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RESUMEN

Existen cepas de bacterias lacticas iniciadoras en la produccién del yoghurt
productoras de exopolisacaridos (EPS) que confieren mayor viscosidad y una
disminucion del fendmeno de sinéresis al producto final. A pesar de la
importancia de estas bacterias existe muy poca informacion relacionada con la
ruta biosintética del EPS en bacterias lacticas. Hasta el momento existen muy
pocos reportes sobre la participacion de algunas enzimas intracelulares
responsables de la sintesis e interconversion de los precursores que forman el
polimero. En este trabajo se determinaron los niveles de actividad de las
enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y UDPgalactosa 4-epimerasa, enzimas
responsables de la formacion de UDPglucosa y UDPgalactosa respectivamente
a partir de glucosa proveniente de lactosa en una cepa filante y una no filante
de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus Gal- en cultivos en medio
Bellinker modificado, empleando como fuentes de carbono lactosa, glucosa y
en presencia de p-fluoro-fenilalanina, un probable inductor de la sintesis del
EPS. Se observo en cultivos en lote de ambas cepas que estas bacterias
producen un EPS compuesto por glucosa, galactosa y ramnosa. La produccién
del EPS es una caracteristica asociada al crecimiento en mabas cepas
observandose una mayor produccién del polimero en la cepa filante respecto a
la cepa no filante a pesar del mayor crecimiento de ésta Gltima (800 y 500 ug
equiv. de glucosa/ml respectivamente). La actividad de las enzimas epimerasa y
pirofosforilasa durante una fermentacion de 20 horas muestran diferentes
perfiles para cada cepa. La enzima pirofosforilasa muestra un perfil de
actividad similar al de la produccion del EPS en la cepa filante en cultivos con
lactosa como fuente de carbono con un maximo de actividad a las doce horas,
mientras que la epimerasa muestra un gradual incremento hasta alcanzar un
méaximo de actividad las 12 horas también. En el caso de la cepa no filante,
ambas enzimas muestran también un maximo de actividad a las 12 horas
observandose una fase lag en 1a actividad de ambas enzimas de 4 horas. El nivel
de actividad de la epimerasa es mayor respecto a la cepa filante a la hora 12,
Ambas enzimas muestran una caida a parir del punlo de maxima actividad en
las dos cepas. La presencia de glucosa como unica fuente de carbono causa una
disminucion en los niveles de actividad de ambas enzimas respecto a los
observados con lactosa. Finalmente se observo que la p-fluoro-fenilalanina no
posee un efecto inductor sobre la sintesis de EPS.



CAPITULO 1
INTRODUCCION.

El empleo de cepas de bacterias lacticas de Streprococcus salivarius subsp.
thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, productoras de polisacaridos
exocelulares como iniciadores en la elaboracion industrial del yoghurt origina un producto
con mayor viscosidad y una disminucion del fenémeno de sinéresis, el cual es un problema
frecuentemente asociado a la produccion de este alimento con el empleo de cepas
comerciales. Esta caracteristica resulta de gran interés desde el punto de vista industrial, sin
embargo, uno de los principales problemas relacionados con el empleo de estas cepas a gran
escala es la inestabilidad en la produccion del polisacarido extracelular y 1a poca informacion
sobre los aspectos fisiolégicos y genéticos de la produccién del polimero.

Debido a la gran importancia de estos microorganismos en la industria de alimentos
lacteos, algunos grupos de trabajo en el mundo se han avocado en los tltimos afios a
determinar los aspectos fisiologicos y genéticos relacionados con la produccién del polimero
en estas bacterias.

Hasta el momento se han determinado algunas de las caracteristicas estructurales del
polimero producido por estas bacterias como son los tipos y proporciones de los
monomeros componentes y se ha propuesto la presencia de plasmidos como una explicacion
en torno al fendmeno de inestabilidad. La presencia de plasmidos y su relacion con el
fendmeno de inestabilidad en la produccién de exopolisacaridos, es una caracteristica
observada en cepas iniciadoras de leches fermentadas escandinavas de Lactococcus lactis,
hipétesis que ha sido descartada para los iniciadores del yoghurt (Gasson y Lyndon, 1985,
Garcia-Garibay, 1985; Vedamuthu y Neville, 1986; Cerning, er al. 1986; 1988; Cerning,
1990; Somkuti y Steimberg, 1986; Zourari, ef al. 1992 y nuestro grupo de trabajo).

Las rutas biosintéticas de heteropolisacaridos exocelulares se han estudiado muy bien
en cepas productoras de bacterias gram negativas, especialmente en E. coli, y algunos
autores han propuesto semejanzas en algunas etapas de la biosintesis entre bacterias gram
negativas y gram positivas (Sinskey, ef al. 1986; Whitfield, 1988). Sutherland, 1992 ha
propuesto que el proceso de biosintesis de un exopolisacarido difiere dependiendo de las
caracteristicas estructurales del polimero. Asi, la sintesis de heteropolisacaridos, como los
producidos por las bacterias lacticas iniciadoras del yoghurt (Ceming, 1990), difiere del
proceso de biosintesis de los homopolisacaridos el cual es completamente extracelular, como
es el caso de la dextrana producida por algunas cepas de Lenconostoc mesenteroides.

Los heteropolisacaridos son producidos a nivel de membrana celular utilizando una
seric de precursores formados intracelularmente. En este proceso, los nucledtidos
azucarados tienen gran importancia en el procesos de biosintesis por su papel en la
interconversion y activacion de aziicares necesarios para la formacion de unidades
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repetitivas del polimero para su posterior traslocacion y polimerizacién fuera de la célula
(Sutherland, 1990). Sin embargo, y a pesar de proponerse semejanzas en el proceso de
biosintesis de exopolisacaridos entre bacterias gram negativas y gram positivas, existe muy
poca informacion sobre estos aspectos en bacteria lacticas, encontrandose solamente algunos
reportes sobre la sintesis de precursores a nivel de citoplasma:

a) Forsén y Haiva, (1981). Determinan la relacion de los niveles de actividad de las
enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y UDPgalactosa 4-epimerasa, enzimas
responsables de la formacion de los precursores nucledtido azucarados,
UDPglucosa y UDPgalactosa respectivamente, con la cantidad de polimero
producido en algunas cepas de Lactococcus lactis subsp. cremoris con diferentes
fuentes de carbono y establecieron que la p-fluorofenilalanina es inductor de la
produccion de exopolisacarido.

b) Sjéberg y Hahn-Hégerdal, (1989). Determinan la relacién de la glucosa-1-P y la
actividad de la fosfoglucomutasa en etapas primarias de la biosintests del polimero
producido por cepas de Lactococcus lactis subsp. cremoris.

c) Petit, et al. (1991). Estudian la relacién de algunas enzimas de la via de Leloir con
la sintesis del polisacarido producido por una cepa Gal+ de Strepfococcus
salivarius subsp. thermophilus.

Este dltimo reporte es el unico antecedente en bacterias iniciadoras del yoghurt en
relacion con algunos aspectos del proceso de biosintesis de polisacaridos extracelulares. Sin
embargo, es importante considerar que el fenotipo dominante en S. salivarius subsp.
thermophilus es el Gal- y que a pesar de que ambos fenotipos poseen las enzimas para
metabolizar la galactosa, solamente bajo ciertas condiciones de cultivo es posible activar
algunas enzimas de esta ruta en cepas Gal- (Petit, ¢ a/. 1991; Zourari, ef al. 1992),

A pesar de la importancia de las cepas productoras de EPS de esta bacteria en la
industria de alimentos lacteos, no existen reportes sobre el efecto de la fuente de carbono en
la produccion del polisacarido, del efecto de probables inductores de la sintesis del EPS o
estudios sobre el proceso de biosintesis del polimero en cepas Gal- de §. salivarius subsp.
thermophilus.

Con base en estos antecedentes se propone como hipdtesis de trabajo para este
proyecto que:

Existe una relacion entre los niveles de actividad de la UDPglucosa pirofosforilasa y
la UDPgalactosa 4-epimerasa, enzimas probablemente involucradas en la formacion de los
precursores UDPGlu y UDPGal respectivamente a partir de glucosa, con los niveles de
produccion del polisacarido extracelular formado por una cepa filante y una no filante de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.
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OBIJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Determinar si existe relacion entre los niveles de actividad de las enzimas
UDPglucosa pirofosforilasa (EC 2.7.7.9) y la UDPgalactosa 4-epimerasa (EC 5.1.3.2), con
la cantidad de polisacarido producido:

a) En ambas cepas con lactosa como fuente de carbono;
b) En ambas cepas con glucosa como unica fuente de carbono.
) En presencia de un probable inductor de la sinstesis del EPS.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Determinacion del tipo de modelo que sigue la formacion del polisacarido
(asociado, no asociado o parcialmente asociado al crecimiento).

2) Cuantificacién del consumo de lactosa y aparicion de galactosa en sobrenadantes
de cultivos de ambas cepas para determinar la probable participacion de galactosa
proveniente de la hidrdlisis de lactosa en fa formacion del polimero.

3) Determinacion del efecto de la p-fluorofenilalanina como probable inductor en la
formacion del polisacarido y en los niveles de actividad de las enzimas
pirofosforilasa y epimerasa.

4) Tdentificacion de los componentes del polimero producido por estas cepas en
cultivos empleando como fuente de carbono lactosa y glucosa.



GENERALIDADES.

1. FISIOLOGIA DE BACTERIAS LACTICAS.
1.1 GENERALIDADES,

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en
la naturaleza, y son empleadas principalmente en la industria alimentaria para la produccion
de quesos y leches fermentadas, en donde los productos de la fisiologia propia de los
cultivos iniciadores proporcionan el sabor, aroma y textura caracteristicos de cada producto.

La fermentacion de alimentos es un proceso que se ha realizado de manera
tradicional por el crecimiento de la microbiota naturalmente asociada y la accitn de una serie
de microorganismos en un ambiente especial generado por el alimento. Estos
microorganismos poseen actividades lipoliticas y proteoliticas muy variadas y como
consecuencia del catabolismo de diversos azicares producen acido lactico, acido acético,
compuestos aromaticos y bioxido de carbono principalmente. Todas estas caracteristicas
contribuyen a la fermentacién y maduracion del sustrato para generar un producto final con
caracteristicas sensoriales particulares,

Las bacterias lacticas empleadas en Ia industria de alimentos lacteos pertenecen a los
géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Streptococcus. La gran variedad de
quesos y leches fermentadas hace que cualquier discusién sobre la fisiologia de los cultivos
iniciadores resulte compleja, ya que la leche puede ser fermentada a una gran cantidad de
productos, cada uno de ellos diferente como consecuencia del control del ambiente durante
su elaboracién, el cual induce al microorganismo a impartir diferentes caracteristicas al
producto final (Marshall y Law, 1984a; Farrés, ef al. 1991; Garcia-Garibay, ef al. 1993).

1.2. TAXONOMIA.

La homologia en secuencias de DNA y RNA ribosomal entre bacterias se ha
empleado en microbiologia como criterio taxondmico. La hibridacion entre segmentos de
cadena sencilla de DNA de diferentes cepas proporciona una medida de la relacién entre
especies. Asi de este modo, una especie podria consistir de cepas con secuencias de DNA
con un alto grado de homologia. Aunque el grado de variacién tolerable para definir
semejanzas entre dos microorganismos no ha sido claramente definido, la hibridacién de
DNA-DNA ha tenido como consecuencia la reclasificacion de varias especies de bacterias
lacticas reagrupando microorganismos que en algunos casos eran clasificados como especies
fenotipicamente diferentes pero que poseen el mismo genotipo.

Como consecuencia de los frecuentes y recientes cambios en la nomenclatura de los
microorganismos empleados como iniciadores en la elaboracion de leches y otros alimentos



fermentados, en la Tabla 1 se muestran los nombres antiguos y/o sinonimias de los
principales microorganismos iniciadores.

Como resultado de estos cambios, cepas fisiologicamente diferentes de importancia
comercial se encuentran ahora en un solo género, resuitando subespecies con las divisiones
especificas originales. Aunque estos cambios no sean facilmente aceptados por los
microbidlogos de alimentos, resulta interesante desde el punto de vista de la ecologia
microbioldgica de las bacterias lacticas el separar claramente especies que en la mayoria de
los casos poseen propiedades que las ubican en un mismo nicho, aunque estas caracteristicas
estén asociadas a diferentes genotipos (Garvie, 1984).

1.3. NUTRICION.

A pesar de que las bacterias lacticas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza,
sus requerimientos nutricionales son complejos. Las caracteristicas enzimaticas propias de
estos microorganismos los hacen incapaces de sintetizar muchos aminoacidos y vitaminas,
Tales requerimientos determinan su hébitat natural, de tal forma que son encontrados
tipicamente en leche, productos lacteos, carne y vegetales, productos que son ricas fuentes
de carbono y nitrégeno.

Las bacterias lacticas comprenden un gran grupo de bacterias gram positivas
agrupadas en cinco géneros principales: Streprococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus y Bifidobacterium. El hecho de que estos microrganismos crezcan en leche
indica que pueden obtener de ella todos los nutrientes esenciales tales como vitaminas y
bases de acidos nucleicos. Las vias metabolicas por las cuales estos microorganismos
satisfacen a partir de la leche sus requerimientos de carbono, aminoacidos libres y aziicares
fermentables han sido conocidas, pero no ha sido sino a partir de la década pasada en que
los mecanismos de transporte, particularmente los de azicares, han sido identificados y
parcialmente caracterizados (Marshall y Law, 1984b; Thompson, 1988).

En las bacterias lacticas se reconocen dos tipos de metabolismo, el
homofermentativo y el heterofermentativo. En el primero se genera 4cido lactico como
principal producto, mientras que en el heterofermentativo se producen ademas, otros
compuestos como el acido acético, etanol y bioxido de carbono en cantidades significativas.
Asi por ejemplo, se considera que las bacterias del género Lactococcus transforman
aproximadamente un 90% de lactosa en acido lactico utilizado 1a via de las hexosas difosfato
y aunque se considera que el producto final de estas bacterias es el acido lactico (del que se
deriva su nombre), también se producen en menor cantidad acido acético, acetaldehido,
diacetilo, acetoina y CO,, dependiendo de 1a via metabolica (Farrés, e al. 1991).

1.3.1 Metabolismo de carbohidratos.
Dentro de la composicion de la leche se encuentra la lactosa en un 5% como

préacticamente el Gnico carbohidrato, siendo el sustrato del que se obtiene acido lactico. La
lactosa que se encuentra en el medio pasa al interior de la célula por dos diferentes vias: a



través del sistema fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP-PTS), o bien, por
medio de permeasas que requieren de ATP. Una diferencia entre ambas vias es que la
primera fosforila la lactosa al entrar en la célula, mientras que esto no ocurre con las
permeasas.

Existen dos enzimas intracelulares importantes que hidrolizan la lactosa en glucosa y
galactosa, la f-D-fosfogalactosido galactosidasa (B-D-gal), que a partir de lactosa-P,
produce glucosa y galactosa-6-P, y la B-D-galactosido galactohidrolasa (B-gal), que a partir
de lactosa produce glucosa y galactosa no fosforiladas.

La galactosa-6-P se metaboliza a triosa fosfato, directamente por la via de la
Tagatosa fosfato, y la glucosa a su vez se fosforila en el carbono 6 por la enzima hexocinasa,
y se metaboliza por la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP).

En la cepa de Lactococcus lactis 7962, la galactosa se fosforila para producir
galactosa-1-P, por accion de la enzima galactocinasa, y este aziicar puede entrar a la via de
Leloir en donde se convierte en glucosa-1-P, y posteriormente en glucosa-6-P, para entrar a
la via de EMP.

Por otra parte, la enzima piruvato cinasa cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato
(PEP) en piruvato, para después producir lactato. Todos los intermediarios fosforilados
antes del acido 1,3-difosfoglicérico son activadores de la piruvato cinasa, pero el acido 2-
fosfoglicérico, que es el precursor del PEP, no la activa controlando la concentracion
intracelular de PEP.

Al mismo tiempo, la lactato deshidrogenasa controla el metabolismo de
carbohidratos, puesto que se activa por la fructosa 1,6-difosfato y por la tagatosa 1,6-
difosfato, promoviendo la transformacion de piruvato a lactato y limitando su conversion
hacia otros productos.

El metabolismo de la galactosa puede realizarse por dos vias diferentes, por la via de
la tagatosa-6-P, o por la via de Leloir. Dependiendo del mecanismo por el cual la lactosa se
introduce a la célula, la galactosa obtenida de la hidrdlisis estard o no fosforilada. Si se
obtiene galactosa-6-P, el metabolismo se realizara por la via de la Tagatosa, y si no se
encuentra fosforilada, entra a la via de Leloir.

El citrato empleado como fuente de carbono produce piruvato, y el exceso se
transforma en acetoina o material lipidico celular. El cambio de piruvato a lactato genera
NAD a partir de NADH.

Las bacterias lacticas que son homofermentativas producen principalmente acido
lactico por medio de las vias de la Tagatosa, de EMP y de Leloir. Sin embargo, en las
heterofermentativas como Leuconostoc mesenteroides, producen lactato, etanol y CO:z
como subproductos, a través de la descarboxilacion del fosfogluconato, en la via del



cetodesoxigluconato de Entner-Doudoroff (ED), y a partir de la xilulosa-5-P por la enzima
fosfocetolasa, transformandola a gliceraldehido-P.

Independientemente de la via metabolica de carbohidratos en bacterias licticas,
algunos productos importantes que se generan son el acido pinavico, la acetilCoA, y el acetil
fosfato los cuales son intermediarios clave en la generacion de productos de interés en la
industria de alimentos licteos.

De esta manera a partir de la descarboxilacion del piruvato y junto con la tiamina
pirofosfato (TPP), se forma el acetaldehido-TPP, el cual junto con el piruvato y por accién
de la acetolactato sintetasa, forma el acetolactato, el cual a su vez por efecto de la
acetolactato descarboxilasa genera acetoina (acetil metil carbinol). Por otra parte, el
acetaldehido-TPP puede formar acetilCoA y CO2. A partir de acetaldehido, y junto con
acetilCoA, se forma el diacetilo, y a partir de éste y junto con una deshidrogenacion det
NADH, se puede producir acetoina, 1a cual por accién de la acetoin reductasa se transforma
en el compuesto 2,3-butanodiol (2,3-butilenglicol). Asi mismo, el acetaldehido puede
transformarse en etanol, por efecto de la alcohol deshidrogenasa. En la Figura 1 se muestran
las rutas metabolicas homofermentativas y heterofermentativas propuestas para bacterias
lacticas; en la Figura 2 se muestran los diferentes productos metabdlicos finales (Marshall y
Law, 1984b; 1986; Farrés, ef al. 1991; Ono ef al. 1993).

1.3.2 Proteinas, papel de los aminodcidos y péptides en la nutricién.

Todas las bacterias lacticas requieren o son estimuladas para su crecimiento por
amino4cidos, y sin embargo, la cantidad de estas moléculas en forma libre en la leche no son
suficientes para permitir el crecimiento 1til para la produccidn de écido, por lo que estas
bacterias han resuelto este problema nutricional usando una compleja combinacién de
proteasas, peptidasas y sistemas de transporte en contra de un gradiente de concentracion
para utilizar los aminoacidos de la proteina de la leche.

Se ha observado por ejemplo, en el caso de S. salivarius subsp. thermophilus que no
solamente posee requerimientos de algunos aminoacidos esenciales, sino que su crecimiento
es estimulado por aminoacidos no esenciales tales como la valina, metionina, leucina y
triptofano, para producir mas acido que en la leche (Oberman, 1985; Tsakalidou y Delezios,
1993),



Tabla 1. Nomenclatura actual para los principales

BACTERIAS
Lactococcus
L. lactis subsp. lactis

L. iactis subsp. cremoris

Lactobacillus

L. acidophilus

L. brevis

L. casei subsp. casei

L. delbruekii subsp. delbruekii

L. delbruekii subsp. bulgaricus
L. delbruekii subsp. lactis

L. fermentum

1. helveticus

L. kefir

Streptococcus

S. salivarius subsp. thermophilus
Leuconostoc

L. lactis

L. mesenteroides subsp. cremoris
L. mesenteroides subsp.
mesenteroides

Bifidobacterium

B. bifidium

Propionibacterium

P. freudenreichi subsp. shermanii
P. freudenreichi subsp.
freudenreichii

LEVADURAS
Kluyveromyces
K. lactis var. lactis

K. marxianus

K. bulgaricus
Candida
C. kefir

~OIMDIres comuncs y70 accplades. ]

) microorganismos iniciadores de alimentos licteos fermentados. )
Nombres comunes y/o aceptados. Nombrcs nntigpos 5 y sindnimos no vélidos

Streptococcus del grupo N
S. lactis

S. lactis subsp. lactis

S. lactis subsp. diacetylactis
8. diacetylactis

S. cremoris

S. lactis subsp. cremoris

L. casei

L. delbruekii

L. bulgaricus

L. lactis, L. leichmannii

L. jugurt
L. cauwcasicus

S. thermophilus

L. citrovorum, 8. kefir
L. cremoris, L. citrovorum
L. mesenteroides

Lactobacillus bifidus

P. shermanii
P. freudenreichii

Saccharomyces lactis

K. lactis

K. marxianus var lactis
Saccharomyces marxianus
S. fragilis, K. fragilis

K. marxianus var marxianus
K. marxianus var bulgaricus

S. kefir, Torulopsis kefir,
C. pseudotropicalis,

C. macedoniensis.

Tomado de Garcia-Garibay, ef al. 1993,
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Figura 1. Vias metablicas propuestas para bacterias licticas. Tomado de Doelle, 1981; Marshall, 1986 ; William, 1989; Zourari; et al. 1992.
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Figura 2. Productos finales del metabolismo en bacterias licticas.
EMP, Via de Embden-Meyerhof-Parnas; HMF, Via de Hexosa-Monofosfato; ED, Via de Entner-Dudoroff.
Tomado de Doelle, 1981, Friend y Shahami, 1985; William, 1986.



2, LECHES FERMENTADAS.
2.1. GENERALIDADES.

De acuerdo a la IDF (International Dairy Federation) (1969), las leches fermentadas
son: "productos preparados a partir de leche entera, parcial o completamente descremada,
leche concentrada o leche sustituida parcial o completamente, pasteurizada o esterilizada y
fermentada por medio de microorganismos especificos" (Oberman, 1985).

La fermentacion de la leche para la elaboracion de diversos productos es una practica
muy antigua, la cual seguramente se origin sin intencion durante el almacenamiento del
alimento liquido. Los métodos tradicionales aplicados en la produccion de leches
fermentadas dependen de las condiciones climaticas y de las circunstancias regionales.
También estan influenciados por la transmision de los criterios de elaboracion de generacion
en generacion. Los nombres populares de las leches fermentadas tradicionales originales se
muestran en la Tabla 2. Originalmente, las leches fermentadas se prepararon a partir de leche
de vaca, borrega, cabra, camella y yegua. La fermentacion se realizaba originalmente en
bolsas de tela o cuero o bien en recipientes de madera o arcilla. La propagacion de la
microbiota original se iniciaba con una pequefia cantidad de leche previamente coagulada
para inocular leche fresca. Ademas la leche se acidificaba por la adicién de una pequefia
parte del estbmago de ternera u ovejas o con una porcidn seca de leche dcida.

En todos los paises donde las leches fermentadas se producen actualmente, la
microbiota original actia como una mezcla en la mayoria de los casos, con una composicion
indefinida o parcialmente definida. De tal modo que los reportes de muchas investigaciones
de leches fermentadas "originales" muestran la presencia de varias especies de bacterias
lacticas, levaduras y mohos. Durante estas fermentaciones se acumulan metabolitos como el
acido lactico, el etanol y muchos otros que conservan la leche y le imparten sus
caracteristicas organolépticas distintivas.

Existe una muy amplia variedad de leches fermentadas, probablemente algunos
cientos, en las que interviene un gran niimero de especies de bacterias lacticas y algunas
levaduras. En algunos paises el consumo de estos productos es superior al de Ia leche fresca,
y se utilizan leches de diferentes especies. En ocasiones es dificil definir algunos de estos
productos debido a su gran niimero y a que se elaboran de diferentes formas y con distintos
tipos de materia prima; este puede ser el caso del buttermilk, o en México el "jocoque". A
pesar de lo complicado que resultaria elaborar una clasificacion de los principales tipos de
leches fermentadas, debido a que sus caracteristicas pueden variar de un fabricante a otro, o
bien el tipo de microorganismos iniciadores puede variar de acuerdo a la regi6n, el
procedimiento de inoculacion y alin de las condiciones climaticas existe una clasificacion
propuesta por Marshall (1986), en la cual se toma como criterio el tipo de micrabiota
dominante en diversos productos (Tabla 3). Esta clasificacion se refiere en revisiones
recientes (Friend y Shahami, 1985; Oberman, 1985; Marshall y Law, 1986; Kroger, 1989,
Garcia-Garibay, e/ al. 1993).
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Tabla 2. Leches fermentadas

Nombre tradicional Pais o region de origen Tipo de leche, condiciones Microbiota
Prokish Asia, Africa, Europa Fermentacién en bolsas de tela Mezcla de bacterias ldcticas, desconocida
Prostokvasha Medio Oriente, Balcanes Fermentaci6n en recipientes de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
arcilla ocasionalmente con Lactobacillus delbruekii
subsp. bulgaricus
Yoghurt (vaghurt) Medio, Oriente, Balcanes Leche de vaca, oveja, cabra o Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
mezcla de leches Lactobacillus delbruekii, Micrococcus, otros lactococos,
levaduras y mohos
Leche bilgara Bulgaria Leche de vaca, oveja, cabra o L. delbruekii subsp. bulgaricus
mezcla de leches
Kefir Caucaso Leche de vaca, cabra, o mezclas Lactacoccus lactis y especies de Leuconostoc, L. kefir,
de leche en bolsas de cuero o en Candida kefir, Torula kefir, Micrococcus y bacilos
barriles de madera formadores de esporas
Koumiss Estepas asidticas Leche de yegua, camella o L. delbruekii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
asna en bolsas de cuero acidophilus, Torula koumiss, Kluyveromyces
lactis, Micrococcus y bacilos formadores de
esporas
Brano Bulgaria Leche de oveja, vaca L. delbruekii subsp. bulgaricus, S. salivarius subsp.
thermophilus, levaduras lacticas
Hooslanka Este de los Carpatos Leche de oveja, vaca o mezcla L. lactis, S. salivarius subsp. thermophilus
de leches en recipientes de madera | L .delbruekii subsp. bulgaricus, levaduras
("berbenitza")
Zhentitsa Este de los Cérpatos Leche de oveja fermentada con Mezcla de bacterias licticas y levaduras
pasturas
Riazhenka Ucrania, Rusia Leche de vaca en cualquier tipo
de recipiente S. salivarius subsp. thermophilus y
Varenets Rusia Leche de vaca en cualquier tipo algunas veces L. delbruekii subsp. bulgaricus
de recipiente
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Tabla 2. Leches fermentadas (Continuacién

Nombre tradicional Pais o regién de origen Tipo de leche, condiciones Microbiota
Villia (Filia) Finlandia Leche de vaca L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris,
Geotricum candidum
Taet-mjslk Pen. Escandinava Leche de vaca Mezcla de microbiota lictica meséfila
Kjaddermitk Pen. Escandinava Leche de vaca
Skir Islandia Leche de vaca con 1a adicién L. delbruekii subsp. bulgaricus, S. salivarius subsp.
de renina, sin suero thermophilus, L. casei subsp. casei
Sos-tej Hungria Leche de oveja con la adicion Mezcla no definida de microbiota léctica
de renina con poco suero
Syuzma Azerbaijan Leche de vaca "Biilgaros"
Tan (than) Armenia Leche de oveja, cabra o mezcla
de Teches, fermentacién en bolsas de
tela Mezcla de microbiota similar a la del yoghurt,
Tulum, torba, kurut Turquia y Asia Leche de oveja, cabra o vaca, especifica para cada regién
fermentacion en bolsas de tela
Gruzovina ex-Yugoslavia Leche de oveja, vaca o mezcla de
leches, fermentacién en bolsas de
tela
Airan Cducaso, Bulgaria Leche de oveja, vaca o mezcla de S. salivarius subsp. thermophilus y algunas veces L.
leches delbruekii subsp, bulgaricus
Matzun, matzoni Cducaso, Armenia Leche de oveja, cabra, biifala o S. salivarius subsp. thermophilus
mezcla de leches
Dahi (dadhi) India, Irdin Leche de vaca, bitfala o mezclade | L. /actis subsp. lactis, S. salivarius subsp. thermophilus,
leches L. delbruekii subsp. bulgaricus, L. plantarum, levaduras
Gioduu Ttalia, Corcega Leche de oveja, vaca S. salivarius subsp. thermaphilus, L. delbruekii subsp.

bulgaricus

Tomado de Oberman, 1985 y modificada Ia nomenclatura microbiana de acuerdo a Garcia-Garibay, ef al. 1993.




Tabla 3. Clasificacién de lcches fermentadas,
Grupo Microbiota Caracleristicas Productos
I Lactococeus y Acidez baja o moderada Jocoque
Leuconostoc (meséfilos) Buttermilk
Leches escandinavas
n Lactobacillus Acidcz moderada o Leche bilgara
alta Leche acidéfila
Yakult
1 Lactobacillus Acidez moderada o Yoghurt
Streptococcus alta Dahi
(termoéfilos) Labnech
Bioghurt
Prostokvasha
Brano
Goiddu
v Bacterias ldcticas Acidez y alcohol Kefir
y levaduras Koumiss
"Biilgaros”

Tomado de Marshall y Law, 1986 y Garcia Garibay, ¢f al. 1993,

El yoghurt y otros alimentos lacteos fermentados se han consumido de manera
popular por mucho tiempo princtpalmente en los paises mediterraneos (Los Balcanes y el
Norte de Aftica), en los paises del Centro y Sudoeste de Asia (Mongolia, Turquia, Irak, Iran
y Siria), y en Europa Central. En muchos de estos paises el yoghurt ain se procesa de
manera tradicional. Sin embargo, a partir del término de la segunda guerra mundial, el
consumo del yoghurt no sélo se ha incrementado de manera notable en Europa y en Estados
Unidos, sino que también es producido a escala industrial. Actualmente, existen muchos
tipos nuevos de leches fermentadas preparadas con la adicién de frutas o saborizantes,
enriquecidas con vitaminas o con microorganismos seleccionados tales como Lactobacillus
acidophilus y algunas especies de Bifidobacterium.

En Meéxico se elaboran industrialmente el yoghurt, que es con mucho, la leche
fermentada mas importante, el yakult, el jocoque (que es equivalente al buttermilk elaborado
en Estados Unidos), y en menor produccién el labne o jocoque arabe. Existe también en
muchos hogares la costumbre de elaborar leches fermentadas a nivel casero, principalmente
el yoghurt, el labne y sobre todo un producto denominado "biilgaros" (Zourari, ef al. 1992,
Garcia-Garibay, et al. 1993; Wacher-Rodarte, ef a/. 1993).



3. YOGHURT.
3.1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES,

El origen del yoghurt no es muy claro. De acuerdo a algunas fuentes, este alimento
se origind en Asia cuando los antiguos turcos vivian como nomadas. Pero de acuerdo a
otros autores, el yoghurt tuvo su origen en los Balcanes, en donde los antiguos habitantes de
Tracia fabricaban una leche acida denominada prokish, la cual posteriormente se convirti6 en
el yoghurt. Los eslavos adoptaron el procedimiento de la preparacion del yoghurt y con el
paso del tiempo, éste se volvio de consumo popular (Oberman, 1985).

De acuerdo a Koroleva y Kondratenko, 1978 (Oberman, 1985), probablemente el
koumiss precedio a la preparacion del yoghurt. Los grupos némadas, quienes en el siglo V
vivieron a lo largo del Danubio y alrededor del Mar Negro, introdujeron el procedimiento
para la elaboracion del yoghurt a partir de la elaboracion del koumiss, empleando leche de
oveja en lugar de leche de yegua.

El yoghurt original se prepara en Bulgaria de manera tradicional a partir de leche de
vaca o de cabra hervida inoculada al agregar una porcion de leche acidificada. Para mantener
la temperatura constante (40 - 45°C), el recipiente se envuelve en pieles y se coloca en una
estufa de 8 a 10 horas hasta obtener un gel suave, relativamente viscoso, con consistencia
firme y cohesiva y con muy poca pérdida de suero.

Existen datos controvertidos respecto a la microbiota original del yoghurt. La
presencia de varios grupos fisiologicos de microorganismos se reportdé en los primeros
trabajos sobre el producto original. Strepfococcus salivarius subsp. thermophilus y
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus se consideraron como microorganismos
dominantes, mientras que levaduras capaces de crecer en leche y ampliamente distribuidas
tales como Candida mycoderma, Candida krusei y Candida tropicalis se consideraron
como microbiota contaminante. Algunas otras bacterias tales como Lewcoriostoc, y una
variedad productora de exopolisacéridos de Lactococcus lactis se consideraron como
microbiota adicional. En los yoghurts originales de Bulgaria y de la ex-Yugoslavia se
report6 también Geotricum candidum (Oberman, 1986).

Rafic y Kurman en 1978 (Oberman, 1985), resumen los descubrimientos
concernientes a la microbiota original del yoghurt en tres grupos:

a) Microbiota original del yoghurt constituida por Strepfoceccus salivarius subsp.
thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus.

b) Microbiota no esencial representada por otras bacterias lacticas algunas de ellas
heterofermentativas, considerandose que algunas de ellas pueden suplementar la
microbiota original: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium  bifidum,
Propionibacierium shermanii, y Lactococcus lactis susbsp. lactis.
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c) Microbiota contaminante: mohos, levaduras, coliformes y cualquier otro
microorganismo indeseable (Oberman, 1985).

En Francia, actualmente el término yoghurt se aplica para designar al producto
resultante de la fermentacion de la leche empleando exclusivamente dos especies de
bacterias acido lacticas termofilas, Strepfococcus salivarius subsp. thermophilus y
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus en un proporcién de 1:1, los cuales deben estar
presentes en el producto final alrededor de 1 x 107 UFC-g!. Estas dos condiciones se
especifican en la legislacién existente en la mayoria de los paises productores de yoghurt
(Zourar, ef al. 1992),

El yoghurt se elabora con leche clarificada, casi siempre de vaca, la cual puede ser
entera o descremada, pero libre de antibidticos. En algunos paises se elabora a partir de
leches de otras especies como cabra, yegua, bufala, etc. (Garcia-Garibay, er al. 1993), y
aunque la proporciéon de microorganismos iniciadores debe ser 1:1 para asegurar un
producto con un éptimo de sabor y textura, se recomiendan como proporciones favorables
de Streptococcus . Lactobacillus de 1:5, 2:1, 1:2 (Oberman, 1985).

De esta fermentacion debe de resultar un liquido suave y viscoso, o un gel suave y
delicado, de textura firme, uniforme, con la minima sinéresis y con sabor caracteristico.
Existen algunos tipos de yoghurt, entre los que se encuentran actualmente el tipo firme,
batido y liquido, aunque se pueden mencionar algunos otros como el congelado,
deshidratado, etc., cada uno de eflos en forma natural o adicionado con sabores o con fruta.
El yoghurt liquido ha encontrado en México una gran aceptacién en los filtimos afios, sin
embargo, esto no ha sido asi en todo el mundo; por ejemplo, en Gran Bretafia su
introduccion al mercado fue un fracaso.

En México, el consumo de yoghurt en 1980 fue de 15 mil toneladas, lo cual
represent6 el 8% de los productos lacteos consumidos en nuestro pais en ese afio. En 1985
el consumo de este producto fue de 32 mil toneladas (mas del doble en cinco afios),
representando el 13% de los licteos producidos, alcanzando entre 1985 y 1990 una
produccion de 49 mil toneladas (Garcia-Garibay, ef al. 1993; Wacher-Rodarte, ef al. 1993).

3.2. ACTIVIDADES METABOLICAS DE IMPORTANCIA EN LA
TECNOLOGIA DEL YOGHURT.

El papel de los estreptococos y los lactobacilos en el proceso de elaboracion del
yoghurt se puede resumir como sigue: acidificacion de la leche, sintesis de compuestos
aromaticos y desarrollo de la textura y viscosidad. Este ultimo aspecto es de gran
importancia en los yoghurts agitado y liquido, por lo que para la produccion industrial del
yoghurt, la seleccién de las cepas de interés debe de estar sujeta a estos criterios.



El papel principal de Streptococcus salivarius. subsp. thermophilus y Lactobacillus
delbruekii subsp. bulgaricus en el proceso de elaboracion de yoghurt es la acidificacion de la
leche como consecuencia de la produccion de grandes cantidades de acido lactico a partir de
lactosa. El 4cido lactico baja el pH de la leche y ocasiona una solubilizacion progresiva del
fosfato de calcio micelar. Esto causa la desmineralizacion de las micelas de caseina y su
desestabilizacion, la cual ocasiona una total precipitacion de esta proteina en un rango de pH
de 4.6 - 4.7. Ademas, el 4cido lictico es el responsable del sabor acido del yoghurt (Zourari,
et al. 1992),

Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus es un bacilo homofermentativo gram
positivo, largo, no movil, el cual produce acido D-(-) lactico. Es capaz de fermentar
fructosa, galactosa, glucosa y lactosa, pero no maltosa ni sacarosa. Puede crecer a
temperaturas superiores a 45° C, pero normalmente tiene su optimo entre 40-43° C; no
crece a temperaturas menores de 15° C. Crece a valores de pH inferiores a 5.0, presentando
metabolismo fermentativo ain en presencia de aire. En tanto que Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus es una bacteria gram positiva, esférica, la cual se observa en pares o
cadenas; es homofermentativo y produce acido L-(+) lactico a partir de glucosa, fructosa,
lactosa o sacarosa. Tiene una temperatura 6ptima de crecimiento de 40-45° C, aunque puede
crecer hasta 50° , pero no a menos de 20° C.

Ambas bacterias transforman la lactosa de la leche en acido lactico, con la formacion
de pequeiias cantidades de otros metabolitos. El acido lactico es responsable de la formacion
del coagulo, firmeza y sabor acido caracteristicos del yoghurt. Esta acidez también inhibe el
crecimiento de otras bacterias como Salmonella y Staphylococcus aureus. L. delbruekii
subsp. bulgaricus produce ademas peroxido de hidrogeno, bulgaricano y otro biocida de
naturaleza proteinica, los cuales también inhiben el crecimiento de algunos microorganismos
indeseables. La formacién de acido lactico en estas bacterias es por medio de la ruta de
Embden-Meyerhoff-Parnas, con un paso terminal de piruvato a lactato, aunque cada especie
produce un enantiémero diferente; la proporcion del isomero L en el yoghurt es de 55 a 60%
del 4cido lactico total, y solo este enantidmero es asimilable por los mamiferos, aunque no
hay ninguna evidencia de que el enantiémero D resulte toxico al hombre (Garcia-Garibay, ef
al. 1993).

La produccién de acido lactico también puede ocurrir durante el almacenamiento del
yoghurt a baja temperatura, lo que puede ocasionar una excesiva acidificacién que afecta las
caracteristicas sensoriales del producto, Esta caracteristica depende del tipo de cepas
empleadas, especialmente del Lactobacillus (Zourari, et al. 1992).

El crecimiento inicial rapido de S. salivarius subsp. thermophilus genera la
acumulacién de cantidades moderadas de acido lactico, acético, acetaldehido, diacetilo y
acido formico. La disponibilidad de formiato y los cambios generados en el potencial rédox
del medio, estimulan el crecimiento de L. delbruekii subsp. bulgaricus.



S. salivarius subsp. thermophilus hidroliza la lactosa por medio de la B-
galactosidasa, metabolizando anicamente el residuo de glucosa y excretando la galactosa al
medio, mientras que la hidrélisis de lactosa por L. delbruekii subsp. hulgaricus es por medio
de la B-galactosidasa mas que por la B-fosfogalactosidasa, aunque ambas enzimas se
encuentran presentes. El residuo de galactosa puede ser fosforilado por medio de la
galactocinasa y asi metabolizada por la via de Leloir, aunque este sistema opera solamente si
la galactosa es el Unico azicar en el medio.

El acetaldehido es el principal componente responsable del aroma en el yoghurt. Es
producido ya sea como un subproducto de la via de Embden-Meyerhoff-Parnas (principal
ruta de S. salivarius subsp. thermophilus), o bien a partir de treonina (ruta empleada por L.
delbruekii subsp. bulgaricus). Ambas bacterias carecen de Ila enzima alcohol
deshidrogenasa, lo que las hace incapaces de transformar acetaldehido a etanol. Otros
metabolitos que también contribuyen al sabor del yoghurt son el diacetilo y la acetoina, pero
estos compuestos tienden a desaparecer con rapidez. La concentracion de acetaldehido en el
yoghurt es de 23 a 55 ppm, considerandose como concentracion 6ptima de 23 a 41 ppm, lo
cual incrementa el sabor del producto. El diacetifo raras veces excede 0.5 ppm.

Los requerimientos de aminoacidos son satisfechos por las propias bacterias
hidrolizando las proteinas de la leche. L. delbruekii subsp. bulgaricus posee un sistema de
proteasas y peptidasas extracelulares, activas dentro de un amplio rango de temperatura y
pH, mientras que S. salivarius subsp. thermophilus posee una proteasa externa,
probablemente unida a su pared celular (Garcia-Garibay, er a/, 1993). La liberacién de
aminoicidos de las proteina de la leche no so6lo satisface los requerimientos de ambas
bacterias, sino que el contenido de aminoacidos en el producto final es alto, encontrandose
grandes cantidades de &cido glutdmico y prolina (Oberman, 1985; Tsakalidou y Delezios,
1993).

Ambas especies bacterianas se estimulan mutuamente en una relacién
protocooperativa: mientras la primera hidroliza activamente las proteinas, la otra le
corresponde produciendo acido formico y biéxido de carbono, los cuales son estimulantes
para L. delbruekii subsp. bulgaricus, el formiato es un precursor de las purinas por lo cual
estimula la sintesis de RNA. Este efecto sinérgico resulta en un incremento en el crecimiento
y en la produccion de acido lactico y de acetaldehido. También se ha sugerido que la glicina
producida por el bacilo, como un subproducto de la conversion de treonina a acetaldehido,
estimula a la otra bacteria. Durante las primeras etapas de la fermentacion, S. salivarius
subsp. thermophilus crece rapidamente causando una disminuciéon de oxigeno disuelto, lo
cual favorece el crecimiento del bacilo.

Las ‘condiciones de crecimiento tales como temperatura y pH son factores
determinantes durante la fermentacion. Se reporta que temperaturas superiores de 40-45° C
favorecen el bacilo, mientras que temperaturas de 31° C permiten que el estreptococo
domine, no obstante, independientemente de la temperatura de cultivo el estreptococo



siempre alcanza un crecimiento mayor que el Jactobacilo. Ambas especies son resistentes al
acido, pero S. salivarius subsp. thermophilus crece mejor a valores de pH mas altos, es
decir al principio de la fermentacion. Cuando el pH cae abajo de 5.5, L. delbruekii subsp.
bulgaricus es mis activo que el estreptococo y a un pH inferior de 4.2, la fermentacién es
totalmente dominada por el Lactobacillus. Hacia el final de la fermentacion, la proporcién
de Lactobacillus a Streptococcus varia de 1:1 a 1:8, pero esta puede cambiar e
incrementarse mucho la proporcion de Lacrobacillus sobre Streptococcus si el producto se
almacena a temperaturas relativamente altas (10° C). En un estudio realizado con yoghurts
mexicanos, la relacion de Lactobacillus a Streptococcus varia entre 1:0.3 y 1:3 (Garcia-
Garibay, ef al. 1993).

3.3, ESTRATEGIAS EMPLEADAS PARA GARANTIZAR LA CONSISTENCIA Y
TEXTURA DEL YOGHURT.

En la industria de alimentos lacteos existe una serie de problemas para la produccion
de yoghurt de una buena y constante calidad. Uno de los aspectos mas importantes es la
seleccion de las cepas a emplear. Las parejas de cepas seleccionadas o accesibles a las
diversas empresas no siempre proporcionan los niveles exigidos por las normas
correspondientes en cuanto a textura y viscosidad del producto principalmente, por lo que
los productores de yoghurt han tratado de mejorar estas caracteristicas manipulando uno o
varios de los siguientes factores: composicién de la mezcla de iniciadores, rotacién de
cultivos, incremento de sdlidos totales de la leche al inicio de la fermentacion y la adicion de
espesantes de origen animal o vegetal (Cerning, 1990).

El propésito de la modificacion de la leche es el de mejorar la firmeza del producto y
darle al gel una mayor resistencia a los dafios mecénicos, evitando asi el desuerado durante
el manejo normal del yoghurt. La adicion de estabilizantes le confiere mayor fuerza a la
estructura del gel haciéndolo menos wvulnerable a los factores mecénicos que pueden
ocasionar la riptura del coagulo y la consecuente sinéresis. Los estabilizantes también
mejoran el cuerpo, la textura, la sensaci6n tictil en la boca y la apariencia del yoghurt. Los
aditivos se utilizan también en la elaboracion del yoghurt liquido con la finalidad de evitar la
separacion de una fraccion coagulada de las proteinas de la leche junto con particulas
suspendidas de frutas, las cuales pueden aparecer en el fondo del envase, o bien formar una
nata en la superficie al cabo de unos dias de aimacenamiento del producto. Los estabilizantes
a usar deben de ser cuidadosamente elegidos para obtener las propiedades deseadas, ya que
diferentes estabilizantes tienen diferentes caracteristicas. Una mezcla adecuada de
estabilizantes puede dar mejores resultados que uno solo de ellos. Algunos cominmente
utilizados son: carragenina, grenetina, almidén, goma guar, goma de algarrobo, alginatos,
pectina, etc. El uso de estos aditivos en concentraciones superiores al 0.3% pueden tener
efectos adversos en el sabor, sin embargo y a pesar de los beneficios sobre la consistencia
del producto, su uso no esta permitido por legislacién en paises como Francia, Holanda y
México.



El uso de estabilizantes es una practica muy comin en algunos paises; sin embargo,
el yoghurt puede ser elaborado evitando el uso de aditivos sin detrimento de su calidad. Una
alternativa interesante al uso de estabilizantes es la utilizacion de cepas iniciadoras de
yoghurt productoras de exopolisacaridos (EPS). Existen cepas de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus y de Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus con esta caracteristica
y su uso permite la elaboracién de yoghurt tipo batido con adecuadas caracteristicas de
viscosidad, textura y sin problema de sinéresis, inclusive utilizando leche a su concentracién
normal como materia prima. Esto representa una gran ventaja econdmica, ya que permite el
ahorro de leche y de estabilizantes. En los paises escandinavos algunas cepas productoras de
EPS son empleadas en la elaboracion de varios tipos de leches fermentadas como es el caso
det villia.

Por otro lado, la creciente demanda de los consumidores en algunos paises por
productos "mas naturales”" ha estimulado la investigacion en cuanto a la posibilidad de
emplear cepas productoras de EPS como iniciadores del yoghurt, tarea a la cual se han
avocado varios grupos de investigacion en el mundo. Sin embargo, uno de los
inconvenientes de emplear cepas productoras de EPS es la inestabilidad de la caracteristica y
la poca informacion relacionada con los aspectos genéticos y bioquimicos de las cepas
productoras (Friend y Shahami, 1985; Cerning, 1990; Garcia-Garibay, ef al. 1993),
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4. Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.
4.1. TAXONOMIA.

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus es el nuevo nombre propuesto para
designar a Streptococcus thermophilus que fue originalmente descrito por Orla Jensen en
1919 (Zourari, et al. 1992), y cuyas caracteristicas lo ubican aparte de los estreptococos y
en especial de los estreptococos lacticos, designados actualmente dentro del género
Lactococcus. Este microorganismo se aisla exclusivamente de ambientes lacteos y fermenta
unos cuantos carbohidratos, entre ellos lactosa, sacarosa, glucosa y algunas veces galactosa.
Se caracteriza por su termorresistencia y su alto crecimiento a temperaturas que pueden
alcanzar hasta 50-52° C. No se ha encontrado ningin antigeno grupo especifico a este
microorganismo.

Estudios de homologia DNA-DNA han reunido una serie de informacién que podria
cuestionar su clasificacion actual. El contenido de guanina - citosina (% mol G + C) en el
DNA se encuentra en un rango de 37.2 - 40.3% de acuerdo a Farrow y Collins, 1984
(Zourari, et al. 1992), Estos autores obtuvieron entre un 61 - 78% de homologia entre el
DNA de varias cepas de S. thermophilus y una sonda de DNA de Streptococcus salivarius
(la homologia entre el DNA de cepas de S. salivarius y una sonda de DNA de S.
thermophilus se encuentra entre 67-91%). Ellos confirmaron la gran homologia en el DNA
(70-100%) observada en un estudio anterior para dos cepas de cada especie. Con base en
estos resultados estos autores propusieron que S. thermophilus deberia ser reclasificado
como una subespecie de S. salivarius a pesar de las grandes diferencias fenotipicas entre
estas dos bacterias. De hecho, la enzima lactato deshidrogenasa de las especies tipo de
ambos estreptococos poseen diferentes propiedades, asi como también es diferente la
termorresistencia de su aldolasa fructosa difosfato.

En adicién a estos resultados, Garvie y Farrow en 1981 (Zourari, ef al. 1992),
ubicaron estas cepas estreptococales en el mismo grupo, basados en la homologia entre su
DNA y RNA ribosomal y el RNA ribosomal de la cepa tipo de Streprococcus bovis (esta
cepa actualmente es ubicada como subespecie de Strepfococcus equinus), pero en diferentes
clusters. Pese a los trabajos de hibridacion molecular DNA-DNA entre diversas cepas de S.
thermophilus y S. salivarius solamente se han obtenido una homologia del 60% en
condiciones laxas y un 30% bajo condiciones de hibridacion estrictas. Basado en datos
recientes de hibridacion, las diferencias fenotipicas y la presencia en ambientes
completamente diferentes (boca/leche) sugieren el mantener a S. thermophilus y S.
salivarius como dos especies separadas. Resulta obvio que la ubicacién taxonomica de S.
thermophilus requiere de futuras discusiones y que son necesarios mas datos antes de tomar
una decision definitiva (Zourari, ef al. 1992).

Colmin, ef al, 1991 (Zourari, et al. 1992), desarrollaron una sonda de DNA la cual
especificamente hibridiza con 25 cepas de subespecies de S. thermophilus y con 2
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subespecies de S, salivarius, Este trabajo de hibridacion cruzada sugiere que ambas especies
muestran secuencias de DNA comunes, pero se necesitan mas datos para apoyar una posible
relacion cercana entre estos dos estreptococos (Zourari, ef al. 1992),

4.2. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS.
4.2.1 Transporte de lactosa y galactosa.

El mecanismo de transporte de lactosa en 8. salivarius subsp. thermophilus difiere de
todos los lactococos, los cuales poseen un sistema especifico de transporte de lactosa, el
sistema de fosfoenolpiruvato (PEP)-dependiente de un sistema de fosfotransferasa (PTS).
En este sistema, la lactosa-6-fosfato formada durante el transporte se hidroliza por una
fosfo-B-galactosidasa para rendir glucosa y galactosa 6-fosfato, los cuales se metabolizan a
acido lactico (Farrés, ef al. 1991; Zourari, ef al. 1992).

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus no posee el sistema de PTS, pero
posee un sistema de transporte de lactosa que incluye una permeasa protén dependiente a
nivel de membrana y una -galactosidasa intracelular.

El gen de la lactosa permeasa de §. salivarius subsp. thermophilus (lacS) se ha
clonado y expresado en Escherichia coli. La comparacion de las secuencias de aminoacidos
muestran que el sistema proteinico de transporte de lactosa de S. salivarius subsp.
thermophilus (LacS) difiere de la lactosa permeasa de F. coli (LacY). Sin embargo, tiene
homologia en su region amino terminal con el acarreador MELB de . coli (similitud de
23%), mientras que en su region carboxilo terminal tiene homologia con la enzima I (E TI)
de tres sistemas de PEP-PTS diferentes (similitud de 34-41%) (Zourari, ef al. 1992),

La galactosa se relaciona directamente con el transporte de lactosa. De hecho, la
presencia de una gran cantidad de galactosa en el medio de cultivo inhibe el transporte de
lactosa. Estudios bioquimicos han mostrado que la galactosa posee una gran afinidad por la
lactosa permeasa y actila como un inhibidor competitivo del sistema de transporte de
lactosa, pero datos mas recientes han sugerido otra explicacion, En vesiculas membranales
de E. coli, el sistema LacS no sdlo cataliza una fuerza protén motriz asociada al transporte
de lactosa, sino que también un intercambio de f3-galactosidos. Esto significa que la reaccién
de transporte de lactosa funciona como un sistema antiporte lactosa-galactosa independiente
de la fuerza protén motriz (Zourari, ef al. 1992).

El transporte de galactosa requiere de una fuente exdgena de energia e involucra un
sistema de galactosa permeasa. El transporte de glucosa y galactosa es muy lento en
comparacion al transporte de lactosa. El uso preferencial de lactosa se podria deber a
limitaciones en el sistema de transporte de monosacaridos (Zourari, ef al. 1992).
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La Figura 3 muestra las rutas metabolicas propuestas para el transporte de lactosa y
galactosa y su uso por S. salivarius subsp. thermophilus. La p-galactosidasa (B-gal)
intracelular hidroliza la lactosa a glucosa y galactosa. Se ha observado que la glucosa
reprime la sintesis de esta enzima. La 3-gal estreptococal se ha purificado y caracterizado.
Los genes que codifican la B-gal se han clonado y expresado en E. coli y en Saccharomyces
cerevisiae. La B-gal de S. thermophilus es una proteina de alrededor 105 kDa. Se propone a
esta enzima como un marcador potencial muy util en la construccion de vectores de
clonacion a emplear en procesos de produccion de alimentos, y por otro lado, su gran
termoestabilidad comparada con la obtenida a partir de levaduras hace pensar en su
produccion a gran escala (Zourari, ef al. 1992).

4.2.2 Metabolismo de lactosa, glucosa y galactosa.

La glucosa proveniente de la hidrélisis de lactosa se incorpora directamente a la via
de Embden-Meyerhof-Parnas. S. salivarius subsp. thermophilus posee dos enzimas fructosa-
1,6-difosfato-independientes (FDP-independiente) de la lactato deshidrogenasa (LDH) que
reducen el piruvato a Aacido lactico. El residuo de galactosa es excretado al medio
extracelular por la mayoria de las cepas de S. sadivarius subsp. thermophilus, las cuales son
incapaces de metabolizarla (fenotipo Gal-). Sin embargo, se han aislado cepas Gal+, en las
cuales la galactosa se metaboliza por la via de Leloir, la cual incluye las enzimas
galactocinasa, uridil-galactosa-1-fosfato transferasa y la uridil-5-difosfo-glucosa-4-
epimerasa. Estas dos dltimas enzimas son constitutivas y estin presentes tanto en cepas Gal-
como en Gal+, La diferencia entre estos dos fenotipos parece estar en la actividad de la
galactocinasa y/o actividad de la galactosa permeasa. Ambas enzimas se inducen por
galactosa y se reprimen por lactosa. La secuencia de nucleétidos de los genes que codifican
estas enzimas presenta cierta homologia con los genes andlogos de otras bacterias y
levaduras. Es posible obtener cepas Gal+ a partir de cepas Gal- de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus por medio de cultivos en quimostato con limitacién de lactosa (O 'learly
y Woychik, 1976; Terence y Crow, 1984; Benayeta, ef al. 1990; Zourari, et al. 1992).

El uso de cepas Gal+ es de especial interés en la produccién de quesos Mozzarella,
Cheddar y Emmental pues se puede evitar una serie de problemas como resultado de la
degradacion de galactosa acumulada en estos quesos durante el procesos de fermentacion.
Entre ellos estan la produccion de bidxido de carbono al fermentar la galactosa por via
heterofermentativa lo que favorece la proliferacion de microbiota no deseada que genera
defectos en el sabor y textura final del producto (Oberg y Broaddent, 1993; Zourari, ef al.
1992).
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Figura 3. Vias propuestas para la utilizacién de lactosa (lac) y galactosa (gal) en Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus. Tomado de Zourari, e al, 1992.
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5. EXOPOLISACARIDOS BACTERIANOS.
5.1. DEFINICION.

La superficie celular de muchos microorganismos es rica en moléculas que contienen
o estan asociadas a carbohidratos. Algunas de estas moléculas son Ginicas en su tipo y estan
confinadas a ciertos grupos de microorganismos tales como los mananos en levaduras, los
4cidos teicoicos y teiurénicos, lipopolisacaridos y peptidoglucanos en bacterias. Sin
embargo, en adicion a estos componentes de la pared celular, se encuentran polisacaridos
que pueden estar o no asociados con otras macromoléculas de la superficie celular. Estas
moléculas son los exopolisacaridos, los cuales son polisacaridos extracelulares con una gran
diversidad en composicion y estructura, aunque en algunos casos pueden presentar una gran
similitud quimica con componentes de la pared celular.

Los exopolisacaridos (EPS) son producidos principalmente en procariontes, tanto en
especies de vida libre como en especies parasitas, sin embargo, se encuentran también en
cianobacterias y aunque son poco comunes, en levaduras y hongos filamentosos (Sutherland,
1990).

La definicion de exopolisacarido resulta dificil de elaborar para no confundir con este
término a todos aquellos componentes que forman parte de la pared celular y que quedan
ubicados bajo la definicion de glucocalix, el cual se refiere a una gran cantidad de
compuestos que forman parte de la estructura celular y que no son distinguibles como una
entidad estructural bajo el microscopio (Sutherland, 1990).

El término de exopolisacaridos fue propuesto por Sutherland en 1972 (Cerning,
1990), y es empleado para designar a aquellas formas de polisacaridos producidos por
bacterias que se encuentran en el exterior de la célula y que pueden o no formar parte de la
estructura celular, de tal manera que en ausencia de estos polimeros la superficie celular no
se altera, Esta caracteristica los hace reconocibles per se al microscopio (Sutherland, 1990).

Los exopolisacaridos bacterianos se pueden encontrar en dos formas basicas: como

una cépsula (polisacaridos capsulares, PCS), asociada a la pared celular de manera

_ covalente, o bien como una forma que no esta asociada fuertemente a la pared celular y que

se libera al medio dando un aspecto viscoso en un medio liquido. A ésta tltima forma se le
denomina como polisacaridos filantes o mucoides.

La distincion entre los dos tipos de exopolisacaridos era frecuentemente definida en
términos operativos por el grado de asociacion con la célula después de una centrifugacion.
Sin embargo, la diferenciacion real entre estas dos formas es muy dificil, sobre todo porque
en algunos casos células productoras de una gran cantidad de polisacaridos capsulares
pueden "liberar" algo del material de la periferia al medio, dando la apariencia de ser un tipo
mucoide. Por otro lado se ha observado que algunas cepas de Klebsiella poseen la
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capacidad de producir exopolisacaridos de tipo capsular o mucoide en algunas ocasiones
quimicamente indistinguibles y por el contrario se ha observado que una variedad de

Alcaligenes faecalis puede producir exopolisacaridos quimicamente diferentes (Whitfield,
1988).

Por otro lado, algunas especies del género Lenconostoc son microorganismos
encapsulados y sin embargo, se ha observado que la cipsula esta constituida por glucosa y
galactosa en proporciones variables. En cultivos de esta bacteria en sacarosa se puede
encontrar dextrana fuertemente asociada a la célula o bien material capsular libre de dextrana
(Quirasco, 1994).

5.2. COMPOSICION.

Los polisacaridos son polimeros de residuos de monosacaridos unidos por enlaces
glucosidicos que se forman por la eliminacion de una molécula de agua entre el hidroxilo del
grupo hemiacetal de dos residuos adyacentes. Estas moléculas pueden estar formadas por
uno solo o varios tipos de monosacéridos denominandose como homopolisacéridos y
heteropolisacaridos respectivamente, existiendo formas lineales y ramificadas. La diversidad
estructural de estas moléculas se deriva del amplio rango de componentes que pueden
formar parte de su estructura y se incrementa por el tipo de moléculas sustituyentes o por el
tipo de enlaces que los forman (Pazur, 1986).

Los carbohidratos encontrados en los exopolisacaridos bacterianos son
extremadamente diversos, encontrandose principalmente D-glucosa, D-galactosa y D-
manosa en su forma piranosa; también se encuentran de manera frecuente 6-desoxihexosas,
L-fucosa y L-ramnosa. En adicion a estos carbohidratos comunes, algunos polisacaridos
pueden contener uno o mas azicares raros como las L-hexosas o formas furanosas de las
hexosas glucosa y galactosa. Ademas se han encontrado diversos N-acetilaminoazicares,
siendo los mas comunes el N-acetil-D-glucosamina y el N-acetil-D-galactosamina y
eventualmente N-acetil-D-manosamina. Mientras mas diversificadas sean las fuentes de
exopolisacaridos microbianos, mas tipos nuevos de monosacaridos seran descubiertos.

Muchos de los exopolisacaridos existentes son de naturaleza polianiénica, como
resultado de la presencia en muchos de ellos de acidos urénicos, siendo el mas comin el
acido D-glucurénico y menos comin el acido D-galacturénico y D-manurénico. A pesar de
que muchos polisaciridos poseen un solo tipo de acido urénico, en polisacaridos como el
alginato se encuentran presentes €l dcido D-manurdnico junto con el dcido L-gulurénico
(Sutherland, 1990).

5.2.1 Sustituyentes orgdnicos.

Junto con los residuos de carbohidratos en los polisacaridos microbianos se
encuentran varios sustituyentes de tipo éster y piruvato cetilicos, los cuales estan
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ampliamente distribuidos entre los polisacaridos bacterianos. Este tipo de sustituyentes
pueden o no determinar la carga del polisacarido. Asi, el acetato, un sustituyente de tipo
éster, no contribuye a la carga total del polisacérido mientras que los grupos piruvato
cetalicos contribuyen al caricter anioénico del polimero.

El piruvato se encuentra normalmente presente en proporciones estequiométricas
con los residuos de monosacaridos en los exopolisacaridos y usualmente se encuentran
unidos a hexosas, aunque ocasionalmente se encuentran unidos a icidos urdnicos.

De los sustituyentes de tipo éster mds comunes se encuentra el acetato, aunque
también se han encontrado grupos propionilo y residuos éster-gliceril formando parte de
algunos polisacaridos. En estos casos, la presencia de estos compuestos contribuye a la
naturaleza lipofilica de una parte del polimero.

El contenido de grupos tipo acil de algunos polisacaridos puede ser relativamente
alto y pueden incrementar el caracter lipofilico de la molécula alterando la capacidad de
interaccionar con otros polisaciaridos y con algunos cationes. En muchos polisacaridos los
grupos acil se encuentran en una relacién estequiométrica a los residuos de monosacaridos
existentes aunque no siempre es el caso.

Por otro lado, se ha reportado la presencia de algunos aminoacidos en
exopolisacaridos. La serina ha sido reportada en el polisacarido producido por E. coli K40,
mientras que el acido L-glutimico se ha encontrado en X. aerogenes tipo 82 (Sutherland,
1990).

5.2,2 Sustituyentes inorgdnicos.

Se habia observado que en polisacaridos de eucariontes el sulfato era un sustituyente
tnorganico presente en estos polimeros de manera mas o menos comun, sin embargo, ahora
parece ser que también se encuentra en algunos polisacaridos de procariontes, como es el
caso del polimero producido por la cianobacteria del género Phormidium.

El fosfato se ha identificado en polisacaridos bacterianos de importancia
inmunolégica y aunque esta ausente en el polisacarido de bacterias gram negativas, ha sido
encontrado en polimeros de Klebsiella, Rhizobium, Xanthomonas, Pseudomonas y E. coli, y
aunque el componente inorganico forma parte de la estructura del polimero, todos los
polisacaridos polianidnicos se obtenienen en forma de sal. Esto puede representar una
mezcla de cationes en la que algunos de ellos pueden estar firmemente unidos al polimero.
Asi por ejemplo, algunos alginatos unen cationes divalentes tales como el calcio, el bario y el
estroncio de manera muy fuerte, mientras que en el polimero denominado XM6 de una cepa
de Enterobacter, se favorece la union de cationes como el sodio y el calcio.
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5.2.3 Homopolisacaridos.

Muchos exopolisacaridos bacterianos, incluyendo algunos de ellos con potencial
importancia industrial son homopolimeros, entre los que se encuentran la celulosa
bacteriana, el curdlano, el escleroglucano, las dextranas, el elsinano y el pululano que a pesar
de tener estructuras y propiedades significativamente diferentes, poseen como unico
componente a la D-glucosa con enalces de tipo o y B (Sutherland, 1990).

5.2.4 Heteropolisacdridos.

La gran mayoria de los exopolisacaridos microbianos son probablemente
heteropolisacaridos los cuales estan formados por dos o mas tipos de residuo de
monosacarido. El nimero posible de estructuras y de propiedades resultantes es muy grande
debido a la gran cantidad posible de enlaces y configuraciones. Cada hexosa puede tener un
enlace a o B, en su forma piranosa o furanosa y tener enlaces en las posiciones 2, 3,4 6 6.

A pesar de la gran diversidad posible de heteropolisacaridos descubiertos, la gran
mayoria esta formada solamente por dos o tres azficares y varios substituyentes de tipo acil
(Sutherland, 1990).

53. ESTRUCTURA DE EXOPOLISACARIDOS.

Los homopolisacaridos y los heteropolisacaridos estin compuestos por unidades
repetitivas de residuos de monosacaridos. Los homopolisacaridos generalmente son
glucanos neutros, mientras que los heteropolisacaridos son en su gran mayoria de naturaleza
polianionica.

Actualmente se reconocen tres tipos de estructuras principales en homopolisacaridos.
Algunos de ellos son moléculas formadas por un solo tipo de enlace, mientras que algunos
otros son de naturaleza polianidnica por poseer algunos grupos acil, y finalmente el tipo de
estructura ramificada se encuentra representado por las dextranas.

Los heteropolisacaridos estan compuestos en su mayoria por unidades repetitivas de
residuos de monosacaridos que varian en tamaiio desde disacaridos hasta octasacaridos.
Poseen generalmente acidos urénicos siendo el mas comin el 4cido D-glucurénico. Los
heteropolisacaridos generalmente poseen pequefias cadenas laterales, las cuales varian de
uno a cuatro residuos de longitud y aunque raramente estas cadenas laterales se ramifican, es
posible encontrar exopolisacaridos que poseen diferentes tipos de cadenas laterales
usualmente formadas por un solo monosacarido, mientras que los alginatos bacterianos
poseen una excepcional heterogeneidad de estructuras irregulares (Cerning, 1990;
Sutherland, 1990).
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5.4. FUNCION BIOLOGICA DE LOS EXOPOLISACARIDOS BACTERIANOS,

Las bacterias que son capaces de producir polisacaridos exocelulares se han
encontrado en una gran variedad de nichos ecoldgicos y aparentemente el papel preciso que
juegan los exopolisacaridos en la naturaleza depende del habitat en el que se encuentren, Se
ha sugerido que la capacidad de producir exopolisacaridos es una respuesta directa a una
presion del ambiente.

La mayoria de las explicaciones sugieren que la principal funcidon de los
exopolisacaridos es protectora, proponiéndose para microorganismos de vida libre una
accién protectora contra la desecacion y depredaciéon de protozoarios. Por otro lado, la
presencia de una matriz extracelular puede tener una accidn protectora contra antibioticos
(Bouinois y Jann, 1989).

En una gran variedad de ambientes la capacidad de sobrevivencia de un
microorganismo depende de su habilidad de adherirse a una superficie. La presencia de
exopolisacaridos en biopeliculas adherentes a superficies inertes o biologicas puede
representar la capacidad de estabilizacion y persistencia de la colonia.

La produccion de polisacaridos exocelulares de tipo capsular se presenta en una gran
cantidad de bacterias patdgenas. La capsulas parecen ser de particular importancia para
evadir la fagocitosis y una respuesta inmune debido probablemente a la composicién quimica
de la capsula. En especies de Rhizobium parece ser que la relacion simbidtica con
leguminosas depende de las caracteristicas del polimero y su capacidad de interacccionar con
las lectinas secretadas por las plantas (Whitfield, 1988).

Parece ser que los polisacaridos exocelulares no funcionan como fuente de energia
bajo circunstancias extremas de un microorganismo, ya que las bacterias formadoras
usualmente no son capaces de catabolizar el polimero que sintetizan. Se ha observado la
degradacion del exopolisacarido producido por Strepfococcus pyogenes, aunque no hay
evidencia clara de que el microorganismo utilice la capsula degradada (Cerning, 1990).

Se ha propuesto también que los exopolisacaridos juegan un papel muy importante
en la susceptibilidad de ciertos tipos bacterianos contra el ataque de bacteriofagos. Los fagos
activos sobre cepas productoras de exopolisacaridos son generalmente exopolisacarido-
especificos, mientras que cepas no encapsuladas o no formadoras de exopolisacaridos son
resistentes a fagos. Se ha propuesto que los fagos reconocen y se unen a los
exopolisacaridos al desplazar la cola a través de las capas de glucano del polimero
proporcionando una abertura para la cabeza via accion de una endoglucosidasa. La
inyeccion del 4cido nucleico ocurre por la interaccién de otro receptor de fa pared celular del
hospedero. Este modelo supone por lo menos la presencia de dos receptores en la infeccidn,
una reaccion entre la cola y el exopolisacéarido y un reconocimiento asociado con la pared o
membrana celular (Cerning, 1990).
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La presencia de exopolisacaridos en algunas cepas bacterianas aparentemente no es
necesaria para la viabilidad de la célula in vitro. Los exopolisacaridos capsulares o filantes
pueden removerse por accion enzimatica o por métodos fisicos sin efectos adversos para la
célula (Cerning, 1990).
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6. EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS POR BACTERIAS LACTICAS.
6.1. GENERALIDADES.

Existen tres grupos principales de exopolisacaridos producidos por bacterias lacticas.
Las dextranas producidas por Lewconostoc mesenteroides, un grupo formado por los
mutanos (a-glucanos) y los levanos (fructanos), producidos por varias especies de
Streptococcus, y un gran y heterogéneo grupo de heteropolisacaridos producidos por las
bacterias lacticas mesofilas y termofilas. De todos ellos probablemente ninguno ha sido tan
bien estudiado como las dextranas. Los mutanos han sido de gran interés por su importancia
clinica, mientras que el interés en los exopolisacaridos producidos por bacterias licticas
mesobfilas y termoéfilas se debe a su importancia sobre el comportamiento reolégico y la
textura de las leches fermentadas (Cerning, 1990).

6.2. COMPOSICION Y ESTRUCTURA.
6.2.1 Homopolisacirides.

Las dextranas y los mutanos son o-glucanos compuestos por residuos o-D-
glucopiranosil. Las principales bacterias productoras de dextrana son Lenconosioc
mesenteroides y L. dextranicum, mientras que los mutanos son producidos por
Streptococcus mutans y S. sobrinus.

Aunque cada tipo bacteriano posee un solo tipo de D-glucano, una caracteristica
comiin a todas las dextranas es la preponderancia de enlaces a-1,6, con ramificaciones en las
posiciones 2, 3 6 4. Los mutanos poseen una fraccion soluble rica en enlaces o-1,6 y una
gran proporcion de residuos formando una fraccion insoluble formada por enlaces «-1,3.
Las diferencias en solubilidad se deben principalmente a la proporcién y tipo de enlace.
(Cerning, 1990).

6.2.2 Heteropolisacaridos.

Los exopolisacaridos producidos por bacterias lacticas mesdfilas y termofilas han
sido mucho menos estudiados en comparacion con los homopolisacaridos producidos por
otras bacterias lacticas. La caracteristica comiin de todas estas bacterias productoras de
exopolisacaridos es la baja produccién del polimero y la naturaleza inestable de la
caracteristica (McKay, 1986; Somkuty y Steimberg, 1986; Cerning, ef al. 1992).

El polimero producido por Lactobacillus helveticus esta compuesto por galactosa y
glucosa en proporcion de 1:2. El polimero tiene un peso molecular alto y se ha asociado a
una actividad antitumoral, en tanto que el polimero producido por L. delbruekii subsp.
bulgaricus esté compuesto por diferentes azicares predominando glucosa y galactosa,
aunque se propone que las diferencias en composicion dependen del tipo de andlisis
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empleado (Tabla 4). Se han propuesto diferentes tipos de enlaces para este polisacarido
entre los que se proponen a-1,6; B-1,3 con posibles ramificaciones 1-3,6.

Cerning, ef al. en 1986 mostraron que el polisacarido producido por L. delbruekir
subsp. bulgaricus es un polimero soluble en agua compuesto por galactosa:glucosa:ramnosa
{4:1:1) con un peso molecular de alrededor de 500 000 Da.

El polisacarido producido por Streptococcus salivarius subsp. thermophilus en
cultivos en leche descremada esta compuesto esencialmente por galactosa y glucosa con
pequefias cantidades de xilosa, arabinosa, ramnosa y manosa. La cromatografia por filtracion
en gel de sefarosa CL 4B mostrd dos fracciones, 1a primera con un peso molecular parecido
al de la dextrana azul (2 x 106 Da) y la segunda de 35 000 Da fué resistente a hidrolisis
acida. Ambas fracciones poseen el mismo tipo de mondmeros, sin embargo la composicién
del exopolisacarido producido por S. salivarius subsp. thermophilus varia de acuerdo a las
condiciones de hidrolisis empleadas por cada autor (Tabla 4) (Cerning, 1990).

El polisacirido que forma los granos de kefir tomados de un cultivo de L. hilgadii
fue identificado como dextranas con enlaces 1,3 en la cadena principal. Los polisacaridos
producidos por Lactococcus lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris son complejos
formados por proteina-hexosa, metilpentosas y acido sialico. Mientras que el polimero
producido por bacterias del género Pediococcus es un B-glucano de alto peso molecular
(mas de 2 x 105 Da) con enlaces B-1,3 y B-1,2 (Cerning, 1990).

Tabla 4. Composicitn de exopolisacdridos producidos por bacterias ldcticas.

Microorganismo Monémeros
Gal Gluc Fru Ram Man Xil Ara Agal Ancu

L. delbruekii + + - - + - + - -
subsp. bulgaricus + + - - - - - - -
+ + - - - - - -
+ + - + - - - - -
+ + - - - - - - -
+ - - - - - - -
S. salivarius subsp. + + - tr + tr tr - -
thermophilus + + - - - - - + .
+ + - - - - - - -
+ + - - - + - - +
+ + - ir tr - tr - -
L. lactis subsp + + - + - - - - .
cremoris + + - - - - - - -

Gal, galactosa; Glu, glucosa; Fru, fructosa; Ram, ramnosa; Man, manosa; Ara, arabinosa;
Agal, 4cido galacturdnico; Anew, 4cido neurdmico, "+", presente;, "-", no presente; tr, trazas;
espacio e¢n bianco, no se reporta. Tomado de Cerning, 1990,
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6.3. FUNCION Y USO.
6.3.1 Placa dentobacteriana.

Los mutanos y los fructanos sintetizados por S. mutans y S. salivarius (los mutanos
en particular) son considerados de importancia clinica en la formacion de la placa
dentobacteriana y favorecen la patogenicidad en las caries dentales por su caracter insoluble
en agua y capacidad de promover la adherencia cuando son sintetizados de novo en varias
superficies solidas. Se han propuesto varios mecanismos de colonizacion bacteriana tales
como la precipitacion acida, la precipitacion enzimatica de glicoproteinas salivales o algunas
teorias sobre colonizacion y adherencia que explican como el mutano es capaz de unirse a la
cubierta de esmalte de los dientes. Debido a que la enzima glicosiltransferasa se encuentra en
la red del mutano, la sintesis continia agrupando a mas bacterias de la misma o de diferentes
especies formando la capa amarillenta sobre los dientes conocida como placa
dentobacteriana (Cerning, 1990).

6.3.2 Endocarditis.

El aislamiento de un gran nimero de cepas estreptococales a partir de pacientes con
endocarditis subcutanea ha mostrado que S. sanguis (16.4%), S. bovis (15.1%) y S. mutans
(14.2%) son los microorganismos mis abundantes. De 54 cepas aisladas de S. mutans se
identifico el mismo serotipo encontrado para las cepas de S. mufans de la placa
dentobacteriana.

El evento inicial de la patogenicidad de la endocarditis bacteriana es la union del
microorganismo a las valvulas adrticas dafiadas produciendo un trombo de fibrina. La unién
de los glucanos a las células parece promover el establecimiento de S. mutans y otras cepas
estreptococales productoras de glucanos. La adherencia a las valvulas dafiadas es
aproximadamente cinco veces mas grande que la adherencia a las vélvulas sanas, Esto puede
explicar la prevalescencia de Strepfococcus productores de glucanos, incluyendo a S.
mutans, como los agentes causantes de la endocarditis subcutanea (Macrina, ef al. 1980;
Cerning, 1990).

6.3.3 Usos de Ia dextrana.

Los usos potenciales de la dextrana incluyen la recuperacion secundaria del petréleo
durante la perforacion, estabilizacion de agregados de suelos, cubiertas protectoras para
semillas, floculantes en productos de papel, en los procesos de laminacion de metales, en
suturas quinirgicas y en alimentos estabilizando e impartiendo viscosidad a jarabes.

Las dextranas de bajo peso molecular tienen su principal aplicaciéon en la industria
farmacéutica, donde las fracciones de varios pesos moleculares se usan como expansores del
plasma y para mejorar el flujo sanguineo. Los productos originales propuestos para esta



funcion tienen un peso molecular de 150 000 Da, pero debido a su capacidad antigénica
poseen efectos secundarios. Posteriormente fueron utilizadas dextranas de 70 000 Da como
expansores del plasma y una dextrana de 40 000 Da para mejorar el flujo sanguineo. Las
dextranas de uso clinico son producidas por la cepa NRRL8512 de Lenconostoc
mesenteroides.

Otro tipo de aplicaciones de las dextranas es su empleo en la manufactura de tamices
moleculares, los cuales son preparados a partir de dextranas con enlaces entrecruzados con
epiclorhidrina en presencia de hidroxido de sodio. El grado de enlace cruzado en estos geles
hidrofilicos determina el tamaiio de poro y el limite de exclusion molecular (Cerning, 1990,
Quirasco, 1994)

6.3.4 Funcién de los polisacidridos exocelulares producides por bacterias meséfilas y
terméfilas.

Los exopolisacaridos producidos por los iniciadores del yoghurt pueden ser una
alternativa para mejorar la textura y viscosidad del producto final. El uso de cepas
productoras de exopolisacaridos incrementa la viscosidad del yoghurt y evita el fenémeno de
sinéresis (Wacher-Rodarte, ef al. 1993). En los paises escandinavos los iniciadores meséfilos
con esta caracteristica son utilizados para la manufactura de diferentes tipos de leches
fermentadas,

La demanda de consumidores por productos "mas naturales" aunada a la legislacién
sobre la manufactura de algunas leches fermentadas, en especial del yoghurt ha hecho que
varios grupos en el mundo se estén dedicando a la investigacion sobre el empleo de cepas
productoras de exopolisacaridos en la manufactura del yoghurt (Cerning, 1990; Ceming, ef
al. 1992, Zourari, et al. 1992),
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7. BIOSINTESIS DE EXOPOLISACARIDOS.
7.1. GENERALIDADES.

Los polisacaridos exocelulares se sintetizan en diferentes etapas del crecimiento y
bajo varias condiciones fisiologicas que dependen de cada microorganismo. Los procesos de
sintesis pueden dividirse en dos principales categorias basadas esencialmente en el sitio de
sintesis y la naturaleza de los precursores.

Los homopolisacaridos tales como las dextranas y los levanos producidos por
Leuconostoc mesenteroides y Sireptococcus mutans se sintetizan fuera de la célula y en
presencia de una molécula donadora, la sacarosa, y de un aceptor.

La sintesis de heteropolisacaridos difiere de la de los homopolisacaridos en que son
producidos a nivel de la membrana celular utilizando una serie de precursores formados
intracelularmente. Los nucledtidos azucarados juegan un papel esencial en la sintesis debido
a su papel en la interconversion y en la activacidn de azicares necesarios para la
polimerizacion de monosacaridos (Sinskey, ef al. 1985; Cerning, 1990; Sutherland, 1990).

7.2. BIOSINTESIS DE HETEROPOLISACARIDOS.

La formacion de heteropolisacaridos involucra una gran cantidad de enzimas que no
forman unicamente parte de la sintesis de exopolisaciridos. Se han propuesto cuatro
probables sitios de control en el proceso de biosintesis de exopolisacaridos, dividiéndose las
enzimas involucradas en cuatro grupos, uno correspondiente a cada sitio de control (Figura
4).

Figura 4. Probables sitios de control en el proceso dc biosintesis de polisaciridos, Tomado de
Sutherland, 1992,
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Grupo 1: Enzimas y proteinas involucradas en los procesos de transporte y enzimas
del metabolismo inicial de carbohidratos, p.e.: permeasas de carbohidratos,
hexocinasa.

Grupo 2: Enzimas responsables de la sintesis e interconversién de nucleétidos
azucarados, p.e.. UDPglucosa pirofosfosforilasa, UDPglucosa deshidrogenasa.

Grupo 3: Transferasas responsables de la formacion de unidades repetitivas de
monosacaridos asociados a lipidos.

Grupo 4: Traslocasas y polimerasas responsables del ensamblamiento del polimero
(Sutherland, 1990).

El mecanismo general propuesto para la biosintesis de exopolisacaridos comparte
caracteristicas comunes entre bacterias gram positivas y gram negativas (Figura 5), y aunque
en bacterias lacticas no existen estudios directos sobre la biosintesis de heteropolisacaridos
se puede asumir que la sintesis ocurre a nivel de la membrana citoplasmatica via formacién y
uso de nucledtidos unidos a aziicares (Cerning, 1990; Sutherland, 1990).

GRAM POSITIVA GRAM NEGATIVA
A
C. Elongacién del polisacdrido D. Trastocacién d i ido complcto a la MEMBRANA
PARED po P
CELULAR superficic cclular EXTERNA
C. Finsamblamicnto y o on del polisacirid
unidos a lipidos PERIPLASMA
MEMBRANA A\M‘ﬂ
CELULAR
. B.Ei i i diarios
. N MEMBRANA
unidos a lipidos CELULAR
VaN A
CrropLAMa - Statesis de profufores A. Sintesis do p;hrFm CITOPLASMA
Figura 5. Semejanzas propucstas cn ¢l proceso de biosintesis de lisaciridos entre bacterias

gram negativas y gram positivas. Tomado de Whitfield, 1988

7.2.1 Formacion de precursores.

La sintesis de exopolisacaridos involucra la participacion de precursores activados:
formas de monosacéridos ricos en energia que principalmente son azicares unidos a
nucledsidos difosfato. Estas moléculas estan involucradas en el procesos de sintesis de todos
los exopolisacaridos localizados fuera de la pared celular, en la sintesis de oligosacaridos
derivados de membrana encontrados en el periplasma de bacterias gram negativas y
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participan también en la sintesis de productos de almacenamiento tales como el glucégeno
(Sutherland, 1990).

La manera en que los carbohidratos y los nucledtidos se canalizan hacia la
produccién de las moléculas precursoras se conoce poco pero representa un aspecto que
depende criticamente de las condiciones ambientales y fisiologicas a las que se encuentra
sometido el microorganismo en un cultivo.

Los aziicares unidos a nucledtidos poseen varias funciones: son monosacarios
intermediarios activados (capaces de liberar 31.8 kJ mol durante la hidrolisis, comparado
con los 20 kJ mol! de un aziicar fosfato), suministrando la energia necesaria para el
ensamblamiento de secuencias de oligosacaridos en las moléculas acarreadoras apropiadas.

Estas moléculas proporcionan también los medios de interconversion de diferentes
monosacaridos. Este proceso se puede llevar a cabo por varios mecanismos tales como la
epimerizacion, oxidacion, descarboxilacion, reduccion y rearreglo (Figura 6).

La presencia de un monosacarido en un polisacarido exocelular implica que se
requiere de un nucledtido azucarado para proporcionar una forma activada para su posterior
transferencia al polimero. La pérdida en la capacidad para sintetizar un nucleétido azucarado
usualmente tiene como consecuencia la pérdida en la produccion del polimero (Markovitz et
al. 1967a;, Markovitz ef al. 1967b; Sutherland, 1990).

[ glucosa | UDPgalactosa
glucosa-6-P — glucosa-1-Pp — UDPglucosa

@‘—L] fructosa-6-P UDPac. glucurénico

manosa-1-P >

_P__§

manosa-6 GDPmanosa

Figura 6. Mccanismos de sintesis ¢ interconversitn de ledtidos a; ados. T lo de
Sutherland, 1992,
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La capacidad de interconversion entre azicares para la formacion de diferentes
precursores puede explicar la presencia de varias unidades de monosacaridos en un polimero
producido por un microorganismo crecido en un medio con un solo tipo de carbohidrato
como fuente de carbono (Sinskey, ef al. 1985; Sutherland, 1990).

7.2.2 Intermediarios lipidicos.

Los aceptores lipidos son moléculas en las cuales se ensamblan las unidades
repetitivas que forman los polisacaridos exocelulares. El descubrimiento de la participacion
de los lipidos isoprenoides en la formacion de lipopolisacaridos y peptidoglucanos indica que
estos compuestos pueden estar involucrados en la sintesis de exopolisacaridos. Algunos
estudios con mutantes de Klebsiella aerogenes han permitido observar la adicién secuencial
de D-glucosa-1-P y dos moles de D-galactosa a partir de UDPglucosa y UDPgalactosa
respectivamente para formar un complejo oligosacérido-lipido soluble. Este lipido se aislé y
se identificé como un lipido isoprenil fosfato C,, (bactoprenil fosfato, undecaprenil fosfato).
Este compuesto es el mismo tipo de aceptor involucrado en la sintesis de peptidoglucanos y
en las cadenas laterales de lipopolisaciridos. La cantidad de este compuesto en bacterias
corresponde aproximadamente a un 0.02% del peso seco de la célula (Sutherland, 1990).

El papel preciso que tienen los lipidos isoprenoides en la sintesis de polisaciridos
exocelulares se conoce poco, pero se propone que facilita la formacion y arreglo de las
unidades repetitivas del polisacarido, la solubilizacion de oligosacaridos hidrofilicos en un
dominio hidrofébico (membrana celular), el transporte a través de la membrana, la
regulacion en etapas finales en la sintesis del polisacarido con base en la disponibilidad de
lipidos, o alguna combinacion de estos eventos (Cerning, 1990).

Existen evidencias indirectas de que la disponibilidad de los acarreadores lipidicos
isoprenoides es uno de los factores mas importantes que afectan la produccion de
exopolisacaridos. Se ha postulado que la reduccion en la produccion de polisaciridos
exocelulares disminuye bajo condiciones de cultivo en las cuales se estimula la produccion
de lipopolisacaridos o #cidos teicoicos debido a la competencia por acarreadores
isoprenoides fosfato. Bajo condiciones en las cuales existe una baja afininidad hacia la
formacion de polimeros asociados a la pared celular se observa una mayor disponibilidad de
los isoprenoides fosfato para la sintesis de polisacaridos (Sutherland, 1990).

7.2.3 Procesos de polimerizacién.
Con base en experimentos con nucledtidos azucarados y sustituyentes tipo acil
marcados radioactivamente se ha observado que los monosacaridos y los sustituyentes se

transfieren secuencialmente a los acarreadores lipidicos isoprenoides hasta formar una
unidad repetitiva caracteristica.
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Después del ensamblamiento de las unidades repetitivas en el lipido isoprenoide
ocurre la polimerizacion para rendir el polisacarido final. Este proceso ocurre por la
transferencia de unidades repetitivas en el extremo no reductor de un complejo unidad
repetitiva lipido-isoprenoide para formar un fragmento mayor en crecimiento. Este proceso
continia hasta que la macromolécula se ha formado.

La manera en que la masa molecular del polisacarido se define ain no se deterrmina.
La masa molecular del polimero probablemente depende tanto de la cepa como de las
condiciones fisiologicas del microorganismo durante el cultivo.

Existen muy pocos estudios sobre los pasos finales de la sintesis del polimero, pero
se propone que el sitio de ensamblamiento y polimerizacion de las unidades repetitivas
ocurre a nivel de 1a membrana. Conforme la cadena del polisacarido se alarga, la estructura
intermediaria incrementa su hidrofobicidad. El polisacarido puede liberarse entonces del
lipido, traslocado a través de la membrana y excretado al medio extracelular,
Alternativamente, los polisacaridos capsulares pueden unirse a algiin componente especifico
de la superficie celular. Es probable que una fuerza prot6n motriz o el rompimiento de
enlaces fosfatos ricos en energia suministren la energia necesaria para traslocar el polimero,
pero los mecanismos reales por los cuales este fendmeno ocurre alin no se han determinado
(Sutherland, 1990).

En la Figura 7, se muestra una ruta biosinténtica propuesta para un exopolisacarido
compuesto por glucosa y galactosa a partir de cultivos de 7. coli con glucosa como tinica
fuente de carbono, basado en el proceso biosintético descrito en el texto.
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Figura 37. Ruta biosintética propuesta para un exopoli ido formado de
glucosa y galactosa en una bacteria gram negativa (Tomado de
Sinskey, ef al. 1985).
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS.

1. Microorganismos.

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de bacterias lacticas de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus:

a) Cepa NCFB 859. Proveniente de la coleccion NCFB (National Collection of Food
Bacteria, Reading, Inglaterra). Esta cepa posee el fenotipo Gal-, mucoide o filante,
y es una bacteria de forma esférica que crece formando cadenas de longitud
variable. Este microorganismo fue recuperado a partir de un liofilizado de la
colecciéon en un tubo con leche descremada al 11% (Skim milk -DIFCO) e
incubada durante toda una noche a 37°C.

b) Cepa ST 233. Proveniente de la coleccion INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique, Francia). Esta cepa posee el fenotipo Gal-, no filante, y es una
bacteria de forma esférica que crece en pares. Este microorganismo forma parte
de las cepas del grupo de trabajo. Esta bacteria fue recuperada al transferir una
muestra conservada en una perla de vidrio perforada y mantenida en glicerol a -20°
C a un tubo con leche descrenada 11% e incubada a 37° C toda una noche.

Estas cepas se mantuvieron por congelacién en perlas de vidrio perforadas con
glicerol (TECHNICAL SERVICE CONSULTANTS, LTD), a -20° C.

La identidad de los microorganismos empleados se verificé mediante el uso de "kits"
de identificacion bioquimica del sistema API 50 CH de bioMERIEUX. Las condiciones para
desarrollar esta prueba se describen en el Apéndice 1.

2. Medios de cultivo.

Las bacterias lacticas se definen desde el punto de vista nutricional como
microorganismos "fastidiosos” (William, 1989), por los complejos requerimientos para
poder crecer en un medio sintético (considerando que su ambiente normal de crecimiento es
un medio sumamente complejo como lo es la leche). En este trabajo se utilizé inicialmente el
medio sintético MRS-tac (Medio sintético deMan-Rogosa.Sharpe -DIFCO), adicionado con
lactosa en lugar de glucosa como fuente de carbono. Este medio se substituyd
posteriormente por el medio sintético Bellinker modificado (este trabajo):

a) El medio sintético MRS-lac es un medio preparado de acuerdo a la formula de
deMan-Rogosa y Sharpe con ligeras modificaciones (DIFCO, 1985). Este medio
adicionado con lactosa ha mostrado que favorece el crecimiento exhuberante de los
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microorganismos empleados en este trabajo.

b) El medio sintético Bellinker se obtiene por una modificacion del medio Ellinker
original (DIFCO, 1985), por la adicion de extracto de carne. En este trabajo se
modificé el medio Bellinker reportado por Mercenier, ef al. (1988), en el cual se
eliminé la gelatina nutritiva, la glucosa, la sacarosa y algunas sales por lactosa
como unica fuente de carbono.

En los cultivos en medio sdlido se agregé al medio sintético en uso agar
bacterioldgico (DIFCQ), en una proporcion de 15 g/l.

Los medios se esterilizaron en autoclave a 15 Ib/pulg? (121° C) por 15 minutos.

La composicion de los medios empleados en este trabajo se muestran en el siguiente
cuadro:

Mcdio sintético MRS-lactosa Medio sintético Bellinker modificado
e ———

Ingredi Conc. (g/l) Ingredicnte Conc. (g/h)

Proteosa peptona No. 3 10 Triptona 20

Extracto de carne 10 Extracto de carnc 10

Extracto de levadura 5 Extracto de levadura 5

Lactosa 20 Lactosa 20

Tween 80 1 Acetato de sodio 1.5

Citrato de amonio 2

Acctato de sodio 5

Sulfato de magnesio 0.1

Sulfato de manganecso 0.05

Fosfato de potasio dibasico 2

3. Preparacion del indculo.

Una vez recuperadas ambas cepas a partir de un liofilizado y de una perla de vidrio
en glicerol en un tubo con leche descremada al 11% e incubadas a 37° C se realiz6 un
precultivo de toda la noche en 50 ml de medio sintético Bellinker modificado en un matraz
Erlénmeyer previo a cada experimento inoculando con 1% (v/v) del tubo en leche en que fue
recuperada cada cepa.

4. Condiciones de fermentacién.
Para cada experimento se realizaron cultivos en lote por duplicado con matraces

Erlenmeyer de 250 ml con 50 6 100 ml de medio sintético. Cada matraz se inoculé con 1%
(v/v) del precultivo. La temperatura de incubacion fue de 37° C en una estufa.
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5. Determinacion de crecimiento.

Para determinar el crecimiento se realizaron cuentas en placa por duplicado con las
diluciones adecuadas de muestras a diferentes tiempos de cultivo en medio sintético
Bellinker modificado.

6. Extraccion y cuantificacion del exopolisacarido.
Antecedentes experimentales:

En los primeros estudios realizados en cultivos de estos microorganismos no fue
posible: (1) cuantificar el polisacarido a partir de extracciones de cultivos en leche o medio
sintético MRS-lac por precipitacion del sobrenadante con etanol absoluto en diferentes
condiciones y concentraciones, ni cuantificando por métodos colorimétricos aziicares totales
y reductores; y (2) no se logré observar el polisacirido a partir de sobrenadantes de
cultivos en medio sintético MR S-lac cuando se analizé por cromatografia en capa fina y por
HPLC.

Con base en estos antecedentes se propuso que el polisacarido producido por este
microorganismo se encuentra asociado a la célula, de tal modo que durante el proceso inicial
de extraccion del polimero, éste sedimenta con el paquete celular, por lo que el método que
se decidio emplear para la extraccion de este polisacarido se basa en el tratamiento del
paquete celular. Esta estrategia es una modificacibn de la metodologia propuesta por
Cerning, et al. (1986) y un método similar basado también en el tratamiento del paquete
celular es empleado por Filali, er al. (1993) para cepas de Spirulina platensis en donde
tampoco fue posible extraer el EPS de esta alga por los métodos comunes.

Enel s_i&uiente cuadro se describe la metodologia desarrollada:

CONDICION VOLUMEN OBSERVACIONES

Cultivo en medio sintético 37°C

Centrifugacién 10 000 rpm /30 min/4°C

Decantar sobrenadante

Lavar con solucién salina 0.9% 5ml

Centrifugar 3 000 rpm / 5 min / temp
ambicnte

Dccantar sobrenadante

Romper células con TCA 5% I ml__ [vértex méxima vclocidad | min

Transferir a tubo Eppendorf

Lavar con buffer de reaccién 1 ml dos veces

Resuspender en_buffer de i6 1 ml

Agregar pronasa 20 mg / ml 125 pi

Incubar en bafio seco (thermoblock) 40° C/ 20 horas

Dinlizar contra agua destilnda llevar a 5 ml| holsa de didlisis con tamafio de poro

con H,0 de 120002 14 000 Da, 4°C /24

horas

Cuantificar aziicares totales método de fenol- H,SO,
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La composicion de los buffers de reaccién empleados en este trabajo se describen en

el Apéndice II. La descripcion d
H,S0, se muestra en el Apéndice

e la técnica de aziicares totales por el método de fenol-
1L

7. Cuantificacién de lactosa y galactosa.

Para determinar la cantidad de lactosa consumida durante un cultivo y si una
proporcion del residuo de galactosa es consumido para su probable uso en la formacion de

precursores para la sintesis d

el exopolisacarido producido por estas bacterias, se

determinaron estos azicares en muestras de sobrenadantes de cultivos en medio Bellinker
modificado libre de células a diferentes tiempos durante una fermentacion de 20 horas.

Para este ensayo se utilizd el "kit" comercial de Boehringer (No. cat. 176 303) que
contiene las siguientes soluciones::

S1. Buffer de citratos, pH 6.6; N:

AD, 35 mg; sulfato de magnesio y estabilizante (no

se especifican caracteristicas)|
$2. 1.7 mi de suspensién de beta-galactosidasa, 100 U.
S3. Buffer de fosfato de potasio dlbasmo pH 8.6 y estabilizadores (no se especifican

caracteristicas).

$4. 1.7 ml de suspension de galactosa deshidrogenasa, 15 U.

PRINCIPIO. La lactosa se h;drohza a D-glucosa y D-galactosa por la enzima f-

galactosidasa (B-gal) (1). La D}

‘-galactosa se oxida por el NAD a écido galactonico en

presencia de la enzima B-galactosz}—deshidrogenasa (Gal-DH) (2).

(1) Lactosa + H,O -

[f-galactosid

(2) D-Galactosa + NAD —
Lalactosa d

La cantidad de NADH
estequiométrica con la cantidad d

NADH se determina espectrofotor

Las condiciones de reacci

celdas de cuarzo de volumen red
de 340 nm y calibracién con
recomendadas en el instructivo fi
con la finalidad de aumentar el n
duplicado para cada caso.

D-glucosa + D-Galactosa
asa

——» acido galactonico + NADH +H
leshidrogensa

formado en la reaccion (2) se encuentra en relacion
e lactosa y D-galactosa respectivamente. El incremento de
métricamente a 340 nm.

6n empleadas fueron: temperatura de reaccion de 28°C,
cido (0.8 ml) con I c¢m de paso 6ptico, longitud de onda
aire, Las proporciones de cada uno de los reactivos
1eron modificadas para tener un volumen final de 0.9 ml,
(imero de determinaciones. Los ensayos se realizaron por
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El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita en el instructivo y se
muestra en el siguiente cuadro:

Solucién Lactosa Galactosa
1 60 pl G0 pl
2 15 pl --
Muestra 30 ul 30 pt
Mezclar ¢ incubar 15 min
3 303 ul I 303
H,0 576 ul I so1pm
Mczclar, reposar 2 min
4 | 15pl I 15w
Lecr absorbancia 1 (Al)
Mezclar ¢ incubar 15 min
Leer absorbancia 2 (A2)

Para realizar las determinaciones fue empleado un espectrofotémetro SPECTRONIC
21D. Los valores de absorbancia se procesaron de la siguiente manera:

1. Obtener diferencias de absorbancia: AA = A2-Al.
2. La concentracion de la muestra fue determinada de acuerdo a la siguiente formula:

V (PM)
C=———— AA (gD
edv 1000
donde:
V = volumen final (ml)
v = volumen muestra (ml)
PM = peso molecular de sustancia a analizar (g/mol)
d = paso éptico de la celda de cuarzo
e = coeficiente de absorcion para el NADH a 340nm = 6.3 (/ mmol* cm™ ).

8. Determinacion de actividades enzimaticas.

Para determinar los perfiles de actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y
UDPgalactosa 4-epimerasa, enzimas responsables de la formacién de los precursores
UDPglucosa y UDPgalactosa respectivamente y su relacion con la producciéon del EPS
producido por la cepa filante y no filante de S. salivarius subsp. thermophilus se realizaron
cultivos en lote en matraces erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio Bellinker
modificado. De estos, 50 ml de cultivo se emplearon para determinar la cantidad de EPS
producido y los restantes para la determinacion de los niveles de actividad de estas enzimas.
Todas las fermentaciones fueron relizadas por duplicado.
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8.1 Lisis celular.

Para la obtencion de extractos celulares para la determinacion de la actividad de
estas enzimas se separaron las células por centrifugacion del cultivo y se lisaron por accién
mecanica con perlas de vidrio, de acuerdo al siguiente protocolo (Hansen, et al. 1966):

CONDICION VOL OBSERVACIONES
Centrifugar 10000 rppm/ 30 min /4° C
Decantar sobrenad:

Resuspender en buffer de fosfatos | 50 ml

0.05M pH 7.0

Centrifugar 10000 rpm /30 min/4°C
Decantar sobrenadante

Resuspender cn buffer de fosfatos | 3 ml | Mantener cn hielo

Romper células con perlas de Vértex maxima velocidad 3 min ,
vidrio mantener en hielo

Pasar a tubos Eppendorfl 1.5 mi

Centrifugar 17 000 rpm / 10 min / 4° C
Scparar sobrenadante Mantencr en hiclo

El sobrenadante se mantuvo en hielo. Para garantizar una lisis celular adecuada fue
conveniente medir la D. O. a 640nm antes de romper las células, de la cual al final del
tratamiento debe de permanecer el 30-40% de la D.O. original. El sobrenadante se utilizo
como la enzima cruda y fueron usadas fracciones de sobrenadante frescas para todos los
ensayos.

8.2 Método de deteccion de actividad de 1a enzima UDPglucosa pirofosforilasa.

Para la determinacion de actividad de esta enzima se empleo la metodologia
reportada por Hansen, efal. 1966 y Liberman, et al. 1970.

REACCION GENERAL:
UTP + a-D-glucosa-1-P «—— UDPglucosa + PPi

PROPIEDADES. Especificidad. El UDPglucosa es el substrato mas activo para la
pirofosforilasa purificada, pero no es completamente especifica para los componentes
pirimidina o hexosa del UDPglucosa. Con la sustitucion de d-timina, cistina o guanosina por
1a uridina del UDPglucosa, Ia tasa de reaccion es de 0.1-3% de la normal. Con la sustitucién
de inosina de adenosina por uridina, se observan solamente trazas de actividad. Cuando el
componente glucosa del UDPglucosa se sustituye por xilosa, galactosa o mannosa los
niveles de actividad se reducen del 0.3-4% a trazas.
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Afinidad del substrato: la Ky, para:
Gluc-1-P es 5.0 x 10% M

UDPGluc 6.0 x 10+
PPi 8.4 x 10*
UTP 2.0 x 10+
d-TDP-Gluc 3.5 x 10

Activacion por metales. La enzima muestra requerimientos por cationes divalentes. El Mg
es el cation mas importante mientras que los cationes Co*, Mn? y Ca?* no parecen afectar su
actividad.

Constante de equilibrio. En la direccion de la sintesis de UDP-Gluc, la constante de
equilibrio es 0.28 - 0.34 bajo condiciones de ensayo. La concentracion de cationes no parece
afectar el equilibrio.

pH optimo y estabilidad. La enzima pura tiene un rango de pH optimo entre 7.0 - 9.0,
mientras que el pH para una estabilidad 6ptima de 1a enzima es de 9.0-9.8.

Pureza y peso molecular. La enzima recristalizada es esencialmente homogénea en PAGE y
en ultracentrifuga analitica. E! peso molecular estimado en gradiente de sacarosa (5-20%) es
de 350 000 Da.

PRINCIPIO. La formacién de glucosa 1-P se sigue espectrofotométricamente por el
acoplamiento de la pirofosfordlisis de UDPgluc con la reduccién de nucledtido de piridina
en la presencia de NADP, fosfoglucomutasa, y Glucosa-6-P deshidrogenasa. La reaccién se
cuantifica midiendo la aparicion de NADPH espectrofotométricamente a 340nm.

Reactivos:
Buffer de fosfatos 0.05M pH 7.0
Buffer TRIS-acetatos, 0.1 M, pH 7.8 conteniendo 0.001M de B-mercaptoetanol.
Acetato de magnesio, 0.1M, en buffer de TRIS-acetatos 0.1M, pH 7.8.
Pirofosfato tetrasodico, 0.1M, en buffer de TR1S-acetatos 0.1M, pH 7.8,
NADP, 0.02M.
UDPglucosa, 0.02M.
Solucién. 50 unidades de fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2) y 2.5 unidades
de Glucosa-6-P deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) / mi.

Procedimiento. Para las determinaciones de actividad de esta enzima se emplearon celdas de
cuarzo de volumen reducido (0.8 ml) con 1 cm de paso Optico en un espectrofotometro
SPECTRONIC 21D,
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El ensayo enzimatico se basa en el acoplamiento de las siguientes reacciones:

(1) UDPglucosa + PPi «<—— UTP + glucosa-1-P
UDPglucosa pirofosforilasa

(2) glucosa-1-P «———— glucosa-6-P
Josfoglucomutasa

(3) glucosa-6-P + NADP «——— Ac. P-glucurénico + NADPH
glucosa-6-P deshidrogenasa

Las condiciones de reaccion se muestran en el siguiente cuadro:
Colocar en un tubo eppendorf de 0.5 m! en orden los siguientes reactivos:

CONDICION VOLUMEN
Acetato de magricsio 20 pl
NADP 20 ut
Pirofosfato tetrasédico 20 pl
Solucién de enzimas 20 i
UDPglucosa 20 ul
Extracto celular 20 1l
Buffer de fosfatos 0.05M pH 7.0 380 pl Agitar

Medir D. 0. 1a 340 nm

Incubar 20 min / 28° C cn incubadora
Medir D. O. 2 a 340 nm

La actividad enzimatica se determina con base en la cantidad de NADPH producido
durante la reaccion. La concentracion de este compuesto se determind del mismo modo en
que fue calculada la cantidad de NADH para la determinacion de lactosa y galactosa. En
este caso el valor de ¢ (coeficiente de absorcion para el NADPH a 340nm) es también 6.3 (/
mmol! cm).

Definicion de actividad. Una unidad de enzima se definie como la cantidad que cataliza la
pirofosfordlisis de 1pmol de substrato por minuto a 25°C. La actividad se expresa como
unidades de actividad por minuto. La actividad enzimatica es directamente proporcional a la
cantidad de extracto afiadido y el valor del ensayo es el promedio de tres réplicas.

8.3 Método de deteccion de actividad de Ia enzitha UDPgalactosa 4-epimerasa.

La actividad de la epimerasa se determino de acuerdo a la metodologia reportada por
Maxwell, ef al. 1961 y Wilson & Hognes, 1966.
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REACCION GENERAL:
UDPgalactosa «————> UDPglucosa

PROPIEDADES.
Afinidad del substrato: la Ky, para
Glc-1-P es 2.4 x 10 M

UDP-Gluc 1.5 x 10+
UDP-Gal 2.5 % 104
Gal-1-P 3.5x104

Estructura. El peso molecular de la UDPgal 4-epimerasa es de 7.9 £ 0.8 x 10* Da cuando se
determina por sedimentacion al equilibrio o por sedimentacion y por coeficientes de difusion.
Esta molécula consiste de dos polipéptidos idénticos con una molécula de NADP
fuertemente adherida.

Catalisis: la constante de equilibrio k = [UDPglucosa] / [UDPgalactosa] para una reaccién a
27°C es 3.5+ 0.1 entre pH's de 7 a 9. A pesar de la adicion de NADP o NADPH no se
incrementa la tasa de catalisis. EIl NADP de la enzima purificada no toma parte en la
reaccion de epimerizacion.

pH &ptimo: el rango efectivo de esta enzima es muy grande. A pH entre 2 9.64. LaK, y el
niimero de recambio (k) para el UDPgal bajo condiciones de ensayo estandar es igual a 1.6
x 10*y 5.0 x 102 seg . (Wilson y Hognes, 1966).

PRINCIPIO. La UDPglucosa formada se determina a partir de un extracto celular libre de
proteina por medio de una deshidrogenasa especifica dependiente de NADP (UDP-Gluc
deshidrogenasa), la cual cataliza la reaccion UDPglucosa + 2NADP —— acido uridin
difosfoglucurénico + 2NADPH. Esta ultima reaccion se desarrolla en una incubacion
analitica. La cantidad absoluta molar de NADPH formado dividida por dos proporciona una
medida directa de la actividad de la enzima UDPgalactosa 4-epimerasa en un extracto
celular, La reaccibn se cuantifica midiendo la aparicion de NADPH
espectrofotométricamente a 340nm.

Reactivos:
Glicina 1M, pH 8.7,
UDPgalactosa, 2.2 pM / ml.
NADP 0.0025 pM / ml.
Solucion de UDPglucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.22) 2.5 unidades / ml

Procedimiento. Para las determinaciones de actividad de esta enzima se emplearon celdas de
cuarzo de volumen reducido (0.8 ml) con 1 cm de paso dptico en un espectrofotémetro
SPECTRONIC 21D.
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El ensayo enzimatico se basa en el acoplamiento de las siguientes reacciones:

(1) UDPgalactosa «——— UDPglucosa
UDPgalactosa 4-epimerasa

(2) UDPglucosa + NADP «———— Ac. uridin diP glucurénico + NADPH
UDPglucosa deshidrogenasa

La actividad enzimatica se determind del mismo modo que para la enzima
UDPglucosa pirofosforilasa.

Las condiciones de reaccion se muestran en el siguiente cuadro:

Colocar en un tubo eppendorf de 0.5 ml en orden los iiguientes reactivos:

CONDICION VOL
Glicina 85pl_
Extracto enziméitico 35ul
UDPgalactosa 50
H,0 destilada 330ul

Incubar 20 min / 28° C cn incubadora
Parar reaccién: colocar en hiclo 5 min
| Centrifugar 17 000 rpm / 20 min / 4°C

t dantc 2954l
Glicina 103ui
NADP 34pl
UDPglucosa deshidrogenasa 30t

MedirD. O. 1 a 340 nm
Incubar 20 min/ 28° C cn incubadora
Mecdir D, O. 2 a 340nm

9. Determinacién de los componentes del polimero.

Se realiz6 una vez extraido el polisacarido y con la finalidad de eliminar la cantidad
de proteina que pudiera estar ain asociada al EPS una segunda hidrdlisis con pronasa bajo
las mismas condiciones (20 horas / 40 °C). Las muestras transferidas a tubos eppendorf se
centrifugaron 17 000 rpm durante 15 min. El polisacirido sedimentado se colecté y se
transfirié a un tubo eppendorf. La determinacion de los componentes se realizo por hidrolisis
acida del polimero. Se agrego al tubo eppendorf con €l EPS 1 ml de H,SO, 2M y se
mantuvo de tres a cuatro horas en un bafio en ebullicion (Spiro, 1966).

El andlisis de la muestra hidrolizada se realizé por cromatografia en capa fina (CCF)

empleando placas de silica gel de 20 x 20 cm y como fase movil una mezcla de
butanol:etanol:H,0 (10:1:2 v/v). Las condiciones de CCF se muestran en el Apéndice III.
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CAPITULO 3 .
RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Extraccién y cuantificacién del polisacirido extracelular.

En los primeros intentos para cuantificar el EPS por las cepas filante y no filante de
S. salivarius subsp. thermophilus no fue posible obtener el polisacarido a partir de
extracciones en cultivos en leche o en sobrenadantes de cultivos en medio sintético MRS-lac
por precipitacion con etanol absoluto, ni cuantificando por métodos colorimétricos, por
cromatografia en capa fina y por HPLC (Escalante, 1992).

Con base en estos antecedentes, se propuso que el EPS producido por este
microorganismo se encuentra asociado a la célula, de tal modo que en el proceso inicial de
extraccion del polimero, éste sedimenta con el paquete celular durante la centrifugacion para
la obtencion de sobrenadantes tanto de cultivos en leche y en MRS-lac, lo que explica el
porqué no es posible cuantificar el EPS en sobrenadantes libres de células.

La metodologia empleada para la extraccion y cuantificacion del EPS producido por
las cepas de S. salivarius subsp. thermophilus empleadas en este trabajo, se basa en el
tratamiento del paquete celular por existir una estrecha relacién con el polimero, propuesta
que fie confirmada con la amable contribucion del Dr. Morris de la Universidad de
Minnesota, E.U.A. (Schellhaass y Morris, 1985; Teggatz y Morris, 1990).

Esta evidencia permitid observar en fotografias obtenidas por microscopia
electronica de barrido que el EPS producido por cepas de esta bacteria se mantiene unido a
la célula. El EPS se observa como "apéndices" no presentes en la cepa no filante. Este
material mucoide esta asociado a la célula asi como también con la matriz proteinica del gel
formado, mientras que el EPS producido por L. delbruekii subsp. bulgaricus se libera al
medio. Esta evidencia grafica respalda los resultados obtenidos con el método utilizado por
Garcia-Garibay (1985) y Salcedo (1992), basado en la precipitacion del EPS con etanol con
el cual facilmente se obtiene el polisacarido del bacilo y explica el por qué es necesario
procesar el paquete celular para el caso del S. salivarius subsp. thermophilus.

La relacion EPS-célula en S. salivarius subsp. thermophilus se ha reportado por
varios autores proponiéndose que la disminucion del fenémeno de sinéresis en la produccién
de yoghurt, como consecuencia del empleo de cepas iniciadoras filantes se debe a la
capacidad del material mucoide de retener agua y por su interaccion con la matriz proteinica
del gel. De esta manera la relacion EPS-proteina ayuda a la prevencién de una excesiva
interaccion proteina-proteina favoreciendo una alta hidratacién. Se ha propuesto también
que los espacios libres que rodean a las células iniciadoras del yoghurt introducen estrés a la
matriz de caseina. La presencia de material mucoide en la superficie celular y extendiéndose
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hacia la caseina genera una reduccion del estrés causado por los espacios libres generando
una reduccién en la sinéresis (Teggatz y Morris, 1985).

2, Seleccion de un medio de cultivo para diferenciar entre una cepa filante y no filante
de 8. salivaius subsp. thermophilus.

Una vez desarrollada una metodologia que permitid extraer y cuantificar el EPS
producido por S. salivarius subsp. thermophilus se empez6 a determinar las diferencias en la
produccion del polimero a lo largo de una fermentacion entre la cepa filante y la cepa no
filante de esta bacteria en medio siuntético MRS-lac.

El medio sintético MRS-lac era empleado en nuestro grupo de trabajo de manera
rutinaria para el cultivo de cepas de L. delbruekii subsp. bulgaricus y S. salivarius subsp.
thermophilus. El medio MRS comercial (DIFCO, 1985), fue desarrollado por deMan,
Rogosa y Sharpe (1960), para el cultivo de manera exhuberante de lactobacilos de origen
fecal, bucal y lacteo. La presentacion comercial de este medio contiene en su composicién
glucosa como fuente de carbono. Para el cultivo de las bacterias lacticas del yoghurt
manejadas en nuestro grupo fue necesario adicionar lactosa (20 g/l) por la mayor afinidad
hacia el disacaride (Zourari, et al. 1992). Sin embargo, se observd que con este medio la
cepa no filante del Streptococcus alcanza un mayor crecimiento y produce mas
exopolisacarido que la cepa filante, resultado que concuerda con lo observado por Cerning,
et al. (1986) (Figura 8). Con base en estas observaciones y de acuerdo a los objetivos
propuestos para cste trabajo se decidié buscar un medio en el que fuera posible determinar:
(1) una diferencia cuantitativa entre la cantidad de EPS producido por la cepa filante
respecto a la no filante y (2) utilizar una sola fuente de carbono, por lo que se selecciond y
modificé el medio sintético Bellinker.

El medio sintético Bellinker se report6 en trabajos de formacion y regeneracion de
esferoplastos de S. salivarius subsp. thermophilus (Mercenier, et al. 1988), como un medio
osmoprotector, En la composicion de este medio se encucntran lactosa, sacarosa y glucosa
como fuentes de carbono y sales como el cloruro de sodio, que a la concentracion
recomendada en la composicion original (4 g/1) inhibe el crecimiento de las cepas empleadas,
(Salcedo, 1992). De acuerdo a los objetivos propuestos para este trabajo, se mantuvo la
lactosa como unica fuente de carbono y se aumenté su concentracién de 5 a 20 g/l, tomando
como base la cantidad de este aziicar en el medio MRS-lac, evitando asi la interferencia de
cualquier otro azicar sobre el crecimiento y produccion del polisacdrido. Se mantuvo
también el acetato de sodio como Gnica sal, eliminindose el acido ascorbico y el cloruro de
sodio por la alta concentracion. La proporcion total de fuente de nitrogeno orgénico a partir
de hidrolizados y extractos se mantuvo en el medio Bellinker modificado (35 g/l) (DIFCO,
1985).

El probable efecto del medio MRS-lac sobre fa mayor produccion del polimero en la
cepa no filante respecto a la filante puede residir en alguno de los componentes no presentes
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en el medio Bellinker modificado tales como el Tween 80 (polioxietilen sorbitan monoleato),
o bien, la presencia de sales como son el citrato de amonio, fosfato de potasio dibasico o
sulfatos de magnesio y manganeso.

2.1 Efecto del medio sintético Bellinker modificado sobre la produccién del EPS.

La técnica de extraccion, separacidén y cuantificacion del polisacarido extracelular
producido por la cepa filante y no filante de S. salivarius subsp. thermophilus empleadas en
cultivos con medio sintético Bellinker permitié observar por primera vez en el trabajo con
estas bacterias una diferencia cuantitativa en la produccion del EPS asociada a las diferencias
fenotipicas entre estas dos cepas (Figura 8).

Es importante aclarar que una idea manejada por mucho tiempo era de que la cepa
filante por poseer este fenotipo deberia de producir una mayor cantidad de EPS respecto a la
denominada como no filante. Estos resultados muestran que ambas cepas producen un
polisacarido extracelular, el cual para el caso de la cepa cepa filante es determinante del
caracter mucoide o filante de esta bacteria. Sin embargo, para el caso de la cepa no filante el
EPS producido no genera la caracteristica mucoide en el cultivo en medio sintético.
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CRECIMIENTO ( UFC / m1)
Cepa MRS-lac BELLINKER
Filante 9.8 x 107 9.33 x 107
No filantc 2.35 x 1010 2.45 x 102

Figura 8. Produccion de EPS en cepas de S. salivarius subsp. thermophilus en medio sintético
MRS-lac () y medio Bellinker modificado (&) en una fermentacién de 20 horas.
CF, cepa filante. CNF, cepa no filante.
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2.2 Efecto del medio sintético Bellinker sobre el crecimiento.

En la Figura 9 se muestran las curvas de crecimiento de la cepa filante y no filante
obtenidas. Los resultados de un cultivo de 20 horas se resumen en el siguiente cuadro;

CEPA CREC. MAXIMO 1t

UFC/ml n!

Filantc 9.33 x 107 0.1
No filante 2.45 x 102 0.197

El valor de 1 fue determinado a partir del calculo de la pendiente entre dos puntos de
la curva en la hora 20 de crecimiento de ambas cepas de la Figura 9. Estos resultados
muestran que la cepa no filante presenta un mayor crecimiento y una mayor velocidad de
crecimiento (p), respecto a la cepa filante. El mayor crecimiento en la cepa no filante es una
caracteristica observada también en cultivos con medio MRS-lac.

Al observar que tanto en el medio sintético MRS-lac y Bellinker modificado la cepa
no filante alcanza un mayor crecimiento, es importante considerar que el aparente efecto del
medio sobre la produccion del EPS en la cepa no filante es sobre la cantidad de polimero
producido y que este efecto resulta independiente de las propiedades fenotipicas de esta
cepa, ya que a pesar de presentarse una mayor produccion de EPS no se observo un cambio
al fenotipo filante apreciable visualmente en un cultivo en medio sintético.
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Figura 9. Cinética de crecimiento (X) de S. salivarius subsp. thermophilus en medio Bellinker
modificado, Cepa filante (). Cepa no filante (+).
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2.3 Produccion del exopolisacdrido.

En la Figura 10, se muestran las curvas produccion del exopolisacatido producido
por las cepas filante y no filante de Sireprococcus salivarius subsp. thermophilus en medio
Bellinker modificado empleando la técnica de extraccion y cuantificacion del EPS
desarrollada, durante una fermentacion de 20 horas. En esta figura se observa que existen
diferencias en la curva de produccion del EPS entre ambas cepas. En la cepa filante la
produccién de polimero se observa a partir del inicio de la fermentacion alcanzando la
maxima produccién a partir de la hora 16 de cultivo, mientras para la cepa no filante se
observa una fase lag de 4 horas en la curva de produccion del EPS, alcanzandose también
para esta cepa la méaxima produccion a partir de la hora 16 de cultivo.

En la Figura 11, se muestran las curvas de produccion del EPS y la curva de
crecimiento de la cepa filante de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Se observa
que la produccién del EPS esté asociada al crecimiento, alcanzandose la maxima produccion
del EPS a las 12 horas de cultivo, momento en el que se alcanza también el maximo
crecimiento. Entre la hora 0 y 4 se observa un gran incremento en la produccion del EPS
asociado con un pequefio incremento en el crecimiento. A partir de la hora 4 se observan
tinicamente pequefios incrementos en la produccién del EPS. En esta grafica se observa que
la cepa filante presenta muy poco crecimiento respecto a la cepa no filante, fenémeno
asociado a una gran cantidad de EPS producido (Figura 12), siendo ésta una de las
caracteristicas distintivas de la cepa filante.

La Figura 12 muestra las curvas de produccion det EPS y crecimiento de la cepa no
filante de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. En este caso se observa una fase lag
en la formacion del EPS de 4 horas paralela a la curva de crecimiento observandose el punto
de maxima produccion a la hora 20 de cultivo. En este caso, la produccion del EPS se
encuentra también asociada al crecimiento.
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Figura 10. Produccién del EPS en medio Bellinker medificado en S, salivarius subsp. thermophilus.
Cepa filante (+), Cepa no filantc (#).
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Figura 11. Curva de produccién de EPS de la cepa filante de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus en medio sintético Bellinker modificado. Produccién de EPS (W),
Crecimiento (X) (4).
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Figura 12, Curva de produccion de EPS de la cepa no filante de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus en medio sintético Bellinker modificado. Produccién de EPS (W),
Crecimiento (X) (+).
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3. Origen de la galactosa incorporada al EPS.

Se ha reportado que el EPS producido por cepas de S. salivarius subsp.
thermophilus esta compuesto principalmente por galactosa y glucosa con trazas de otros
aziicares que varian de acuerdo a las condiciones de hidrolisis empleadas por el autor que lo
reporta (Cerning, 1990).

El modelo de ruta biosintética propuesto para la formacion de heteropolisacaridos
que involucra la formacion de precursores a nivel citoplasmatico a partir del sustrato (en este
caso lactosa), implica al menos dos formas probables de incorporacion de galactosa al
polimero en 8. salivarius subsp. thermophilus Gal-. Una posibilidad es a partir de la
incorporacion del residuo de galactosa proveniente de la hidrélisis de lactosa antes de ser
excretada al medio, y otra a partir de la incorporacion de este aziicar como resultado de una
desviacion en el metabolismo de la glucosa con una posterior epimerizacion (Figura 7).

El andlisis de sobrenadantes de cultivos de la cepa filante en medio Bellinker
modificado (Figura 13) muestra que la galactosa empieza a excretarse a partir de la hora 4
de crecimiento, concomitante a una gradual disminucion de lactosa, llegando a consumirse
Unicamente 38.8% de la cantidad inicial del sustrato. -

La cantidad de lactosa consumida (expreada en moles) en cada punto de la curva de
la figura 13 muestra que de cada mol de lactosa (360 g/!) que utiliza el cultivo, la mitad (180
g/l) se cuantifica como galactosa residual en el sobrenadante del cultivo. Esto permite
observar que la galactosa se excreta al medio en su totalidad, mientras que Uinicamente el
residuo de glucosa se metaboliza,

Este resultado indica que la galactosa proveniente de la hidrolisis de la lactosa no
interviene en la sintesis del polimero producido por esta cepa, dejando como Unica y
probable via de incorporacion al EPS una desviacion de la glucosa 6-P a partir de Ja via de
Embden-Meyerhoff-Parnas.

El analisis de la cantidad de aziicares residuales en la cepa no filante (Figura 14),
muestra la aparicion de galactosa a partir de la hora 4. Sin embargo, en este caso la cantidad
de lactosa consumida es mayor respecto a la cepa filante (55% del total), por lo que también
existe una mayor cantidad de galactosa residual. Se observa para esta cepa que por cada mol
de lactosa que se consume se cuantifica en el sobrenadante una mol de galactosa
(proporcion molar), por lo que en este caso la galactosa se excreta también en su totalidad al
medio y no se incorpora a la sintesis del polimero.

En ningln caso, tanto para la cepa filante como para la cepa no filante, se detectd
glucosa en los sobrenadantes por CCF. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Terence y Crow (1984), en donde se observa que en cultivos de estas bacterias con exceso
de lactosa, solamente el residuo de glucosa se consume y se excreta la galactosa. En
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contraste con estos datos existe un reporte de Terence y Crow (1983), en donde se detecta
la presencia de residuos de glucosa y galactosa en sobrenadantes de cultivos con limitacion
de lactosa de algunas cepas de S. thermophilus salivarius subsp. thermophilus,
observandose el consumo de estos dos residuos al agotarse la lactosa del medio.

Por otro lado, la mayor cantidad de lactosa consumida por la cepa no filante en
relacion a la cepa filante, y las diferencias en EPS producido, podrian ser las causas del
mayor crecimiento de esta cepa respecto a la cepa filante, suponiendo que ocurre una menor
desviacion de glucosa hacia la sintesis del polimero.

Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los de O'Learly y Woychik
(1976), en donde se determiné que el catabolismo de 0.74% de lactosa en cepas de S.
salivarius subsp. thermophilus genera de 0.35 a 0.4% de galactosa indicando que
virtualmente toda la galactosa se excreta al medio, aunque Hutkins y Ponne (1991)
mencionan que cierta proporcion de galactosa permanece asociada a la célula, aunque no se
especifica en qué forma ni en qué proporcion.

Se ha propuesto que la excrecion al medio del residuo de galactosa proveniente de la
hidrélisis de lactosa en las cepas Gal- de estas bacterias es el fendmeno responsable de
proporcionar la fuerza que dirige la toma de lactosa, sugiriéndose un sistema de simporte en
donde la entrada de lactosa y la salida de galactosa ocurren a tasas equimolares (Hutkins y
Ponne, 1991; Zourari, ef al. 1992).
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Figura 13, Consumo de lactosa y aparicién de galactosa en 1a cepa filante de Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus en medio Bellinker modificado. Lactosa (W), Galactosa (1) .
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Figura 14. Consumo de lactosa y aparicién de galactosa cn la cepa no filante de Strepl;)caccus
salivarius subsp. thermophilus en medio sintético Bellinker, Lactosa (W). Galactosa ().



4. Determinacién de actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y
UDPgalactosa 4-epimerasa.

4.1 Efecto de lactosa como unica fuente de carbono.
4.1.1 Efecto sobre los niveles de actividad enzimética.

El papel de las enzimas formadoras de precursores nucledtido-azucarados ha sido
muy poco estudiado en bacterias lacticas. Existen solamente algunos reportes para bacterias
del género Lactococcus (Foérsén y Hiivd, 1981; Sjoberg y Hahn-Hégerdal, 1989), y muy
pocos trabajos en este contexto con Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Para la determinacion de los niveles de actividad de estas enzimas se realizaron
cultivos en lote con 100 ml de medio sintético Bellinker modificado. De estos cultivos se
determinaron la cantidad de EPS y los niveles de actividad de ambas enzimas.

Los perfiles de actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y UDPgalactosa
4-e¢pimerasa de la cepa filante a lo largo del periodo de crecimiento se muestran en la Figura
15. La curva de actividad de la enzima pirofosforilasa posee un perfil parecido hasta las 12
horas con la curva de produccion de EPS. Esto sugiere que durante la sintesis del polimero
por la cepa filante el UDPglucosa es incorporado en el proceso de sintesis hasta la hora 12,
Se observa un punto méaximo de actividad a la hora 12 con una posterior disminucion
asociada también al EPS. El perfil de actividad de la enzima epimerasa muestra un
comportamiento no asociado a la curva del EPS, aunque existen pequefios incrementos en
su actividad, observindose un maximo de actividad a la hora 12 al igual que para la
pirofosforilasa con una posterior disminucion del nivel de actividad.

La diferencia en los perfiles de actividad de ambas enzimas a lo largo de la curva de
produccién del EPS sugiere que durante el crecimiento del microorganismo se forma el EPS
con diferente proporcion de componentes debido a la diferencia de UDPglucosa y
UDPgalactosa formados hasta la hora 12.

Los niveles de actividad de ambas enzimas en la cepa no filante se muestran en la
Figura 16. En este caso se puede observar que ambas enzimas poseen una fase lag de ocho
horas con un punto maximo de actividad a la hora 12. Aunque este punto corresponde con
el valor maximo de produccion de EPS se observa que la sintesis del polimero empieza a la
hora 4 existiendo un aparente retraso en los niveles de actividad de las dos enzimas, siendo
mas evidente para el caso de la epimerasa, respecto a la curva de produccion del EPS. Los
niveles de actividad de la epimerasa son mayores que para la pirofosforilasa para el punto de
maxima actividad, respecto a lo observado para la cepa filante. Después del punto de
méxima actividad de ambas enzimas (hora 12) se observa también una disminucién en los
niveles de actividad.
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Las diferencias en los perfiles de actividad de ambas enzimas entre las dos cepas
sugieren una diferencia en el papel en el proceso de sintesis del polimero, esperandose como
consecuencia una diferencia en la proporcion de los componentes del EPS durante el
crecimiento.

La aparicion del polimero a partir de la hora 4 y la presencia de un fase lag en los
niveles de actividad de estas enzimas hasta la hora 8 sugieren que para el caso de fa cepa no
filante no existe una relacion entre la actividad de estas enzimas con la sintesis del EPS.
Estos resultados muestran que para el caso de la cepa filante existe una relaciéon en el
incremento de los niveles de actividad de la enzimas pirofosforilasa con la produccion del
EPS, pero no para el caso de la cepa ST233 que posee un fenotipo no filante.

Sutherland (1990) propone que existen evidencias indirectas de que la mayor
afinidad hacia la formacion de polimeros asociados a la pared celular tiene como resultado la
reduccion en la produccion de exopolisacaridos. Si se considera que la cepa no filante posee
un mayor crecimiento y un mayor consumo de lactosa como sustrato, aunado a una menor
produccion de EPS respecto a la cepa filante, es posible suponer que en este caso y como
consecuencia del mayor crecimiento es mas importante para la célula la formacién de
componentes asociados a la pared celular.

La disminucion en los niveles de actividad de ambas enzimas para la cepa filante y no
filante a partir de la hora 12 puede deberse a que en este momento se formo, como resultado
de la actividad de las enzimas pirofosforilasa y epimerasa, un "pool" de precursores en el
interior de la célula, que puede ejercer un efecto inhibitorio sobre estas enzimas. La sintesis
de EPS continia después de la hora 12 a pesar de la disminucion en los niveles de actividad
de estas enzimas. Este fendmeno puede ser el resultado de que a partir de ese "pool" de
precursores tiene lugar tinicamente otra serie de eventos en la sintesis del polimero, como
son la traslocacién de unidades repetitivas a través de la membrana citoplasmatica, o bien, el
proceso de excrecion del polimero.

Terence y Crow (1984) reportaron en cultivos en quimiostato de S. salivarius subsp.
thermophilus Gal+ el fendmeno de disminucion de actividad de la enzima galactocinasa
conforme aumenta la concentracién de UDPgalactosa. Cuando se han acumulado ciertos
niveles de este compuesto se empiezan a incrementar de forma considerable la actividad de
la UDPgal 4-epimerasa para formar UDPglucosa hasta que disminuyen los niveles de
UDPgal. Este comportamiento apoyaria la hipotesis de que la disminucion en los niveles de
actividad de la pirofosforilasa y la epimerasa en este trabajo se deba a una acumulacion de -
precursores que provoque algin efecto regulatorio.
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Figura 15. Actividades enziméticas de la cepa filante, Pirofosforilasa (+). Epimerasa ().
EPS (-). Crec. (log UFC / ml) (A).
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Figura 16, Actividades enzimiticas de Ia cepa no filante. Pirofosforilasa (+). Epimerasa (M),
EPS (-). Crec. (log UFC/ ml) (A).
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4.2 Efecto de glucesa como tinica fuente de carbono.

Para determinar si la presencia de galactosa en el medio intracelular como resultado
de la hidrélisis de lactosa antes de ser excretada tiene un efecto sobre los niveles de actividad
de la enzima UDPGlu pirofosforilasa y UDPGal 4-epimerasa y su relacion con la cantidad de
EPS producido, se realizaron cultivos en lote con 100 ml de medio Bellinker modificado,
empleando glucosa como unica fuente de carbono para evitar el posible efecto de la
presencia de galactosa. De este cultivo se determinaron la cantidad de EPS y los niveles de
actividad de ambas enzimas alas 12 horas de cultivo por ser el tiempo en donde se empiezan
a lacanzar los niveles de maxiama produccion.

4.2.1 Efecto sobre crecimiento y produccién del exopolisacdrido.

En la Figura 17 se muestra el efecto de la glucosa como tnica fuente de carbono
sobre el crecimiento y la produccion de EPS en la cepa filante expresado como produccion
especifica con base en crecimiento comparada con un control en el que se emplea lactosa y
por lo tanto presencia de galactosa.

Se puede observar que para el caso de la cepa filante no existen diferencias
significativas en el crecimiento y produccion del EPS cuando se emplean como fuente de
carbono glucosa y lactosa. Para €l caso de la cepa no filante, existe una menor produccion
especifica cuando se emplea como fuente de carbono glucosa unicamente. Este fenémeno
puede ser el resultado de la diferencia en la capacidad de introducir del medio la fuente de
carbono. Zourari et al. (1992), reporta que el transporte de galactosa (en cepas Gal+) y de
glucosa es lento respecto al de lactosa y que la utilizacion preferencial del disacarido se debe
a limitaciones en el transporte de monosacéridos.
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Figura 17. Efecto de la glucosa sobre la produccién del EPS cn 8. salivarius subsp. thermophilus cn

medio sintético Bellinker modificado. CF, cepa filantc. CNF, ccpa no filante. glu, glucosa.
lac, lactosa.
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4.2.2 Efecto de la glucosa sobre las actividade enzimdticas.

El efecto de la glucosa como unica fuente de carbono sobre las actividades de las
enzimas UDPGlu pirofosforilasa y UDPGal 4-epimerasa se muestra en la Figura 18, contra
un control con lactosa.

En la Figura 18 se observa que los niveles de actividad de la pirofosforilasa
disminuyen cuando se emplea glucosa como tUnica fuente de carbono en ambas cepas
respecto a los observados en determinaciones a partir de cultivos con lactosa como fuente
de carbono. En este caso la presencia de galactosa en el medio aparentemente tiene un
efecto positivo sobre la actividad de la UDPGlu pirofosforilasa.

En la Figura 19 se observa en ambas cepas un incremento en los niveles de actividad
de la enzima UDPGal 4-epimerasa cuando se emplea glucosa como unica fuente de carbono
respecto al nivel de actividad en cultivos con lactosa. En este caso parece ser que la
presencia de galactosa tiene un efecto de tipo negativo sobre la actividad de esta enzima.
Este resultado es similar al obtenido por Forsén y Haivi (1981), para el caso de Lactococus
lactis subsp. cremoris.

La similitud en el comportamiento de la variacion de los niveles de actividad de las
dos enzimas cuando se realizan cultivos en glucosa como unica fuente de carbono para
ambas cepas sugieren un metabolismo similar en cuanto al efecto de la galactosa sobre estas
enzimas. Sin embargo, las diferencias en el nivel de actividad en un cultivo de 20 horas
sugieren una diferencia en el papel de cada una de estas enzimas en la biosintesis del EPS en
la cepa filante y no filante de S. salivarius subsp. thermophilus.
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act.esp. (p M sustrato/minmg)

40

0

20

10

CFGLU CFLAC CF GLU CNF LAC

Figura 18. Efecto dela glucosa como fuente de carbono sobre los niveles de actividad especifica
de 1a enzima UDPglucosa pirofosforilasa cn la cepa filante y no filante en diferentes
fuentes de carbono. CF, cepa filante. CNF, cepa no filante. Glu, glucosa. Lac, lactosa.
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act. esp. (4 M sustrato /minmg )

CF GLU CF LAC CNF GLU CNF LAC

Figura 19. Efecto dela glucosa como fuente de carbono sobre los niveles de actividad cspecifica de
1a enzima UDPgal 4- epimerasa en l1a cepa filante y no filante en diferentes fuentes

de carbono. CF, cepa filante. CNF, cepa no filante. Glu, glucosa. Lac, Jactosa.
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E! anlisis de la posible participacién de las enzimas UDPGlu pirofosforilasa (1) y
UDPGal 4-epimerasa (2) se muestra en la Figura 20.

LACTOSA

galactosa ~——~—-—-——— -

glucosa
galactosa 1-P

(1) o
glucosa 6-P - glucosa 1-P % UDPglucosa 9 UDPgalactosa

L (2)

ac. lactico

unién a lipidos
de membrana

traslocacion y polimerizacién

Figura 20. Rutas propuestas para la incorporacién de glucosa y galactosa cn la sintesis del EPS
de §. livari subsp. thermophil, (1), UDPglucosa pirofosforilasa. (2),
UDPgalactosa 4-cpimerasa.

Para el caso de S. salivarius subsp. thermophilus la galactosa proveniente de la
hidrolisis de lactosa es excretada al medio, pero aparentemente, y de acuerdo a los
resultados obtenidos en este trabajo, su presencia tiene un posible efecto positivo sobre la
actividad de la pirofosforilasa y de la epimerasa, incorporando asi, por la via propuesta en la
Figura 20 (lineas gruesas ), glucosa para ser empleada posteriormente como sustrato de la
epimerasa y formar UDPgalactosa para la sintesis del EPS. Este mecanismo es la tunica
forma por la cual se puede incorporar galactosa al no poder metabolizar este residuo por la
enzima inicial de la via de Leloir (lineas punteadas de la Figura 20) (Zourari, ef al. 1992).

La disminucién en los niveles de actividad de la pirofosforilasa en extractos de
cultivos en glucosa respecto a los niveles observados en extractos de cultivos con lactosa y
el aumento en los niveles de actividad de la epimerasa sugiere que la cantidad de UDPglu
formada es en gran parte utilizada como sustrato de la epimerasa para la sintesis de
UDPgalactosa, por lo que es probable que la proporcion de los componentes del EPS
cambie dependiendo de la fuente de carbono empleada como sustrato. De este modo es
probable esperar que si la actividad de la pirofosforilasa es mayor que la de la epimerasa, la
proporcion de glucosa en el polimero seria mayor que la proporcion de galactosa y
viceversa. Marshall (1994, comunicacion personal) determind en una cepa filante de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus que la proporcion de glucosa:galactosa es de
6.7:1.3, resultados que apoyan esta hipotesis.
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El incremento en los niveles de actividad de la epimerasa con glucosa como fuente de
carbono sugiere que la tinica forma de incorporar galactosa a la sintesis del polimero es via
enzimas 1 (UDPglucosa pirofosforilasa) y 2 (UDPgalactosa 4-epimerasa) de 1a Figura 20.

Para demostrar las explicaciones que se proponen de acuerdo a los resultados
experimentales obtenidos, resulta de interés conocer la proporcién de los componentes del
EPS en cultivos con glucosa y lactosa como fuentes de carbono.

4.3 Efecto de la p-fluorofenilalanina como probable inductor de Ia sintesis del
exopolisacdrido.

4.3.1 Efecto sobre crecimiento y produccién de EPS.

El uso en medios de cultivo de algunos analogos de aminoacidos, tales como la p-
fluorofenilalanina, que son incorporados a proteinas generando una alta termolabilidad de
ciertas enzimas se empled en estudios regulatorios de la sintesis del material capsular en .
coli (Forsén y Hiiva, 1981). Estos autores emplearon este compuesto a diferentes
concentraciones para obtener cepas productoras de EPS de Lacfococcus lactis susbp.
cremoris a partir de cepas no productoras o pobremente productoras de polimero.

Con la finalidad de obtener un efecto similar en las cepas de S. salivarius susbp.
thermophilus empleadas en este trabajo se probaron diferentes concentraciones de p-fluoro-
pL-fenilalanina (SIGMA), que fueron seleccionadas con base al trabajo de Forsén y Hiivi
(1981).

El efecto de la p-fluorofenilalanina sobre la produccién de EPS y el crecimiento en S.
salivarius susbp. thermophilus se muestra en la Figura 21. Se puede observar que la p-
fluorofenilalanina posee un efecto positivo pequefio sobre la produccion de EPS en la cepa
filante, siendo significativas las diferencias con una concentracion de este compuesto de 2.5
x 106 M. Sin embargo, para la cepa no filante se observa un efecto negativo muy pequefio
sobre la produccién del EPS para ambas concentraciones de este compuesto.

El efecto de este compuesto en la cepa no filante es contrario a lo que observaron
Forsén y Hiivi (1981), para Lacfococcus, en donde la p-fluorofenilalanina mostré un efecto
estimulante sobre la produccion de EPS en cepas no productoras o poco productoras.

4.3.2 Efecto sobre los niveles de actividad enzimitica.

En las Figuras 22 y 23 se muestran los efectos de la p-fluorofenilalanina sobre los
niveles de actividad de las enzimas pirofosforilasa y epimerasa en la cepa filante y no filante.

Los valores de actividad observados para la UDPglucosa pirofosforilasa en la cepa
no filante y su relacién con los niveles de EPS con ambas concentraciones de p-
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fluorofenilalanina no indican que la variacion entre los niveles de actividad de esta enzima se
vean afectados por la presencia de este compuesto.

Sin embargo, para el caso de la cepa filante a una concentracion de 2.5 x 10 ocurre
una disminucion significativa en los niveles de actividad de esta enzima. Mientras que los
niveles de actividad de la epimerasa se incrementan considerablemente respecto al control.

Para el caso de la cepa no filante se observa un efecto negativo sobre la actividad de
la epimerasa, sin embargo no resulta clara la relacion entre la variacion de los niveles de
actividad de esta respecto al control y la produccion de EPS en ambas cepas.

Los resultados observados en las cepas de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus empleadas en este trabajo, muestran que {a p-fluorofenilalanina no posee el
efecto inductor sobre la produccion de EPS observado en las cepas no filantes de
Lactococcus empleadas por Forsén y Haivi (1981).

Es importante considerar que la ruta biosintética de EPS es compleja e involucra la
participaciéon de enzimas que no forman tnicamente parte de la sintesis de exopolisacaridos
(Figura 4), por lo que es importante buscar alguna(s) otra(s) enzima(s) blanco que
pudiera(n) estar involucrada(s) en la ruta biosintética de EPS.
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EPS ( 1 g equiv. glucosa/ml)

1,000

600

400

200

CFLAC 268 8.0°5 2.0°5
pf- EENILALANINA ( M )
CRECIMIENTO ( UFC / ml)
Ccepa Control 2.5 x10 M 8.0 x10°M
Filante 2.00 x 108 1.2 x 107 3.81x107
No filante 4.35 x 107 2.1x107 6.0 x 107

Figura 21. Efecto de la p-flourofenilalanina sobre la produccién de EPS de S. salivarius subsp.
thermophilus. Control (O). 2.5 x10-*M (E). 8.0 x10-SM (). CF, cepa filante, CNF, cepa no

filante.



act.esp. (n moles sustrato /minmg }

20 |

CF CNF

p-f FENILALANINA (M)

Figura 22. Efecto de 1a p-fluorofenilalanina sobre la actividad de 1a UDPglucosa pirofosforilasa
en la cepa filante de S. salivarius subsp thermophilus.
Control (0J). 2.5 x10 M (E). 8.0 x105M (W),
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act.esp. (X moles sustrato/ minmg )
20
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CF CNF

p- FENILALANINA (M)

Figura 23. Efecto de 1a p-fluorofenilalanina sobre la actividad de 1a UDPgalactosa 4-epimerasa cn la

cepa no filante de S. salivarius subsp thermophilus. Control (I1). 2.5 x10 M (). 8.0 x10-5M
(m),
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5. Determinacién de los componentes del polimero.

Para comprobar la presencia de galactosa en el EPS producido por las cepas filante y
no filante de S. salivarius subsp. thermophilus, como resultado de una interconversion de la
glucosa por el mecanismo propuesto en la Figura 20, se determiné por cromatografia en
capa fina (CCF), la composicién del EPS extraido de cultivos de ambas cepas empleando
como fuentes de carbono lactosa y glucosa.

La CCF de las muestras de EPS hidrolizadas permitid detectar como principales
constituyentes del polimero extraido a partir de cultvios de ambas cepas con lactosa y
glucosa como fuente de carbono a galactosa, glucosa, y ramnosa. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por varios autores (Tabla 4; Cerning, ef al. 1988; Cerning,
1990; Marshall, 1994, comunicacién personal). La presencia de galactosa en el EPS
producido a partir de cultivos con glucosa como tinica fuente de carbono resulta como una
evidencia adicional en favor del planteamiento propuesto de que la glucosa es epimerizada a
galactosa,

La a-L-ramnosa es un azicar de seis carbonos con un —CHs en lugar de —CH0H
en el carbono 6, y es un componente de la cadena lateral O de la capa de lipopolisacarido de
la membrana exterior de bacterias gram negativas (Strayer, 1981), encontradose un gen
regulador para el metabolismo de este aziicar en E. coli (rhaBAD) (Neidhardt, ef al. 1990).
La presencia de este aziicar en el polisacarido extracelular producido por S. salivarius
subsp. thermophilus implicaria la participacion de un precursor activado. En el caso de la
cepa de E. coli K-12 se propone en la ruta biosintética del polisacarido capsular la formacion
de un precursor nucledtido-azucarado con ramnosa (Figura 24). Es probable que la ramnosa
sea incorporada al exopolisacarido de S. salivarius subsp. thermophilus en una forma
similar, via formacion de un precursor similar al que se propone en la Figura 24,

Con base en que varios autores no siempre reportan el mismo tipo de carbohidratos
presentes en el EPS, Cerning (1990) propone que la presencia de ciertos aziicares, tales
como pentosas en el polimero, es el probable resultado de la modificacién de algiin azicar
durante las condiciones de hidrolisis. En este trabajo se descarté la posibilidad de
modificaciéon de un azicar principal (glucosa o galactosa), como resultado de las
condiciones de hidrolisis ya que se aplicaron simultaneamente sobre las placas de silica gel
estandares sometidos a condiciones de hidrolisis y en ningin caso se detecté una
modificacion que afectara la migracion de alguna muestra.
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GLUCOSA _\ Glucosa-6-P 4<— Glucosa-1-P 4— UDPglucosa

1

Fructosa-6-P
Manosa-6-P

GDP-4-Ceto-
Manosa-1-P £, GDPManosa  —> | ' O

V

GDP-L-Fucosa

EPS Capsuiar L

Figura 24, Fragmento dc la ruta biosintética propucsta para el polisacdrido capsular de E. coli K-12 ¢n

donde sc muestra la formacitn de un precursor con ramnosa. Tomado de Markovitz,
et al. 1967.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES.

Las conclusiones obtenidas con base en los resultados de este trabajo son:
1. Determinacién del EPS.

1.1 Se desarrolld una metodologia que permitio la extraccion y cuantificacion del EPS
extracelular producido por las cepas filante y no filante de S. salivarius subsp.
thermophilus, que se basa en el tratamiento del paquete celular con una proteasa y su
posterior cuantificacion por aziicares totales. Las condiciones extremas a las que es
sometido el paquete celular durante la extraccion del EPS permiten suponer que
existe una estrecha relacion del polimero producido por estas cepas con proteinas.
Esta metodologia ha sido empleada de manera rutinaria en nuestro grupo para el
trabajo con estas bacterias.

2. Crecimiento y produccion del EPS.

2.1 Se modifico el medio sintético Bellinker, que permitié observar por primera vez en el
trabajo con estas cepas de bacterias una diferencia cuantitativa en la produccion del
EPS, caracteristica que corresponde con las diferencias fenotipicas observadas en
cultivos entre estas cepas.

2.2. Bajo las mismas condiciones de indculo y cultivo, la cepa no filante alcanza un
mayor crecimiento, respecto a la cepa filante en medio sintético Bellinker.

2.3 La cepa denominada como no filante produce un EPS en menor cantidad que la cepa
filante.

2.4 La produccién de EPS se encuentra asociada al crecimiento tanto en la cepa filante
como en la cepa no filante.

3. Origen de la galactosa del polimero.

3.1 Las cepas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus empleadas en este trabajo
excretan al medio la galactosa proveniente de la hidrélisis de lactosa empleando para
su crecimiento y produccién del EPS tinicamente la glucosa proveniente de lactosa.

3.2 La cepa filante consume tnicamente un 39% del total de la lactosa empleada como
fuente de carbono, mientras que la cepa no filante consume un 55% de lactosa. Estas
diferencias en el consumo de sustrato podrian explicar la diferencia en crecimiento
que se observa en la cepa no filante respecto a la cepa filante.
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4. Relacién entre las actividades enzimiticas y produccion del EPS.

4.1 Existe un relacion entre el incremento en los niveles de actividad de las enzimas
UDPglucosa pirofosforilasa y UDPgalactosa 4-epimerasa con la produccion de EPS
en la cepa filante de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

4.2 Los niveles de actividad de la pirofosforilasa son mayores que los de la epimerasa y
se incrementan de manera paralela a la produccion del EPS hasta la hora 12 en la cepa
filante, mientras que la epimerasa incrementa su actividad cuando probablemente se
han acumulado ciertos niveles de UDPglucosa en el interior de la célula.

4.3 Ambas enzimas poseen un maximo de actividad a la hora 12 de crecimiento,
observandose una posterior caida en los niveles de actividad de ambas enzimas a pesar
de que continua la produccion de EPS.

4.4 No existe un relacion entre la actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y
UDPgalactosa 4-epimerasa con la produccion de EPS en la cepa no filante de
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

4.5 En cultivos con glucosa como fuente de carbono existe para ambas cepas una
disminucion en los niveles de actividad de la fosforilasa y de la epimerasa respecto a
los observados en cultivos con lactosa. Esto sugiere que la presencia de galactosa
proveniente de lactosa en el ensayo ejerce un probable efecto negativo sobre estas
enzimas,

§. Efecto de la p-fluorofenilalanina sobre la produccién del EPS.
5.1 El compuesto p-fluorofenilalanina no ejerce un efecto inductor sobre la produccion

del EPS en las cepas filante y no filante de S. salivarius subsp. thermophilus, como en
el caso de cepas de Lactococcus.

6. Determinacion de los tes del polimero.

L

6.1 La hidrolisis con H,SO4 2M permiti6 observar que el EPS producido esta compuesto
por glucosa, galactosa y ramnosa en las cepas filante y no filante cuando se emplean
como fuente de carbono lactosa o glucosa.
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PERSPECTIVAS

Los procesos de biosintesis de EPS en bacterias lacticas han sido muy poco

estudiados y en especial en el caso de los iniciadores del yoghurt.

La produccion del EPS resulta de gran interés desde el punto de vista industrial, sin
embargo, la inestabilidad de la caracteristica es uno de los principales problemas que
impiden su uso a nivel industrial aunado a la poca informacién sobre sus causas, por lo que
resulta de gran interés el estudio de los aspectos relacionados con la biosintesis del polimero
para determinar si existe relacion entre las diferentes etapas que la integran con el fenémeno

de inestabilidad para finalmente poder obtener en laboratorio cepas de interés industrial.

Con base en los objetivos planteados y los resultados obtenidos en este trabajo se

proponen las siguientes recomendaciones:

1.

Identificar los componentes que puedan tener algin efecto sobre el crecimiento y
produccion del EPS en la cepa filante del medio sintético MRS-lac.

. Cuantificar la cantidad de glucosa que es incorporada al polimero y la que es utilizada

para el crecimiento en ambas cepas con el empleo de lactosa con glucosa marcada
radioactivamente.

. Investigar los niveles de actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y

UDPgalactosa 4-epimerasa en una cepa mutante filante- obtenida a partir de una
filante para determinar su importancia en el proceso de biosintesis de EPS.

. Determinar la importancia de enzimas como la fosfoglucosa isomerasa que incorpora

glucosa-6-P de la via de EMP a la formacion de precursores nucledtido azucarados.

. Conocer la proporcion de cada uno de los azicares que forman parte del EPS en

diferentes etapas de la curva de crecimiento y relacionarla con los perfiles de actividad
de las enzimas estudiadas en este trabajo.

. Determinar los niveles de actividad de las enzimas UDPglucosa pirofosforilasa y

UDPgalactosa 4-epimerasa cuando se presenta una disminucion en la cantidad del
EPS como consecuencia de la inestabilidad tras varias resiembras.

. Implementar una estrategia de analisis de la estructura del EPS producido por estas

bacterias para determinar algunas caracteristicas tales como tamafio de unidades
repetitivas y tipos de enlace.

. Determinar las propiedades reologicas del EPS producido por la cepa filante.
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APENDICES
Apéndice 1.

1. Determinacion de Ia identidad de la cepa mediante el sistema API 50 CH.

El sistema de identificacion bioquimica mediante el sistema API se basa en la
capacidad de un microorganismo de fermentar una serie de carbohidratos y en algunos casos
hacer reaccionar a ciertas enzimas que permiten su identificacion de acuerdo a la
comparaci6n de los resultados obtenidos con una base de datos.

El sistema API permite la identificacion rapida y facil de un determinado
microorganismo evitando asi la tediosa preparacion de medios con un determinado sustrato.

El sistema API 50 CH permite la identificacion de bacterias lacticas mediante la
fermentacion de 49 carbohidratos de una suspension bacteriana en el medio 50CHL
(bioMERIUX) el cual contiene pirpura de bromocresol como indicador. La fermentacion se
realiza en una serie de celdillas (con el carbohidrato) en las que unicamente se requiere
colocar una muestra del medio SOCHL con una determinada densidad bacteriana en
condiciones de temperaura de crecimiento normales del microorganismo.

En este trabajo se empled una modificacion de la metodologia recomendada en las
especificaciones del proveedor para obtener la cantidad suficiente de microorganismos
necesarios para asegurar un crecimiento que genere un cambio de color del indicador en la
celdilla (esta modificacion fue realizada por el Biol. Jesus Villegas Cruz de nuestro grupo de
trabajo):

Cultivo microorganismo cn medio sintético Bellinker modificado
Centrifigacién 5 000 rpm / 14 min / 4°C
Deccantar sob! d cuidad
Resuspender en 2 ml de H,0 destilada estéril
Transferir gota a gota a un vial con 5 ml de H,0 destilada cstéril hasta
igualar la turbicdad de! cstdndar de McFarland (por comparacién visual).
El nimero de gotas utilizadas para igualar Ia turbidez del estindar =n

] Tomar 2n y resuspender en medio 50 CHL
‘Tomar alrededor de 100l de csta solucién y llenar cada celdilla del “kit".

Cubrir con aceite de parafina estéril las celdillas, colocar agua cn la base
del contenedor del "kit" e incubar 24 hrs /37 °C
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Apéndice II.

1. Composicién de buffers de reaccion para pronasa (Sambrook, ef al, 1989).

En este trabajo fue empleada pronasa tipo XXV (Pronasa E) de SIGMA con una
actividad de 5.9 unidades/mg solido.

La pronasa es una mezcla de serina y proteasas acidas aisladas de Streptomyces
griseus. La enzima liofilizada es preparada disolviendo el polvo a una concentracion final de
20 mg / ml en un buffer de:

TRIS-HC! 10 mM pH 7.5
NaCl 10 mM

La enzima asi preparada es conservada a -20°C.
El buffer de reaccion esta compuesto por:
TRIS-HC1 0.01M pH 7.5

EDTA 0.0IM
SDS 0.5%.
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Apéndice ITI.

1. Método de cuantificacién de aziicares totales por fenol-H,SO, (Dubois, ef al, 1956).

PRINCIPIO. Este método se basa en la oxidacion de los aziicares en presencia de sustancias
acidas como la mezcla de acido sulfurico-fenol, formando anillos furanicos coloridos
cuantificables en el espectrofotometro.

VENTAIJAS. Es un método simple, rapido con resultados reproducibles que puede ser
usado en la microdeterminacion de azicares, sus metilderivados, oligosacaridos y
polisacéridos. La intensidad del color desarrollado esta en funcion de la cantidad de fenol
afiadido, la cual debe ser constante. El color producido es estable por varias horas.

DESVENTAIJAS. Si se varia la cantidad de fenol entre una y otra determinacién varia la
intensidad del color desarrollado. Algunas aldosas, cetosas y acidos aldurénicos responden
de diferente manera. La presencia de proteinas, cisteina, agentes reductores de naturaleza no
carbohidrato, iones de metales pesados y la azida interfieren con este ensayo, pero a pesar de
ello queda como un método utit y rapido, no especifico para la deteccién de carbohidratos
neutros.

METODO. Reactivos:
Fenol al 5% disuelto en agua. Esta solucion es estable indefinidamente.
H,SO, concentrado.

Curva estandar: glucosa en un rango de 10 - 100 ng / ml.

Técnica: Agregar los siguientes reactivos en orden:

Muestra I ml
Fenol 5% 1 ml. Mezclar
H,80, concentrada 5 ml,
PRECAUCION
La reaccién cs muy violenta y exotérmica. Agitar inmedi
Incubar 25° C/ 25 min.
Leer absorbancia 490 nm

La cantidad de azicares totales determinada en cada muestra fue expresada como g
equivalentes de glucosa / ml a la dilucion correspondiente.
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2. Cromatografia en capa fina de carbohidrates (Randerath, 1965; Stahl, 1969).

La cromatografia en capa fina (CCF) es un método rapido y simple empleado para el
analisis cualitativo y cuantitativo de varios tipos de moléculas. A partir de que Sthal y
Kaltenbach en 1961 (Sthal, 1969) emplearon esta técnica para el analisis de mezclas de
azucares, el método ha sido adoptado para resolver una gran cantidad de problemas
analiticos.

PRINCIPIO. La CCF se basa en el principio general de la cromatografia, el cual consiste en
el empleo de una fase estacionaria la cual es un soporte inerte, siendo la silica gel o la
celulosa en vidrio o papel el material comunmente empleado. Sobre esta fase estacionaria es
aplicada una muestra la cual migra cierta distancia del punto de aplicaciéon (Rf) como
resultado del movimiento en un fase movil liquida, cuya composicion y naturaleza polar esta
determinada por el tipo de sustancia a analizar, y finalmente se emplea un método de
deteccion y registro.

Los carbohidratos son moléculas altamente hidrofilicas, por lo que son empleadas
como fase mévil en su andlisis sistemas de solventes polares los cuales tienen una tasa de
migracion variable de acuerdo al tamafio de la placa y condiciones de saturacién. Cuando se
emplea silica gel como fase estacionaria para el analisis de estas moléculas se obtiene una
limitada resolucion de algunos aziicares sencillos, obteniéndose valores de Rt que decrecen
en relacién al peso molécular y al nimero de grupos hidroxilo (pentosas > hexosas >
disacaridos > aziicares mas complejos).

Una importante caracteristica de los soportes inérganicos empleados como fase
estacionaria en la CCF para el andlisis de carbohidratos es que las muestras pueden ser
detectadas con un agente no especifico y altamente destructivo como es el 4cido sulfiirico, el
cual permite la deteccion de cualquier tipo de azicar o de sus derivados que no pueden ser
visualizados por otros métodos.

PROCEDIMIENTO. Se saturé una camara de vidrio con la siguiente mezcla de solventes:
butanol:etanol:agua destilada (grado analitico) (10:1:2 v/v). durante 2-4 horas. En este
trabajo se emplearon placas de silica gel de 20 x 20 cm (Merck) de 0.5 mm de espesor.

Las muestras fueron aplicadas de la siguiente manera: (1) Estandares: se prepararon
a una concentracion de 5 mg en 1 ml de H,SO; 2M y fueron sometidas a las mismas
condiciones de hidroélisis que las muestras problema. Fueron aplicados 2 p/ de cada estandar.
(2) Las muestras de PSE hidrolizadas fueron centrifugadas 10000 rpm/10 min a temperatura
ambiente tomando 2 p/ de muestra para ser aplicados sobre una linea a ! cm del extremo de
la placa. La fase movil se dejo correr a todo lo largo de la placa y se dejo evaporar el
eluyente completamente. Las muestras fueron detectadas por aspersién de una mezcla de
metanol absoluto:H,SO, (grado analitico) (8:2 v/v). Después de evaporar completamente el
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metanol se reveld la placa en una estufa a 100 - 150°C por 5- 10 min (hasta que son
detectadas visualmente las manchas de azicares).
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