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"FACTORES GENETICOS RELACIONADOS CON LA EXPRESION DEL FENOTIPO 
MUCOIDE EN BACTERIAS LACTICAS UTILIZADAS EN LA ELABORACION DEL 

YOGHURT" 

RESUMEN 

La fermentación de la leche se ha empleado tradicionalmente 

como una forma de conservar este alimento. El yoghurt es la leche 

fermentada que ha presentado durante los últimos anos el mayor 

incremento en su consumo a nivel mundial, y por lo cual se ha. 

investigado desde diversos puntos de vista cúmo son: 

Cara.cteristicas reológicas, microestructura y microbiologia. 

El yoghurt es producido en leche empleando como cultivo 

iniciador St:reptococcus the:rmophilus y Lactobacillus bulga:ricus, 

en una proporción de 1:1. Anteriormente se ha reportado que 

algunas cepas de estas bacterias lácticas, producen polisacáridos 

exocelulares, a lo cual se le denomina como el fenotipo mucoide o 

filante. Esta característica mejora la textura y apariencia del 

producto, evitando el deeuerado. 

El objetivo de este proyecto de investigación fué el de 

iniciar el estudio de los factores genéticos relacionados con la 

producción de polisacáridos exocelulares en las bacterias del 

yoghurt. 

Se ha logrado diferenciar la morfologia colonial entre cepas 

mucoides y no mucoides de ambas especies bacterian~s. mediante el 

crecimiento de las bacterias en medio sólido t1RS adicionado con 

Lactosa 2úg/L y Rojo Neutro 24 mg/L. La cuantificación en la 

producción del polisacárido exocelular se llevó a cabo por dos 

diferentes métodos, dependiendo ésto de las caracteristicas 

propias de las cepas. Con base en los resultados obtenidos por 

extracción de plásmidos de las distintas cepas empleadas, se 



determinó que las cepas mucoides en ambas especies no presentan 

plásmidos. La cepa no mu coi de de Str<?pt.ococcuf:' theiwciphí 1 us ST 

233 presenta un plásmido de 3.66 Kb, y la cepa no mueoide de 

Lactobacilli1s b1¡Jg,,:!•ic-!1S B~ D 13 pr":o"nt.a dos plasmidos de l. 77 y 

3.71 Kb. Estos resultados hacen suponer que esta característica 

no se encuentra codificada ¡:·or lo menos en plásrnidos pequeños. 

También, se comprobó mediante experimentos de curación que los 

plásmidos presentes en cepas no productoras no codifican algún 

mecanismo regulatorio de la producción de polisacáridos 

exocelulares, por lo que se considera que los plásmidos 

encontrados en estas cepas son cripticos. 

Vo.Bo. Asesora del proyecto 

~~ &~"~&~,---::_._, 
Dra. Amelia Farrés-Gonzalez Saravia 
Investigadora Titular A 
Fac. de Química, UNAH 



INDICE 
Página 

CAPITULO l. Leches Fermentadas. _______________ 1 
a) Leches fermentadac tipo I 2 
b) Lechea fermentadas tipo II 3 
e) Lechea fermentadas tipo III 4 
d) Leches fermentadas tipo lV 5 

8 

CAPITULO IIl. Bacterias Lácticaa. ______________ 12 

CAPITULO lV. Bacterias del Yoghurt 
_____________ 20 

CAPITULO V. Producción de Polisacáridos Exocelulares ___ 25 

CAPITULO VI. Estabilidad e Inestabilidad Genéticas 
de loa Microorganismos 31 

CAPITULO VII. Hipótesis. _________________ 35 
Objetivos 35 

a) General 35 
b) Particulares 35 

CAPITUI.O VIII. Material y Método 36 
a) Cepas de bacterias 36 
b) Condiciones de crecimiento en medio liquido 37 
e) Condiciones de esterilizació 37 
d) Condiciones de crecimiento en medio sólido 37 
e) Determinación de la capacidad de fermentar 

carbohidratos 38 
f) Determinación de la producción de polisacáridos 

exocelulares 38 
g) Extracción de plásmidoa de bacterias lácticas 38 
h) Purificación de plásmidos 40 
i) Procedimientos de Curació 40 

1) Métodos fisicos 41 
1) Temperatur 41 
2) Electroporació 41 

11) Métodos quimicos 41 
j) Extracción de plásmidotj de 

Escherichia coli BHB 2600 42 
k) 'l'ransformacion de la cepa de 

Streptococcus thermophilus NCFB 859 43 

CAPITULO IX. Resultados y Diacuaió 45 

CAPITULO X. Conclusiones y Perspectivas 65 

CAPITULO XI. Apéndices 69 

CAPITULO XII. Bibliograf1 73 



CAPITULO I 

Leches Fermentadas 

El inicio de la agricultura permitió al hombre establecerse y 
al mismo tiempo facilitó lo. Jom.,sLicación de diversos añimalee de 
los cuales se han obtenido tradicionaimente diferentes tipos de 
alimentos como l& leche. La leche es producto del metabolismo de 
los mamiferos y es empleada en la alimentación de las crias, por 
lo tanto en el interior de los organismos se encuentra estéril. 
Una vez en el exterior del cuerpo del animal, por sus mismas 
caracter1sticas fisicoquimicas, es un sustrato altamente 
nutritivo, en donde proliferan una gran cantidad de 
microorganismos (Green y Manning, 1882). 

En diferentes paises se ha optado por la fermentación de la 
leche en forma tradicional, para poder conservarla durante más 
tiempo, lo que implica el crecimiento de diversos microorganismos 
bajo condiciones controladas. Este procedimiento permite 
mantenerla en buen estado durante varios d1as sin que pierda su 
calidad nutritiva, e inclusive la mejora y a su vez pueden 
desarrollarse nuevas caracter1sticas organolépticas. En algunos 
paises se prefieren las leches fermentadas con respecto a la 
leche fresca, debido a sus caracter1sticas de sabor, aroma, 
apariencia o textura, y en vista de que se consideran más seguras 
desde el punto de vista microbiológico, ya que en los alimentes 
fermentados es dificil que sa presente el crecimiento de 
microorganismos patógenos. Sin embargo existen lugares en donde 
los problemas de contaminación originados por el transporte, 
pasteurización y refrigeración inadecuados de los alimentos, 
representan un problema de salud pública aún en alimentos 
fermentados (Kroger et al, 1989). 

En diversas partes del mundo cambia el tipo de leches 
fermentadas que se consumen en forma tradicional, y dependen de 
los tipos de microorganismos empleados, asi como del 
procedimiento de elaboración. Las principales regiones en donde 
se consumen las leches fermentadas como parte de la dieta normal 
son los paises de Oriente, Oriente medio, y en la Península 
Escandinava. Un ejemplo de esto es Bulgaria, en donde se ha 
reportado un consumo de 31.5 Kg de estos alimentos por persona en 
un año, mientras que para Estados Unidos es de sol~ment~ una 
décima parte (Kroger et al, 196~; Marshall, 1984). 

Las características de los quesos y leches fermentadas que se 
producen a nivel mundial dependen del estado mismo de la leche, 
aai como de la concentración, composición y características de 
sus componentes (Green y Manning, 1882). 

No existe una clasificación adecuada con respecto a las leches 
fermentadas debido a la diversidad de inóculos y procedimientos 
de elaboración de las mismas, sin embargo éstas pueden dividirse 
en cuatro categorias principales, al considerar las especies 
microbianas predominantes de la flora durante la fermentación 
(Marshall, 1984 J. 
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Los tipos de leches 
microorganismos predominantes 
muestran en la tabla l. 

fermentadas 
en ellas 

y los géneros 
(Marshall, 1984), 

Tipo de Leche 
Fermentada 

Tipo I 

Tipo II 

Tipo III 

Tipo IV 

Géneroa microbianos relacionados 

Streptococcua ap. y Leuconoatoc ep. 

Lactobacillus ep. 

Streptococcua ap. y Lactobacillus ap. 

Streptococcus ap., Lactobacillus ep. 
y levadurae. 

de 
se 

TABLA l. Tipos de leches fermentadas con respecto a loa géneroe 
de microorganiamoe empleadoe en eu producción. 

A continuación se describen los diferentes tipos de leches 
fermentadas, asi como ejemplos característicos de cada una de 
ellaa, como han sido descrito por diversos autores (Marshall, 
1984). 

a) Lechea fermentadae de Tipo l. 

En este tipo de fermentación predominan 
St1•ept.ococc11s sp., pero es importante la 
Leuconostoc sp. 

i) º'Buttermilk" cultivada. 

las especies 
contribución 

de 
de 

Este producto se obtiene al fermentar crema batida con 
St1•ept.ococc11.s c1·e0101•.i.s o Streptococcu.s lact.i.s junto con 
Leucono.stoc c1•emor.i.s a 22oC durante 14-16 horas, hasta obtener 
una acidez titulable de ü.7 a 0.9% o un pH de 4.5-4.6. Su sabor 
característico lo proporcionan el ácido láctico y el diacetilo. 
Este alimento se consume en forma de bebida de manera tradicional 
en Irlanda y en Estados Unidos. 

ii) "Buttermilk" Escandinava. 

Dentro de este nombre se agrupan diversos alimentos lácteos 
fermentados. Se consumen principalmente en Noruega y Suecia en 
donde reciben el nombre de Filmjolk, Lattfil y Langfil; de éstas 
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la primera repreeenta el mayor consumo, que corresponde al 68 % 
del total. En Suecia eete tipo de alimentoe repreeentan un 
consumo de 17.2 Kg/persona/aho, y la mayor1a de ellas se consumen 
en lugar de leche fresca. En ge~erál, ebte tipo de leches 
fermentades presentan un 3 % d~ gr~~~e J ~- aparienció ~s 
cremosa, con buena consistencia y aroma agradable. Durante la 
fermentación se emplea St1•eptococcus lactis, St1·eptococcus 
c1•eJ1101•is, Stz·eptococcus lactis esp. diacetylactis y Leuconostoc 
creJ1101•is, los cuales se incuban a lél-2úoC hasta obtener un pH de 
4.2-4.6. El aroma es proporcionado por el acetaldehido y el 
diacetilo, y su principal caracteristica organoléptica es su alta 
viscosidad, que es debida a la producción de polisacáridos 
generados por las mismas bacterias iniciadoras. 

iii) Ymer. 

Este producto es el equivalente danés del Filmjolk, y es 
producido por la fermentación de la leche con Streptococcus 
c1·emo1•is y St1·eptococcus lactis ssp. diacetylactis. Contiene 3 % 
de grasas y 11 % de sólidos totales. El aroma es producido por el 
diacetilo y acetaldehido, y presenta un pH de 4.4-4.6. En 
Islandia desde el siglo X se consume un producto similar 
denominado Skyr. 

iv) Vlili. 

También denominado como "buttermilk" finlandés, es similar a 
los anteriores pero se considera de calidad superior, debido a 
que en la superficie del alimento ya fermentado crece el hongo 
filamentoso aeotriclwm candidwn el cual forma una capa granulosa 
blanca, que le proporciona un aroma de humedad muy 
caracter1stico. El sabor es muy parecido al Filmjolk escandinavo, 
y se menciona que el crecimiento del hongo promueve el desarrollo 
del aroma, y al mismo tiempo previene la oxidación en el 
alimento. Una característica importante en esta leche fermentada, 
es su alta viscosidad, generada por el crecimiento de 
microorganismos capsulados. Se considera que las cápsulas están 
formadas por polisacáridos, y pueden perderse por efecto de un 
ataque de bacteriófagos en las bacterias, lo que hace que el 
producto pierda su calidad (Saxelin et al, 1979). También se ha 
descrito una fracción protelnlcH con respecto a la viscosidad 
producida, particularmente en Streptococcus c1·emoris (Sundman, 
1953). 

b) Leches fermentadas de Tipo II. 

Este tipo de leches fermentadas se consideran como producto 
del crecimiento de diferentes especies del género Lactobacillus. 

i) "Buttermilk" BiUgara. 

Existe poca información acerca de ella, pero se sabe que se 
produce al fermentar leche entera pasteurizada, con Lactobacillus 
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bulgL~i·icus a 40-42oC durante la noche, y se obtiene un producto 
muy ácido, con sabor y aroma parecidos al del yoghurt debido a la 
alta producción de acetaldeh!dc, sparent8n~nte como una 
consecuencia del metabolismo celular de la trecnina. 

ii) Leche twidófiln. 

En la fermentación se utiliza LactobLqcill11s acidophilus, pues 
se considera que es benéfico para la salud, por el hecho de haber 
sido aislado del tracto digestivo como parte de la flora normal, 
sin embargo por esto mismo su crecimiento en leche es lento, y 
el producto que se obtiene presenta un sabor y una consistencia 
pobres, debido a la escasa generación de compuestos propios del 
metabolismo. Con Lactobaclllus acidophilus puede obtenerse una 
leche fermentada con buena consistencia pero aroma pobre, cuando 
se agrega extracto de levadura a la leche. Por otra parte, puede 
emplearse un cultivo iniciador mi:{to de Lactobacillus acidophilus 
junto con BiJ:-idobacterium sp. y otros iniciadores 16.cteos en la 
producción de alimentos infantiles, con el fin de promover el 
establecimiento de la flora intestinal normal en nihos. 

iii) Yakult. 

Este es un producto desarroll~d0 pe~ el Instituto Central 
Yakult para la Investigación Microbiológica de Japón, en el que 
se emplean cepas de Lactobacillus casei junto con Bifidobacterium 
sp. en la fermentación de leche descremada, y al cual se agregan 
también azucar o jarabe de maiz. Se fermenta el producto hasta 
obtener un cierto nivel de acidez, y se adicionan frutas y 
esencias para obtener el sabor deseado. Los principales 
metabolitos microbianos que se encuentran en el Yakult son los 
ácidos acético, citrico. succinico y mélico, junto con el 
acetaldehido, diacetilo y acetoina. En otro tipo de leches 
fermentadas en las que se emplea Lactobacillus casei, se puede 
mejorar el aroma cuando se agrega piruvato al medio de 
crecimiento. 

En 
los 

e) Leches fermentadas de Tipo III. 

este tipo de fermentación se emplean diversas especies 
géneros Streptococcus y Lactobacillus. 

i) Yoghurt. 

de 

Es la leche fermentada más ampliamente distribuida y estudiada 
a nivel mundial. Se produce comercialmente con un cultivo 
iniciador de Streptococcus thermophilus (nuevo nombre 
Streptococcus salivarius ssp. thel'mophilus), y Lactobacillus 
bulgaricus (nuevo nombre Lactobacillus delbrueckii asp. 
bulgai•icus) ( Sneath et al, 1986), en una proporción 1: 1, presenta 
un pH final de 4.0 a 4.4 y su sabor es muy caracteristico, 

- 4 -



debido a los productos del metabolismo de las dos bacterias, 
principalmente el acetaldehido, la acetoina y el diacetilo. La 
relación que existe entre los microorganismos ha sido estudiada 
desde distintca puntos de vista, y se ha encontrado que existe 
una interacción entre ambas bacterias, la cu&l puede 
considerarse como de sinergismo. En el yoghurt pueden 
encontrarse diversos compuestos volátiles que le proporcionan su 
aroma caracteristico como son el acetaldehido, diacetilo, 
acetoina y 2-butanona, y se considera que el primero es el 
principal constituyente del aroma. 

Existen diferencias en el sabor y aroma del yoghurt que 
dependen del pais en que se produce, causado por el proceso mismo 
de producción, el tipo de cepas iniciadoras, e inclusive el tipo 
de leche que se emplea. 

Cuando se concentra el yoghurt, lo cual puede realizarse por 
diferentes procedimientos, entonces recibe el nombre de Labneh, 
el cual tiene una gran importancia en el Medio Este, en donde se 
han estudiado ampliamente los factores relacionados con su 
producción (Tamime y Robinson, 1978), al igual que lo relacionado 
con su valor nutricional, sensorial y microbiológico 1Kalab et 
al, 1975; Rao et al, 1987J. Este producto presenta una gran 
diversidad con respecto a sus caracteristicas, las cuales 
dependen de las condiciones de elaboración del yoghurt original. 
Asi, se ha encontrddo que algunos procedimientos como la 
pasteurización o ultrapasteurización, pueden afectar la textura 
del mismo, al cambiar las propiedades de gelatinización del 
yoghurt por causa de la alteración que sufren las micelas de 
caseina (Dagher y Ali, 1985; Mottar et al, 1989; Parnell-Clunies 
et al, 1988), y también se ve afectado el producto por el medio 
de crecimiento de los microorganismos (Mottar et al, 1989), por 
procesos f1sicos como la centrifugación, y por la presencia de 
aditivos que son agregados como espesantes (Dagher y Ali, 1985). 

ii) Dahi. 

Este producto es el equivalente hindú del yoghurt, sin embargo 
no se produce comercialmente a gran escala, y su microbiología es 
extremadamente variable, por lo que tambien lo son su apariencia 
y sabor. Generalmente se produce con hi'll'.'terias de los géneros 
Lactobac:illus bu.Lgaricus y/o Lactobacillus plantarum, junto con 
Streptococcus thermophilus y/o Streptococcus lactls. El inóculo 
es de aproximadamente el 20 % y la incubación dura de 1 a 3 
horas, y en consecuencia el pH que se alcanza es muy alto. Si se 
utiliza como iniciador Lactobacillus plantarum, el cual es un 
microorganismo con un metabolismo heterofermentativo, además del 
ácido láctico puede producirse ácido acético. 

d) Leches fermentadas de Tipo IV. 

Son productos de gran interés, debido a la compleja mezcla de 
poblaciones microbianas que intervienen en su producc

0

ión. 
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i) Kefir. 

Esta es una leche fermentada de tipo alcohólica proveniente de 
la región del CAur~so, en donde se consume en una proporción de 
4.5 Kg/persona/ano. Como cultivo iniciador se utilizan granos de 
kef ir que están formados por partículas de leche asociadas con 
diferentes bacterias y con levaduras, las cuales producen etanol 
como metabolito final. La concentración de alcohol puede variar 
debido a las condiciones de fermentación, pero se considera gue 
el producto tipico contiene 1 % de alcohol. La fermentación se 
inicia al agregar granos de kef ir a leche entera tratada, la cual 
se calienta a 95oC durante 10 minutos, y se incuba a 25oC durante 
1 o 2 dias, después de lo cual se madura por 1-3 dias a lOoC. Las 
levaduras gue han sido identificadas son Sacchl'll•omyces 
delbrueckii, Saccharomyces ce1·eirisiae, Saccha1·omyces e:dguus, 
Gandida ( Torula) kefir, y Candida pseudotropicalis. Con respecto 
a las bacterias lácticas gue se han encontrado pueden mencionarse 
Lactob<1cill11s ca11casic11s, Lactobacillus kefir, y Lactobacillt1s 
a.cidophilus. En la matriz del grano de kefir se ha encontrado un 
polisacárido fibrilar compuesto de glucosa y galactosa al cual se 
le ha llamado kefirano, y también se han aislado las bacterias 
capaces de producirlo (Yokoi et al, 1990). A pesar de gue esta 
leche fermentada ha sido estudiada desde diversos puntos de 
vista, no se conoce aún el mecanismo de formación del grano de 
kefir. De acuerdo con e2tudios de mic~csco¡iia electrónica se sabe 
gue la parte externa del grano de kefir está colonizada 
principalmente por bacterias y algunas levaduras, mientras gue en 
la parte central se localizan pocas células microbianas. El grano 
por si mismo presenta una estructura esponjosa iibrilar con una 
matriz !amelar reticulada y una masa fibrosa, la cual presenta 
ramificaciones e interconexiones por medio de cordones alargados 
de pol1meros (Botazzi y Bianchi, 1980). 

ii) Laban. 

Es una leche fermentada de Líbano. en donde también se realiza 
una fermentación alcohólica. Los microorganismos gue se han 
encontrado durante la fermentación son Sti:•eptococcus 
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Leuconostoc lactis, 
Sa.ccharomyces cerevisia.e y Kluyveromyces x-ragilis. El aroma es 
producido por el diacctilo y el a~~Lalciehido. El pH es de 4.25 y 
Sa.ccharomyces cerevisia.e produce una concentración final de 
alcohol de 1.25%. La leche se inocula a 50oC con Streptococcus 
thermophilus como cultivo iniciador al 2.5 a 3% (V/VJ, seguido 
por la inoculación con Lactobacillus y Leuconostoc, y finalmente 
se enfria a 20-22oC para propiciar el crecimiento de las 
levaduras. 

iii) Koumias. 

Se consume principalmente en la URSS a partir de leche de 
cabra o de vaca, y se fortifica al mismo tiempo con prote1nas de 
suero de leche con el fin de prevenir la sinéresis o desuerado. 
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Su caracteristica más sobresaliente es la alta concentración de 
etanol y de C02c, contiene aproximadamente 3 % de etanol. La 
fermentación se realiza al emplear un cultivo iniciador mixto 
formado por los microorganismos Lactobacillus bulga1•icus y 
Ce..-,dida ( Tt'rtlla) kefir. 

iv) Gari. 

Es un producto fermentado de yuca caracteristico de la parte 
oriental de Europa que ha sido llevada a Africa, en donde se ha 
descrito que el cultivo iniciador presenta células de distintas 
cepas de Streptococcus sp., Leuconostoc sp., Lactobacillus sp., 
Saccharomyces sp., e inclusive Geotrichum candidum (Ofuya y 
Nnajiofor. 1989). 
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CAPITULO l l 

Yoghurt. 

El l'Oghurt es un producto 16.cteo fermentado que ocupft_Un lugar 
importante dentro de la industria de alimentos. En los últimos 50 
años se ha observado un marcado aumento en el consumo de este 
producto tanto a nivel nacional como mundial, principalmente en 
los paises occidentales, en donde ahora se considera como parte 
de la dieta normal debido a que se le ha relacionado como un 
producto cuyo consumo es saludable. Sin embargo, la alta 
proporción en el consumo de yoghurt en las regiones de Oriente 
medio y Escandinavia, está relacionada más con una ingesta 
tradicional que como un cambio de actitud con respecto a los 
alimentos (Kroger et al, 1989; Marshall, 1884). 

El yoghurt es el único producto de leche fermentado descrito 
en el cual se menciona el tipo de microorganismos que deben 
emplearse en el cultivo iniciador para ser considerado como tal. 
De esta manera se considera que la fermentación debe realizarse 
con las bai::terürn Streptcccccus thermophilus y Lactobacillus 
bulgaricus, empleadas ambas corno inóculo al 0.5-1.0 %, con una 
proporción de 1 a 1 en el número de bacterias entre ambas 
especies (Kroger, 1989). 

Con respecto a las propias bacterias del yoghurt, se han 
realizado diferentes estudios, principalmente relacionados con el 
comportamiento de estas bacterias durante la fermentación de la 
leche (Larsen y Añón, 1989) 

Al principio de la fermentación, Streptococcus the1•mophilus 
crece rápidamente y es el principal responsable en la producción 
de ácido láctico. Al mismo tiempo, Lactobacillus bulga1·icus crece 
lentamente pero produce una gran cantidad de acetaldehido, 
acetoina y diacetilo, compuestos que proporcionan el sabor y 
aroma caracteristicos del yoghurt. El diacetilo es el principal 
compuesto que proporciona el aroma, y se ha encontrado un punto 
óptimo cuando se tienen valores entre 23 y 41 partes por millón 
(ppm). En diferentes estudios se ha encontrado que Streptococcus 
thermophilus produce f'n C'.lltivc 8i:nplc 4 p¡_:,rr. de éH.;etaldehido, 
mientras que Lactobacillus bulgaricus produce 10 ppm; sin embargo 
cuando se encuentran en cultivo mixto entre ambas especies se 
pueden producir 23 ppm de este compuesto. Del mismo modo, cuando 
se emplean altas concentraciones de treonina y bajas 
concentraciones de glicina en el medio, se aumenta la síntesis de 
acetaldehido tanto en una bacteria como en la otra (Marranzini et 
al, 1989). 

Se han realizado diferentes observaciones en las que se nota 
que el crecimiento de St1·eptococcus the1•111ophilus es inhibido a un 
pH de 4.2 o 4.4, mientras que Lactobacillus bulgaricus puede 
tolerar rangos de pH de 3.5 a 3.8, por lo tanto al final de la 
fermentación Stz•eptococcus thel'mophilus crece muy lentamente 
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mientras que Lac,tobacillus bulgaricus lo hace de manera 
acelerada, y como resultado de esto se tiene que la proporción de 
bacterias continua siendo la misma al cato de tres horas de 
fermentación. Al mismo tiempo, se ha reportado que ce requiere 
que el yoghurt tenga una cierta viscosidad, generada por el 
crecimiento de las bacterias mismas, que emplean díferentes 
carbohidratos en su desarrollo (Keating y White, 1990). 

El crecimiento sinérgico de ambas bacterias parece 
relacionarse con una simbiosis, en donde Lact.obacill11s b11lga1·icus 
proporciona aminoácidos esenciales y péptidos a la otra bacteria 
al liberarlos al medio, mientras que Streptococcus thermophilus 
produce ácido fórmico junto con CO?, el cual estimula la 
producción de ácido en Lactobaci llus - l>11lga1·.í. cus ( Rajagopal y 
Sandine, 1990). 

La producción de ácido láctico mantiene al yoghurt sin 
contaminarse, inhibe el crecimiento de microorganismos 
patógenos, y proporciona al mismo tiempo importantes 
características de digestibilidad y asimilación para el organismo 
humano (Gilliland, 1991)). 

Se ha encontrado que el empleo de sacarosa 15 % durante la 
incubación y almacenamiento del yoghurt jnhibe 1° proteólisis y 
la producción de ácido láctico, lo cual depende principalmente 
del cultivo iniciador empleado (Slocum et al, 1988). 

El yoghurt siempre se ha reconocido como un alimento 
saludable. Elie Metchnikoff (1845-1916), científico ruso ganador 
del premio Nobel de Medicina en 1908, trabajó en el Instituto 
Pasteur de Paris y a través de su libro "The prolongation of 
life" (Metchnikoff, 1906J, promovió a las leches fermentadas a 
nivel de probióticos, y desarrolló una teoria en la cual las 
bacterias lácticas del tracto digestivo, podían prolongar la vida 
previniendo la putrefacción (Kroger et al, 1989). 

Actualmente se han reportado una serie de ventajas 
nutricionales y de salud, relacionadas con el consumo de leches 
fermentadas. Dentro de las ventajas del consumo del yoghurt, 
pueden mencionarse las siguientes: 

a) Mayor biodisponibilidad de minerales, principalmente el hierro 
(Gilliland, 1990). 

b) En estudios realizados "in vitro", la mayoria de las bacterias 
lácticas ejercen una acción antagonista contra diferentes 
patógenos, aunque existen también estudios en donde se indica que 
no existe ningún efecto directo en infecciones intestinales 
(Gilliland, 1990). 

El mecanismo por el cual pueden inhibirse patógenos 
intestinales aún no es muy claro, y aparentemente parece estar 
relacionado en primer término con la producción de acidez en el 
medio, y posteriormente a la presencia de substancias parecidas a 
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antibióticos o bacteriocinas como la nisina, 
acidofilina o lactocidina (Gilliland, 1990). 

acidolina, 

La acción antagonista de las bacterias del yognurt contra 
patógenos se presenta en el alimento, pero no en el tracto 
digestivo, debido a su incapacidad para permanecer en él, puesto 
que no son resistentes a las sales biliares. Sin embargo, algunos 
compuestos excretados por estas bacterias permiten la 
implantación de otras bacterias láctic~s como Lactobacillus sp. y 
Bifidobacte1•iwn sp. en el intestino como parte de la flora 
normal, por lo que podrían ser consideradas como probióticos 
(Gilliland, 1990J. 

c) En algunos individuos se presenta la deficiencia de la enzima 
~-galactosidasa o lactasa, la cual hidroliza la lactosa en 
glucosa y galactosa. El consumo de alimentos producidos a base de 
leche en estos individuos, genera malestar estomacal, flatulencia 
y diarrea, y es lo que se conoce como intolerancia o mala 
absorción de la lactosa. Las bacterias del yoghurt hidrolizan la 
lactosa durante la fermentación láctica, antes de que sea 
consumido por personas intolerantes a ella, lo que evita 
consecuentemente el malestar. Al mismo tiempo, al tener la 
glucosa y la galactosa un mayor poder edulcorante con respecto a 
la lactosa, el alimento fermcntndo es más dulce gue la leche 
fresca, sin aumentar el valor calórico de la misma (Gilliland, 
1990). 

Aparentemente, la lactosa del yoghurt está relacionada con la 
utilización de minerales en el humano, ya que se ha encontrado 
una mayor absorción de calcio, magnesio y zinc (Behling y Greger, 
1990). 

d) Se ha reportado una posible relación entre el consumo de 
yoghurt y un efecto antiturnoral, principalmente en el colon. Este 
efecto se ha sugerido que puede relacionarse con diversas 
substancias o compuestos asociados a la pared celular, producidos 
por los microorganismos durante su crecimiento (Gilliland, 
1990). 

El efecto antcriorment~ descrito no puede explicarse por la 
permanencia de bacterias del yoghurt en el tracto digestivo, ya 
que estudios realizados sobre la adhesión de estas bacterias en 
células de estómago e intestino, demuestran que Lactobacillus 
bulgaz•icus se une en mayor proporción que St1•eptococcus 
thermophilus, y sin embargo la adhesión es muy limitada y no 
parece ser especifica (Conway et al, 1987), a diferencia de otras 
bacterias lácticas que si pueden adherirse al intestino en el 
hombre, como Lactobacillus acidophilus (Speck, 1975), y 

e) Se ha descrito que los niveles de colesterol pueden ser 
influenciados por la flora intestinal, la cual interfiere con su 
absorción. Este efecto puede deberse al hidroximetil glutarato 
como factor activo, el cual también se ha pensado que inhibe la 
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s1ntesis de colesterol en el cuerpo humano. Del mismo modo, se ha 
reportado que los iónes calcio del yoghur~ pueden tener un efecto 
en la acci6n hipocolesterolémica (Gilliland. 1990). 

El efecto de disminución en el colesterol plasmático, puede 
deberse a lo siguiente: Para que una bacteria pueda implantarse 
en el intestino, es necesario que presente una alta actividad 
hidrol1tica de las sales biliares, con el fin de evitar el dano 
que puedan surtir las mismas sobre los microorganismos. Si se 
requiere colesterol como precursor de las sales biliares, 
entonces puede pensarse que con una alta actividad enzimática, se 
elimina una elevada proporción de sales biliares, las cuales 
deben ser reemplazadas con el colesterol sangu1neo, y esto tiene 
como consecuencia la disminución de sus niveles en el torrente 
sanguíneo (Gilliland, 1990). 

Características del yoghurt con respecto a la viscosidad. 

Las características del yoghurt dependen de las condiciones 
mismas de la leche empleada como medio de cultivo, asi como de 
las caracter1sticas propias de las bacterias empleadas en la 
fermentación (Green y maning, 1982). De esta manera, si se desea 
un yoghurt con alta viscosidad, se tiene un efecto similar cuando 
se emplea leche con un alto contenido de sólidos, que cuando se 
emplean cepas de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus 
bulgaricus, capaces de producir polisacáridos exocelulares, los 
cuales se unen a la matriz de proteina del sistema y evitan la 
sinéresis o desuerado (Schellhass y Horris, 1985). Esta condición 
puede romperse por efecto de la agitación, al cambiar las 
caracteristicas reológicas del yoghurt (Teggatz y Morris, 1990). 
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CAPITULO III. 

Bacteriaa Lácticaa 

1) Carac1.eria1.icaB generaleB y claaificación. 

La característica principal de las bacterias lácticas es la 
capacidad de utilizar como fuente de carbono la lactosa presente 
en la leche, y obtener como producto del metabolismo el ácido 
láctico, del cual deriva su nombre. Se reconocen como parte de 
este grupo géneros de bacterias que no están relacionados 
filogenéticamente (Ludwig et al, 1885), pertenecientes a tres 
familias bacterianas: Streptococcaceae. Microccocaceae y 
Lactobacillaceae. 

Dentro de la familia Streptococcaceae se reconocen los géneros 
Stz·eptococc11s, Lactococcus, Pediococcus y Le11conosr.oc, con 
distintas especies en cada uno de ellos. El grupo N de 
Lancefield del género Streptococcus, actualmente se considera 
como un género distinto, nombrado como Lactococcus lSneath et al, 
1986). El nombre Lactococcus aún no se acepta formalmente, pero 
ya se ha utilizado en la literatura con el fin de designar a las 
bacterias lácticas de este grupo, diferenciándolas de los grupos 
serológicos de Streptococcus restantes. Este género está 
representado por una especie, y dos subespecies, Lactococcus 
lactis ssp. lactis y Lactococcus lactis ssp. cremoris, y la 
variedad diacetylactis dentro del género Lactococcus lactis ssp. 
lactis. Anteriormente estas especies se denominaron como 
Streptococcus lactis, Streptococcus cremo1•is y Streptococcus 
lactis ssp. die.cetyle.ctis, respectivamente. Dentro del gén~ro 
Streptococcus se consideran también como parte del grupo de 
bacterias lácticas, especies de bacterias que habitan en la 
cavidad bucal como St!"eptococcus salivaI"ius y St!"eptococcus 
ther01ciphil11s (Sneath et al, 1986). 

Dentro de el género Le11conostoc se encuentran seis especies, y 
en el género Pediococcus se han descrito cinco especies (Moat, 
1985). 

La familia Micrococcaceae, está representada en el 
bacterias lé.ctica~ por el eénero l1icrocciccus~ ~on 
especies (Moat, 1985). 

grupo de 
diferentes 

La familia Lactobacillaceae, está a su vez representada por 27 
especies todas ellas dentro del género Lactobacillus (Moat, 1985; 
Sneath et al, 1986). 

2) Características de laB bacterias lácticas durante 
la fermentación. 

Debido a que las bacterias lácticas son utilizadas 
tradicionalmente desde hace mucho tiempo en la elaboración de 
alimentos, y que por sus mismas caracteristicas pueden ser 
empleadas sin ningun problema en otros campos, se han realizado 
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una gran cantidad de estudios y descubrimientos con respecto a 
ellas (Gibbs, 1987). 

Con el objeto de entende~ la fisicloe!a y genética de las 
becteriaa le~ticas, se han realizado diversos estudios con 
diferentes enfoques. Asi, se han evaluado diferentes 
caracterlsticas dentro de las que destacan las siguientes: 

a) Procesos de conservación. 

Dentro de estos procesos se ha encontrado que la sacarosa 0.29 
H, el adonitol O. 75 M y el glicerol O. 75 M, pueden servir como 
crioprotectores durante la liofilización de las cepas 
(Alaeddinoglu et al, 1989). y también se ha encontrado que la 
refrigeración y la congelación de cepas tienen efecto sobre la 
actividad de la 13-galactosidasa en Lactobacillus acidophilus 
(Gilliland y Lara, 1988). 

b) Fermentación ácido láctica. 

Durante la fermentación ácido láctica, se han reportado las 
condiciones óptimas de producción de iniciadores lácticos, como 
en Streptococcus lactis INIA 12 (Chavarri et al, 1988), se ha 
descrito el efecto de las condiciones de fermentación en el 
crecimiento de Streptococcvs cremoris AM2 y Let1conostoc lactis 
CNRZ 1091, en cultivo puro y mezclado (Boquien et al, 1988), y se 
han utilizado medios alternativos, como el suero de leche, para 
el cultivo de bacterias lácticas mesófilas (Christopherson y 
Zottola, 1989). 

También se ha encontrado que el ácido láctico tiene un efecto 
inhibí torio en el crecimiento de Streptococcus ci·emoi•is bajo 
condiciones limitantes de nutrientes (Bibal et al, 1989), la 

·aeración durante la fermentación tiene un efecto limitante sobre 
loa metabolitos finales formados a partir de glucosa y galactosa 
en St.z·eptococcus lactis ( Cogan et al, 1989), y la inmovilización 
de cultivos de Strepcococcus laccis en geles de alginato, 
confiere protección contra el ataque de bacteriófagos (Steenson 
et al, 1987 l . 

Por otra parte, se han buscado caracteristicas y homologias 
entre diferentes cc~üs de Lactcbócillu3 úi~lúdas del in~e~tino de 
diversos mamíferos (Axelsson y Lindgren, 1987). 

e) Obtención de nutrientes. 

Con respecto a la obtención de nutrientes del medio 
extracelular, se ha comprobado que la captura de aminoácidos 
básicos asl como de dipéptidos, se realiza por medio de vesiculas 
de membrana en Streptococcus laccis y emplea un sistema simporta 
de energía acoplado a una fuerza motriz de protones (Driessen et 
al, 1989; Smid et al, 1989), al igual que en Lactobacillus caBei 
( Strobe 1 et al, 1989) . 
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d) Codificación de caracteriaticaa en el genoma. 

En vista de gue las bacterias lácticas son mi~roorganismos con 
importancia en la producción de alimentos, se ha tratado de 
estudiar con detalle las carbcteristicas de su genoma, con el fin 
de mejorar las funciones cataliticas de las bacterias,·- obtener 
material genético que codifique para productos de interés, y por 
Oltimo introducir y expresar genes heterólogos (Batt, 1986). 

1) A nivel cromosoma!. 

Se conocen algunas características de las bacterias lácticas. 
gue están codificadas en el cromosoma. Así, se ha encontrado gue 
la codificación de una peptidasa se encuentra a nivel cromoaomal 
en Stl'r"Ptococcus lactis SSL135 ( Tynkkynen et .:.1, 1989). 

2) A nivel extracromoaomal. 

En general, se han encontrado elementos e;:tracromosomales o 
plásrnidos en la mayoría de las bacterias lácticas, los cuales 
pueden codificar para características conocidas, y algunos 
permanecen como cripticos, es decir que se desconocen las 
características que son codificadas por ellos (Corda et al, 
1974). Por ejemplo, se considera que el 90 % de las cepas de 
Laotobacillus lactis, contienen plásmidos crípticos, y se ha 
encontrado que son al menos seis diferentes (Casey y Jimeno, 
1989). 

Los patrones plasmidicos obtenidos de las bacterias lácticas, 
principalmente los St:reptococcus del grupo N de Lancefield, se 
han utilizado como un sistema de identificación de estas especies 
bacterianas (Davies et al, 1981), y también con este objetivo se 
han utilizado los perfiles electroforéticos de la deshidrogenasa 
láctica dependiente de NAD+ (Dicks y van Vuuren, 1990). 

Las caracter1sticas que se han encontrado codificadas en 
plásmidos están relacionadas principalmente con lo siguiente: 

Metabolismo de lactosa, y Actividad ureaaa (Kempler y McKay, 
1979a; Maeda y Gasson, 1986; Steele et al, 1989b) 

- Actividad de pz-oteaaas (Hugenholtz et al, 1987; Kiwaki et al, 
1989) 

Utilización del citrato (Kempler y McKay, 1979b) 

- Producción de diacetilo (Gasson et al, 1987) 

Producción y resistencia a bacteriocinas (Gonzalez y Kunka, 
1987; Muriana y Klaenhammer, 1987; Scherwitz Y McKay, 1987; van 
Belkum et al, 1989). 

- Producción de polisacáridos exocelulares (Vedamuthu y Neville, 
1986; Vescovo et al, 1987; y von Wright y Tynkkynen, 1987). 

- 14 -



Como ejemplo de lo anterior se tiene que el metabolismo de 
lactoea y de la aci:;ividad proteinasa en Sti•eptococcus lac.tis ·M18, 
ClO y ML3, se encuentran reJacjonadas con pláemidos de 16-22 MDa 
Y de 8-10 MDa respectivamente lEfstathiou y McKay, 1976), 
mientras qu1;: en Stz•eptococcus cremoris, puede encontrarse en el 
plásmido pDl-21 de 63 Kb tYu et al, 1989). 

La producción de la bacteriocina denominada bulgaricano de 
LactoL>ttcillus Lmlgai·icou.s (Abdel-Bar et al, 1987), y la Lactocina 
S, relacionada con el plásmido pCll11 lbOKbJ, de Lactobacillus 
sake L45 (Mortvedt y Nes, 1990). 

Otra característica que puede relacionarse con plásmidos es la 
resistencia que se ejerce contra bacteriófagos por diferentes 
mecanismos, en Streptococcus lactis KREi y otras cepas (Froseth et 
al, 1988; Hill et al, 1989a; Hi 11 et. al, 1989b; HcKay et al, 
1989), en Streptococcus cz•emoris ( Gautier y Chopin, 1987; 
Josephsen y Vogensen, 1989), o en ambas bacterias (Jarvis, 1988; 
Jarvis, 1989; Steele et al, 1989a). 

Con base en lo anterior, se ha visto que algunos productos de 
interés asi como parte de sus vias metabólicas, se encuentran 
codificadas en ~lásmidos. La péz·dida de estos plásm1dos en las 
bacterias resulta en una concomitante pérdida de los productos, 
haciendo inestable la generación de ellos. Entre los compuestos 
codificados en plásmidos cuya producción es inestable, se 
encuentran la Enzima II y el Factor III del sistema de transporte 
de lactosa de fosfotransf erasa dependiente de f osf oenol piruvato 
(PTS-PEP), asi como la enzima fosfo-~-galactosidasa (P-0-gal) en 
Sti·eptococcus lactis C2 y 11454, Streptococci1s cre11101•is Bl, y 
LactoL>acillt1s casei 64H y 69H (Gasson y Davies, 1984; Lee et al, 
1982). Las tres enzimas de la v1a D-tagatosa-6-P (galactosa-6-P­
isomerasa, D-tagatosa-6-P y tagatosa-1,6-difosfato aldolasa), en 
las cepas de St:reptococcus lactis ClO, Hl y 133 (Gasson y Davies, 
1984), así como el metabolismo de la lactosa en Streptococcu.s 
lactis ssp. diacetylacti.s WM4 (Gasson y Davies, 1984). 

No sólo el metabolismo de la lactosa se ha relacionado con 
plásmidos, sino que también se ha asociado a éstos la 
codificación del metabolismo de otros carbohidratos como glucosa, 
galactosa, manosa y xilosa en diferentes géneros de bacterias 
lácticas (Kondo, 1989), sacarosa en Streptococcus lactis (Gasson 
y Davies, 1984), rafinosa en Pediococcus pentosaceus y sacarosa 
en Pediococcus acidilactici PACl.0 (Gonzalez y Kunka, 1987). 

Por otra parte se ha encontrado la codificación en plásmidos 
de la actividad proteinasa en Streptococcus lactis 712, ClO, ML3 
y M18, en Streptococcus lactis ssp. diacetylactis DRCl y en 
Streptococcus cremoris KH (Gasson y Davies, 1984; Kamaly y Harth, 
1988; Maeda y Gasson, 1986). Asimismo, se ha encontrado que en 
Streptococcus cz·e1noris Wg2 y SKll, se encuentra localizada en 
plásmidos la codificación de una proteasa de maduración, y aquí 
mismo se han localizado secuencias de inserción a los lados de 
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estos genes, que pueden explicar de 
inestabilidad (Haandrikman et al, 1990). 

alguna manera su 

El transporte de citrato también se· ha encontrado codificado 
en pl6snüáos en diferentes cepas de St:reptococcus laczí.s ssp. 
dí.acetJ'l.~ctí.s (Gasson y Davies, 1984; Kempler y HcKay, 1979). 

También se sabe que la producción y resistencia de péptidos 
con actividad antimicrobiana o bacteriocinas se codifican en 
plásmidos. Entre las bacteriocinas se encuentran la nieina, 
diplococcina, acidofilina, lactocidina y pediocina. La 
codificación plasmidica de estas bacteriocinas está bien 
documentada y se piensa que está ampliamente distribuida en las 
bacterias lácticas (Gasson y Davies, 1984; Huriana y Klaenhammer, 
1987). Actualmente se considera una práctica común el empleo de 
substancias antimicrobianas producidas por bacterias lácticas 
como conservador·es en alimentos ( Daeschel, 1989 J. 

e) Ingenier1a genética aplicada a las bacterias lácticas. 

Las herramientas moleculares que proporciona la Ingenieria 
Genética permiten pensar en el mejoramiento genético de los 
iniciadores lácticos empleados a nivel industrial. Es por esto 
que se ha avanzado en el estudio y caracterización del material 
genético de este tipo de bacterias (Huggins, 1984; Sandine, 
1987), a distintos niveles como son: 

1) Veh1culos moleculares o vectores. 

En el género Lactobací.llus se han localizado plásmidos 
pequeños que pueden ser utilizados como vectores de clonación. 
Asi, se ha descrito la organización estructural de diferentes 
plásmidos cripticos como posibles vehículos moleculares, tales 
como el pLPl de Lactobací.llus plantarum (Bouia et al, 1989; 
Skaugen et al, 1989), el cual ya se ha caracterizado, clonado, y 
se conoce su distribución en bacterias lácticas (Bringel et al, 
1989). Los plásmidos pLABlOOO y pLAB2000 de Lactobací.llus 
hí.lgardí.í. (Josson et al, 1989), y el plásmido pLJl de 
Lactobací.llus helvetí.cus ssp. Jugi11·tí. ( Takiguchi et al, 1989), 
Asi como el plásmido pJP501, ~ue ha sido utili=~do como vehiculo 
molecular entre Sti·eptococcus lactis y Lactobací.llus bulgarí.cus 
(Langella y Chopin, 1989). 

2) Caracterización de promotores. 

Se han localizado, aislado y caracterizado promotores 
espec1ficos en Sti•eptococcus cremoris Wg2, empleando para ello el 
gen de la acetiltransferasa de cloranfenicol, y se ha encontrado 
que son similares a los que se encuentran en Esche1:í.chia colí. y 
Bacillus subtilí.s (van der Voseen et al, 1987), se ha 
caracterizado el promotor de un plásmido cr1ptico de 
Lactobacillus acidophí.lus 1686 (Damiani et al, 1987), y se ha 
caracterizado un promotor del fago temperado BK5-T de 
Streptococcus cremorí.a BK5 {Lakshmidevi et al, 1990). 
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3) Caracterización de genes especificoa_ 

Se han identificado y clonado las determinantes genéticas de 
resistencia a eritromicina codiiicadas en plásmidos de 
Lactobacillus l'OUtez·.i (Axelsson et al, 188(JJ, as1 como la 
comparación molecular de bacteriófagos del género Streptococcus 
(Powell et al, 1989). También se ha secuenciado la enzima P-13-
galactosidasa de Lactobac.illus case.i (Porter y Chassy, 1988), y 
la '3-galactosidasa de Lactobacill11s Ln1lga1·.icus ( Schmidt et al, 
1989a). 

4) Transferencia de información genética en las bacterias 
lácticas. 

Con relación a los procesos de transferencia de información 
genética, se ha encontrado que e:-:ün,en factores que determinan la 
eficiencia de cada uno de los distintos sistemas, y se ha 
encontrado que existen diferencias importantes entre estos 
sistemas (Luchansky et al, 1989J. 

Por conjugación se ha logrado transferir los mecanismos de 
sensibilidad reducida a bacteriófagos, la capacidad de fermentar 
sacarosa y lactosa en Streptococct1s J,qctis y Streptococcus 
c1•emo1•is ( Hurphy et al, 1988), la resistencia a antibióticos 
entre especies de los géneros Leuconostoc sp. y Streptococcus sp. 
(Pucci et al, 1988), y los genes de resistencia y producción de 
nisina de Streptococcus lacr;.is 7962 a Leuconostoc dextran.icum 181 
(Tsai y Sandine, 1987) 

Asi mismo, se ha logrado transferir por conjugación plásmidos 
de Streptococcus del grupo B. y comovilizar plásmidos de 
Streptococcus-Escher.ichia col.i, en Lactobacillus plantarum 
(Shrago y Dobrogosz, 1988). Tambien, se ha logrado la 
transferencia de cointegrados de los plásmidos pVA797::pSA3, 
entre Streptococcus lact.is y Lactobac.illus helveticus (Thompson y 
Collins, 1989), y se ha descrito que la movilización conjugativa 
requiere de una enzima de recombinación de plásmido (pre) (van 
der Lelie et al, 1990) 

Ya que las bacterias lácticas son microorganismos en los 
cuales no puede introducirse fácilmente material genético, se han 
desarrollado métodos para obtener altas eficiencias de 
introducción. Un ejemplo de lo anterior es el desarrollo de un 
método de transformación de esferoplastos de Streptococcus 
thermophilus al emplear Polietilenglicol (PEG) durante la 
transformación, aumentando la eficiencia al parecer debido a un 
efecto de union del material genético con la superficie celular, 
y en el cual se utiliza rafinosa junto con cloruro de calcio o de 
magnesio como agentes osmoprotectores. La eficiencia encontrada 
con este método es de 7.5 x 104 transformantes/ug de DNA 
encapsulado en liposomas (!1ercenier et al, 1988). Por otra 
parte, se han descrito los efectos que presentan los sistemas de 
Restricción/11odif icación en la transferencia de DNA en 
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Streptococcus lactis, en donde se ha descrito que el DNA que 
penetra a la célula puede ser degradado por estos sitemas de 
protección (Langella y Chopin, 1989). 

Por comp3ración de métodos de transferencia de información 
genética, al emplear esferoplastos de Lpctobacillus plañtarum se 
tiene una eficiencia de 2U-100 transformantes/ug de DNA, mientras 
que al emplear la electroporación pueden obtenerse t3.44 x 104/ug 
de DNA (Badii et al, 1989). 

Se ha reportado anteriormente que existen proteasas que 
determinan la et1cienc1a en procesos de transfección y 
transformación de protoplastos en Streptococcus lactis, en donde 
al emplear quimotripsina o mutanolisina en la formación de lo! 
protoplastos pueden lograrse eficiencias de 104-10~ 
transfectantes/ug de DNA y 5 transformpntes en protoplastos de 
St1•eptococcus cremoris LS224/ug de VNA, sin embargo al emplear 
lisozima, no se encuentra un efecto directo en la cepa (Woskow y 
Kondo, 1987). 

Por otra parte, se ha logrado introducir por transducción los 
genes responsables del metabolismo de lactosa en Streptococcus 
lactis C2 mediante la utilización del fago c2 (McKay, 1973). 

En bacterias lácticas ~ra se ha dPrnostrado que la 
electroporación es una metodología que permite obtener una alta 
eficiencia de transformación (Chassy et al, 1988; Batt, 1986). 
Asi, se ha logrado la transformación de Streptococcu.s 
thermophilus con los plásmidos pVA736 (7.6 Kb), pAl1í31 (26.5Kb) y 
pIP501 (30.7KbJ con eficiencias de 103-104 transformantes;ug de 
DNA (Somkuti y Steinberg, 1988), y en Strepr:,ococcus c1·emoris y 
Streptococcus lactis, con eficiencias de 104 y 10° 
transformantes;ug de DNA ( Powell et al, 1988). Al emplear junto 
con este método, un medio estabilizado osmóticamente con glicina, 
glicerol 10% y sacarosa 0.5M, se obtienen eficiencias de 
transforma9ión por electroporación de St1•ept.ococcu.s cremoris, de 
5.7 x 10 transformantea;ug de DNA (Holo y Nes, 1989), y en 
Streptococcus lactis de 10° transformantes/ug de DNA (Mclntyre y 
Harlander, 1989a; Mclntyre y Harlander, 1989b). El primer reporte 
encontrado para la transformación por electroporación de 
Lactobacillus lactis W597 "'º muy recier.-::.c ( Zinli: et al. 1991). 

5) Clonación de genes relacionados con bacterias lácticas. 

Se ha logrado clonar genes de importancia provenientes de 
bacterias lácticas en otros microorganismos. Asi, se ha clonado 
el gen de la a-acetolactato descarboxilasa de Streptococcus 
lactis esp. diacetylactis DSM20348 en .b'scherichia coli SF8 por 
transformación con el plásmido pADCl (Goelling y Stahl, 1988), el 
gen de la í3-galactosidasa termoestable de St1•eptococcus 
the1•01op1Jilus en Escher ichia coli y Saccha1•omyces cez•evisiae (Lee 
et al, 1990), el gen responsable de la fermentación maloláctica 
de Lactobacillus delbrueckii en Escherichia coli y en 
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SaccharomJlces cerevi.siae (Williams et al, 1984 J, y el sistema de 
transporte de lactosa de Streptococcus thermophilus en 
Escherichia coli ( Poolman et al. 1989 .\. [,os e"mee de la histidina 
deacarboxilasa A y B de Lactobacillus 3úA en Escherichia ce>li 
( Copelanci et o.l. 1889 J, i;,.si como los genes de .la L-2-
hidroxiisocaproato deshidrogenasa de Lactobacillus confusus y la 
D-2-hidroxiisocaproato deshidrogenasa de Lacrobacillus casei en 
Esc1Je1·ichic~ coli ( Lerch et al, 1989a; Lerch et al, 1989b). 

Debido a que las bacterias lácticas son consideradas como 
microorganismos GRAS (generalmente reconocidas como seguras), se 
piensa en ellas como microorganismos en los cuales puede 
introducirse información genética relacionada con la producción 
de algün metabolito de interés (Kondo, 1989; Kondo y McKay, 
1985). De esta manera, se han clonado y expresado eficientemente 
genes heterólogos de importancia como la liso2ima de clara de 
huevo en St1•eptococcus c1•emo1•.i.s Wg2 (van de Guchte et al, 1989). 
También se ha logrado la clonación, expresión y mantenimiento en 
forma estable del gen de la endoglucanasa termoeetable de 
Clostridium thermocellum en Lactobacillus plantarwn (Bates et al, 
1989). El gen lacZ de Esc!Jerichia coli en Laclobacillus planr;arum 
(David et al, 1989; de Vos et al, 1989a). Loe genes que codifican 
para diversas enzimas como celulasas y xilanasas (Scheirlinck et 
al, 1990), y a-amilasas y endoglu~anasas en Lactobacillus 
plantarum 1Sche1rl1nk et al, 1989). 

También, se han clonado y expresado genes provenientes de 
bacterias lácticas, en bacterias de este mismo tipo. Ejemplos de 
esto son: El gen de la serin proteasa extracelular de 
St1•eptococcus c1·emoris clonado en Streptococcus lactis 712 (de 
Vos et al, 1989bJ, y el gen que confiere resistencia a nisina en 
St1·eptococcus lactis ssp. diacetylactis üRC3, el cual fué clonado 
en Streptococcus lactis Lt1023ú ( Froseth et al, 1988 J. 

Cuando se obtiene la inserción y amplificación de genes 
foráneos en el cromosoma de bacterias lácticas, se permite al 
mismo tiempo la estabilización de la característica, como se ha 
demostrado en Streptococcus lactis (Chopin et al, 1989; Rose et 
al, 1989), en St1•eptococcus lactis MG1363 ( Leenhouts et al, 1989; 
Leenhouts et al, 1990 l. y en Streptcccccus 1:;.cti::; C2 01cKé1y y 
Baldwin, 1978). 

- 19 -



CAPITULO IV 

Bacteriaa del yoghurt. 

a) Horfolos1a y metaboliamo. 

Como ee ha mencionado anteriormente, en la elaboración del 
yoghurt ee emplean dos especies de bacterias, Streptococcus 
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus ( r:roger, 1989). 

Streptococcus thermophilus se caracteriza por presentar 
células esféricas u ovoides de 0.7 a 0.9 um de diámetro, no 
mótiles, gue ee encuentran asociadas en pares o en cadenas de 
células. Puede utilizar la glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa 
como fuente de carbono, y generar ácido a partir de ellas. Es 
homofermentativa, y produce principalmente ácido láctico a partir 
de la degradación de la lactosa, empleando la fracción de 
glucosa, y expulsando la galactosa gue no puede metabolizar al 
medio. Es una bacteria termófila gue presenta una temperatura 
óptima de crecimiento entre 45 y 55oC. (Buchanan y Gibbons, 1974: 
Sneath et al, 1986). 

Lactobacillus Lmlga1•icus posee una forma de bacilos cortos y 
no es m6t1l. Como fuente de carbono puede utilizar la glucosa, 
lactosa, fructosa y galactosa. Es homofermentativa y forma ácido 
láctico a partir de lactosa. Generalmente utiliza el 85 % de la 
glucosa en la producción de ácido. También es termófila y 
presenta una temperatura óptima de crecimiento entre 450 y 55oC 
(Buchanan y Gibbons, 1974; Sneath et al, 1986). 

Ambas especies bacterianas son gram-positivas y presentan el 
mismo tipo de metabolismo de la leche. La lactosa del medio pasa 
al interior de la célula por medio de permeasas (Hickey et al, 
1986), en donde es hidrolizada por la enzima 0-galactosidasa o 
lactasa, a glucosa y galactosa. En Lact:obacillus bulgaricus si la 
concentración de lactosa en el medio es baja, la galactosa es 
fosforilada por la galactocinasa y se metaboliza a través de la 
via de Leloir. Streptococc11s thermophilus no puede metabolizar la 
galactosa ya que carece de las enzimas necesarias para ello, se 
excreta de la célula, y por lo tanto se acumula galactosa en el 
medio durante la fermentación (Hutkins et al, 1985). La glucosa 
en ambas especies bacterianas es metabolizada a través de la via 
de Embden-Heyerhoff-Parnas (EHP), con un paso final de conversión 
de piruvato a lactato (Marshall y Law, 1984). 

b) Fisiología y genética de las bacterias del yoghurt. 

Se han realizado diversos estudios con respecto a las 
bacterias del yoghurt, principalmente relacionados con las 
características gue se mencionan a continuación: 
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1) Métodos de conservación. 

La lioiilizacion como metodo de conservación en estas 
bacterias es un pr0ceso que p;:ormltr:- ltt supervivencia de una gran 
parte de células de Stz•eptococcus thel'mophilus ma~- que de 
Lactobacillus bulgaricus, y se ha encontrado que la presencia de 
microorganismos muertos protege a los viables, al eliminar en 
ellos el efecto negativo de la atmósfera (Bozoglu et al, 1987). 
En este mismo sentido se ha descrito que la trehalosa puede 
actuar como un crioprotector en Lactobacillus bulga1·icus ATCC 
11842 (De Antoni et al, 1989). 

La conservación adecuada de las bacterias del yoghurt permite 
mantener la homogeneidad durante los procesos de producción, y al 
mismo tiempo, garantiza la calidad del producto durante la 
fermentación. 

2) Fermentación ácido láctica. 

Se han realizado estudios sobre la cinética de crecimiento en 
cultivos simples y mezclados de Streptococcus thermophilus y 
Lactobacillus bulgaricus, y se han desarrollado medios efectivos 
de diferenciación (Berkman et al, 1990). También se ha encontrado 
que durante una fermentación, se presentan diferencias en la 
utilizaci6l1 de a¿~cctres y en la producción de acido por parte de 
las bacterias, cuando se emplean células libres o inmovilizadas 
en k-carragenina. Este eiecto parece deberse principalmente al 
diámetro de la esfera, particularmente para Lactobacilliis 
bulg.qz•i cus ( Audet et al, 1989 J • Cuando se emplean geles de k­
carragenina y otras gomas, la fermentación láctica realizada por 
Streptococcus thermophilus puede desestabilizar el gel, el cual 
llega a romperse por efecto del ácido producido (Arnaud et al, 
1989). También se sabe que el pH y la temperatura influyen en el 
crecimiento de Streptococcus the!'mophilus 404 y Lactobacillus 
bulgaz•icus 398 encontrándose que los niveles óptimos para éstas 
son de 6. 5 a 41JoC y 5. 8 a 44oC, respectivamente (Be al et al. 
1989). y ya se ha realizado completamente el modelamiento de la 
fermentación semicontinua al emplear suero de leche como medio de 
cultivo para Lactobacillus bulgal'icus (Sanchez-Podlech et al, 
1990). 

Existen !actores que arectan la producción de aminas en 
Lactobacillus bulgal'icus <Chander et al, 1989), y de esta manera 
se sabe que la glicina presenta un efecto inhibidor en la 
actividad de la treonina aldolasa, la cual es importante en la 
producción de diacetilo, importante metabolitoque proporciona el 
aroma, tanto para Lactobacillus bulgaricus como para 
Stz·eptococcus thennophilus (Schmidt et al, ltl89b). 

Ya que la presencia de bacteriófagos durante una fermentación 
puede impedir la producción del yoghurt o algún otro producto 
lácteo, se han buscado y caracterizado virus que infectan a estas 
bacterias en particular, como el bacteriófago ch2 aislado de 
Lactobacillus bulgaricus CH2 (Chow et al, 1988). 
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3) Caracterización de actividadea enzimAticaa. 

Se sabe que Lactobacillus presenta un sistema proteolitico 
muy complejo. A nivel fisiológico, se ha trabajado en la 
obtención y caracterización de mutantes de Lac~Qbacillus 
bulga.r•.icus deficientes en aminopeptidasas corno la arginil 
aminopeptidasa l y II, Leucil aminopeptidasa, y la X- prolil­
dipeptidil aminopeptidasa (Atlan et al, 1989), al igual que en la 
cepa de Lactobacillus bulgaricus CNRZ 397 (Atlan et al. 1990). 

4) Caracteristicas del genoma. 

Se conoce muy poco sobre las caracteristicas del genoma en las 
bacterias del yoghurt. Lo que más se ha estudiado en este aspecto 
es el transporte y utilización de carboh1dratos. Se sabe que 
tanto en Streptococcus thermophi 1 us corno en Lac tobaci 11 us 
b11lgc~.r·.ic11s, los genes responsables del transporte y metabolismo 
de la lactosa se encuentran localizados en el cromosoma y que 
pueden estar organizados en operones lPoolman et al, 1989), con 
respecto a esto se sabe que las regiones lacZ entre Strept:ococcus 
the.r•mophil11s y Lactobacillus bulgar.icus presentan 48 :?, de 
homologia, y la enzima 0-galactosidasa presenta un peso molecular 
de 11€·,860 De., simile.r en e.mb=.e bc.cteria.s. (Schrcieder et al, 
1991). 

También se ha reportado la obtención de secuencias especificas 
de DNA para las baterias Lactobacillus bulgaricus y Lactobacillus 
lactis, que pueden ser utilizadas como sondas de reconocimiento 
(Delley et al. 1990). 

5) Caracteristicaa de pláamidos. 

Existen reportes que indican la presencia y ausencia de 
plásmidos de tamai1o pequeño para ambas bacterias. Sólo en 
Streptococcus thermophilus se ha demostrado en forma concluyente 
la presencia de plásmidos. Somkuti y Steinberg en 1989, después 
de un análisis de 35 cepas diferentes de esta bacteria, 
encontraron plásmidos en trece de ellas, tres cepas con dos 
plásmidos y en las diez restantes sólamente un plásmido. De 
acuerdo a patrones gen~raciot:> con endouucletH:~d.s di: r~til.1·iccl6n, Ü.t' 
los plásmidos encontrados en estas cepas, se consideró que 
existían 9 plásmidos distintos, con al menos dos sitios únicos de 
restricción. Los tamaños de estos plásmidos varían entre 2.2 y 
14.75 Kb (Tabla 2J. 

Herman y McKay en 1985 examinaron 23 cepas de St1•eptococct1s 
the.r•moph.ilus, y encontraron que solamente cinco cepas presentaban 
un plásmido. De acuerdo con lo anterior, concluyeron que 
aparentemente existen de tres a cinco plásmidos diferentes entre 
las distintas cepas de Streptococcus thermophilus, sin embargo 
permanecen como plásmidos crípticos ya que no se les ha podido 
relacionar con ninguna caracteristica morfológica o fisiológica, 
incluyendo la capacidad de fermentar carbohidratos, la 
resistencia a antibióticos o la actividad de ureasa y proteasa 
(Tabla 2). 
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Por otra parte, despues de un análisis de hibridación DNA-DNA 
con plásmidos de Streptococcus thermophilus, se encontró una alta 
homologfa entre estos plásmidos, pero no con plásmidos de 
bacterias lácticas mesófilas, lo gue indica gue existe un origen 
distinto para les pl~amidos de bacterias láctican tcrrnóf ilas y 
mesófilas (Somkuti y Steinberg, 1991). ·-

Pláamidos Peso molecular No. de copia Cepas 
MDa Kb 

(Somkuti y Steinberg, 1986) 

pER8 1.4 2.2 4-6 ST101,ST108,ST119 
ST120, S'I'l21 

pER371 1.75 2.7 8-10 ST137,S'f138 
pER341 1.8 2.77 10-12 ST134 
pER36 2.4 3.7 6-8 ST136 
pER13 2.75 4.23 10 ST113 
pER16 2.9 4.46 8-10 ST107,ST116,ST126 
pER342 6.2 9.54 8-10 ST134 
pER35 7.15 11.0 ? ST135 
pER372 9.58 14.75 ? ST137,ST138 

(Herman y McKay, 1985) 

pHMl 1.43 2.2 4-18 
pHM2 2.06 3.2 4-18 
pHM3 2.27 3.5 4-18 
pHM4 2.06 3.2 4-18 
pHM5 1.43 2.2 4-18 

TABLA 2. Plásmidoa de Streptococcua thermophilus. 

Por otra parte, para el género Lactobacillus bulgaricus 
existen d~1s reportes en donde se menciona la presencia de 
pláamidos. El primero es un reporte de Somkuti y Steinberg en 
1986, en el gue se menciona la presencia de dos plásmidos en una 
cepa de esta especie bacteriana, lo cual ha sido puesto en duda 
por B. Chassy (comunicación personal, 1990). Por otra parte, 
existe un reporte de Chagnaud y colaboradores en 1990, en el gue 
se describe el empleo de un plásmido críptico de la cepa de 
Lactobacillus bulgaricus 10, descrita también en la colección 
ATCC, denominado pLBlO, como un posible vehiculo molecular para 
el género Lactobacillus en general. En todos los demás reportes 
gue implicaron una búsqueda de plásmidos en Lactobacillus 
bulgaricus, los resultados indican gue en esta especie bacteriana 
no se encuentran plásmidos. 
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Con respecto a otras especies del género Lactobacillue, si se 
han encontrado plasmidos en la mayor1a de ellas (Gasson y Davies, 
1984). 

6) Bacteriófagos de bacterias del yoghurt. 

Los bacteriófagos que infectan a las diferentes cepas de 
Streptococci1s thermophilus pertenecen principalmente al grupo B 
de Bradley, con cabezas isométricas y un tamaño de 50-70 nm de 
diámetro, mientras que los bacteriófagos de Lactobacillue 
bulgaricue pertenecen al grupo A de Bradley, con cabezas 
isométricas y un tamaño de 44-55 nm de diámetro (Davies y Gasson, 
1984) 
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CAPITULO V 

Producción de poliaacáridoa exocelularea. 

Actualmente se conoce que distintas especies bacterianas 
producen polisacáridos exocelulares bajo ciertas condiciones de 
cultivo. Estos polisacáridos toman la forma de cápsulas 
discretas, o bien pueden estar libres y unidos por enlaces 
débiles a la superficie celular, y como consecuencia en el medio 
de cultivo se forma una red entre las particulas en suspensión y 
los polimeros producidos por las bacterias, cambiando las 
caracteristicas reológicas del cultivo, y haciendo más viscoso el 
medio. Si al tocar el medio de cultivo donde se encuentran 
creciendo estos microorganismos con algún objeto se forman 
filamentos o hilos entre éste y el medio, debido a la alta 
viscosidad del medio, entonces a estos microorganismos se les 
denomina como mucoides o filantes. El estado exacto en 
composición y disposición de los polisacáridos o polimeros 
bacterianos parece que depende de la especie, la edad y las 
condiciones de cultivo del microorganismo. La diferencia entre 
los polisacáridos que se encuentran formando una cápsula y los 
que se encuentran unidos débilmente a la superficie celular, se 
definen por su grado de asociación superficial, después de una 
centrifueación rcerning, 1980; ~11itfield, 1888). 

a) Estructura quimica de loa polisacáridos exocelularea. 

Los polisacáridos exocelulares pueden dividirse en dos grupos, 
con base en su composición quimica: 

Heteropalisacáridos, y 

Homopoliaacáridoa 

Los homopolisacáridos se encuentran formados por unidades 
repetidas de un mismo carbohidrato, como el almidón en donde solo 
se localiza glucosa, mientras que en los heteropolisacáridos, las 
unidades repetidas están formadas por distintos monómeros de 
carbohidratos. En ambos grupos de polisacáridos. li'i ma~·orii:l. de.­
los carbohidratc.s "'º" <J.niónicos. En Lactobacillus hilgardii, se 
ha realizado el estudio guimico y microscópico del polisacárido 
que genera, y se ha encontrado que este es una dextrana formada 
por glucosa alfa(l,6), con una proporción pequeña de glucosa 
alfa(l,3,6) glucosa alfa(l,4,6) (Pidoux et al, 1980). 

La diversidad estructural de los polisacáridos exocelulares 
deriva de la amplia variedad de monosacáridos, y de los distintos 
tipos de enlaces que se presentan entre ellos. Algunos 
componentes solamente se presentan en polisacáridos exocelulares, 
mientras que otros también pueden localizarse en los 
polisacáridos de las superficies celulares, como los 
lipopolisacáridos y los ácidos teicoicos. La flexibilidad en la 
estructura de los polisacáridos depende principalmente de las 
cadenas laterales del pol1mero, como en Xantbomonas campestris y 
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en Rhizobium trifolii. Los constituyentes no hidrocarbonados 
generalmente se encuentran en proporciones no esteguiométricas, y 
pueden variar con respecto a las condiciones y fases de 
crecimiento del microorganismo. 

Dentro de lüs homopol isacar idos, son ccimunt:s los que ~Preeentan 
un carácter neutro, como por ejemplo las levanas, que son 
homopolisacáridos de fructosa, o los glucanos, que son 
homopolisacáridos de glucosa, incluyendo a la dextrana. 

Los polisacá¡:idos exocelulares difieren en tamano, pues pgede11 
pesar entre 10° Va en Agrobactel'ium tw11e[asciens, hasta 10 -1ob 
en Klel,~liella sp. Asi mismo, se ha descrito que en Pseudomonas 
aez·uginosa y en Jl:;otobacter vinelandii los polisacáridos 
exocelulares pueden estar formados por estructuras en bloques, ya 
que se encuentran unidades o regiones de ácido poligulurónico, 
intercaladas con regiones de ácido polimanurónico, en distintas 
proporciones, dependiendo de las caracteristicas de la cepa y del 
cultivo (Whitfield, 1988). 

En P1•opionibacte1•i11m sp., se ha encontrado que durante la 
fermentación de la lactosa se obtiene una baja recuperación de 
productos, debida principalmente a la formación de un 
polisacárido compuesto de metilpentosa, glucosa y galactosa 
(Crow, 1988). También se ha reportado que para diferentes cepas 
de distintas especies de StaphJ'lococcus sp., las caracteristicas 
de energia libre en la superficie celular cambian con respecto a 
la capacidad o no de producir polisacáridos exocelulares (van der 
Mel et al, 1989). 

En la cepa St1•eptococct1s pneumoniae TYPE 18C( 56), se ha 
determinado la composición estructural del polisacárido capsular, 
en donde se presenta D-glucosa, JJ-galactosa, L-ramnosa y residuos 
de glicerol en unidades repetidas, y con una proporción de 
3:1:1:1 (Lugowski y Tennings, 1984J. 

En ButJ'rivibrio :fibrisolvens, se ha encontrado que existen una 
gran cantidad de carbohidratos ácidos formando el polisacárido 
exocelular de esta especie. La cuantificación de los azúcares se 
ha realizado empleando principalmente las técnicas de 
cromatografía gas-liquido, y de capa fina (Stack, 19881, mientras 
que el análisis de polisacáridos exocelulares de bacterias 
marinas y de agua dulce se ha realizado empleando la separación 
de carbohidratos por columnas de intercambio iónico (Kennedy y 
Sutherland, 1987). 

Para Lact.,bacillt1s bulga1•icus se ha descrito la presencia 
de polisacáridos exocelulares, que aumentan la viscosidad del 
medio. Son solubles en agua y están formados por unidades 
repetidas de galactosa, glucosa y ramnosa en una proporción de 
4:1:1, y con un peso molecular de 500,000 daltons (Cerning et al, 
1986). Asi mismo, se ha reportado que en Streptococcus 
tilez•mopbil us al crecer en leche descremada, se produce un 
polisacárido exocelular compuesto de galactosa y glucosa en una 
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proporción de 1:1, con pequeñas cantidades de xilosa, arabinosa, 
ramnosa y manosa, e inclusive se ha observado una relación 
direct& entre el polisacérido producido y la viGCOtiidad obtenida 
en el medio (Cerning et al. 1988). 

b) Bioaintesia do polisacáridos exocelulares en loa 
microorganismos. 

Los polisacáridos exocelulares se pueden sintetizar en 
diferentes etapas del crecimiento, y depende del microorganismo 
mismo. Los procesos biosintéticos pueden considerarse en dos 
categorías, los externos y los internos a la célula. 

Los externos son llevados a cabo por enzimas exocelulares como 
la levan y la dextransacarasa, e inclusive pueden considerarse 
las reacciones de glucosil-transierasa. 

Las reacciones internas pueden incluir las que se realizan a 
nivel de la membrana celular y a nivel citoplásmico. En bacterias 
gram negativas, los nucleótidos difosfato unidos a un azúcar. 
pueden ser utilizados como donadores del grupo glucosil. Las 
enzimas relacionadas con la sintesis de precursores son 
citoplásmáticas y pueden estar asociadas con la membrana, 
organizadas espacialmente j11nto cc·n las gluC88il-:ra1~~ferasas. 

Las unidades repetidas de los polisacáridos son ensambladas 
por la transferencia secuencial de azúcares a intermediarios 
ligados a lipidos, y al menos algún paso de la polimerización 
ocurre en la fracción lipidica de la membrana (Whitfield, 1988). 

Los mecanismos de sintesis son muy variados, y aún no se 
conoce como se llevan a cabo en la mayoría de los microorganismos 
(Whitfield, 1888J. 

c) Función de loa polisacáridos exocelularea en loa 
microorganismos. 

La función de las cápsulas bacterianas formadas por 
polisacáridos parece depender del ambiente, al ser consideradas 
principalmente como mccanismoa J~ defensa contra condiciones 
adversas del ambiente, y que pueden ser consideradas como 
presiones de selección. De esta manera, puede perderse fácilmente 
la característica en el laboratorio, pero puede mantenerse en 
condiciones naturales. El tipo de mecanismos de protección que 
proporcionan las cápsulas es variado, ya que puede conferir 
especificidad antigénica, servir como un mecanismo protector 
contra el oxigeno atmosférico o iones metálicos, y también se ha 
observado que ayuda en la formación de agregados celulares (Moat, 
1985), como un agente crioprotector en St1•eptococcus lactis y 
Streptococcus c1·emo1·is (Gilliland y Speck, 1974), y como un 
factor que impide el ataque por bacteriófagos, al cambiar las 
caracteristicas de la superficie celular (Watanabe et al, 1987), 
similar a lo que ocurre en Streptococcus cremoris SKllO, el cual 
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presenta la codificacion de esta caracterlstica en el plásmido 
pSK112, y le confiere resistencia con respecto al fago SKllG 
(Sijtsm~ et al, 1988). En alguno¿ microorganismos, la capacidad 
de adherirse a las euperficiee e~~á d~da pcr las ca1~&cteristi.cas 
de los polisacáridos exocelulares, como en el caso de las 
bacterias que producen la caries dental, o las que fienen la 
capacidad de adherirse en el tracto digestivo tWhitfield, 1968). 

La presencia de polisacáridos exocelulares está relacionada 
con la unión de bacteriófagos a la superficie celular. De esta 
manera se sabe que en St!'eptococc11s cremoz•is KH. el receptor del 
bacteriófago kh, es la ramnosa presente en un polisacárido de la 
pared exocelular. En bacterias gram negativas, se ha descubierto 
que los bacteriófagos reconocen lipopolisacáridos y proteínas 
especificas de la membrana interna. Un ejemplo de ésto es el 
colifago ~Xl74, el cual se une a la fracción de carbohidratos del 
polisacárido, mientras que el bacteriófago lambda se adsorbe a la 
proteina de membrana relacionada con el transporte de maltosa. En 
bacterias gram positivas, los bacteriófagos generalmente se unen 
a carbohidratos en la superficie celular, a excepción del 
bacteriófago m13 el cual se une a una proteina de membrana 
(Valyasevi et al, 1990). 

En St.r~ptQcoccas cre:::oTis, ce ho. enc01·1tró.do que las bacterias 
capaces de producir polisacáridos exocelulares, aisladas a partir 
de la leche fermentada Viili, presentan mayores actividades de 
UDP-4-galactosa- epimerasa, y decrece la actividad de la UDP­
glucosa- pirofosfatasa. Este efecto parece deberse a la presencia 
de un represor inactivo que desreprime la slntesis de varias 
enzimas. Así mismo, se ha considerado que está relacionada la 
proteina A en la membrana externa con el fenotipo mucoide en este 
tipo de bacterias, y por otra parte se sabe que pueden influir 
los factores genéticos y ambientales, y que la estabilidad de 
este mecanismo puede inducirse por la para-fluorofenilalanina 
(Forsén y Haiva, 1981). En otra cepa de Stz•eptococcus cz·emoris 
aislada de Viili, las cepas filantes o mucoides, parecen tener 
asociada una glucoproteina, la cual puede perderse por el ataque 
de bacteriófagos en las cepas, con lo cual la característica se 
convierte en inestable (Kontusaari et al, 1985), y también se ha 
localizado la presencia, por metodos 1nmunoguimicos, de un ácido 
lipoteicoico en Streptococcus c1•emoris T5, el cual actúa como un 
antígeno en esta cepa (Forsén et al, 1985). 

El conocimiento de la biología molecular de la característica 
de producir polisacáridos exocelulares en diversos tipos de 
bacterias, permitirla su manipulación genética al afectar las 
funciones que se han encontrado relacionadas con este tipo de 
compuestos como son: Protección contra la desecación, la 
depredación, y contra iones metálicos (Whitfield, 1988). 

d) Factores genéticos relacionados con la producción de 
polisacáridos exocelularea. 

En diversas bacterias, la codificación genética de la 
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capacidad de producir polisacáridos exocelulares puede 
encontrarse tanto a nivel cromosoma! como plasmidico, y los genes 
parecen estar agrupados en "clusters" de aproximadamente 15 Kb de 
DNA cromosoma! como en Escheri chia coli Kl, el cual se Ílé:l 
considerado que codifica para doce productos, necesarios para la 
slntesis, polimerización, modificación y translocació~- de los 
polisacáridos exocelulares. En otras cepas de bacterias, los 
genes pueden estar acomodados en más de un "cluster", como en 
Escherichia coli K30 y Klebsiella K20 (Boulnois y Jann, 1988; 
Whitfield, 1988). 

En Rhi::;obi11m fi•edii US!JA 206, se ha encontrado una posible 
relación entre la sintesis de polisacáridos exocelulares con el 
número de copia y efectividad simbiótica, con respecto al 
plásmido pRj206b. También en esta cepa se ha encontrado que la 
producción del polímero sólo se expresa cuando se encuentran 
polioles en el medio (Barbour y Elkan, 1889). 

Gracias al empleo de técnicas de DNA recombinante se sabe que 
la inestabilidad genética que se presenta en la producción de 
polisacáridos exocelulares puede deberse a distintas causas, como 
los eventos de recombinación homóloga, que resultan en la pérdida 
de una copia de los genes, en Pse11domonas ,qer11ginosa, durante la 
síntesis de alginato. El control de la.producción del polímero 
puede deberse a la disponibilidad de precursor·es debido a 
inhibición por retroalimentación, o degradación, la codificación 
a nivel plasmidico, y a la disponibilidad de los intermediarios 
lipidicos propuestos. 

La regulación de la producción de polisacáridos exocelulares 
puede llevarse a efecto a a1versos niveles, tales como la 
presencia de secuencias reguladoras positivas o negativas, por 
proteólisis, por la presencia de iones divalentes específicos 
como el ca2+ intracelular, y sin embargo la mayoría de los 
procesos regulatorios aún no se han definido totalmente 
(Whitfield, 1888). 

e) Factores genéticos relacionados con la producción de 
polisacáridos exocelulares en bacterias lácticas. 

Se considera 
importante en 
proporcionan una 
a la formación 
(Morris, 1985). 

que los polisacáridos desempeñan un papel 
los alimentos, puesto que estos compuestos 
mayor consistencia y mejoran su textura, debido 
de geles, con base en mezclas de biopolimeros 

En la elaboración industrial de yoghurt frecuentemente se 
adicionan sólidos de leche para aumentar su consistencia y evitar 
el desuerado o sinéresis, el cual puede verse afectado por 
factores como el pH, temperatura, fuerza iónica, grado de 
agitación, concentración de iones calcio y proteinas del tipo de 
la caseina (Pearse y MacKinlay, 1989). El empleo de cepas 
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productora.e de polieacll.ridos en la elaboración del yoghurt, 
permite la formación de un alimento con una buena consistencia 
sin que se presente la sinéresis, se evita la adición de otros 
compuestos en el, y por lo tanto ee disminuyen loe cost.os ae 
producción (Marshall, l&o·í i. 

Actualmente se sabe que existen diferentes cepas de bacterias 
lácticas que producen polimeros exocelulares que les confieren la 
caracteristica de transformar el medio de cultivo haciéndolo más 
viscoso (Cerning, 1990). 

En diferentes tipos de leches fermentadas como el Villi, se 
han encontrado cepas de bacterias lll.cticas con la caracteristica 
filante o mucoide desde hace varias dbcadas (Sundman, 1953). En 
años recientes se ha descrito que la codificación genética de 
intermediarios (Sjoberg y Hahn-Hagerdal. 1989), y enzimas 
responsables en la producción de polisacáridos exocelulares, como 
la levan o dextran sacarasa a nivel de la membrana celular, y a 
nivel citoplásmico la glucosil transferasa, e intermediarios 
unidos a lipidos, puede estar codificada a nivel cromosomal o a 
nivel plásmidico !Whitfield, 1988). 

De esta manera se comprobó que la capacidad de producir el 
fenotipo mucoide en St.rept.ococcus cJ'emoris ARH87, está asociada 
con e i piásmido p\iS5 de 00 ML•a, lo cual se comprooo curando la 
cepa productora y transformando, por medio de protoplastos, la 
cepa no mucoide Streptococcus lactis MG1614 (von Wright y 
Tynkkynen, 1987). Siguiendo la misma estrategia de curación y 
transformación de una cepa mucoide o filante, se comprobó gue en 
Streptococcus cremoris MS esta misma caracteristica está 
codificada en el plásmido pSRQ2202 de 18.5 MDa, el cual conriere 
también resistencia a bacteriófagos (Vedamuthu y Neville, 1986). 
Asi mismo, para Lactobacillt1s casei NCFB 4114, este fenotipo está 
correlacionado con un plásmido de 4.5 MDa. En este mismo trabajo, 
se menciona que la cepa de Lactobacilltis bulgarict1s 2ol, que se 
comporta como una cepa filante, no presenta plásmidos (Vescovo et 
al, 1989). 

Macura y Townsley en 1984 reportaron que la caracteristica 
mucoide o filante en las bacterias del yoghurt es muy inestable, 
puesto que se pierde como resultado de transferencias continuas, 
y sugirieron una posible codificación en plásmidos. 

El interés que han despertado los plásmidos de bacterias 
lácticas es que presentan la posibilidad de ser utilizados como 
vectores o vehiculos de clonación, para microorganismos que son 
utilizados en la industria de alimentos, como se ha mencionado 
anteriormente, debido a su condición de organismos generalmente 
reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) (Gasson 
y Davies, 1984). 
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CAPITULO VI 

Estabilidad e Inestabilidad genética de los microorganismos. 

La información genética codificada en el DllA presenta 
variaciones, y se considera como un mecanismo indispensable para 
asegurar la supervivencia de los organismos. Se piensa que debe 
existir la plasticidad genética en los organismos debido a dos 
razones fundamentales: Por una parte la información genética debe 
transmitirse en forma estable de una eeneración a la siguiente; y 
por otra parte se requiere de cierta inestabilidad para que se 
presenta la evolución biológica de las especies, y por lo cual se 
supone que la estabilidad genética no puede ser absoluta. 

Estos conceptos parecen contradecirse. Sin embargo existen 
algunos factores que p1·omueven la inestu.bilidad mientras que 
otros la limitan. Si la inestabilidad es excesiva esto hace que 
una cepa microbiana no pueda sobrevivir en un ambiente, y por 
otra parte si no cambia lo suficientemente r<'lpido no puede 
adaptarse a cambios en las condiciones ambientales. Esto hace 
pensar en que debe existir un equilil:,rio entre la estabilidad e 
inestabilidad genéticas. 

Los cambios en el ambiente permiten la selección de nuevas 
caracteristicas en las bacterias, y propician el aislamiento de 
variantes genéticas, motivo por el cual se puede encontrar una 
amplia diversidad en la composición genómica de las poblaciones 
de microorganismos (Arber, 1990). 

a) Procesos de cambio en el material genético 
de microrganismos. 

Los cambios en el genoma o mutaciones espontáneas son producto 
de diferentes mecanismos moleculares. Estos mecanismos pueden ser 
los que se mencionan a continuación: 

1) Fallas en la replicación del DNA, debidas a la incorporación o 
substitución de nucleótidos, distintos a los encontrados en un 
templado. 

2) Pequenas deleciones, inserciones o duplicaciones del DNA, 
aunque estos cambios pueden ser reparados por diversos mecanismos 
moleculares, ciertos errores permanecen en el genoma. 

3) Agentes mutagénicos del ambiente, como radiaciones ionizantes 
o agentes quimicos encontrados en la naturaleza. 

4) Rearreglos del DNA mediante procesos de recombinación, tal y 
como ocurre durante la conjugación bacteriana. 

5) Elementos 
inserción y 

genéticos móviles, que presentan secuencias 
que se encuentran ampliamente distribuidas en 
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microorganismos 1Haandrikman et al, 1990). Dentro de estos casos 
pueden considerarse los procesos de transposición, inserción, 
deleción y fusión de IiNA. 

En contraste con e8ta~ procesos de rearreglos intr~genómicos 
del DNA.. le adqui~ición n""' .se~uencias de DNA de otros 
microorganismos, ofrece a una célula receptora la posibilidad de 
enriquecer su potencial genómico en un solo evento. 

La transferencia de información genética entre cepas 
diferentes de un microorganismo. contribuyen a la adaptación y 
evolución microbiana bajo condiciones naturales, y se sabe que 
loa principales mecanismos de transferencia genética son los 
siguientes: Transformación, conjugación, transducción, y en 
cierta medida la fusión de células. 

Asi como se presentan mecanismos de transferencia de 
información genética entre cepas distintas de microorganismos, 
también existen mecanismos o factores que limitan la 
transferencia de información, entre los que se pueden mencionar 
los siguientes: 

1) Compatibilidad entre las superficies celulares de dos 
microorganismos en el proceso de conjugación, 

2) Competencia celular, o capncidnd de introducir DNA a la célula 
en los procesos de transformación, 

3) Rango de hospederos del fago en el proceso de transducción, 

4) Sistemas intrínsecos celulares de Restricción/Modificación, 
que distinguen el DNA nativo de la célula y degradan el DNA 
foráneo, y 

5) Compatibilidad/Incompatibilidad de la información genética 
presente en la célula y la información introducida, como es el 
caso de la incompatibilidad plasmidica (van der Lelie et al, 
1988). 

De acuerdo con lo anterior, una interrogante es conocer si la 
evolución biológica es el resultado de la acumulación de errores 
a nivel de la infor·mC1.clún genética, o bien si es posible que 
existan funciones o factores biológicos especif icos que promuevan 
la evolución, como los plásmidos o los virus. 

b) Plasticidad genética de los microorganismos. 

La plasticidad genética representa una ventaja valiosa para 
los microorganismos ante cambios en el ambiente. Sin embargo, las 
poblaciones naturales deben presentar una cierta tolerancia ante 
loa cambios a nivel genético para poder sobrevivir, y esto 
depende de diversos factores tanto ambientales como propios de 
los microorganismos (Arber, 1990). 
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Las caracteristicas codificadas en plásmidos son más 
inestables genéticamente debido a gue las células pueden 
perderlos fácilmente (Gasson et al, 1987), lo cual también se ha 
propuesto gue ocurre en bacterias lácticas, principalmente 
relacionado co:. la cóf•ó<:: idad ae mctai)ol izó.r lti. lactosa (Me Ka y, 
1978), y con la hidrólisis de la caseina en la leche, ·realizado 
por proteasas especificas <Horelli et al, 1986). 

Por otra parte, se han desarrollado vehiculos moleculares 
basados en plásmidos de diversos orígenes bacterianos. Estos 
vec-cores, en general son inestables, particularmente cuando 
presentan insertos de material genético extrano. 

La inestabilidad en los plásmidos se ha encontrado gue puede 
ser de dos tipos: 

l) Segregacional: en donde se pierde el plásmido completo de la 
población de microorganismos, y 

2) Estructural: en donde el plásmido sufre rearreglos de las 
secuencias de bases. generalmente relacionados con deleciones. 

Existen diversas teorias gue pueden explicar cómo los 
plásmidos son conservados o no en una población de bacterias, a 
lo cual se le denomina como partición de plásmidos. Cuando se 
encuentran plásmidos multiméricos en una bacteria, se asegu''ª la 
distribución de por lo menos una copia a las células nijas. 
También, existen casos en los gue se produce la muerte celular en 
bacterias gue no presentan una copia del plásmido. La 
incompatibilidad que se presenta entre algunos plásmidos, puede 
deberse a un desplazamiento por un plásmido de bajo número de 
copia, el cual puede ser mantenido más fácilmente en una célula, 
y también debido a que una célula puede mantener uno pero no 
ambos plásmidos (Austin, 1988). 

Aparentemente la inestabilidad en los plásmidos es generada 
por la forma de replicación. En Bacillus subtilis se ha 
encontrado que la inestabilidad de plásmidos, está relacionada 
con · 1 origen de replicación de los mismos. Aguellos gue 
presentan una forma de replicación C).ll"' sigue el modelo del 
clrculo rodante tienden a ser inestables (Bron et al, 1990). 

En algunos plásmidos gue han sido utilizados como vectores de 
clonación en bacterias lácticas, particularmente Lactococcus 
lactis, se ha encontrado gue plásmidos grandes de más de 10 Kb, 
son más estables gue plásmidos peguehos de menos de 10 Kb, y se 
ha propuesto también que un factor importante gue interviene en 
éste sentido es la forma en gue se replican los mismos. Los 
plásmidos grandes generalmente se replican utilizando un 
mecanismo tipo teta, mientras que plásmidos pegueños se replican 
siguiendo el modelo del circulo rodante, ésto se ha observado con 
el plásmido pAM01 y el plásmido pTB19 (Delisle et al, 1990). 
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En el plasmicto pAM~l puede encontrarse un fragmento de DNA que 
evita la segregación, cuando se utiliza como vector de clonación 
en Baoillus subtilis y Clostridium aoetobutylioum. Aparentemente 
esta región codifica para dos genes, similares a las recombinasas 
bacterianas ~· a la topoisomerasa I de Escherichia ooli ( Swinfield 
et al, 1990). --

En St1•epte>nwces sp., también se presenta el fenómemo de 
inestabilidad genética, per·o aun no se conocen bien los eventos 
relacionados con este proceso (Schrempf, 1990). 

En la levadura Saocharomyces cerel'isiae, la introducción de 
genes que presentan resistencia a cobre, o el gen de la 
superóxido dismutasa, confieren estabilidad en los cultivos del 
microorganismo (Rech et al, 1990). 

Con base en lo anterior, puede observarse que existen 
mecanismos moleculares gue favorecen tanto la estabilidad como la 
inestabilidad de la información genética en distintos grupos de 
microorganismos, lo cual tiene como consecuencia que estos 
microrganismos puedan adaptarse en forma eficiente ante cambios 
ambientales diversos. 
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CAPITULO VI l 

Hipótesis 

Con base en la información anterior se propuso la siguiente 
hipótesis al inicio del proyecto: 

"La producción de polisacáridos exocelulares que generan el 
fenotipo mucoide o filante en bacterias del yoghurt, 
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, ea 
inestable y puede encontrarse codificada genéticamente" 

Objetivos 

a) Objetivo General 

Establecer los factores genéticos que están relacionados con 
el fenotipo mucoide o filante en las bacterias Streptococcus 
thermophilu.s y Lactobacillus bulgaz•icus, que se emplean en la 
elaboración del yoghurt. 

b) Objetivos Particulares 

l. Intentar desarrollar metodologias de identificación 
macroscópica y microscópica entre cepas filantes y no filantes de 
ambas especies bacterianas. 

II. Cuantificar y diferenciar los niveles de producción de 
polisacáridos exocelulares mediante el empleo de técnicas 
bioquímicas, entre cepas filantes y no filantes de ambas especies 
bacteriana:::. 

III. Establecer la relación que existe entre la presencia de 
plásmidos y la producción de polisacáridos exocelulares con 
respecto a cepas filantes y no filantes de ambas especies 
bacterianas. 

f:STi! 
SiU.:;·l 
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CAP 1 TULO V 1 I I 

Material y Método 

a) Cepas de Bacterias 

Durante la realización de este trabajo se utilizaron 
diferentes cepas de bacterias de los géneros Sti•eptococcus 
the1·01ophilus, Lactobacillt1s bulgai•icus, y Escherichia coli, como 
se muestra en la tabla 3. 

CEPAS ORIGEN 

Streptococcus thermophilus 

NCFB 859 
NCFB 573 
NCFB 2075 
ST 233 

NCI.<131 

NCFB1 
NCli'J31 
1NRA2 

Lactobacillus bulgaricus 

NCFB 2772 
NCFB 1489 
NCFB 2074 
EH B 13 

Eacherlchia coll 

BHB 2600 

CARAC'füRISTICAS 

CEPA FlLANTE O MUCOIDE 
CEPA TIPO. NO MUCOlDE 
CEPA COMERCIAL. NO MUCOIDE 
CEPA NO MUCOIDE 

CEPA FILANTE O MUCOlDE 
CEPA TIPO. NO MUCOIDE 
CEPA COMERCIAL. NO MUCOIDE 
CEPA NO MUCOIDE 

PLASMIDO pGK12/NO MUCOIDE 

TABLA 3. Cepas de bacterias utilizadas en el proyecto. 

1 NCFB = National Collection of Food Bacteria, Shinfield, 
Reading, Inglaterra. Cepas proporcionadas por el M. en C. Mariano 
Garc1a-Garibay. 
2 INRA = Int1LlLut. National de la ncchcrchc A¡;ronomiguc. Jouy-en 
josas, Francia. Cepa proporcionada por el M. en C. Mariano 
garcia-Garibay. 

IIBH = Cepario del Instituto de Investigaciones Biomédicas, 
Universidad N:¡cional Autónoma de México. Proveniente de la 
~elección NRRL con número de catálogo B 548. 

NRRL = Northern Regional Research Laboratories, EUA. 
5JMG = Cepa proporcionada por la Dra. Juliette Morlon-Guyot. 

Las condiciones de mantenimiento de las cepas filantes y no 
filantes se describen en el Apéndice II. 
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b) Condicionea de crecimiento en medio liquido. 

Las diferentes cepas se obtuvieron liofilizadas. Una vez 
abiertos los liofili::ad.:.s, lt.c ct:IJaa se crecieron en leche 
descremada bacteriológica, skim milk (Djfco) estéril en_soluci6n 
al 11 %, y se mantuvieron por medio de transferencias bisemanales 
en leche descremada comercial estéril, al 11 % de sólidos 
totales. 

En vista de que las bacterias empleadas en este estudio, 
presentan requerimientos nutricionales complejos, se probaron 
diferentes medios de crecimiento con el objeto de encontrar el 
que proporcionara las mejores condiciones de crecimiento. Asi 
mismo, poder emplear un medio sintético translúcido durante los 
procedimientos de extracción de DNA plasmidico, en vista de que 
la leche interfiere en la realización de éstos. Con estas dos 
finalidades se probaron di versos medios, proi:·uestos i:·or varios 
autores. 

Los medios probados fueron: Reddy con púrpura de bromocresol, 
Hl7, HRS adicionado con lactosa 2%, leche descremada, APT. 
Elliker modificado, y Lee (Apéndice 1). 

Después de la inoculación en medio liquido sintético, o leche 
descremada comer~iel (Nid0-Ncctlé, Lau&sa11&, SuizaJ, se incubó a 
37oC durante la noche. El crecimiento de los microorganismos se 
observó de distinta manera, en ambos medios. En la leche se 
presentó la coagulación de las proteinas debido a la acidez 
producida, y el número de bacterias se determinó por el método de 
cuenta en placa. En medio líquido sintético se cuantificó el 
crecimiento celular por la turbidéz producida en el medio leyendo 
en espectrofotómetro a una longitud de onda de 540 nm, con 
respecto a una curva estándar entre la absorbancia obtenida y una 
cuenta en placa. 

c) Condiciones de esterilización. 

La esterilización se realizó en olla de presión a 121oC o 15 
libras/pulgada cuadrada de presión, durante 10-12 minutos, para 
evitar la caramelización de los azúcares presentes en el medio de 
crecimiento. La est~rllizaci6n de sales y otros compuestos que no 
son afectados por la temperatura se realizó durante 15 minutos 
como mínimo. 

d) Condiciones de crecimiento en medio sólido. 

Se utilizó el medio HRS preparado a partir de sus ccmponentes 
(Apéndice I), o bien el preparado comercialmente por Difco (Difco 
Laboratories, Detroit, Hich), adicionado con lactosa al 2 % (20 
g/L), Rojo Neutro (24 mg/L), y agar al 1.5 % (15 g/L), en lo que 
se denominó como el medio de crecimiento Agar/HRS-lactosa/Rojo 
Neutro. 

- 37 -



Con la finalidad de diferenciar macroscópicamente a las 
colonias de las distintas cepas, se agregó el colorante Rojo 
neutro al medio de cultivo, a una concentración de 24 mg/L. Se 
probaron igualmente los colorantes Rojo Cong~ y Rojo de ~utenio, 
a la misma concentración. 

e) Determinación de la capacidad de fermentar carbohidratos. 

Una de las principales pruebas de identificación de bacterias, 
es la capacidad de utilizar diferentes carbohidratos como fuente 
de carbono, puesto que t:egún cuáles de estos son metabolizados se 
puede conocer que género o especie se está trabajando. En este 
proyecto en particular, es necesario conocer que tipo de azúcares 
utilizan las bacterias, debido a que son un factor importante en 
la producción de polisacáridos. 

Para realizar este tipo de experimentos se preparó el medio 
MRS en caldo a partir de sus componentes, sin agregarle 
carbohidratos que pudieran ser utilizados como fuente de carbono. 
Se realizó la determinación al agregar a la mezcla anterior, los 
carbohidratos especificas que se probaron como fuentes de 
carbono. Estos carbohidratos fueron: Glucosa, Lactosa, Galactosa, 
Fructosa, Sacarosa, Maltosa, Manosa, Xilosa y Arabinosa. Se 
agregó tambien púrpura de bromocresol r24 me/LJ, el cual en 
solución presenta un color púrpura a un pH neutro, cambiando a un 
color amarillo a pH ácido de 5. 8. Se inoculó con 1 ~º de bacterias 
a partir de un precultivo, y se incubó a 37oC durante 24 horas. 
El crecimiento de las bacterias genera un pH bajo debido a la 
producción de ácido láctico, y por lo tanto puede observarse un 
color amarillo en el medio. 

f) Determinación de la producción de polisacáridos. 

Se empleó la técnica que se ha denominado como Haze Assay, 
descrita por Garcia-Garibay (1985). Se inocularon 10 mL de medio 
de cultivo liquido, leche o MRS caldo, con 1 % de un precultivo. 
Se incubó durante la noche, aproximadamente 12-16 horas a 37oC. 
Se tomaron alícuotas de 6 mL del cultivo, se agregó 1 mL de ácido 
tricloroacético (TCAJ al 80 % y se agitó vigorosamente. Se 
centrifugó a 5,000 rpm duri'lnte 10 minute::;, a<: tumaron 2 mL del 
sobrenactante y se mezclaron con 2 mL de etanol absoluto, para 
producir la precipitnción del polisacárido. Se agitó, y dejó en 
reposo durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se 
midió la absorbancia del medio leyendo por espectrofotometria a 
una longitud de onda de 720 nm, como una medida de la turbidez 
generada en el medio por efecto de la precipitación del 
polisacárido con el alcohol. 

g) Extracción de plásmidos de bacterias lácticas. 

Para realizar la extracción de plásmidos de 
cepas de bacterias del yoghurt se empleó 
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especialmente diseñada para bacterias 
(Somkuti y Steinberg, 1986). 

lacticas termófilas 

Se inocularon 100 mL de medio de cultivo MRS caldo con lactosa 
y con DL-treonina 20 ml1, con 1 % de un precultivo, y SELincubó a 
37oC durante toda 11.1 noche. El volúnien Lot&l de medio se 
centrifugó a 10,000 rpm durante diez minutos a 4oC, y se 
resuspendió el paquete celular en 10 mL de buffer Tl para lavar 
las células. Se centrifugó nuevamente a 10,000 rpm durante diez 
minutos y se resuspendió el paquete celular en 2.5 mL de buffer 
T2. Se agregaron 150 mg de lisozima la cual actúa como un agente 
de lisis de pared celular de bacterias gram positivas (Chassy y 
Giuffrida, 1980), 2.5 mL de Polietilenglicol (PEG¡ 24 % (PM 
3,600), y 25 uL de Dietilpirocarbonato (DEPl para inhibir la 
acción de nucleasas exógenas. La mezcla se incubó durante 60 
minutos a 37oC. Posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm durante 
5 minutos y se resuspendió el paquete celular en 4.5 mL de buffer 
T3, finalmente se rompieron los paquetes celulares con un 
agitador de goma. Se agregaron 0.5 mL de Dodecil sulfato de sodio 
(SDS) 10 %, y se mezcló por inversiones suaves. Se incubó a 37oC 
durante 15 minutos para inducir la lisis celular, y 
posteriormente se agitó en vortex a velocidad máxima durante dos 
minutos. Se agregó Hidróxido de sodio (NaOH) 5N gota a gota con 
agitación suave hasta alcanzar un pH de 12.2-12.4, 
aproximadamente 0.15 mL, y se continuó con agitación suave por 15 
minutos más. Se agregó 1 mL de buffer T4 hasta alcanzar un pH de 
8.0-8.5, y 0.6 mL de cloruro de sodio (NaCl) 5M para obtener una 
solución de NaCl al 3%. Se adicionó fenol saturado con NaCl al 
3%, y se agitó suavemente durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 minutos y se 
removió la fase acuosa sin perturbar el precipitado floculento 
blanco. Se agregó un volumen de cloroformo y se mezcló por 
inversiones repetidas. Se centrifugó a 12,000 rpm durante 5 
minutos nuevamente, y a la fase acuosa ee agregaron 2 volumenes 
de etanol absoluto frío, guardando la mezcla a -25oC durante toda 
la noche. Al dia siguiente se centrifugó a 12,000 rpm durante 20 
minutos, se descartó el sobrenadante y se drenó el paquete 
durante 15 minutos, por inversión de los tubos sobre un papel 
secante. Se disolvió el paquete obtenido en 200 uL de buffer T5 y 
se agregaron 10 uL de RNAsa IA de una solución de 10 mg/mL hasta 
obtener una aonaPntraalón final d~ 100 ue/ mL, y se incubó la 
mezcla durante 60 minutos a 37oC. Una vez terminado esto se 
realizó una electroforesis de las muestras, o bien se guardó la 
mezcla a -20oC. 

Soluciones: (Apéndice 111) 

- DL-treonina 0.52 M 
- SDS 10 % 
- PEG (PM = 3,600) 24 % 
- NaOH 5N 
- NaCl 5H 
- RNAsa IA 10 mg/ml en alicuotas de 25 uL 
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- Buffer Tl; Tris 10 mM-HCl, pH B.2 
- Buffer T2; Tris 20 mM-HCl, pH B ') 
- Buffer T3; Tris 100 mM-HCl, EDTA 10 mM, pH B.5 
- Buffer T4; Tris 2 M-HCl. pH 7.0 

Buffer T5; Tris lU mM-HCl. EVTA 100 ml1, pH B.O 

h) Purificación de pláamidoa. 

La purificación de plásmidos de las bacterias lácticas se 
realizó por medio de electroelución. Una vez realizada la 
extracción de plásmidos de las células, se preparó una 
electroforesis en gel de agarosa 0.8 %, y se depositó en los 
carriles el total del volumen de la extracción. En los carriles 
externos del gel se colocó una pequena muestra, de 10-20 uL, para 
poder marcar la posición de las banda3 de interés. Se realizó la 
electroforesis y se tiheron con bromuro de etidio, 40 ug/mL, las 
partes externas del gel. 

Con la ayuda de una mesa de luz ultravioleta se cortaron los 
fragmentos correspondientes a la po::::ici.ón de los pl&smidos y los 
mismos fueron introducidos en bolsas de diálisis tratadas de la 
siguiente manera: 

Un tubo 
bicarbonato 
lavó el tubo 
una solución 
bolsas a 5oC 

de bolsa de diálisis se hirvió en una solución 
de sodio al 2 % - EDTA 1 mM. durante 10 minutos, 
con agua destilada, se hirvió por 10 minutos más 
de EDTA 1 mM, se permitió enfriar y se guardaron 
en una solución de EDTA 1 mM (Haniatis, 19B2J. 

de 
se 
en 

las 

La bolsa de electroelución se llenó con una cantidad minima de 
buffer TE 10-1 pH B.O (Apéndice III}, junto con los fragmentos 
del gel. Se eliminaron todas las burbujas posibles, y se colocó 
en la cámara de electroforesis en forma transversal. Se hizo 
pasar una corriente eléctrica de 150 V durante una hora y media, 
con lo cual se permitió la salida del DNA del gel, el cual 
permaneció en el interior de la bolsa de diálisis. Al finalizar 
el tiempo, se invirtió la polaridad de la corriente en la fuente 
de poder durante 15-30 segundos, lo que permitió el 
desprendimiento del DNA de la p~r~d interior de l~ bolsa. s~ 
recuperó el buffer del interior de la bolsa, y se comprobó la 
salida del DNA del gel mediante el empleo de luz UV. El DNA se 
recuperó por precipitación con etanol absoluto a -25oC. Para 
eliminar el exceso de sales se lavó el DNA con etanol al 70% 
(Maniatis, 19B2}. 

i) Procedimicntoo de Curación 

Para evaluar si la presencia de plásmidos estaba relacionada 
con la regulación en la producción de polisacáridos 
extracelulares, se intentó la eliminación de los plásmidos, es 
decir la curación de las cepas, empleando para ello diversos 
métodos. 
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I) Métodos f!aicoa. 

1) Temperatura. 

Se hizo crecer a las bacterias a diferentes temperaturas, 
hasta una temperatura subletal de 60oC durante 4 horas, ·con dos o 
tres transferencias sucesivas, similar a lo reportado para 
Lactoooccus sp. ( Sinha, 1989). 

2) Electroporación. 

Se inocularon 10 mL de medio de cultivo HRS caldo y DL­
treonina 20 mH con 1 % de precultivo. Se crecieron las bacterias 
durante la noche a 37oC. 24 horas después se inocultiron tubos con 
medio fresco en las mismas condiciones de crecimiento y se 
permitió el desarrollo de las bacterias durante cuatro horas más 
a 37oC, para obtener un cultivo de células nuevas. Se lavaron las 
células cuatro veces en buffer de electroporación EB,1EB; Hepes 1 
mM pH 7.4, HgC12 1 mH, Sacarosa 0.3 H) (Apéndice Ill). Se 
resuspendieron las células en distintas cantidades de buffer EB, 
dependiendo de las condiciones requeridas. 

Para los ex~erimentos de curación se hizo una dilución de 
células de 10- . Se colocaron 50 uL de células en celdas de 
electroporaci6n y se sometiere~ a un pulsa eléctrico en 
diferentes condiciones, descritas en tíl tabla 4, en un aparato de 
electroporación Bio-Rad, Gene Pulser , facilitado por la Dra. 
Juliette Horlon-Guyot. Inmediatamente después de aplicado el 
pulso eléctrico, se agregaron 450 uL de medio HRS, y se permitió 
la recuperación de las células durante una hora. Una vez 
transcurrido este tiempo, se tomaron 100 uL de células y se 
extendieron en una caja con Agar/HRS-lactosa/Rojo Neutro. Se 
permitió el crecimiento de las colonias hasta 5 dias después de 
realizado el procedimiento de electroporación. Al término de este 
tiempo, se tomaron distintas colonias al azar, las cuales se 
propagaron y se les realizó la extracción de DNA plasmidico por 
la técnica descrita previamente (Somkuti y Steinberg, 1986), con 
el fin de conocer la eficiencia del método de curación de 
plásmidos de las cepas. 

Las condiciones de curación por electroporación se muestran en 
la tabl;, 4. 

11) Métodos químicos. 

La curacion química se realizó al colocar en tubos con 10 mL 
de medio MRS-lactosa liquido, distintas concentraciones de un 
agente químico que permite realizar la curación. también llamado 
agente curante. Se inoculó con 1% del volumen de una suspensión 
de células, y se incubó a 37oC durante 12-16 horas. Al finalizar 
este tiempo, se tomó una alícuota de 1% y se inoculó una segunda 
serie de tubos, en las mismas condiciones. Posteriormente se 
sembraron 100 uL de células, a partir de una serie de diluciones 
de los tubos de prueba en el medio HRS-lactosa agar con Rojo 
Neutro. Se muestreó una serie de colonias asi obtenidas y se les 
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realizó la extracción de DNA plasmidico (Somkuti y Steinberg, 
1986). 

Se emplearon como agentes curantes Bromuro de Etidio, 
Acriflavina y Novobiocina. Las concentraciones probadas .fueron de 
O a 4 ug/mL, de O a 100 ug¡mL y de O a t ug;mL, respectivamente. 

j) Extracción de pláamidoa de Eacherichia coli BHB 2600. 

Durante el desarrollo del proyecto, en la fase de 
transformación de la cepa de Streptococcus thennophilus NCFB 859 
por electroporaci6n, se utilizaron plásmidos comunmente empleados 
como vectores en bacterias lácticas, particularmente el plásmido 
pGK12, el cual se recuperó de Escherichia coli BHB 2600, 
transformada con este plásmido. Los plásmidos empleados en esta 
parte del trabajo experimental, asi como la cepa de Esche1•ichia 
coli BHB 2600, fueron proporcionados por la Dra. Juliette 
Morlon-Guyot. Estos plásmidos presentan la caracteristica de 
poseer la resistencia a uno o varios antibióticos. 

Primero se realizó un precultivo a partir de una colonia en que 
se encontraron células con resistencia a un antibiótico 
especifico. La cepa de Escherichia coli BHB 2600 con el plásmido 
pGK12 presenta resistencia a c loramfenico l ( 50 ug/mL J y a 
eritromicina (200 ug/mL). Se hizo un precultivo en 5 mL de medio 
LB (Luria-Bertani) (Apéndice IJ con cloramfenicol 10 ug;mL, y se 
incubó a 37oC durante una noche. Al siguiente dia se inocularon 
250 mL de medio LB y cloro.mfenicol 10 ug/mL, c0r.. 2 ~L de 
bacterias del precultivo, y se incubó a 37oC durante una noche, 
con agitación de 150 rpm. Para iniciar el procedimiento de 
extracción del plásmido, se centrifugó a 7, 000 r¡:m durante 10 
minutos a 4oC, para obtener el paquete celular. Se lavaron las 
células dos veces en 100 mL de buffer STE, se centrifugó y se 
resuspendió el paquete celular en 20 mL de buffer TE 25-50, se 
agregó lisozima a una concentración de 5 mg/mL y se incubó 
durante 5 minutos en hielo. Se agregaron 40 mL de NaOH 0.2 M 
SDS 1% en solución final, y se incubó durante 10 minutos en 
hielo, para provocar la lisis celular. Se mezcló por inversión, y 
se agregaron 30 mL de una solución de acetato de potasio 5M la 
cual se preparó en el momento al agregar a 60 mL de acetato de 
potasio 5 M, 11.5 mL de ácido acético glacial y 28.5 mL de agua, 
sin ajustar el pH. Se mezcló por inversión suave y se dejó 
reposar en hielo durante 5 minutos. Se centrifugó a 10,000 rpm 
durante 15 minutos, y se colectó el sobrenadante. Se agregó 0.6 
veces el volumen de isopropanol, aproximadamente 50 mL, y se dejó 
en reposo durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó 
a 10,000 rpm durante 15 minutos, y se decantó el sobrenadante. Se 
resuspendió el precipitado en 5 mL de buffer TE 25-50 se 
agregaron 2.5 mL de acetato de amonio 7.5 M, y se incubó la 
mezcla en hielo durante 20 minutos. Se centrifugó a 10,000 rpm 
durante 15 minutos, se pasó el sobrenadante a un tubo nuevo, y se 
agregaron 15 mL de etanol absoluto. Se incubó durante 2 minutos a 
temperatura ambiente, y se centrifugó a 10,000 rpm durante 15 
minutos. Se resuspendió el paquete en 750 uL de buffer TE 25-50 y 
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se agregaron 15 UL de RNAsa con una concentración de 1 mg/mL, a 
una concentración final de 20 ug/mL, y se incubó a 65oC durante 
una hora. Se extrajeron las proteinas con fenol saturado, fenol­
cloroformo> y cloroformo> y ~ la fase acuosa se le adicionó 1,'10 
del volumen de acetato de sodio 3 M pH t: .. o. S":" agregaron 2 
volúmenes de etanol absoluto y se dejó en reposo durante 2 
minutos. Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 10 minutos. Se 
eliminaron las sales por medio de un lavado con etanol al 70 %, y 
se resuspendió en un volOmen determin~do de buffer TE 10-1 pH 
B.O, que depende de la proporci6n de LiNA plasmldico recuperado, y 
que generalmente corresponde a 20-40 uL de buffer TE 10-1. 

Soluciones: !Apéndice 111) 

- Buffer STE; Tris 10 mM-HCl pH 7.5, NaCl 10 mM, EVTA 1 mM. 
- Buffer TE 25-50; Tris 25 mM-HCl pH 8.0, EDTA 50 mM. 
- Buffer TE 10-1; Tris 10 mM-HCl pH 8.ú, EVTA l mM. 

k) Transformación de la cepa de Streptococcus thermophilus 
NCFD 859. 

El único método de transformación que se utilizó fué la 
electroporación, y se siguió el protocolo descrito previamente, 
solamente que se colocaron en las celdas de electroporación, 50 
uL de la suspensión de células sin diluir, junto con el DNA a 
transformar. Esta suspensión se obtuvo al resuspender la cantidad 
total de células obtenidas por crecimiento en medio liquido, en 
200 uL de buffer EB. Se colocaron de 1 a 3 uL de una solución con 
el DNA del plásmido a transformar, a µna concentración de 0.5-
1.0 ug/uL, y se procedió a la aplicaci6n del pulso eléctrico. 
Posteriormente a la aplicación de este, se agregaron 450 uL de 
medio MRS-lactosa líquido, y se permitió la recuperación de las 
células durante 4 horas a 37oC. La selección de las 
transformantes se realizó en el medio Agar/MRS-lactosa/Rojo 
neutro, adicionado con cloranfenicol (10 ug/mL), en donde se 
pretendió la expresión de la resistencia codificada en el 
plásmido transformado. También se probó dejar en recuperación a 
las células a 4oC durante una noche. 

Los plásmidos que se intentó introducir a la cepa de 
Streptococcus r;hermophilus NCFB 859, fueron el plásmido pGK12 y 
el pld.smidu exL!'dÍUu ele ld cepa no filanLe de St1·eptococcus 
the1'111ophilus ST 233, nombrado internamente en el laboratorio como 
pST233. 

Se hicieron distintos intentos de transformación con la cepa 
de Streptococcus thermophilus NCFB 859 por electroporación, y se 
probaron diferentes variables susceptibles de cambio en esta 
metodologia. Las diferentes condiciones de transformación 
probadas, se muestran en la tabla 4. De acuerdo con lo anterior, 
la fuerza iónica del medio se mantuvo constante al emplear el 
medio de electroporación reportado por Somkuti y Steinberg en 
1988, el cual contiene un amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7.0, 
con MgCl2 1 mM y sacarosa 0.3 M pH 7.4 (Apéndice 111). La 
capacitancia se mantuvo constante a 25 microfaradios (uFd), la 
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resistencia se probó en 100, 200 y 400 ohms (o). El voltaje 
aplicado se varió entre 0.6 y 2.5 KiloVolts (KV), en décimas de 
unidad, hasta el marcado como máximo que es generado por el 
aparato. Est~ volt~je e su ve~ cc~re~pondc a ~11 rango de 3,000 a 
12,500 V/cm¿,al emplear celdas de electroporeoiOn de 0.2 cm de 
distancia total entre las plac~s de los elé·ctrodos. ·-

CONDICIONES DE ELEC'l'HOPORJ\CION 

BUFFER CAPACITANCIA RESISTENCIA VOLTAJE VOLTAJE/DISTANCIA 
(uFd) (ohma) (V) (V/cm) 

0.6 3,000 
100 0.8 4,000 

EB 1.0 5,000 
CHASSY 25 200 1.2 6,000 
1988 1.4 7,000 

400 1.6 8,000 
1.8 9,000 
2.0 10,000 
2.2 11,000 
2.4 12, 000 
2.5 12,500 

0.6 3,000 
100 0.8 4,000 

EB 1.0 5,000 
SOMKUTI 25 200 1.2 6,000 

y 1.4 7,000 
STEINBERG: 400 1.6 8,000 
1986 1.8 9,000 

2.0 10,000 
2.2 11,000 
2.4 12.000 
2.5 12,500 

TABLA 4. Condiciones empleadas durante loa experimentos de 
electroporación, tanto para la curación de la cepa de 
Streptococcus thermophiluB ST 233, como para la transÍormación de 
la cepa de Streptococcus thermophilus NCFB 859. 

En todos los casos reportados se realizaron los experimentos 
por triplicado como minimo, como una forma de asegurar la validez 
de loa mismos. 

El análisis estadistico de los experimentos se realizó con 
ayuda de diversos paquetes estadisticos de computación. 
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CAF' I T lJLO Ii< 

Resultados y Discusión 

a) Medio de crecimiento e identificación macroacóp.!_ca. 

Se probaron diferentee medios de crecimiento sintéticos para 
conocer cuál de ellos podria ser utilizado en la identificación 
macroscópica de las colonias formadas por cada una de las cepas 
empleadas en este estudio. 

Las caracteristicas de crecimiento de las colonias de cada una 
de las distintas cepas en los diferentes medios se describen a 
continuación en la Tabla 5. 

MEDIO CEPA CRECIMIENTO DI F'ERENCIAClON HORF'OLOGIA 
(a) (b) (c) (d) 

Reddy NCFll 859 + + pequeñas, lisas, 
+ amarillas, circulares 
Púrpura 
de ST 233 + + pequeñas, lisas, 
Bromo- amarillas, circulares 
cresol 

NCFB 2772 

Bl1 B 13 

M17 NCF"IJ 859 + + pequeñas, lisas, 
amarillas, circulares 

S'l' 233 + + pequeñas, lisas, 
amarillas, circulares 

NCFB 2772 

BM B 13 

MRS NCFB 859 ++ ++ pequeñas, lisas, 
+ circulares, rojas 
lactosa 
+ ST 233 ++ ++ medianas, lisas, 
Rojo circulares, rosas 
neutro 

NCFB 2772 ++ ++ pequeñas, lisas, 
circulares, rojas 

BM B 13 ++ ++ medianas, rugosas, 
irregulares, rosas 
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Continuación de la TABLA 5. 

MEDIO CEPA CRECIMIENTO DU'EH.ENCIACION MORI<'OLOGIA 

leche NCFB 859 ++ + pequeñas, liaaa, 
dese. circulares, tilancaa 
11% 

S1' 233 ++ + pequeñas, lisas, 
circulares, blancas 

NCFB 2772 ++ + pequef10.a, lisas, 
circulares, blancas 

BM B 13 ++ + pequeñas, lisas, 
circulares, blancas 

APT NCFD 859 

S1' 233 

NCFB 2'/72 

BM B 13 

Elliker NCFB 859 
modif. 

ST 233 

NCFB 2772 

BM B 13 

Lee NCFB 859 

ST 233 

NCFB 2772 

BM B 13 

TABLA 5. Descripción de laa caracteriaticas coloniales en 
diferentes cepas, para cada uno de loa medios probados. 

(a) Cepas: NCFB 859 = Streptooooous thermophilus filante 
ST 233 = Streptooooous thermophilus no filante 
NCFB 2772 = Laotobaoillus bulgarious filante 
BM B 13 = Laotobacillus bulgaricus no filante 

(b) Crecimiento colonial: (-) = no hay crecimiento; 
(+) = crecimiento escaso; (++) = crecimiento abundante 

(c) Distinción de laa colonias con respecto al medio: (-) = no 
existe distinción; (+) = distinción deficiente; (++) = 
distinción evidente. 

(d) Morfologia colonial: Descripción colonial general; (--) = 
No se presentan colonias. 
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Los medios de crecimiento mas adecuados que se probaron fueron 
la leche, y el medio sintético MRS (De Man, Rogosa y Sharpe, 
1960) adicionado con lactosa (20 g/L) y Rojo Neutro (24 mg/mLJ. 
En leche se presentó buen crecimie11to de las bacterias, pero no 
pueden diferenciarse las colcr.iaz con r.e.s¡:.e-c:tc; ti.l medio, aeoiao a 
que presentan el mismo color blanco. En el medio ºAgar/MRS­
lactosa/Rojo neutro se observaron diferencias morfológicas entre 
colonias de cepas filantes y no filantes, tanto para 
Streptococcus thermophilus como para Lacr;obacillus bulgaricus. 
Las colonias de cepas filantes en ambas bacterias generalmente se 
observan pequef\as, circulares, lisas, con absorción intensa del 
colorante en la parte central, mientras que en la cepa no filante 
de Streptococcus thermophil us ST 233, se observan colonias 1 isas 
un poco más grandes, sin adsorber el colorante en forma tan 
intensa, y en la cepa no filante de Lactobacillus bulgaricus BM B 
13, las colonias se presentan grandes, rugosas e irregulares. 
Este dato es importante, puesto que diferentes autores han 
reportado la incapacidad de continuar con los trabajos para 
determinar caracteristicas genéticas especificas de las cepas 
productoras de polimeros, debido a la falta de un método de 
selección de colonias filantes (Vescovo et al, 1989). 

Puede mencionarse que un aporte de este estudio es que se 
logró diseñar un procedimiento con el cual pueden diferenciarse 
macroncópicaniente colonias iilantes y 110 fil~nces en las cepas de 
bacterias de yoghurt empleadas. Esto es importante debido a que 
en estudios de transferencia de información genética de una cepa 
a otra, es necesario lograr reconocer colonias con la capacidad 
de producir el fenotipo filante o mucoide. 

Se ha propuesto en diversos tipos de bacterias la utilización 
de colorantes en la identificación de polisacáridos exocelulares, 
y de polímeros de carbohidratos en general. Así, se ha empleado 
el colorante Rojo Congo en la cuantificación de actividades 
xilanoliticas (Capalash et al, 1990), el Rojo Neutro se ha 
empleado en la detección de Salmonella, (Pettipher y Watts, 
1989), y el Rojo de Rutenio se ha empleado para medir 
polisacáridos exocelulares en flóculos de lodos activados 
(Figueroa y Silverstein, 1989). 

Con bast: eu lo anterior, se probaron estos tres colorantes 
para lograr diferenciar colonias productoras de polisacáridos 
exocelulares. El Rojo Congo no se empleó debido a que proporciona 
una coloración deficiente, y el Rojo de Rutenio se descartó en 
vista de que inhibe el crecimiento celular. El colorante que 
produjo los mejores resultados fué el Rojo Neutro, el cual se 
utilizó durante este proyecto. 

Por otra parte, anteriormente se ha reportado la utilización 
de un medio de diferenciación para Lactobacillus bulgaz•icus y 
Stz•eptococcus the.t•mophilus, basado en el agar TPYE, compuesto 
principalmente por Triptona, Fitona, Extracto de levadura y 
Erioglaucina. Con este agar, se encuentran diferencias 
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morfológicas y de color, con base en la utilización de 
carbohidratos, azul claro para Streptococcus thermophilus y azul 
obscuro para Lactobacillus bulgaricus, lo cual permit.E- la 
ident1i1cación de estas dos especies bacterianas, pero no se 
permite la diferenciac1on entre cepas filantes y no f1lantes 
(Millard et al, 1990J. 

La morfología colonial gue presentan las distintas cepas puede 
observarse en las Figuras 1 y 2. 

FIGURA 1. Morfologia colonial de las cepas de Streptococcus 
thermophilus, en Agar/MRS-Lactosa/Rojo Neutro. A) Cepa NCFB 8b9, 
Filante, Colonias circulares, lisas, con absorción intensa del 
colorante en la parte central; B) Cepa ST 233, No Filante, 
Colonias circulares, lisas, sin absorción del colorante en la 
parte central. En ambas cepas la morfología es típica. 

FIGURA 2. Morfología colonial de las cepas de Lactobacillus 
bulgaricus, creciendo en Agar/MRS-Lactoaa/Rojo Neutro. A) Cepa 
NCFB 2772, Filante, Colonias circulares, lisas, con absorción 
intensa del colorante en la parte central; B) Cepa BM B 13, No 
Filante, Colonias irregulares, rugosas, sin absorción del 
colorante en la parte central. La morfologia colonial típica de 
la especie es similar a la cepa BM B 13 No Filante. 
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b) Identificación microscópica de las cepas. 

Con el obJeto de conocer las caracteristicas morfológicas de 
las células en las distintas cepas de bacterias lácticas. se 
procedió al análisis micrcccópico Je las mismas. La descripción 
microscópica se llevó A c9b0 ce~ d~s fin~}jdades c=pecificas, por 
una parte la visualización de células productoras de 
polisac&ridos, y por otra como parte de la identificación de las 
mismas. 

La cepa de StJ'eptococcus thermoph.i 1 us NCFB 858 o cepa filan te, 
se observa como cocos blancos o translúcidos, que forman cadenas 
alargadas. Pueden observarse cadenas más cortas, pero esto 
depende de la edad del cultivo. Si se utiliza corno colorante de 
contraste el Rojo neutro en una preparación fresca, se distingue 
la adsorción del colorante en la superficie celular, y si el 
cultivo se realiza en medio MRS con lactosa, es posible ver que 
algunas bacterias producen una cápsula a su alrededor, y pueden 
observarse de un volumen mayor que otras bacterias cercanas, 
inclusive dentro de la misma cadena. La morfología celular de 
esta cepa se observa en la Figura 3A. 

Las células de la cepa de Streptococcus thermophilus ST 233, 
que corresponde a la cepa no filante se observan como cocos 
blancos o tr·anslúcidos, generalmente en pares o en cadenas cortas 
de 3 a 6 bacteriaa, lo cual FUcde J~~ender de la edad del 
cultivo. Si se coloca Rojo neutro en la preparación, no se 
observa la adsorción del colorante en las bacterias. Si el 
cultivo se realiza en MRS con lactosa, se encuentra que las 
cadenas pueden ser un poco más largas, pero no se observan 
bacterias de mayor grosor. La rnorfolog1a celular de esta cepa se 
presenta en la Figura 3B. 

Las células de las cepas de St.reptococcus thel'mophi 1 us NCFB 
573 o cepa tipo, y NCFB 2075 aislada de yoghurt comercial, forman 
cadenas medianas o alargadas de cocos, similar a lo que se 
presenta en la cepa filante, y al crecer en medio MRS con lactosa 
no se detecta la presencia de bacterias de mayor grosor. 

Las células de la cepa de Lactobac.illus bulgal'icus NCFB 2772, 
que corresponde a la cepa filante, se observan como bAcilos 
cortos, los cuales prcaent~1 una mayor longitud cuando el cultivo 
es más antiguo. Cuando se adiciona Rojo neutro en la preparación, 
algunas bacterias pueden adsorber el colorante en su superficie, 
y si el cultivo se hace en MRS con lactosa, entonces pueden 
encontrarse algunas bacterias de mayor grosor, y curvas, que 
forman una estructura a su alrededor. La morfología de las 
células se encuentra en la Figura 4A. 

Las células de la cepa Bt1 B 13 de Lactobacillus bulgai·icus no 
filante, se observan como bacilos cortos y también presentan una 
mayor longitud al aumentar la edad del cultivo. Si se cultiva en 
HRS con lactosa, no se observa la presencia de bacterias con 
mayor grosor. La morfologia celular se observa en la Figura 4B. 
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La cepa NCFB 1489 o cepa tipo de Lactobacillus bulga1·icus, y 
la cepa NCFB 2074 aislada de yoghurt comercial, se observan como 
bacilos cortos o medianos, sin encontrar bacterias de mayor 
grosor al crecer el culti,•o en ~edio ~lRS con lactosa . 
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FIGURA 3. Morfología microscópica de las cepas de Streptococcua 
thermophllua. Preparaciones frescas con colorante Rojo Neutro. 
Objetivo lOOX; A) Cepa NCFB 859 Filante, cadenas largas de cocos; 
B) Cepa ST 233 No Filante, cocos en cadenas cortas o parea. 
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FIGURA 4. Morfología microscópica de las cepas de Lactobaclllua 
bulgarlcua. Preparaciones frescas con colorante Rojo Neutro. 
Objetivo lOOX. A) Cepa NCFB 2772 Filante, bacilos cortos, largos, 
curvos; B) Cepa EH B 13 No Filante, bacilos cortos o largos. 
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Las células observadas en cada una de las distintas cepas, 
corresponden a lo descrito para cada una de las cepas en estudio 
(Buchanan y Gibbons, 1974; Sneath et al, 1986). 

Aparentemente lns diferencia3 ~icr~scór·icas observadas ent~e 
las diferentes cepas, no dependen de la capacidad de ·-producir 
pol1meros exocelulares por parte de ellas. De esta manera, la 
presencia de cadenas alargadas de cocos entre las diferentes 
cepas de St.reptococc11s thel'mophil11s, no es e:-:clusiva de la cepa 
filante, asi como tampoco lo es el largo de las bacterias entre 
las cepas de Lactobacill11s b11lgal'icus. 

Sin embargo durante las observaciones al microscopio de las 
cepas filantes creciendo en el medio MRS con una alta proporción 
de lactosa, pueden distinguirse células de mayor grosor en la 
población, que probablemente indican la presencia de 
polisacáridos exocelulares alrededor de ellas. 

Con base en lo anterior, puede decirse que hasta el momento no 
es posible contar con un método de diferenciación microscópica 
entre cepas filantes y no filantes de las cepas empleadas. 

e) Fermentación de carbohidratos. 

Las pruebas de fermentación de carbohidratos se realizaron con 
la finalidad da c011ocer la c~pacidad de las diferentes cepas para 
degradar distintos azúcares, empleados como fuente de Carbono. 
Los patrones de fermentación se consideran importantes en la 
identificación de las cepas bacterianas. 

Se probaron diferentes azúcares como fuente de carbono para 
distintas cepas. Los resultados obtenidos se presentan en la 
Tabla 6. 

CEPAS AZUCARESª 

Streptococcus thermophilus 
GLU LAG GAL FRU SAC MAL MAN XIL ARA 

NCFB 859 + 
NCFB 573 + + + + 
NCFB 2075 + + + + 
ST 233 + + + + 

Lactobacillua bulgaricus 
NCFB 2772 + + d + d 
NCFB 1489 + + d d 
NCFB 2074 + + d 
BM B 13 + + + d 

TABLA 6. Fermentación de carbohidratos para cada una de las cepas 
de estudio. a) GW=GLUCOSA, LAC=LAC'l'OSA, GAL=GALACTOSA, 
FRU=FRUCTOSA, SAC=SACAROSA, MAL=MALTOSA, MAN=MANOSA, XIL=XILOSA y 
ARA=ARABINOSA. (-) = no hay reacción; (+) = reacción positiva; 
(d) = reacción débil o retardada. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la fermentación de 
carbohidratos" las cei:.·as de Strept0ccic-cv.s th':..-:.r.':~eo;:-hi.1 !.~s NCFB 573 o 
cepa tipo, NCFB 2075 o cepa comercial. y ST 233 no filan~e. 
presentan el mismo p&tr·ón de fermentación de carbohidratos, 
reporcado para esta cepa ( Sneath et al, 1988). Es importante 
hacer notar que la cepa de Strept.ococcus tllei·mophi 1 us NCFB 859 
filante, no es capaz de utilizar los azúcares caracteristicos de 
la especie bacteriana, por presentar problemas con el transporte 
de azúcares hacia el interior de la célula, lo cual quedó 
demostrado en un experimento posterior, al permeabilizar las 
células con HgCl., o CaClr, en el medio. Las células 
permeabilizadas de esta cepa son capaces de utilizar la glucosa, 
lactosa, fructosa y sacarosa como fuente de Carbono, al igual que 
las otras cepas. Asi mismo, debe considerarse que no todas las 
cepas de una especie bacteriana, presentan un patrón único de 
fermentación, caracteristico de la especie. Cuando se describe en 
los manuales de clasificación que una especie tiene la capacidad 
de fermentar un sustrato especifico, se considera que 
aproximadamente el 90 % de las cepas pueden fermentarlo, pero no 
todas las cepas lo pueden fermentar. 

Por lo anterior, puede pensarse como una hipótesis que la 
lactosa penetra a la célula por algun mecanismo de transporte en 
Streptococcus thermophilus, en donde es hidro U u,dn. Una fracciC•n 
de la glucosa obtenida es utilizada por la célula y otra fracción 
es expulsada hacia el exterior junto con la galactosa, la cual no 
puede metabolizar, y forma al mismo tiempo el polímero 
exocelular. 

Con respecto a las cepas de Lactobacillus ln1lgaricus, la única 
que presenta el patrón característico de la especie bacteriana es 
la cepa filante NCFB 2772. Las cepas NCFB 1489 o tipo, NCFB 2074 
comercial, y la cepa BH B 13 no filante, no presentan el patrón 
de fermentación característico de la especie, aunque tampoco 
puede relacionarse con ninguna otra especie del género 
Lactobacillus. Sin embargo, debe considerarse que las pruebas 
bioquimicas no proporcionan una prueba irrefutable en cuanto a la 
clasificación, sino que tambien deben tomarse en cuenta otros 
criterios como experimentos de hibridación de DNA, y contenido 
de G + C Pn F! l DNA. Se co~:z idcr:i. guc las c·e¡:..as ho.n sldo 
catalogadas adecuadamente en las colecciones de las cuales se 
obtuvieron. Existe interés en clasificar positivamente a la cepa 
BH B 13 como Lactobacillus bulgaricus, debido a sus 
características genéticas, como se describe posteriormente. 

d) Medición del polisacárido exocelular. 

La producción de polisacárido en cultivos en leche se observó 
subjetivamente por la capacidad de estos para formar filamentos 
al momento de tocar el medio de cultivo con alg~n objeto. 

La cuantificación de la producción del polisacárido exocelular 
se realizó por la técnica de Haze Assay (Garcia-Garibay, 1985). 
Cuando se empleó como medio de fermentación el HRS-lactosa, la 
determinación presentó una gran variabilidad, debido a la 
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presencia misma de lactosa. Por otra parte, cuando se utilizo 
leche como medio de fermentación, si pudo realizarse la 
cuantificación de la producción del rol!sa=árido. Los valores 
máximos de producción obtenidos para las ciistin~ac cepas se 
obcer-n .. r. en la Tabla 7. 

BAC'TERlA CEPA CAPACIDAD DE PSEª PHODUCI!?g DIFERENCIAc 
PRODUCIR PSEª (eg.mg Dx/mL) ESTADISTICA 

s. thermophilull NCFB 859 Filante 0.05 No 
s. thermophilua ST 233 No Filante 0.05 No 
s. thermophiluB NCFB 573 No Filante 0.05 No 
s. thermopiiilus NCl<'B 2075 No Filan te 0.05 No 

L. bulgaricua NCI;B 2772 Filnntc 0.18 No 
L. bulgaricus I3H B 13 No Filante 0.06 Si 
L. bulgaricus NCFB 1489 No Filante 0.05 Si 
L. bulgaricus NCFB 2074 No Filante 0.05 Si 

TABLA 7. Cuantificación do la producción del polisacárido 
exocelular en cada una de las cepas en estudio, por medio del 
ensayo de Haze Aasay (Garcln-Garibay, 1985). 

(a) PSE = Polisacárido Extracelular. 
(b) eq. mg Dx/mL = equivalentes miligramo de Dextrana/mL 

de medio (Leche). 
(c) Las diferencias eatadisticas aon con relación a la 

producción de PSE de la cepa filante. alfa < 0.05 

Para las diferentes cepas de Lactobacillus bulgaricus, se 
encontró lo siguiente:En la cepa filante NCFB 2772 se cuantificó 
una producción máxima de 0.18 equivalentes mg de Dextrana/ml 
(eq. mg Dextrana/mL), mientras gue para las cepas no filantes BM 
B 13, NCFB 1489 y NCFB 2074, solamente se cuantificó como máximo 
una tercera parte de la Producción, es decir 0.06 eq. mg 
Dextrana/mL. Ya se ha reportado anteriormente que diversas cepas 
no filantes o no mucoides de bacterias láticas pueden presentar 
valores de producción de pnlimeros, <J.i..:nguc; ciuu no se conoce la 
razón por la que ocurre esto, y por lo tanto no es raro que las 
cepas no filantes de las bacterias en estudio también presenten 
valores específicos de producción (Cerning, 1990). 

En Streptococcus thennophili1s no se encontraron diferencias 
cuantitativas en la determinación del polímero exocelular entre 
las diferentes cepas por el método de Haze Assay, incluyendo a la 
cepa filante. Sin embargo, subjetivamente sí se han encontrado 
diferencias entre las cepas. La cepa NCFB 859 o filante, tiene la 
capacidad de formar filamentos al crecer en un medio liquido, y 
de acuerdo a la forma en que se describen las cepas filantes, 
esta cepa puede ser considerada como productora de polisacáridos 
exocelulares. 
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En vista de las dificultades en la cuantificación del 
polisacárido exocelular, se desarrolló una técnica de 
cuantificación del polímero para la cepa de Streptococcus 
the:rmophil us NCFB tló8. Esta técnica propone lo siguiente: Emplear 
30 ml de ltoche fermentada, hidrolizar con 5 mL de TCA al 80 %, y 
centrifugar a 5,000 rpm durante 10 minutos. El sobreniaante se 
dializa durante 12 horas contra agua destilada y se cuantifica la 
cantidad de azúcares totales (Dubois, 1956). 

Con esta técnica, actualmente se ha logrado determinar los 
valores máximos de producción y la curva de estabilidad en la 
producción de polisacárido exocelular para las distintas cepas de 
St1•eptococc11s thel'IJ)ophil11s (Escalante et al, 1991). 

La cepa f ilante de Streptococcus t.hf'l'IJ)Ophi 1 us NCFB 859, 
presenta un valor máximo de producción de polisacáridos de 0.016 
eq. mg de Glucosa/mL por esta técnica. Subjetivamente, también se 
encontró un aumento en la viscosidad del medio. La cepa no 
filante de esta especie ST 233, no presentó valores de producción 
similares a la cepa filante, ni tampoco se observó un aumento en 
la viscosidad del medio. 

Los valores de producción de polisacáridos exocelulares para 
las distintas cepas de Streptococcus the1•mophilus y Lactobacillus 
bulgaricus, por la técnica de Escalante y col., se presentan en 
la Tabla 8. 

MUESTRA AZUCARES 'l'OTALES DIFERENCIA 
(eq. mg de Glucosa/mL medio) ESTADISTICA 
1 2 3 

CONTROL NEGATIVO 0.055 0.0086 0.0098 Si 
(Leche) 

CONTROL POSITIVO 0.069 0.0023 0.0155 No 
(Leche + Dextrana) 

L. bulgaricuB 0.063 0.0016 0.013 No 
NCFB 2772 (Filante) 

L. bulgaricuB 0.053 0.0035 0.0098 Si 
BM B 13 (No Filante) 

s. thermophilua 0.060 0.0016 0.016 No 
NCFB 859 (Filante) 

s. theI'tDophil ua 0.053 0.009 0.0067 Si 
ST 233 (No Filante) 

TABLA 8. Producción de Polisacáridos por la técnica de Escalante 
y col. (1991). (1) = Sobrenadante; (2) = Liquido de Diálisis; (3) 
= Muestras Dializadas. Las diferencias estadisticas son con 
respecto a la producción de las cepas filantes. alfa < 0.05 
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Con base en los resultados obtenidos, se observa gue siguiendo 
esta técnica, puede cuantificarse la producción de polisacáridos 
exocelulares en la cepa filante de Sti'eptococcus thezwophilus 
NCFB 859, y es significativamente diferente a los valores 
obtenidos por las cep6s no filant~~ de est6 ~isma ~specie. As1 
mismo, puede detectarse la presencia de un polisacárido-como la 
dextrana en leche, a una concentración de 10 mg/L. 

e) Estabilidad en la producción de polisacáridos 
exocelularea. 

La inestabilidad en la producción de polisacáridos 
exocelulares solamente se describe :i:·ara cultivos de las cepas 
filantes creciendo en leche 11 ~-

La cepa filante o mucoide de Lactobacillus bulga1'icus NCFB 
2772 requiere de cuatro resiembras para reactivarse, a partir del 
momento en gue se abre un liofilizado. L~rante la primera 
resiembra se encuentran valores similares a los generados por las 
cepas no filantes, de aproximadamente 0.06 eg. mg Dextrana/mL, y 
no forma filamentos al tocar el medio de crecimiento. durante ias 
siguientes dos resiembras se observa un incremento gradual en la 
producción de polisacárido, y en la cuarta resiembra se presenta 
el valor máximo de producción del mismo, gue corresponde a 0.18 
eq.. mg de Dextrand./mL, ~, es el mcmcn't.o en que deb~ liofilizarse 
la cepa para conservar la característica. A partir de esta 
resiembra, se observa gue el valor de producción disminuye 
conforme al número de resiembras hasta alcanzar el valor mínimo 
de producción de 0.06 eg. mg de Dextrana/mL en la octava 
resiembra. Los valores obtenidos pueden observarse en la Figura 5 
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FIGURA 5. Gráfica que muestra la producción de polisacáridos 
exocelularea en Lactobacillua bulgaricua y de Streptococcua 
thermophilua, con respecto a las resiembras del cultivo. Loa 
ensayos fueron realizados por la técnica de Haze Aaaay (Garcia­
Garibay, 1985). *=Diferencia significativa, alfa< 0.05 
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Entre las distintas cepas de Stz•ept.ococcus the1·mophilus no fué 
posible encontrar diferencias en la producción de polisacáridos 
exocelulares al emplear la técnica de Haze Assay, debido 
principalmente a ltJ. incapacidad áe producir turbidez en el medio 
al no presentarse la precipitaciln del polimcro por efecto del 
alcohol absoluto. Sin embargo. visualmente la cepa fíiante se 
identificó por su capacidad de formar filamentos en el medio, la 
cual es una caracteristica que se pierde conforme al tiempo. Esto 
fué confirmado cuantitativamente, con la técnica propuesta por 
Escalante y col., (1991), en donde se demostró la inestabilidad 
en la producción del polimero para la misma cepa NCFB 859. 

Mediante esta técnica se ha encontrado que en la cepa NCFB 859 
de St.reptococcus t.hermophilus se presenta un comportamiento 
similar al de la cepa NCFB 2772 de Lactobacillus btilgaricus, en 
cuanto a que se requiere de una serie de resiembras para obtener 
la reactivaci6n de la cepa, hasta alcanzar el valor máximo de 
producción del polimero, para descender posteriormente conforme 
se realizan resiembras. Lo anteriormente descrito puede 
observarse en la Figura 6 (En colaboración con Escalante y col., 
1991). 

eq. m; Glui»M/mi. 
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FIGURA 6. Gráfica de inestabilidad en la producción de 
polisacáridos exocelularea en las cepas de Streptococcus 
thermophilus NCFB 859, filante y ST 233, no filante, mediante la 
técnica propuesta por Escalante y col., 1991. 
* = Diferencia significativa, alfa < 0.05 

Por otra parte, se ha observado que es posible mantener a las 
cepas productoras de polisacáridos exocelulares con un nivel 
elevado de producción, por medio de la selección de colonias 
capaces de generar el polisacárido exocelular cuando éstas crecen 
en cajas con Agar/HRS-lactosa/Rojo neutro en condiciones 
adecuadas, y propagándolas posteriormente en leche. 
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Con base en los resultados obtenidos, puede asegurarse que la 
producción del polimero es inestable en cultivos de las dos cepas 
filantes que se han trabajado, tanto la de Lactobacillus 
bulg!u~ic!..'S NCFB 277:.! cumo la dt: St1·t:-i-•r.ococcus thez·mophi.lus NCFB 
859~ y qtJe esta c~racte~!~ti~a ~uEde p~z~Jerse debido a las 
resiembras de las cepas. 

f) Extracción de plásmidoa en bacteriao del yoghurt. 

Al emplear la técnica de Somkuti y Steinberg (1986), se detectó 
la presencia de DNA de alto peso molecular, que corresponde al 
DNA cromosomal en cada una de las cepas, y también se observó que 
la cepa no filante de Streptococcus thermophilus ST 233 presenta 
un plásmido de 3.66 Kb, y la cepa no filante de Lactobacillus 
bulga1•i cus BM B 13, presenta dos plásmidos de 1. 77 Kb y 3. 71 Kb, 
respectivamente. Los re:sultados se prese:ntan en la Figura 7. 

Para las demás cepas empleadas de las bacterias Streptococcus 
the1•mophil11s y Lactobacillus bulgarictis, incluyendo a las cepas 
filantes de ambas especies, solamente se encontró una banda que 
pertenece al DNA cromosomal pero no se localizaron plásmidos. Los 
resultados se presentan en la Figura 7. 

Mediante la técnica de Anderson y McKay (1983), solamente se 
localizó un plásmido en la cepa BM B 13 (3.71 Kb), y no se 
localizó el plá.::·mi¿o de lw. ..:epa ST 233. iamDién, debe 
considerarse que no se empleó ninguna técnica para evidenciar 
plásmidos de elevado peso molecular, de más de 100 Kb, y por lo 
tanto las conclusiones de este proyecto se mencionan solamente 
para plásmidos de hasta 20 Kb. 
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FIGURA 7. Electroforesis de DNA de las bacterias empleadas en 
este estudio. Streptococcus thermophilus: A) NCFB 859, Filante; 
C) ST 233, No Filante (3.66 Kb); Lactobacillus bulgaricus: B) 
NCFB 2772, Filante; D) BM B 13, No Filante (l. 77 y 3. 71 Kb); E) 
lambda digerido con EcoRI/HindIII. 
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El peso molecular de los plásmidos de las bacterias en estudio 
se obtuvo al relacionar el coeficiente de migración de las bandas 
de DNA en el gel de electro:fcr~!::is, ......... ¿¡ res¡:;ecto al !-'eso 
molecular del DNA del fago lambda di!"erido con lee endcnuclcasas 
de restricción EcoRI y Hindlll. El peso molecular de l~ª bandas 
que se obtienen por la digestión del fago se mencionan en la 
Tabla 9. 

Banda Peso Molecular (Kb) 

I 21.22 
II 5.14 
III 4.97 
IV 4.26 
V 3.53 
VI 2.02 
VII 1.90 
VIII 1.50 
IX 1.30 
X 0.97 
XI 0.83 
XII 0.564 
XIII 0.125 

TABLA 9. Peso molecular de las bandas obtenidas al digerir el DNA 
del fago lambda con las endonucleaaas de restricción EcoRI y 
HindIIL 

Debido a que el DNA del fago digerido con enzimas de 
restricción se encuentra linearizado, su coeficiente de migración 
ea diferente al de los plásmidos, los cuales se encuentran en 
forma circular, por lo tanto con objeto de conocer el peso 
molecular de los mismos, se relacionó el coeficiente de migración 
de diferentes plásmidos empleados como vectores en bacterias 
lácticas de los cuales se conoce su peso, con el peso del DNA del 
fago digerido, y con los plásmidos de las cepas de este estudio. 
La relación de los pesos moleculares de los plásmidos utilizados 
se menciona en la Tabla 10, y se muestra en la Figura 8. 

Pláamido Peso Molecular 
(Kb) (MDa) 

1 pUClB 2.686 l. 719 
2 pLZ12 3.75 2-4 
3 pGK12 4-4 2.816 
4 pLP825 7.2 4.608 
5 pJ07 11-5 7.36 

TABLA 10. Peso molecular de loa pláamidos que se han empleado 
como vectores en bacterias lácticas, con loa que se relacionó el 
peso molecular del fago lambda. 1 Kb = 0.64 Md. 

- 58 -



.. 

1 2 

:.,':.-~--· ,' 
.. u.' ' 
.:..., . ' . r• 

J.~·.-. 

,.,, 

~;1. ••• 

3 4 5 6 7 8 
FIGURA 8. Electroforesis de DNA de loa plásmidos empleados como 
patrón de peso molecular. Carriles: 1) y 8) fago lambda digerido 
EcoRI/HindIII; 2) pUC18; 3) pLZ12; 4} pGK12; 5) pLP825; 6) pJ07; 
7) pS1'233. 

Por otra parte, la extracción de DNA de la cepa filante de 
Lactobací.llus bulgarí.cus NCFB 2772, representó un problema puesto 
que el DNA se fragmenta muy fácilmente al seguir el procedimiento 
de extracción de Somkuti y Steinberg (1996). Después de probar 
diferentes modificaciones en el protocolo de extracción, se 
solucionó este problema lavando las células en metanol absoluto 
inmediatamente después de colectarlas por centrifugación al 
término de la incubación, y como un paso previo a la realización 
del protocolo de extracción. 

Con base en los resultados obtenidos en las extracciones de 
DNA plasmidico de las bacterias en estudio, se observa que para 
las cepas de Streptococcus thermophilus, solamente en la cepa ST 
233 puede detectarse la presencia de un plásmido (3.66 Kb), 
mientras que en las otras cepas no se detectó la presencia de DNA 
plasmidico, y tambien pudo comprobarse que lo anterior no se debe 
a una concentración hBj f1. de I 1NA en les ~"...!c:=+:.:::-.:i::, ~ue.st.o que: :::it::1 

hicieron puebas en donde se concentró el L1NA de las muestras, y 
se sobrecargó el gel de electroforesis. Lo anteriormente 
descrito, está de acuerdo con lo reportado en la literatura en 
donde se menciona que existe una pequeiia proporción de cepas de 
esta especie que presentan plásmidos, y que generalmente se 
presentan uno o dos plásmidos por cepa (Herman y McKay, 1985; 
Somkuti y Steinberg, 1988). 

Con respecto a las cepas de Lactobací.llus bulgaricus existe 
una amplia controversia en cuanto a si pueden o no encontrarse 
plásmidos en esta especie bacteriana. De esta manera, existen 
investigadores que opinan, con base en su propia experiencia, que 
en las diferentes especies de Lactobacillus bulgaricus no existen 
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plásmidos 
reportes 
plásmidos 
(Chagnaud 

(Chassy, Comunicación personal), y también existen 
en los que se menciona la presencia de uno o dos 

en cepas especificas de esta especie bacteriana 
et al, 1S3ú; Somkut1 y Steinberg, 1986). 

De las cepas de Lactobaci l l 11s bulgai•i cus empleadas en este 
proyecto, solamente en la cepa Bl1 B 13 pudo detectarse la 
presencia de DNA plasmidico. Se considera que son dos plásmidos 
(1.77 y 3.71 KbJ distintos, y no isoformas de uno solo. En las 
otras cepas empleadas, no se detectó DNA plasmidico. 

No obstante, los resultados de las pruebas bioquímicas hacen 
pensar que la cepa Bt1 B 13 pudiera estar ubicada taxonómicamente 
en forma errónea, aunque esto puede ser discutible. 

Con base en lo anterior, se ha comprobado que las cepas 
filantes de Streptococcus thermophilus NCFB 859 y de 
Lactobacill11s bulgaricus NCFB 2772 no presentan plásmidos, y por 
lo tanto la caracteristica filante no se encuentra codificada en 
plásmidos, como habla sido planteado como hipótesis del proyecto, 
y también como se encuentra reportado para otras bacterias 
lácticas f i lantes, como Streptococcus 1 ac ti s y :3treptococcus 
c1·e0101•ia pertenecientes al grupo N de Lancefield, y para 
Lactobacill11s casei ssp. casei tVedamuthu y Neville, 1986; 
Vescovo et al, 1989; y von Wright y Tynkkynnen, 1987), y por lo 
tanto puede pen::.3.r3e en uno codificación a nivel cromosomal. 

g) Curación de las cepas ST 233 y BM B 13. 

A pesar de que los resultados obtenidos sugieren que la 
codificación de la caracteristica se localiza a nivel cromosomal, 
llama la atención la presencia de plásmidos en las cepas no 
filantes de ambas especies bacterianas. 

Los experimentos de curación de las cepas de Streptococcus 
the1•mophilus ST 233 y de Lactobacillt1s bulga1•icus BM B 13, se 
realizaron pensando en que los plásmidos que se encuentran en las 
cepas no filantes pueden codificar moléculas que intervienen en 
los mecanismos de regulación de la producción de polisacáridos 
exocelulares, como se ha descrito en otros géneros bacterianos 
( Whi tfield, 1988). Por lo tanto, se procedió a el j minar es':. os 
plásmldos por curación, y observar el efecto de ésto en la 
producción de polisacáridos exocelulares. 

Primero se trabajó con la cepa ST 233 de Streptococcus 
thermophilus, :,' posteriormente con la cepa BM B 13 de 
Lactobacillus Lwlgaricus. La curación se intentó empleando 
distintos métodos. 

En primer lugar, se intentó la curación mediante el empleo de 
temperaturas subletales, sin éxito. Posteriormente se intentó la 
curación por electroporación bajo diferentes condiciones, sin 
conseguir la curación de la cepa. 

Las condiciones de electroporación probadas se muestran en la 
Tabla 4 del capitulo VIII. 
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Finalmente se intentó la curación con agentes quimicos 
curantes, en primer lugar con el empleo de Bromuro de etidio, 
posteriormente acriflavina y por último Novobiocina, los cuales 
ya se han utilizado con éxito en diferentes géneros bacterianos 
(Barbour y Ellrnn. 1988; von Wright. ;,· Trnk};ynen, lt.57; Vedamuthu y 
Neville, HJ86). 

En la literatura se reportan curaciones exitosas en bacterias 
lácticas empleando Bromuro de etidio a una concentración de 2 
ug/mL. Se probaron diferentes concentraciones desde O hasta 4 
ug/mL, sin lograr la curación de la cepa. También se empleó 
Acriflavina en un rango de concentración entre O y 100 ug/mL, sin 
lograr la curacion de la cepa. Finalmente, al utilizar 
Novobiocina en un rango entre O y 5 ug/mL si se lograron obtener 
colonias curadas a partir de una concentración de 1.0 ug de 
Novobiocina;mL de medio. Una concentración mayor a 2.5 ug/mL es 
letal para las bacterias. 

Se aislaron aproximadamente 30 colonias curadas en tres 
experimentos diferentes, obtenidas a partir de concentraciones 
crecientes de Novobiocina. Estas colonias, no presentaron 
diferencias morfológicas microscópicas ni macroscópicas en 
comparación con las colonias control no curadas. La curación se 
comprobó realizando la extracción de plésmidos y la 
electroforesis del DNA extraido y concentrado. 

La cepa de Lactobacill11s bulgaricus BM B 13 no filante, fué 
curada de sus dos plásmidos Pn }3e n~i~m3~ condicior1es gue la cepa 
de St1•eptacocc11s thennophi 1 us ST 233, al emplear Novobioc ina como 
agente curante, a partir de una concentración de 1.0 ug/mL de 
medio. En esta cepa, igualmente no se afectó la morfología 
macroscópica, ni tampoco la morfologia microscópica. Los 
resultados se observan en las Figuras 9 y 10. 

1 2 3 4 5 
FIGURA 9. Electroforesis de DNA de las coloniaa curadas con 
Novobiocina 2-5 ug/mL. Colonias aisladas de la cepa de 
Streptococcus thermophilus ST 233: 1) Control (3.66Kb); 2) 
Colonia no curada; Colonias curadas con Novobiocina, 3) 1.5 
ug/mL; 4) 2.0 ug/mL y 5) 2.5 ug/mL; 6) lambda digerido 
EcoRI/HindIII. 
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1 2 3 4 5 6 
FIGURA 10. Electroforesis de DNA de lao colonias curadas y no 
curadas con Novobiocina 2-5 ug/mL, de la cepa de Lactobacillus 
bulgaricus BH B 13: 6) Control (1.77 y 3.'11 Kb); Colonias 
curadas con Novobiocina (ug/mL) 1) 1.0, 2) 1.5, 3) 2.0, 4) 2.5; 
5) Cepa de Streptococcus thermophilus ST 233 (3.66 Kb) 

La producción de polisacáridos exocelulares de las colonias 
curadas con respecto a las cepas no curadas se midieron por las 
técnicas de cuantificación propuestas. Los resultados ee 
present&n en la Tábla 11. 

MUESTRA 

S. thermophilua 
NCFB 859 Filllllte c 

L. bulga:ricua 
NCFB 2772 Filante d 

S. thermophilua 
ST 233 No Filante c 

L. bulga:ricua 
BM B 13 No Filante d 

S. thermophilus 
s·r 233 Curadas c 

L. bulgaricua 
BM B 13 Curadas d 

PRODUCCION DIFERENCIA b 
DE PSE a ESTADISTICA 

0.016 e No 

0.18 No 

0.006 e Si 

0.06 Si 

0.005 e,g Si 

0.06 f,g Si 

TABLA 11. Producción de polisacáridos exocelulares en cepas 
curadas y no curadas. a) PSE = Polisacárido exocelular; b) 
Diferencia con respecto a la cepa filante de cada especie, alfa < 
0.05 Técnica de Escalante y col.,(1991); d) Técnica de Haze 
Assay (Garc1a-Garibay, 1985); e) eq. mg Glucoaa/mL; f) eq. mg 
Dextrana/mL; g) Valor de producción obtenido en todas las 
colonias curadas. - 62 -



Con base en lo anterior, después de haber sido obtenidas 
distintas colonias curadas, no se encontró en ellas ninguna 
modificación en cuanto a la producción de polisacáridos 
exocelulares, lo cual indica que 1~ pres~nci~ de plbsmidos en las 
cepas no tilantes de las especies bacteriBn~s ~etudiada~~ no ~stá 
relacionada con la carbcterietica filante. 

h) Transformación de la cepa de Str>eptococcua thermoph11us 
NCFB 859. 

Con base en los resultados obtenidos previamente, se pensó en 
la posibilidad de considerar la presencia de plásmidos en las 
bacterias del yoghurt como una caracteristica que pudiera servir 
para identificar cepas no filantes. 

Por otra parte, se intentó investigar el 
introducción de plásmidos pertenecientes a cepas 
empleando como células receptoras cepas filantes 
especie bacteriana, y que esto pudiera tener un 
producción de polisacáridos exocelulares 

efecto de la 
no filantes, 
de la misma 

efecto en la 

Para conocer lo anterior se procedió a realizar la 
transformación de la cepa de Streptococc11s thermophilus NCFB 859 
con el plásmido pGK12 y el plásmido de la cepa ··~ filant"' de 
Stz-epr.ococc11s t.J1er111ophil11s ST 233, denominado internamente en el 
laboratorio como pST233, mediante la técnica de electroporación. 

El plásmido pGK12 (4.4KbJ es pequeho, se ha empleado como 
vector de clonación en bacterias lácticas puesto que se aisló del 
género Streptococcus, y como consecuencia podrían evitarse tanto 
fenómenos de incompatibilidad de material genético, como 
reacciones enzimáticas en donde el plásmido sea degradado por 
mecanismos de Modificación/Restricción. Al mismo tiempo, se 
conoce el mapa de restricción del plásmido, y presenta en su 
estructura la codificación que confiere resistencia a 
cloranfenicol y a eritromicina. El clorannfenicol se empleó como 
marcador de resistencia y como una caracteristica de selección. 

El plásmido pST233 es críptico, no se ha realizado el mapa de 
restricción del mismo, tie~e un ~eso rr¡ül~cular de 3.bb Kb, y de 
acuerdo a los antecedentes que se tienen de plásmidos en 
Streptococcus thermophilus, podria ser considerado similar o 
igual al plásmido pER36 (3. 7Kb), descrito por Somlrnti y Steinberg 
(1986), o al plásmido pHM3 (3.5Kb), descrito por Herman y McKay 
(1985). Este plásmido no presenta ninguna característica de 
selección, y solamente se tomaron colonias al azar para comprobar 
la presencia o no del plásmido. Esta metodología no es 
recomendable debido a las bajas frecuencias de transformación de 
las cepas de Streptococcus thei·mophilus, aún con la técnica de 
electroporación. 

Una vez que se probaron distintas condiciones en el 
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procedimiento de electroporación, tal y 
previamente en el capitulo VIII, no se ha 
momento la transformación de la cepa 
thermopbil11s NCFB 859 con ninguno de los 
plásmido pGK12 :I' el plásmido pST233. 

como se describe 
logrado hasta el 
de Streptococcus 

dos plásmidos, el 

Actualmente 
transformación, 
pV736, aislado 
sido utilizado 
thermophilus por 

se están comenzando los experimentos de 
y se está empleando como vector el plásmido 

a partir de Streptococcus sanguis, el cual ya ha 
para transformar otras cepas de Streptococcus 
electroporación (Somkuti y Steinberg, 1988). 

Es necesario hacer notar que los plt.smidos que se han 
encontrado en distintas cepas de Streptococcus thermophilus y 
Lactobacillus bulgaricus permanecen como crípticos, puesto que no 
se les ha podido relacionar con ninguna actividad especifica, 
(Herman y McKay, 1985: Somkuti y Steinberg, 1886,y 1888; Chagnaud 
et al, 1990), e inclusive puede agregarse la caracter1stica 
mucoide o filante, como se ha demostrado en este proyecto de 
investigación. 
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CAPITULO X 

Conclusiones y Perspectivas 

Con base en loa resultados obtenidos, las Conclusiones de este 
proyecto son las siguientes: 

1) El empleo de un medio de cultivo o de crecimiento con lactosa 
influye de manera importante en la producción de polisacáridos 
exocelularea en las cepas f ilantes o mucoides de Streptococcus 
thermophilus y Lactobacillus bulgaz•icus, al encontrar gue en 
células de estas cepas, se forma al parecer una estructura 
exocelular gue las hace ver de un mayor grosor cuando son 
observadas al microscopio, tal y como se ha reportado 
anteriormente (Teggatz y Horris, 1890). 

2) Se desarrolló un método de selección con base en la absorción 
de colorantes en la superficie celular, como el Rojo Neutro y el 
Rojo de Rutenio, los cuales pueden unirse a la fracción de 
polisacáridos de la pared celular en bacterias Gram positivas 
(Figueroa y Silverstein, 1988; Pettipher y Watts, 1889), y por lo 
tanto pueden explicarse las diferencias coloniales encontradas 
entre las disti:1tac cepas. 

La caracter1stica filante 
bacterianas, se ha considerado 
colonias con algun objeto, 
metodológicas. 

o mucoide en diferentes especies 
solo en forma subjetiva, al tocar 
lo cual representa desventajas 

Las diferencias coloniales encontradas entre cepas filantes y 
no filantes de ambas especies bacterianas, son un elemento 
importante en la identificación de colonias de bacterias 
productoras de polisacáridos exocelulares, lo cual es fundamental 
al tratar de manipular genéticamente las cepas, como se ha 
establecido anteriormente (Vescovo et al, 1989). 

3) Las cepas de St1·eptococcus thennophilus presentan el patrón de 
fermentación t1pico de la especie, si bien la cepa filante 
solamente lo presenta cuando se provoca la permeabilización de 
las células. 

Con respeci;o a las cepas de Lactobacillus bulgaricus solamente 
la cepa f ilante presenta el patrón de fermentación tipico de la 
especie, mientras gue las demás no lo presentan. En vista de lo 
anterior, no puede establecerse con certeza que la cepa no 
filante BH B 13 pertenece a la especie de Lactobacillus 
bulgaricw .. ~. de la misma forma gue las cepas tipo y comercial de 
esta especie empleadas en este estudio, lo cual puede resultar 
contradictorio, pero en vista de gue si contiene plásmidos y 
hasta el momento sólo en dos reportes se menciona gue algunas 
cepas de esta bacteria contienen plásmidos (Chagnaud et al, 1980; 
Somkuti y Steinberg, 1986), resultaria interesante conocer en 
forma definitiva la ubicación taxonómica de la cepa, lo cual ya 
ae está realizando. 
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4) La producción de polisacáridos exocelulares en la cepa filante 
de LactobacJllus bulgal'icus NCFB 2772 por el método de Haze Assay 
(Garcia-Garibay, 1985), corras~onde a tres veces la producida por 
las cepas no filantes, ~ie~traa q11e para lna cepas de 
St1•eptococc11s thei•mophilus no se han encontrado diferencias en la 
producción por medio de esta técnica. 

Mediante el empleo de la técnica desarrollada por Escalante y 
col., 1991, si puede detectarse la producción de polisacáridos 
exocelulares en la cepa de Streptococc11s thermophilus NCFB 859 

5) Por medio de la observación directa y subjetiva del medio, asi 
como por medio de las técnicas de cuantificación utilizadas, Haze 
assay (Garcia-Garibay, 1985) y de hidrólisis total (Escalante et 
al, 1991), se observa que la característica de producción de 
polisacáridos exocelulares empleando cultivos en leche 11%, de 
las cepas filantes de las bacterias del yoghurt utilizadas, 
presenta una variación con respecto a ]as resiembras del mismo 
cultivo, y es lo que se ha considerado como una inestabilidad de 
la producción de estos compuestos. 

6) La inestabilidad de las cepas se manifiesta en los siguientes 
hechos: Al abrir un liofilizado de las cepas no se presenta la 
característica mucoide o filante, similar a lo que ocurre en 
otras bacterias lácticas ccn re3~ectu a otras caracteristicas, 
como es la producción de acidez titulable. 

Cuando se realizan resiembras de estos cultivos, es posible 
cuantificar una producción cada vez mayor conforme se resiembra 
el microorganismo, hasta la cuarta resiembra que es en donde se 
presenta la producción más elevada, para posteriormente descender 
la producción hasta el nivel mínimo de producción, que se obtiene 
durante la octava resiembra. Esto es similar en las dos cepas 
filantes de las bacterias en estudio, y corresponde también a lo 
observado subjetivamente en los cultivos, es decir gue los 
cultivos que son capaces de producir una gran cantidad de 
polisacáridos exocelulares, presentan una mayor viscosidad del 
medio, y presentan la capacidad de producir filamentos cuando se 
tocan con algun objeto. La inestabilidad en ésta caracteristica 
ya se ha reportado anteriormente :¡:•ara distintas cepas de 
bacterias lácticas (Cerning, 1990). 

7) La formación del polimero se realiza una vez que el cultivo de 
las cepas filantes entra en la fase de crecimiento exponencial o 
logarltmica (Escalante et al, 1991), y puede mantenerse un 
cultivo productor de polisacáridos exocelulares, mediante la 
selección de colonias de las cepas filantes creciendo en medio 
sólido, y su posterior inoculación en leche descremada. 

La inestabilidad en la producción de estos compuestos puede 
ser explicada por diversos mecanismos como son: 

a) La eliminación de una fracción de la población capaz de 
producir el polímero, 
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b) La codificación de esta caracteristica se encuentra en alguna 
secuencia de DNA que puede sufrir una alteración, y que como 
consecuencia deja de producirla. 

B) De las cepas en estudio. Stre;t,-,cY•ccus rhermophilus ST 233 
contiene un solo plásmido (3.66 KbJ, y Lactobacillus bulgaricus 
EH B 13 contiene dos plásmidos (l. 77 y 3. 71 Kb J, mientras que las 
demás cepas no contienen plásmidos, inclusive las cepas filantes 
o mucoides. 

Estos resultados se obtuvieron empleando una técnica en la 
cual no se sabe si pueden detectarse plásmidos de alto 
molecular, de más de 100 Kb, y por lo tanto puede concluirse 

peso 
que 
del 

20 
la codificación de la caracteristica de producción 
polisacárido exocelular, no se localiza en plásmidos de hasta 
Kb. 

En otras cepas de bacterias lácticas como en Stl'c'ptococcus 
lactis, Streptococcus c1·emo1·.is y Lactobacillus case.i se ha 
relacionado a la producción de polisacáridos exocelulares y por 
lo tanto el fenotipo mucoide, con plásmidos pequehos (Vedamuthu y 
Neville, 1986; Vescovo et al, 1889; y von Wright y Tynkkynnen, 
1987), lo cual no parece ser el caso de las bacterias empleadas 
en este estudio. 

9) De acuerdo con los experimentos de curación de las cepas no 
filantes que presentan plAemidos, ~e ll~g6 a la conclusión de que 
no existe la regulación en la expresión de la característica 
filante o mucoide codificada en estos plásmidos, y por lo tanto 
tampoco puede ser utilizada la presencia o no de plásmidos, como 
una característica de identidicación de cepas no filantes. Los 
plásmidos que se han encontrado en estas cepas son crípticos. 

10) Con respecto a la transformación de la cepa filante de 
Streptococcus thermophilus NCFB 859, no se ha logrado realizarla 
posiblemente debido a la presencia de endonucleasas de 
restricción muy activas que degradan el DNA foráneo, conforme 
penetra a las células, y no permite la expresión de 
características que puedan ser empleadas por la célula, como son 
la codificación para resistencia a antibióticos. Esta idea se ha 
reportado y comprobado anteriormente (Solaiman y Somkuti, 1990). 

Las Perspectivas de Investigación que se han generado en este 
trabajo a partir del trabajo experimental realizado, se mencionan 
a continuación: 

1) Debe confirmarse cuantitativamente que la técnica de 
identificación de colonias productoras de polisacáridos 
exocelulares en medio sólido, utilizando el medio Agar/HRS­
Lactosa/Rojo Neutro, puede ser empleada como uuna técnica de 
selección de colonias productoras de polisacáridos exooelulares, 
lo que permitirá la manipulación genética de esta caracteristica. 
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2) Definir las condiciones de producción especificas para el 
polimero producido por cada una de las cepas filantes de las dos 
especies bacterianas. 

3) Caracterizar bioquimicamente los polisacáridos ex~gelulares 
producidos por cada una de las cepas filantes, identificando sus 
componentes y sus características particulares. 

4) Realizar los mapas de restricción de los plásmidos de las 
cepas no filantes que los contienen, Streptococcus thennophilus 
ST 233 y Lactobacillus bulgaricllS BM B 13. 

5) Elaborar un banco de genes cromosomales de las cepas filantes 
o mucoides en una bacteria de relativt.tmente fácil manipulación 
como Escherichia coli, con la idea de clonar en otras bacterias y 
poder aislar segmentos que están relacionados con esta 
característica. Por información previa, se sabe que las regiones 
necesarias que codifican para la producción de polisacáridos 
exocelulares en bacterias lacticas son muy grandes, 
aproximadamente de 17 Kb, estas secuencias pueden ser clonadas, 
pero la inestabilidad es tan grande que se pierde en un tiempo 
muy corto (Tynkkynen, Comunicación personal). 

Una vez realizado lo anterj or. puede pens-=.!"'se e~ lú 
manipulación genética de la característica filante o mucoide, 
relacionada con la producción de polisacáridos exocelulares. 

6) Deben explorarse otras hipótesis que expliquen la 
inestabilidad de la caracter1otica Filante, o del Fenotipo 
Hucoide, tanto desde el punto de vista Fisiológico, como 
Genético. En este último caso las explicaciones pueden ser tan 
diversas como la presencia de Transposones en el genoma, la 
presencia de Secuencias de Inserción, o en general la presencia 
de rearreglos genómicos en estas bacterias. 
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CAPITULO XI 

APENDICES 

Apéndice l. 

l. Medios de cultivo empleados. 

1) Medio MRS (de Man, Rogosa y Sharpe, 1860). pH 6. 5 

Proteosa Peptona n 3 (Difco)~~~~~~~~~~~~~lO g/L 
Extracto de carne 10 
Extracto de levadura 5 
Dextrosa 20 
Tween 80 1 mL 
Citrato de amonio 2 g/L 
Acetato de sodio·~~~~~~~~~~~~~~~~~~~­
Sulfato de magnesio~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
Sulfato manganeso~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
Fosfato de potasio dibásico~~~~~~~~~~~~~-

5 
0.1 
0.05 
2 

Para preparar el medio que se ha denominado como Agar/MRS­
lactosa/Roj o Neutro, se adicionó a lo anterior lo siguiente: 

Lactosa~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~20 g/L 
Rojo neutro 24 mg/L 
Agar 15 g/L 

2) Medio Reddy con Púrpura de Bromocresol. pH 6.9 

Tripton..._~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 5 g/L 
Extracto de levadura.~~~~~~~~~~~~~~~~~ 5 
Casaminoácidos~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~- 2.5 
Fosfato de potasio monobásico~~~~~~~~~~~~- 1.25 
Púrpura de Bromocresol 20 ug/L 
Agar 15 g/L 

3) Medio APT. pH 6.7 

Extracto de levadura~~~~~~~~~~~~~~~~~ 7.5 g/L 
Triptona 12.5 
Dextrosa 10 
Citrato de sodio 5 
Tiamina hidroclorada 0.001 
Cloruro de sodio 5 
Fosfato de potasio dibásico 5 
Cloruro manganoso 0.14 
Sulfato de magnesio 0.8 
Sulfato ferroso 0.04 
Complejo sorbitan monooleato (Tween BO) 0.2 
Agar 15 
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4) Medio Elliker modificado. pH 6.8 

Triptona 5 g/L 
Extracto de levadura 2.5 
Gelatina bacterioló~ica~~~~~~~~~~~~~~~- 2.5 
Cloruro de sodio 4 --
Acetato de sodio 1.5 
Dextrosa 10 
Asar 15 

5) Medio Lee. 

Triptona.~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~10 g/L 
Extracto de levadura 10 
Lactosa 5 
Sacarosa 5 
Carbonato de calcio 3 
Fosfato de potasio monobásico 0.5 
Púrpura de bromocresol 0.02 
Agar 15 

6) Medio M17. 

Peptona de caseína~~~~~~~~~~~~~~~~~~- 5 
Peptona de soya 5 
Extracto de levadura 2.5 
Extracto de carne 5 
Lactosa 5 
Acido ascórbico 0.5 
Glicerofosfato fosfo disódico 19 
Sulfato de magnesio.7H2o lM 1 mL 
Asar 15 

7) Medio Leche Descremada. 

Leche descremada comercial~~~~~~~~~~~~~-110 g/L 
Agar 15 

Esterilizados por separado. 

B) Medio Luria-Bertani (LB) para Escberjcbja ~-

Triptona~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-10 g/L 
Extracto de levadura 5 
Cloruro de sodio 10 
Agar 15 

Ajustar el pH a 7.0 

- 70 -



Apéndice II. 

Mantenimiento de laa cepas. 

Laa cepas se conservaron por liofilización. En 
activo se mantuvieron por resiembras bisemanales 
descremada bacteriológica 11 %, creciendo a 37oC 
horas. 

crecimiento 
en leche 

durante 12 

Las cepas filantes o mucoides de las especies en estudio, se 
mantuvieron con niveles elevados de producción por selección 
directa de colonias gue presentaron la caracteristica, creciendo 
en Agar/HRS-lactosa/Rojo Neutro, a 37oC durante 48 horas, y su 
cultivo posterior en leche descremada bacteriológica 11 % a 37oC 
durante 24 horas. 

Para obtener liofilizados de las cepas en estudio, se 
resembraron las cepas fi lantes hasta el momento en que 
presentaron los niveles de producción de polisacáridos 
exocelulares más elevados, o bien que subjetivamente se 
consideraron a las cepas como filantes, al tocar el medio de 
cultivo con algun objeto como un asa bacteriológica o una pipeta. 
Una vez alcanzados estos niveles de producción se liofilizaron 
las cepas de interés y se mantuvieron al vacio a temperatura 
ambiente. 
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Apéndice II I. 

1) Soluciones requeridas para la extracción de pláamidoa de 
bacteriaa lácticas. (Somkuti y Steinberg, 1986). 

- DL-treonina 0.52 M 
- SDS 10 % 
- PEG (PM = 3,600) 24 % 
- NaOH 5N 
- NaCl 511 
- RNAsa IA 10 mg/ml en alícuotas de 25 uL 
- Buffer Tl; Tris 10 ml1-HC1, pH 8.2 
- Buffer T2; Tris 20 ml1-HC1. pH 8.2 
- Buffer T3; Tris 100 ml1-HC1, EDTA 10 mM, pH 8. 5 
- Buffer· T4; Tris 2 M-HCl, pH 7. O 
- Buffer T5; Tris 10 ml1-HC1, EDTA 100 mM, pH 8.0 

2) Soluciones requeridas para la extraccioón de pláamidos de 
Escheri chia nnll (B. M. Chassy-J. Morlon-Guyot, 1989). 

- Buffer STE; Tris 10 mM-HCl pH 7.5, NaCl 10 ml1, EDTA 1 mM. 
- Buffer TE 25-50; Tris 25 mM-HCl pH 8.0, EDTA 50 m!1. 
- Buffer TE 10-1; Tris 10 mM-HCl pH B.O, EDTA 1 mM. 

3) Soluciones requeridas durante la transformación de la cepa de 
Streptococcuo thermophilus NCFD 859. 

-Buffer EB (Electroporation Buffer) (Chassy, 198?). 

EB; Hepes 1 ml1 pH 7.4, MgCl2 1 ml1, Sacarosa 0.3 l1 

-Buffer de electroporación (Somkuti y Steinberg, 1988). 

Amortiguador de fosfatos 5 ml1 pH 7.0, con !1gC12 1 ml1 y Sacarosa 
0.3 M, pH 7.4 
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