de busqueda y seleccidn de publicaciones

Utilizando las ecuaciones de busqueda expuestas en el Apéndice A se obtuvo un total de
1115 articulos (Figura 6). Teniendo en cuenta que la busqueda se realiz6 en dos bases de datos
(Scopus y PubMed), los articulos que se encontraron duplicados fueron descartados.

Finalmente, tras el proceso de filtro se seleccionaron 64 articulos con los cuales se

desarrollo la fase de extraccion de informacion.
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Figura 6

Esquema proceso de seleccion

Busqueda avanzada:
1115 articulos

Y

Filtrados por titulo:
128 articulos

» Descartados: 987

Filtrados por resumen:
77 articulos

Descartados: 51

Y

Y

Filtrados por contenido:

64 articulos Descartados: 13

\

4.2  Evolucion y estado actual de las investigaciones

Mejorar la produccidon de acido lactico por via fermentativa es un tema de gran interés para
la comunidad cientifica que busca reducir los costos de produccion mejorando el proceso y la
productividad. Lo anterior, se ve reflejado en el aumento del nimero de articulos publicados en los
ultimos 20 afios de acuerdo con lo reportado en las dos bases de datos utilizadas en esta
investigacion. En el periodo comprendido entre los afios 2000 y 2005 el nimero de publicaciones
se mantuvo relativamente bajo, pero a partir del afio 2006 en adelante hay un aumento manteniendo
un promedio de publicacién de cuatro articulos por afio. Sin embargo, el 2018 se destaca como el
afio donde se realiz6 la mayor publicacion de articulos relacionados con nuestro tema de interés

estableciendo un méaximo de 11 articulos en el mismo afio (Figura 7).
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Figura 7

Distribucién de articulos por afio (h=70)
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Basados en los datos recolectados en las etapas de busqueda y seleccion de articulos se
pudo apreciar que Asia sobresale como uno de los continentes con mayor influencia sobre los
avances recientes en la produccién de &cido lactico por via biotecnolégica (Figura 8.b), destacando
paises como India y China que representan el 43% del total de articulos de investigacion
seleccionados (Figura 8.a).

Por otro lado, Latinoamérica tan solo alcanza el 7% del total de articulos publicados, los
cuales en su totalidad abordan el tema de modificacion genética de cepas para el mejoramiento de
la produccién de acido lactico desde una perspectiva de revision del estado del arte. Lo anterior,
ocurre debido a que actualmente los objetivos de los trabajos experimentales realizados en
Latinoamérica aun se encuentran dirigidos a optimizar las condiciones de operacion y disminuir

los costos de produccion utilizando nuevos sustratos como los residuos agroindustriales.
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Figura 8

Distribucion a nivel mundial de los articulos seleccionados (n=70)
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4.3  Tecnologias de modificacion genética de cepas Lactobacillus
4.3.1 Mutagénesis aleatoria en la produccion de acido lactico
El método de mutagénesis aleatoria que se utiliza para el mejoramiento genético de las

bacterias tiene un efecto importante en el resultado de la mutacion del microorganismo. La Tabla
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2 da una breve descripcion de los trabajos realizados para la mejora de cepas Lactobacillus

mediante los diferentes tipos de mutagénesis.

Tabla 2
Efecto del método de mutagénesis en la produccién de acido lactico
Método Tipo Cepa Resultado Referencia
Mutagénesis Rayos L.lactis La produccion fue 73,9% (Bai et al,
fisica ultravioleta superior comparado con la cepa 2004)
madre
L.delbrueckii Rendimiento de produccion del (Kadametal.,
90% 2006)
L.delbrueckii Mejora del rendimiento al 90%  (Adsul et al.,
2007)
L.delbrueckii Maximo de productividad de (Dumbrepatil
subsp.delbrueckii  4,15g/Lh et al., 2008)
L.lactis Mutante con el triple de (Joshi et al.,
produccion que la cepa salvaje 2010)
Microondas de L.casei Aumento en la produccion de (Xu et al.,
baja potencia  subsp.rhamnosus 4cido lactico un 58% en 2009)
comparacion a la cepa inicial.
L.caseiy L. acidophilus 45 min exposicion (Amanat et
L.acidophilus 23,46 % mayor concentracion de al., 2020)
acido lactico Lb.Casei 60 min
exposicion  30,99%  mayor
concentracion de LA
Implantacion L.casei Incremento en la produccion de (Shichang et
de iones L-acido lactico 38g/L méas que la al., 2011)
cepa salvaje
Rayos gamma L.brevis Aumento de desempefio con (Gomaa &
respecto a la produccion de acido - Rushdly,
lactico en 43,73 g/L 2014)
Irradiacion de L.thermophilus ~ Aumento significativo en la (Hu et al,
iones pesados producciéon de é&cido L-(+)- 2017)
de carbono lactico 23,16 ¢/L méxima
concentracién por el mutante
SRZ50 utilizando glucosa
L.thermophilus Productividad 16,2% superior a (Jiang et al.,
la cepa salvaje 2018)
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Mutagénesis  Acido nitroso L.delbrueckii Mutantes con mayor (John &
quimica productividad de &cido lactico Madhavan
con un maximo de 1,55 veces Nampoothiri
mas que la cepa salvaje , 2008)
Nitrosoguanidi L.casei Productividad 97,8 % superior a (Ge et al.,
na (NTG) la de la cepa original 2011)

Uno de los tipos de mutagénesis mas utilizada es la mutagénesis con rayos ultravioleta
como se pudo observar en la Tabla 2, esto se debe a que su operacidn es simple y econdémica.

Dumbrepatil et al., 2008 utilizando melaza de azlcar de cafia en la cepa
mutante Lactobacillus delbrueckii Uc-3 aislada por el método de mutagénesis UV obtuvo una
concentracion maxima de acido lactico de 166 g/L y una productividad de 4,15 g/(Lh) con control
de pH de 6,5.

Adsul et al., 2007 analizando dos sustratos diferentes celobiosa y celotriosa en la cepa
Lactobacillus delbrueckii Uc-3, concluy6 en sus datos que la celobiosa fue el mejor sustrato con
una productividad de 2,25 g/Lh y un rendimiento del 90%.

La mutagénesis tradicional (rayos X, UV, y) requiere mucho tiempo y tiene un espectro de
mutacién limitado, por lo que es necesario combinar nuevos métodos de mutagénesis con mutacion
tradicional. En la actualidad, la irradiacion de iones pesados ha permitido crear diferentes tipos de
nuevos mutantes. Los iones pesados pueden causar una mayor tasa de mutacion y un espectro de
mutacién méas amplio debido a su alta transferencia de energia, que pueden producir una ionizacion
densa a lo largo de sus trayectorias, lo que resulta en un dafio agrupado complejo e irreparable en
el ADN que pueden generar miles de mutantes (Hu et al., 2017).

Jiang et al.,, 2018 mejoraron la produccion de L-acido lactico de Lactobacillus
thermophilus SRZ50 utilizando la técnica de mutagénesis de iones pesados de alta eficiencia. El

mutante A69 mostro 16,2 % maéas de productividad que la de la cepa original y basado en la
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fermentacion discontinua puede acumular 114,2 g/L de L-4cido lactico hasta las 96 h sin control

de pH con el valor méas bajo de 5,4.

4.3.2 Evolucion adaptativa en laboratorio en la produccion de acido lactico

A continuacién, se muestra una descripcion general de estudios donde se han aplicado

estrategias de evolucion adaptativa en laboratorio para mejorar los microorganismos en cuanto a

su tolerancia al pH bajo, su tasa de asimilacion al sustrato y utilizacion de fuentes de nitrégeno

alternativas (Tabla 3).

Tabla 3

Efectos de la evolucion adaptativa en la produccion de acido lactico

Cepa Fenotipo Estrategia Resultados Referencia
esperado
L.delbrueckii  Mejora de la Aclimatacion de las Rendimiento méaximo de (Lee, 2007)
subsp.lactis  tolerancia al bacteriasaunentorno produccion de acido lactico
acido de pH bajo de 55 a glucosa 90% + 1,01% en
mediante subcultivos ciclos de 48 h
repetidos
L.casei Mejora de la Eliminacion del gen Aumentd 10 veces en el (Overbeck
tolerancia al mutS y disminucién porcentaje de supervivencia etal., 2017)
acido gradual del pH por un en comparacion con la cepa
periodo de 100 dias  original a pH de 2,5
L.amylovorus ~ Capacidad para Aumento gradual de Produccion 3,5 veces mayor (Akoetey
fermentar las concentraciones de acido lactico por parte de &
almidon de de almidon de batata las bacterias adaptadas para  Morawicki,
batata con control de pH 20 g/L de almidon. 2018)
L.delbrueckii  Mejora de la Transferencia La cepa obtenida mostr6 un  (Singhvi et
tolerancia al continua cada 48 h a aumento de 1,8 veces en la al., 2018)
acido un medio con un pH produccion de &cido lactico
inicial de 4,5 durante en condiciones &cidas.
aproximadamente 40
subcultivos
L.paracasei  Capacidad para Aumento gradual de Concentracion de 4&cido (Mladenovi
fermentar las concentraciones lactico un 59 % mayor que ¢ et al.,
melaza de de melaza (5-25% la cepa original con control 2019)
remolacha p/v) de pH

azucarera
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L.pentosus

Capacidad para
fermentar xilosa
y tolerancia a pH
bajo

Aumento gradual de
la relacion xilosa:
glucosa del medio en
un cultivo
discontinuo
secuencial

La cepa resultante presento
entre 1,5 y 2 veces mas
consumo de xilosa 'y
produccion de &cido lactico
que la cepa parental en 20
g/L

(Cubas-
Cano et al.,
2019)

L.delbrueckii

Capacidad para
fermentar

melaza de cafiay
usar harina de
soya como
fuente de
nitrégeno

Aumento gradual de
las concentraciones
de melaza y harina
con control de pH

Concentracién de D-acido
lactico de 112,3 glL,
eficiencia promedio de 2,4
g/(Lh), rendimiento de 0,98
g /g y pureza Optica del
99,6%

(Liang et al.,
2020)

L.rhamnosus

Mejora de la
termotolerancia

Aumento gradual de
la temperatura (40,

Productividad de 3,4 g/(Lh)
y rendimiento de 0,89 g/g.

(Sun et al.,
2021)

42, 45, 47,50 °C) sin
control de pH

En la fermentacion tradicional de acido lactico, la fuente de nitrégeno constituye uno de los
mayores costos operativo. Por ello, si las fuentes de nitrogeno como la peptona y el extracto de
levadura pudieran reemplazarse en su totalidad o en su mayoria por fuentes de nitrégeno
alternativas mas baratas, la rentabilidad del proceso aumentaria. Liang et al., 2020 utiliz6 como
fuente de carbono la melaza de cafia de azlcar y como fuente de nitrégeno la harina de soya
hidrolizada, ambos desechos agroindustriales de bajo costo. Llevd a cabo la adaptacion de
Lactobacillus delbrueckii a los sustratos mediante evolucion adaptativa en laboratorio obteniendo
como resultado niveles de D-acido lactico de 112,3 g/L., con una eficiencia de produccién promedio
de 2,4 g/(Lh), un rendimiento de 0,98 g /g azUcar, y pureza éptica del 99,6%.

Las estrategias evolucion adaptativa en laboratorio combinadas con la estrategia de
ingenieria metabolica se puede utilizar para optimizar el disefio y acelerar la construccion de cepas
de alto rendimiento. El estudio realizado por Overbeck et al., 2017 es un ejemplo perfecto de la
combinacion de ambos métodos, primero exploraron la inactivacién transitoria del gen que codifica

la enzima de reparacion de desajustes de ADN MutS en la cepa Lactobacillus casei y
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posteriormente la sometieron a un proceso de evolucion adaptativa de 100 dias para aumentar la

resistencia al pH bajo. Los resultados mostraron que las adaptadas crecieron mas rapidamente, a

mayores densidades celulares y produjeron mas &cido lactico. Ademas, aumenté 10 veces el

porcentaje de supervivencia en comparacién con la cepa original a pH de 2,5.

4.3.3

Ingenieria metabdlica en la produccion de acido lactico

Los enfoques de la ingenieria metabolica se han explorado en gran medida para mejorar la

genética de las cepas Lactobacillus como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4

Métodos de produccién de &cido lactico por ingenieria metabdlica

Cepa Enfoque Estrategia Resultado Referencia
L.helveticus Redireccion ~ Construccién de dos cepas, Incremento del 20% en (Kyla'-
de ruta y se elimina el gen IdhD en la productividad de L- Nikkila" et
aumentodela una y se reemplaza el gen &cido lactico al., 2000)
expresion IdhD por IdhL en la otra®
génica
L.rhamnosus Mezcla de Fusién de protoplastos de Aumentos de (Wang et
genomas cepas expuestas a produccion de é&cido al., 2007)
irradiacion uv y lactico 26,5% mayore a
mutagénesis con NTG la cepa salvaje vy
tolerancia maxima a pH
3,8
L.rhamnosus Mezcla de Fusion de protoplastos de Incrementos de 44,9% (Yu et al.,
genomas cepas expuestas a hasta 71,4% de 2008)
irradiacion uv y produccion de é&cido
mutagénesis con NTG lactico respecto a la
cepa salvaje
L.delbrueckii Mezcla de Fusién de protoplastos entre  Conversion de almidon (Johnetal.,
genomas la cepa generada por en é&cido lactico del 96% 2008)
mutagénesis quimica y un con control de pH
Bacillus amyloliquefaciens
L.pentosus WGA Amplificacion del ADN Rendimiento del 95 % (Ye et al.,
genémico utilizando en 1 L con tolerancia al 2013)

cebadores aleatorios y ADN
polimerasa Taq

acido de la mutante
genéticamente estable.

L El lactato deshidrogenasa es una enzima se ha clasificado con base a su producto especifico de L-acido lactico y D-
acido lactico. Las bacterias acido lacticas poseen los genes IdhL y IdhD que codifican la proteina (L-LDH) y (D-LDH)

respectivamente.
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L.paracasei Redireccion  Interrupcion del gen 1dhD Tasa de productividad (Kuo et al.,
de ruta de L-&cido lactico altaa 2015)
5,27 a/(Lh) el
rendimiento de 0,97 g/g
de azucares
L.delbrueckii Expresién de Clonacién de genes IdhD y Concentracion mas alto (Huang et
genes expresion  heterdloga en de D -lactato (1,94 g/L) al., 2017)
heterdlogos Escherichia coli IM109 en condiciones
anaerobicas.
L.plantarum Redireccion  Eliminacion del gen IdhD e Rendimiento del (Okano et
de ruta interrupcion  del operbn mutante 0,91g/g vy al., 2018)
larA-E pureza  Optica  del
98,6%.
L.acetotolerans  Expresién de Clonacién de los genes IdhL  Clonacién exitosa, gen (Goto et
genes y IdhD, y expresion IdhL2 inhibio la al., 2018)

heter6logos

heteréloga en Escherichia
coli

produccion de L-&cido
lactico

La técnica de ingenieria metabdlica permite manipular las rutas metabolicas para aumentar
la produccion de metabolitos de interés o la supresion de productos no deseados. Con este método
la pureza optica del acido lactico aumenta de tal manera que se puede inhibir la expresion del gen
que produce el racémico D (-) o el L (+) dependiendo de las caracteristicas del metabolito deseado
(Upadhyaya et al., 2014).

Huang et al., 2017 con la bacteria Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y el uso de
clonacion encontrd que en la cadena D -LDHs especificamente la region Ldb0101 regulaba la
presencia de oxigeno en el metabolismo asociado al isémero D, con esto pudo obtener la cepa
mutante Escherichia coli IM109 y producir 1,94 g/L de D -lactato en condiciones anaerdbicas.

Okano et al., 2018 para la produccion de acido lactico crea un mutante de la cepa
Lactobacillus plantarum la cual produce una mezcla racémica DL, con ayuda de la técnica de
ingenieria metabolica logra eliminar el gen IdhD asociado a la produccion D (-), obteniendo un

rendimiento de 0,91g/g y una pureza Optica de L (+) &cido lactico de 98,6%.
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4.4 Condiciones experimentales en las técnicas de modificacion genética

Todos los métodos de mejoramiento ejecutan un cultivo previo de los organismos a tratar,
para aclimatar y garantizar que a las condiciones de estrés o procedimientos genéticos que sean
sometidos, no perjudiquen el crecimiento y el avance de la poblacion (Mavrommati et al., 2022;

Tian et al., 2021).

4.4.1 Mutagénesis aleatoria

Se pudo observar en los diferentes articulos que para la aplicacién del método de
mutagénesis por radiacion ultravioleta se utilizé una longitud de onda de 254 nm, irradiando la
muestra en un rango de 6-20 cm por un periodo de 1-40 min (Bai et al., 2004; Kadam et al., 2006).
Hay que tener en cuenta que autores como Joshi et al., 2010, reportaron una mortalidad aproximada
del 99% cuando las cepas se expusieron a la luz ultravioleta durante 17 min.

Existen otras técnicas de mutagénesis novedosas que obtienen cepas Lactobacillus robustas
de manera mas efectiva, como la mutagénesis de iones pesados y la mutagénesis por haces de iones
de baja energia. La diferencia principal entre estas dos radica en la transferencia de energia lineal
(LET) que hace referencia a la cantidad de energia que una particula ionizante transfiere al material
atravesado por unidad de distancia; los iones pesados usados en el mejoramiento biolégico pueden
variar de 30 a 150 KeV/um, mientras que los de baja energia estan por debajo de 10 KeV/um
(Zengliang, 2000).

La irradiacion de iones de baja energia presenta ventajas como una tasa de mutacion mas
alta, un espectro mas amplio y menor tasa de lesion de bacterias que los métodos de mutacion
tradicionales. Shichang et al., 2011 utilizé la estrategia de irradiacion de iones de nitrégeno de baja

energia en la cepa Lb.casei con una potencia de salida de 10 keV en un entorno seco y vacio, estas



MEJORAMIENTO GENETICO DE CEPAS LACTOBACILLUS 32

condiciones de vacio hicieron un gran dafio en las células por lo que la tasa de supervivencia
disminuy6 con el aumento del tiempo de exposicidn en un entorno de vacio.

En la mayoria de los articulos consultados la deteccion inicial de los mutantes con
produccion mejorada de acido lactico después de ser tratados con mutagénesis se realizé por medio
didmetros de halos de transparencia y experimentos de fermentacion. La técnica de halos de
transparencia consiste en placas agar que contiene medio selectivo; para la investigacion de
Shichang et al., 2011, se us6 un medio selectivo que contenia CaCOz con el fin de que el &cido
lactico producido por las colonias neutralizara el CaCOsz y se formara los halos transparentes
(Figura 9). Estas técnicas cualitativas pueden llevar mucho tiempo y en algunos casos ser ineficaces
como lo report6 Hu et al.,, 2017 que al realizar la seleccion de los mutantes de la cepa
Lb.thermophilus encontr6 que algunas cepas con halos de mayor didmetro mostraron una baja

concentracion de L-acido lactico.

Figura 9

Halos transparentes formados por las cepas en la placa de medio selectivo

Nota. Tomado de Mutation-Screening in L-(+)-Lactic Acid Producing Strains by lon Implantation
(p. 141), por Shichang et al., 2011, Indian Journal of Microbiology, 51 (2).

Teniendo en cuenta lo anterior, vale la pena destacar que se han establecido nuevas

estrategias de seleccidn que utilizan el proceso de deteccién de alto rendimiento basado en placas
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de microtitulacidn. Jiang et al., 2018 muestra la aplicacion de manera exitosa de esta metodologia
en su estudio de produccion mejorada de L-4cido lactico por Lactobacillus thermophilus SRZ50
generado por mutagénesis de iones pesados; después de la irradiacion las colonias de la cepa se
transfirieron a placas de microtitulacién de fondo en U de 24 pozos que contenian 3 mL del medio
de cultivo, utilizando una incubadora rotativa a 50°C y 100 rpm por 24 h. Este proceso de seleccion
también se realizd en matraces de agitacion a las mismas condiciones, pero con un volumen de 25
mL. Los resultados de la investigacion mostraron comportamientos similares de los parametros del
proceso de fermentacidn entre ambas metodologias lo que sugiere que la microtitulacion podria
aplicarse como una herramienta de reduccion de escala.

Las condiciones mencionadas anteriormente para cada uno de los métodos de mutagénesis

se encuentran de manera mas detallada en el Apéndice D.

4.4.2 Evolucién adaptativa

Debido a que el método consiste en la transmision de informacién genética de generacion
en generacion para la expresion de ciertas caracteristicas deseadas se busca estructurarlo
generalmente en un primer cultivo por lotes y ciclos de repeticion hasta el punto de evidenciar
cambios en el factor a evaluar como temperatura, acidez, etc. Una de las condiciones de cultivo
inicial es fijar la concentracion del sustrato, seguidamente se monitorea el crecimiento hasta el
punto de hacerse estatico, como criterio de parada. Después se aumenta la concentracion
progresivamente como factor de estrés, ademas la temperatura con un valor promedio de 42 °C es
el éptimo para el crecimiento (Lee, 2007; Liang et al., 2020; Singhvi et al., 2018).

El estrés acido es otra condicion que influye en el crecimiento de la bacteria y

posteriormente en su metabolismo, varios autores utilizan un pH &cido con control para mantenerlo
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constante con ayuda de un agente acidificante, el valor ronda entre 6,5 a 5,5 (Mladenovi¢ et al.,
2019; Overbeck et al., 2017; Sun et al., 2021).

Por otro lado, la aclimatacion a condiciones de acidez para obtener un mutante resistente
es una opcion para crear una poblacion mas tolerante, la disminucion de pH progresiva de 7 hasta
4,5 entre las generaciones permite el crecimiento, pero en los valores méas bajos ocurre la inhibicion
del pH &cido/acido lactico (Singhvi et al., 2018).

Un factor por considerar es la temperatura, al llevar la poblacién con control de pH, de una
temperatura de 40 °C hasta 50 °C gradualmente se obtuvieron mutantes termotolerantes (Sun et al.,

2021).

4.4.3 Ingenieria metabdlica

El dominio genético que utiliza este método no estandariza condiciones las cuales afecten
la creacion de los mutantes, el previo estudio de informacion requerido para realizar estas practicas
contiene el conocimiento genético y metabdlico de las cepas a mejorar, los puntos de accién en
donde ejecutar la mutacién y toda la teoria bioquimica requerida. No obstante, se analizaron
cualidades similares que se utilizan dependiendo de la estrategia utilizada.

En la técnica de redireccion de ruta uno de los puntos estratégicos es el uso de cebadores,
como herramientas para ubicar y actuar sobre regiones del genoma asociadas a la produccién de
los metabolitos de interés, de tal forma que disminuya la actividad enzimatica de un producto y
aumente la disponibilidad de piruvatos para otras enzimas (Kuo et al., 2015). Estos nucle6tidos
transforman el material genéetico mediante la electroporacion de los fragmentos nuevos de material
genético, mutados con ayuda de una polimerasa Tag, a los puntos de accion previamente marcados

por los cebadores (Okano et al., 2018).
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En la estrategia de expresion genética heterdloga se tiene una copia plantilla del gen que se
quiere implantar, purificando y uniéndolo ain un vector de clonacion, este es un plasmido
codificado para unirse al gen y ser introducido mediante electroporacion a una cepa diferente, el
punto clave es tener esta afinidad necesaria del vector para que la cepa huésped no rechace el
procedimiento (Huang et al., 2017).

Para la mezcla de genomas, se complementa con la mutagénesis de manera que es el punto
de partida para tener una poblacion mutante de crecimiento rapido (John et al., 2008). Al tener
seleccionada las dos cepas a recombinar se proceden a formar protoplastos utilizando un tampén
quimico, se requiere la formacion de células esféricas para comprobar su formacion y proceder al
barajado del genoma (Yu et al., 2008).

Uno de los factores comunes antes de la mezcla de protoplastos es la disposicién de ellos,
se mezclan y se dividen en 2 partes iguales para mejorar la variabilidad antes de comenzar el
proceso enzimatico de inactivacion y posteriormente de formacién de bibliotecas de mutantes

(Wang et al., 2007).

5 Conclusiones

De acuerdo con los estudios encontrados se concluye que las principales estrategias de
modificacion genética de cepas de Lactobacillus que aumentan la capacidad productiva de &cido
lactico son mutagénesis aleatoria, evolucion adaptativa en laboratorio e ingenieria metabodlica.

Los métodos cléasicos de mutagénesis aleatoria (UV,X,y) son de operacion simple, pero
tienen poca capacidad de penetracion y la tasa de mutaciones beneficiosas en las cepas de
Lactobacillus es baja comparada con otros métodos.

La utilizacion de procesos de deteccion de alto rendimiento como los basado en placas de

microtitulacion permite superar la limitacion de rendimiento en los métodos tradicionales de
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mutagénesis aleatoria haciéndolos mas eficientes para detectar los mutantes productores de &cido
lctico con acumulacion mejorada.

La ingenieria metabdlica realiza alteraciones especificas de las rutas metabolicas en las
cepas de Lactobacillus por lo que es necesario comprender el mecanismo molecular o genético
detras, lo cual requiere mucho tiempo y recursos, pero produce resultados particulares y previstos.

Los mecanismos de defensa de las cepas Lactobacillus contra pH bajo y alta concentracion
de sustrato estan controlados por maltiples genes ampliamente distribuidos, por esta razon los
enfoques de evolucién adaptativa realizan una progresion mas rapida hacia la mejora en la

produccion de &cido lactico en comparacion con la ingenieria metabolica.
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Apéndices
Apéndice A. Ecuaciones de busqueda y resultados
Ct:)ggeﬂg die Base de Ecuacién de blsaueda Resultados Resultados
q datos 9 de busqueda filtrados
Scopus (TITLE-ABS-KEY (lactobacillus 608 12
AND “lactic acid production”)
AND LANGUAGE (english OR
: spanish) AND ALL (review OR
Estudlgjagr?:eesrales “state of art” OR “recent
y advaces™)) AND PUBYEAR >
recientes de la 1999
produccién de
amdciallaccetlt;o por PudMed (("lactic acid production™) AND 72 9
Lactobal?:illus (review)) AND (english
[Language] OR spanish
[Language]) AND
(2000:2022[pdat])
Scopus (TITLE-ABS-KEY (lactobacillus 185 17
AND “lactic acid production”)
AND ALL (mutagenesis OR
mutant OR mutation OR "strain
modification technology”) AND
LANGUAGE (english  OR
spanish)) AND PUBYEAR >
1999
Tecnologias de PudMed ((("1actic acid production™) AND 29 1
modificgaci()n (lactobacillus)) AND (mutant OR
enética de cepas mutagénesis OR "strain
o?e Lactobacillﬁs modification technology")) AND
meioras en la y (english [Language] OR spanish
projduccic')n de [Language]) AND
acido lactico (2000:2022[pdat])
Scopus (TITLE-ABS-KEY (lactobacillus 31 7

AND “lactic acid production”)
AND ALL (“adaptive laboratory
evolution” OR “strain adaptation”
OR “adaptive evolution” OR
"evolutionary engineering™) AND
LANGUAGE  (english  OR
spanish)) AND PUBYEAR >
1999
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PudMed  ((("lactic acid production” OR 17
"lactic acid") AND
(lactobacillus)) AND ("adaptive
evolution" OR  “evolutionary
engineering" OR  "adaptive
laboratory evolution" OR "strain

adaptation")) AND
(english[Language] OR
spanish[Language]) AND
(2000:2022[pdat])

Scopus (TITLE-ABS-KEY (lactobacillus 100

AND "lactic acid production™)
AND ALL (“metabolic
engineering” OR "genetic
modification™) AND
LANGUAGE (english  OR
spanish)) AND PUBYEAR >

1999
PudMed ((("lactic acid production” OR 73
"lactic acid") AND

(lactobacillus)) AND (“genetic
modification" OR "metabolic

engineering")) AND
(english[Language] OR
spanish[Language]) AND
(2000:2022[pdat])

Apéndice B. Via metabdlica del carbono en la fermentacién del acido lactico
Glucose

Glucosa-6P

Fructose-6P

Fructose-1,6BP

|

Trioza-P
ADP MNAD+
ATP MADH

NAD* yADH

LactateoLL Pyruvate = -Acetolactate

LDH
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Nota. Adaptado de Metabolic engineering approaches for lactic acid production (p.992), por Singh

et al., 2006, Process Biochemistry, 41 (5).

Apéndice C. Mapa conceptual de informacion a extraer de los articulos

Mutagénesis fisica
Rayos UV, X, gamma
Implantacion de iones
Irradiacion de iones pesados
Microondas de baja potencia

—» Mutagénesis

Mutagénesis quimica

) o Evolucion adaptativa
Tecnicas — en laboratorio
Ingenieria racional
Redireccion de ruta
Aumento de la expresion genética
: o Expresion genética heteréloga
Revisién sistematica Articulos \ > ngenieria
de la literatura filtrados metabdlica
Pais Ingenieria evolutiva
et Mezcla de genomas
Palabras clave WGA
Titulo y autor
“—Pp| Review
Apéndice D. Condiciones experimentales método de mutagénesis
Cepa Tipo Longitud de onda Tiempo de Distancia  Referencia
exposicién
L.lactis Rayos 254 nm 1-40 min 20cm (Bai et al.,
ultravioleta 2004)
L.delbrueckii 254 nm 10, 20, 30, 6 cm (Kadam et
45y 60s al., 2006)
L.delbrueckii - - (Adsul et al.,
2007)
L.delbrueckii - - (Dumbrepatil
subsp.delbrueckii et al., 2008)
L.lactis 254 nm 20 min 6 cm (Joshi et al.,

2010)




MEJORAMIENTO GENETICO DE CEPAS LACTOBACILLUS 47

Cepa Tipo Dosis de irradiacion ~ Tipo de ion Otros Referencia
L.brevis Rayos 30, 60,90y 120 Gy - - (Gomaa &
gamma Rushdy,
2014)
Lb.casei Irradiacion  Dosis de implantacion lones de Entorno (Shichang et
de iones de de N* fue de nitrogeno secoy al al., 2011)
baja energia  50x2,6x10% iones/cm? con potencia vacio
de salida de
10 keV
Lb.thermophilus  Irradiacion 25, 50, 75, 100, 125y lones de LET de 40 (Huetal.,
de iones 150 Gy carbono de Kev/um 2017)
pesados 80 MeV
Lb.thermophilus 75 Gy y 100 Gy. lones de LET de 40 (Jiangetal.,
carbono de Kev/pum 2018)
80 MeV
Cepa Tipo Frecuencia Tiempo de Otros Referencia
exposicion
Lb.casei Microondas  Bajo una potenciade  Irradiacion  Circulacion  (Xuetal.,
subsp.rhamnosus de baja microondas de 400 W de 3 min de agua de 2009)
potencia y 2450 MHz refrigeracion
Lb.casei y Campos 15,30,45y - (Amanat et
Lb.acidophilus electromagnéticos de 60 min al., 2020)

radiofrecuencia Wi-Fi
de 2,4 GHz




