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INTRODUCCION

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1, Generalidades.

Los alimentos producidos por accién de microorganismos han existido desde
tiempos muy antiguos. Se piensa que éstos aparecieron al mismo tiempo que cuando el
hombre se enfrentd por primera vez a los problemas de descomposicién y transmision de
enfermedades por alimentos. Entre estos alimentos se pueden mencionar el pan, la
cerveza, el vino y algunos alimentos lacteos fermentados, que tuvieron sus origenes en la
antigiledad, en diferentes lugares y que ahora se consumen practicamente en todo el
mundo (Wacher, 1990).

Las leches fermentadas son productos preparados a partir de leche entera, parcial o
completamente descremada, leche concentrada o leche sustituida parcial o completamente,
pasteurizada o esterilizada y fermentada por medio de microorganismos especificos
(Oberman, 1985).

La fermentacion de la leche permite mantener este alimento en buen estado durante
varios dias sin que pierda su calidad nutritiva, e inclusive la mejora desarrollando nuevas
caracteristicas de sabor, aromna, apariencia o textura. En algunos paises se prefieren fas
leches fermentadas con respecto a la leche fresca en vista de que se consideran mas
seguras desde el punto de vista microbiologico, ya que en elias es dificil que se presente el
crecimiento de microorganismos patogenos y, cuando ésto ocurre, es generalmente
originado por problemas en el transporte, pasteurizacion y refrigeracion de los alimentos
(Kroger ¢t al., 1989),

La fermentacion de la leche para la elaboracion de diversos productos seguramente
se origind durante el almacenamiento del alimento liquido, Los métodos tradicionales
aplicados en la produccion de leches fermentadas dependen de las condiciones climaticas y
de las circunstancias regionales, Existe una gran cantidad de leches fermentadas que varian
de acuerdo a los microrganismos empleados, a los tipos de leches y al procedimiento de
elaboracion (Green, 1982). Los nombres populares de las leches fermentadas tradicionales
originales se muestran en la tabla 1. En el proceso de fermentacion de las leches
intervienen un gran nimero de especies de bacterias lacticas y algunas levaduras. Durante
estas fermentaciones se acumulan metabolitos como el dcido lactico, el etanol y muchos
otros que conservan la leche y que le imparten sus caracteristicas sensoriales distintivas.

Actualmente existen nuevos tipos de leches fermentadas, preparadas con la adicion
de frutas o saborizantes, enriquecidas con vitaminas o conteniendo bacterias intestinales
seleccionadas tales como Lactobacillus acidophilus y varias especies de Bifidobacterium
(Kurmann, 1984; Puhan, 1988).



Nombre

tradicional

Prokish

Prostokvasha

Yoghurt
(yaghurt)

Leche bilgara

Kefir

Koumiss

Brano

Hoostanka

Zhentitsa

Riazhenka

Varencts
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Tabla 1. Leches Fermentadas,

Pals o regidn de

origen

Asia, Africa,
Europa

Medio Oriente,
Balcanes

Medio Oriente,
Balcanes

Bulgaria

Chucaso

Estepas asidticas

Bulgaria

Este de los
Cdrpatos

Este de los
Cérpatos

Ucrania, Rusia

Rusia

Tipo de leche,
condiciones

Fermentacion en bolsas
detela

Fermentacion cn
recipicntes de arcilla

Leche de vaca, oveja,
cabra o mezcla de leches

Leche de vaca, oveja
cabra o mezcla de teches

Leche de vaca, oveja,
cabra o mezcla de leche
en holsas de cuero o en
barriles de madera

Leche de yegua, camella
o burra en bolsas de
cuero

Leche de oveja, vaca

Leche de oveja, vaca o
mezcla de leches en
recipientes de madera
("berbenitza”)

Leche de oveja
fermentada con pasturas

Leche de vaca en
cualquier tipo de
recipiente

Leche de vaca en
cualquicr tipo de
recipicnte

Microbiota

Mezcla de bacterias lcticas,
desconocida

Streptococcus salivarius subsp,
thermophilus, ocasionalmente con
Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus

S. salivarius subsp, thermophtlus,
L. delbruekii subsp. bulgaricus,
Micracoccus y bacilos formadores
de esporas

L. delbruekii subsp. buigaricus

Lactococcus lactis y especics de
Leuconostoc, L. kefir, Candida
kefir, Torula kefir, Micrococeuy y
bacilos formadores de esporas

L. delbruekii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus acidophilus, Torula
koumiss, Kluyveramyces lactis,
Micrococcus y bacilos formadores
de esporas

L, delbruekii subsp. bulgaricus, S.
salivarius subsp. thermophilus,
levaduras

L. lactis, S. salivarius subsp.
thermophius, L. delbruekii subsp.
bulgaricus, levaduras

Mezcla de bacterias ldcticas y
levaduras

S. salivarius subsp. thermophilus y
algunas veces L. delbruekii subsp.
bulgaricus )

S salivarins subsp. thermophilus y
algunas veces L. delbruekti subsp.
bulgaricus



Nombre
tradicional

Villia (Filia)

Tact-mjdlk
Kjaddermilk

Skir

Sos-tej

Syuzma
Tan (than)

Tulum,
kurut

torba,

Gruzovina

Airan

Matzun, matzoni

Dahi (dadhi)

Gioduu

origen
Finlandia

Pen. Escandinava
Peu, Escandinava
Islandia

Hungria

Azcrbaijan

Armcnia

Turquia y Asia

ex Yugoslavia
Ciucaso, Bulgaria
Cducaso, Aricnia

India , Irdn

Italia, Cdreega

Tabla 1. Leches Fermentadas (Continuacion)
Pais o region de

Tipo de leche,
condiciones

Leche de vaca

Leche de vaca

Leche de vaca

Leche de vaca con la
adicion de renina, sin
sicro

Leche de oveja con fa
adicidn de renina con
POCO SUCTO

Leche de vaca

Leche de oveja, cabrao
mezcla de leches,
fermentacion en bolsas
de tela

Leche de oveja, cabra o
vaca, fermentacion en
bolsas de tela

Leche de ovejn, vaca o
mezcla de leches,
fermentacidn en bolsas
de tcla,

Leche de oveja, vaca o
mezcla de leches

Leche de oveja, cabra,
bifalo o mezclas de
leches

Leche de vaca, bifalo o
mezcla de leches

Lechie de oveja, vaca
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Microbiota

L. lactis subsp. lactis, L.
lactis subsp. cremoris,
Geotricum candidum

Mezcla de microbiota tctica
mesdfila

Mczcla de microbiota kictica
meséfila

L. delbruekii subsp.
bulgaricus, S. salivarius
swbsp. thermophilus, L. casei
subsp. casel

Mezcla no definida de
microbiota ldctica

"Bilgaros”

"Bulgaros"

Mezclas de microbiota
similar a la de} yoghun,
especifica para cada regidn
Mezcla de microbiota similar
a la del yoghurt, especifica
para cada regidn

S. salivarius subsp.
thermophiius y algunas veces
L. delbruekil subsp.
bulgaricus

S. salivarius subsp.
thermophilus

L. lactis subsp. /actis, S.
salivarius subsp.
thermophilus, L. delbruekii
subsp. buigaricus, L.
plantarum, levaduras

S. salivarius subsp.
thermophilus, L. delbruekil
subsp. bulgaricus

Tomado de Oberman, 1985 y modificada la nomenclatura microbiana de acuerdo a Garcfa-Garibay, 1993,

. me m em



INTRODUCCION

El yoghurt y otros alimentos lacteos fermentados han sido muy populares por
mucho tiempo en paises del Mediterraneo (los Balcanes, Norte de Affica), en el centro y
suroeste de Asia (Mongolia, Turquia, Irak, Iran, Siria) y en Europa Central. En muchos de
estos paises, el yoghurt es elaborado usando procedimientos tradicionales.

Desde la Gltima guerra mundial el consumo de yoghurt se ha incrementado no
Unicamente en paises Europeos, sino también en Estados Unidos, donde resalta su
produccion a escala industrial (Zourari e al.,, 1992).

En México se elaboran industrialmente el yoghurt que es con mucho la leche
fermentada mas importante, el yakult, el jocoque (equivalente al buttermilk efaborado en
Estados Unidos), y en menor produccion el labne o jocoque drabe. Existe también en
muchos hogares [a costumbre de elaborar leches fermentadas a nivel casero, pricipalmente

yoghurt, labne y sobre todo un producto denominado “bilgaros”, que en esencia equivale
al kefir.

1.2, Clasificacion de las Leches Fermentadas,

Resulta dificil elaborar una clasificacion de los principales tipos de leches
fermentadas debido a que sus caracteristicas pueden variar de un fabricante a otro o bien
debido al tipo de microorganismos iniciadores, de acuerdo a la region o del procedimiento
de inoculacién y aun de las condiciones climaticas. Sin embargo existe una clasificacién
propuesta por Marshall (1986), en la cual se toma como criterio el tipo de microbiota
dominante en diversos productos como puede apreciarse en la tabla 2. Esta clasificacion es
referida en revisiones recientes (Garcia-Garibay, 1993).

Tabla 2. Clasificacion de las Leches Fermentadas,
Grupo Microbiota Caracteristicas Producios

Lactococcus y Acidez baja o oquc, Buitermilk,
Leuconostoc moderada Leches escandinavas
(mesofilos)

Lactobacillus Acidez moderada o Leche bulgara, Leche
alta acidofila, Yakuly

Lactobacillus, Acidez moderada o Yoghurt, Dahi,

Streptocaoceus alta Labneh, Bioghurt,

(termofilos) Prostokvasha, Brano,
Gioddu

Bacterias Jicticas y Acidez y alcohol Kefir, Koumiss,
levaduras "Bulgaros"

Tomado de Marshall, 1986 y Garcla-Gasibay, 1993.

S PR,



INTRODUCCION

1.3 Beneficios Nutricionales de las Leches Fermentadas.

Las efectos benéficos de las leches fermentadas en la nutricion humana se deben no
solamente al alto valar nutricional asociado a la gran cantidad de compuestos propios de la
leche, sino que también dependen del contenido de una gran cantidad de productos
metabélicos. El acido lactico, principal producto metabolica ha mostrado propiedades
bacteriostaticas y en algunos casos efectos microbicidas contra microorganismos
contaminantes, particularmente contra algunos bacilos formadores de esporas y
coliformes. En general, los efectos antimicrobianos de las leches fermentadas pueden ser
atribuidos a acidos organicos, probiaticos o bacteriocidas, compuestos volatiles, perdxido
de hidrégeno y algunas otras sustancia atin no identificadas presentes en estos alimentos
(Pereira Martins, 1988; Oberman, 1985; Garcia-Garibay, 1993).

Por otra parte se ha observado que el consumo de leches fermentadas favorece fa
secrecion de jugos gastricos e intestinales. Existe también una muy buena aceptacion de
estos alimentos en personas lactasa-deficientes. De esta forma el yoghurt ha sido
propuesto para el tratamiento de acidez subnormal, hiperacidez y enfermedades uicéricas
{Oberman, 1985).

Se han reportado también efectos benéficos contra niveles altos de colesterol,
infecciones de la cavidad bucal, alteraciones en el aparato circulatorio, dafos a Ia piel, y en
favor de reacciones inmunologicas no especificas, entre otros (Marteau, 1993). Pero
debido a que los agentes responsables de estos efectos no han podido ser determinados, en
la mayoria de los casos se cuestiona sus beneficios desde el punto de vista médico.

1.4 Yoghurt, Definicion y Caracteristicas Generales.

En Francia, el término yoghurs puede ser usado legalmente para designar el
producto resultante de Ia fermentacion de Ia leche llevado a cabo exclusivamente con la
participacion de dos bacterias acido lacticas, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, las cuales deben presentar una poblacion
viable en el producto final aproximado a 10 millones de unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de yoghurt. Es notable que estas dos condiciones son rara vez
especificadas por la legislacion existente en muchos otros paises productores de yoghurt
{Zourari, 1992),

Se considera que la fermentacion debe realizarse con estos microorganismos
iniciadores empleando indculos del 0.5 al 1.0%, conuna proporcion de | a 1 en el mimero
de bacterias entre ambas especies (Kroger, 1989). De esta fermentacion debe de resultar
un liquido suave y viscoso, o un gel suave y delicado, de textura firme, uniforme, con la
minima sinéresis y con sabor caracteristico. Existen varios tipos de yoghurt, entre los que
se encuentran ¢l tipo firme, batido o agitado y liquido, algunos otros como el congelado,
deshidratado, entre otros, cada uno de ellos en forma natural o adicionado con sabores o
con fruta,
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En Meéxico el consumo de yoghurt en 1980 fué de 15 mil toneladas, lo cual
representd el 8% de los productos lacteos consumidos en nuestro pais en ese afio. En
1985 el consumo de este producto fué de 32 mil toneladas (mas del doble-en cinco afios),
representando el 13% de los lacteos producidos, alcanzando entre 1985 y 1990 una
produccion de 49 mil toneladas (Garcia-Garibay, 1993; Wacher ef al., 1993),

1.5 Actividades Metabdlicas de Importancia en la Elaboracion del Yoghurt.

El papel de los streptococos y lactobacilos en la elaboracién del yoghurt puede ser
sintetizado como sigue; acidificacion de la leche, sintesis de compuestos aromaticos,
desarrollo de textura y viscosidad. Este altimo aspecto es requerido principalmente para
yoghurts agitados y liquidos. De este modo, la elaboracion industrial del yoghurt toma en
consideracion estas tres propiedades para la seleccion de las cepas iniciadoras (Zourari,
1992). :

El principal papel de S. salivarius subsp. thermophilus 'y L. delbruekii subsp.
bulgaricus en la elaboracion del yoghurt es la acidificacion de la leche por la produccion
de una gran cantidad de acido lactico a partir de lactosa. El acido lactico reduce el pH de
laleche y conduce a una solubilizacion progresiva del fosfato de calcio micelar, Esto causa
la demineralizacién de las micelas de caseina y su desestabilizacion, lo cual genera la
completa precipitacion de la caseina en un rango de pH de 4.6-4.7 (Fox, 1989), Ademas,
el acido lactico provee al yoghurt con su caracteristico sabor acido (Zourari, 1992).

S. salivarius subsp. thermophilus es una bacteria esférica que se observa en pares
o cadenas y L. delbruekii subsp. bulgaricus es un bacilo largo, ambas son bacterias gram
positivas, termofilas que presentan una temperatura 6ptima de crecimiento entre 45 y 55
OC (Buchanan, 1974, Sneath et al., 1986).

Ambas bacterias son homofermentativas y transforman la lactosa de la leche a
acido lactico, responsable de la formacion del codgulo, firmeza y sabor écido
caracteristicos del yoghurt. La formacion de acido lactico en estas bacterias es por medio
de la ruta de Embden-Meyerhoff-Pamas, con un paso terminal de piruvato a lactato
debido a la accién de la lactato-deshidrogenasa aunque cada especie produce un
enantiomero diferente (Zourari, 1992). L. delbruekii subsp. bulgaricus produce el acido
D-(-) lactico en tanto que S. salivarius subsp. thermophilus produce acido L-(+) lactico.
La proporcion del isdmero L en el yoghurt es de 55 a 60% del 4cido lactico total, y solo
este enantiomero es asimilable por los mamiferos, aunque no hay ninguna evidencia de que
el enantidmero D resulte tdxico al hombre (Garcia-Garibay, 1993).

S. salivarius subsp. thermophilus hidroliza la lactosa por medio de la B-
galactosidasa, metabolizando solamente el residuo de glucosa y excretando la galactosa al
medio extracelular, mientras que la la hidrdlisis de lactosa por L. delbruekii subsp.
bulgaricus es por medio de la fosfo B-galactosidasa. El residuo de galactosa cuando puede
ser utilizado, es fosforilado por medio de la galactoquinasa para ser metabolizado dentro
de la via de Leloir (Zourari, 1992).

6



INTRODUCCION

El sabor tipico del yoghurt es debido al acido lictico y a varios compuestos
carbonilo como son el acetaldehido, acetona y diacetilo, producidos por S. salivarius
subsp. thermophilus 'y L. delbruckii subsp. bulgalricus. Ademas de éstas, se han
identificado muchos compuestos volatiles en el yoghurt, por ejemplo acidos grasos
volatiles (Turcic ¢/ al, 1969; Dumont, 1973) y varios compuestos derivados de la
degradacion termal de lipidos, lactosa y proteinas durante el tratamiento caliente de la
leche antes de la elaboracion del yoghurt como son, aldehidos, cetonas, alcoholes, lactonas
y compuestos azufrados (Tamime, 1980). El acetaldebido es considerado como el
principal componente del sabor del yoghurt (Law, 1981) y se ha subrayado la importancia
de éste en la proporcion de acetona (Bottazi, 1969). Es producido como un subproducto
de la via Embden-Meyerhof-Parnas (principal ruta de S. salivarius subsp. thermophilus), o
bien a partir de treonina (ruta empleada por L. delbruekii subsp. bulgaricus). Ambas
bacterias carecen de la enzima alcohol-deshidrogenasa, lo que las hace incapaces de
transformar acetaldehido a etanol (Zourari, 1992). El diacetilo contribuye al sabor
delicado total del yoghurt y parece ser importante cuando el contenido de acetaldehido es
bajo (Groux, 1973). Por otra parte, es muy dificil evaluar la contribucion de los varios
compuestos volatiles porque su percepcion sensorial varia considerablemente (Dumont,
1973). '

Los requerimientos de aminoacidos son satisfechos por las propias bacterias
hidrolizando las proteinas de la leche (caseina y proteinas del suero de la leche), principal
fuente de nitrdgeno para bacterias acido lacticas, las cuales utilizan con la accidon de
proteasas exocelulares, aminopeptidasas unidas a membrana y exopeptidasas (Zourari,
1992). L. delbruekii subsp. bulgaricus posee un sistema de proteasas y peptidasas
exocelulares, activas dentro de un amplio rango de temperatura y pH, mientras que S.
salivarius subsp. thermophilus posee una proteasa externa, probablemente unida a su
pared celular (Garcia-Garibay, 1993). La liberacion de aminoacidos no soélo satisface los
requerimientos de ambas bacterias, sino que el contenido de aminodcidos en el producto
final es alto, encontrandose grandes cantidades de acido glutamico y prolina (Oberman,
1985).

Al principio de la fermentacion para la elaboracion del yoghust, S. salivarius subsp.
thermaphilus crece rapidamente y es el principal responsable en la produccion de dcido
lactico. Al mismo tientpo, L. delbruekii subsp. bulgaricus crece lentamente pero produce
una gran cantidad de acetaldehido, acetoina y diacetilo (Salcedo, 1992). El crecimiento
sinérgico de ambas bacterias parece relacionarse con una simbiosis, en donde
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus proporciona aminodcidos esenciales y péptidos
a la otra bacteria al liberarlos al medio, mientras que S. salivarius subsp. thermophilus
produce dcido formico junto con CO,, el cual estimula la produccion de acido en L.
delbruekii subsp. bulgaricus (Rajagopal, 1990).

1.6 Consistencia y Textura del Yoghurt,
La leche empleada en la elaboracion del yoghurt puede modificarse al inicio de la

fermentacion, por la adicion de leche descremada en polvo u otros solidos de leche como
caseinatos, o por la concentracion por evaporacion, 6smosis inversa o ultrafiltracion. La
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finalidad de estas modificaciones es la de mejorar la firmeza del producto y darle al get una

mayor resistencia a los dafios mecdnicos, evitando asi el desuerado (sinéresis) durante el
manejo del yoghurt.

En algunos paises es muy comuin el uso de estabilizantes que también mejoran el
cuerpo, la textura, la sensacion tactil en la boca y la apariencia del yoghurt. Los
estabilizantes deben ser cuidadosamente elegidos para obtener las propiedades deseadas,
ya que estos pueden tener diferentes caracteristicas. Una mezcla adecuada de
estabilizantes puede dar mejores resultados que unc solo de ellos. Algunos comunmente
utilizados son: carragenina, grenetina, almidon, goma guar, goma de algarrobo, alginatos,
pectina, entre otros. El uso de estos aditivos en concentraciones superiores al 0.3%
pueden tener efectos adversos en el sabor, El uso de estabilizantes no estd permitido por la
legislacion en paises como Francia, Holanda, y México (Garcia-Garibay, 1993).

Alternativamente, si se desea un yoghurt con alta viscosidad, se tiene un efecto
similar cuando se emplea leche con un alto contenido de sélidos, que cuando se emplean
cepas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp.
bulgaricus capaces de producir polisaciridos exocelulares, los cuales se unen a la matriz
de proteina del sistema y evitan la sinéresis o desuerado (Schellhass, 1985). Estudios de
microscopia electronica de barrido mostraron que una parte del polisacarido producido
por una cepa filante de Lactobacillus cubre las células con una capa uniforme, y el resto
del polimero se enlaza entre células adjuntas y a la caseina por via de una densa red de
filamentos visibles influenciando de esta manera la viscocidad del medio (Botazzi, 1986;
Teggatz, 1990).

La utilizacion de cepas de bacterias productoras de exopolisacaridos, representa
una gran ventaja econdmica ya que permite el ahorro de leche y estabilizantes, y una
ventaja legal ya que se puede omitir el uso de estabilizantes en la elaboracion del yoghurt.

1.7 Taxonomia de Streptococcus salivarius subsp, thermophilus.

§. salivarius subsp. thermophilus es.el nuevo nombre propuesto para designar a
Streptococcus thermophilus, ef cual fué originalmente descrito por Orla-Jensen (1919), y
lo ubica aparte de los otros streptococos y especialmente de los streptococos lacticos,
siendo actualmente designados como lactococos. Es aislado exclusivamente de los medio
ambientes lacteos, fermenta pocos carbohidratos como son lactosa, sacarosa, glucosa y
algunas veces galactosa, y se caracteriza por su termorresistencia y crecimiento a altas
temperaturas las cuales pueden alcanzar de 50 a 52 ©C. Ademas no se ha encontrado
alguin antigeno grupo-especifico (Hardie, 1986).

Estudios de homologia DNA-DNA pueden suministrar mas informacion en estas
bacterias y puede cuestionar su clasificacion. El contenido de citosina mas guanosina (%
mol G+C) del DNA alcanza de 37.2 a 40.3 de acuerdo a Farrow y Collins (1984). Estos
autores obtuvieron 61-78% de homologia entre DNA de varias cepas de 8. thermophilus y
una sonda de . salivarins (la homologia entre DNA de cepas de §. salivarius y una sonda
de 8. thermophilus alcanzéd de 67-91%). De este modo confirmaron la alta homologia de
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DNA (70-100%) observada en un estudio previo por Kilpper-Biilz ef a/ (1982), para dos
cepas de cada especie. Con base en estos resultados, Farrow y Collins (1984), propusieron
que S. thermophilus deberia ser reclasificado como una subespecie de S. salivarins a pesar
de las grandes diferencias fenotipicas entre estas dos bacterias. El hecho es, que la lactato-
deshidrogenasa de las cepas-tipo de ambos streptococos tienen diferentes propiedades
(Garvie, 1978). Ademas, la termorresistencia de sus fructosa-ditosfato-aldolasas es
diferente, como es su nivel de homologia con la aldolasa de Enferococens faecalis fijada
por ensayos de inmunodifusion, a pesar de distancias de migracion muy cercanas (London,
1973).

En suma, Garvie y Farrow (1981) ubicaron previamente estas cepas
estreptococales en el mismo grupo, basados en la homologia entre su DNA y RNA
ribosomal de las cepas-tipo de Strepfococcus bovis (esta cepa ahora pertencce a la especie
Streptocaccus equinus, Schleifer y Kilpper-Bilz, 1987), pero en diferentes clusters.
Ademas, hibridacion molecular DNA-DNA entre varias cepas de S. thermophilus y S.
salivarius han producido Gnicamente un 60% de homologia en condiciones optinas y 30%
bajo condiciones estrictas de hibridacion (Schlcifer y Kilper-Baiz, 1987). Basados en
recientes datos de hibridizacion, diferencias fenotipicas y acontecimientos en biotipos
completamente diferentes (boca/leche), Schicifer y Kilper-Bilz (1987), sugirieron
mantener a S. thermophilus y 8. salivarius como dos especies separadas. Es obvio que la
taxonomia de S, thermophilus requiere discusion adicional y que se requieren mas datos
antes de alcanzar una decision definitiva.

Colmin et al (1991), desarrollaron una sonda de DNA la cual especificamente
hibridizé a 25 cepas de subespecies de thermophilus a dos cepas de subespecies de
salivarius. Esta hibridacion cruzada sugiere ambas especies comparten secuencias de
DNA comin, pero son necesarios mas datos para soportar una posible refacion entre estos
dos streptococos.

1.8 Polisacdridos Exocelulares en Baceterias Acido-Licticas.

La superficie de las células microbianas es una fuente rica en moléculas que
contienen carbohidratos. Algunas de éstas son nicas en su tipo, confinadas a un grupo
limitado de microorganismos. Estas moléculas son los componentes de las paredes
celulares microbianas tales como los mananos en levaduras, los dcidos teicuronico y
teicoico de bacterias, lipopolisaciridos y peptidoglicanos. Sin embargo, ademas de estos
componentes de la pared, los polisacaridos pueden encontrarse asociados con otras
macromoléculas de la superficie o totalmente disociados de la célula microbiana. Estos son
los exopolisacaridos o polisacaridos exocelulares que muestran considerable diversidad en
su composicion y estructura, Algunos de estos polimeros pueden tener una fuerte similitud
quimica con componentes de la pared celular, pero la mayoria poseen estructuras quimicas
no relacionadas con los constituyentes celulares.

Los exopolisacaridos se encuentran ampliamente distribuidos, especialmente entre
especies procariontes, entre los que se encuentran saprofitos de vida libre, patogenos al
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hombre, de animales y plantas. La mayoria de las microalgas producen algin tipo de
exopalisacaridos aunque es poco comin su produccion en levaduras y hongos
(Sutherland, 1990),

La definicion de exopolisacdridos (EPS) propuesta por Sutherland en 1972 provee
un términa general para describir todas las formas de polisacaridos ubicados en el exterior
de la superficie de las células microbianas y puede ser aplicado a polimeros de muy diversa
compasicion y de diferentes propiedades fisicas. Esta definicion contrasta con el término
glyeocalyx, que ha sido usado para representar un arreglo complejo de especies
macromoleculares incluyendo componentes los cuales son verdaderamente extracelulares,
junto con polisacaridos de la pared y muchas otras especies quimicas que no son
carbohidratos. Aunque este término describe estructuras vistas bajo el microscopio o
microscopio eclectrénico es inadecuada en términos quimicos. Los exopolisacaridos
nonnalmente no contribuyen por si misinos a la estructura microbiana; ya que los otros
componentes de la superficie celular no son inalterados si los exopolisacaridos estan
ausentes. Sin cmbargo, forman estructuras que pueden ser reconocidas per se por
microscopia de luz o electronica (Cerning, 1990; Sutherland, 1990),

Los EPS bacterianos pueden ser divididos en dos formas basicas. Como una
capsula (polisacarido capsular, PSC), en donde el polisacarido estd intimamente asociado
con la superficie celular y puede estar enlazado covalentemente. En contraste, los
palisacdridos mucaides o filantes no estan asociados con la superficie celular. La distincitn
entre PSC y polisacdridos filantes es a menudo definida operacionalmente por el grado de
asociacion con fa célula después de la centrifugacion. Sin embargo, {a diferenciacion de
~ estas dos formas puede ser dificil, ya que células que praducen grandes cantidades de PSC
pueden "liberar” algo del material de la periferia, dando la apariencia de produccion filante.
La mayaria de las bacterias presentan una preferencia para la produccién de una forma
sobre Ia otra, aunque algunas cepas de Kiebsiella sp. pueden praducir simultdneamente las
das quimicamente idénticas (Whitfield, 1988).

1.9 Composicion de los Exopolisacdridos,

Los polisacaridos son polimeros de residuos monosacaridos unidos por enlaces
glucosidicos que se forman por la eliminacion de una molécula de agua entre el hidroxilo
del grupo hemiacetal de dos residuos adyacentes. Ademas de los varios aziicares pueden
existir sustituyentes orgdnicos e inorgdnicos. Los carbohidratos que se encuentran en
microorganismos son extremadamente diversos, La mayoria de estos azicares se
encuentran en polisaciridos de animales y plantas. Los carbohidratos D-glucosa, D-
galactosa y D-manosa en las formas piranosa estdn presentes en muchos exopolisacaridos.
Las 6-desoxiliexosas, L-fucosa y L-ramnosa, frecuentemente estan también presentes. Una
distincion entre eucariontes y procariontes puede verse en la presencia de pentosas en
eucariontes. Los polisacaridos eucaridticos pueden contener pentosas, tales como D-
ribosa o D-xilosa, pero su presencia es menos comin en polimeros de procariontes.
Algunos polisacaridos pueden contener uno o méis azticares poco comunes, como las L-
hiexosas a formas furanosas de las hexosas, glucosa y galactosa.
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Se pueden encontrar también formando parte de los exopolisaciridos amino
azuicares, como son N-acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-galactosamina entre {os mas
comunes. El N-acetil-D-manosamina se encuentra ocasionalmente y existen también varios
aziicares amino poco comunes, tales como fucosamina y talosamina.

Los EPS bacterianos pueden ser divididos en dos grupos basados en su
composicion quimica. Pueden estar formados por un solo tipo de monosacéaridos
denominandose homopolisacaridos, o bien pueden estar tormados por varios tipos de
residuos, denominandose heteropolisacaridos. Existen formas lineares y ramificadas. Los
homopolisacaridos estdn constituidos por glucanos neutras, mientras que la mayoria de los
heteropolisacaridos parecen ser de naturaleza polianionica.

Muchos exopolisacaridos microbianos, incluyendo varios de potencial importancia
industrial son homopolimeros. Estos incluyen un gran nimero de glucanos, cuyo principal
componente es la D-glucosa, y poseen diversas estructuras con propiedades
significativamente diferentes.

A exepcion de las dextranas, los levanos y los mutanos la mayoria de los
polisacridos microbianos son probablemente heteropolisacaridos. Existen una serie de
polimeros con dos componentes azucarados hasta otros con cuatro o cinco
monosacaridos. La posible variedad de estructuras y diferencias resultan en propiedades
muy amplias indicadas por el niimero de posibles configuraciones y enlaces. Cada hexosa
puede tener enlaces o o P en la forma piranosa o furanosa, enlazados en la posicion 2, 3, 4
0 6. Sin embargo la mayoria de los polisacdridos que han sido descubiertos estin formados
de dos o tres azlicares y varios sustituyentes acilo. Es ademas probable que la mayoria de
los polimeros con potencial industrial contengan mds determinados tipos de enlaces, al
menos en la cadena principal, tal que éstos puedan conferir las propiedades fisicas
deseadas (Sutherland, 1990).

1.10 Funciones de los Exopolisacaridos Bacterianos.

Se han identificado bacterias que producen EPS en una variedad de nichos
ecologicos y parece que el papel preciso que desempefian depende del medio ambiente
natural del microorganismo. Se ha sugerido que la capacidad de producir EPS resulta en
una respuesta directa a las presiones selectivas en el medio ambiente (Dudman, 1977). Se
ha sugerido que los EPS pueden desempefiar un papel importante en la proteccion de la
célula contra la desecacian, fagocitosis y ataque de fagos, proveyendo a la célula de una
elevada tension de oxigeno, participando en el intercambio de iones metalicos,
funcionando como agentes adhesivos y en interacciones entre bacterias y plantas (Ceming,
1990).

Los EPS parecen no funcionar como fuentes de energia, ya que las bacterias

formadoras de polimero usualmente no son capaces de catabalizar el polimero que
sintetizan (Cerning, 1990),

t
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En una variedad de medio ambientes la sobrevivencia depende de la capacidad de
un microorganismo para adherirse a una superficie. La presencia de EPS en la adhesion
por biocapas sobre superficies innertes y biologicas ha sido reconocida hace poco tiempo,
auque sus implicaciones resultan en problemas tanto microbiologicos como comerciales y
son tan diversos como la limpieza de oleoductos hasta el ataque de caries dental
(Costerton ef al, 1987). Los beneficios de los EPS pueden manifestarse en eventos
subsecuentes tales como la estabilizacion y persistencia de la colonia,

La produccion de EPS, particularmente en la forma de capsulas, esta presente en
algunas bacterias patogenas y se ha visto son importantes en la bacteria para sobrevivir en
el hospedero por la evasion de la fagocitosis (Dudman, 1977). Esta evasion de 1a respuesta
inmune puede ser debida a la estructura quimica det PSC la cual lo mimetiza ante los
componentes de la célula del hospedero (Jann, 1983).

Se ha sugerido que las lectinas (proteinas enlazadas a polisacaridos) secretadas por
plantas leguminosas pueden ser importantes en el establecimiento de la asociacion
simbidtica con Rhizobium. La especificidad de la lectina para un Rhizobium particular
determina con cuales especies formar una asociacion.

Se ha planteado que los fagos reconocen y se enlazan a los exopolisacaridos. La
cola se mueve a lo largo de las cadenas de glucanos generando una abertura para la cabeza
del fago por via de la actividad de endoglucosidasas las cuales estan localizadas en la base
de la capside. La inyeccion del acido nucleico ocurre con {a ayuda de otro receptor de la
pared de la célula hospedero (Lindberg, 1977).

La mayoria de las funciones adscritas a los EPS son de naturaleza protectora. La
capacidad de un microorganismo para rodearse de una capa de EPS altamente hidratada
puede proveerlo de proteccion contra la desecacion y la depredacion por protazoarios.
Ademas, la presencia de polisacarido en gel alrededor de la célula puede tener efectos
significativos en las propiedades de difusion en el interior y exterior de la célula (Dudman,
1977). Los EPS aniénicos pueden enlazar y afectar la penetracion a la superficie celular de
iones metalicos Utiles y téxicos (Dudman, 1977). Células inmersas dentro de una matriz de
polimero pueden por momentos, ser inaccesibles a agentes antibacterianos tales como
antibidticos (Costerton ef al, 1987).

1.11 Efecto Estresante de Agentes Antibidticos y Mutdgenos en Bactctias.
1.1L.1, Efecto Estresante de los Antihidticos en Bacterias.

Los antibioticos y las bacteriocinas son compuestos quimicos derivados del
metabolismo secundario producidos por microorganismos que inhiben o matan un amplio
espectro de microorganismos de especies estrechamente relacionadas o diferentes cepas de

la misma especie (Jay, 1992). La mayoria de los antibitticos usados son producidos por
hongos y bacterias det género Strepromyces. Algunas sustancias parecidas a antibioticos
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son producidas por Bacillus sp. La nisina es producida por algunas cepas de Lactococcus
lactis, aunque no es considerada por muchos como un antibidtico sino como una
bacteriocina.

El ataque a bacterias puede ocurrir en varias formas, tales como la disolucion de la
pared celular o bien por inhibicion de la sintesis de proteinas. Existen diversos antibidticos
entre los que destacan la ampicilina, tetraciclina, novobiocina, cloramfenicol, kanamicina y
neomicina. Cada uno de estos antibioticos opera a través de un inecanismo diferente, por
ejemplo, la tetraciclina se enlaza a una de las proteinas de la subunidad 30S del ribosoma e
inhibe la translocacion ribosomal al bloquear el centro A del ribosoma lo que impide la
union de nuevos aminoacil-tRNAs, el cloramfenicol enlaza a la subunidad ribosomal 50S
de los ribosomas mitocondriales y en los ribosomas 70S de células procariontes inhibiendo
la sintesis de proteinas, la ampicilina enlaza e inhibe varias enzimas en la membrana
bacteriana que estdn involucradas en la sintesis de la pared celular (Sambrook, 1989,
Lehninger; 1976). El efecto bactericida de la novobiocina perjudica la integridad de la
membrana celular e inhibe la funcién de la subunidad B de la enzima DNA girasa, lo cual
tiene como consecuencia la inhibicién de la division celular por la inhibicion de la sintesis
de acidos nucleicos (DNA y RNA) (Althaus, 1988; Smith, 1967). Algunas veces, por
cambios otorgados en la codificacion del genoma y particularmente en plasmidos, una
bacteria puede adquirir una caracteristica que le permita resistir la accion de uno o varios
antibioticos (Begley, 1994).

Se pueden incluir sustancias que inhiben el crecimiento en un medio de cultivo para
prevenir el crecimiento de determinados microorganismos. Las bacterias varian
ampliamente en su sensibilidad a los antibioticos, los cuales consecuentemente pueden ser
usados a bajas concentraciones para prevenir el desarrollo de las bacterias sensibles en una
poblacion inicial (Rehm, 1981).

A concentraciones mayores, un antibidtico es generalmente téxico para organismos
procariontes pero no para algunos eucariontes. La penicilina por ejemplo, es un agente
muy usado para la purificacion de eucariontes como protozoarios, hongos y algas que son
contaminados por bacterias. Contrariammente, organismos procariontes son insensibles a
polieno, o antibidticos como nistatina, los cuales son generalinente toxicos para
organismos eucaridticos. La incorporacion de este tipo de antibidticos en medios de
aislamiento algunas veces pueden ser aprovechados en la purificacion de bacterias
altamente contaminadas por hongos o amibas (Rehm, 1981).

1.11.2 Efecto de los Mutdgenos en Bacterias.
La mutagénesis es la fuente de toda variacion genética la cual puede resultar en la
produccion de una proteina mutante o afectar el control de la sintesis de un producto

genético (Smith, 1991).

El efecto mutagénico al que estan expuestos los seres vivos, cominmente no da
todos los posibles tipos de mutacion, por lo que en el laboratorio se pueden generar
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organismos con una elevada tasa de mutacion para diversos experimentos o para la
explotacion comercial después de una reduccion de costos al incrementar la productividad,
la capacidad de utilizar materiales renovables o sustratos baratos o bien, al generar nuevas
propiedades fisiscas o quimicas deseables en los productos. Estos cambios en Ia tasa de
mutacion pueden lograrse por el uso de agentes fisicos y quimicos los cuales incrementan
la velocidad esponténea a la que ocurren normalmente (Rowlands, 1984; Smith, 1991),

Los mutagenos son clasicamente divididos en dos tipos: fisicos, como la radiacion
ultravioleta, gamma y X; y quimicos como etil metano sulfonato (EMS), metil nitroso
guanidina (NTG) y bromuro de etidio. La mayoria de los mutagenos producen mas de un
tipo de daiio en el DNA, pero el grado en el cual producen los diferentes tipos de dafio
varfa con el mutdgeno. Asi por ejemplo, la radiacion U.V. da una elevada proporcion de
dimeros de pirimidina, la radiacion ionizante da un elevado grado de rompimientos en
cromosoma, EMS y NTG son agentes alquilantes y el bromuro de etidio se enlaza al DNA
por intercalacion entre las bases, causando un desenrrollamiento del DNA (Rowlands,
1984; Sambrook, 1989).

1.12 Utilizacién de Colorantes en la Identificacion de Organismos Productores de
Exopolisacaridos, :

E! aislamiento de una cepa pude ser dividida en la seleccion a partir del medio
ambiente natural, o dentro de una poblacién obtenida por un tratamiento mutacional
(Rehm, 1981).

Los métodos de deteccién/seleccion baratos, simples y muy rapidos son de gran
valor para el aislamiento de cepas, por ejemplo los métodos de tincidn selectiva para
colonias en placas son usados en numerosas ocasiones. Un buen ejemplo es la
identificacion de colonias productoras de polisacaridos en placas visualmente, debido a su
apariencia gelatinosa,

Lafferty en 1979 identifico colonias productoras de polihidroxibutirato (polimero
del 4cido butirico) por su coloracion blanca lechosa, apariencia de forma de cupula y por
su reaccion con Sudan Negro B. Otro ejemplo es el trabajo de Hacking en 1983, quien
aislo variantes inestables en la sintesis de alginato de Psewdomonas mendocina en un
medio con carbenicilina, La razon de esta propuesta fué que aunque las pseudomonas
normalmente no producen polisacarido, se aislan frecuentemente variantes mucoides de
pacientes con fibrosis cistica, cuando son tratados por largos periodos con carbenicilina
(Rowlands, 1984).

La utilizacion de colorantes en la identificacion de polisaciridos exocelulares y de
polimeros de carbohidratos en general se ha usado, en la cuantificacion de actividades
xilanoliticas mediante el uso del Rojo Congo (Capalash et al., 1990), para medir
exopolisacdridos en fioculos de lodos activados utilizando Rojo de Rutenio (Figueroa,
1989) y en la deteccion de Sa/monella con la ayuda de Rojo Neutro (Pettiper, 1989).
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Salcedo (1992) ha propuesto un método de seleccion por la absorcion de los
colorantes Rojo Neutro y Rojo de Rutenio en bacterias lacticas de las especies
Streptococeus salivarius subsp. thermophilus y Lactobacillus delbrueki subsp. bulgaricus,
como un procediniiento que permite diferenciar macroscopicamente colonias filantes y no
filantes. Estos colorantes pueden unirse a la fraccién de polisacaridos de la pared celular
en bacterias gram positivas (Figueroa, 1989; Pettiper, 1989). Las diferencias coloniales
entre cepas filantes y no filantes de ambas especies bacterianas son un elemento
importante en la identificacion de colonias de bacterias productoras de polisacaridas
exocelulares, lo cual es fundamental al tratar de manipular genéticamente las cepas, puesto
que se ha reportado la incapacidad de continuar con los trabajos para determinar
caracteristicas genéticas especificas de las cepas productoras de palimeros debido a la falta
de un método de seleccion de colonias filantes (Vescovo er al., 1989),
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Las bacterias que producen exopolisacaridos han sido identificadas en una variedad
de nichos ecoldgicos y parece que el papel preciso que desempefian depende del medio
ambiente natural del microorganismo. Las células inmersas dentro de una matriz de
polimero, pueden por momentos, ser inaccesibles a agentes antibacterianos tales como
antibioticos al ser considerados principalmente como mecanismos de defensa (Costerton ef
al, 1987).

Algunas bacterias acido-lacticas termofilas, como Streptococcus salivarius subsp.
thermaophilus, son capaces de producir exopolisacaridos (EPS) que en leches fermentadas
como el yoghurt originan un producto con mayor viscosidad y mejor textura,
incrementando la resistencia a la manipulacion mecénica y disminuyendo notablemente el
fenomeno de sinéresis (Wacher, 1993). Ademas, el uso de estas bacterias permite que la
elaboracion de yoghurt sea utilizando leche a su concentracion normal como materia
prima. Esto representa una ventaja economica, ya que permite el ahorro de sblidos de
leche y de estabilizantes (Garcia-Garibay, 1993).

Debido a que estos polimeros desempeitan un papel fundamental en la operacion
reologica y la textura de las leches fermentadas son de suma importancia desde el punto de
vista industrial. Sin embargo, un problema que impide la utilizacién de estas cepas a gran
escala es la inestabilidad en la produccién de estos polimeros (Ceming el al, 1988,
Cerning, 1990).

Son pocos los estudios disponibles en la caracterizacion y produccion de estos
polimeros, por lo que existen diversos grupos de trabajo en el mundo que han tratado de
encontrar los aspectos genéticos y fisiologicos con los que se relaciona la produccion de
EPS en estas bacterias lacticas termofilas (Garcia-Garibay, 1985; Cerning, 1986, 1988,
1990; Somkuti, 1986; Petit, 1991; Zourari, 1992; Salcedo, 1992).

A la fecha solo se han determinado algunas de las caracteristicas estructurales de
los polimeros producidos por bacterias Acido lacticas termofilicas. Se desconocen los
detalles de las rutas biosintéticas y se han propuesto algunas explicaciones en torno al
fenomeno de inestabilidad para la produccion de EPS relacionadas con la presencia de
plasmidos. Hasta el momento no existen evidencias de una posible pérdida de plasmidos
que codifiquen esta caracteristica (Vedamuthu, 1986; Vescovo ef al, 1989). El hecho es
qud existen cepas filantes de bacterias del yoghurt estudiadas que estén libres de plasmidos
{Cerning, 1986, 1988, 1990, Salcedo, 1992; Zourari, 1991).

Una hipotesis propone que la inestabilidad puede ser parcialmente debida a la
presencia de enzimas glicohidroliticas capaces de degradar el polisacdrido (Cerning, 1988,
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JUSTIFICACION

1990). Otra idea sugiere que la inestabilidad puede ser explicada por la eliminacion de una
fraccion de la poblacion capaz de producir el polimero (Salcedo, 1992).

Se han llevado a cabo numerosos estudios para mejorar cepas ya existentes o para
desarrollar nuevas cepas de bacterias acido lacticas involucradas en la produccion de
alimentos fermentados con el propdsito de mejorar la calidad de los productos. A menudo
se seleccionan cepas con caracteristicas que producen cambios eficientes en los productos
deseados (McKay, 1990).

Se han realizado algunos trabajos de aislamiento y seleccion de cepas, resultado del
tratamiento mutagenico de bacterias lacticas con propdsitos particulares. Ejemplos de ésto
son el mejor aprovechamiento de la fuente de carbono como sustrato (Benateya, 1990;
Sinha, 1990), mejorar la actividad proteolitica en la aceleracion de la maduracion de
quesos (Gasson, 1984; Feirtag, 1987), en la utilizacion del citrato que permite la
formacion de cantidades excesivas de piruvato, el cual es usado para incrementar la
produccion de diacetilo modificando el sabor de leches fermentadas (Chuang, 1970), entre
otros.

En nuestro grupo de trabajo la novobiocina y el bromuro de etidio fueron
utilizados por Salcedo (1992) como agentes curantes de plismidos en las cepas filante y
no filante de S. salivarius subsp, thermophilus. El anélisis de las colonias tratadas con
estos agentes mostraron en algunas de ellas un posible incremento en la produccién de
exopolisacaridos. De esta manera, en la figura 1 se muestran las estrategias propuestas
para la obtencion de una cepa mejorada en la produccion de exopolisacarido consistentes
en el tratamiento de los microorganismos con dos grupos de agentes quimicos:
antibioticos como ampicilina y agentes que interfieren en replicacion de DNA como
novobiocina y bromuro de etidio.

1, Primer Tratamiento
con Agentes Quimicos

2. Segundo Tratamicnto
con Agentes Quimicos

3. Seleccion y Aislamiento
de Colonias

4. Evaluacién de la Produccién
de Exopolisacdridos

Fig. | Estrategias propuestas para la obtencion de ccpas hiperproductoras de EPS.



OBJETIVOS

CAPITULO 3

OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL,

Mejorar la produccién de exopolisacaridos en Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus.

2. OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Establecer los niveles basales de produccion de exopolisacaridos en las cepas filante y no
filante en funcion del namero de resiembras y tamaiio de la poblacion,

b) Validar la absorcién del colorante rojo neutro en medio sélido como un método para Ia
seleccion de cepas de interés en la produccion de exopolisacaridos.

¢) Probar sustancias quimicas antibioticas y que interfieren en replicacion de DNA, que
incidan en la produccion de exopolisacaridos.

d) Evaluar la cantidad de exopolisacarido producido y el tamaiio de la poblacion en cepas de
interés resultantes de los tratamientos quimicos, después de un determinado numero de

resiembras,



CAPITULO 4

MATERIALES Y METQDOS

1. Microorganismos Empleadas.

MATERLALES Y METODOS

Se utilizaron las siguientes cepas de bacterias lacticas de Sireptococcus salivarius

subsp. thermophilus:

a) Cepa NCFB 859 obtenida de la coleccion NCFB (National Collection of Food Bacteria,
Schinfield, Reading, Inglaterra), con fenotipo filante o mucoide y gal~. Este microorganismo
se observa como cocos en cadenas largas y algunas cortas.
b) Cepa ST233 obtenida de la coleccion INRA (Institut National de Ia Recherche
Agronomique, Francia), con fenotipo no filante o no mucoide y gal~. Este microorganismo
se observa como cocos en cadenas cortas o pares.

Las cepas fueron mantenidas por el método de liofilizacion usando como soporte
leche descremada y por el método de congelacion en chaquiras de vidria con glicerol
(Technical Service Consultants, LTD) a -20 0C como se muestra en [a tabla 3.

Tabla 3, Mantenimiento y conservacion de cep

Liofilizacién . Congelacién en perlas de vidrio (-20°C

a8,

salina y pasar en viales
con perlas de vidrio

Cultivo en medio sintético 50 ml Cultivo cn  medio {0ml
sintético
Centrifugacion 6 000 rpin/15 min/ { Centrifugacién 5 000 rpm/15 min
4°C :
Decantar sobrenadante Decantar sobrenadanre
Lavar con solucién salina 10m! Lavar con solucién 10ml
0.9% esiéril salina 0.9% csiéril
Centrifugacién 6 000 rpnv/tS min/ | Centrifugacion 5000 rpmy/1S min “
49C
Decantar sobrenadante Decantar sobrenadante
Resuspender paquete celular 2mi Lavar con solucién 10 ml
en viales con leche estéril salina 0.9% estéril
Liofilizar Centrifugacion $ 000 rppn/ 15 min
Decantar sobrenadante
Resuspender  paquete
celular  en  solucién

Agitar y retirar el
glicesol

La identificacion y certificacion de pureza de los microorganismos se determind
empleando el sistema API 50 CH de BioMériux, que consiste en la fermentacion realizads

Congelacién
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por una suspension bacteriana agregada a un total de 49 pozos con un carbohidrato diferente
en cada uno. La capacidad de fermentar un determinado azlicar se determina por el cambio
de color del indicador pirpura de bromocresol como resuitado de la formacion de 4cido
lactico. Se empled una modificacion a las especificaciones del proveedor sustituyendo la
obtencion de microorganismos «que se realiza a partir de cajas, por microrganismos
obtenidos a partir de una fermentacion en lote sin agitacion con la finalidad de garantizar una
cantidad suficiente de microorganismos para la fermentacion de los azicares, como puede
observarse en la tabla 4.

Tabla 4, ldentificacion de los microorganismos por el sistema API 50 CH,

Cultivo en medio sintético
JiCentrifugacién $ 000 rpny/1S min/4°C
J{Decantar sobrenadante

Resuspender paquete celular

2ml de agua destilada estéril

Transferencia ¢t gotas (n) e un vial con agua
destilada estéril, hasta igualar cl estdndar de Mc
Farland

vial con 5 ml de agua destilada estéril
n= niimero de gotas cmpicadas para igualar Ia
turbidez del cstdndar

Tomar 2n y resuspender en niedio S0 CHL

Tomar de esta solucidn hasta lenar cada pozo

100 ul

Cubrir con aceite mineral, colocar agua cn la base

370C/24 h

del contenedor e incpbar

2. Medios y Condiciones de Cultivo,

Para la realizacion de este trabajo se utilizé el medio sintético MRS (de Man, Rogosa
y Sharpe, 1960) de Difco, adicionado con lactosa como fuente de carbono (Salcedo, 1992).
La composicion de este medio se ilustra en la tabla 5.

e Tabla 5. Composicion del medio sintético.

. Medio sintético MRS-Lac

Proporeion (g/1)
10 )
10
5
20

Citrato de amonio

Acetato de sodio

Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Fosfato de potasio dibdsico

Al realizar cultivos en medio sélido se agregd al medio sintético agar bacteriologico
(Difco) en una proporcion de 15 gA. Para preparar el medio MRS-Lac/Agar/Rojo Neutro se
adicioné ademas de los componentes atttes citados, rojo neutro en una proporcion de 24
mg/l (Salcedo, 1992).
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MATERIALES Y METODOS

La recuperacion de las cepas a partir de liofilizados y de interés durante el trabajo se
realizo en de leche descremada bacteriologica al 11% (Skim Milk, Difco).

Todos los medios se esterilizaron a 121 °C o 15 Ibs de presion por pulgada cuadrada
durante 15 minutos.

Se realizaron precultivos antes de cada experimento inoculando éstos con 1% (v/v)
del tubo con leche de las cepas recuperadas a partir del liofilizado. Se realizaron cultivos en
lote sin agitacion en matraces Erlenmeyer con 50 ml de medio sintético, inoculando cada
matraz con 1% (v/v) del precultivo. Todos los cultivos fueron incubados a 37 OC durante 24
h.

3. Determinacion de Crecimiento.

La determinacion de crecimiento fué realizada por el método de cuenta en placa por
vaciado en medio MRS-Lac/Agar, utilizando solucion salina isotdnica como diluyente de las
muestras de cultivo, Las placas se incubaron a 37 9C durante 24 h.

4, Extraccion y Cuantificacion del Exopolisacirido.

Se ha propuesto que la produccion del polisacarido en este microorganismo se
encuentra asociado a la célula de tal manera que el polimero seditnenta con el paquete
celular durante una centrifugacion. Se empled la metodologia propuesta por Cerning (1986),
que se basa en el tratamiento del paquete celular con la enzima pronasa, la didlisis contra
agua destilada y su posterior cuantificacion por azticares totales. La estrategia de extraccion
que presenta las modificaciones realizadas por Escalante (1994) se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Extraccién del exopolisacérido.

| Procedimiento | Proporcion | Condiciones ____|

Cultivo en medio sintético 379C
Centrifugacion 6 000 rpnv15 min/4 °C
Decantar sobrenadante
Lavar con solucién salina 0.9% 10 m}
Centrifugacion 5 000 pny/5 min
Decanlar sobrenadante
Romper células con TCA 5% 5 ml
Centrifugar, decantar y transferir
a tubo Eppendorf

Lavar con buffer de reaccion 1 ml
Resuspender en  buffer de 1 ml EDTA 0.1 M, TRIS 0.1 M, SDS
i 0.5%

lncubar en bailo seco (Dri-Bath) 400C/20 h
Llevar a 5ml con agua deslilada : Bolsa de didlisis con poro de
dializar contra agua destilada 12 000 a 14 000 Da, 4 °C/24 h
ﬁzﬂcarcs totales Me¢étodo de Fenol-Sulfiirico

21



MATERIALES Y METODOS

La determinacion del polimero se efectué mediante el método de cuantificacion de
azicares totales por fenol-sulfirico (Dubois ef a/, 1956). Este procedimiento se basa en la
oxidacion de los azicares en presencia de sustancias acidas como la mezcla de acido
sulfiirico-fenol, formando anillos furanicos coloridos cuantificables en el espectrofotémetro.
Para este método se prepar6 una curva estandar de glucosa en un rango de 10 a 100 pg/ml.
La cantidad de azicares totales se expresé como g equivalentes de glucosa/m! a una
determinada dilucion. La técnica se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Cuantificacién del exopolisacdrido.

Obscryaciones

Mucstra 1 ml
Fenol 5% 1 mly mezclar
H,S0, concentrado 5m)
Agitar en vortex *
Incubar 259C/ 25 min
Lecr absorbancia 490 nm

*Precaucidn, reaccion exotérmica.

§. Tratamiento de Bacterias con Agentes Quimicos.

El tratamiento quimico se realizo al colocar en tubos de prueba con 10 ml de medio
MRS-Lac liquido distintas concentraciones de un agente quimico determinado. Se inoculé
con 1% de un precultivo cada uno de estos tubos y se incubaron a 37 ©C durante 20 horas.
Al transcurrir este tiempo, se tomo una alicuota de 1% y se inoculé una segunda serie de
tubos bajo las mismas condiciones. Es necesario sefialar que para cada tubo de prueba
correspondi6 una sola concentracion de agente quimico y que ésta fué la misma
concentracion que se utilizd para el segundo tratamiento. Se emplearon como agentes
quimicos ampicilina a concentraciones de 1 a 5 pug/ml, novobiocina de 20 a 80 pug/ml y
bromuro de etidio de 1 a 4 jg/m!l. Las concentraciones probadas fueron las empleadas por
Salcedo (1992) en la curacion de plasmidos de estos microorganismos. Para cada etapa del
tratamiento se realizo un blanco que consistio en el crecimiento de los microrganismps sin
ningtin tratamiento quimico bajo las mismas condiciones de incubacion.

6. Seleccion y Aislamiento de Colonias Bacterianas.

Para efectuar la seleccion y aislamiento de colonias se plaquearon 100 ul de una
suspension de células a partir de una serie de diluciones de las muestras originales en placas
con medio MRS-Lac/ Agar/ Rojo Neutro, las cuales fueron incubadas a 37 ©C por 24 h. Al
transcurrir este tiempo se recuperaron solo dos colonias con mayor tamaiio dentro de un
total aproximado de S0 colonias muestradas por cada placa con palillos estériles, una con
mayor absorcion del colorante rojo neutro (caracteristica que se denominé rojo) y otra con
menor absorcion (caracteristica denominada blanco). Ambas colonias fueron transferidas a
tubos con 10 ml de medio MRS-Lac incubandose 48 h a 37 °C.
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7. Evaluacion de 1a Produccion de Exopolisacdridos en Cepas Aisladas,

Para evaluar la produccion de exopolisacaridos en las cepas de interés se ajustaron
por turbidez los indculos de las cepas recuperadas al 1% y se inocularon matraces con 50 ml
del medio de cultivo MRS-Lac liquido. Después de una fermentacién en lote sin agitacion
por 20 ha 37 OC se cuantifico la produccidn de exopolisacaridos en cada una de las cepas de
interés y tras varias resiembras,
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RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO §

RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Inestabilidad del Fenotipo Filante,

En la figura 2 se muestra la cuantificacion del exopolisacarido realizada por el
método de Escalante y col. (1993) en el medio de cultivo sintético MRS-Lac liquido. Con
esta metodologia, se valoro la inestabilidad en la produccidn de estos polimeros en la cepa
filante después de transcurridas cinco resiembras. Este fenomeno de inestabilidad se ha
descrito ya en algunos trabajos para diferentes cepas de bacterias licticas y se ha propuesto
que puede ser parcialmente debido a la presencia de glicohidrolasas capaces de degradar el
polisacérido (Cerning, 1986; 1988; 1990; Salcedo, 1992). Anteriormente la produccion de
exopolisacaridos en cultivos en leche se ha observado subjetivamente por la capacidad de
bacterias filantes de formar filamentos al momento de tocar el medio de cultivo con algin
objeto, lo cual representa desventajas metodoldgicas en la evaluacién de la produccion de
estos polimeros (Salcedo, 1992; Cerning, 1990). Las mediciones de viscosidad, las cuales
son usadas como una indicacion de la produccion. de exopolisacaridos son dificiles de
interpretar en alimentos como el yoghurt, particularmente por ser soluciones no
Newtonianas dada la de interferencia de la matriz proteica del gel y la estrecha relacion entre
microorganismos, proteina y EPS (Ceming, 1990; Teggatz, 1990),

EPS (ug cq. glucosa/ml)

700

No. de resiembras

no filante . filante

Fig. 2 Produccién de EPS (ug cq. glucosa/ml) cn las Cepas no Filante y Filante
cn Funcién del Niimero de Resiembras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se observa que la produccion de polimero en la cepa filante inicialmente es de
362.34 pg EPS/ml, la cual disminuye hasta la resiembra 5 a un valor de 195.39 ug EPS/ml,
lo que representa una disminucion en la produccion de casi la mitad respecto a la produccion
de la primera resiembra. Estos valores contrastan con una mayor produccion de EPS
registrada por Escalante (1993) en la misma cepa filante, empleando el medio Bellinker
modificado. '

Se observa ademas que la cepa que no responde al fenotipo filante también produce
un polimero cuantificable por esta metodologia y con un nivel de produccién mayor al
determinado en la cepa filante. Esta cepa no filante presenta una produccion de
exopolisacarido con muy poca variacion a lo largo de las cinco resiembras sucesivas
empleadas con valores aproximados a los 550 pig/ml,

2. Relacién Entre 1a Produccién de Exopolisaciridos y el Tamaiio de la Poblacion,

Al evaluar el crecimiento poblacional en estas bacterias a lo largo de cinco
resiembras, se encontrd que la poblacion de la cepa filante disminuye de un valor de 9.8x 107
UFC/ml hasta un valor de 5.7x107 en la segunda resiembra, para incrementarse nuevamente
hasta alcanzar un valor de 1.1x108 en la quinta resiembra como puede apreciarse en la figura
3.

Crecimicnlo (UFC/inl)

No. de resicinbras

Fig. 3 Cuantificacién Poblacional (UFC/ml) de la Cepa Filante
en Funcién de! Namero de Resiembras.
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Anteriormente se planted la posibilidad de que la inestabilidad en la produccion de

EPS en estas cepas pueda ser explicada por la eliminacion de una fraccion de la poblacion

bacteriana capaz de producir estos polimeros (Salcedo, 1992). El hecho es que aunque se ha

-sabido del fenomeno de inestabilidad presente en estas bacterias, éste no se habia
relacionado con el tamaiio de la poblacion.

Los resultados muestran que la inestabilidad en la produccion de polimero en la cepa
filante no estd asociada a una disminucion en la poblacion, dado que mientras la
concentracion del polimero disminuye como se observa en la figura 2, la poblacion se
recupera en funcién del mismo tiempo empleado (ver figura 3). Indican también que
probablemente el resultado del consumo del sustrato que se destina a la produccién de
polimero es canalizado a la produccion de biomasa, en las resiembras en las cuales disminuye
la produccion de polimero (ver figuras 2 y 3).

En la cepa no filante como se muestra en la figura 4, la poblacion en la primera
resiembra tiene un valor de 2.3x 1010 UFC/ml que se incrementa hasta alcanzar un pico en la
resiembra cuatro de 4.1x1010 UFC/ml para disminuir hasta un valor de 3.0x10!0 UFC/ml en
la quinta resiembra. Estos resultados mueslran un incremento notable en la biomasa
favorecido en este medio de cultivo comparada con la cepa filante. Sin embargo aun con las
variaciones en el crecimiento no se altera la produccion de EPS en esta cepa (ver figuras 2 y
4).

s Crecimienlo (UFC/ml)

No. de resiembras

Fig. 4 Cuaniificacién Poblacional (UFC/ml) de la Cepa no Filante
en Funcidn del Numero de Resicmbras.
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3. Produccion Especifica de Exopolisaciridos,

Con la idea de confirmar si la cepa no filante es una mayor productora de EPS, se
evalud la produccion especifica dada por la relacion entre la cantidad de exopolisacarido que
se tiene por unidad formadora de colonia. En las figuras 5 y 6 se observa que la cepa filante
produce una mayor cantidad de polimero con respecto a la cepa no filante con una
produccion de 3.7x10°6 ug eq. EPS/UFC en la primera resiembra y alcanzando un pico en la
segunda de 6.2x10 g eq. EPS/UFC para disminuir hasta un valor de 1.8x106 g eq.
EPS/UFC en la resiembra cinco.

, Produccion especifica (ug ¢q. EPSAUFC)

4
x10)

! 2 3 4 H)

No. de resicmbras

Fig. 5 Produccion Especifica de EPS (ug eq. glucosi/UFC) en Ia Cepa Fllante
en Funclton del Namero de Resiembras.

Para a cepa no filante el nivel de produccion especifico maximo se obtiene en la
segunda resiembra con 4.6x108 ug EPS/UFC y disminuye hasta un valor de 1.8x10°8 ug
EPS/UFC en la Giltima resiembra. De esta forma la produccion especifica indica que la cepa
con fenotipo no filante produce un polimero detectable por esta metodologia, aunque en
menor cantidad por UFC que la cepa filante.
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Las diferencias fenotipicas entre ambas cepas se observan por la capacidad de la cepa
filante de formar filamentos al momento de tocar el medio de cultivo con algin objeto, lo
cual sugiere una distinta estructura en los polimeros producidos. Se ha reportado que un
organismo que puede producir ain la misma cantidad de polimero que otro pero con una
estructura ligeramente diferente en su composicion, puede resultar en diferentes
caracteristicas reologicas generadas en el medio (Cerning, 1990).

s Produccion especifica (ug. ¢q. EPS/UFC)

8
(x10)

No. de resiembras

Fig. 6 Produccién Especifica de EPS (ug cq. glucosa/UFC) en la Cepa no Filantc
en Funcion del Namero de Resicmbras.

4. Absorcién del Colorante Rojo Neutro Como un Método Para la Seleccién de Cepas
de Interés en la Produccion de Exopolisacaridos,

Salcedo (1992) reportd diferencias morfologicas debidas ¢n principio al grado de
absorcion del colorante Rojo Neutro entre colonias de la cepa filante y no filante en S.
salivarius subsp. thermophilus como puede apreciarse en las figuras 7A y 7B. Las colonias
de la cepa filante se observan circulares, lisas, con absorcion intensa del colorante en la parte
central, mientras que en la cepa no filante se observan colonias lisas un poco mas grandes,
sin absorber el colorante en forma tan intensa. Estos datos resultan importantes, puesto que
diferentes autores han reportado la incapacidad de continuar con los trabajos para
determinar caracteristicas geneéticas especificas de las cepas productoras de polimeros,
debido a la falta de un método de seleccion de colonias filantes (Vescovo ef al, 1989).
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Se efectud también el crecimiento de ambas cepas en una misma placa con medio
MRS-Lac/Agar/Rojo Neutro y se observaron diferentes grados de absorcion del colorante
Rojo Neutro entre las cepas filante y no filante en las colonias plaqueadas como puede

apreciarse en la figura 7C.

A

Fig. 7 Morfologia colonial de las cepas de S. salivarius subsp. thermophilus en MRS-Lac/Agar/Rojo
Neutro. A) Cepa NCFB 859, filante, B) Cepa ST233, no filante, y C) filante+nofilante,
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Con base en lo anterior, se utilizo la absorcidn diferencial del colorante Rojo Neutro
como un método de seleccion de colonias hiperproductoras de exopolisacdrido después de
un tratamiento con agentes quimicos antibiticos y mutagénicos de las cepas filante y no
filante y el resultado de esta seleccion se evaluo al cuantificar la producién de
exopolisacrido después de una fermentacion en lote sin agitacion.

S. Efecto de los Agentes Antibidticos y Mutigenos en la Poblacién Bacteriana.

El efecto de los agentes quimicos en las poblaciones bacterianas de las cepas filante y
no filante fué evaluado al registrar el nimero de unidades formadoras de colonias obtenidas
después del tratamiento con cada uno de los agentes quimicos, en las poblaciones inicial y
final. En la tabla 9 se muestra que ambas sustancias antibioticas tuvieron efecto
disminuyendo el tamaiio de la poblacion, muy probablemente debido al dafio que estas
sustancias pueden ocasionar en la biosintesis de la pared bacteriana (Althaus, 1988;
Sambrook, 1989). El antibiético que mayor dafio ocasiond a la poblacion de ambas cepas
fué la novobiocina, dado que este antibiético puede tener efecto tanto en la integridad de la
membrana celular como en la replicacion de los acidos nucleicos por inhibicidn de la enzima
DNA girasa resultando como consecuencia una inhibicion de la division celular (Althaus,
1988; Smith, 1967).

Tabla 9, Efecto de los Agentes Antibioticos en Ia Poblacién.

El efecto del bromuro de etidio (ver tabla 10),

Condicioncs Concentracién Cepa Filante Cepa no Filante
(pg/ml (UFC/ml) (UFC/ml)
Controles 0 9.8xt07 2.4x10!0
Ampicilina 1 6.8x10° 2.8x10%
5 3.5x10? 2.0x104
Novobiocina 20 1.3x104 4.3x104
80 5.3x10! 7.0x102

muestra también un dafio a la

poblacién de ambas cepas que puede deberse a la intercalacion que puede tener esta
sustancia entre las bases del DNA, llegando a causar la pérdida de pequefios fragmentos de
DNA (Sambrook, 1989) y transtornos cn la replicacion de DNA.,

Tabla 10. Efecto del Bromuro de Etidio en la Poblacién,

Condiciones Concentracion Cepa Filante Cepa no Filante
‘mi (UFC/ml) (UFC/ml)
Controles 0 9.8x107 2.4x 1010
Bromuro de Etidio | 8.4x104 1,0x107
4 1.7x10? 2.6x10*

La poblacién bacteriana en ambas cepas disminuye por efecto de los agentes

probados lo que nos permite seleccionar unicamente las colonias que pueden resistir el
tratamiento estresante con la idea de que los cambios generados en el ambiente permiten la
seleccion de nuevas caracteristicas en las hacterias y propician el aislamiento de variantes
genéticas, dado que se puede encontrar una amplia diversidad en la composicion genomica
de las poblaciones de microorganismos (Arber, 1990).
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6. Efecto de los Agentes Antibidticos y Mutigenos en la Produccion de
Exopolisacdridos,

Aunque Ia funcion de los polisaciridos bacterianos parece depender del habitat
donde se encuentran, al ser considerados principalmente como mecanismos de defensa
contra condiciones adversas consideradas como presiones de seleccion (Withfield, 1988), los
resuitados encontrados indican que no es posible determinar un pation de induccion en la
produccion de exopolisacdridos de las colonias aisladas por el efecto de los agentes quimicos
empleados. En la tabla 11 se muestra el efecto de la ampicilina, que parece favorecer
ligeramente la produccién del polimero en la cepa filante cuando son utilizadas
concentraciones intermedias, en tanto que con concentraciones mayores la produccion
disminuye considerablemente comparado con la produccion de Ia cepa filante original,

Tabla 11, Colonias Aisladas a Partir de Ja Cepa Filante Después de un Tratamiento
con Ampicilina,

Efecto de 1a Amplcilina en {a Produccidn de Exopolisacdridos

Colonias Blancas Colonias Rojas
EPS (g eq. glucosa/ml) EPS (ug eq. glucosa/ml)
335.75 357,718
272.34 404.95
371.36 410.29
198.31 20746
203.62 221,19

Cantrol Cepa Filante 35037 pg eq.plucosa/ml

En la tabla 12 se muestra el efecto de la novobiocina sobre la produccion de EPS. Se
presenta una disminucion de la produccion de polimero conforme se incrementa la
concentracion de antibiotico empleado aunque se tiene un repunte cuando se emplea una
concentracion de 80 pg/ml. Esta disminucion en la produccién es alin mayor que fa
registrada con ampicilina lo cual bien puede deberse al doble efecto que la novobiocina tiene
a nivel de la membrana celular como en la replicacion de los acidos nucleicos (Althaus,
1988; Smith, 1967).

Tabla 12. Colonias Aisladas a Partir de }a Cepa Filante Después de un Tratamiento con

Novobiocina.
Efecto de la Novobiocina en la Produccion de Exopolisacaridos
Colonias Blancas Colonias Rojas
(ug/mi) EPS (ug eq. glucosa/in}) EPS (ug eq. ghtcosa/ml)

20 286.07 353.88

40 239.21 393.96

149.82 155.36

260.17 310.73

Control Cepa Filante 350.37 pg eq. glicosa/m!
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RESULTADOS Y DISCUSION

El bromuro de etidio como se muestra en la tabla 13, parece actuar como una
sustancia efectora negativa de la produccion conforme aumenta la concentracion aplicada y
llega a favorecer la produccion en la cepa filante cuando se utiliza en bajas concentraciones.
A una concentracion de 1 pg/ml se vid favorecida la produceion de polimero en un nivel de
produccion maximo obtenido & partir de la cepa filante.

Tabla 13. Colonias Aisladas a Partir de 1a Cepa Filante Después de un Tratamiento con
Bromuroe de Etidio.

Efecto del Bromuro de Etidio en la Produccién de Exopolisacdridos

Dosis Colonias Blancas Colonias Rojay
(ug/mh) EPS (ug eq. glucosa/ml) EPS (ug eq. glucosa/ml)
1 272.34 464.58
2 237.64 409.40
3 250.27 284.30
4 247.53 201.98
350.37

g eq. glucosa/m}

En las tablas 14 y 15 se muestran el efecto de la ampicilina y novobiocina

respectivamente sobre la produccion de EPS, en colonias obtenidas a partir de la cepa no
filante. En las colonias aisladas, las sustancias antibi6ticas inciden de manera poco favorable
en ¢l incremento de la produccion de polisacarido y en algunos casos llegan a disminuir la
produccion de polimero hasta muy por debajo del nivel de produccion obtenido en la cepa

original.

Tabla 14, Colonias Aisladas a Partir de la Cepa No Filante Después de un Tratamiento

con Ampicilina,

Efecto de la Ampicilina en la Produccion de Exopolisacdrides

Dosis Colonias Blancas Colonias Rajas
(ug/mi) EPS (ug eq. glucosa/inl) EPS (pg eq. glucosa/ml)
1 382.00 37047
2 255,21 318.88
3 352.47 436.88 “
It 4 447.31 275.52
382.34 16%.50

Cabe destacar que la produccion de EPS en la cepa no filante se vio favorecida

cuando se tratd con 60 y 80 pg/ml de novobiocina lo cual representa los niveles de
produccion maximos obtenidos a partir de esta cepa como puede observarse en la tabla 15.
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Tabla 15, Colonins Aisladas a Partir de la Cepa no Filante Después de un Tratamiento con

Novobiocina,
Efcctode la Novobiocina en la Produccion de Exopolisaciridos
Dosis Colonias Blancas Colonias Rojas
(ng/ml) EPS (pg/ml) EPS (pg/ml)

Il 20 399.51 193.59
40 3197.04 405.67

60 618.99 707.77

80 659.68 847.10

Control Cepa no Filante 554.34 pug cq. plucosa/m!

La seleccion de colonias de la cepa no filante obtenidas por el tratamiento con
bromuro de etidio, muestra en la tabla 16 una disminucion en el nivel de produccion de
polisacarido comparado con la cepa original y al igual que en la cepa filante, ocurre un
efecto negativo en la produccion conforme se incrementa la concentracion del bromuro de
etidio.

Tabla 16, Colonias Aisladas a Partir de la Cepa no Filante Después de un Tratamiento con
Bromuro de Etidio ‘

Efccto del Bromuro de Etidio en la Produccion de Exopolisacaridos

Dosis Colonias Blancas Colonias Rojas
(pug/mb) EPS (ug/mi) EPS (ug/ml)
t 512.08 500.55
2 520.86 424.81
3 374.86 305.16
i 351.81

A partir de la seleccion de colonias de la cepa filante después del tratamiento con los
diferentes agentes quimicos, se observa que hay un patron distintivo entre colonias rojas
(que absorben mas el colorante) y blancas (que absorben menos que las rojas) dentro del
contexto de todas las colonias muestreadas de la caja, este patron coincide con una mayor
produccion de polimero por parte de las colonias rojas con respecto a las blancas cuando
son llevadas a una fermentacion en lote. Esto refleja la utilidad practica del método como
una herramienta valiosa para la preseleccion de colonias de interés en la produccion
exopolisacaridos a partir de la cepa filante.

La seleccion de colonias de la cepa no filante por la absorcion de colorante después
de los tratamientos quimicos, no responde al patron distintivo entre rojas y blancas cuando
se evalua la produccion de polimero. Se puede observar que la absorcién de colorante no se
correlaciona con la produccion de polimero como se presenta en la cepa filante. Esto puede
ser debido a un arreglo estructural diferente del polimero sintetizado, el cual no permite la
absorcion intensa del colorante, imposibilitando un ficil reconocimiento de variantes en la
produccion de expolisacdrido.
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7, Aislamiento de Cepas Hiperproductoras de Exopolisacaridos,

Después de los tratamientos quimicos empleados, se aislaron tres cepas de interés en
la produccion de exopolisacaridos bajo el criterio de mayor absorcién del colorante Rojo
Neutro y mayor produccion en medio liquido después de una fermentacion en lote sin
agitacion. La primera de ellas, denominada como CFR, se aislo a partir de la cepa filante
después del tratamiento con bromuro de etidio a una concentracion de 1 pg/mi y representa
un incremento en la produccion total de polimero cercano al 30% con respecto a la cepa
original y con un fenotipo filante como se muestra en la fig. 8.

EPS (ug eq. glucosa/ml)

CrR filante

Fig. 8 Produccidn de EPS (ug eq. glucosa/mt) por las Cepas CFR y Filante
en MRS-Lac Despuds de 24 h de Fermentacion,
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Se evalud el nivel de produccion total de exopalisacarido en la cepa CFR como se
aprecia en la figura 9, a lo largo de cinco resiembras. Se observa un incremento en la
produccion de polimero con el nimero de resiembras, contrario a lo que ocurre en la cepa
filante donde la produccion disminuye (ver figura 2). El nivel de produccion en la cepa CFR
de polimero va de los 464.58 pg EPS/ml en la primera resiembra a los 694.25 pg EPS/ml en
la quinta en una perspectiva de recuperacion en la produccién de exopolisacarido.

EPS (ug eq. glucosa/ml)

800

700

600

500

400

300

200

No. de resiembras

Fig. 9 Produccidn de EPS (ug ¢q. glucosa/ml) cn la Cepa CFR
cn Funcidn del Numero de Resiembras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 10 se observa que la poblacion bacteriana de-la cepa CFR se incrementa
de un valor de 2.4x106 UFC/ml en la primera resiembra hasta un pico en la tercera de
3.28x109 UFC/mi para disminuir finalmente en la quinta resiembra hasta un valor de 7.3x105
UFC/ml, aunque estos niveles son menores que los obtenidos en la cepa filante original (ver
figura 3). Este compartamiento en el crecimiento muestra que la cepa CFR, fuera de la
resiembra 3 tiene una tendencia a disminuir en vez de aumentar como ocurre en la cepa
filante original (ver figura 3) a lo largo de las resiembras empleadas.

Crecimiento (UFC/ml)

15

No. de resicmbras

Fig. 10 Cuantificacion Poblacional (UFC/mt) de Ja Cepa CFR
cn Funcion del Nimero de Resicmbras.

Como se muestra en las figuras 9 y 10, puede existir una relacion inversa entre el
nivel de produccion de polimero con respecto a la cantidad de biomasa generada a lo largo
de las resiembras empleadas, de manera que cuando se incrementa el nivel de produccion del
polimero la biomasa disminuye o viceversa.
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En la figura 11 se muestra la produccion especificade la cepa CFR. Se observa que la
cantidad de polimero formado aumenta como en la produccion total. En la cepa CFR la
produccion especifica se incrementa de un valor inicial de 1.8x10% pg EPS/UFC en la
primera resiembra hasta un valor de 9.5x10~ pg EPS/UFC en la dliima, ¢l cual represcnta
un incremento del 81% en la produccion especifica del polimero. La produccion especifica
en esta cepa para la primera resiembra, representa un 98% mas en la produccion que el
registrado para la cepa filante original,

o Produccion especifica (ug EPS/UFC)

-4
{x10)

No. de resiembras

Fig. 11 Produccién Especifica de EPS (ug ¢q. glucosa/UFC) en la Cepa CFR
en Funcion del Noimero de Resiembras.
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Se obtuvieron también otras dos cepas de interés en la produccion de
exopolisacaridos a partir de la cepa no filante original después del tratamiento con
novobiocina, bajo el criterio de mayor absorcion del colorante Rojo Neutro y mayor
produccion en medio lquido después de una fermentacion en lote sin agitacion. Estas dos
cepas, que no responden al fenotipo filante rojo fueron denominadas como SR obtenida

, después del tratamiento con 60 pg/ml y 6R obtenida después del tratamiento con 80 pg/ml,

La cepa SR present6 una produccién total de exopolisacérido de 707.77 pug EPS/ml
en tanto que en la cepa R fué de 847.10 pg EPS/nil. Estos valores representan, como se
observa en la figura 12, un incremento del 27.68% y 52.81% respectivamente comparados
con la cepa original,

EPS (ug ¢q. glucosa/ml)

1,000

800

600

400

00 1

SR 6R no filante

Fig, 12 Produccidn de EPS (ug cq. glucosa/ml) por las Cepas SR, 6R y no Filante
en MRS-Lac Después de 24 h de Fermentacion,
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Se evalud la produccion total de polimero de ambas cepas tras varias resiembras y se
observo una disminucion paulatina de la produccion como puede apreciarse en la figura 13
Esto difiere de lo observado en la la cepa no filante original. La produccion de la cepa 5R
disminuy6 de 707.77 a 556.86 g EPS/m! después de un repunte en la quinta resiembra, en
tanto que la cepa 6R muestra una produccion de 847.10 pg EPS/ml en la primera resiembra
y disminuye hasta una produccion de 498.02 pig EPS/ml en la iltima. Todos estos valores en
produccion, excepto los de la primera resiembra, se encuentran muy aproximados al nivel de
produccion de la cepa no filante original (ver figura 2).

EPS (ug ¢q. glucosa/ml)

1,000

800

600

400

200

No. de resiembras

Bk W6R

Fig. 13 Produccién de EPS (ug eq. glucosa/ml) ¢n las Cepas SR y 6R
en Funcién del Niiniero de Resiembras.
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La poblacion de ambas cepas, como se muestra en la figura 14, se incrementa en la

cuarta resiembras hasta 1.7x108 UFC/m! en la cepa SR y 3.3x108 UFC/ml en la cepa 6R y

~disminuye en la Gltima resiembra hasta valores de 8.3x107 UFC/ml y 1.5x108 UFC/ml

respectivamente. Con estos datos se observa un menor crecimiento poblacional de esta cepa
comparado con la cepa no filante original (ver figura 4).

Crecimiento (UFC/ml)

No. de resiembras

f@Asr MR

Fig. 14 Cuantificacion Poblacional (UFC/mi) de las Cepas SRy 6R
en Funcién de) Numero de Resiembras,
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RESULTADOS Y DISCUSION

La produccion especifica en estas cepas muestra ¢l grado de inestabilidad en la
produccion de polimero como puede observarse en la figura 15, que confirma el
comportamiento obtenido inicialmente, aunque solo la cepa 5R muestra un incremento en la
segunda y en la quinta resiembras. La produccion especifica obtenida en estas cepas sin
embargo, es mejor que el nivel de produccin que se obtiene en la cepa no filante, que es del
orden de 10-8 g EPS/UFC (ver figura 6).

Produccion especificn (ug EPS/UFC)

No. de resiembrms

sk Mok

Fig. 15 Producclén Especifica de EPS (ug ¢q. glicosa/UFC) en las Cepas SR y 6R
en Funcién del Nitmero de Resiembras,
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Después del desarrollo de este trabajo se llego a las siguientes conclusiones:

Se evalud la produccion de exopolisacaridos en las cepas filante y no filante de S.
salivarius subsp. thermophilus en el medio sintético MRS-Lac. Con este medio fué posible
determinar en la cepa filante el problema de inestabilidad en la produccion de
exopolisacaridos que se ha reportado en diferentes cepas de bacterias lacticas (Cerning et
al., 1988; Cerning, 1990).

Se observé que existe una relacion inversa entre el nivel de produccion de
exopolisacirido y el tamafio de la poblacidn en las cepas filante y CFR. Cuando disminuye el
nivel de produccion del polimero en la cepa filante la biomasa se incrementa y cuando
aumenta la produccion de polimero en la cepa CFR la poblacion disminuye.

El medio sintético MRS-Lac favorece mucho mas el crecimiento de la cepa no filante
que el de la filante. Debido a ésto, la cepa no filante se muestra al evaluar la produccion
total, como una mayor productora de polimero por su alto crecimiento poblacional.

La produccion especifica del polimero indica que la cepa filante produce una mayor
cantidad de exopolisacarido por unidad formadora de colonia comparado con la produccion
de la cepa no filante. Apreciamos que ambas cepas producen polimero y que las diferencias
encontradas en el fenotipo filante pueden ser debidas a un diferente arreglo estructural.

Se valido el método de seleccidn por la absorcion del colorante rojo neutro entre las
cepas fllante y no filante, como un criterio confiable para la deteccion de cepas de interés en
la produccidn de exopolisacaridos. Unicamente en la cepa filante se puede establecer una
relacion entre mayor color y produccion.

El uso de sustancias estresantes disminuyé el nivel de poblacion de ambas cepas.
Unicamente el bromuro de etidio a bajas concentraciones y la novobiocina a elevadas,
incidieron favorablemente la produccion de exopolisacdridos. El uso de ampicilina no
favorecio el incremento de la produccion del polimero y en algunos casos la disminuyo,

Se aislaron tres cepas de interés en la produccion de exopolisacarido. La cepa
denominada CFR obtenida a partir del tratamiento con bromuro de etidio, presenta un
incremento en la produccion cercano al 30% determinado a partir de la produccion total y
un 80% en la produccion especifica. Esta cepa mostro incrementos en la produccion tras
varias resiembras, fenomeno contrario al que se presenta en la cepa silvestre. El crecimiento
poblacional en esta cepa tras las mismas resiembras empleadas, tiende a diminuir cuando el
polimero se incrementa,
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Las cepas denominadas como 5R y 6R, aisladas después del tratamicnto con
novobiocina, presentan un incremento en la produccion total de polimero cercano al 30 y
50% respectivamente, comparados con la cepa no filante original. La produccion de
polimero disminuye después de varins resiembras, pero adn con esta disminucion la
produccion especifica se mantiene por encima de la cepa original. Se observa también un
menor crecimiento poblacional de esta cepa comparado con la cepa no filante.
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PERSPECTIVAS

PERSPECTIVAS

Con base en los resultados que se obtuvieron en este trabajo se sugieren realizar las
siguientes recomendaciones:

1) Determinar la estructura y tipos de enlace de los exopolisaciridos producidos por las
cepas filante y no filante para tratar de explicar las diferencias en absorcion de colorante.

2) Evaluar el papel del tipo y concentracion de azicar con respecto al nivel de produccion,
la estructura y la composicion del exopolisacarido.

3) Identificar las enzimas clave involucradas en la biosintesis de exopolisacaridos en las
cepas filante y no filante para conocer la canalizacién de los metabolitos que expliquen los
cambios en produccion, relacion EPS/biomasa y cambios en el comportamiento de
inestabilidad.

4) Caracterizar las cepas mutantes en términos de:

a) Estructura y composicion de exopolisacaridos.

b) Asimilacion de sustrato y diferencias en patron de crecimiento.

c) Actividades enzimaticas involucradas.

d) Cambio en comportamiento a través de resiembras, lo cual podria sugerir la presencia o
ausencia de actividad glicohidrolitica.
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