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RESUMEN

Se realizé un estudio del efecto de la fuente de nitrgeno en la produccién de un

polisacdrido exocelular por una cepa filante de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Se comparé el crecimiento y la produccién de polisacdrido en medios con diferente
relacién carbohidrato/proteina, encontrandose que en un concentrado proteico se obtuvo el mayor
crecimiento, comparado con leche, suero licteo y suero con casaminodcidos. La relacién

carbohidrato/protefna del medio no afectd la produccién especifica del polisacérido.

Se estudi6 el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno y se obtuvo una mayor produccién
especifica del polisacérido con la fuente més hidrolizada (casaminoécidos) que con triptona,
caseina y leche. La concentracién de casaminodcidos afecté la produccién especifica del
polisacarido. A menor concentracién de casaminodcidos mayor produccién especifica del
polisacérido. Ningin aminodcido estimulé la produccién del polisacérido. Sin embargo, la

tirosina y la prolina mejoraron ligeramente el crecimiento.

La cepa filante de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus NCFB 1489 presenté una
actividad proteolitica mayor (13.1 mg tirosina/ufc x 107) que las cepas filantes NCFB 2772 y
NCFB 2483, las cuales presentaron actividades de 6.36 y 8.61 mg tirosina/ufc x 107
respectivamente. Esto sugiere que 1a actividad proteolitica baja de las bacterias filantes provocan
un menor crecimiento y tiene como consecuencia una mayor produccién de polimero, comparado

con las no filantes.



1. INTRODUCCION

El yoghurt es un producto fermentado, producido al inocular leche con Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus 'y Streptococcus salivarius ssp. thermophilus en una proporcién

de 1:1.

Una alternativa interesante para la elaboracién de yoghurt es la utilizacion de bacterias
filantes, las cuales producen un polisacrido que mejora la textura y la apariencia del producto ya

arahl

que, aumenta la viscosidad y disminuye consider la sinéresis o separacién de

" suero 1.

El uso de estas cepas filantes en la elaboracién de alimentos como el yoghurt puede ser de
gran utilidad, sobre todo en pafses como México, donde la legislacién prohibe la adicién de

estabilizantes a estos productos.

El estudio de la caracteristica filante de estas bacterias lacticas se inicié hace algunos

afios y ha incluido diferentes aspectos fisiologicos y genéticos. Diversos investigadores han

reportado la composicién del polisacdrido (7,8,12,34). Otros estudios muestran cémo influye la
fuente de carbono en su produccién y composicién (34), El efecto de diferentes factores en la
produccién de polisacérido por estas bacterias Idcticas ha sido reportado. Garcfa-Garibay y

Marshall (23) encuentran que la a de incubacién p un efecto en la produccién

'y

de polisacdrido por L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Cowie (12) encuentra que la presencia de
calcio estimula la produccién de polimero en leche por L. delbrueckii ssp. bulgaricus.

Otro aspecto i ha sido el Jio de la inestabilidad de la caracteristica filante,
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La pérdida esponténea de esta propiedad se ha relacionado con varios factores, aunque todavia no

ha sido posible explicar claramente la causa. Se cree que la capacidad de produccién de polimero

s 3

estd iada con un plé y varios reportan que para bacterias licticas meséfilas el
caracter filante esta relacionado con un plésmido, pero en el caso de cepas de bacterias l4cticas

termofilas la caracteristica filante no se encuentra codificada en plasmidos (41,45,58, 59, 62).

En el presente trabajo se estudié el efecto de la fuente de nitrégeno en la produccién de
un polisacarido exocelular por L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Se busca ampliar el conocimiento
actual del comportamiento de estas bacterias l4cticas filantes, ya que la mayoria de las
investigaciones se han enfocado a estudiar solamente el efecto de la fuente de carbono; sin

embargo la fuente de nitrégeno es de suma importancia para el metabolismo de estas bacterias.



2. GENERALIDADES

2.1 MORFOLOGIA DE LAS BACTERIAS LACTICAS DEL YOGHURT

Las bacterias lacticas comprenden a los géneros Lact Strep

Pedi, y L Bifidob. ium, y Lactobacillus. Estas bacterias son importantes
componentes de la microbiota de una amplia variedad de productos fermentados, donde su

principal funcién es la acidificacion (31).

En la elaboracién de yoghurt se emplean dos especies de bacterias lacticas, Streprococcus

salivarus ssp. thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Lactobacillus bulgaricus es un bacilo largo, no mévil, Gram positivo y produce
D(-)-4cido léctico por homofermentacion. Es terméfilo por lo cual es capaz de crecer a
temperaturas mayores de 45°C, pero su temperatura 6ptima de crecimiento es 40-43°C, no crece
a temperaturas menores de 15°C. Como fuente de carbono utiliza glucosa, lactosa, fructosa y
galactosa. Puede crecer a pH menores de 5 (6).

Str ther hilus, presenta forma esférica u ovoide, se asocia en pares o

{4

7 4

cadenas largas de células. Es Gram positivo, no mévil, terméfilo por lo que crece entre 40 y 45°C
y no crece a temperatura menores de 20°C. Produce L(+)-4cido lictico por homofermentacién.

Como fuente de carbono utiliza glucosa, fructosa, lactosa y sacarosa (6).



2.2 RELACION SIMBIOTICA DE LAS BACTERIAS DEL YOGHURT

Se ha observado una relacion simbiética entre S. thermophilus y L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, ya que presentan una produccién mayor de dcido en cultivos mixtos que en cultivos
de cepas puras. L. delbrueckii ssp. bulgaricus estimula a S. thermophilus en la primera etapa de
la incubacién porque libera de la caseina los aminodcidos necesarios para S. thermophilus (36).
Diversos investigadores llegaron a la conclusién que S. thermophilus en condiciones anaerobias
produce una sustancia estimulatoria para L. delbrueckii ssp. bulgaricus, que es igual o puede ser
reemplazada por el 4cido férmico, y en la segunda etapa, cuando el crecimiento de S.
thermophilus se detiene por el efecto adverso del 4cido ictico, L. delbrueckii ssp. bulgaricus

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

2.3 METABOLISMO DE BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias 4cido lacti son nutricionalmente muy exigentes pero estdn bien
equipadas para utilizar un amplio rango de nutrientes que se encuentren en su medio (31). Se
caracterizan por requerimientos nutricionales complejos (protefnas, vitaminas y amino4cidos).

La caracteristica mds importante del metabolismo de Strep thermopk y

Lactobacillus bulgaricus es 1a conversion de los carbohidratos a 4cido lactico. Son homoldcticas
y convierten més del 90% de lactosa a dcido ldctico aunque también producen acetaldehido y

diacetilo en cantidades pequefias. El diacetilo aparece como resultado de la actividad metabélica

de S. thermophilus y su cc ién es muy baja (0.5 ppm). E! acetaldehido es el principal

compuesto voldtil que proporciona el tipico sabor del yoghurt y Streptococcus thermophilus
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puede formarlo a partir de la glucosa via piruvato, pero sélo pequefias cantidades son formadas
en esta ruta por Lactobacillus bulgaricus, en el que la via principal es a partir del aminoicido
treonina. El acetaldehido no se metaboliza posteriormente a etanol porque las bacterias del

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

Aunque las bacterias ldcticas son consideradas como débilmente proteoliticas, causan un

grado significativo de protedlisis en muchos productos ldcteos fermentados. Esto conduce a

cambios en la estructura fisica del producto y contribuye a la produccién de comg S

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 &cidos grasos libres,

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

2.3.1 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

La conversién de carbohidrato a lactato por bacterias 4cido lacticas se considera como el

proceso de fermentacién mds importante empleado en la tecnologfa de alimentos (28).

El tnico carbohidrato presente en la leche es la lactosa y tanto L. delbrueckii ssp.
bulgaricus como S. thermophilus lo metabolizan para producir acido lactico. El 4cido lactico
ayuda a desestabilizar las micelas de casefna y conduce asf a la coagulacién de la proteina de la

leche y a 1a formacion 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 via de Embden Meyerhoff-Pamas con el paso final de conversién de piruvato a

lactato (37).

Las bacterias écido ldcticas poseen dos sistemas de transporte de lactosa a la célula: el

sistema fosfoenolpiruvato (PEP):lactosa fosfotransferasa y el sistema de permeasas (15,57).

En el caso del sistema de fosfoenolpiruvato:lactosa fosfotransferasa, el aziicar 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-Parnas mientras que la galactosa 6-fosfato se metaboliza por la ruta de la
D-tagatosa-6-fosfato (31). Esto se observa en bacterias meséfilas como S. cremoris y S. lactis. La
principal enzima de los estreptococos del grupo N es la fosfo-B-galactosidasa (36). En S.
cremoris se encontré 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 estin

presentes pero posiblemente reprimidas cuando este organismo crece en lactosa (37).

La lactosa puede pasar al interior de la célula con la ayuda de permeasas especificas y una
vez dentro se hidroliza por la enzima B-galactosidasa a glucosa y galactosa. La glucosa se
metaboliza a través de la via Embden Me);erhoﬂ'-Pa.mas (28). En Lactobacillus si la
concentracién de lactosa en el medio es baja, la D-galactosa se fosforila en una reaccién

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 esquemédticamente las vias para la utilizacién de lactosa y

galactosa en bacterias dcido lacticas.

Algunas cepas de lactobacilos, incluyendo a L. delbrueckii ssp. bulgaricus muestran
actividad de las enzimas fosfo-B-galactosidasa y B-galactosidasa, aunque esta ultima es la

predominante (36).

La mayoﬂa de las cepas de S, thermophilus no pueden metabolizar la galactosa y esto se

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

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

Strep thermophilus no tiene fosfo-B-galactosidasa y por lo tanto se espera que no

posea enzimas para la via de la tagatosa. Se ha reportado que Ia B-galactosidasa se sintetiza
constitutivamente, excepto en el caso de la cepa STA de S. thermophilus, donde es inducida, Esta
no se reprime cuando el organismo crece en glucosa como tnica fuente de carbono y la galactosa
se acumula en el medio cuando el crecimiento es en lactosa. El organismo sélo metaboliza

galactosa por la via de Leloir cuando la lactosa es limitante (36).

El metabolismo de L. delbrueckii ssp. bulgaricus es también homolictico y la B-
galactosidasa es la enzima predominante, con lactato como producto final. Muchos lactobacilos
son capaces de producir acetaldehido y alcohol como metabolitos finales. Lactobacillus

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

Por otro lado, S. lactis ssp. diacetilactis es incapaz de usar citrato como fuente de energia

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 situacién 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. lactis generalmente llevan a cabo el metabolismo de
carbohidrato por la via de la tagatosa ademds de la via Embden-Meyerhof, pero algunas cepas de
8. lactis pueden también usar la via de Leloir si la galactosa estd presente en el medio de
crecimiento (56). S. thermophilus sélo usa la via Embden Meyerhof, y en los lactobacilos se ha
mostrado la presencia de 8-D-fosfo-galactosidasa. Esta enzima produce intracelularmente
galactosa-6-fosfato la cual luego puede metabolizarse por la via de la tagatosa. Leuconostoc y
Lactobacillus son también capaces de metabolizar glucosa via hexosa monofosfato (36).
En la Fig 2.2 se muestra las rutas metabolicas homofermentativas y heterofermentativas

propuestas para bacterias lcticas.

2.32 EL PAPEL DE LOS AMINOACIDOS Y LOS PEPTIDOS

La casefna constituye cerca del 80% de todas las proteinas presentes en la leche bovina y

sirve como la mayor fuente de nitrogeno para las bacterias lacticas que crecen en leche.

Los aminodcidos son un requerimiento o un estimulante para el crecimiento de las
bacterias licticas, y la mayorfa de ellas son auxotréficas para muchos aminodcidos. En la leche,
los aminodcidos libres presentes normalmente son insuficientes para permitir altas tasas de
crecimiento, por lo que se requiere de un sistema proteolitico complejo compuesto por enzimas
capaces de producir péptidos pequefios y aminodcidos libres provenientes de la casefna de la
leche (30). Mills y Thomas (38) reportaron que para S. cremoris los aminodcidos libres presentes

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

La prueba de la importancia del sistema proteolitico es el hecho de que la concentracién
de aminoécidos libres en leche es muy baja comparada con los requerimientos de aminodcidos
para el crecimiento de las bacterias 4cido lacticas (Tabla 2.1). Esto indica que las bacterias
lécticas poseen enzimas proteoliticas que permiten obtener aminoécidos de la proteina de la leche

para un méximo crecimiento.

Se han estudiado los requerimientos de aminoicidos para algunas bacterias ldcticas;
existe informacion detallada para los estreptococos del grupo N, pero poca para otros grupos
(31). Se ha encontrado que los estreptococos terméfilos no sélo tienen requerimientos de algunos
aminodcidos, sino también se estimulan por aminodcidos no esenciales (valina, metionina,
leucina, triptofano) para producir mds 4cido que el normal (36). Informaci6n cualitativa indica

que Lactobacillus presenta requerimentos mayores que los estreptococos (40).

Tabla 2.1 Concentraciones mfnimas de aminoscidos requeridos por algunas bacterias

licticas para un méximo crecimiento ( ug/ml).
S. lactis | S.lactisssp. | S. cremoris S. thermophilus aa libres en

diacety-lactis leche

Glu 77 87 70 150 359
Leu 41 37 32 ne 1.2
Ile 33 30 32 ne 0.8
Val 27 30 41 ne 2.6
Arg 37 36 39 ne 1.6
__Cys e € 27 80 n.d
Pro ne n.e 38 n.e 8.8
His 23 24 14 60 2.8
Phe 21 n.e 6 n.e ne
Met 22 21 11 n.e n.d

n.e=no esti n.d=no

Fuente: Law (31)
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2.3.3 SISTEMA PROTEOLITICO

La capacidad proteolitica de las bacterias 4cido lcticas es importante ya que vuelve ttiles

proteinas y péptidos para su crecimiento (31).

Las bacterias lécticas se consideran débilmente proteoliticas, comparadas con otros
grupos o géneros de bacterias como Bacillus, Psecudomonas, coliformes, etc., pero ain asf su
sistema proteolitico es muy versatil tanto en nimero y tipo, como en la distribucién celular de

estas enzimas (31).

El sistema proteolitico de las bacterias licticas estd constituido por proteinasas y
peptidasas. El término de proteinasa se utiliza para las enzimas que solamente actiian sobre

proteinas nativas y peptidasas para las enzimas que actian en péptidos (36).

De acuerdo con su localizacion en la célula, existen proteinasas y peptidasas
extracelulares e intracelulares, aunque no todas las especies de bacterias lcticas presentan todos
los diferentes tipos de enzimas. En la Figura 2.3 se presenta la localizacién y la distribucién de

las enzimas proteolfticas de las bacterias lacticas.

Muchos géneros y especies de bacterias secretan proteinasas extracelulares. Estas

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

La sintesis de protei estd lada por la cc i6n de aminodcidos y de

péptidos en el medio. Si la concentracién de aminodcidos es baja, la velocidad de sintesis de

proteinasas es mayor y si existen altas concentraciones extracelulares de amino4cidos, la célula
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responde reduciendo la velocidad de sintesis de la enzima, hasta que €l metabolismo celular haya

usado esta fuente externa de nitrégeno (31).

Uno de los problemas que se han presentado en el estudio de estas enzimas esta definido
por la manera como se establece su cardcter extracelular, ya que muchos de los autores reportan
la presencia de enzimas extracelulares cuando para su obtencién han utilizado tratamientos con
enzimas liticas o choque osmético, no tomando en cuenta la posible liberacion de enzimas

intracelulares (36).

Las proteinasas de Lactococcus lactis ssp. cremoris han sido clasificadas en dos tipos de
acuerdo con su accién especifica en la hidrélisis de casefna. Las del tipo PI o HP, hidrofizan la
B-caseina pero tienen poca o ninguna accién sobre la & o « casefna. Las proteinasas tipo PIII o

AMI se encuentran solamente en pocas cepas e hidrolizan las caseinas o, B y x (44).

En Lactobacillus se producen proteinasas activas en «, B y k caseina pero su actividad es
extremadamente variable dependiendo de la cepa. El Abboudi et al. (16) demostraron que
Lactobacillus hidroliza preferentemente B-caseina pero también degrada proteinas del suero. La
mayoria de las proteinasas de Lactobacillus y de estreptococos del grupo N no degradan

o-casefna,

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

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

El segundo paso en la utilizacién de la caseina involucra la degradacién de péptidos a
productos més pequefios por la accién de las peptidasas. ’
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El estudio de las peptidasas ha incluido el aislamiento y la caracterizacién bioquimica 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 lécticas (29).

Los dipéptidos y oligopéptidos que contienen prolina no son hidrolizados por
aminopeptidasas generales. Existen oligopéptidos ricos en prolina liberados de la caseina por la
accién de proteinasas para los cuales las bacterias écidos lécticas dependen de peptidasas
especificas de prolina. La velocidad de hidrélisis de este tipo de péptidos depende del tipo de

e

Jos que se en 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 ef al. (49)
purificaron una peptidasa de S. /actis que hidroliza dipéptidos pero no los que contienen glicina o
prolina como aminoécido terminal. Shankar et al. (46) reportan peptidasas unidas a la superficie

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

Los estreptococos del grupo N contienen un gran nimero de peptidasas intracelulares que
sirven para liberar todos los aminodcidos provenientes de péptidos derivados de la casefna. Se ha
encontrado que S. lactis ssp. diacetilactis 'y S. cremoris contienen: di, tripeptidasas,

aminopeptidasas-P, prolina imi Jasa y en g | aminopeptid: Todas las peptidasas

purificadas presentan un amplio grado de diversificacién en pH, temperatura 6ptima y peso
molecular, aunque la mayorfa son sensibles al EDTA es decir, metalo enzimas (29).

I3

Recientemente se han estudiado en detalle peptidasas de L illus que p tener
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un mayor rango de actividad que las de los estreptococos del grupo N. En Ia Tabla 2.2 se

muestran algunas caracteristicas de enzimas proteoliticas purificadas de cepas de Lactobacillus

delbrueckii ssp. bulgaricus.

Tabla 2.2 Enzimas proteoliticas purificadas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

ENZIMA PH TEMP. Tipo PM* CEPA ] REFERENCIA ]
OPTIMA (kDa)
(°C)
Aminopeptidasa 7.0 50 Metalo 95 Bl4 “4)
Dipeptidasa 7.0 50 metalo ‘51 Bl4 (60)
X-Pro-DPAP® 6.5 45 serina 95 CNRZ | 3
397
proteinasa 55 42 metalo 170 CNRZ (30)
397
Aminopeptidasa 5.5 42 metalo 95 CNRZ )
397

* PM: peso molecular.

b X-Pro-DPAP: prolil dipeptidil aminopeptidasa.

2.3.3.1 PAPEL DEL CALCIO EN LA SINTESIS DE ENZIMAS

PROTEOLITICAS

El papel del calcio en la actividad proteolitica y en la sintesis de proteinasas en bacterias

l4cticas ha sido estudiado, sin que hasta la fecha se haya establecido un acuerdo al respecto.

Mills y Thomas (38) encontraron que la actividad proteolitica de S. cremoris y S. lactis

era afectada por adicién de iones de calcio. Exterkate (18) llegé a diferentes conclusiones acerca

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

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

crecer 8. Jactis en un medio rico nutricionalmente (M17) pero con concentraciones bajas de
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calcio y lo compararon con un crecimiento en leche. En ambos medios se produjeron células
activas proteoliticamente pero en M17 no fueron sintetizadas dos proteinasas. Esto sugiere una

represion diferencial o desestabilizacién,

2.3.4 TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

Como otras bacterias, las lacticas pueden transportar activamente aminoacidos y péptidos

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

concentracién (31).

* Las bacterias de los géneros L bacillus, L y los ptococos del grupo N -

transportan los amino4cidos y péptidos mediante sistemas separados (31).

Existen fuertes evidencias de que S. /actis puede utilizar péptidos via peptidasas unidas a
la pared celular, o bien transportindolos intactos (36). Se han identificado 3 tipos de sistemas de

transporte de amino4cidos en Lactococcus (14,42):

a) Transporte mediante la fuerza protén motriz. Se utiliza este sistema en la toma de L-
metionina y de los amino#cidos ramificados L-leucina, L-isoleucina y L-valina; los aminodcidos
neutros L-serina, L-treonina, L-alanina y glicina y los aminoacidos basicos L-lisina, La toma de
L-histidina, L-cisteina, L-tirosina y L-fenilalanina pueden ser también por fuerza protén 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 formacién de enlaces de alta
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energfa 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/ornitina presénte en L. lactis ssp. lactis. La toma de la arginina y la excrecién de la

ornitina es ayudada por el gradiente de concentracion de los dos aminoécidos.

‘2.4 BACTERIAS LACTICAS FILANTES

Las bacterias lacticas filantes son aquéllas que pueden sintetizar polimeros, los cuales

suelen ser caracterizados por su localizacién relativa en la célula.

Algunas bacterias acumulan el polisacérido intracelularmente y otras afuera de la pared
celular. El término polisacérido exocelular (EPS) fue propuesto por Sutherland (52) y se define,
en términos generales, como todas aquéllas formas de polisacdrido bacteriano que se excretan de
la pared celular. Los polimeros extracelulares pueden formar parte de una cépsula firmemente
unida a la superficie de la célula bacterial o puede ser observado como material viscoso

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

Algunos microorganismos productores de polimero pertenecen a los géneros

Strep us, L bacillus y L Este tltimo es considerado como uno de los

organismos licticos més eficientes en la produccién de polimeros. La dextrana fue el primer

polisacérido microbiano producido industrialmente. En el caso de otras bacterias &cido ldcticas el
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problema mas comiin en la produccién de polisacérido es la pérdida gradual de la caracteristica
filante. Diversos autores han reportado que esta ‘pérdida espontdnea ha sido relacionada con la

presencia de plismidos inestables en bacterias Iscticas mesdfilas (41,58,59).

2.4.1 DETECCION Y CUANTIFICACION DE POLIMEROS PRODUCIDOS
POR BACTERIAS LACTICAS

La produccién de polisacdridos por bacterias filantes se ha determinado por diversos
métodos. La viscosidad y la consistencia se han utilizado como criterios para detectar su
presencia. Otra metodologia cualitativa ampliamente usada ha sido a partir de la formacién de
hebras al tocar el medio con la punta de una pipeta. Sélo recientemente, se ha intentado hacer
més precisa la medicién de polimero y no sélo a través de pruebas visuales (8, 12,). Manca de
Nadra et al. (34) reporta un método basado en la absorcién de yodo por el polisacdrido
producido. Garcia-Garibay y Marshall (23) reportan el método denominado "Haze assay" basado
en la medicién espectofotométrica de la turbidez producida por el polisacérido.

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

f 103

soluciones no-Newtoni La vi 1 en un medio liquido puede ser afectada no sélo por la

cantidad de polfmero presente, sino también por la presencia de otros productos metabélicos
excretados en el medio. Por lo tanto un organismo puede producir la misma cantidad de polimero
y el medio presentar diferentes caracteristicas reoldgicas. Ademds se ha observado que la
viscosidad medida disminuye cuando se prolonga el tiempo de incubacién. Macura y Townsley

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

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

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

La biosintesis de heteropolisacdridos producidos por bacterias écido ldcticas meséfilas y
térmofilas no se ha estudiado ampliamente. Sin embargo se puede asumir que la sintesis ocurre
en la membrana citoplasmética y utiliza nucleétidos como precursores. Sutherland (52) propone
un modelo para explicar la sintesis de exopolisacdridos en bacterias Gram-negativas. La

produccién de EPS involucra un nu  relati de de enzimas, que incluyen UPD

-

glucosa deshidrogenasa, glucosatransferasa, galactotransferasa I y I1, ac. glucorénico transferasa

y polimerasa.

2.4.3 COMPOSICION Y ESTRUCTURA QUIMICA DE POLISACARIDOS
MICROBIANOS

Los exopolisacéridos no contribuyen por s{ mismos a Ia 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 drasticamente la composicion,

propiedades fisicas y organizaci6n del EPS en la superficie bacteriana.

Los EPS estdin compuestos principalmente por carbohidratos que pueden estar
modificados con substituyentes orgénicos e inorgénicos. De acuerdo con su composicién basica
existen los homopolisacéridos, formados por unidades repetidas de un mismo carbohidrato, y los

heteropolisacaridos, formados por unidades de distintos monémeros de carbohidrato.

La mayoria de los polisacdridos microbianos son | polisacdridos. La cantidad de
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estructuras es muy grande, por el mimero de posibles y configuraci Cada hexosa
puede ser enlazada en forma « o B, los aziicares pueden estar en forma de piranosas o furanosas,

y ademds pueden estar unidos en posicién 2,3,4,0 6 (52).

Se han encontrado tres tipos de estructuras de homopolisacaridos; 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 heteropolisacaridos varian dependiendo del tamafio y del tipo de monosacéridos que
los forman, se ha encontrado que pueden estar unidos a un écido uronico, el cual es

usualmente acido D-glucordnico, y rara vez son ramificados.

Los homopolisicaridos mds comunes son la celulosa microbiana producida por

Acetobacter xylinum, el curdlan producido por 4lcaligenes faecalis var. myxogenes y especies de

Agrob ium y de Rhizobium, las dextranas sintetizadas poi L oides y L. dextr

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

En el caso de los PE producidos por las cepas de L. delbrueckii ssp. bulgaricus y S.
thermophilus existe controversia sobre los azicares que los componen. Para L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, Manca de Nadra et al. (34) reportaron que el polimero producido en medio sintético
estaba compuesto por glucosa y fructosa en relacién 1:1. Cerning ef al. (7) reportaron que el

N (H

heter 4rido estaba

r

» por galactosa, glucosa y ramnosa en una relacién molar de

4:1:1 y su peso molecular fue de aproximadamente de 500 000 Da. Marshall (36) recupera un
polimero formado por galactosa, glucosa, xilosa y residuos de dcidos urénico.

Se ha encontrado que S. thermophilus también produce un polisacdrido exocelular.
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Ceming ef al. (8) reportaron que el polisacirido esencialmente estaba compuesto por galactosa,
glucosa y pequefias cantidades de xilosa, arabinosa, ramnosa y manosa. Doco et al. (13)
determinaron la estructura del exopolisacdrido producido en leche y encontraron que estaba
compuesto por galactosa, glucosa y N-acetilgalactosamina en relacién 2:1:1 con un peso

molecular de 1x10° Da.

A pesar de no existir un acuerdo acerca de los azicares que componen los polisacdridos
producidos por S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus en la mayoria de los trabajos se
ha reportado que ial estan comp por galactosa y glucosa. Se ha encontrado que

en el polimero producido por L. delbrueckii ssp. bulgaricus la galactosa representa el 66.5% del
total y el 52% en el producido por S. thermophilus (8).

Ceming er al. (8) reportaron que las cantidades de polisacérido producidas por S.
thermophilus varian entre 50 y 340 mg/] con viscosidades de 40 a 240 mpa.s segiin el medio
utilizado. Para L. delbrueckii ssp. bulgaricus las cantidades varfan entre 60 y 425 mg/l con
viscosidades que van de 3 a 220 mpa.s. Cuando las dos especies se asocian la concentracién

de polisacarido fue de 800 mg/l.

Otros estudios demuestran cémo influye la fuente de carbono en la produccién de
polisacérido por L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Cuando est4 es glucosa o fructosa, el polisacérido
se produce después de 3 horas de incubacién. Si la fuente de carbono es lactosa o sacarosa, la

és de 5 horas de incubacién (34).

10

&rido ocurre d

sintesis de p

‘P
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2.4.4 FUNCION DE LOS POLISACARIDOS MICROBIANOS

Existen diferentes teorfas sobre el papel biolégico del polimero producido por las
bacterias. Algunos autores sugieren que su funcién es la de proteger a la célula contra la

desecaci6n y el ataque de fagos o como agente adhesivo (9,52).

No parece que los polimeros exocelulares funcionen como fuente de energfa, dado que las
bacterias filantes usualmente no son capaces de catabolizar el polimero que sintetizaron. La
teoria de que el polimero funciona para proteger a la célula de condiciones adversas se ha
intentado demostrar, Algunos autores reportan que la presencia del polimero disminuye el dafio

3

en Strep C su mantenimiento por congelaciéna -17°C (24).

Otros trabajos han demostrado que el polimero no es necesario para mantener la
viabilidad de las células, ya que éste puede ser removido fisica o enziméticamente sin un efecto

adverso sobre el crecimiento bacteriano (8).

2.4.5 FACTORES GENETICOS ASOCIADOS A LA PRODUCCION DE
POLISACARIDOS

La inestabilidad de la caracteristica filante en bacterias 4cido lacticas ha sido estudiada

por diversos autores. En bacterias mesofilas esta pérdida espontinea de la capacidad de

producci6én de polimero se ha rel do conlap ia de plasmidos. Se ha reportado que en

una cepa suiza de Lactococcus lactis ssp. cremoris el fenotipo filante esta ligado a un pldsmido

de 17 MDa (41). Otros trabajos han d ado que en L lactis ssp. cremoris la
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presencia de un plismido de 18.5 MDa est4 asociado con la expresién del fenotipo mucoide; el
plésmido fue transferido a otro Lactococcus no mucoide para demostrar su funcién (58). Estudios
recientes parecen indicar que la capacidad de produccién de polimero estd ligada a la presencia

de plésmidos de varios tamafios en las bacterias dcido lécticas meséfilas (59).

En el caso de bacterias termofilas la caracteristica filante no se encuentra ligada a

pldsmidos como en el caso de las bacterias meséfilas (45).



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la fuente de nitrogeno en la produccién de un polisacdrido

exocelular por una cepa filante de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el efecto de medios con diferente relacién carbohidrato-proteina en la

produccion de polisacirido.

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

caseina o casaminoécidos en la produccion del polisacarido.

3. Estudiar el efecto de la concentracién de la fuente de nitrégeno en la produccién del

polisacarido.

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

nitrégeno en la produccion del polisacarido.

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

bacteriana para establecer su relacion con la capacidad para producir polisacarido.
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4. MATERIALES Y METODOS

La metodologia experimental se resume en la Figura4.1.
4.1 MICROORGANISMOS

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron las cepas filantes NCFB 2772,
NCFB 2483 y la cepa no filante NCFB 1489 de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus de

1a National Collection of Food Bacteria, Reading, Inglaterra.
4.2 CONFIRMACION DE LA IDENTIDAD DE LA CEPA

Para la identificacion de la cepa en estudio se realiz6 una tincién de Gram, la prueba de la
catalasa y la de fermentacién 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
purpura de bromocresol, el cual en solucién presenta un color pirpura a un pH neutro,

cambiando a un color amarillo a pH menor de 5.8.

Se prepard ¢l inéeulo de la bacteria lactica para llevar a cabo la prueba con el sistema API
50 CHL. Previamente se le hizo crecer en agar MRS a 37°C durante 24 horas. Se tomaron las
colonias de la bacteria con ayuda de un hisopo de algodén estéril y se sumergi6 en agua destilada
estéril hasta formar una suspension. Se agité en un Vortex y se tomaron 1 6 2 ml de esta
suspension y se adicionaron a 10 ml del medio API CHL. Se inoculé con una pipeta Pasteur en .
cada una de los tubos y cpulas de los 50 carbohidratos. Se incubé a 37°C durante 7 dias y fue
examinada diariamente para observar cualquier cambio de color en el medio. Se detecta la

fermentacion por el cambio de color de piirpura a amarillo.



Xerfﬂcaclén

ela
identidad
de la cepa

r

Conservacion
de las cepas

Estudio del etpeto
de la relacion
carbohidrato/proteina
en la producciéon
de polimero.

c21

I

Estudio del efecto
uso de suero

e polimero.

Estudio del efecto
de la concentracion
de casaminoacidos

en la produccion

de polimero.

-

Estudio del efecto de
dlferentes grupos de
aminoacidos en la
produccion de polimero.

T

Ultrafiltracion
y secado de

suero lacteo.

del u
ultraﬂltrado adicionado
con caseina, triptona l
o easamlnogcldos en la

Evaluar la
actividad
proteoclitica
de bacterias
lacticas.

Ralacionar actividad proteolitica
con la produccion de polimero.

Figura 4,1 Diasgrama Experimental.



28 -
4.3 CONSERVACION DE CEPAS

4.3.1 CONSERVACION A LARGO PLAZO

Para mantener los cultivos viables y libres de contaminacién " se utilizé el método de -

liofilizaci6n.

Para preparar los cultivos para la liofilizacién, las bacterias se inocularon en tubos de
tapén de rosca con caldo MRS (Oxoid) més 2% de lactosa y se incubaron a 37°C durante 12-16
horas. Posteriormente se centrifugaron a 5000 rjym durante 15 minutos; se eliminé el
sobrenadante y se realiz6 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 suspension leche descremada bacterioldgica (Oxoid) al 10% (p/v) esterilizada a 121°C
durante 12 minutos y/o suero bovino (esterilizado por filtracion al vacio a través de una
membrana de 0.45 um). Las muestras fueron congeladas rapidamente y se colocaron en una
liofilizadora (marca RP-2V) de 2 a 3 dias. Las ampolletas se sellaron a la flama y se mantuvieron
en refrigeracion (5°C). Para reconstituir los cultivos se abrieron las ampolletas asépticamente y se

agregé leche descremada estéril al 10% (p/v).

Para determinar el efecto del método de conservacién sobre la produccion de polisacdrido
se disefié un experimento factorial. Este disefio se aplica cuando se desea estudiar el efecto de 2 0
mds variables simultineamente. Las dos variables fueron: el medio de suspensién para la
liofilizacion (leche y suero bovino) y el tiempo de conservacién de la cepa. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron en el programa de estadistica para Ciencias Sociales (SPSS, Chicago IL

60611, USA).
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4.3.2 CONSERVACION A CORTO PLAZO

Los cultivos se conservaron por medio de resiembras mensuales en leche descremada
bacteriolégica (Oxoid) al 10% (p/v), esterilizada a 121°C 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

refrigeracion a una temperatura de 5°C.

4.4 PREPARACION DE INOCULOS

Para la preparacién de los inéculos se utilizé leche descremada (Sveltes) al 10% (p/v),
esterilizada a 121°C durante 12 minutos. Se inoculé al 1% (v/v), se incubaron durante .12-16
horas a 37°C. Como la caracterfstica filante en estas cepas es muy inestable se verifict antes de
cada experimento que la produccion del polimero del cultivo utilizado fuera de 0.10 a 0.12 mg

eq dex/ml con un crecimiento de 1 a 3x10° ufc/ml.

Todos los indculos se prepararon un dia antes de llevar a cabo la fermentacién, con el fin
de contar con cultivos frescos.

4.5 ANALISIS

4.5.1 CUANTIFICACION DEL POLIMERO

La técnica empleada para la determinacién del pol(mq:b fue gidespritu por Garcia

Garibay (22). Se tomaron 6 ml de muestra y se agregé 1 ml ;i_e,‘é'cid‘o ‘tricloroacético al 80%, se




30
agité en un vortex y se centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos. Se mezclaron 2 ml de

obrenadante con un vol igual de etanol absoluto y se dejé reposar durante 20 minutos a

temperatura ambiente. Se agitd .y se leyé la turbiedad producida en el medio en un
espectofotometro a una longitud de onda de 720 nm. La concentracién de polimero se reporté
como miligramos equivalentes de dextrana (mg eq dex). Un miligramo equivalente de dextrana
se define como la cantidad de polimero que produce la misma turbidez a 720 nm que 1 mg de

dextrana (peso molecular de 2x10° Da) bajo las mismas condiciones.

4.5.2 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO

La poblacién bacteriana en leche y otros medios derivados de ésta, se determiné por el
método descrito por Kanasaki ef al. (27). Este método permite estimar la poblacién bacteriana en
un cultivo lacteo a partir de turbidimetrfa después de la solubilizacién de las micelas de caseina -

a temperaturas bajas con hidréxido de sodio y EDTA.

Se tomaron 5 ml de muestra, se agregaron 0.1 ml de NaOH (10 M) y 10 ml de EDTA ' - -

(0.2%) a 0-5°C. Se agit6 en un vortex y se mezclé 1 ml de esta muestra con'2 mi de EDTA
(0.2%). Esta solucién se agité nuevamente. Se leyé la turbiedad producida en el medio en
espectofotémetro a una longitud de onda de 480 nm, usando EDTA al 0.2% en la celda de
referencia. Para determinar cl crecimiento celular se utilizé una curva pairén enire las unidades

formadoras de colonia (ufc) y la absorbancia producida por la rﬁueslra a480nm.

La curva patrén fue construida de la siguiente manera: Se. utilizé leche descremada
(Sveltes) esterilizada a 121°C durante 12 minutos, se inocﬁlé_ zil 10% (v/v) y se incubé a 37°C

durante seis horas. Se tomaron dos muestras de cultivo cada hora, con una se realizé una cuenta
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en placa en agar MRS a 37°C durante 48 horas y con Ia otra se siguié el tratamiento de la muestra

descrita por la técnica.

4.5.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Para la determinacion de la actividad proteolitica se empled la técnica de Fukumoto et al,
(19). Se mezclaron 1 ml de muestra y 2 mi de caseina al 2% en amortiguador de fosfatos a pH 7.
Se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se agregaron 4 ml de &cido
tricloroacético al 5% y se centrifugaron las muestras a 8000 rpm durante 10 minutos, Con el
sobrenadante, se sigui6 el tratamiento de la muestra por la técnica de Lowry (32) utilizando una
curva patrén de tirosina. La actividad proteolitica se reporté en microgramos de tirosina liberados

por mililitro.

4.6 DISENO DE EXPERIMENTOS
4.6.1 ESTABILIDAD EN LA PRODUCCION DEL POLIMERO

El mayor problema que se presenta cuando se trabaja con bacterias licticas 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 producién del polimero fue necesario determinar cémo
variaba ésta con el nimero de resiembras para establecer las condiciones de preparacién del
in6culo, ya que el objetivo de este trabajo fue comparar la produccién del polisacérido en

diferentes medios de crecimiento.
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Se reconstituy6 la cepa liofilizada 2772 NCFB de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en leche
descremada (Sveltes) al 10% (p/v) esterilizada a 121°C durante 12 minutos. Se incub6 a 37°C

durante 12-16 horas y se determiné la produccién de polimero por la técnica descrita

anteriormente. Se realizaron 8 resiembras bi bajo las mi condiciones.

Se realiz6 un andlisis simple de varianza para determinar el efecto del nimero de

resiembras en la produccién de polimero.

4.62 EFECTO DE MEDIOS CON DIFERENTE RELACION
CARBOHIDRATO/PROTEINA EN LA PRODUCCION
DEL POLIMERO

Se estudi6 el efecto de medios con diferente relacién carbohidrato/proteina (C/P) en la
produccién de polimero, 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 licteo al 7% (p/v) obtenido de la elaboracién de queso tipo
Chihuahua (Kem Fuds S.A., México), y suero al 7% (p/v) adicionado con 3% de casaminodcidos
con una relacién C/P de 2. La composicién quimica de los materiales utilizados como medios se

reportan en la Tabla 4.1,

La leche descremada, el concentrado proteico y el suero licteo fueron esterilizados a 121°C
durante 12 minutos. Los casaminoacidos fueron disueltos en agua destilada y esterilizados por
filtracion al vacio a través de membrana de 0.45 pm. Se realizaron fermentaciones por tripliéads
en matraces Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de medio y qdn tapones de algodén. Se inoculd

cada medio con 10% (v/v) de cultivo de la ceparﬁlante NCFB 2772 de L. delbrueckii .ssp.“
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bulgaricus y se incubaron a 40°C, sin agitacién por 6 horas. Cada hora se determiné la

producci6n de polimero y el crecimiento bacteriano por las técnicas descritas anteriormente.

Tabla 4.1 Coﬁpnsicidn guji_mica de los medios (%)"
COMPONENTE SUERO LACTEO CONCENTRADO LECHE
PROTEICO

Humedad 3.0 2.7 3.0
Sélidos totales 97.0 97.3 97.0
protefna .7

12.0° 62.7° 32.0°
Carbohidratos® 74.3 310 60.8
Relacién C/P° 6.2 0.5 2.0

* Datos proporcionados por la QFB Diana Labastida P. (comunicacién personal)
® Protelna soluble determinada por método de Lowry.

¢ Protefna determinada por método de Kjeldahl. Protefna= N, x Factor(6.38)

4 Azticares totales por método de Fenol sulfirico.

¢ Qalae bhid "

P

Para determinar el efecto de medios con diferente relacién carbohidrato/proteina en la
produccién de polimero se realizé un disefio estadistico "Split plot". Este disefio es similar al
factorial pero, es utilizado cuando una de las variables se desea evaluar con mucha precisién. Las
dos variables en estudio fueron: relacién C/P y el tiempo. Las variables de respuesta fueron:

produccién de polimero 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 de! efecto de la fuente de nitrégeno en la produccién de polimero fue
necesario contar con un medio con todos los componentes de la leche pero libre de la fuente de
nitrdgeno, para lo cual se utilizé un suero de queseria que provenia de la elaboracién de queso

panela. Se pasteurizé 20 minutos a 80°C y se sometié a un proceso de ultrafiltracién para
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eliminar la mayor parte de las protefnas, trabajando asi con el permeado. Se utilizé un ultrafiltro
Romincon HF-LAB-5 con una membrana de fibra hueca de polisulfona, con un limite de
exclusién molecular de 10000 Dalton, a temperatura ambiente y una presién de entrada y salida
de 25 y 10 libras por pulgada cuadrada, respectivamente. Se someti6 a un proceso de secado en
un secador de espreas (Atomizador Nire) para tener un lote de este suero para todos los

experimentos programados.

Se realizé un andlisis quimico proximal del suero ldcteo ultrafiltrado (SUF) y su

composicién quimica se muestra en la Tabla 4.2,

Tabla 4.2 Composicién quimica del snero ultrafiltrado.

COMPONENTE (%) TECNICA
Humedad 3.0 Diferencia de sélidos totales
Sélidos totales  97.0 Estufa al vacfo (1)
Proteina 29 Método de Lowry (32)
Carbohidratos 874 Por Diferencia
Grasa 1.7 Método de Goldfish (1)
Cenizas 5.0 Método general de incineracién (1)

Para determinar el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en la produccion de polimero
y el crecimiento de la bacteria, se realizaron fermentaciones por triplicado utilizando como
medio base un suero lacteo ultrafiltrado al 6.5% (p/v) y se agregaron al 3.5% (p/v):

casaminodcidos (Difco), triptona que es una peptona de caseina (Oxoid) y caseina (Difco).

También se utilizé leche descremada Svelts al 10% para comp el comportamiento de la

bacteria. La caseina y los casaminodcidos fueron esterilizados por filtracién al vacio a través de

una membrana de 0.45 pm. La leche, la triptona y el suero ldcteo fueron esterilizados a 121°C

durante 12 minutos para evitar la caramelizacién de los aziicares presentes. Se realizaron
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fermentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer (250 ml) con 100 ml de medio y con
tapones de algodén. Se inocularon con 10% de cuitivo de la cepa NCFB 2772 de L. delbrueckii

‘ ssp. bulgaricus, se incubaron a 40°C, sin agitacién y por 6 horas. Se determiné la produccién del

polimero y el crecimiento cada hora.
Para evaluar el efecto de los casaminodcidos, la triptona y la casefna utilizados como

fuente de nitrdgeno para la produccién del polimero y el crecimiento de la bacteria se realiz6 un

disefio estadistico "Split plot".

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

Para el estudio del efecto de la cor i6n de inodcidos en la produccién del

polimero. Se utilizé como medio ‘base el suero ultrafiltrado al 6.5% (p/v), se esterilizé a 121°C
durante 12 minutos y se adicionaron diferentes concentraciones de casaminodcidos (Difco):
0.10%, 0.25%, 0.50%, 1.50%, 2.50% y 3.50%. Los casaminoacidos s¢ disolvieron en agua
destilada y se esterilizaron por filtracién al vacio a través de una membrana de 0.45 um. Se
realizaron fermentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer (250 mi) con 100 ml de medio y
con tapones de algodén. Se inocularon al 10% y se incubaron a 40°C, sin agitacién durante 6

horas. Cada hora se determiné el crecimiento bacteriano y la produccién de polimero.
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4.6.5 EFECTO DE DIFERENTES GRUPOS DE AMINOACIDOS EN EL
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE FOLIMERO

Para el estudio del cfecto de diferentes grupos de aminoicidos en el crecimiento y
produccion de polimero, se llevd a cabo el disefio utilizado para estudios de auxotrofia en
bacterias que han sufrido alguna mutacion, descrito por Sherman e al. (47) Se probaron 20
aminogcidos y se determiné qué grupo o aminoécido es utilizado por este microorganismo, Las

combinaciones de aminodacidos usadas se muestran en la Tabla 4.3

w 4.3 Grupos deir‘ dcidos probados como fuente de nitrége
I 11 111 v \%
Gly Asn Cys Met Gin Vi
His Leu Ile Val Lys v
Phe Tyr Trp Thr Pro VIII
Glu Ser Ala Asp Arg IX

Fuente: Sherman et al.(47)

Este experimento permite conocer si alguno de estos grupos de aminodcidos (IILIIL..IX)
son requeridos por la bacteria, y si existen dos grupos utiles, entonces la interseccién de ambos

nos dice el aminodcido necesario para que la bacteria pueda crecer y producir polimero.

Se utiliz6 como medio base el suero licteo ultrafiltrado al 6.5% (p/v), se esteriliz6 a
121°C durante 12 minutos y se mezcld con 0.1% de casaminoécidos, y con cada uno de los nueve
grupos de aminodcidos (Merck) mostrados en la tabla 4.3, a una concentracién final de 0.1
mg/ml, También se estudi6 la condicién X, la cual contenfa el suero con 0.1% de casaminodcidos
y.la condicion XI en la que solamente se colocd el suero ldcteo ultrafiltrado. Los casaminoacidos
y cada uno de los diferentes grupos de aminodcidos se disolvieron previamente en agua destilada

y se esterilizaron por filtracién al vacio a través de una membrana de 0.45 pm. Se ajusté el pH a
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6.5 con hidr6xido de sodio al 10 Mo con dcido clorhidrico I N.
Se realizaron fermentaciones por triplicado en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100
ml de medio. Se inocularon al 10% (v/v) y se incubaron a 40°C sin agitacién durante 6 horas. Se

determinaron el crecimiento y la produccién de polimero.

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

Para establecer si existfa relacién entre la actividad proteolitica y la capacidad de
produccién del polimero en L. delbrueckii ssp. bulgaricus, se determinaron las actividades
proteoliticas de las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 y la no filante NCFB 1489, asi

como la produccion del polimero y su crecimiento.

Se realizaron fermentaciones utilizando como medio leche descremada Sveltes al 10%,
esterilizada a 121°C durante 12 minutos y se inoculé con 10% de precultivo. Se incubé a 40°C
sin agitacién durante 6 horas y cada dos horas se determinaron el crecimiento bacteriano, la

produccién del polfmero y la actividad proteolitica de cada una de las cepas.

Para establecer el efecto de la actividad proteolitica de la bacteria l4ctica en Ia
produccién del polimero y en el crecimiento se realizé un andlisis estadistico "Split Plot". Las
variables en estudio fueron el tipo de cepa (filante y no filante) y el tiempo. Las variables de

respuesta fueron: la produccién del polimero, el crecimiento y la actividad proteolitica.



5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 VERIFICACION DE LA IDENTIDAD DE LAS CEPAS

Se trabaj6é con las cepas NCFB 2772, NCFB 2483 y NCFB 1489 de Lactobacillus

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

Se determiné el patrén de fermentacién de las cepas utilizadas con el sistema API CHL,
encontrindose que las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 fermentaron la D-glucosa,
D-fructosa, D-manosa y lactosa, mientras que la cepa no filante NCFB 1489 solamente fermento
D-glucosa, D-fructosa y lactosa. Estas caracteristicas corresponden con las sefialadas por la

National Collection of Food Bacteria, Reading, Inglaterra.

5.2 CONSERVACION DE LOS CULTIVOS

Para este estudio se requeria un lote de cultivos viables que permitiera abastecernos de la
bacteria filante sin las variaciones que podrian inducirse por las constantes resiembras realizadas
en el laboratorio, por lo que se utilizé el método de liofilizacion para su conservacién, Sg
probaron dos diferentes medios soporte: leche y suero bovino. En la Figura 5.1 se muestra la
produccion del polimero de cada mes, durante un afto de la cepa liofilizada, utilizando ambos
medios de suspensién. No se encontraron diferencias significativas en la produccion del polimero
(p>0.05) entre los dos medios de suspensidn ni entre las muestras analizadas en ese periodo de
tiempo. Después del primer mes de conservaciénde la cepa se encontré una produccién del
polimero de 0.15 mg eq dex/ml para los dos medijos soportes utilizados. A partir del segundo
meé Ia produccién del polimero vario en el rango de 0.12 a 0.15 mg eq dex/ml. Por o que

se considera que la liofilizacién como método de conservacion fue adecuado ya que no afectd la



39

1 23 48 6789101112

Tlempo (meses)

Figura 5.1 Produccién total de polimero por cepas liofilizadas de L. delbrueckii ssp.

bulgaricus, utilizando dos medios de suspensién: suero bovino (W) y leche (§); reconstiuidas

en leche descremada e incubadas durante 12 horas a 40 °C. Cada punto es la media de tres

repeticiones y Ias desviaciones esténdar varfan de 10.01 s 10.018.
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capacidad de produccién del polimero de la bacteria, durante este periodo de tiempo.
5.3 ESTABILIDAD EN LA PRODUCCION DEL POLIMERO

El mayor problema que se presenta cuando se trabaja con bacterias lacticas mucoides es
la naturaleza transitoria de la caracteristica filante, que ha sido reportada ;;or diversos autores
(22,45). Debido a esta inestabilidad en la produccién del polimero fue necesario determinar cémo
variaba ésta con el nitmero de resiembras para establecer las condiciones de preparacién del
in6culo, ya que el objetivo de este trabajo era comparar la produccion de polisacdrido en

diferentes medios de crecimiento.

Se parti6 de un cultivo liofilizado de la cepa NCFB 2772 de Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus y se encontré que la produccién del polimero se incrementé durante las primeras
resiembras, hasta que alcanzd su méaximo en la cuarta transferencia, deépués de la cual la
produccién disminuyé. Al realizar un andlisis de varianza, se encontré que el nimero de
resiembras tiene un efecto significativo (p<0.01) en la produccién del polimero. Después de la
primera resiembra se obtuve una produccion de 0.02 mg eq dex/ml y no se observé la formacién
de filamentos al tocar el medio de cultivo con una asa (método visual utilizado para determinar la
presencia del polimero). La concentracién se incrementa hasta llegar a la cuarta resiembra,
cuando s¢ obtuvo el valor maximo 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 produccion del polimero en la cepa NCFB 2772 de

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

NUMERO DE RESIEMBRAS PRODUCCION DE PORCENTAIJE DE
POLIMERO PRODUCCION(a)
(mg eg dex/ml)
1 0.022 +18
2 0.045 +38
3 0.085 +71
4 0.120 100
5 0.100 -17
6 0.065 -46
7 0.055 54
8 0.015 -87
(a) P je de (+) o de reduccién () en la produccidn de polii con resp a la cuarta resiembra donde se

obtuvo el valor méximo.

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

La mayoria de los estudios realizados acerca de microorganismos productores de
exopolisacaridos se refieren al efecto de la fuente de carbono sobre la composicién y tiempo de
produccién de polimero (9,34,52). Sin embargo, el efecto de la fuente de nitr&geno ha sido muy

poco estudiada,

Se estudi6 el efecto de medios de cultivo con diferente relacién carbohidrato/proteina en
1a capacidad de produccion del polimero en la cepa NCFB 2772 de Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, ya que diversos autores reportan (52) que el balance entre el substrato utilizable y el
nutriente limitante es importante para la produccién del polimero. Se menciona que usualmente

los carbohidratos deben estar presentes en cantidades adecuadas o en exceso y que la limitacién
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de nitrégeno puede estimular la produccién de polimero.

Se trabajé con cuatro medios con diferente relacién carbohidrato/proteina: leche (C/P=2),

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

En la Figura 5.2 se observa que durante las primeras 3 horas de la fermentacién la
produccién total de polimero fue mayor en el suero con casaminoacidos comparado con los otros
medios utilizados; sin embargo, a partir de la tercera hora la produccién de polimero se mantuvo
constante en este medio y se incrementd en los medios sin casaminodcidos. De esta manera, en el
suero con casaminodcidos el 91% de la produccién de polimero se llevé a cabo durante las
primeras 3 horas, mientras que en el concentrado, la leche y el suero la mayor produccién de EPS

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

Cowie (12) reportd que la produccion de polimero por la cepa Lb335 de L. bulgaricus se
estimulé 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 produccion total de
polimero al final de la fermentacién sca mayor que en los otros medios (suero y suero con

casaminoécidos), los cuales lo contienen en una concentracién minima.

A las 6 horas de la fermentacidn, la produccion total del polimero fiue 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 casaminodcidos (C/P=2) con 0.045 mg eq dex/ml yel -
sue;'o solo (C/P=6) con 0.026 mg eq dex/ml. ‘ '
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Figura 5.2 Produccitn total de polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus en medios con
diferente relacién carbohidrato/proteina: suero con casaminokcidos C/P=2 (), leche C/P=2
(+), concentrado proteico C/P= 0.5 (*), suero C/P= 6 ([]). Cada punto es Is media de tres
repeticiones y las desviaciones estindar varian de £5x10° 2 :3x10°.
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Cerning et al. (8) observaron la misma producciéon de polimero (60mg/l) de la cepa
CNRZ 416 de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en leche ultrafiltrada adicionada con 1% de
casaminodcidos y en Ieche descremada. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos en el
presente trabajo, ya que en el concentrado se registré una mayor produccién de polimero
comparando con leche. Es posible que lo observado por Cetning et al, (8) sea debido a que en el
caso de Ia leche ultrafiltrada.la temperatura de incubacién fue de 32°C y en el de la leche

descremada de 42°C, que es la temperatura 6ptima de crecimiento para esta bacteria.

Por otro lado, también se observé un efecto significativo (p<0.01) de la relacién C/P en el
crecimiento de la bacteria. En la Figura 5.3 se puede observar que en la primera hora de la
fermentacién no existi6 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 fermentacién el crecimiento en el
concentrado proteico fue mayor comparado con los otros medios utilizados. De esta manera, al
finalizar la fermentacién (sexta hora), en el concentrado proteico el crecimiento llegé hasta
1x10° ufe/m! y la poblacién bacteriana registrada en suero (7.4x107 ufc/ml), leche
(1.1x10° ufe/ml), y suero con casaminodcidos (7.9x107 ufe/ml) no presentaron diferencia

significativa (p>0.05).

Diversés autores (11,39,50) han reportado un efecto buffer del concentrado proteico,
debido a que no sélo se incrementa la concentracién de las proteinas sino también de calcio,
fosfatos, potasio, sodio y magnesio. Estudiando el crecimiento de bacterias ldcticas 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
Ia poblacién final de bacterias es mayor en el concentrado (10" ufc/ml) que en una leche control
(10° ufc/ml), debido a que en el concentrado el pH se mantiene cercano a 6 durnn{e un mayor

lapso de tiempo. Es posible entonces que este efecto haya influido en las mayores poblaciones
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Figura 8.3 Cinética de crecimiento de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en medios con diferente
relacién carbohidrato/proteina: suero con casaminofcidos C/P=2 (%), leche C/P=2 (),

concentrado proteico C/P= 0.5 (*), suero C/P= 6 ([]). Cada punto es Ia media de tres
repeticiones y Ias desviaciones esténdar varfan de +0.01 a 20.12,
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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/protefna presenté un
efecto significativo (p<0.01) en la produccion especifica del polimero, la cual indica la cantidad
del polimero producida por unidades formadoras de colonias (ufc). En la Figura 5.4 podemos
observar que durante las tres primeras horas de la fermentacién la producci6n especifica del
polimero en el suero con casaminoécidos fue la mayor (1.2x107 mg eq dex/ufc), seguida de la
leche (0.51x10° mg eq dex/ufc), el suero (0.43x10"® mg eq dex/ufc) y por ultimo el concentrado
proteico (0.05x10°® mg eq dex/ufc). Sin embargo, a partir de la cuarta hora no existié diferencia

significativa (p<0.01) entre los diferentes medios.

De los resultados anteriores se desprende que la relacion carbohidrato/proteina de los
diferentes medios utilizados no fue importante en la produccién del polimero, ya que la mayor
produccién total observada en el concentrado proteico (C/P=0.5) se debi6 al mayor crecimiento
de la bacteria, mientras que en el caso del suero con casaminodcidos, la mayor produccién total y
especifica del polimero registrada durante las primera horas de la fermentacién no se debi6 a su
relacién C/P, que era igual a la de la leche, sino al grado de hidrélisis de la fuente de nitrégeno,

por lo que su comportamiento sera analizado mds adelante.
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Figura 5.4 Produccién especifica de polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus en medios
con diferente relacién carbohidrato/proteina: suero con casaminokcidos C/P=2 (9), leche
C/P=2 (+), concentrado proteico C/P=0.5 (*), suero C/P=6 ([]). Cada punto es Is media de
tres repeticiones y Ias desviaciones esténdar varian de + 1.1x10™" 2 £ 4.8x10?,
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5.5 EFECTO DEL USO DE SUERO ULTRAFILTRADO ADICIONADO CON
CASAMINOACIDOS, TRIPTONA O CASEINA EN LA PRODUCCION DE POLIMERO

Las bacterias lacticas requieren hidrolizar su fuente de nitrégeno para la utilizacién de los
aminodcidos que necesitan para su crecimiento. En el experimento anterior se observé una mayor
produccitn especifica del polimero cuando el medio contenia la fuente de nitrégeno hidrolizada.
Debido a esto se estudié el efecto de medios con diferentes fuentes de nitrégeno y se utilizé
como medio base un suero licteo ultrafiltrado (SUF) adicionado con: casaminogcidos, triptona,
casefna y se comparé con leche. Los diferentes medios utilizados presentaron un efecto
significativo (p<0.01) sobre la produccién total del polimero. En la Figura 5.5 se observa que la
produccién del polimero en el suero licteo ultrafiltrado (SUF) con casaminoacidos y SUF con
triptona durante las tres primeras horas de fermentacion fue mayor comparada con la leche y con
el SUF con caseina; sin embargo a partir de la cuarta hora la concentracién permanecié
practicamente constante: de 0.040 a 0.044 mg eq dex/ml en el SUF con casaminodcidos 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 casefna
la produccién del polimero no presenté diferencia significativa (p>0.05), por lo que la tendencia
es similar. Durante las tres primeras horas de fermentacién la produccién de polimero fue
minima en estos dos medios y a partir de la cuarta hora se incrementé de 0.025a
0.057 mg eq dex/ml en SUF con casefna y de 0.027 a 0.064 mg eq dex/ml en leche. Al finalizar
la fermentacién se encontré que la mayor concentracién del polimero fue en la leche con
0.064 mg cq dex/ml, seguido de SUF con caseina con 0.057 mg eq dex/ml, SUF con

casaminodcidos con 0.044 mg eq dex/ml y por titimo SUF con triptona con 0.040 mg eq dex/ml.

En lo referente al crecimiento, lnm_biégi existio un efecto significativo (p<0.01) por Jas'

diferentes fuentes de nitrégeno utilizadas, En Ia primera hora de fermentacidn rio existié
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Figura 5.5 Produccién total de polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus en diferentes
fuente de nitrégeno: leche ({]) y suero licteo ultrafiltrado adicionado con casaminoicidos
(*), triptona (*), caseina (+). Cada punto es Ia media de tres repeticiones y las desviaciones
estindar varian de+ 5.2x10%a +2x10°,
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diferencia significativa (p>0.05) entre el crecimiento en SUF con triptona, SUF con casefna y
SUF con casaminodcidos (Figura 5.6) pero a pastir de la segunda hora y hasta el final de la
fermentacién el crecimiento registrado en Ia leche y SUF con caseina fue muy parecido y no
presenta diferencia significativa. Por otro lado el crecimiento en los medios con la fuente de
nitrégeno més h.idrolizada: SUF con casamino4cidos y SUF con triptona, fue similar entre si y no
presentaron diferencia significativa durante las 6 horas de la fermentacion. Al finalizar la
fermentacién se obtuvieron las siguientes cuentas: en el SUF con casaminodcidos de 2.9x107
ufc/ml, en el SUF con triptona de 9.1x107 ufe/ml, en el SUF con caseina de 1.5x10" ufc/ml y en

leche 5.2x10° ufc/ml.

Las mayores producciones especificas se registraron en los medios que tenfan la fuente de
nitrégeno mds disponible: el SUF con casaminodcidos y el SUF con triptona, mientras que en

leche y en SUF con caseina las producciones fueron menores,

En la Figura 5.7 se puede observar que durante las tres primeras horas de la fermentacién
la produccién especifica del polimero fue mayor en el SUF con casaminodcidos (5.24x10%
mg eq dex/ufc) y en el SUF contriptona (3.95x 10° mg eq dex/ufc). A partir de la cuarta hora
ésta empezo a descender, y al llegar a la sexta hora las producciones especificas fueron de 0.15
y 0.039x10® mg eq dex/ufc en el SUF con casaminodcidos y SUF con triptona respectivamente.
En el caso de la leche y SUF con caseina estas fueron minimas durante las seis horas de
fermentacion. De esta manera, a las tres horas las  producciones especificas fueron de 0.17 y
0.042x10® mg eq dex/ufc en SUF con caseina y leche respectivamente, y a las 6 horas se

registraron producciones de 0.039 y 0.011x10® mg eq dex/ufc, respectivamente.
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Figura 5.6 Cinética de crecimiento de L, delbrueckil ssp. bulgaricus en diferentes fuentes de
nitrégeno: leche ({]) y suero licteo ultrafiltrado adicionado con casaminodcidos (9),
triptona (*), caseina (+). Cada punto es la media de tres repeticiones y las desviaciones
estindar varfan de £ 0.01 a £ 0.1,
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Figura 5.7 Produccién especifica de polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus en
diferentes fuentes de nitrégeno: leche ([]) y suero licteo ultrafiltrado adicionado con

casaminoicidos (*), triptona (*), caseina (+), Cads punto es Ia media de tres repeticiones y
Ias desvisciones esténdar varian de +1.5x10"" 2 £4x10”.
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Aunque no se conoce con exactitud el grado de hidrélisis de cada fuente de nitrégeno

estudiada, es evidente que el de los casaminodcidos es mayor que el de la triptona y el de la
caseina. Se puede concluir que el grado de hidrélisis es importante en la produccién del
polimero, ya que en los medios en los cuales se utilizaron casaminodcidos y triptona se observé
que el polimero se produjo en mayor cantidad durante las primeras horas de la fermentacion.
Estos resultados concuerdan con los de otro trabajo (22) con la cepa NCFB 2772 de L.
delbrueckii ssp. bulgaricus en el cual se encontré que la hidrdlisis de la caseina de la leche
estimul6 el crecimiento y la produccién especifica del polisacdrido durante las primeras horas de

fermentacién.

5.6 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CASAMINOACIDOS EN LA
PRODUCCION DE POLIMERO

Se estudié el efecto de la concentracién de casaminodcidos en la produccidn del

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

En la Figura 5.8 se puede observar que a mayor concentracion de casaminoécidos en el
medio de cuitivo, la produccién total del polimero por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
fue mayor. Cuando la concentracion fue de 3.5% se registraron las mayores producciones totales
del polimero, 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 si
y se encontraron producciones de 0.040 y 0.042 mg eq dex/ml a la sexta hora respectivamente;
con la concentracién de 0.5% se registraron producciones de 0.033 mg eq dex/ml al finalizar

la fermentacién y las menores fueron en las concentraciones de casaminodcidos de 0.1% y
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Figura 5.8 Produccién total de polimero por L. delbrueckil ssp. bulgaricus a diferentes
concentraciones de casaminoécidos: 0.1% (°), 0.25% (+), 0.50% (*), 1.5% ({]), 2.5% (x),
3.5% (¢). Cada punto es I media de tres repeticiones y Ias desvizciones estindar varfan de
+6x10* a242.5x10°,
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0.25%, sin existir diferencia significativa (p>0.05) entre ambas durante las seis horas de

fermentacion.

En lo referente al crecimiento de Ia bacteria, existié también un efecto significativo

(P<0.01) de la concentracién de casaminoacidos. En la Figura 5.9 se observa que durante las tres

primeras horas de la fermentacién los mayores imientos se ran a las concentraciones
de casaminodcidos de 3.5%, 2.5% y 1.5% (3.3x10%, 2.1x10° y 1.2x10° ufc/ml respectivamente) y
no existi6 diferencia significativa entre éstas; los menores crecimientos se encontraron a las
concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.1% (2.5x10°, 2.1x10% y 1.5x10* ufc/ml respectivamente) y
no existen diferencias significativas entre éstas. A partir de la tercera hora de fermentacién, a la
concentracion de 3.5% se registraron los mayores crecimientos de 3.3x10° a 4.8x10° ufe/ml a la
sexta hora, mientras que el comportamicnto de la bacteria en las otras concentraciones
permaneci6 casi constante. Al finalizar la fermentacion no existi6 diferencia significativa entre
los crecimientos registrados en las concentraciones de 0.1% y 0.25%, (3.5x10° y 6.7x10° ufc/ml
respectivamente) ni entre las concentraciones de 0.5%, 1.5% y 2.5% (1.8x10°, 2.1x10° y

3.2x10° ufe/ml).

Por otro lado, a pesar de que a las mayores concentraciones de casaminodcidos se
registraron las mayores producciones totales del polimero, al analizar la cantidad de metabolito
producido por microorganismo crecido, se encontré que el comportamiento fue diferente. En la
Figura 5.10 se puede observar que a menor concentraciéon de casaminodcidos, la produccién
especifica puede aumentar mds con el tiempo que a concentraciones mayores. En la segunda hora
de la fermentacion se encontrd que las mayores producciones especificas fueron a Ias
concentraciones de 0.5% (8.05x10” mg eq dex/uft), 0.10% (6.91x10"7 mg eq dex/ufc) y 0.25%
(5.01x107 mg eq dex/ufc); existiendo diferencia significativa (p<0.01) entre éstas. Las menores
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Figura 59 Cinética de crecimiento de L. delbrueckii ssp. bulgaricus a diferentes
concentraciones de casaminoécidos: 0.1% (°), 0.25% (+), 0.50% (*), 1.5% ([]), 2.5% (x),
3.5% (¢). Cada punto es Ia media de tres repeticiones y las desviaciones esténdar varian

de £0.01 2 0.18.
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Figura 5.10 Produccién especifica de polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus a
diferentes concentraciones de casaminodcidos: 0.1% (*), 0.25% (+), 0.50% (*), 1.5% (1),

2.5% (x), 3.5% (¢). Cada punto es la media de tres repeticiones y las desviaciones
esténdar varian de 1.5x10"° a2 2.6x10”.
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producci se registraron al 1.5% (1.78x10”7 mg eq dex/ufc), 2.5% (1.27x107 mg eq dex/ufc) y

5

3.5% (1.35x107 mg eq dex/ufc), no existe diferencia significativa entre las dos Gltimas.

En la cuarta hora de fermentacion se sigue observando el mismo comportamiento, las
mayores producciones especificas corresponden a las concentraciones menores de la fuente de
nitrégeno. De esta manera al 0.1%, 0.25% y 0.5% las producciones son 7.07, 8.34 y 5.83x107
mg eq dex/ufc respectivamente. Las menores producciones especificas se encuentran a las

concentraciones de 1.5%, 2.5% y 3.5% y no son diferentes entre si.

Al finalizar la fermentacién se mantiene esta tendencia, las mayores producciones
especificas son al 0.1%, 0.25% con 6.76 y 4.28x107 xﬁg eq dex/ufc respectivamente, y las
menores producciones especificas se registran en las concentraciones de 0.5%
(1.77x107 mg eq dex/ufc), 1.5% (1.91x10” mg eq dex/ufc) 2.5% (1.33x107 mg eq dex/ufc) y
3.5% (0.12x107 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
produccién de polisacarido no se afecta por la adicién de 0.025% y 0.05% de casaminodcidos a la
leche pero a concentraciones de 0.1% y 0.5% ésta se incrementa, para después disminuir a la
concentracién de 1%. Este comportamiento concuerda con los resultados obtenidos en esta
investigacién, sin embargo en dicho trabajo se estudiaron solamente concentraciones menores de

1% de casaminoécidos.

En otros trabajos con Propi terium acidi-propionici se reporta que la produccién de

polimero aumenta cuando el medio de cultivo contiene concentracién baja de nitrégeno y es rico



en lactosa (43).

De los resultados anteriores se puede concluir que la concentracion de casaminoécidos es

importante para la produccién del polfmero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus.

Es posible que el polimero sea producido cuando el crecimiento se limite o se inhiba por v

la disponibilidad de algunos nutrimentos, que generalmente no es la fuente de carbono "ofc'uahdov

Ia bacteria se encuentre en situaciones de estrés.

5.7 EFECTO DE DIFERENTES GRUPOS DE AMINOACIDOS EN EL
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE POLIMERO

A diferencia de otras especies bacterianas, como Escherichia coli o Bacillus subtilis las
cuales, pueden crecer en un medio minimo conteniendo solamente sales minerales y glucosa, las

bacterias lcticas requieren aminodcidos para su crecimiento (10).

Una vez reconocida la importancia que tienen los aminoacidos en el crecimiento y
produccién del polimero por L. delbrueckii ssp. bulgaricus, se realizé un estudio para determinar
si existfa efecto de un aminoécido o un grupo de aminodcidos en la produccién del polimero y en

el crecimiento de esta bacteria.

En la Figura 5.11 se presentan el crecimiento y la produccién del polimero en cada uno de .
los grupos de aminodcidos mencionados en materiales y método_s (Téﬁla 4.3)L‘El tipo de

aminodcido no tuvo un efecto significativo (p>0.05) enla produééién del ﬁplfmerd; sin embargo
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en el caso del . crecimiento si existi6 un efecto significativo (p<0.01) para algunos grupos
especificos de aminodcidos. Se encontré que en los grupos que contienen en comiin a la tirosina
y ala prolina (I, V y VIII) se registraron los mayores crecimientos. Esto indica que la cepa 2772

de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus es estimulada por estos aminodcidos para su

crecimiento.

Otros estudios (51) indican que Lactobacillus no puede utilizar sales de amonio como
fuente de nitrégeno y que para su crecimiento son esenciales de 7 a 15 amino4cidos. También se
han reportado requerimientos de distintos aminodcidos y de otros nutrimentos en un medio
sintético para distintos géneros de Lactobacillus (40). La arginina, la tirosina, el dcido aspértico,
la treonina y la cisteina estimulan el crecimiento de Lactobacillus plantarum. En el caso de L.
casei se reporté que la lising, Ia treonina, la metionina y la serina estimulan su crecimiento
mientras que para L. helveticus lo hacen la alanina, la cisteina, la glicina y la serina. La alanina, Ia
glicina y la lisina estimulan el crecimiento de L. acidophilus. Estos requerimientos de
aminodcidos pueden ser debido a la ausencia de genes especificos para la biosintesis de estos

amino4cidos.

Diversos estudios acerca de la hidrélis de las proteinas de la leche muestran la
‘importancia de la tirosina y de la prolina para las bacterias licticas. Se ha encontrado que la
tirosina es el unico aminoécido libre identificado después de la hidrélisis de la B-casefna por
proteinasas de la cepa ACI de Le. lactis ssp. cremoris (48). También se reporta que para la cepa
LC330 de Lc. lactis ssp. cremoris en un cultivo batch, la ausencia de tirosina disminuye el
crecimiento en 52% (12). Para L. cremoris y L. helveticus también se reporta el requerimiento de

tirosina (10,40).



62

Un aspecto de la importancia de la prolina es el hecho de que en la hidrélis de la 8-
caseina el contenido de este aminodcido en los péptidos liberados por la accién de proteinasas de
L. lactis es muy alto comparado con otros aminodcidos 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 AC1 respectivamente. La prolina libre puede entrar a la célula solamente

por difusion pasiva a través de la membrana citoplasméticas en Lactococcus (48).

La prolina suele ser importante para Lactococcus. Se libera de la caseina por la accién de
X-Pro dipeptidasas (48). En estudios realizados en 50 cepas de Le. lactis ssp. cremoris y L.

helveticus se reporta que la prolina se requiere para su crecimiento (48).

El estudio de las rutas biosintética de los aminodcidos pueden ayudar a entender la razén
por la cual las bacterias licticas 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. bulgaricus

El objetivo de este experimento fue determinar si la capacidad de L. delbrueckii ssp.
bulgaricus de hidrolizar las proteinas de la leche esta relacionada con su capacidad de producir

polimero exocelular.

Las bacterias licticas son débilmente proteoliticas, comparadas con otros grupos o

géneros de bacterias como Bacillus o Pseudomonas; sin embargo, presentan una actividad
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proteolitica que les permite abastecerse de los aminoacidos que requieren.

En la Figura 5.12 se muestra la actividad proteolitica 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 cémo desde las primeras horas de la fermentacion existié
diferencia significativa (p<0.01) entre las actividades registradas para las cepas filantes y la no
filante. Cuando inicia la fermentacién la cepa no filante NCFB 1489 presenta una actividad
proteolitica de 13.1x10”7 mg tyr/ufc, mientras que las filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 de
6.36x107 mg tyr/ufc y 8.61x107 mg tyr/ufc respectivamente. Durante las seis horas de la
fermentacién el comportamiento de las bacterias es el mismo, y asf a la sexta hora, la cepa
NCFB 2772 presenta actividades de 5.44x107 mg tyr/ufc, la NCFB 2483 de 7.59x10” mg tyr/ufc
y la NCFB 1489 de 1x10° mg tyr/ufc.

No se encontraron en la literatura reportes de actividades proteoliticas de bacterias
filantes y s6lo se pueden comparar con trabajos en bacterias no filantes. Se han reportado (50)
actividades proteoliticas especificas de diferentes cepas de Lactococcus lactis ssp. cremoris:
1.74x107 mg tyr/ufc para la cepa 103, 2.80x107 mg tyr/ufc para la cepa 108 y la de la cepa 208
es de 7.63x107 mg tyr/ufc. Estas son comparables con las actividades proteoliticas de la cepa no

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

En Ia Figura 5.13 se muestra la cinética de crecimiento de las tres cepas de Laclobacil{us
delbrueckii ssp. bulgaricus. Se puede observar que desde el inicio de la fermentaci6n la cepa no
filante NCFB 1489 presentd ¢l mayor crecimiento, comparado con las cepas filantes NCFB 2772
y NCFB 2483. Al finalizar la fermentacidn, la cepa no filante NCFB 1489 alcanzé poblaciones
de 1x10° ufc/ml, mientras que las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB 2483 de 1x10* y 1.25x10°

ufe/ml respectivamente,
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Figura 5.12 Actividad proteolitica especifica de tres cepas de L. delbrueckii ssp. bulgaricus
en leche descremada: filante NCFB 2772 (¢), no filante NCFB 1489 (+), filante NCFB 2483

(*). Cada punto es Ia media de tres repeticiones y las desviaciones estindar varian
de +5.8x10-? a £4x10°,



65
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Figurs 5.13 Cinética de crecimiento de tres cepas de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en leche
descremada: filante NCFB 2772 (¢), no filante NCFB 1489 (+), filante NCFB 2483 (*). Cada
punto es I media de tres repeticiones y Ins desviaciones esténdar varian de +0.01 2 £0.012.
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: En la Figura 5.14 se muestra la produccion de polimero registrada para las cepas filantes:
NCFB 2772 y NCFB 2483 de L. delbrueckii ssp. bulgaricus, mientras que para la cepa no filante
NCFB 1489 no se detecté produccion de polimero. Al comparar el comportamiento de las
bacterias filantes y las no filantes se puede suponer que las primeras producen polimero debido a
que no pueden hidrolizar efectivamente la proteina para obtener un buen crecimiento. Esto no
concuerda con lo reportado por otros autores (5) para el caso de S. salivarius ssp. thermophilus
ya que establecen que la caracteristica filante no esta ligada a la produccién de 4cido, la

capacidad proteolitica o sintesis de acetaldehido.

Las bacterias ldcticas no filantes presentaron actividades proteoliticas mayores que las
cepas filantes de la misma especie, presentando estas tltimas menor crecimiento. Es posible que
este menor crecimiento se deba precisamente a la baja actividad proteolfﬁca, la cual es muy
importante para el metabolismo de estas bacterias, ya que los aminodcidos libres presentes en la
leche no son suficientes para permitirles un buen crecimiento, por lo que requieren hidrolizar la

casefna (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 relacién carbohidratos/proteinas no
afecta la produccién total del polimero, ni su produccién especifica por L. delbrueckii ssp.

bulgaricus.

2. El uso de diferentes fuentes de nitrégeno afecta la produccién del polisacérido,
registrandose mayores producciones especificas con las fuentes mds hidrolizadas, durante las tres

primeras horas de fermentacién.

3. La concentracién de casaminodcidos afecta la produccién del polimero; a menores

concentraciones se obtienen mayores producciones del polisacarido por microorganismo crecido.

4. El crecimiento de la cepa NCFB 2772 de Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus es
estimulado por la presencia de la tirosina y la prolina, pero la producci6n de pqlfmeio noes.

estimulada por ningtin amino4cido.

5. La actividad proteolitica baja que presentan las cepas filantes NCFB 2772 y NCFB

2483 de L. delbrueckii ssp. bulgaricus estd relacionada con un menor creclml y con

capacidad de produccién de polimero en leche, comparado con el comportamlento d H cepa no: -

filante NCFB 1489 de esta misma especie bacteriana.
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7. RECOMENDACIONES

Existen diversas alternativas para la continuacién de este trabajo, ya que atin falta mucho
para conocer profundamente el efecto de la fuente de nitrégeno en la produccién de polfmero.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se recomienda:

1. Determinar el efecto en la produccién de polimero bajo condiciones de limitacion de

nitrégeno y de carbono.

2. Relacionar el consumo de lactosa y de protefna con la produccion de polimero durante

la fermentacién.

3. Evaluar las actividades proteoliticas de un mayor nimero de cepas de bacterias ldcticas
filantes y no filantes incluyendo S. thermophilus, para comparar su comportamiento con la de L.
delbrueckii ssp. bulgaricus 'y encontrar la relacién de la actividad proteolitica con la capacidad

de produccidn del polimero.

4. Evaluar la actividad proteolitica de L. delbrueckii ssp. bulgaricus en medios con

diferente grado de hidrélisis y relacionarlo con la produccién de polimero.

5. Evaluar el efecto de la fuente de nitrégeno en la composicién del polisacirido

producido por Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.
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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 produccién especifica del polimero a medida que el

tiempo de fermentacién aumenta.

7. Relacionar la concentracién de polimero obtenido como mg eq dex/ml con valores

cuantitativos de carbohidratoe utilizando un método como el del fenol-sulfiirico.

8. Determinar el efecto del calcio en la produccién del polimero.
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