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RESUMEN 

Las bacterias ácido lácticas juegan un papel fundamental en la fermentación de los 
alimentos, el ácido láctico producido por este grupo de microorganismo es de alto 
valor y gran parte se obtiene por la fermentación del piruvato mediante la lactato 
deshidrogenasa. Lactococcus lactis es una de las bacterias acido lácticas más usadas 
en la industria de la cual se ha reportado la presencia de diferentes LDH. El objetivo 
de este artículo fue hacer uso de las herramientas bioinformáticas para observar y 
comparar las LDH encontradas en una misma cepa de L. lactis con el fin de determinar 
las diferentes secuencias codificantes para distintas LDH analizando su importancia 
e impacto en el ámbito industrial. Se utilizaron los programas y bases de datos NCBI 
para encontrar distintas LDH reportadas en una misma cepa y se corroboró que no se 
tratara de una misma proteína reportada varias veces. Además, Swiss model se usó 
para modelar las proteínas e identificar sus características y RasMol para sus aspectos 
estructurales.  Se encontraron 3 LDH en la cepa UC063 de L. lactis codificadas en 
distintas partes del genoma con diferente secuencia de aminoácidos, se confirmó la 
identidad de L-LDH, LDH-2 y LDH-3 y se evidenciaron las diferentes características 
estructurales para cada modelamiento de las proteínas. Es importante tener en cuenta 
los múltiples genes ya que si se desea el redireccionamiento del flujo metabólico del 
microorganismo para fines industriales debe haber un múltiple silenciamiento, en 
cuanto al análisis proteico, es necesario evaluar las características de manera más 
exhausta pues en este estudio se establecieron diferencias para puntos clave como 
los motivos proteicos, pero no el comportamiento de cada enzima y como estas 
diferencias repercuten en el funcionamiento.
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Bioinformatic analysis of lactate dehydrogenase: 
an approach towards Lactococcus lactis

ABSTRACT:

Lactic acid bacteria have a fundamental role in food fermentation, the lactic acid 
produced by this group of microorganisms is of high value and much of it is obtained 
by the fermentation of pyruvate by means of lactate dehydrogenase. Lactococcus 
lactis is one of the most used lactic acid bacteria in the dairy industry, the presence 
of different LDH has been reported. The objective of this article was to make use of 
bioinformatics tools to observe and compare the LDH found in the same L. lactis strain 
in order to determine the different coding sequences for different LDH, analyzing 
their importance and impact in the industrial field. The NCBI programs and databases 
were used to find different LDH reported in the same strain and it was confirmed that 
it was not the same protein noted several times. Furthermore, Swiss model was used 
to model the proteins and identify their characteristics and RasMol for their structural 
aspects. Three LDHs were found in L. lactis strain UC063 encoded in different parts of 
the genome with different amino acid sequences, the identity of L-LDH, LDH-2 and 
LDH-3 was confirmed and the different structural characteristics for each modeling of 
the proteins were evidenced. It is important to take into account the multiple genes if 
it’s required the redirection of the metabolic flow of the microorganism for industrial 
purposes. There must be multiple silencing. As for the protein analysis, it is necessary 
to evaluate the characteristics in a more exhaustive way because in this study they 
were established to key points such as several differences in protein motifs, but not 
the behavior of each enzyme and how these differences affect the structure.
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INTRODUCCIÓN 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) 
son definidas como microorganismos 
Gram-positivos,  anaerobios faculta-
tivos, con bajos porcentajes de guani-
na-citosina que convierten principal-
mente las azúcares en ácido láctico(1). 
las BAL engloban grupos de especies 
filogenéticamente diversas que cum-
plen papeles fundamentales en diferen-
tes tipos de fermentación en alimentos, 
haciéndolas importantes a nivel indus-
trial(2).

El metabolismo de las bacterias ácido-
lácticas es clasificado en homofermen-
tativo y heterofermentativo depen-
diendo de la forma en la que usan los 
carbohidratos como fuente de energía e 
influenciado por las condiciones de cre-
cimiento (fuente de carbono no limita-
da, aminoácidos, vitaminas, precursores 
de ácidos nucleicos y disponibilidad de 
oxígeno). La vía homofermentativa pro-
vee ácido láctico como producto final en 
donde la ruta Embden-Meyerhof  trans-
forma la glucosa en piruvato y luego 
este es reducido a lactato,  mientras que 
las cantidades de ácido láctico, dióxido 
de carbono, y etanol o acetato produci-
das en el metabolismo heterofermenta-
tivo por la vía de la fosfocetolasa son 
equivalentes en  concentraciones(3)

La enzima crucial para el metabolismo 
homofermentativo es la lactato deshi-
drogenasa (LDH), responsable de cata-
lizar la reducción reversible de piruvato 
a lactato(4). La generación del ácido 

láctico por la LDH es el paso principal 
que usan las BAL para la reoxidación de 
NADH (formado durante las etapas pre-
vias de fermentación) a NAD+, mante-
niendo de esta forma el equilibrio redox 
celular (Figura 1) (3,5). En este sen-
tido, existe una gran cantidad de LDH 
dependiente de NAD en las BAL(6). 
De manera contraría, las BAL pueden 
transformar el lactato a piruvato me-
diante la reacción inversa que cataliza 
la LDH, acompañada de la regeneración 
del NADH(7).

Tradicionalmente, la lactato deshidro-
genasa se ha clasificado con base a su 
producto específico de  L-ácido láctico 
y D-ácido láctico, y por consecuente 
las BAL poseen los genes ldhL y ldhD 
que codifican para la L-lactato deshi-
drogenasa (L-LDH) y D- lactato deshi-
drogenasa(L-LDH)respectivamente(8). 
L-LDH ha sido estudiada a fondo debido 
a que el L-ácido láctico es ampliamen-
te usado en la industria de alimentos(9). 
No obstante, la existencia de varios 
tipos de la LDH ha llevado a su agru-
pación en  LDH dependiente de NAD 
(nLDH) y LDH independiente de NAD 
(i-LDH), esta última también conocida 
como LDH respiratoria que utiliza por 
lo general un mecanismo que depende 
de flavinas, y juega un rol importante en 
el uso de lactato en condiciones aero-
bias a través de la cadena de transporte 
de electrones (3). Las enzimas de cada 
grupo pueden a su vez tener la  especi-
ficidad convencional por un isómero de 
lactato (Figura 2) (10). 
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Se ha señalado que L y D-LDH se ubi-
can en distintas familias de enzimas 
y los genes que las codifican no es-
tán relacionados evolutivamente(11), 
los estudios de las secuencias de ami-
noácidos sobre estas clases revelaron 
una gran divergencia, dando soporte a 
esta teoría(12).Muchas de las L-iLDH 
(EC1.1.2.3) pertenecen a la familia de 
flavoproteínas oxidantes de α-hidroxiá-
cidos que usan FMN para reacciones 
de transferencia de electrones, mientras 
que  la mayoría de D-iLDH (EC 1.1.2.4) 
han sido agrupadas dentro de las oxido-
reductasas-transferasas tipo 4 que usan 
FAD para reacciones de transferencia de 
electrones(10). Por otro lado, D-nLDH 
(EC 1.1.1.28) ha sido expuesta como 
miembro del 2- hidroxiácido especí-
fico del isómero D de la superfamilia 
de las hidrogenasas en bacterias(12) 
y L-nLDH (EC 1.1.1.27) pertenece a 
las dehidrogenasas dependientes de 
NAD(3)
 
Los genomas de las BAL difieren en el 
tipo y número enzimas LDH que codi-
fican siendo específicos para cada cepa, 
sin embargo,  la LDH bacteriana gene-
ralmente consiste en el ensamblaje de 
un homotetrámero con dos sitios alosté-
ricos en donde cada monómero tiene un 
sito activo (Figura 3) (4). En la mayoría 
de BAL, LDH es alostéricamente acti-
vada por la fructosa 1,6-bifostato(FBP), 
un intermediario de la vía de la glicóli-
sis.(13). La FBP provoca cambios sig-
nificativos en la estructura cuaternaria 
de la enzima cuando está activada o 
desactivada, debido un reordenamien-

to secuencial entre las subunidades del 
tetrámero de la LDH, lo que ocasiona 
cambios conformacionales en esta y 
permite o no la unión del piruvato en su 
sito activo(4).

Los esfuerzos por  mejorar el rendi-
miento metabólico de las bacterias aci-
do lácticas en función de optimizar los 
productos y los procesos en los que los 
que participan,  han provisto diversas 
investigaciones(9,11,14–16). La tec-
nología inicial para la producción del 
ácido láctico por fermentación se ha 
basado en la neutralización del produc-
to, la remoción de este o la filtración 
celular del medio y el control de flujo 
metabólico(9). No obstante, las ciencias 
ómicas han proporcionado herramientas 
que aumentan de manera exponencial el 
uso de las BAL en bioprocesos, salud 
humana y producción de alimentos(17); 
la genómica y la biotecnología han per-
mitido la inactivación  de ya sea el gen 
codificante de L-LDH o D-LDH y la 
inserción de plásmidos para mejorar el 
rendimiento de ácido láctico puro de un 
solo tipo con un fin específico(16). Así 
mismo la deleción de genes puede pro-
veer una taza menor de lactato produci-
do por la LDH que mejoraría los proble-
mas relacionados con la acidez excesiva 
en alimentos(9) y la inserción de genes 
a bacterias promisorias para la industria 
ha revelado buenos resultados(15). En 
relación con esto, la aplicación de nue-
vos conocimientos en campos como la 
ingeniera metabólica, es una estrategia 
prometedora para dar solución a proble-
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mas y la mejora en el uso de las vías 
metabólicas de las BAL y sus enzimas. 

Lactococcus lactis es una especie de 
microorganismos de importancia in-
dustrial  que ha sido usaao por siglos 
en la fermentación de los alimentos, en 
especial en lácteos para la elaboración 
de yogurt y quesos(18). De L. lactis se 
destacan dos subespecies principales; 
lactis y cremoris (19). Además de pro-
veer características de sabor conferidas 
por metabolitos producidos en peque-
ñas cantidades como el diacetil, el ácido 
láctico producido por L. lactis le confie-
re propiedades preservativas importan-
tes a los productos fermentados,  por lo 
cual es una de la BAL más estudiadas al 
día de hoy presentando gran número de 
reportes de ingeniería genética para me-
jorar su eficiencia en los procesos(20).

La enzima clave para la fermentación 
homoláctica de L. lactis es la L-nLDH  
codificada por el gen ldh presente en 
el operón las (por sus siglas en inglés 
lactic acid synthesis)(21)sin embargo, 
se ha evidenciado la presencia de genes 
homólogos de L-iLDH en algunas cepas 
de L. lactis, y  otros genes (ldhB, ldhX 
y hicD)  que codifican proteínas muy 
similares a la L-LDH, mostrando una 
gran variabilidad de los tipos de LDH en 
cada subespecie y cepa(21,22) Por otro 
lado, se ha reportado que el Pi y la FBP 
se une de manera alostérica a la enzima 
para desactivarla y activarla respectiva-
mente(Figura 5), siendo parte clave del 
funcionamiento de la misma. Las estra-
tegias experimentales para la modifi-

cación del flujo metabólico de L. lactis 
incluyen diversas herramientas gené-
ticas que incrementan o disminuyen la 
actividad de la lactato deshidrogenasa 
dependiendo del metabolito requerido, 
o inclusive se cambia el tipo de LDH de 
acuerdo a las necesidades(20,23)

En los últimos años, la ingeniería me-
tabólica en L. lactis se ha enfocado en 
priorizar una fermentación mixta re-
direccionando el metabolismo del pi-
ruvato al lactato para producir otras 
moléculas de interés industrial, (18) la 
interrupción de LDH codificada por el 
ldh ha sido una de las estrategias más 
usadas para este objetivo, en donde la 
inactivación de este gen produce cepas 
deficientes de LDH reorientando el flujo 
metabólico (21). Así mismo, el interés 
de la producción únicamente de lactato 
ha llevado al uso de manipulación ge-
nética de esta cepa; la tolerancia de esta 
bacteria al ácido láctico y su alto rendi-
miento ha hecho que se genere un nuevo 
bioproceso con cepas modificadas, a las 
cuales el gen endógeno para L-LDH es 
reemplazado con genes heterólogos de 
D-LDH de microorganismos como L. 
delbrueckii (20).

Las herramientas que brinda la bioinfor-
mática han sido parte de muchos de los 
avances y éxitos que se han menciona-
do, permitiendo realizar investigaciones 
fundamentales para el desarrollo de las 
técnicas discutidas mediante análisis 
in sílico, que dan una idea de cómo los 
procesos se llevan a cabo en la natura-
leza. Bases de datos como BioPath han 
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sido usadas para evidenciar las vías bio-
químicas y transformaciones metabó-
licas que ocurren(24); la predicción de 
las estructuras 3D de proteínas es hecha 
mediante programas como Swiss-Mo-
del; las características fisicoquímicas de 
estas pueden ser observadas con el uso 
de bases de datos como ProtParam(25); 
y la comparación de las secuencias de 
las proteínas codificadas en los geno-
mas de diferentes especies pueden ser 
evaluadas mediante herramientas como 
OrhoMCL(19). Es por esto que el obje-
tivo de este artículo fue hacer uso de las 
herramientas bioinformáticas para ob-
servar y comparar las LDH encontradas 
en una misma cepa de L. lactis con el fin 
de determinar las diferentes secuencias 
codificantes para distintas LDH anali-
zando su importancia e impacto en el 
ámbito industrial.

METODOLOGÍA

Búsqueda de información. 

En la base de datos PubMed, se reali-
zó una búsqueda con los descriptores 
“Lactate dehydrogenase” y “Lactic acid 
bacteria” unidos con el conector boo-
leano “AND”. La búsqueda se limitó a 
los artículos originales y de revisión de 
los últimos 10 años. Como otra fuen-
te de información se utilizó los textos 
que PubMed relacionaba y mostraba a 
la hora de entrar en uno de los artículos 
encontrados así como las referencias de 
estos. 

Para la información específica de L.lac-
tis se utilizaron los descriptores “Lacta-
te dehydrogenase” y “Lactococcus lac-
tis” en la misma base de datos bajo los 
mismos parámetros de búsqueda. Las 
fuentes externas mencionadas anterior-
mente también fueron incluidas. 

Análisis bioinformático

Búsqueda de secuencias de las LDH  
presentes en la misma cepa de L. lactis. 
La secuencia de aminoácidos de la LDH 
proveniente de L. lactis fue tomada del 
Centro Nacional de información biotec-
nológica NCBI [http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/]; se usó la ecuación de búsque-
da “Lactococcus lactis” AND “lactate 
dehydrogenase” en todas la bases de 
datos la cual arrojó 24 grupos idénticos 
de proteínas, en cada uno de estos 24 
grupos se buscó la proteína que coin-
cidía en alguna cepa en específico para 
identificar las diferentes LDH que podía 
codificar la cepa. 

Confirmación de secuencias diferen-
tes. Para corroborar que las proteínas 
encontradas en el NCBI fueran codifi-
cadas por diferentes genes dentro de la 
cepa, cada una se alineó con el genoma 
de L. lactis usando la herramienta bá-
sica de búsqueda de alineación local 
BLAST [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi], de esta manera, si cada una 
de las secuencias coincidía en diferentes 
posiciones dentro del genoma, se trata-
ban de distintas LDH. 
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Identidad de las secuencias. Con el co-
nocimiento previo acerca de los distintos 
tipos de LDH que se han evidenciado en 
L. lactis, se realizó un alineamiento por 
pares en BLAST con el fin de comparar 
las secuencias encontradas en el estudio 
con las secuencias anotadas en el Genk-
Bank [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/] correspondientes a diferentes 
LDH(L-ldh, ldhB, ldhX), y así determi-
nar si los resultados coincidían con los 
reportados en la literatura. 

Alineamiento múltiple de secuencias. el 
alineamiento múltiple de las 4 secuen-
cias fue realizado en Clustal Omega 
[https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clus-
talo/] y se visualizó mostrando los co-
lores. El alineamiento obtenido se usó 
para la construcción del cladograma 
mediante el mismo programa. Se inclu-
yó una secuencia de una LDH pertene-
ciente al género Lactococcus pero de 
una especie distinta a la elegida en este 
estudio (Lactococcus raffinolactis), nú-
mero de acceso PCS12604.1) con el fin 
de obtener una mejor organización en el 
diagrama. 

Análisis de proteínas. El modelamien-
to de cada proteína fue realizado con 
Swiss-Model [https://swissmodel.ex-
pasy.org/] para evidenciar sus caracte-
rísticas de modelamiento (Gráfico de 
Ramachandran, QMEAN…) La iden-
tificación de los dominios conservados 
importantes fue realizada usando la 
base de datos UniProt y tomando como 
referencia la LDH principal de las BAL 
[https://www.uniprot.org/] y la identifi-

cación de estos dominios en cada pro-
teína se realizó mediante el alineamien-
to en BLAST. Algunas características 
estructurales para cada proteína fueron 
identificadas mediante RasMol [http://
www.rasmol.org/]

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Análisis Bioinformático

Identificación de la cepa de L.lactis con 
diferentes LDH 

La base de datos del NCBI reportó 24 
grupos idénticos de LDH dentro de la 
especie L.lactis. De estos, 4 grupos de 
proteínas con diferente longitud de la 
secuencia y número de acceso fueron 
identificados y elegidos por incluir la 
misma cepa bacteriana, Lactococcus 
lactis subsp. lactis cepa UC06, mos-
trando a priori que esta cepa podría co-
dificar 4 LDH diferentes (tabla 1). 

Verificación de secuencias diferentes

Cuando las 4 secuencias fueron alinea-
das con el genoma anotado en el NCBI 
de L.lactis, 2 de estas se encontraban 
en la misma posición (WP_161631171 
y ARE11082)  y las otras dos se loca-
lizaban en diferentes partes dentro del 
genoma (tabla 2). Las dos secuencias 
que coincidían en localización presen-
taban la cadena de aminoácidos bas-
tante similar en cuanto a longitud (325 
y 326 aa), variando en sólo uno, y así 
mismo, al alinear estas dos secuencias, 
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la identidad era del 100%, y por consi-
guiente se trataba de la misma proteína.

La diferencia de la longitud en las pro-
teínas se explica debido a que en la de 
326 aminoácidos se identifica el codón 
que codifica para metionina dos veces al 
inicio de la secuencia, por lo cual la se-
cuencia más corta excluyó uno de estos. 
Sin embargo, La base de datos Uniprot 
para esta secuencia, indica que el ini-
ciador de MET se excluye en la cadena 
final de la proteína, resultando de 324 
aminoácidos(26).

Identidad de las secuencias

El alineamiento de cada secuencia con 
los distintos tipos de LDH reportados 
en la literatura(22,27)and its main end 
products of fermentation under these 
conditions were acetate and acetoin. 
However, under anaerobic conditions, 
the growth of these cells was strongly 
retarded while the main end products 
of fermentation were acetate and etha-
nol. Upon prolonged subculturing of 
this strain under anaerobic conditions, 
both the growth rate and the ability to 
produce lactate were recovered after a 
variable number of generations. This re-
covery was shown to be due to the trans-
criptional activation of a silent ldhB 
gene coding for an Ldh protein (LdhB 
se muestra en la (tabla 3). Se encon-
tró que la proteína reportada dos veces 
corresponde a la L-LDH, pues ambas 
secuencias se alinearon perfectamente 
con esta proteína. Esta enzima en espe-

cífico es las más común en la especie 
de Lacotoccus lactis y la principal en-
cargada de llevar a cabo la producción 
de ácido láctico a partir del piruvato 
durante el proceso fermentativo cuando 
no hay alteraciones en el flujo metabó-
lico(21). Esto coincide con el resultado 
de nuestra búsqueda, pues los grupos 
idénticos de proteínas donde se encon-
tró la secuencia en la cepa elegida abar-
caban 55 y 344 entradas diferentes para 
WP_161631171 y ARE11082 respecti-
vamente, mostrando una gran cantidad 
de cepas con la capacidad de producir 
esta proteína.

Por otro lado, la enzima con el número 
de acceso WP_003131609 tuvo un alto 
porcentaje de identidad con la secuen-
cia de la enzima LDH-2 (96,82%), y de 
manera similar se comportó el alinea-
miento de WP_003132070 con la en-
zima LDH-3 (98,96%), ambas con un 
valor E de 0.0, estableciendo entonces 
la identidad de las secuencias con estas. 
De estas dos proteínas se ha reportado 
su codificación a partir de los genes 
ldhB y ldhX respectivamente, que cuen-
tan con al menos un 30% de identidad 
de la secuencia de aminoácidos con el 
producto del gen ldh, es decir, la L-LDH 
principal analizada anteriormente(21). 
Nuestro alineamiento realizado de la 
secuencia de L-LDH principal con la 
LDH-2 y LDH-3 por separado usando 
BLAST, obtuvo una identidad del 45% 
y 44% para cada una respectivamente, 
siendo consistente con lo previamente 
mencionado
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Análisis múltiple de secuencias 

Los resultados del análisis múltiple de 
secuencias se muestran en la (Figura 
5). En el alineamiento nuevamente se 
observa la misma secuencia de aminoá-
cidos en las dos L-LDH, y así mismo 
se pueden evidenciar una gran cantidad 
de  residuos conservados entre esta en-
zima, la LDH-2 y la LDH-3 a lo largo de 
la secuencia, que podrían dar una idea 
de los sitios importantes para el proce-
so biológico que lleva a cabo la enzima 
como los sitios catalíticos, alostéricos o 
de unión a NAD(28,29).

Además, en el árbol filogenético (Figu-
ra 6) se puede observar la división por 
secuencias más similares; la primera 
rama corresponde a la LDH codificada 
Lactococcus raffinolactis y se incluyó 
en el arbol para poder tener un mejor 
acercamiento a la similitud entre las 
secuencias de las LDH de la cepa y su 
agrupación. Se evidencian diferencias 
que podrían ser significativas entre la 
L-LDH y las LDH-2 y 3, que como se 
discutió anteriormente, presentan un 45 
y 44% de identidad con la LDH. Final-
mente se evidencia el mismo comporta-
miento en el árbol para las dos secuen-
cias de L-LDH principal. 

Los resultados obtenidos aquí demues-
tran que la cepa elegida para este es-
tudio, L.lactis UC06, tiene la capa-
cidad de codificar diferentes tipos de 
lactato deshidrogenasa, al igual que 
otras cepas reportadas con esta carac-
terística(21,27,30)although this polyol 

was a poorer substrate for growth than 
glucose. When compared to glucose, 
the metabolism of mannitol caused an 
NADH burden due to formation of an 
additional NADH molecule at the reac-
tion catalysed by mannitol-1-phosphate 
dehydrogenase (Mtl1PDH. La impor-
tancia de estos resultados radica en que 
L. lactis es uno de los microorganismos 
más representativos en la industria lác-
tea, no solo porque como parte de su 
metabolismo homofermentativo natural 
produce altas concentraciones de ácido 
láctico, un producto de alto valor invo-
lucrado en el sabor, textura y preserva-
ción de los alimentos(22)the enzyme 
responsible for lactate utilization in this 
process has not yet been identified. As 
genes for fermentative NAD-dependent 
l-lactate dehydrogenase (l-nLDH, sino 
también porque el amplio conocimiento 
acerca de su genética y fisiología com-
binada con su estado de “Generalmente 
reconocida como segura” o GRAS, su 
metabolismo simple y su pequeño geno-
ma han convertido a esta especie es uno 
de los modelos más atractivos y usados 
en las estrategias de ingeniería metabó-
lica(31)and particularly disruption of 
the las-located lactate dehydrogenase 
(ldh. Esto ha permitido el cambio del 
flujo metabólico de la especie para la 
formación de productos diferente al lac-
tato, donde la disrupción del gene ldh 
que codifica para LDH es la estrategia 
más común. No obstante autores como 
Bongers et al(27) y Henriksen y Nils-
son(32) han reportado la producción de 
lactato en igual o menor cantidad en ce-
pas deficientes de LDH, lo cual es ex-
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plicado por estas secuencias diferentes 
a la LDH principal que se encuentran en 
L.lactis y pueden ser expresadas cuando 
el gen ldh no está activo. Debido a esto 
es importante que la ingeniería genética 
y metabólica no solo esté enfocada en el 
silenciamiento o represión del gen ldh y 
tenga en cuenta los genes ldhB y ldhX 
para evitar que el microorganismo res-
tablezca su habilidad de producir ácido 
láctico. La regulación transcripcional 
del gen ldh es la estrategia más común, 
en donde se realiza la represión de cata-
bolitos de carbono y por consiguiente, 
la proteína de control de catabolito de 
carbono A o CcpA se encarga de la re-
gulación positiva y negativa de la trans-
cripción mediante la unión a los sitios 
cre en el cromosoma (33,34).

Por otro lado, los mecanismos de expre-
sión o silenciamiento de los genes ldhB 
y ldhX y las estrategias que se pueden 
implementar no están tan bien caracteri-
zados como las del gen ldh, aun cuando 
se sabe un poco más acerca de los me-
canismos de ldhB que de ldhX. Es co-
nocido que los elementos de secuencias 
de inserción (IS) pueden ser   responsa-
bles de  reordenamientos genéticos que 
incluyen la inactivación y activación de 
genes, y se ha demostrado que en L.lac-
tis la activación de la transcripción de 
ldhB es el resultado de la inserción de 
IS981 orientada y específica en la región 
aguas arriba de este gen, generando una 
secuencia promotora(27). Estos conoci-
mientos pueden ser aplicados en la ge-
neración de estrategias para el silencia-
miento del gen. En cuanto al gen ldhX, 

la alternativa utilizada para su represión 
se ha basado en la generación de cepas 
con la delección de este(31)and particu-
larly disruption of the las-located lactate 
dehydrogenase (ldh. Teniendo en cuenta 
los mecanismos genéticos anteriores es 
importante buscar alternativas y méto-
dos que permitan el silenciamiento defi-
nitivo de los múltiples genes codifican-
tes para las LDH y así generar cepas de 
un alto valor para la industria. 

Análisis de proteínas

El modelamiento de las tres LDH se 
muestra en la (Tabla 4).

L-LDH

La proteína modelada a partir de la se-
cuencia que corresponde según nuestros 
resultados a la L-LDH principal en las 
bacterias ácido lácticas, se construyó 
por homología con la estructura alosté-
rica de la L-Lactato deshidrogenasa de 
Lactobacillus casei (entrada 2zqy.1.A 
en Swiss model) con una identidad del 
69,8%. El QMEAN tuvo un valor de 
0,54 y la calidad absoluta tanto global 
como local del modelo fue de manera 
general buena; en la calidad local del 
modelo se pueden observar algunos re-
siduos que puntúan por debajo de 0,6 
infiriendo una mala calidad en este pun-
to, sin embargo, para un análisis más 
detallado es necesario evidenciar la ubi-
cación de estos residuos dentro del a es-
tructura cuaternaria de la enzima y que 
tanta importancia toman en aspectos 
como el sitio activo, el sitio alostérico, 
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etc.(35)as compared to sequence-based 
methods. However, these methods are 
challenged by large families defined by 
‘promiscuous’ (or ‘mobile’. Y así com-
prender sin son diferencias importantes 
que lleguen a alejar de la realidad la en-
zima que se está modelando. La infor-
mación recién descrita se puede obser-
var con más detalle en el (Anexo 1). Por 
otro lado, el modelamiento no predice 
ligandos para la proteína, no obstante 
se conoce la función y por lo tanto sus 
ligandos, y la homología con la estruc-
tura alosteríca de la LDH de Lactoba-
cillus casei  también estima que esta 
proteína es activada y desactivada por 
el FPB y el Pi como se ha descrito en la 
literatura y se menciona en la introduc-
ción(4,29,36).

El diagrama de Ramachandran (Figura 
7) obtenido se evidencia en la imagen 
que gran parte de los residuos se ubican 
en la región favorecida como las hojas β 
paralelas y la hélices α dextrógiras con 
un puntaje del 95,98%, sin embargo, en 
la imagen se observan unos pocos resi-
duos con conformaciones que no están 
permitidas.

LDH-2

El modelamiento de la proteína se hizo 
por homología de la lactato deshidro-
genasa en su forma de unión a ligando 
proveniente de Enterococcus mundti 
(entrada 3wsw.1.A), mostrando enton-
ces sitios de unión para FBP (Figura 
10) así como para NAD (Figura 11) 
es decir, esta LDH es dependiente de 

NAD. La identidad de la secuencia fue 
de 72,6%. Siguiente con las caracterís-
ticas el QMEAN en este caso también 
se mostró favorable, y la calidad abso-
luta local fue generalmente buena a ex-
cepción de pocos residuos. Esta infor-
mación más detallada se muestra en el 
(Anexo 2).

El diagrama de Ramachandran (Figura 
8) fue favorecido al 96,05% aunque a 
diferencia del caso anterior, este presen-
tó valores atípicos en un 0,65%. LDH-3

El modelamiento de la proteína se hizo 
con respecto al mutante de lactato des-
hidrogenasa (A85R) de Staphylococcus 
aureus complejado con NAD y piruvato 
(entrada 3h3j.1.A), corroborando una 
vez más la información consultada acer-
ca de sus ligandos. La identidad de la se-
cuencia fue baja en comparación de los 
otros modelamientos con un 42,04%, 
pero es importante volver a reiterar que 
los residuos que definen que tan preciso 
es el modelo es gran parte son los in-
volucrados en sitios importantes de la 
proteína. El QMEAN mostró un valor 
del -1,16 que sigue siendo bueno. Los 
resultados más detallados se encuentran 
en (Anexo 3).

En cuanto al diagrama de Ramachan-
dran (Figura 9), tuvo un favorecimiento 
del 94, 73% y como se esperaba por las 
características mencionadas previamen-
te, unos valores atípicos del 1,43%.

En general en el diagrama de Rama-
chandran, la distribución de los ami-



93 MICROCIENCIA Investigación, Desarrollo e Innovación, Vol 9 - 2020

noácidos para las tres enzimas tuvo un 
comportamiento parecido, y este re-
sultado es apoyado al analizar las ca-
racterísticas estructurales en RasMol, 
pues la cantidad de hélices α y hojas β 
es parecida;  la L-LDH tiene un total de 
4 865 hélices y 1 752 hojas; LDH-2, 4 
941 hélices y 1 716 hojas; y por último, 
LDH-3,  4 998 hélices y 1 796 hojas. 
También es importante reiterar que la 
longitud de los aminoácidos es similar 
lo cual puede sustentar estos resultados, 
la distribución de estas hélices y hojas 
en la proteína es similar (Tabla 5 ) 

Motivos proteicos 

UniProt permitió identificar por medio 
de la Base de datos de huellas dactilares 
de Protein Motif, 5 motivos proteicos 
que están conservados en las LDH pro-
cariotas y eucariotas (Tabla 6) que fun-
cionan como huella digital y que rodean 
el sitio activo y por lo tanto son esen-
ciales para la actividad catalítica de la 
enzima, debido a esto se esperaría que 
estos residuos estuvieran conservados 
en nuestras 3 proteínas, sin embargo el 
alineamiento de estos motivos sólo ob-
tuvo una alta identidad con la secuencia 
correspondiente a la L-LDH principal 
(Tabla 7), lo cual es lógico al ser que 
mayor actividad metabólica lleva, pero 
las otras dos secuencias correspondien-
tes a LDH-2 y LDH-3, tuvieron coinci-
dencias muy bajas para estos motivos, 
a pesar de ser objetivas para la misma 
función que la L-LDH. Estos resultados 
obtenidos hacen necesario un análisis 
más profundo, simulaciones y recurrir a 

otras herramientas que permitan identi-
ficar en la estructura cuaternaria las po-
sibles interacciones entre los residuos de 
estas enzimas y el sustrato para entender 
su modo de acción a pesar de no poseer 
los dominios tan conservados. Gaspar et 
al.(21) compararon experimentalmente 
y por medio de simulaciones  la L-LDH 
con la LDH-B y. Encontraron  una alta 
similitud en los residuos de los sitios 
alostéricos de las enzimas, no obstante 
no se mencionan los residuos corres-
pondientes al sitio activo.

CONCLUSIONES

Este estudio confirmó que al igual que 
otras cepas, Lactococcus lactis UC063 
contiene en su genoma la información 
para codificar más de una lactato deshi-
drogenasa, y que se deben buscar nue-
vos métodos genéticos con la capacidad 
de silenciar los múltiples genes encarga-
dos de generar estas encima para evitar 
problemas en la industria láctea donde 
se busca inhibir la producción de ácido 
láctico si es el caso. Sin embargo, aun-
que la tres proteínas coinciden en varias 
características generales como el núme-
ro de aminoácidos, la cantidad aproxi-
mada de hélices y hojas, los 4 dominios, 
etc, en este trabajo no se pudo evidenciar 
la similitud entre los motivos proteicos 
que conforman el sitio de catálisis, una 
de las características principales para 
que cumplan la misma función, por esto 
es necesario profundizar más en el aná-
lisis bioinformático y la modelación de 
la proteínas para así identificar y enten-
der el comportamiento de cada enzima 
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y como estas diferencias repercuten en 
el funcionamiento y darle aplicabilidad 
a estos saberes.
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TABLAS.

Tabla 1. Diferentes proteínas LDH encontradas en una misma cepa de L.lactis en la 
base de datos del NCBI.

Microorganismo Lactococcus lactis subsp. lactis cepa UC063
Proteína Número de acceso Longitud de la cadena
Lactato deshidrogenasa WP_161631171 326
Lactato deshidrogenasa WP_003131609 314
Lactato deshidrogenasa ARE11082 325
Lactato deshidrogenasa WP_003132070 323

Tabla 2. Ubicación de las secuencias que codifican para LDH encontradas en Lacto-
coccus lactis subsp.lactis cepa UC063 dentro del genoma de la especie.

Número de acceso Ubicación dentro del genoma (pb)
WP_161631171 De 1303742 a 1304722
WP_003131609 De 396955 a 397899
ARE11082 De 1303742 a 1304719
WP_003132070 De 1097827 a 1098798

Tabla 3. Resumen del alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la LDH en-
contrada en Lactococcus lactis subsp.lactis cepa UC063 con los  distintos tipos de 
LDH anotados en el GenBank

Número de acceso 
secuencia de estudio  

Secuencia de 
alineamiento 

Identidad de la se-
cuencia

Porcentaje de 
identidad

Valor E

WP_161631171 Q01462 L-LDH 100% 0.0
WP_003131609 AAP49572 LDH2 o B-LDH 96,82% 0.0
ARE11082 Q01462 L-LDH 100% 0.0
WP_003132070 GFO79016 LDH3 o X-LDH  98,76% 0.0
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Tabla 4. Resultado del modelamiento de los tres tipos de lactato deshidrogenasa en-
contrados en la cepa de estudio, cada una con cuatro cadenas diferenciadas por colo-
res. En la imagen correspondiente a la LDH-2 se pueden observar los ligandos FBP 
y NAD

Tabla 5. Estructura de las proteínas, en purpura se observan las hélices α y en verde 
la hojas β

L-LDH LDH-2 LDH-3

L-LDH LDH-2 LDH-3
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Tabla 6. Motivos proteicos relevantes para la actividad catalíticas de la LDH

Motivo Secuencia Longitud
1 KVILVGDGAVGSSYAFALVNQGIAQ 25
2 ELGIVDLFKEKTQGDAEDLSHALAF 25
3 LVAANPVDILTYATWKFSGFP 21
4 VVGSGTSLDTARFRQALAE 19
5 YIMGEHGDSEFAVW 14

Tabla 7. Alineamientos de los motivos de LDH (Query) con las proteínas de estudio 
L-LDH (ARE11082); LDH-2 (WP_003131609) y LDH-3 (WP_003132070)

Motivo 1

Motivo 2

Motivo 3

Motivo 4

Motivo 5
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Figura 2. Reacciones catalíticas por los diferentes tipos de LDH. En A y B se muestra 
la reacción química  reversible catalizada por D-nLDH y L-nLDH  respectivamente. 
La figura C y D muestra la reacción catalizada por D-iLD y L-iLDH respectivamente, 
donde la diferencia radica en el uso de FAD para D-iLDH y FMN para L-iLDH como 
cofactor. Tomada de: https://www.brenda-enzymes.org/index.php

A

B

FIGURAS.

Figura 1. Reacción reversible de piruvato a lactato con reducción de NADH. Tomada 
de:The Regulation and Function of Lactate Dehydrogenase A: Therapeutic Potential 
in Brain Tumor. Vol. 26, Brain Pathology. Blackwell Publishing Ltd; 2016. p. 3–17.(5)
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C

D

Figura 3. Estructura cristalina de una LDH bacteriana. La estructura cuaternaria ho-
motetramérica y la estructura homodimérica, se muestran en A y B, respectivamente. 
Los sitios de unión catalíticos y alostéricos se señalan. Las moléculas de FBP se 
muestran como esferas en los sitios de unión alostéricos. El NAD, que se muestra en 
naranja, y el sustrato se muestra en azul, están unidos en los sitios de unión catalíti-
cos. Tomada de: Regulation of the activity of lactate dehydrogenases from four lactic 
acid bacteria. J Biol Chem(4).
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Figura 4. Modelo propuesto para la 
inactivacion y activación de LDH en 
L.lactis. Se muestra el homodímero de 
la enzima con los sitios catalíticos indi-
cados en blanco en cada monómero y el 
sitio alostérico en la interfaz en malva 
(misma vista que la Fig. 1B). La inhibi-
ción y la activación se indican mediante 
líneas rojas y verdes, respectivamente.
Tomada de: Regulation of the activity of 
lactate dehydrogenases from four lactic 
acid bacteria. J Biol Chem (4)

Figura 5. Alineamiento múltiple de las 4 LDH estudiadas por medio de la herramien-
ta Clustal. Los aminoácidos que presentan un “*” en la parte inferior corresponden a 
alineamientos perfectos; “:” corresponde a grupos de aminoácidos con gran similitud; 
“.” Corresponde a grupos de aminoácidos con similitud débil; y “-” corresponde a la 
inserción de un gap.
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Figura 6. Arbol real construido por 
medio Clustal Omega. En este árbol se 
puede observar la agrupación de las se-
cuencias con respecto a la similaridad 
entre ellas. La secuencia “PCS12604.1” 
corresponde a la LDH de Lactococcus 
raffinolactis 

Figura 7. Diagrama de Rama-
chandran obtenido en el modela-
miento de la L-LDH.

Figura 8. Diagrama de Ra-
machandran obtenido en el 
modelamiento de la LDH 2
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Figura 9. Diagrama de Ramachandran 
obtenido en el modelamiento de la LDH 3

Figura 10. FPB como ligando de la 
LDH-2, las 4 cadenas de la proteína 
están implicadas en esta interacción, 
donde se diferencian por colores

Figura 11. NAD como ligando de 1 
de las 4 cadenas de la LDH-2
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ANEXOS

Anexo 1. Información sobre el modelamiento de la secuencia de aminoácidos corres-
pondiente a la L-LDH 

Anexo 2. Información sobre el modelamiento de la secuencia de aminoácidos corres-
pondiente a la LDH-2
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Anexo 3. Información sobre el modelamiento de la secuencia de aminoácidos corres-
pondiente a la LDH-3 
 


