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LA TORMENTA. .. 
... la que est6 

Nacer6 de choques de estos dos vientos, llega ya su tiempo, se atiza ya el horno de la historia, 
reina a/rora el viento de arriba, ya viene el viento de abajo, ya la tormenta viene ... as/ ser6. .. 
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Cuando amaine la tormenta, cuando la lluvia y fuego dejen en paz otra vez la tierra, el mundo 
ya no ser6 mundo, sino algo mejor. 

Subcomandante Marcos 



CONTENIDO 

Lista de Figuras 

Lista de Tablas 

RESUMEN 

l. INTRODUCCION 

2. GENERALIDADES 

2.l 
2.2 
2.3 
2.3.l 
2.3.2 
2.3.3 
2.3.3.l 

2.3.4 
2.4 
2.4.l 

2.4.2 
2.4.3 

2.4.4 
2.4.5 

3. 

4. 

4.l 
4.2 
4.3 
4.3.l 
.4~3.2 
4.4 
4.5 
4.5.l 
4.5.2 
4. 5.3 
4.6 

Morfología de las bacterias lácticas del yoghurt 
Relación simbiótica de las bacterias del yoghurt 
Metabolismo de las bacterias lácticas 
Metabolismo de carbohidratos 
El papel de los aminoácidos y los péptidos 
Sistema proteolítico 
Papel del calcio en la síntesis de enzimas 
proteolíticas 
Transporte de aminoácidos 
Bacterias lácticas f ilantes 
Detección y cuantificación de polímeros producidos 
por bacterias lácticas 
Biosíntesis de polisacáridos 
Composición y estructura química de polisacáridos 
microbianos 
Función de los polisacáridos microbianos 
Factores genéticos asociados a la producción de 
polisacárido 

OBJETIVOS 

MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos . 
Confirmación de la identidad de la cepa 
Conservación de cepas 
Conservación a largo plazo 
Conservación a corto plazo 
Preparación de inóculos 
Análisis 
Cuantificación del polímero 
Determinación del crecimiento 
Determinación de la actividad proteolítica 
Diseño de esperimentos 

plgina 

iii 

iv 

l 

3 

3 
4 
4 
s. 
9 
12 

16 
17 
18 

19 
20 

20. 
. 23. 

23 

25 

26 

. 26 
... 26 

28· 
28 
29 
29 
29 
29. 
30 
31 
31 



4.6.l 
4.6.2 

4.6.3 

4.6.4 

4.6.5 

4.6.6 

5. 

5.1 
5.2 
5.3 
5.4 

5.5 

5.6 

5.7 

5.8 

6. 

7. 

ii 

P'!Jin& 

Estabilidad en la producción del polímero 31 
Efecto de medios con diferente relación 
carbohidrato/proteína en la producción de polímero 32 
Efecto del uso de suero ultrafiltrado adicionado con 
casaminoácidos, triptona o caseína en la producción de 
polímero 33 
Efecto de la concentración de casaminoácidos 
en la producción de polímero 35 
Efecto de diferentes grupos de aminoácidos en el 
crecimiento y producción del polímero 36 
Determinación de la actividad proteolítica de cepas 
filantes y una no f ilante de L. delbrueckii 
ssp. bulgaricus 37 

RESULTADOS Y DISCUSION 38 

Verificación de la identidad de las cepas 
Conservación·de cultivos 
Estabilidad en la producción del polímero 
Efecto de medios con diferente relación 
carbohidrato/proteína en la producción del polímero 
Efecto del uso de suero ultrafiltrado adicionado 
con casaminoácidos, triptona o caseína en la 
producción del polímero 
Efecto de la concentración de casaminoácidos en la 
producción del polímero 
Efecto de diferentes grupos de aminoácidos en ··.el 
crecimiento y producción del polímero 
Determinación de la actividad proteolítica de .cepas; 
filantes y no filantes de L. delbrueckii 
ssp. bulgaricus 

CONCLUSIONES 

RECOMENDACIONES 

BIBLIOGRAFIA 

39· 
.. 38 

40 

.41 

49 .. 

. 53, 

59 
: .:· ·. 

62 

68 

69 

71 



iii 

LXSTA DB PXGURAS 

P:l.gura P4g:l.na 

2.l Vías para la utilización de lactosa y galactosa en 
bacterias ácido lácticas. 8 

2.2 Rutas metabólicas homofermentativa y heterofermentativa 
propuesta para bacterias lácticas. 10 

2.3 Localización y distribución de enzimas proteolítcas 
de bacterias lácticas. 13 

4.l Diagrama experimental. 27 

5.l Producción de polímero de cepas liofilizadas de L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus, utilizando dos medios de 
suspensión. 39 

5.2 Producción total de polímero por L. delbrueckii ssp. 
bulgaricus en medios con diferente relación 
carbohidrato/proteína. 43 

5.3 Cinética de crecimiento de L. delbrueckii ssp. bulgaricus 
en medios con diferente relación carbohidrato/proteína. 45 

5.4 Producción específica de polímero por L. delbrueckii ssp. 
bulgaricus en medios con diferente relación 
carbohidrato/proteína. 4 7 

5.5 Producción de polímero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus 
en diferentes fuentes de nitrógeno. 49 

5.6 Cinética de crecimiento de L. delbrueckii ssp. bulgaricus, · 
en diferentes fuentes de nitrógeno. · · ·.51 

5.7 Producción específica de polímero por L. delbrueckii ssp. 
bulgaricus en diferentes fuentes de nitrógeno. '52 



5.e 

5.9 

Producci6n total de polímero por · L. delbrueckii 
ssp. bulgaricus a diferentes concentraciones de 
casaminoácidos. · · 

Cinética de crecimiento de L. d.;lb;u~;;Jcii bulgaricus a 
diferentes concentraciones de casaminoácidos. 

iv 

54 

56 

5.10 Producci6n específica de polímero por L. delbrueckii ssp. 
bulgaricus a diferentes concentraciones de casaminoácidos. 57 

5.11 Crecimiento y producci6n de polímero por L. delbrueckii 
ssp. bulgaricus en un medio con diferentes grupos de 
aminoácidos. 60 

5.12 Actividad proteolítica específica de tres cepas de 
L. delbrueckii ssp. bulgaricus en leche descremada. 64 

5.13 Cinética de crecimiento de tres cepas de L. delbrueckii 
ssp. bulgaricus en leche descremada. 65 

5.14 Producci6n total de polímero de dos cepas de L. 
delbrueckii ssp. bulgaricus en leche descremada. 67 

LJ:STA DB TABLAS 

Tabla P4gina 

2.1 Concentraciones mínimas de aminoácidos requeridos por 
algunas bacterias lácticas para un máximo crecimiento ll 

2.2 Enzimas proteolíticas purificadas de Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus. 16 

4.1 Composici6n química de medios. 33 

4.2 Composici6n química del suero ultrafiltrado. 34 

4.3 Grupo de aminoácidos probados como fuente de nitr6geno. 36 

5. l Cambios en la producción del polímero por la_.·C::epa .... 
NCFB 2772 de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. 41 



RESUMEN 

Se realizó un estudio del efecto de la fuente de nitrógeno en la producción de un 

polisacárido exocelular por una cepa filante de Lactobacil/us delbrueclcii ssp. bulgarlcus. 

Se comparó el crecimiento y la producción de polisacárido en medios con diferente 

relación carbohidrato/proteína, encontrándose que en un concentrado proteico se obtuvo el mayor 

crecimiento, comparado con leche, suero lácteo y suero con casarninoácidos. La relación 

carbohidrato/proteína del medio no afectó la producción especifica del polisacárido. 

Se estudió el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno y se obtuvo iina mayor producción 

especifica del polisacárido con la fuente más hidrolizada (casaminoácidos) que con triptona, 

caseína y leche. La concentración de casaminoácidos afectó la producción especifica del 

polisacárido. A menor concentración de casaminoácidos mayor producción especifica del 

polisacárido. Ningún aminoácido estimuló la producción del polisacárido. Sin embargo, la 

tirosina y la prolina mejoraron ligeramente el crecimiento. 

La cepa filante de Lactobac//lus delbrueckii ssp. bu/garicus NCFB 1489 presentó una 

actividad proteolltica mayor (13.I mg tirosina/ufc x JO") que las cepas filantes NCFB 2772 y 

NCFB 2483, las cuales presentaron actividades de 6.36 y 8.61 mg tirosina/ufc x JO" 

respectivamente. Esto sugiere que la actividad proteolltica baja de las bacterias lilantes provocan 

un menor crecimiento y tiene como consecuencia una mayor producción de polímero, comparado 

con las no filantes. 



1. INTRODUCCION 

El yoghurt es IUI producto fennentado, producido al inocular leche con Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgarlcus y Streptococcus salivarlus ssp. thermophllus en IUla proporción 

de 1:1. 

Una alternativa interesante para la elaboración de yoghurt es la utilización de bacterias 

filantes, las cuales producen IUI polisacárido que mejora la textura y la apariencia del producto ya 

que, aumenta la viscosidad y disminuye considerablemente la sinéresis o separación de 

suero (21). 

El uso de estas cepas filautes en la elaboración de alimentos como el yoghurt puede ser de 

gran utilidad, sobre todo en países como México, donde la legislación prohibe la adición de 

estabilizantes a estos productos. 

El estudio de la característica filante de estas bacterias lácticas se inició hace algunos 

años y ha incluido diferentes aspectos fisiológicos y genéticos. Diversos investigadores han 

reportado la composición del polisacárido (7,8,12,34). Otros estudios muestran cómo influye la 

fuente de carbono en su producción y composición (34). El efecto de diferentes factores en la 

producción de polisacárido por estas bacterias lácticas ha sido reportado. Garcla-Garibay y 

Marshall (23) encuentran que la temperatura de incubación presenta IUI efecto en la producción 

de polisacárido por L. de/brueckii ssp. bu/garlcus. Cowie ( 12) encuentra que la presencia de 

calcio estimula la producción de polímero en leche por L. delbrueckii ssp. bulgarlcus. 

Otro aspecto interesante ha sido el estudio de la inestabilidad de la característica filante. 
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La pérdida espontánea de esta propiedad se ha relacionado con varios factores, aunque todavfa no 

ha sido posible explicar claramente la causa. Se cree que la capacidad de producción de polímero 

está asociada con un plásmido, y varios autores reportan que para bacterias lácticas mesófilas el 

caracter filante está relacionado con un plásmido, pero en el caso de cepas de bacterias lácticas 

tennófilas la caracterlstica filante no se encuentra codificada en plásmidos (41,45,58, 59, 62). 

En el presente trabajo se estudió el efecto de la fuente de nitrógeno en la producción de 

un polisacárido exocelular por L. delbrueckll ssp. bulgarlcus. Se busca ampliar el conocimiento 

actual del comportamiento de estas bacterias lácticas filantes, ya que la mayorla de las 

investigaciones se han enfocado a estudiar solamente el efecto de la fuente de carbono; sin 

embargo la fuente de nitrógeno es de suma importancia para el metabolismo de estas bacterias. 
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2. GENERALIDADES 

2.1 MORFOLOGIA DE LAS BACTERIAS LACTICAS DEL YOGHURT 

Las bacterias lácticas comprenden a los géneros Lactococcus, Streptococcus, 

Pedlococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium, y Lactobacillus. Estas bacterias son importantes 

componentes de la microbiota de una amplia variedad de productos fermentados, donde su 

principal función es la acidificación (31). 

En la elaboración de yoghurt se emplean dos especies de bacterias lácticas, Streptococcus 

salivarus ssp. thermophi/us y Lactobacil/us delbrueckil ssp. bu/garicus. 

Lactobacil/us bu/garicus es un bacilo largo, no móvil, Gram positivo y produce 

D(-)-ácido láctico por homofennentación. Es termófilo por lo cual es capaz de crecer a 

temperaturas mayores de 4SºC, pero su temperatura óptima de crecimiento es 40-43°C, no crece 

a temperaturas menores de lSºC. Como fuente de carbono utiliza glucosa, lactosa, fructosa y 

galactosa. Puede crecer a pH menores de S (6). 

Streplococcus thermophllus, presenta forma esférica u ovoide, se asocia en pares o 

cadenas largas de células. Es Gram positivo, no móvil, tennófilo por lo que crece entre 40 y 45°C 

y no crece a temperatura menores de 20°C. Produce L( +)-ácido láctico por homofennentación. 

Como fuente de carbono utiliza glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa (6). 
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2.2 RELACION SIMBIOTICA DE LAS BACTERIAS DEL YOGHURT 

Se ha observado una relación simbiótica entre S. thermophilus y L. delbrueckil ssp. 

bulgar/cus, ya que presentan una producción mayor de ácido en cultivos mixtos que en cultivos 

de cepas puras. L. delbrueckii ssp. bulgaricus estimula a S. thermophilus en Ja primera etapa de 

la incubación porque libera de Ja caseína Jos aminoácidos necesarios para S. thermophilus (36). 

Diversos investigadores llegaron a Ja conclusión que S. thermophilus en condiciones anaerobias 

produce una sustancia estimulatoria para L. delbrueckii ssp. bulgaricus, que es igual o puede ser 

reemplazada por el ácido fónnico, y en Ja segunda etapa, cuando el crecimiento de S. 

thermophilus se detiene por el efecto adverso del ácido láctico, L. delbrueckii ssp. bulgarlcus 

aumenta su crecimiento por la antes mencionada estimulación (20). 

2.3 METABOLISMO DE BACTERIAS LACTICAS 

Las bacterias ácido lácticas son nutricionalmente muy exige'!tes pero están bien 

equipadas para utilizar un amplio rango de nutrientes que se encuentren en su medio (31). Se 

caracterizan por requerimientos nutricionales complejos (proteínas, vitaminas y aminoácidos). 

La característica más importante del metabolismo de Streptococcus thermophllus y 

Lactobacillus bulgarlcus es la conversión de los carbohidratos a ácido láctico. Son homolácticas 

y convierten más del 90% de lactosa a ácido láctico aunque también producen acetaldehido y 

diacetilo en cantidades pequel\as. El diacetilo aparece como resultado de Ja actividad metabólica 

de S. thermophllus y su concentración es muy baja (0.5 ppm). El acetaldehido es el principal 

compuesto volátil que proporciona el típico sabor del yoghurt y Streptococcus thermophilus 



s 
puede fonnarlo a partir de la glucosa vía piruvato, pero sólo pequeftas cantidades son fonnadas 

en esta ruta por Lactobacillus bulgarlcus, en el que la vía principal es a partir del aminoácido 

treonina. El acetaldehido no se metaboliza posterionnente a etanol porque la5 bacterias del 

yoghurt no presentan actividad de alcohol deshidrogenasa u oxidasa (37). 

Aunque las bacterias lácticas son consideradas como débilmente proteollticas, causan un 

grado significativo de proteólisis en muchos productos lácteos fennentados. Esto conduce a 

cambios en la estructura fisica del producto y contribuye a la producción de compuestos 

responsables del sabor. 

A pesar de que el metabolismo de grasas es reducido en el yoghurt, se piensa que 

contribuye significativamente al sabor, aumentando el contenido de ácidos grasos libres, 

atribuido a la acción de enzimas lipoliticas de las bacterias iniciadoras (35) 

2.3.1 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

La conversión de carbohidrato a lactato por bacterias ácido lácticas se considera como el 

proceso de fennentación más importante empleado en la tecnología de alimentos (28). 

El único carbohidrato presente en la leche es la lactosa y tanto L. delbrueckil ssp. 

bulgarlcus como S. thermophilus lo metabolizan para producir ácido láctico. El ácido láctico 

ayuda a desestabilizar las micelas de caseína y conduce así a la coagulación de la proteína de la 

leche y a la fonnación del gel. 
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La lactosa se hidroliza a glucosa y galactosa y en ambas especies la glucosa se metaboliza 

a través de la vla de Embden Meyerhoff-Pamas con el paso final de conversión de piruvato a 

lactato (37). 

Las bacterias ácido lácticas poseen dos sistemas de transporte de lactosa a la célula: el 

sistema fosfoenolpiruvato (PEP):lactosa fosfotransferasa y el sistema de permeasas (Z5,57). 

En el caso del sistema de fosfoenolpiruvato:lactosa fosfotransferasa, el azúcar se fosforila 

mientras pasa a través de la membrana celular. Posteriormente es hidrolizado por la fosfo-8-D

galactosidasa para obtener glucosa y galactosa-6-fosfato. La glucosa se metaboliza por la ruta de 

Embden-Meyerhoff-Pamas mientras que la galactosa 6-fosfato se metaboliza por la ruta de la 

D-tagatosa-6-fosfato (31). Esto se observa en bacterias mesófilas como S. cremor/s y S. lactis. La 

principal enzima de los estreptococos del grupo N es la fosfo-8-galactosidasa (36). En S. 

cremorls se encontró que el sistema predominante es fosfoenolpiruvato:lactosa fosfotransferasa 

(55). 

Para el caso de los estreptococos del grupo N las enzimas de la ruta de Leloir están 

presentes pero posiblemente reprimidas cuando este organismo crece en lactosa (3 7). 

La lactosa puede pasar al interior de la célula con la ayuda de permeasas especificas y una 

vez dentro se hidroliza por la enzima 8-galactosidasa a glucosa y galactosa. La glucosa se 

metaboliza a través de la vla Embden Meyerhoff-Pamas (28). En Lactobacl/lus si la 

concentración de lactosa en el medio es baja, la O-galactosa se fosforila en una reacción 

catalizada por la galactocinasa y se convierte en glucosa 6-fosfato por la ruta de Leloir (36). 
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En la Figura 2.1 se representa esquemáticamente las vlas para la utilización de lactosa y 

galactosa en bacterias ácido lácticas. 

Algunas cepas de lactobacilos, incluyendo a L. delbrueckli ssp. bulgaricus muestran 

actividad de las enzimas fosfo-6-galactosidasa y 6-galactosidasa, aunque esta última es la 

predominante (36). 

La mayorla de las cepas de S. thermophilus no pueden metabolizar la galactosa y esto se 

atribuye a un defecto en el mecanismo de inducción de la galactoquinasa. En este caso la 

galactosa se excreta de la célula y se acumula en el medio (42). 

Streptococcus thermophilus no tiene fosfo-6-galactosidasa y por lo tanto se espera que no 

posea e~imas para la vía de la tagatosa Se ha reportado que la 6-galactosidasa se sintetiza 

constitutivamente, excepto en el caso de la cepa STA de S. thermophllus, donde es inducida. Esta 

no se reprime cuando el organismo crece en glucosa coino única fuente de carbono y la galactosa 

se acumula en el medio cuando el crecimiento es en lactosa. El organismo sólo metaboliza 

galactosa por la vla de Lelolr cuando la lactosa es limitante (36). 

El metabolismo de L. delbrueckli ssp. bulgaricus es también homoláctico y la 6-

galactosidasa es la enzima predominante, con lactato como producto final. Muchos lactobacilos 

son capaces de producir acetaldehido y alcohol como metabolitos finales. Lactobacil/us 

bulgaricus y Streptococcus thermophilus no poseen alcohol deshidrogenasas (36). 

Por otro lado, S. lactls ssp. diaceli/actis es incapaz de usar citrato como fuente de energía 

para el crecimiento, pero puede metabolizar éste y se observa un incremento del 35% en la 
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velocidad especifica de crecimiento. Una situación similar se presenta con Leuc. lactis el cual 

puede también utilizar citrato en presencia de otra fuente de carbono (36,26). 

Streptococcus cremoris y S. lactls generalmente llevan a cabo el metabolismo de 

carbohidrato por la vla de la tagatosa además de la vla Embden-Meyerhof, pero algunas cepas de 

S. lactis pueden también usar la vla de Leloir si la galactosa está presente en el medio de 

crecimiento (56). S. thermophilus sólo usa la vla Embden Meyerhof, y en los lactobacilos se ha 

mostrado la presencia de Jl-D-fosfo-galactosidasa. Esta enzima produce intracelularmente 

galactosa-6-fosfato la cual luego puede metabolizarse por la vla de la tagatosa. Leuconostoc y 

Lactobaclllus son también capaces de metabolizar glucosa vla hexosa monofosfato (36). 

En la Fig 2.2 se muestra las rutas metabólicas homofermentativas y heterofermentativas 

propuestas para bacterias lácticas. 

2.3.2 EL PAPEL DE LOS AMINOACIDOS Y LOS PEPTIDOS 

La caseína constituye cerca del 80% de todas las proteínas presentes en la leche bovina y 

sirve como la mayor fuente de nitrógeno para las bacterias lácticas que crecen en leche. 

Los aminoácidos son un requerimiento o un estimulante para el crecimiento de las 

bacterias lácticas, y la mayoría de ellas son auxotróficas para muchos aminoácidos. En la leche, 

los aminoácidos libres presentes normalmente son insuficientes para permitir altas tasas de 

crecimiento, por lo que se requiere de un sistema proteol!tico complejo compuesto por enzimas 

capaces de producir péptidos pequeilos y aminoácidos libres provenientes de la case!na de la 

leche (30). Milis y Thomas (38) reportaron que para S. cremor/s los aminoácidos l.ibres presentes 

en la leche permiten solamente un crecimiento correspondiente a un 8-16% del que se 
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encontrarla en la leche coagulada. 

La prueba de la importancia del sistema proteolltico es el hecho de que la concentración 

de aminoácidos libres en leche es muy baja comparada con los requerimientos de aminoácidos 

para el crecimiento de las bacterias ácido lácticas (Tabla 2.1). Esto indica que las bacterias 

lácticas poseen enzimas proteollticas que permiten obtener aminoácidos de la protefna de la leche 

para un máximo crecimiento. 

Se han estudiado los requerimientos de aminoácidos para algunas bacterias lácticas; 

existe información detallada para los estreptococos del grupo N, pero poca para otros grupos 

(31). Se ha encontrado que los estreptococos termófilos no sólo tienen requerimientos de algunos 

aminoácidos, sino también se estimulan por aminoácidos no esenciales (valina, metionina, 

leucina, triptofano) para producir más ácido que el normal (36). Información cualitativa indica 

que Lactobacil/us presenta requerimentos mayores que los estreptococos ( 40). 

Tabla 2.1 Concentraciones mlnimas de aminoácidos requeridos por algunas bacterias 
lácticas para un máximo crecimiento ( µg/ml). 

S. /actis S. /actis ssp. 
dlacetv-laclis 

Glu 77 87 
Leu 41 37 
lle 33 30 
Val 27 30 
Ara 37 36 
Cvs e e 
Pro n.e n.e 
His 23 24 
Phe 21 n.e 
Met 22 21 

-e=esttmulantc, n.e=no estimado; n.d=no detectado. 
Fuente: Law (31) 

S. cremoris 

70 
32 
32 
41 
39 
27 
38 
14 
6 
11 

S. thermophilus aa libres en 
leche 

150 35.9 
n.e 1.2 
n.e 0.8 
n.e 2.6 
n.e 1.6 
80 n.d 
n.e 8.8 
60 2.8 
n.e n.e 
n.e n.d 
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2.3.3 SISTEMA PROTEOLITICO 

La capacidad proteolltica de las bacterias ácido lácticas es importante ya que vuelve útiles 

protelnas y péptidos para su crecimiento (31 ). 

Las bacterias lácticas se consideran débilmente proteollticas, comparadas con otros 

grupos o géneros de bacterias como Bacillos, Pseudomonas, coliformes, etc., pero aún asl su 

sistema proteolltico es muy versatil tanto en número y tipo, como en la distribución celular de 

estas enzimas (31). 

El sistema proteolltico de las bacterias lácticas está constituido por proteinasas y 

peptidasas. El término de proteinasa se utiliza para las enzimas que solamente actúan sobre 

protelnas nativas y peptidasas para las enzimas que actúan en péptidos (36). 

De acuerdo con su localización en la célula, existen proteinasas y peptidasas 

extracelulares e intracelulares, aunque no todas las especies de bacterias lácticas presentan todos 

los diferentes tipos de enzimas. En la Figura 2.3 se presenta la localización y la distribución de 

las enzimas proteollticas de las bacterias lácticas. 

Muchos géneros y especies de bacterias secretan proteinasas extracelulares. Estas 

enzimas son las primeras en entrar en contacto con las protelnas de la leche (36). 

La slntesis de proteinasas está regulada por la concentración de aminoácidos y de 

péptidos en el medio. Si la concentración de aminoácidos es baja, la velocidad de slntesis de 

proteinasas es mayor y si existen altas concentraciones extracelulares de aminoácidos, la célula 
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Figura 2.3 Localización y distribución de enzimas proteollticas de bacterias lácticas. 
Fuente: Law (31) 



14 

responde reduciendo la velocidad de sfntesis de la enzima, hasta que él metabolismo celular haya 

usado esta fuente externa de nitrógeno (31). 

Uno de los problemas que se han presentado en el estudio de estas enzimas esta definido 

por la manera como se establece su carácter extracelular, ya que muchos de los autores reportan 

la presencia de enzimas extracelulares cuando para su obtención han utilizado tratamientos con 

enzimas lfticas o choque osmótico, no tomando en cuenta la posible liberación de enzimas 

intracelulares (36). 

Las proteinasas de Lactococcus /actis ssp. cremoris han sido clasificadas en dos tipos de 

acuerdo con su acción especifica en la hidrólisis de casefna. Las del tipo PI o HP, hidrolizan la 

¡3-caselna pero tienen poca o ninguna acción sobre la a o K casefna. Las proteinasas tipo Pill o 

AMI se encuentran solamente en pocas cepas e hidrolizan las casefnas a, ¡3 y K (44). 

En Lactobac//lus se producen proteinasas activas en a, 13 y te casefna pero su actividad es 

extremadamente variable dependiendo de la cepa. El Abboudi el a/. (16) demostraron que 

Lactobaci/lus hidroliza preferentemente ¡3-casefna pero también. degrada proteínas del suero. La 

mayoría de las proteinasas de Lactobaci//us y de estreptococos del grupo N no degradan 

a·casefna. 

Las proteinasas extracelulares e intracelulares son una parte vital en el mecanismo por el 

cual las bacterias utilizan las protefnas para su crecimiento (31 ). 

El segundo paso en la utilización de la caselna involucra la degradación de péptidos a 

productos más pequeftos por la acción de las peptidasas. 
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El estudio de las peptidasas ha incluido el aislamiento y la caracterización bioquímica de 

las enzimas purificadas. Se incluyen: aminopeptidasas, dipeptidasas, tripeptidasas, 

endopeptidasas, carboxipeptidasas y peptidasas especificas para péptidos que contienen prolina. 

Todas han sido encontradas en diferentes especies de bacterias lácticas (29). 

Los dipéptidos y oligopéptidos que contienen prolina no son hidrolizados por 

aminopeptidasas generales. Existen oligopéptidos ricos en prolina liberados de la caseína por la 

acción de proteinasas para los cuales las bacterias ácidos lácticas dependen de peptidasas 

especificas de prolina. La velocidad de hidrólisis de este tipo de péptidos depende del tipo de 

aminoácidos que se encuentren alrededor de la prolina (29,31). 

Las peptidasas extracelulares son las enzimas que manifiestan actividad fuera de la 

membrana celular. Diversos autores han reportado peptidasas extracelulares: Sohaug et al. (49) 

purificaron una peptidasa de S. laclis que hidroliza dipéptidos pero no los que contienen glicina o 

prolina como aminoácido terminal. Shankare/ al. (46) reportan peptidasas unidas a la superficie 

celular en S. thermophilus y Eggimann et al. (15) una aminopeptidasa de L. lactis. 

Los estreptococos del grupo N contienen un gran número de peptidasas intracelulares que 

sirven para liberar todos los aminoácidos provenientes de péptidos derivados de la caselna. Se ha 

encontrado que S. lactis ssp. diacet//actis y S. cremor/s contienen: di, tripeptidasas, 

aminopeptidasas-P, prolina iminopeptidasa y en general aminopeptidasas. Todas las peptidasas 

purificadas presentan un amplio grado de diversificación en pH, temperatura óptima y peso 

molecular, aunque la mayoría son sensibles al EDTA es decir, metalo enzimas (29). 

Recientemente se han estudiado en detalle peptidasas de Lactobacillus que parecen tener 
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un mayor rango de actividad que las de los estreptococos del grupo N. En la Tabla 2.2 se 

muestran algunas caracterfsticas de enzimas proteollticas purificadas de cepas de Laclobacil/us 

delbrueckli ssp. bulgaricus. 

Tabla 2.2 Enzimas proteollticas purificadas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bu/garlcus 

ENZIMA pH TEMP. Tipo PM' CEPA 
OPTIMA (kD•) 
(ºC) 

Aminonentidasa 7.0 50 Melalo 95 814 
Dioentidasa 7.0 50 melalo 51 814 
X-Pro-DPAP' 6.5 45 serina 95 CNRZ 

397 
proteinasa 5.5 42 melalo 170 CNRZ 

397 
Aminopeptidasa 5.5 42 melalo 95 CNRZ 

397 

ª PM: peso molecular. 
•x-Pro-DPAP: prolll dipeptldll amlnopeptidasa. 

2.3.3.1 PAPEL DEL CALCIO EN LA SINTESIS DE ENZIMAS 
PROTEOLITICAS 

REFERENCIA 

(4) 
(60) 

(3) 

(30) 

(2) 

El papel del calcio en la actividad proteolltica y en la síntesis de proteinasas en bacterias 

lácticas ha sido estudiado, sin que hasta la fecha se haya establecido un acuerdo al respecto. 

Milis y Thomas (38) encontraron que la actividad proteolltica de S. cremor/s y S. lactis 

era afectada por adición de iones de calcio. Exterkate (18) llegó a diferentes conclusiones acerca 

del papel del calcio, reportando que se liberan una cantidad constante de proteinasas al medio 

independientemente de la concentración de calcio existente. Terzaghi y Sandine (53) hicieron 

crecer S. lactis en un medio rico nutricionalmente (MI 7) pero con concentraciones bajas de 
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calcio y lo compararon con un crecimiento en leche. En wnbos medios se produjeron células 

activas proteollticwnente pero en MI 7 no fueron sintetizadas dos proteinasas. Esto sugiere una 

represión diferencial o desestabilización. 

2.3.4 TRANSPORTE DE AMINOACIDOS 

Como otras bacterias, las lácticas pueden transportar activwnente wninoácidos y péptidos 

a través de la membrana celular hacia dentro de la célula en contra del gradiente de 

concentración (31 ). 

· Las bacterias de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y los estreptococos del grupo N 

transportan los aminoácidos y péptidos mediante sistemas separados (31 ). 

Existen fuertes evidencias de que S. /actis puede utilizar péptidos vía peptidasas unidas a 

la pared celular, o bien transportándolos intactos (36). Se han identificado 3 tipos de sistemas de 

transporte de aminoácidos en Lactococcus (14,42): 

a) Transporte mediante la fuerza protón motriz. Se utiliza este sistema en la toma de L

metionina y de los wninoácidos rwnificados L-leucina, L-isoleucina y L-valina; los wninoácidos 

neutros L-serina, L-treonina, L-alanina y glicina y los wninoácidos básicos LcJisina. La toma de 

L-histidina, L-cistelna, L-tirosina y L-fenilalanina pueden ser también por fuerza protón motriz. 

La L-prolina, sin embargo no es tomada en forma libre sino formando parte de péptidos. 

b) Transporte unido a enlaces fostatos. Se lleva a cabo por la formación de enlaces de alta 
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energía mediante el uso de ATP o de metabolitos derivados de éste. Se han reportado para 

Lactococcus con este sistema la toma de glutamato, glutamina, asparagina y posiblemente 

aspartato. 

c) Transporte por intercambio, el cual se ejemplifica por el sistema antiporte de 

arginina/omitina presente en L. lactis ssp. /actis. La toma de la arginina y la excreción de la 

ornitina es ayudada por el gradiente de concentración de los dos aminoácidos. 

2.4 BACTERIAS LACTICAS FILANTES 

Las bacterias lácticas filantes son aquéllas que pueden sintetizar pollmeros, los cuales 

suelen ser caracterizados por su localización relativa en la célula. 

Algunas bacterias acumulan el polisacárido intracelulannente y otras afuem de la pared 

celular. El término polisacárido exocelular (EPS) fue propuesto por Sutherland (52) y se define, 

en términos generales, como todas aquéllas formas de polisacárido bacteriano que se excretan de 

la pared celular. Los pollmeros extracelulares pueden formar parte de una cápsula firmemente 

unida a la superficie de la célula bacteria[ o puede ser observado como material viscoso 

desprendido o secretado por el microorganismo pero no unido a la célula (52). 

Algunos microorganismos productores de pollmero pertenecen a los géneros 

Streptococcus, Lactobacil/us y Leuconostoc. Este último es considerado como uno de los 

organismos lácticos más eficientes en la producción de pollmeros. La dextrana fue el primer 

polisacárido microbiano producido industrialmente. En el caso de otras bacterias ácido lácticas el 
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problema más común en la producción de polisacárido es la pérdida gradual de la característica 

filante. Diversos autores han reportado que esta 'pérdida espontánea ha sido relacionada con la 

presencia de plásmidos inestables en bacterias lácticas mesófilas (41,58,59). 

2.4.l DETECCION Y CUANTJFICACION DE POLIMEROS PRODUCIDOS 
POR BACTERIAS LACTICAS 

La producción de polisacáridos por bacterias filantes se ha determinado por diversos 

métodos. La viscosidad y la consistencia se han utilizado como criterios para detectar su 

presencia. Otra metodologfa cualitativa ampliamente usada ha sido a partir de la formación de 

hebras al tocar el medio con la punta de una pipeta. Sólo recientemente, se ha intentado hacer 

más precisa la 111edición de polímero y no sólo a través de pruebas visuales (8, 12,). Manca de 

Nadra et al. (34) reporta un método basado en la absorción de yodo por el polisacárido 

producido. Garcla-Garibay y Marshall (23) reportan el método denominado "Haze assay" basado 

en la medición espectofotométrica de la turbidez producida por el polisacárido. 

La medición de la viscosidad ha sido dificil de interpretar, particularmente para 

soluciones no-Newtonianas. La viscosidad en un medio liquido puede ser afectada no sólo por la 

cantidad de polímero presente, sino también por la presencia de otros productos metabólicos 

excretados en el medio. Por lo tanto un organismo puede producir la misma cantidad de polfmero 

y el medio presentar diferentes características reológicas. Además se ha observado que la 

viscosidad medida disminuye cuando se prolonga el tiempo de incubación. Macura y Townsley 

(33) encontraron que la viscosidad decrece después de 24 horas de crecimiento celular, 

dependiendo del tipo de cepa. Se sugiere que una glucohidrolasa destruye el polisacárido y la 

viscosidad disminuye progresivamente en el caso de S. thermophilus. 
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2.4.2 BIOSINTESIS DE POLISACARIDOS 

La bioslntesis de heteropolisacáridos producidos por bacterias ácido lácticas mesófilas y 

térmofilas no se ha estudiado ampliamente. Sin embargo se puede asumir que la síntesis ocurre 

en la membrana citoplasmática y utiliza nucleótidos como precursores. Sutherland (52) propone 

un modelo para explicar la síntesis de exopolisacáridos en bacterias Gram-negativas. La 

producción de EPS involucra un número relativamente grande de enzimas, que incluyen UPO 

glucosa deshidrogenasa, glucosatransferasa, galactotransferasa 1 y n. ac. glucorónico transferasa 

y polimerasa. 

2.4.3 COMPOSICION Y ESTRUCTURA QUIMICA DE POLISACARIDOS 
MICROBIANOS 

Los exopolisacáridos no contribuyen por si mismos a la estructura microbiana, ya que se 

ha observado que no se alteran otros componentes de la célula en su ausencia (52). 

Las condiciones de crecimiento pueden afectar drásticamente la composición, 

propiedades tisicas y organización del EPS en la superficie bacteriana 

Los EPS están compuestos principalmente por carbohidratos que pueden estar 

modificados con substituyentes orgánicos e inorgánicos. De acuerdo con su composición besica 

existen los homopolisacáridos, formados por unidades repetidas de un mismo carbohidrato, y los 

heteropolisacáridos, formados por unidades de distintos monómeros de carbohidrato. 

La mayoría de los polisacáridos microbianos son heteropolisacáridos. La cantidad de 
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estructuras es muy grande, por el número de posibles enlaces y configuraciones. Cada hexosa 

puede ser enlazada en forma a o p, los azúcares pueden estar en forma de piranosas o furanosas, 

y además pueden estar unidos en posición 2,3;4,o 6 (52). 

Se han encontrado tres tipos de estructuras de homopolisacáridos; algunos son moléculas 

lineales neutras compuestos por el mismo tipo de enlace y también hay ramificados con el mismo 

o con diferentes tipos de enlaces (9). 

Los heteropolisacáridos varían dependiendo del tamailo y del tipo de monosacáridos que 

los forman, se ha encontrado que pueden estar unidos a un ácido úronico, el cual es 

usualmente ácido D-glucorónico, y rara vez son ramificados. 

Los homopolisácaridos más comunes son la celulosa microbiana producida por 

Acetobacter xylinum, el curdlan producido por Alcaligenes faeca/is var. myxogenes y especies de 

Agrobacter/um y de Rhlzobium, las dcxtranas sintetizadas por L. mesenteroldes y L. dextranic11m 

y las mutanas producidas por S. mutans y S. sobrinus (9). 

En el caso de los PE producidos por las cepas de L. delbrueckl/ ssp. bulgarlcus y S. 

thermophi/us existe controversia sobre los azúcares que los componen. Para L. delbrueckli ssp. 

bulgarlcus, Manca de Nadra et al. (34) reportaron que el pollmero producido en medio sintético 

estaba compuesto por glucosa y fructosa en relación 1: l. Cerning et al. (7) reportaron que el 

heteropolisacárido estaba compuesto por galactosa, glucosa y ramnosa en una relación molar de 

4:1:1 y su peso molecular fue de aproximadamente de 500 000 Da. Marshall (36) recupera un 

polímero formado por galactosa, glucosa, xilosa y residuos de ácidos urónico. 

Se ha encontrado que S. thermophi/us también produce un polisacárido exocelular. 
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Ceming et al. (8) reportaron que el polisacárido esencialmente estaba compuesto por galactosa, 

glucosa y pequeftas cantidades de xilosa, arabinosa, ramnosa y manosa. Doco et al. (13) 

determinaron la estructura del exopolisacárido producido en leche y encontraron que estaba 

compuesto por galactosa, glucosa y N-acetilgalactosamina en relación 2: 1: 1 con un peso 

molecular de 1x106 Da. 

A pesar de no existir un acuerdo acerca de los azúcares que componen los polisacáridos 

producidos por S. thermophl/us y L. delbrueckii ssp. bulgaricus en la mayoría de los trabajos se 

ha reportado que esencialmente estan compuestos por galactosa y glucosa. Se ha encontrado que 

en el polímero producido por L. delbrueckil ssp. bulgaricus la galactosa representa el 66.5% del 

total y el 52% en el producido por S. thermophi/us (8). 

Ceming et al. (8) reportaron que las cantidades de polisacárido producidas por S. 

thermophilus varían entre 50 y 340 mg/I con viscosidades de 40 a 240 mpa.s según el medio 

utilizado. Para L. delbrueckii ssp. bulgarlcus las cantidades varían entre 60 y 425 mg/I con 

viscosidades que van de 3 a 220 mpa.s. Cuando las dos especies se asocian la concentración 

de polisacárido fue de 800 mg/I. 

Otros estudios demuestran cómo influye la fuente de carbono en la producción de 

polisacárido por L. delbrueckil ssp. bulgaricus. Cuando está es glucosa o fructosa, el polisacárido 

se produce después de 3 horas de incubación. Si la fuente de carbono es lactosa o sacarosa, la 

síntesis de polisacárido ocurre después de 5 horas de incubación (34). 
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2.4.4 FUNCION DE LOS POLISACARIDOS MICROBIANOS 

Existen diferentes teorías sobre el papel biológico del pollmero producido por las 

bacterias. Algunos autores sugieren que su función es la de proteger a la célula contra la 

desecación y el ataque de fagos o como agente adhesivo (9,52). 

No parece que los pollmeros exocelulares funcionen como fuente de energía, dado que las 

bacterias filantes usualmente no son capaces de catabolizar el pollmero que sintetizaron. La 

teoría de que el pollmero funciona para proteger a la célula de condiciones adversas se ha 

intentado demostrar. Algunos autores reportan que la presencia del pol!mero disminuye el dallo 

celular en Streptococcus durante su mantenimiento por congelación a -l 7ºC (24). 

Otros trabajos han demostrado que el pollmero no es necesario para mantener la 

viabilidad de las células, ya que éste puede ser removido flsica o enzimáticamente sin un efecto 

adverso sobre el crecimiento bacteriano (8). 

2.4.5 FACTORES GENETICOS ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE 
POLISACARIDOS 

La inestabilidad de la característica filante en bacterias ácido lácticas ha sido estudiada 

por diversos autores. En bacterias mesófilas esta pérdida espontánea de la capacidad de 

producción de pollmero se ha relacionado con la presencia de plásmidos. Se ha reportado que en 

una cepa suiza de Lactococcus laclis ssp. cremoris el fenotipo filante esta ligado a un plásmido 

de 17 MDa (41). Otros trabajos han demostrado que en Lactococcus lactis ssp. cremor/s la 
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presencia de un plásmido de 18.S MDa está asociado con la expresión del fenotipo mucoide; el 

plásmido fue transferido a otro Lactococcus no mucoide para demostrar su función (58). Estudios 

recientes parecen indicar que la capacidad de producción de pollmero está ligada a la presencia 

de plásmidos de varios tamaftos en las bacterias ácido lácticas mesófilas (59). 

En el caso de bacterias termófilas la característica filante no se encuentra ligada a 

plásmidos como en el caso de las bacterias mesó filas ( 45). 



3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de la fuente de nitrógeno en la producción de un polisacárido 

exocelular por una cepa filante de Lactobacil/11s delbrueckii ssp. b11/garic11s. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar el efecto de medios con diferente relación carbohidrato-proteína en la 

producción de polisacárido. 

2. Determinar el efecto del uso de suero lácteo ultrafiltrado adicionado con triptona, 

caseína o casaminoácidos en la producción del polisacárido. 

3. Estudiar el efecto de la concentración de la fuente de nitrógeno en la producción del 

polisácarido. 

4. Determinar el efecto de diferentes grupos de aminoácidos utilizados como fuente de 

nitrógeno en la producción del polisácarido. 

5. Evaluar la actividad proteolltica de cepas filantes y no filantes de esta especie 

bacteriana para establecer su relación con la capacidad para producir polisacárido. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

La metodología experimental se resume en la Figura 4.1. 

4.1 MICROORGANISMOS 

Para la realización de esta investigación se utilizaron las cepas filantes NCFB 2772, 

NCFB 2483 y la cepa no filante NCFB 1489 de Lactobacil/us delbrueckii subsp. bu/garicus de 

la National Collection of Food Bactería, Reading, Inglaterra. 

4.2 CONFIRMACION DE LA IDENTIDAD DE LA CEPA 

Para la identificación de la cepa en estudio se realizó una tinción de Gram, la prueba de la 

catalasa y la de fermentación de carbohidratos usando el sistema API 50 CHL (Bio-mérieux). 

Este sistema consta de cada uno de los 50 carbohidratos que se van a probar y contiene también 

púrpura de bromocresol, el cual en solución presenta un color púrpura a un pH neutro, 

cambiando a un color amarillo a pH menor de 5 .8. 

Se preparó el inóculo de la bacteria láctica para llevar a cabo la prueba con el sistema API 

50 CHL. Previamente se le hizo crecer en agar MRS a 37ºC durante 24 horas. Se tomaron las 

colonias de la bacteria con ayuda de un hisopo de algodón estéril y se sumergió en agua destilada 

estéril hasta formar una suspensión. Se agitó en un Vortcx y se tomaron 1 ó 2 mi de esta 

suspensión y se adicionaron a 10 mi del medio API CHL. Se inoculó con una pipeta Pasteur en • 

cada una de los tubos y cúpulas de los 50 carbohidratos. Se incubó a 37°C durante 7 días y fue 

examinada diariamente para observar cualquier cambio de color en el medio. Se detecta la 

fermentación por el cambio de color de púrpura a amarillo. 
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4.3 CONSERV ACION DE CEPAS 

4.3.1 CONSERVACION A LARGO PLAZO 

Para mantener los cultivos viables y libres de contaminación se utilizó el método de 

liofilización. 

Para preparar los cultivos para la liofilización, las bacterias se inocularon en tubos de 

tapón de rosca con caldo MRS (Oxoid) más 2% de lactosa y se incubaron a 37ºC durante 12-16 

horas. Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos; se eliminó el 

sobrenadante y se realizó un lavado de las células bacterianas con agua destilada estéril 

reemplazando el mismo volumen de medio, agitando y centrifugando de nuevo tres veces. Las 

bacterias ya lavadas se colocaron en ampolletas previamente esterilizadas y utilizando como 

medio de suspensión leche descremada bacteriológica (Oxoid) al 10% (p/v) esterilizada a 121 ºC 

durante 12 minutos y/o suero bovino (esterilizado por filtración al vacío a través de una 

membrana de 0.45 µm). Las muestras fueron congeladas rápidamente y se colocaron en una 

liofilizadora (marca RP-2V) de 2 a 3 días. Las ampolletas se sellaron a la flama y se mantuvieron 

en refrigeración (5ºC). Para reconstituir los cultivos se abrieron las ampolletas asépticamente y se 

agregó leche descremada estéril al I 0% (p/v). 

Para determinar el efecto del método de conservación sobre la producción de polisacárido 

se diseñó un experimento factorial. Este diseño se aplica cuando se desea estudiar el efecto de 2 o 

más variables simultáneamente. Las dos variables fueron: el medio de suspensión para la 

liofilización (leche y suero bovino) y el tiempo de conservación de la cepa. Todos los análisis 

estadísticos se realizaron en el programa de estadística para Ciencias Sociales (SPSS, Chicago IL 

6061 !, USA). 
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4.3.2 CONSERVACION A CORTO PLAZO 

Los cultivos se conservaron por medio de resiembras mensuales en leche descremada 

bacteriológica (Oxoid) al 10% (p/v), esterilizada a 12lºC por 12 minutos. Se inocularon al 1% 

(v/v) con el cultivo anterior, se incubaron a 37°C durante 12-16 horas y se mantuvieron en 

refrigeración a una temperatura de 5°C. 

4.4 PREPARACION DE INOCULOS 

Para la preparación de los inóculos se utilizó leche descremada (Sveltes) al 10% (p/v), 

esterilizada a 12lºC durante 12 minutos. Se inoculó al 1% (v/v), se incubaron durante 12-16 

horas a 37ºC. Como la característica filante en estas cepas es muy inestable se verificó antes de 

cada experimento que la producción del pollmero del cultivo utilizado fuera de O.JO a 0.12 mg 

eq dex/ml con un crecimiento de 1 a 3xl04 ufc/ml. 

Todos los inóculos se prepararon un dla antes de llevar a cabo la fermentación, con el fin 

de contar con cultivos frescos. 

4.S ANALISIS 

4.S.1 CUANTIFICACION DEL POLIMERO 

La técnica empleada para la determinación del pollmero fue :¡a' descrita por· Garcla 

Garibay (22). Se tomaron 6 mi de muestra y se agregó 1 mi de:·ácido ~icloroacético al 80%, se 
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agitó en un vortex y se centrifugó a 3000 rpm durante 20 minutos. Se mezclaron 2 mi de 

sobrenadante con un volumen igual de etanol absoluto y se dejó reposar durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Se agitó . y se leyó la turbiedad producida en el medio en un 

espectofotómetro a una longitud de onda de 720 nm. La concentración de polímero se reportó 

como miligramos equivalentes de dextrana (mg eq dex). Un miligramo equivalente de dextrana 

se define como la cantidad de polímero que produce la misma turbidez a 720 nm que 1 mg de 

dextrana (peso molecular de 2xl06 Da) bajo las mismas condiciones. 

4.S.2 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO 

La población bacteriana en leche y otros medios derivados de ésta, se determinó por el 

método descrito por Kanasaki et al. (27). Este método pennite estimar la población bacteriana en 

un cultivo lácteo a partir de turbidimetrla después de la solubilización de las micelas de caseína 

a temperaturas bajas con hidróxido de sodio y EDTA. 

Se tomaron 5 mi de muestra, se agregaron 0.1 mi de NaOH (JO M) y 10 mi de EDTA 

(0.2%) a 0-SºC. Se agitó en un vortex y se mezcló l mi de esta muestra con 2 mi de EDTA 

(0.2%). Ésta solución se agitó nuevamente. Se leyó la turbiedad producida en el medio en 

espectofotómetro a una longitud de onda de 480 nm, usando EDTA al 0.2% en la celda de 

referencia. Para determinar el crecimiento celular se utilizó una curva patrón entre las unidades 

formadoras de colonia (ufc) y la absorbancia producida por la muestra a 480nm. 

La curva patrón fue construida de la siguiente manera: Se utilizó leche descremada 

(Sveltes) esterilizada a 121°C durante 12 minutos, se inoculó al 10% (v/v) y se incubó a 37°C 

durante seis horas. Se tomaron dos muestras de cultivo cad'a hora, con una se realizó una cuenta 
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en placa en agar MRS a 37ºC durante 48 horas y con la otra se siguió el tratamiento de la muestra 

descrita por la técnica. 

4.5.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

Para la determinación de la actividad proteolítica se empleó la técnica de Fukumoto et al. 

(19). Se mezclaron 1 mi de muestra y 2 mi de caseína al 2% en amortiguador de fosfatos a pH 7. 

Se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se agregaron 4 mi de ácido 

tri cloroacético al 5% y se centrifugaron las muestras a 8000 rpm durante 1 O minutos. Con el 

sobrenadante, se siguió el tratamiento de la muestra por la técnica de Lowry (32) utilizando una 

curva patrón de tirosina. La actividad proteolltica se reportó en microgramos de tirosina liberados 

por mililitro. 

4.6 DISEÑO DE EXPERIMENTOS 

4.6.1 ESTABILIDAD EN LA PRODUCCION DEL POLIMERO 

El mayor problema que se presenta cuando se trabaja con bacterias lácticas mucoides es 

la naturaleza transitoria de la caracteristica filante, la cual ha sido reportada por diversos autores 

(22,45). Debido a esta inestabilidad en la produción del polímero fue necesario determinar cómo 

variaba ésta con el número de resiembras para establecer las condiciones de preparación del 

inóculo, ya que el objetivo de este trabajo fue comparar la producción del polisacárido en 

diferentes medios de crecimiento. 
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Se reconstituyó la cepa liofilizada 2772 NCFB de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en leche 

descremada (Sveltes) al 10% (p/v) esterilizada a 121 ºC durante 12 minutos. Se incubó a 37ºC 

durante 12-16 horas y se detem1inó la producción de polímero por la técnica descrita 

anteriormente. Se realizaron 8 resiembras bisemanales bajo las mismas condiciones. 

Se realizó un análisis simple de varianza para determinar el efecto del número de 

resiembras en la producción de polímero. 

4.6.2 EFECTO DE MEDIOS CON DIFERENTE RELACION 
CARBOHIDRATO/PROTEINA EN LA PRODUCCION 

DEL POLIMERO 

Se estudió el efecto de medios con diferente relación carbohidrato/proteína (C/P) en la 

producción de polímero, para lo cual se utilizaron como medios: leche descremada Sveltes al 

10%, un concentrado proteico (importado por Arancia S.A., New Zeland Dairy Poart) 

rehidratado al 10% (p/v), suero lácteo al 7% (p/v) obtenido de la elaboración de queso tipo 

Chihuahua (Kem Fuds S.A., México), y suero al 7% (p/v) adicionado con 3% de caswninoácidos 

con una relación C/P de 2. La composición química de los mat.eriales utilizados como medios se 

reportan en la Tabla 4.1. 

La leche descremada, el concentrado proteico y el suero lácteo fueron esterilizados a 121 ºC 

durante 12 minutos. Los casaminoácidos fueron disueltos en agua destilada y esterilizados por 

filtración al vacío a través de membrana de 0.45 µm. Se realizaron fermentaciones por triplicado 

en matraces Erlenmeyer (250 mi) con 100 mi de medio y con tapones de algodón. Se inoculó 

cada medio con 10% (v/v) de cultivo de la cepa filante NCFB 2772 de L. delbrueckii ssp. 
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bulgaricus y se incubaron a 40ºC, sin agitación por 6 horas. Cada hora se detenninó la 

producción de polímero y el crecimiento bacteriano por las técnicas descritas anterionnente. 

Tabla 4.1 Comoosición o uf mica de los medios (% }' 
COMPONENTE SUERO LACTEO CONCENTRADO 

PROTEICO 
Humedad 3.0 2.7 
Sólidos totales 97.0 97.3 
protelna 3.7' 

12.0' 62.7" 
Carbohidratos• 74.3 31.0 
Relación C/P' 6.2 0.5 

•Datos proporcionados por la QFB Diana Labnstidn P. (comunicación personal) 
b Prote(na soluble determinada por método de Lowry. 
e Proteína determinada por método de Kjeldahl. Proteína= N1 x Factor(6.38} 
d Azúcares totales por método de Fenal sulfúrico. 
'Relación carbohidratos/prolcfnns. 

LECHE 

3.0 
97.0 

32.0' 
60.8 
2.0 

Para detenninar el efecto de medios con diferente relación carbohidrato/protefna en la 

producción de polímero se realizó un diseño estadístico "Split plot''. Este diseño es similar al 

factorial pero, es utilizado cuando una de las variables se desea evaluar con mucha precisión. Las 

dos variables en estudio fueron: relación C/P y el tiempo. Las variables de respuesta fueron: 

producción de polímero y crecimiento. 

4.6.3 EFECTO DEL USO DE SUERO LACTEO ULTRAFILTRADO 
ADICIONADO CON AMINOACIDOS, TRIPTONA O CASEINA EN LA PRODUCCION 

DEL POLIMERO 

Para el estudio del efecto de la fuente de nitrógeno en la producción de polímero fue 

necesario contar con un medio con todos los componentes de la leche pero libre de la fuente de 

nitrógeno, para lo cual se utilizó un suero de quesería que provenía de la elaboración de queso 

panela. Se pasteurizó 20 minutos a 80ºC y se sometió a un proceso de ultrafiltración para 
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eliminar la mayor parte de las proteínas, trabajando así con el penneado. Se utilizó un ultrafiltro 

Romincon HF-LAB-5 con una membrana de fibra hueca de polisulfona, con un límite de 

exclusión molecular de 10000 Dalton, a temperatura ambiente y una presión de entrada y salida 

de 25 y 10 libras por pulgada cuadrada, respectivamente. Se sometió a un proceso de secado en 

un secador de espreas (Atomizador Niro) para tener un lote de este suero para todos los 

experimentos programados. 

Se realizó un análisis químico proximal del suero lácteo ultrafiltrado (SUF) y su 

composición química se muestra en la Tabla 4.2. 

Tabla 4.2 Composición qulmica del suero ultrafiltrado. 

COMPONENTE (%) TECNICA 
Humedad 3.0 Diferencia de sólidos totales 
Sólidos totales 97.0 Estufa al vacro (1) 
Proteína 2.9 Método de Lowrv (32) 
Carbohidratos 87.4 Por Diferencia 
Grasa 1.7 Método de Goldfish (1) 

Cenizas 5.0 Método general de incineración (1) 

Para detem1inar el efecto de diferentes fuentes de nitrógeno en la producción de pollmcro 

y el crecimiento de la bacteria, se realizaron fermentaciones por triplicado utilizando como 

medio base un suero lácteo ultrafiltrado al 6.5% (p/v) y se agregaron al 3.5% (p/v): 

casaminoácidos (Difco), triptona que es una peptona de caserna (Oxoid) y caseína (Difco). 

También se utilizó leche descremada Svelts al 10% para comparar el comportamiento de la 

bacteria. La caserna y los casarninoácidos fueron esterilizados por filtración al vacío a través de 

una membrana de 0.45 µm. La leche, la triptona y el suero lácteo fueron esterilizados a 121 ºC 

durante 12 minutos para evitar la caramelización de los azúcares presentes. Se realizaron 



35 

fermentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer (250 mi) con IOO mi de medio y con 

tapones de algodón. Se inocularon con 10% de cultivo de la cepa NCFB 2772 de L. delbrueckii 

ssp. b11/garic11s, se incubaron a 40ºC, sin agitación y por 6 horas. Se determinó la producción del 

polímero y el crecimiento cada hora. 

Para evaluar el efecto de los casaminoácidos, la triptona y la casefna utilizados como 

fuente de nitrógeno para la producción del pol!mero y el crecimiento de la bacteria se realizó un 

disefio estadístico "Split plot". 

4.6.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CASAMINOACIDOS EN LA 
PRODUCCION DEL POLIMERO 

Para el estudio del efecto de la concentración de casaminoácidos en la producción del 

pol!mero. Se utilizó como medio 'base el suero ultrafiltrado al 6.5% (p/v), se esterilizó a 121 ºC 

durante 12 minutos y se adicionaron diferentes concentraciones de casaminoácidos (Difco): 

0.10%, 0.25%, 0.50%, 1.50%, 2.50% y 3.50%. Los casaminoácidos se disolvieron en agua 

destilada y se esterilizaron por filtración al vacío a través de una membrana de 0.45 µm. Se 

realizaron fermentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer (250 mi) con 100 mi de medio y 

con tapones de algodón. Se inocularon al 10% y se incubaron a 40ºC, sin agitación durante 6 

horas. Cada hora se determinó el crecimiento bacteriano y la producción de polímero. 
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Para el estudio del efecto de diferentes grupos de aminoácidos en el crecimiento y 

producción de pol!mero, se llevó a cabo el diseño utilizado para estudios de auxotrofín en 

bacterias que han sufrido alguna mutación, descrito por Sherman et al. (47) Se probaron 20 

aminoácidos y se detenninó qué grupo o aminoácido es utilizado por este microorganismo. Las 

combinaciones de aminoácidos usadas se muestran en la Tabla 4.3 

Tabla 4.3 Gru• os de aminoácidos nrobados como fuente de nitróPeno. 
1 11 "' IV V 

Glv Asn Cvs Met Gin VI 
His Leu lle Val Lvs VII 
Phe Tvr Tro Thr Pro VIII 
Glu Ser Ala Aso Arn IX 

Fuente: Sherman et a/.(47) 

Este experimento permite conocer si alguno de estos grupos de aminoácidos (l,11,IIl ... IX) 

son requeridos por la bacteria, y si existen dos grupos útiles, entonces la intersección de ambos 

nos dice el aminoácido necesario para que la bacteria pueda crecer y producir polímero. 

Se utilizó como medio base el suero lácteo ultrafiltrado al 6.5% (p/v), se esterilizó a 

121 ºC durante 12 minutos y se mezcló con 0.1 % de casaminoácidos, y con cada uno de los nueve 

grupos de aminoácidos (Merck) mostrados en la tabla 4.3, a una concentración final de 0.1 

mglml. También se estudió la condición X, la cual con tenla el suero con 0.1 % de casaminoácidos 

y la condición XI en la que solamente se colocó el suero lácteo ultrafiltrado. Los casaminoácidos 

y cada uno de los diferentes grupos de aminoácidos se disolvieron previamente en agua destilada 

y se esterilizaron por filtración al vacío a través de una membrana de 0.45 µm. Se ajustó el pH a 
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6.5 con hidróxido de sodio al 1 O M o con ácido clorhídrico 1 N. 

Se realizaron fennentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 mi con 100 

mi de medio. Se inocularon al 10% (v/v) y se incubaron a 40'C sin agitación durante 6 horas. Se 

determinaron el crecimiento y la producción de polímero. 

4.6.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE CEPAS 
FILANTES Y NO FILANTES DE L. delbrueckii ssp. bulgaricus 

Para establecer si existía relación entre la actividad proteolftica y la capacidad de 

producción del polímero en L. delbrueckii ssp. bulgaricus, se determinaron las actividades 

proteollticas de las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 y la no filante NCFB 1489, así 

como la producción del polímero y su crecimiento. 

Se realizaron fennentaciones utilizando como medio leche descremada Sveltes al 10%, 

esterilizada a 12l'C durante 12 minutos y se inoculó con 10% de precultivo. Se incubó a 40'C 

sin agitación durante 6 horas y cada dos horas se detenninaron el crecimiento bacteriano, la 

producción del polímero y la actividad proteolítica de cada una de las cepas. 

Para establecer el efecto de la actividad proteolltica de la bacteria láctica en la 

producción del polímero y en el crecimiento se realizó un análisis estadístico "Split Plot". Las 

variables en estudio fueron el tipo de cepa (filante y no filante) y el tiempo. Las variables de 

respuesta fueron: la producción del polfmero, el crecimiento y la actividad proteolítica. 



S. RESULTADOS Y DISCUSION 

S.1 VERIFICACION DE LA IDENTIDAD DE LAS CEPAS 

Se trabajó con las cepas NCFB 2772, NCFB 2483 y NCFB 1489 de Lactobaci//us 

delbrueckii ssp. bulgaricus las cuales son bacterias Gram positivas y catalasa negativas. 

Se determinó el patrón de fermentación de las cepas utilizadas con el sistema API CHL, 

encontrándose que las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 fermentaron la O-glucosa, 

0-fructosa, D-manosa y lactosa, mientras que la cepa no filante NCFB 1489 solamente fermentó 

O-glucosa, D-fructosa y lactosa. Estas características corresponden con las señaladas por la 

National Collection ofFood Bacteria, Reading, Inglaterra. 

S.2 CONSERVACION DE LOS CULTIVOS 

Para este estudio se requería un lote de cultivos viables que permitiera abastecemos de la 

bacteria filante sin las variaciones que podrían inducirse por las constantes resiembras realizadas 

en el laboratorio, por lo que se utilizó el método de liofilización para su conservación. Se 

probaron dos diferentes medios soporte: leche y suero bovino. En la Figura 5.1 se muestra la 

producción del polímero de cada mes, durante un año de la cepa liofilizada, utilizando ambos 

medios de suspensión. No se encontraron diferencias significativas en la producción del polímero 

(p>0.05) entre los dos medios de suspensión ni entre las muestras analizadas en ese periodo de 

tiempo. Después del primer mes de conservación de la cepa se encontró una producción del 

polímero de 0.15 mg eq dex/ml para los dos medios soportes utilizados. A partir del segundo 

mes la producción del polímero varió en el rango de 0.12 a 0.15 mg eq dex/ml. Por lo que 

se considera que la liofilización como método de conservación fue adecuado ya que no afectó la 
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Figura 5.1 Produccl6a total de potimero por cepu llofllizlldu de L dtlbr11eckU ssp. 
b11/garlcus, utlllzaado do1 medio• de 1u1pea1i6a: 1uero bovino(., y leche (I); recoa1tluidu 
en leche dacremada e Incubada durante 12 hora. a 40 •c. Cada punto a la media de tra 
repetlcloaa y lu davlacloaa adadar variaa de ±0.01 a ±0.018. 
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capacidad de producción del polímero de la bacteria, durante este periodo de tiempo. 

S.3 ESTABILIDAD EN LA PRODUCCION DEL POLIMERO 

El mayor problema que se presenta cuando se trabaja con bacterias lácticas mucoides es 

la naturaleza transitoria de la característi_ca filante, que ha sido reportada por diversos autores 

(22,45). Debido a esta inestabilidad en la producción del polímero fue necesario determinar cómo 

variaba ésta con el número de resiembras para establecer las condiciones de preparación del 

inóculo, ya que el objetivo de este trabajo era comparar la producción de polisacárido en 

diferentes medios de crecimiento. 

Se partió de un cultivo liofilizado de la cepa NCFB 2772 de Lactobaci/lus de/brueckii 

ssp. bulgaricus y se encontró que la producción del polímero se incrementó durante las primeras 

resiembras, hasta que alcanzó su máximo en la cuarta transferencia, después de la cual Ja 

producción disminuyó. Al realizar un análisis de varianza, se encontró que el número de 

resiembras tiene un efecto significativo (p<0.01) en la producción del polímero. Después de la 

primera resiembra se obtuvo una producción de 0.02 mg eq dex/ml y no se observó la formación 

de filamentos al tocar el medio de cultivo con una asa (método visual utilizado para determinar la 

presencia del polímero). La concentración se incrementa hasta llegar a la cuarta resiembra, 

cuando se obtuvo el valor máximo de 0.12 mg eq dex/ml, para posteriormente descender hasta 

0.015 mg eq dex/ml en la octava (Tabla 5.1). 

Algunos autores han reportando un comportamiento similar para esta misma cepa 

bacteriana (22,45). 
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Tabla 5.1 Cambios en la producción del polimcro en la cepa NCFB 2772 de 
L b "/l d. lb kºº b I º acto ac1 us e ruec 11 ssa. u1i ancus. 

NUMERO DE RESIEMBRAS PRODUCCJON DE PORCENTAJE DE 
PO LIMERO PRODUCCION(a) 

(mg eQ dex/ml) 

1 0.022 +18 
2 0.045 +38 
3 0.085 +71 
4 0.120 IOO 
5 0.100 -17 
6 0.065 -46 
7 0.055 -54 
8 0.015 -87 

(a} PorcentaJe de aumento(+) o de reducción H en la producción de polfmero con respecto a la cunrta resiembra donde se 
obtuvo el valor máximo. 

5.4 EFECTO DE LA RELACION CARBOHIDRATO/PROTEINA 
EN LA PRODUCCION DEL POLIMERO 

La mayoría de los estudios realizados acerca de microorganismos productores de 

exopolisacáridos se refieren al efecto de la fuente de carbono sobre la composición y tiempo de 

producción de polímero (9,34,52). Sin embargo, el .efecto de la fuente de nitrógeno ha sido muy 

poco estudiada. 

Se estudió el efecto de medios de cultivo con diferente relación carbohidrato/proteína en 

la capacidad de producción del polímero en la cepa NCFB 2772 de Lactobaci//us delbrueckil ssp. 

bu/garicus, ya que diversos autores reportan (52) que el balance entre el substrato utilizable y el 

nutriente limitante es importante para la producción del polímero. Se menciona que usualmente 

los carbohidratos deben estar presentes en cantidades adecuadas o en exceso y que la limitación 
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de nitrógeno puede estimular la producción de pol!mero. 

Se trabajó con cuatro medios con diferente relación carbohidrato/proteína: leche (C/P=2), 

un concentrado proteico (C/P=0.5), suero lácteo (C/P=6) y suero con casaminoácidos (C/P=2). 

En la Figura 5.2 se observa que durante las primeras 3 horas de la fermentación la 

producción total de polímero fue mayor en el suero con casaminoácidos comparado con los otros 

medios utilizados; sin embargo, a partir de la tercera hora la producción de polímero se mantuvo 

constante en este medio y se incrementó en los medios sin casaminoácidos. De esta manera, en el 

suero con casaminoácidos el 91 % de la producción de polímero se llevó a cabo durante las 

primeras 3 horas, mientras que en el concentrado, la leche y el suero la mayor producción de EPS 

fue durante las últimas tres horas (81 %, 52% y 62% respectivamente). 

Cowie (12) reportó que la producción de polímero por la cepa Lb335 de L. bu/garicus se 

estimuló por la presencia del calcio. Esto ayuda a entender lo observado en este trabajo, ya que el 

comportamiento registrado en los diferentes medios puede estar relacionado con la presencia de 

este ion, ya que el concentrado y la leche lo contienen, y esto permite que la producción total de 

polímero al final de la fermentación sea mayor que en los otros medios (suero y suero con 

casaminoácidos), los cuales lo contienen en una concentración mínima. 

A las 6 horas de la fermentación, la producción total del polímero fue mayor 

en el concentrado proteico (C/P=0.5) 0.077 mg eq dex/ml, seguido de la leche (C/P=2) 

con 0.057 mg eq dex/ml, el suero con casaminoácidos (C/P=2) con 0.045 mg eq dex/ml y el 

suero solo (C/P=6) con 0.026 mg eq dex/ml. 
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Flgun 5.2 Producción total de pollmero por L d~lbr11ecliU ssp. blllguü:111 en medios con 
diferente relación carbobldnto/protelna: suero con cuamlno,cldoa CIP-2 (•),leche CIP-2 
(+), concentndo proteico C/P= 0.5 ("), suero C/Pm 6 ([)), Cada punto es la media de tres 
repeticiones y ... desviaciones esündar varfan de :S:dct' a :!:3d0". 
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Ceming et al. (8) observaron la misma producción de polímero (60mg/1) de la cepa 

CNRZ 416 de L. delbrueckii ssp. bu/garicus en leche ultrafiltrada adicionada con 1% de 

casaminoácidos y en leche descremada. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en el 

presente trabajo, ya que en el concentrado se registró una mayor producción de polimero 

comparando con leche. Es posible que lo observado por Ceming et al. (8) sea debido a que en el 

caso de la leche ultrafiltrada. la temperatura de incubación fue de 32ºC y en el de la leche 

descremada de 42ºC, que es la temperatura óptima de crecimiento para esta bacteria. 

Por otro lado, también se observó un efecto significativo (p<0.01) de la relación C/P en er 

crecimiento de la bacteria. En la Figura 5.3 se puede observar que en la primera hora de la 

fermentación no existió diferencia significativa en el crecimiento de la bacteria en los diferentes 

medios, pero a partir de la segunda hora y hasta el final de la fermentación el crecimiento en el 

concentrado proteico fue mayor comparado con los otros medios utilizados. De esta manera, al 

finalizar la fermentación (sexta hora), en el concentrado proteico el crecimiento llegó hasta 

lx!O' ufc/ml y la población bacteriana registrada en suero (7.4x107 ufo/mi), leche 

(1.lx!08 ufc/ml), y suero con casaminoácidos (7.9x107 ufc/ml) no presentaron diferencia 

significativa (p>0.05). 

Diversos autores (11,39,50) han reportado un efecto buffer del concentrado proteico, 

debido a que no sólo se incrementa la concentración de las proteínas sino también de calcio, 

fosfatos, potasio, sodio y magnesio. Estudiando el crecimiento de bacterias lácticas en leche 

ultrafiltrada, reportan que cuando crecen en el concentrado se requiere de un tiempo mayor que 

en la leche para reducir el pH, debido al mencionado efecto buffer. Por otro lado, encuentran que 

la población final de bacterias es mayor en el concentrado (1011 ufc/ml) que en una leche control 

(109 ufc/ml), debido a que en el concentrado el pH se mantiene cercano a 6 durante un mayor 

lapso de tiempo. Es posible entonces que este efecto haya influido en las mayores poblaciones 
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registradas en el concentrado comparadas con los otros medios, incluyendo a la leche. 

El uso de los medios con las diferentes relaciones carbohidrato/proteína presentó un 

efecto significativo (p<0.01) en la producción especifica del pollmero, la cual indica la cantidad 

del pollmero producida por unidades formadoras de colonias (ufc}. En la Figura 5.4 podemos 

observar que durante las tres primeras horas de la fermentación la producción especifica del 

pollmero en el suero con casaminoácidos fue la mayor (l.2xl0" mg eq dex/ufc), seguida de la 

leche (0.51 xlO·' mg eq dex/ufc}, el suero (0.43xl0'8 mg eq dex/ufc} y por último el concentrado 

proteico (0.05xl0·' mg eq dex/ufc}. Sin embargo, a partir de la cuarta hora no existió diferencia 

significativa (p<0.01} entre los diferentes medios. 

De los resultados anteriores se desprende que la relación carbohidrato/proteína de los 

diferentes medios utilizados no fue importante en la producción del poi/mero, ya que la mayor 

producción total observada en el concentrado proteico (C/P=0.5) se debió al mayor crecimiento 

de la bacteria, mientras que en el caso del suero con casarninoácidos, la mayor producción total y 

especifica del poi/mero registrada durante las primera horas de la fermentación no se debió a su 

relación C/P, que era igual a la de la leche, sino al grado de hidrólisis de la fuente de nitrógeno, 

por lo que su comportamiento será analizado más adelante. 
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Figura !5.4 Produccl6n especifica de pollmero por L d11lbr1111ckll ssp. blll1artciu en medios 
con diferente relac16n carbobldrato/protelna: suero con cuamlnoicldo1 CIP-2 (•), lec:be 
CIP-2 (+), concentrado proteico C/Pm0.5 (*), suero CIP=6 ([)). Cada punto es la media de 
tres repeticiones y tu desviaciones estindar varfan de :1: 1.1:110-11 a :1: 4.81llll"". 
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S.S EFECTO DEL USO DE SUERO ULTRAFILTRADO ADICIONADO CON 
CASAMINOACIDOS, TRIPTONA O CASEINA EN LA PRODUCCION DE POLIMERO 

Las bacterias lácticas requieren hidrolizar su fuente de nitrógeno para Ja utilización de Jos 

aminoácidos que necesitan para su crecimiento. En el experimento anterior se observó una mayor 

producción especifica del pollmero cuando el medio contenía la fuente de nitrógeno hidrolizada. 

Debido a esto se estudió el efecto de medios con diferentes fuentes de nitrógeno y se utilizó 

como medio base un suero lácteo ultrafiltrado (SUF) adicionado con: casaminoácidos, triptona, 

caseína y se comparó con leche. Los diferentes medios utilizados presentaron un efecto 

significativo {p<0.01) sobre Ja producción total del pollmero. En Ja Figura 5.5 se observa que Ja 

producción del pollmero en el suero lácteo ultrafiltrado (SUF) con casarninoácidos y SUF con 

triptona durante las tres primeras horas de fermentación fue mayor comparada con Ja leche y con 

el SUF con caseína; sin embargo a partir de la cuarta hora Ja concentración permaneció 

prácticamente constante: de 0.040 a 0.044 mg eq dex/ml en el SUF con casaminoácidos y de 

0.035 a 0.040 mg eq dex/ml en el SUF con triptona. En el caso de la leche y del SUF con caseína 

Ja producción del pollmero no presentó diferencia significativa {p>0.05), por lo que la tendencia 

es similar. Durante las tres primeras horas de fermentación la producción de pollmero fue 

mínima en estos dos medios y a partir de Ja cuarta hora se incrementó de 0.025 a 

0.057 mg eq dex/ml en SUF con caseína y de 0.027 a 0.064 mg eq dex/ml en leche. Al finalizar 

Ja fermentación se en~ontró que la mayor concentración del pollmero fue en Ja leche con 

0.064 mg eq dex/ml, seguido de SUF con caseína con 0.057 mg eq dex/ml, SUF con 

casaminoácidos con 0.044 mg eq dex/ml y por último SUF con triptona con 0.040 mg eq dex/ml. 

En lo referente al crecimiento, también existió un efecto significativo (p<0.01) por las 

diferentes fuentes de nitrógeno utilizadas. En la primera hora de fermentación no existió 
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Figura 5.5 Produccl6n total de poUmero por L delbr11eclrU ssp. blllgarku en dlferenta 
fuente de nitrógeno: leche (()) y suero licteo ultrafiltrado adicionado con cuamiD06cldo1 
(•), trlptona {*),castina(+). Cada punto a la media de trel repetlclona y lu deniaclona 
estindar varfan de:!: 5.l:dtr a :!: 2:11@4. 
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diferencia significativa (p>0.05) entre el crecimiento en SUF con triptona, SUF con caseína y 

SUF con casaminoácidos (Figura 5.6) pero a partir de la segunda hora y hasta el final de la 

fermentación el crecimiento registrado en la leche y SUF con caseína fue muy parecido y no 

presenta diferencia significativa. Por otro lado el crecimiento en los medios con la fuente de 

nitrógeno más hidrolizada: SUF con casaminoácidos y SUF con triptona, fue similar entre si y no 

presentaron diferencia significativa durante las 6 horas de la fennentación. Al finalizar la 

fermentación se obtuvieron las siguientes cuentas: en el SUF con casaminoácidos de 2.9xl07 

ufc/ml, en el SUF con triptona de 9.lxl07 ufc/ml, en el SUF con caseína de 1.5xl0' ufc/ml y en 

leche 5.2x 1 o• ufc/ml. 

Las mayores producciones especificas se registraron en los medios que tenían la fuente de 

nitrógeno más disponible: el SUF con casaminoácidos y el SUF con triptona, mientras que en 

leche y en SUF con caseína las producciones fueron menores. 

En la Figura 5. 7 se puede observar que durante las tres primeras horas de la fermentación 

la producción especifica del pollmero fue mayor en el SUF con casaminoácidos (5.24xl0'8 

mg eq dex/ufc) y en el SUF con triptona (3.95x w• mg eq dex/ufc). A partir de la cuarta hora 

ésta empezó a descender, y al llegar a la sexta hora las producciones especificas fueron de O. I 5 

y 0.039xIO·' mg eq dex/ufc en el SUF con casaminoácidos y SUF con triptona respectivamente. 

En el caso de la leche y SUF con caseína estas fueron mínimas durante las seis horas de 

fermentación. De esta manera, a las tres horas las producciones especificas fueron de O. 17 y 

0.042x w·• mg eq dex/ufc en SUF con caseína y leche respectivamente, y a las 6 horas se 

registraron producciones de 0.039 y 0.01 IxJO·' mg eq dex/ufc, respectivamente. 
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Flpn 5.6 Clnfdca de crecimiento de L. d~lbr11~ckU ssp. b11lglll'fcus en diferentes fUentes de 
nltr6geno: leche (()) y 1uero licteo ultnflltndo adicionado con cuamino6cldo1 ("), 
trlptona (•), cuelna (+), Cada punto es la media de trel repedclonn y lu desviaciones 
nt6ndar varfan de z 0.01 a z 0.1. 
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Flgun 5. 7 Producción especifica de poUmero por L thlbr11eckU up. blllgark111 ea 
dlfereata fuentes de altnlgeao: leche ((1) y suero licteo ultnrutndo adicionado coa 
cuamlaoicldo1 (•), trlptoaa (*), cuelna (+),Cada punto es la media de trel repetlcloae1 y 
lu de1Vlacloae1 estiadar varlaa de :!:l,5xllr11 a :1:4xlct'. 
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Aunque no se conoce con exactitud el grado de hidrólisis de cada fuente de nitrógeno 

estudiada, es evidente que el de los casaminoácidos es mayor que el de la triptona y el de la 

caseína. Se puede concluir que el grado de hidrólisis es importante en la producción del 

polímero, ya que en los medios en los cuales se utilizaron casaminoácidos y triptona se observó 

que el polímero se produjo en mayor cantidad durante las primeras horas de la fermentación. 

Estos resultados concuerdan con los de otro trabajo (22) con la cepa NCFB 2772 de L. 

delbrueckii ssp. bulgaricus en el cual se encontró que la hidrólisis de la caseína de la leche 

estimuló el crecimiento y la producción especifica del polisacárido durante las primeras horas de 

fermentación. 

S.6 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CASAMINOACIDOS EN LA 
PRODUCCION DE POLIMERO 

Se estudió el efecto de la concentración de casaminoácidos en la producción del 

polímero, encontrando que tiene un efecto significativo (p<0.01). 

En la Figura 5.8 se puede observar que a mayor concentración de casaminoácidos en el 

medio de cultivo, la producción total del polímero por Lactobacillus delbrueckii ssp. bu/garicus 

fue mayor., Cuando la concentración fue de 3.5% se registraron las mayores producciones totales 

del polímero, siendo de 0.025 mg eq dex/ml en la primera hora a 0.061 mg eq dex/ml en la sexta 

hora; con las concentraciones de 1.5% y 2.5% no se registraron diferencias significativas entre sl 

y se encontraron producciones de 0.040 y 0.042 mg eq dex/ml a la sexta hora respectivamente; 

con la concentración de 0.5% se registraron producciones de 0.033 mg eq dex/ml al finalizar 

la fermentación y las menores fueron en las concentraciones de casaminoácidos de 0.1 % y 
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Flpra 5.8 Prodaccl6a total de polfmero por L thlbr11eckll ssp. b11/garicu a dlrenatea 
coaceatracloaea de cuamJao,cldoa: 0.1 % (•), 0.25% (+), 0.50% (*), 1.5% (O), 2.5°4 (s), 
3.5% ( • ). Cada punto ea la media de trea npeticloaea y lu deavtacloaea atúdar varfaa de 
:1:6sl~ a :1:2.5slll'°. 
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0.2So/o, sin existir diferencia significativa (p>O.OS) entre ambas durante las seis horas de 

fermentación. 

En lo referente al crecimiento de la bacteria, existió también un efecto significativo 

(P<0.01) de la concentración de casaminoácidos. En la Figura S.9 se observa que durante las tres 

primeras horas de la fermentación los mayores crecimientos se encuentran a las concentraciones 

de casaminoácidos de 3.5%, 2.5% y l.S% (3.3xl0', 2.lxlO' y l.2xlO' ufc/ml respectivamente) y 

no existió diferencia significativa entre éstas; los menores crecimientos se encontraron a las 

concentraciones de O.So/o, 0.25% y 0.1% (2.SxlO', 2.lxJO', y l.Sxl04 ufc/ml respectivamente) y 

no existen diferencias significativas entre éstas. A partir de la tercera hora de fermentación, a la 

concentración de 3.5% se registraron los mayores crecimientos de 3.3xl0' a 4.8xl06 ufc/ml a la 

sexta hora, mientras que el comportamiento de la bacteria en las otras concentraciones 

permaneció casi constante. Al finalizar la fermentación no existió diferencia significativa entre 

los crecimientos registrados en las concentraciones de 0.1% y 0.25%, (3.Sxl04 y 6.7xl04 ufc/ml 

respectivamente) ni entre las concentraciones de O.So/o, l.S% y 2.5% (l.8xl0', 2.lxJO' y 

3.2xl0' ufc/ml). 

Por otro lado, a pesar de que a las mayores concentraciones de casaminoácidos se 

registraron las mayores producciones totales del polímero, al analizar la cantidad de metabolito 

producido por microorganismo crecido, se encontró que el comportamiento fue diferente. En la 

Figura S. l O se puede observar que a menor concentración de casaminoácidos, la producción 

especifica puede aumentar más con el tiempo que a concentraciones mayores. En la segunda hora 

de la fermentación se encontró que las mayores producciones especificas fueron a las 

concentraciones de O.So/o (8.0SxIO" mg eq dex/ufc), O. JO% (6.9lxl0" mg eq dex/ufc) y 0.2S% 

(S.OlxJO" mg eq dex/ufc); existiendo diferencia significativa (p<0.01) entre éstas. Lus menores 
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Flgun !.9 Clnftlca de crecimiento de L dt!lbrllt!clrU ssp. blllgaricllS • dlfennta 
concentnclona de cu•mlnoicldo1: 0.1,-. (•), o.2s•/o (+), 0.!0% (*), l.!% ([)), 2.!% (11), 
3.!% ( • ). C•d• punto es I• medie de tres npetlclones y lu desvieclones estúder varlan 
de :0.01 a :O.IS. 
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Flpra 5.10 Producción especifica de polimero por L thl/m1eckU ssp. 611/garü:u a 
diferentes concentraciones de cuamlao,cldo1: 0.1 % (•), 0.25% (+), 0.50% (*), 1.5% (()), 
2.5% (11), 3.S'Ye ( • ), Cada punto es la media de tres repeticiones y lu desviaciones 
estindar varfan de l.Sd0-11 a 2.6:1110"'. 



58 

producciones se registraron al 1.5% (l.78xl0º7 mg eq dex/ufc), 2.5% (l.27x10"' mg eq dex/ufc) y 

3.5% (l.35xl0·7 mg eq dex/ufc), no existe diferencia significativa entre las dos últimas. 

En la cuarta hora de fermentación se sigue observando el mismo comportamiento, las 

mayores producciones especificas corresponden a las concentraciones menores de la fuente de 

nitrógeno. De esta manera al 0.1%, 0.25% y 0.5% las producciones son 7.07, 8.34 y 5.83xlO"' 

mg eq dex/ufc respectivamente. Las menores producciones especificas se encuentran a las 

concentraciones de J .5%, 2.5% y 3.5% y no son diferentes entre sí. 

Al finalizar la fermentación se mantiene esta tendencia, las mayores producciones 

especificas son al 0.1%, 0.25% con 6.76 y 4.28x10"' o"ig eq dex/ufc respectivamente, y las 

menores producciones especificas se registran en las concentraciones de 0.5% 

(l.77xlO"' mg eq dex/ufc), 1.5% (l.91xto·7 mg eq dex/ufc) 2.5% (l.33xl0º7 mg eq dex/ufc) y 

3.5% (0.12x10"' mg eq dex/ufc). No existe diferencia significativa (p>0.05) entre las tres 

primeras. 

Cowie (17) reporta que para la cepa Lb339 de L. delbrueckii ssp. bulgaricus, la 

producción de polisacárido no se afecta por la adición de 0.025% y 0.05% de casaminoácidos a la 

leche pero a concentraciones de 0.1 % y 0.5% ésta se incrementa, para después disminuir a la 

concentración de 1 %. Este comportamiento concuerda con los resultados obtenidos en esta 

investigación, sin embargo en dicho trabajo se estudiaron solamente concentraciones menores de 

1 % de casaminoácidos. 

En otros trabajos con Propionibaclerium acidi-propionici se reporta que la producción de 

pollmero aumenta cuando el medio de cultivo contiene concentración baja de nitrógeno y es rico 



DllmtS•• 
SIUR DE lA l/BUDTICA 

59 

en lactosa (43 ). 

De los resultados anteriores se puede concluir que la concentración de casaminoácidos es 

importante para la producción del polímero por L. delbrueckii ssp. bu/garicus. 

Es posible que el polímero sea producido cuando el crecimiento se limite o se inhiba por · 

la disponibilidad de algunos nutrimentos, que generalmente no es la fuente de carbono o cuando 

la bacteria se encuentre en situaciones de estrés. 

S.7 EFECTO DE DIFERENTES GRUPOS DE AMINOACIDOS EN EL 
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE POLIMERO 

A diferencia de otras especies bacterianas, como Escherichia co/i o Bacil/us sublilis las 

cuales, pueden crecer en un medio mínimo conteniendo solamente sales minerales y glucosa, las 

bacterias lácticas requieren aminoácidos para su crecimiento (IO). 

Una vez reconocida la importancia que tienen los aminoácidos en el crecimiento y 

producción del polímero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus, se realizó un estudio para determinar 

si existía efecto de un aminoácido o un grupo de aminoácidos en la producción del polímero y en 

el crecimiento de esta bacteria. 

En la Figura 5.11 se presentan el crecimiento y la producción del polímero en cada uno de 

los grupos de aminoácidos mencionados en materiales y mét.odos (T~bla 4.3):. El tipo de 

aminoácido no tuvo un efecto significativo (p>0.05) en la producción del polímero; sin embargo 
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Figura 5.11 Crecimiento y produccl6n de pollmero por L delbr11eclrU ssp. b11/gorku en un 
medio con dlferentea lll'llPOI de amlno6cldo1. Pan cada grupo de amlno,cldo1 ver 
materlalea y m•todo1. Producci6n de pollmero (11), crecimiento (1). Cada punto ea la media 
de tres repeticlonea. 
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en el caso del crecimiento si existió un efecto significativo (p<O.Ol) para algunos grupos 

específicos de aminoácidos. Se encontró que en los grupos que contienen en común a la tirosina 

y a la prolina (II, V y VIII) se registraron los mayores crecimientos. Esto indica que la cepa 2772 

de Lactobaclflus delbrueclcii ssp. bulgaricus es estimulada por estos aminoácidos para su 

crecimiento. 

Otros estudios (SI) indican que Lactobaci//us no puede utilizar sales de amonio como 

fuente de nitrógeno y que para su crecimiento son esenciales de 7 a l S aminoácidos. También se 

han reportado requerimientos de distintos aminoácidos y de otros nubimentos en un medio 

sintético para distintos géneros de Lactobacillus (40). La arginina, la tirosina, el ácido aspártico, 

la treonina y la cistelna estimulan el crecimiento de Lactobaci/lus plantarum. En el caso de L. 

case/ se reportó que la lisina, la treonina, la metionina y la serina estimulan su crecimiento 

mientras que para L. helvelicus lo hacen la alanina, la cistelna, la glicina y la serina. La alanina, la 

glicina y la lisina estimulan el crecimiento de L. acidophi/us. Estos requerimientos de 

aminoácidos pueden ser debido a la ausencia de genes específicos para la bioslntesis de estos 

aminoácidos. 

Diversos estudios acerca de la hidrólis de las proteinas de la leche muestran la 

·importancia de la tirosina y de la prolina para las bacterias lácticas. Se ha encontrado que la 

tirosina es el único aminoácido libre identificado después de la hidrólisis de la B-caseina por 

proteinasas de la cepa ACI de Le.' lactis ssp. cremoris (48). También se reporta que para la cepa 

LC330 de Le. /actis ssp. cremoris en un cultivo batch, la ausencia de tirosina disminuye el 

crecimiento en S2% (12). Para L. cremoris y L. he/veticus también se reporta el requerimiento de 

tirosina ( l 0,40). 
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Un aspecto de la importancia de la prolina es el hecho de que en la hidrólis de la 6-

caselna el contenido de este aminoácido en los péptidos liberados por la acción de proteinasas de 

L. lactis es muy alto comparado con otros aminoácidos presentes. Los péptidos identificados 

presentan altos contenidos de prolina, dependiendo de la cepa: 21.2%, 21.6% y 23.4% para las 

cepas HP, NCDO 763 y ACI respectivamente. La prolina libre puede entrar a la célula solamente 

por difusión pasiva a través de la membrana citoplasmáticas en Lactococcus ( 48). 

La prolina suele ser importante para Lactococcus. Se libera de la caselna por la acción de 

X-Pro dipeptidasas (48). En estudios realizados en 50 cepas de Le. laclis ssp. cremoris y L. 

he/velicus se reporta que la prolina se requiere para su crecimiento (48). 

El estudio de las rutas biosintética de los aminoácidos pueden ayudar a entender la razón 

p~; la cual las bacterias lácticas son sumamente exigentes en cuanto a los nutrientes que 

requieren. 

5.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE CEPAS 
FILANTES Y NO FILANTES DE L. delbrueckii ssp. bu/garicus 

El objetivo de este experimento fue determinar si la capacidad de L. delbrueckii ssp. 

b11/garicus de hidrolizar las protelnas de la leche está relacionada con su capacidad de producir 

pollmero exocelular. 

Las bacterias lácticas son débilmente proteollticas, comparadas con otros grupos o 

géneros de bacterias como Bacillus o Pseudomonas; sin embargo, presentan una actividad 



63 

proteolltica que les permite abastecerse de los aminoácidos que requieren. 

En la Figura 5.12 se muestra la actividad proteolítica especifica de las cepas filantes 

NCFB 2772 y NCFB 2483, y una no filante, la NCFB 1489 de Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus. Se puede observar cómo desde las primeras horas de la fermentación existió 

diferencia significativa {p<O.O 1) entre las actividades registradas para las cepas filan tes y la no 

filante. Cuando inicia la fermentación la cepa no filante NCFB 1489 presenta una actividad 

proteolltica de 13.lxlO·' mg tyr/ufc, mientras que las filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 de 

6.36x10"' mg tyr/ufc y 8.6lx10'1 mg tyr/ufc respectivamente. Durante las seis horas de la 

fermentación el comportamiento de las bacterias es el mismo, y así a la sexta hora, la cepa 

NCFB 2772 presenta actividades de 5.44xl0'1 mg tyr/ufc, la NCFB 2483 de 7.59xlO" mg tyr/ufc 

y la NCFB 1489 de lxl0-6 mg tyr/ufc. 

No se encontraron en la literatura reportes de actividades proteolfticas de bacterias 

filantes y sólo se pueden comparar con trabajos en bacterias no filantes. Se han reportado (50) 

actividades proteolíticas especificas de diferentes cepas de Lactococcus laclis ssp. cremoris: 

l.74x10·' mg tyr/ufc para la cepa !03, 2.80xl0'1 mg tyr/ufc para la cepa 108 y la de la cepa 208 

es de 7.63x 10·1 mg tyr/ufc. Estas son comparables con las actividades proteolfticas de la cepa no 

filante NCFB 1489 de L. delbrueckii ssp. bulgaricus de este trabajo. 

En la Figura 5.13 se muestra la cinética de crecimiento de las tres cepas de Lactobaci/lus 

de/brueckii ssp. bulgaricus. Se puede observar que desde el inicio de la fermentación la cepa no 

filante NCFB 1489 presentó el mayor crecimiento, comparado con las cepas filnntes NCFB 2772 

yNCFB 2483. Al finalizar la fermentación, la cepa no filante NCFB 1489 alcanzó poblaciones 

de lxlO' ufc/ml, mientras que las cepas filantes NCFB 2772 yNCFB 2483 de lxl08 y l.25xl08 

ufc/ml respectivamente. 
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Tiempo (horaa) 

Figura 5.12 Activid•d proteolfllca especifica de tres cepu de L d11/6r1111ckU ssp. /Jlllgarlciu 
en lecbe deacrem•d•: lilute NCFB 2772 (•), no lllante NCFB 1489 (+), lilante NCFB 2483 
(*). Cada punto n la media de tres repedclonea y lu dnvlaclonn ntúdar varfan 
de :i:S.8KJIJ.·' a :1:4dlt'. 
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Flgun 5.13 Clnftlc• de crecimiento de tres cepu de L de/brll~ckU ssp. blllglll'kiu en leche 
dncremada: lllante NCFB 2772 (•),no ruante NCFB 1489 (+), lllante NCFB 2483 (*).Cada 
punto a la media de tres repellclona y lu desvlaclona nündar varfan de :!:0.01 • :!:0.012. 
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. En la Figura 5.14 se muestra la producción de pollmero registrada para las cepas filantes: 

NCFB 2772 y NCFB 2483 de L. delbrueckii ssp. b11/garic11s, mientras que para la cepa no filante 

NCFB 1489 no se detectó producción de polímero. Al comparar el comportamiento de las 

bacterias filantes y las no filantes se puede suponer que las primeras producen polímero debido a 

que no pueden hidrolizar efectivamente la proteína para obtener un buen crecimiento. Esto no 

concuerda con lo reportado por otros autores (5) para el caso de S. salivari11s ssp. thermophi/11s 

ya que establecen que la caracterlstica filante no esta ligada a la producción de ácido, la 

capacidad proteolítica o síntesis de acetaldehido. 

Las bacterias lácticas no filantes presentaron actividades proteollticas mayores que las 

cepas tilantes de la misma especie, presentando estas últimas menor crecimiento. Es posible que 

este menor crecimiento se deba precisamente a la baja actividad proteolltica, la cual es muy 

importante para el metabolismo de estas bacterias, ya que los aminoácidos libres presentes en la 

leche no son suficientes para permitirles un buen crecimiento, por lo que requieren hidrolizar la 

caseína (31 ). 
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6. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye lo siguiente: 

1. El uso de medios de crecimiento con diferente relación carbohidratos/prote!nas no 

afecta la producción total del polímero, ni su producción especifica por L. de/brueckii ssp. 

bulgar/cus. 

2. El uso de diferentes fuentes de nitrógeno afecta la producción del polisacárido, 

registrándose mayores producciones específicas con las fuentes más hidrolizadas, durante las tres 

primeras horas de fermentación. 

3. La concentración de casnminoácidos afecta la producción del pol!mero; a menores 

concentraciones se obtienen mayores producciones del polisacárido por microorganismo crecido. 

4. El crecimiento de la cepa NCFB 2772 de Lactobaci/lus delbrueckii ssp bu/garicus es 

estimulado por la presencia de la tirosina y la prolina, pero la producción de p~l!mero no es 

estimulada por ningún aminoácido. 

5. La actividad proteolítica baja que presentan las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 

2483 de L. de/brueckii ssp. bu/garicus está relacionada con un. menor creci.mieiitc:> :(c.on s~ 

capacidad de producción de polímero en leche, comparado con el comportamiento d~· la cepa no 

filante NCFB 1489 de esta misma especie bacteriana. 
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7. RECOMENDACIONES 

Existen diversas álternativas para la continuación de este trabajo, ya que aún falta mucho 

para conocer profundamente el efecto de la fuente de nitrógeno en la producción de polfmero. 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda: 

1. Determinar el efecto en la producción de pollmero bajo condiciones de limitación de 

nitrógeno y de carbono. 

2. Relacionar el consumo de lactosa y de protefna con la producción de pollmero durante 

la fermentación. 

3. Evaluar las actividades proteol!ticas de un mayor número de cepas de bacterias lácticas 

filantes y no filantes incluyendo S. tlzermoplzi/us, para comparar su comportamiento con la de L. 

delbrueckii ssp. bulgaricus y encontrar la relación de la actividad proteolltica con la capacidad 

de producción del pollmero. 

4. Evaluar la actividad protcolítica de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en medios con 

diferente grado de hidrólisis y relacionarlo con la producción de pollmero. 

5. Evaluar el efecto de la fuente de nitrógeno en la composición del polisacárido 

producido por Lactobacillus delbrueckii ssp. b11/garicí1s. 
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6. Determinar si el pH y/o la capacidad amortiguadora de los medios utilizados son las 

causas por las cuales se presenta una baja producción específica del pollmero a medida que el 

tiempo de fermentación aumenta. 

7. Relacionar la concentración de polímero obtenido como mg eq dex/ml con valores 

cuantitativos de carbohidrato utilizando un método como el del fenol-sulfúrico. 

8. Determinar el efecto del calcio en la producción del polfmero. 
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