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1. RESUMEN

La tecnologia en la elaboracion de yogurt en los Gltimos aftos se¢ ha valido del
uso de cepas filantes, ya que éstas poseen la habilidad de producir polisacaridos
extracelulares (EPS) que mejoran considerablemente las propiedades reologicas del
yogurt, facilitando el manejo del mismo, disminuyendo considerablemente el fenémeno

de desuerado o sinéresis.

Sin embargo, para desarrollar el potencial tecnologico de estas cepas se requiere
de un conocimiento mas detallado sobre la estructura del EPS producido por estas cepas
y fa interaccion de éste con los componentes del sistema, en especial con la caseina de
1a feche Por lo anterior, se planted este proyecto con el objetivo de establecer si [a
fuente de proteina y la concentracién de la misma utihzada durante la fermentacion
lactica, influian en la composicion del polimero producide por una cepa fitante de
Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus (NCFB 2772) Para verificar el efecto del
caricter filante se compararon los resultados con una cepa no filante de Lactobacillus
delbrueckii shsp. bulgaricus (NCFB 1489)

Se llevd a cabo una fermentacidén lactica en los substratos suero, suero
adicionado con caseinz, leche descremada y retenido de leche, encontrandose
diferencias entre la cepa filante y la no filante La cepa filante generd una mayor
produccion de EPS en los substratos con mayor contenido de proteina. Al determinar la
relacién proteina-carbohidrato en el EPS aislado se observd que ésta era mayor en los
substratos fermentados por la cepa filante, por lo que podemos concluir que a mayor
porcentaje de proteina(caseina) en el substrato inicial, existira una mayor interaccion

entre las proteinas del sistema y €l exopolisacarido.

El analisis en la composicion de monosacaridos por medio de CLAR nos reveld
que independientemente de la cepa y substrato utilizado en la produccién de EPS, éste
estaba constituido en su mayor parte de galactosa y glucosa, y que en los sistemas
donde la concentracién de caseina era mayor [a ramnosa se encontraba presente. Estas
diferencias encontradas en la composicion del EPS puede ser indicativo de diferencias

microestrycturales gue se pueden reflejar en las caracteristicas texturales del mismo.



2. INTRODUCCION

El yogurt es la leche fermentada que resulta del crecimiento de las bacterias
lacticas Lactobacillus delbruechii sbsp. bulgaricus y Streptococcus termophilus en
leche (Garcia-Garibay et al, 1993).

Parz la elaboracion de diversos productos lacteos, incluyendo el yogurt, se
emplean estabilizantes y/o emulsionantes, cuya utilizacion estd regulada por la
legislacién vigente en la mayoria de los paises Europeos, donde generalmente no esta
autorizado el uso de estos aditivos (Garcia-Garibay ef o/, 1993)

Una alternativa mteresante al uso de estos estabilizantes es la utilizacion de
cepas productoras de polisacaridos extracelulares (llamadas filantes o mucoides) en la
claboracion de yogurt, ya que estos polisacaridos mejoran la textura y apariencia del
producto, aumentan la viscosidad y disminuyen notablemente la sinéresis o separacion
del suero {Wacher-Rodarte ef al, 1993).

En la actualidad la importancia econdmica de estas bacterias ha despertado un
gran interés en obtener un conocimiento mas detallado acerca de la produccion de
polisacaridos por éstas cepas filantes, asi como la interaccion de éstos con los
componentes del sistema Recientes publicaciones mencionan que la composicion de los
polisacaridos influye sobre las propiedades reolégicas de productos lacteos fermentados
(Scheliaass y Morris 1985, Teggatz y Morris, 1990)

Por todo lo anterior este trabajo pretende establecer si el del tipo de proteina y la
concentracion de la misma tienen efecto sobre la composicion quimica del
exopolisacarido producido por una cepa filante de Lactobacilius delbrueckii sbsp.
bulgaricus y a su vez tratar de explicar si la composicion de los EPS influye sobre las

caracteristicas reologicas del sistema.



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAHCOS

3.1. YOGURT

El yogurt es la leche fermentada que resulta del crecimiento de las bacterias lacticas
Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus y Streptococcus thermophilus, En México se
elaboran tres tipos diferentes de yogurt firme, batide y Hquido, cada uno de ellos en forma
natural, o adicionado con sabores o con fruta {Garcia -Garibay, 1990)

3.1.1. Tecnologia en la elaboracién de yogurt

El proceso de elaboracidn de yogurt es un arte muy antiguo que data de hace miles
de ahos, pero hasta el sigio XIX apenas se conocian los fundamentos de las distintas fases
de produccion de este producte No obstante, en las (ltimas décadas este proceso se ha
racionalizado mucho, principalmente debido a los descubrimientos v avances tecnologicos
en diversas disciplinas (Tamume y Robinson, 1991)

El yogurt se elabora con leche concentrada, ya sea por la adicién de leche
descremada en polvo u otros sélidos de leche como caseinatos, o por concentracién por
evaporacion, por 6smosis inversa o por ultrafiltracion. El propésito de tal modificacién es
mejorar la firmeza del producto y darle al gel una mayor resistencia a los dafios mecanicos,
evitando asi el desuerado durante el manejo normal del yogurt (Garcia-Garibay, 1990).

En la industria mexicana es muy frecuente la utilizacion de estabilizantes, que
proporcionan firmeza al gel, y esto hace que sea mas resistente a los dafios mecanicos,
evitando asi la sinéresis. Algunos muy cominmente utitizados son: grenetina, almidén,
carragenina, alginatos, goma guar, goma de algarrobo y pectina El uso de estos aditivos en
concentraciones superiores al 0 3% pueden tener efectos adversos en el sabor (Garcia-
Garibay ef af, 1993)



El uso de estos aditivos es muy restringido En México, como en la mayoria de los

paises europeos, la legisiacion prohibe la adicion de estabilizantes a estos productos.

El uso de estos aditivos proporciona basicamente dos funciones aumentar la
retencion de agua y lograr un aumento en la viscosidad (Tamine y Robinson, 1991)

3.1.2. Bacterias productoras de yogurt

En la elaboracion de yogurt se emplean dos especies de bacterias lacticas,
Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus,

Lactobacillus delbrueckii sbsp. bufgaricus es un bacilo homofermentativoe gram
positivo, largo, no movil el cual produce &cido D-(-}-lactico Es capaz de fermentar
fructosa, galactosa, glucosa y lactosa, pero no asi, maltosa y sacarosa. Puede crecer a
temperaturas superiores a 43°C, pero su optimo estd en el intervalo de 40°- 43°C, y no es
capaz de crecer a temperaturas menores de 15° C. Posee la habilidad de crecer a pH acidos
y presenta metabolismo fermentativo aun en presencia de oxigeno (Holt ef a/, 1994),

Streptococcus  thermophilus presenta forma esférica u ovoide, se asocia en pares o
cadenas largas de células Es gram positivo, no mévil, termofilo por o que crece entre 40-
45°C y no crece a temperaturas menores de 20°C. Produce dcido L(+)-lictico por
homofermentacion. Como fuente de carbono utiliza glucosa, fructosa, lactosa v sacarosa
{Holt et al, 1994).



3.2. PROPIEDAD FILANTE

3.2.1. Definicién de cepas filantes y caracteristicas

Las bacterias lacticas filantes son aquelias capaces de sintetizar polisacaridos, los

cuales son caracterizados por su localizacion extracelular.

Existen diversas cepas lacticas productoras de polisacaridos, pero se ha estudiado
poco acerca de ellas y de las condiciones éptimas de crecimiento, y de la produccién de
éstas, asi como de su estabilidad vy las caracteristicas del polimero (Cerning er al, 1986,
Garcia Garibay y Marshall, 1991). En lo que se refiere a la utilizacion de cepas filantes de
las especies de Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus
se ha comprobado que los geles producidos por estas cepas mejoran considerablemente la
textura y previene la sinéresis {Wacher-Rodarte ef af, 1993; Cermning ef al, 1990) En los
Gltimos afios ésto ha despertado un gran interés en estudiar mas a detalle estos

microorganismos para la elaboracion de yogurt

Debido a ésto, las cepas filantes de bacterias lacticas como iniciadores en yogurt
tienen una creciente demanda e importancia, sin embargo, esta caracteristica es inestable,
por lo que, para desarrollar el potencial tecnologico de estas bacterias en todas su capacidad
se requiere un profundo conocimiento de las variables fisioldgicas y genéticas involucradas
en la produccion de polimero (Ceming, 1995) Por otra parte, la interaccion entre estos
polimeros y los componentes de la leche no han sido estudiados en detalle, aunque hay
algunos estudios sobre las propiedades reclogicas del sistema, lo que indica posibles
interacciones con los componentes del sistema, especificamente con las caseinas de la leche
{Wacher-Rodarte ef a/, 1993).



3.2.2. Estudios de microscopia electrénica (SEM)

La microscopia electrénica de barrido y transmisién es una técnica que se ha
enfocado en el cstudio de la microestructura de sistemas alimenticios, entre Jos cuales se
encuentran los productos licteos como queso y yogurt (Kalab, 1979). El objetivo de la
microscopia electronica es relacionar la microestructura de estos productos con sus
propiedades fisicas y quimicas. Algunos autores realizaron estudios de microscopia en
geles fermentados en leche descremada, utilizando cepas filantes y no filantes de
Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus, observandose en las micrograflas que el
polisacarido producido por los microorganismos se asociaba a la superficic celular y a su
vez a la matriz proteica del sistema (Kalab, 1979; Teggatz y Morris, 1990). La Fig.3.2.2.1.
muestra una micrografia (SEM) dc un gel de leche fermentada con una cepa no filante de
Lactobacillus delbrueckii shsp. bulgaricus NCFB 1489, mientras que cn la fig, 3.3.2.2 se

muestra el gel de leche producido por una cepa filante

Fig. 3.2.2.1 micrografia de un gel producido en leche descremada por una
cepa no filante de Lactobacllius delbrueckii sbsp. bulgaricus NCFB 1489 (L=
Lactobacilos, MP= Matriz proteica , P= Polisacarido)

f;‘.‘ iy ‘

Fuente: Dominguez-Soberanes, 1997



Fig. 3.2.2.2. Micrografia de un gel producido en leche fermentada por una cepa filante de
Lactobacillus delbrueckii ss bulgaricus NCFB 2772 (L= Lactobacilos, P= exopolisacarido v

MP= matriz proteica).

Fuente: Dominguez-Soberanes, 1997



3.2.3. Definicion de exopolisacarides (EPS)

El término exopolisacarido fué propuesto por Sutherland en 1972 englobando un
término general para describir todas las formas de polisacarido localizados en el exterior de
la superficie de las celulas bacterianas

Los exopolisacaridos bacterianos se encuentran basicamente en dos formas como
capsulas adheridas a la superficie de las células por medio de enlaces covalentes, o como
material viscoso desprendido de la superficie de las células bacterianas. La sintesis y
secrecién de exopolisacirido ocurre durante diferentes fases de crecimiento y es regulada
por proteinas que se encuentran localizadas sobre la superficie de la célula (Whitfield,
1988, Sutherland, 1992)
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3.2.4. Factores gue influyen en la produccién de EPS producidos por
cepas filantes

La sintesis y secrecidén de EPS ocwre en diferentes fases de crecimiento, y su
produccion se ve influenciado por factores tales como las condiciones de crecimiento,
temperatura, substratos utilizados y tempo de incubacion (Cerning e al
1992; Gancel y Novel, 1994 a).

La fuente de carbono y nitrogeno parecen ser un factor muy importante en la
produccién de polimero, Grobben ef af, (1995) observd que la produccion de EPS en
medios quimicos suplementados con lactosa y galactosa era mayor, que st se utilizaban
fructosa y manosa como fiene de carbono Mozzi et af, (1995) reportd que la produccion
de EPS en Lactobacillus casei se veia afectado por la fuente de carbono utilizando
galactosa habia mayor produccién que usando lactosa como fuente de carbohidratos. Se ha
reportado que el uso de substratos como ultrafiltrado de leche adicionado con caseina y
casaminoéci(ios como fuente de nitrogeno estimula la produccion de EPS (Cerning ef af,
1990, Garcia-Garibay y Marshall, 1991)

Para el caso especifico de Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus NCFB 2772
se ha observado que a mayor concentracion de casaminoacidos en el medio de cultivo hay
una mayor produccién de polimero, que adicionando caseina sin hidrolizar (Trejo-Marquez,
1995)

Cuando se utilizan medios sintéticos o medios quimicos en la produccion de EPS
en lugar de medios nativos (leche, hidrolizados de caseina, suero, etc) se facilita
notablemente el aistamiento y la separacién det EPS del medio de cultivo, permitiendo el
estudio de algunos compounentes del medio (Grobben e af, 1995, Cerning, 1995; Gassem er
al, 1995).

Schellhaass & Morris (1985) observaron gue a bajas temperaturas (32-37°C) habia
mayor produccién de polisacarido, lo cual no coincide con otros estudios en los que se
reportaba que a temperaturas de 42°C habia mayor produccion de polimero (Mozzi ef al,
1995),



Por otro lado se observd que la adicion de sales de calcio y magnesio estimulaba la
produccion de EPS (Trejo-Marquez, 1995).

En cuanto a los aspectos fisiologicos de produccion de polisacaridos extracelulares,
se ha reportado por ejemplo que Ia presencia de algunas fuentes proteicas en el medio de
cultivo estimulaba la produccién de polisaciridos extracelulares (Cerning e al, 1986,
Cerning et al, 1990; Garcia-Garibay y Marshall, 1991) va que la adicidn de hidrolizados de
caseina aumentaba la produccion de lactobacilos en el medio. Investigaciones posteriores
(Cerning ef af, 1992) reportaron que la presencia de caseina estimulaba la produccion de
pelimero, y el tamafio de los lactobacilos en el medio

3.2.5. Funcionalidad de exopolisacaridos (EPS)

Una de las muchas funciones que se atribuyen a los EPS es la de proteccidon natural
contra la desecacion o ataque de fagos y agentes antibacterianos. Mucho del desarrollo de
supervivencia depende de la habilidad de los microorganismos para producir estos
polisacdridos y adherirse a la superficie celular (Whitfield, 1988) Los EPS parecen no
funcionar como fuentes de energia, ya que las bactenias formadoras de polimero usualmente

no son capaces de metabolizar el polimero que sintetizan (Cerning, ef al 1990).
El uso de EPS producidos por bacterias ha sido aplicado en el ambito comercial ya

que son biodegradables y proporcionan alternativas que mejoran los procesos tradicionales
en la elaboracion de diversos productos {Tamime y Robinsen, 1991).
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3.2.6. Métodos de separacion del polisaciride formado durante Ila
fermentacion lictica.

Los métodos de separacion de polisacaridos son muy compiicados ya que no se
encuentran en un sistema puro sino en medios heterogéneos muy complejos. La
preparacion de polisacaridos preducidos por microorganismos para su caracterizacion
requiere de técnicas especiales de separacion Una lista de procedimientos basados en
diferentes principios de aislamiento se presenta en la tabla 3.3.6 )

Tabla 3.2.6.1. Métodos de aislamiento de polisacaridos

1. Solubilidad

a) Precipitacion fraccional

b) Separacion por use de solventes no miscibles
2. Ultracentrifugacion

a) Téenicas por densidad de gradientes
3. Ultrafiltracién por membrana

4. Cromatografia

a) Adsorcion

by Intercambio idnico

¢) Cromatografia de particion

5. Filtracion en gel

Chaplin y Kennedy, 1987

Se han propuesto diversos métodos de separacion de polisacéridos producidos por
bacterias lacticas y se ha visto que el métode utilizado influye en la composicion quimica
de los mismos (Doco ef af, 1991).



Un problema muy comin en el aislamiento y purificacion de polisacaridos son las
proteinas y péptidos de la leche que se asocian con el carbohidrato, las cuales se pueden
eliminar por precipitacién con acido tricloroacetico (TCA) (Garcia-Garibay y Marshall,
1991, Grobben er af, 1995, Cerning, 1995, Gruter e «f, 1993) La precipitacion de
proteinas se realiza por centrifugacion y tiene la ventaja de ser mas rapida, sin embargo,
una gran proporcién del polisacirido puede ser coprecipitado con el TCA, por lo que es
necesario lavar dos veces méas para recuperar la mayor cantidad posible de polisacarido
{Cerning, 1995) Para evitar éstas perdidas, otros autores han utilizado filtracion en gel o
intercambio idnico para la separacion de polisacaridos con el fin de eliminar las proteinas y
algunos otros componentes del producto fermentado {Cerning et al, 1990; Cerning ef al,
1991, Doco, er af, 1991, Gruter ef of, 1993; Manca de Nadra ef af, 1985)

En Ja mayoria de las investigaciones se ha observado que la purificacién del
polisacaride después de eliminar la proteina se realiza por precipitacién con etanol y
algunas veces con acetona, y los precipitados son dializados contra agua destilada para
eliminar sales y moléculas de tamafio pequefio (Cerning et al, 1990, Cerning et af, 1992,
Doco et al, 1991, Gruter ef af, 1993; Manca de Nadra ef af, 1985; Gancel y Novel, 1994 b,
Mozzi ¢f al, 1995, Garcia-Garibay y Marshall, 1991, Grobben et af, 1995)

La proteina asociada al polisacarido es removida por varios métodos filtracion en
gel, hidrélisis acida e hidrolisis enzimatica (Pronasa), esta tltima es la més utilizada, ya que
se ha visto que degrada hasta un 80% de las proteinas presentes (Cerning, 1395)

El Gltimo paso para identificar y cuantificar los monosacaridos constituyentes consta
de una hidrélisis acida, utilizando 4cido clorhidrico o acido trifluoroacetico con el objetivo
de romper el polisacarido en sus constituyentes basicos (Grobben eral, 1995; Gruter et al,
1993). Algunos autores realizan hidrolisis enzimdtica en ésta dltima parte (Manca de Nadra
et al, 1985)



3.2.7.Composicién quimica de exopolisacaridos

Quimicamente los polisacéridos bacterianos son carbohidratos de alto peso
molecular siendo polimeros de monosacaridos neutros y otros derivados tales como 4cidos
urénicos y aminoazcares, umdos por enlaces glicosidicos, que se forman por la
eliminacién de una molécula de agua (Pigman, 1979)

n C(,H]zO(, —> (CéH]oOs)l’l + (I’l“l)HzO

Los EPS bacterianos pueden ser divididos en dos grupos basados en su
composicién quimica Pueden estar formados por un solo tipo de monosaciridos
denominandose homopolisacarides, o bien pueden estar formados por varios tipos de
residuos, denominandose heteropolisacéridos (Pigman, 1979). Existen formas lineales y
ramificadas Los homopolisacaridos estan constituidos por un solo carbohidrato, el cual
generalmente es neutro, mientras que los heteropolisacaridos estin constituidos por dos o
mas carbohidratos, y en ocasiones alguno puede ser de naturaleza aniénica (Chaptin y
Kennedy 1987, Pigman, 1979)

Como se muesira en la tabla 3 2.7 1. los monosacaridos mas frecuentes en varios
EPS son glucosa y galactosa, pero ramnosa, fructosa, manosa, galactosamina y otros
aziicares estan también presentes (Robijn ef al, 1995)

Tabla 3.2.7.1. Principales monosacaridos constituyentes de polisacaridos

bacterianos,

Tipe Compuesto
Pentosas D-xilosa, L-arabinosa
Hexosas D-giucosa, D-manosa, D-galactosa, D-fructosa

Hexosaminas  N-acetyl-D-glucosamina,N-acetyl-D-galactosamina
Acidos uronicos Acido D-glucordnico, 4cido D-galacturonico

Deoxi hexosas L-ramnosa, I.-fucosa, 6-deoxy-L-talosa

Fuente, Chaplin y Kennedy, 1987
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3.2.7.1. Composicion quimica de exopolisacaridos producidos por
Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus.

Como se muestra en la tabla 3 3.7 1 1. los aziicares constituyentes de EPS que se
presentan con mayor frecuencia son glucosa, galactosa y ramnosa, sin embargo fructosa,
manosa y arabinosa estan presentes en algunos casos En cuanto a la proporcion en la que

se encuentra cada uno de ellos observamos que se reportan valores muy diferentes

Basicamente los métodos de analisis para la identificaciéon v cuantificacion de los
aziicares reportados son métodos cromatograficos, entre los cuales estan, cromatografia de
gases y cromatografia de liquidos de alta resolucion

Como se observa en la tabla 33 71 los substratos que se utilizan con mayor
frecuencia para el estudio de EPS son leche descremada, suero de leche y casaminodcidos,
aungue también se utilizan medios quimicos. Los monosacaridos presentes en polisacaridos
producidos en medios natives y sintéticos son basicamente los mismos, perc la proporcion
en la que se encuentran no es comparable del tedo ya que las condiciones de crecimiento
{(temperatura, composicion del medio y tiempo de incubacion) asi como la fuente de
carbono y proteina tienen una gran influencia sobre la composicion de los mismos, pero los
resultados también dependen de la cepa utilizada, ya que diferentes cepas de Lactobacillus
delbrueckii sbsp. bulgaricus presentan la capacidad de producir distintos tipos de EPS,
inctusive la misma cepa presenta cierta inestabilidad
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3.3. TECNICAS DE ANALISIS PARA LA IDENTIFICACION DEL
POLISACARIDO

3.3.1 Cromatografia

La cromatografia es un método fisico-quimico de separacion y puede definirse
como la técnica de separacion de una mezcla de solutos, basandose ésta separacion en la
diferente velocidad con que se mueve cada uno de ellos a través de un medio poroso,

arrastrados por un disolvente en movimiento (Abbott, 1970)

Los métodos cromatograficos tienen varias modalidades de acuerdo a ciertos
parametros, como fase movil, fase estacionaria, el propio fendmeno que ocurre en lg
columna y la cantidad de muestra aplicada. Cuando se utilizan gases como fase mévil, se
llama cromatografia de gases, cuando se utitizan liquidos con alta presion como fase mévil,
se llama cromatografia de liguidos de alta resolucion (CLAR), la cual no esta limitada por
la volatilidad o estabilidad térmica de las muestras o componentes a estudiar v de la cual se
explicard mas a detalle {Covarrubias-Herrrera y Flores-Prado, 1996)

3.3.1.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y sus

aplicaciones.

Hoy en dia existen multiples aplicaciones que la cromatografia de liquidos abarca
en diversas dreas de la ciencia, entre cilas estan las quimico-biologicas, médicas, etc. La
técnica de CLAR hace posible los andlisis rapidos de compuestos no volatiles, i6nicos y
termolabiles que anteriormente era muy difici determinar

El perfeccionamiento de detectores, registradores, sistemas de bombeo, etc junto
con la disponibilidad de nuevos soportes, han hecho posible que la cromatografia de
liquidos resulte un método rapido y eficaz para analisis tan dificiles y variados, como se
muestra en la tabla 3 4 2 1 (Bermejo, 1991)



Tabla 3.3.1.1 Usos tipicos de CLAR

Investigaciones Quimicas y Bioquimicas

u]

ju]

n}

Q

a

Anélisis de mezclas complejas

Purificacion de compuestos quimicos

Desarrollo de procesos para la sintesis de compuestos organicos

Aislamiento de productos naturales que poseen caracteristicas biolagicas benéficas

Medicion de propiedades fisicas (distribucion de pesos moleculares de polimeros)

Control de calidad

[m]

u]

Asegurar la pureza de los materiales
Procesos de mejoramiento en el rendimiento del producto
Ensayos cuantitativos de productos finales para asegurar su especificacion

Evaluacion de la estabilidad del producto

Fuente Bnan. 1992

alimentos Diferentes métodos de CLAR han sido propuestos para su andlisis, Los azicares
son analizados usando generalmente columnas aminadas de silica gel. La deteccién es
principatmentze por indice de refraccion gracias a la propiedad que presentan la mayoria de
las moléculas de desviar la luz a la derecha o la izquierda La limitacion de este tipo de

analisis es la preparacion de la muestra (ya que no debe presentar compuestos de alto peso

La determinacidn de azlicares ha cobrado un gran interés en la industria de los

molecular como proteinas, grasa, polisacaridos etc } (Vérette et al, 1995).
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3.3.1.2. Proceso cromatografico

La cromatografia liquida separa los compuestos de acuerdo a sus funciones
moléculares El mecanismo mediante el cual se separa un compuesto de otro, implica
una interaccién selectiva entre las moléculas del soluto (muestra) y dos fases, una
estacionaria {columna) vy una movil. Ei solvente o fase movil comienza a fluir a través
de la columna, dando como resultado el movimiento de las moléculas de la muestra a lo
largo de la columna El proceso de separacion de los componentes de la mezcla ser el
resultado de la adhesion o difusion de dichos componentes en las particulas gue forman
el empaque de la columna La diferente velocidad de migracion de un compuesto
individual a través de una columna depende del equilibric de distribucién de cada
compuesto entre la fase estacionaria y movil Sin embargo la velocidad de migracion es
determinada por diversas variables experimentales que afectan su distribucién, entre

ellas se encuentran las siguientes

o La composicion de la fase movil
e La composicion de la fase estactonaria

s Latemperatura de separacion

La afinidad de los compuestos a separar con la fase estacionaria y movil

La presion en la columna afecta el equilibrio de distribucién y la velocidad de
migracion, por lo que se recomienda utilizar la presion en un intervato de 500 a 3000

psi.

3.3.2. Instrumentacién en CLAR

Los componentes fundamentales de un sistema cromatografico son muy especificos
y cada uno de ellos realiza una funcidén propia, a continuacién se mencionan sus

principales caracteristicas.
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a) Reciptente para la fase mévil
b} Bomba

¢) Inyector

d) Columna cromatografica

e) Detector

f) Integrador

a) Los cromatografos de liquidos estan equipados con uno 6 més recipientes, generalmente
de vidrio para el suministro de las fases moviles; en las mangueras de entrada de la fase
movil se instala un filtro para evitar el uso de particulas al sistema

b) Las bombas son sistemas que alcanzan presiones superiores a los 340 bares, y es
conveniente gue no haya pulsaciones porque se manifestarian como ruido en el detector
Las bombas deben ser de acero inoxidable o materales no corrosives (aleaciones de
titanio)

¢} Las vélvulas de inyeccion son los dispositivos mas utilizados para la introduccion de la
muestra al sistema cromatografico, deben ser faciles de operar, ser inertes a ataques
gquimicos, soportar altas presiones y ser precisas en cuanto a la cantidad de muestra
introducida al sistema.

d) La columna es la parte principal de un cromatografo, por tanto es fundamental optimizar
su eficiencia y tener los cuidados de protegerla de contaminantes y alargar su utilidad La
columna tiene el empaque necesario para la separacidén deseada, puede ser de silice, fases

enlazadas, grupos funcionales de intercambio idnico, geles de porosidad especifica, etc

La tabla 3 3.2.1. muestra los principales tipos de columnas, las condiciones en que

s usan, y sus aplicaciones
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Tabla 3.3.2.1. Columnas y condiciones tipicas para analisis de carbohidratos en

CLAR
Tipo de columna Fase mévil Temperatura Velocidad de flujo Anilisis
0 {ml/mun)
Intercamino Alduioles,
anidnico (amon1o Sol. amoruguadoras 63 10 monosacaridos y
cuatcrnario) acdo sialicilico
Intercambio Monosacaridos v
amomco (anuno - Acetonitrilo/agua 23 23 pohisacandos
QH)
Intercambio Glicoproteinas y
cationico Acctonitrilo/agua 30 06 dernados de
(sulfonatos H') carbohidratos
Infercambio Alduoles v
catidnico Agua 83 006 monosacaridos
(sulfonatos Ca")
Denvados de
Silica. fasc normal Acclonitnlo /agua 25 0.54 carbolndratos
Monosacaridos y
Silica, fase normal Acctonitrilo/agua+ 25 10 ohgosacardos
diaminoalcanos
Derivados de
Silica, fasc rcversa Acctonitrilo/agua 28 10 carbohidratos

Fuente Chaplin y Kennedy 1985,

€) Los detectores son sensibles a diferentes propiedades; por ejemplo, absorbancia, indice

de refraccion, radioactividad, conductividad, fluorescencia, amperaje, etc.,

Los detectores mas comunes son los siguientes ¥ sus caracteristicas se presentan en la

tabla3322

» Fotometros y espectrofotometros de ultravioleta y visible.

e Detector fluorométrico

+ Indice de refraccion

¢ Detector Electroquimico



Tabla 3.3.2.1.1. Principales caracteristicas de los detectores méas comunes

Tipo Respuesta Nivel de ruido Chre Rango hineal Volumen de
gem’ imeccion (pl)
UV-visible Selectivo 10°au 10° 107107 1-100
Fluorescente Selecttvo 167 an 1ot 10*-10" 1-30
Conductividad Sclectivo 1o 107 10°-10° 1-5
Amperométneco Selectno 0 InA 16 1010 0 3-5
Incice de Universal 10-7 rLu, 10-6 103-1044 108-300
Refraccion

Fuente Lindsay, 1992

Nota au = absorbancia, riu. = unidades de indice de refraccién, Cn = concentracion del
soluto que puede ser detectada, nA = nanoamperes

f) El integrader no séio obtiene un registro grafico {cromatograma), sino también su

tratamento matematico para el calculo de las concentraciones

En el presente trabajd se utilizo un detector electroquimico por lo cual se explican

sus fundamentos mas adelante.

3.3.2.1 Detector Electrequimico

Es un detector muy sensible, unas 1000 veces mas sensible que el detector indice de
refraccion y altamente selectivo, La selectividad se debe, no sélo a que detecta compuestos
capaces de ser oxidados y reducidos, sino que puede reducirse el nimero de esos
compuestos detectados por una cuidadosa eleccion del potencial aplicado.

La deteccion de compuestos con propiedades oxido-reductoras ocurre en la
superficie de un electrodo 1nterpuesto en ¢l paso del eluido de la columna Este detector
emplea tres electrodos. el electrodo de trabajo, el de referencia y el auxiliar La reaccion
redox es inducida en el electrodo de trabajo, mientras el electrode auxiliar provee la carga
de neutralizacion complementaria Entre estos electrodos se fija el vollaje apropiado para a
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deteccidn El electrode de referencia, por su parte, produce un potencial fijo y estable
comtra b cual se mide el potencial del electrodo de trabajo, y un potenciostato provee una
diferencia de potencial estable entre el electrodo de trabajo y el auxiliar, la que se
monitorea por retroalimentacion desde el electrodo de referencia, causada por la
transferencia de electrones del proceso de dxido-reduccién Su principal limitacion estd
dada por el tipo de fase movil a emplear, que necesariamente debe ser conductiva,
Limitando su campo de aplicacion a a cromatografia de fase reversa e intercambio idnico

Los electrodos que se emplean son de pasta de carbon cristalino, platino, oro y mercurio
Como fases moviles se emplean soluciones amortiguadoras {ya que deben ser conductoras)

a concentraciones no mayores de (¢ 02 M

3.3. Analisis cuantitative

La cromatografia liquida de alta resolucién es una herramienta muy util para el
analisis cuantitativo de mezclas de sustancias. Como todo método de analisis cuantitativo,
esta compuesto de los siguientes pasos: muestreo, preparacion de la muestra, iyeccion de
la muestra, separacion cromatografica, deteccion, integracion de la sefial y el calculo de la

concentracion det analito (Snyder y Kirkland, 1973)

La concentracion del analito en la muestra se puede calcular por diferentes métodos,
a saber.

+ Normalizacion interna (estandarizacion interna)

» Estandar externo

s [Estandar interno

+ Estandar agregado
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i.a seleccion del métode de cuantificacion mas adecuado depende del tipo de

muestra, det nivel de precision requerido y de la existencia o no de sustancias de referencia

Para ia realizacion del analisis cuantitativo de este trabajo se utilizé el método de
estandai externe, el cual consiste en la preparacion de estandares de concentracion
semejante zi analito en la muestra y en el ensayo cromatografico de ambas, muestra vy
estandar, en las mismas condiciones operativas La concentracion det analito en la mezcla
se determina comparando el area del pico en cuestion con el asea correspondiente al
estandar de referencia La concentracidon del analito puede obtenerse graficamente
utilizando pata etlo ura curva de cahbracion, para lo cual es necesario que el método sea

lineal v proporcional (Quattrocchi er af, 1992)
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4. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General

Analizar 12 composicion quimica del exopolisacarido producido por Lactebacillus
delbrueckii ss. bulgaricus en términos de los aziicares que lo constituyen por cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR)

4,2, Objetivos particulares

Estudiar el efecto del substrato utilizado durante la fermentacion en la produccion de

exopolisacarido.
e Estudiar ia relacion proteina-carbohidrato del polisacarido precipitado.
e Establecer la influencia del substrato utilizado en la composicion del exopolisacarido.

e Establecer si la composicién del exopolisacarido influye sobre la propiedad filante.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismos

Para la realizacion de este proyecto se utilizaron la cepa filante Lactobacillus
delbrueckii subsp., bulgaricus (NCFB 2772) y como control, la cepa no filante
Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus (NCFB 1489) ambas de la National Collection
of Food Bacteria, Reading, Inglaterra Las cepas se resembraron en Litmus Milk (Difco,

Detroit, Michigan, USA)
5.2 Fermentaciones

5.2.1 Preparacion del cultivo iniciador

Para la preparacion de los indculos se prepard leche descremada (Nestlé,
México) al 10 % de sdlidos totales y se esterilizé a 121°C por S min  Se inoculé con la
cepa seleccionada al 5% (v/v), se incubé durante 12-15 horas a 37° C.

5.2.2 Substratos

Para evaluar el efecto del substrato sobre la produccion y composicion quimica
del exopolisacarido, se utilizaron cuatro diferentes substratos para la fermentacion, los
cudles se describen en la tabla 52 2.1

Se realizo la determinacion de proteina por el método de Lowry y carbohidratos
por el método de fenol-sulfirrico para cada substrato. En la siguiente tabla 52.2 1 se
muestran también las principales caracteristicas de los substratos utilizados
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Tabla. §.2.2.1.Caracteristicas de los substratos utilizados en la produccion de
polisacarido

Cantidad de Cantidad de
Substrato Marca Tipo de proteina  proteina Mélodo carbohidratos
prescnte de Lowry Método de Fenol-
Sulfurico
Leche descremada at Nestlé. México cascinas y 9 074 mg/ml .80 mpg/m]
12% de solidos totales proteinas de
(8.T) SUSIo
Sucroal 12%de ST Kerry, México proteinas de 20 3 mg/ml 14 34 mg/ml
SUerQ
Kerry, México
Sueroal 12%de S8.T y Sigina, proleinas de 27 73 mg/ml 997 mg/ml
adicionado de cascinas al Meéxico sucro s caseinas
15%
Retemdo de Leche por New Zeland proteinas de
ultrafiltracion al 12% de  Dawy Board,  suero ) caseinas 36 87 mg/mi 5 94 mg/ml
ST Nueva Zelanda

5.2.2.1 Preparacion de substratos.

Se prepararon tres litros de leche descremada y se distribuyeron en partes iguales
en ocho matraces erlenmeyer de 500 ml previamente estériles, donde 4 lotes se
utilizaron para resembrar a la cepa {ilante de Lactobacillus delbrueckii ss bulgaricus
(2772) y los restantes para la cepa no filante (1489)

Se pasteurizaron los matraces con la leche, sometiéndolos a un tratamiento
térmico durante 5 minutos a aproximadamente 90 °C y se dejaron enfriar en una cama
de hielo, esta operacion se repitio dos veces. Se guardaron en el refrigerador para iniciar
la fermentacion al dia siguiente. Posteriormente sé inocul6 el substrato con el cultivo
iniciador al 5% (v/v) Se incubd a 42°C hasta alcanzar un pH aproximado a 4.6.
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5.2.3. Formacion de productos de fermentacién

Reactivos

e NaDHO 1N (Sigma, México).
¢ TFenoftaleina al 1% (Sigma, México).

$é midioé el pH (Conductronic pH 20) y la acidez total expresada como porcentaje de
scido lactico, cada dos horas durante la fermentacion, titulando con NaOH y

fenoftaleina al 1% como indicador

Este procedimiento se realizo para cada substrato con un volumen de muestra de 5
mL La fermentacion se realizé por cuadruplicado por lo que el tamafio de muestra fue
de 32 lotes

5.3.Cuantificacion de exopolisacaride (Garcia—Garibay y Marshall
1991)

Reactivos.

o Acido tricloroacetico al 80%(TCA) (Baker, México)
o Etanol absoluto (J T Baker, México)
s Dextrana {Sigma D-3759, Dextrana Grado industrial P.M. =~ 71,500 daltones)

Técnica

A 6 mbL de leche fermentada se le adiciond ImL de TCA y se agité en vortex
unos segundos Posteriormente se centrifugd (centrifuga Beckman modelo J2-M1 ) a
10,000 rpm durante 30 min. Después s¢ tomaron 2 mL del sobrenadante y se
adicionaron 2 mL de etanol absoluto Esta mezcla se dejé reposar 20 minutos Después
se midié la turbidez de la solucidn con un A= 720 nm, en un espectrofotémetro
Shimadzu UV, 160A Se interpolaron los valores obtenidos en una curva patrén de
dextrana a diferentes concentraciones (0 12 —1.0mg/mL)
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5.4. Purificacion del polisacirido
Reactivos

«  Acido tricloroacético (J T Baker, México)
¢ NaOH (Sigma, México) 4 N

+ Etanol absoluto (J.T Baker, México)

o Membranas de celulosa (Sigma, México)

Técnica

A 200 mL de leche fermentada se fe adicionarcn 333 mL de acido
triclorodcetico, se centrifugaron a 10,000 r p m durante 31 minutos para precipitar las
proteinas del suero Posteriormente se decanto al sobrenadante y se ajusté el pH a 7 con
NaOH 4N, después se mezcld con tres volimenes iguales de etanol absoluto, se dejo
reposar y se centnfugd a 4,000 rpm 21 min s¢ deshecho el sobrenadante y el pellet se
disolvio en 80 mi de agua ajustindose el pH a 4 para disolver ¢l polimero, éste Gltimo
paso se repitio para obtener una mayor purificacion Posteriormente se dializd contra
agua destilada en membranas de celulosa con un tamafio de poro de 12,000 daltones por
48 horas a 4°C con agitacion continua y cambios frecuentes de agua destiada con el fin

de eliminar sales y moleculas pequenas

5.5. Determinaciéon de relacion  proteina-carbohidratos en el
polisacarido precipitado.

La proteina se cuantifico por el método de Lowry (1951) y los carbohidratos por
el método de fenol-sulfurico Posteriormente se calculd la relacion existente entre

ambos y se expresd en mg proteina/mg de carbohidrato

31



5.5.1. Determinacién de proteina (Lowry)

El método de Lowry ef af, (1951} y se basa en la formacién del complejo cobre -

proteina en condiciones alcalinas, seguida de una reaccidn dxido reduccién con el

reactivo de Folin

Se prepard una mezcla con los siguientes reactivos

e NayCO; () T Baker) 2% en NaOHO I N 50 volimenes
o  CuS0, al 1% en agua (J.T Baker) 1 volumen
e Tartrato de Sodio y Potasio 2% en agua (J T Baker) 1 volumen

s Reactivo de Folia (Sigma, México)
Técnica

Se tomé 1 mL de muestra y se adicionaren 5 mL de la sclucién anterior, se
agitaron en un vortex y se dejaron reposar en la obscuridad 10 min Posteriormente se
adiciond el reactivo de folin en un volumen de 0.5 ml se agit6 y se dejé reposar durante
30 minutos en la obscuridad debido a que el complejo formado es inestable si se expone
a la luz v se leyd absorbancia a A = 590 nm

5.5.2. Determinacion de carbohidratos por el método de (Fenol-
sulfiirico)

Generalmente todos los carbohidratos reaccionan con este reactive produciendo
un color estable. El reactivo es tan acido que puede reaccionar con los polisacaridos,
hidrolizandose hasta los monosacaridos que lo componen. La técnica es refativamente
facil y se utilizan los siguientes reactivos:

¢ Fenol al 5% (). T Baker, México) en agua destilada

s  H,804 concentrado {J T .Baker, México)

32



Se adiciond 1 mL de muestra a un tubo de ensaye y se agregd 0.6 mL de fenol al
5%, se agitd en un vortex y se adiciond con mucho cuidado 3 6 ml de HySQ., se
mezcld perfectamente y se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 min) Se leyo a 480 nm contra un blanco preparado de la misma
manera. Las lecturas obtenidas se interpolaron en una curva patrén elaborada con

glucosa (0-100 pg de glucosa/ml)

5.6. Hidroélisis enzimatica del polisacirido

Reactivos

+ Hidroximetl aminometano (Tris) (Sigma, USA}

Etilendinitrilotetracetico (EDTA) (1.T. Baker, México) 0 01 M

Dodecil sulfato de sodio (SI3S) (Sigma, México)

Pronasa (proteinase from Streptomyces griseus, Bochringer, Manheim,

Germany) en una proporcién 1:100

Se tomaron 30 mL de polisacirido precipitado de cada substrato y de ambas
cepas, se centrifugaron a 15,000 rp m. durante 30 minutos, el pellet sé redisolvid en
solucién amortiguadora que contenia Tris 0 1 M pH 7.5, EDTA 0 01 M vy SDS 0 5%, la
proteina asociada al polisacarido se hidrolizé con Pronasa a pH 7.5 y se incubaron a
40°C por 40 h Posteriormente los hidrolizados se dializaron contra agua destilada
durante 24 h y con cambios frecuentes de agua Después de la dialisis se centrifugaron
las muestras a 15,000 r.p.m durante 30 minutos, El pellet sé redisolvié en 5 mL de agua
y se determiné proteina por el método de Lowry ef af, 1951 para comroborar la ausencia
de proteina en el polisacérido. También se determino carbohidratos por el método de

fenol-sulfiirico.

33



5.7 Hidrélisis Acida del polisacarido

Reactivos

o Acido trifluoroacético (Sigma, USA)
e Nurogeno gaseoso (Praxair,México)

*  Metanoi absoluto (J T Baker, México)
&  Nz20H (Sigma, México) 4 N

Técnica

De las muestras liofilizadas, se pesaron 100 mg aproximadamente de cada una
de ellas y se disolvieron en ¢ 5 mL de agua y se adicionaron G5 ml de dcido
trifluoroacético para tener una concentracion 2 M del acido. Las muestras se sometieron
a una temperatura de 120 © C por un intervalo de tiempo de 2-3 h Posteriormente se
evapord el acido en un bafio de agua a 50° C en corriente de nitrdgeno. La muestra sé
tratd 4 veces con | mL de metanol esperando que se evaporara después de cada adicién
en un bafio de agua a 50°C en corriente de nitrégeno La muestra sé resuspendié en 3
mL de agua y se neutralizd con NaOH, se filtrd y se lavo con agua y después se

evaporaron las muestras en baflo de agua con corriente de nitrégeno

Una vez evaporadas las muestras sé resuspendieron en ] mL de la mezcla
acetonitrilo-agua (en una proporcion 15-85), se dejaron reposar 30 min, y se
centrifugaron a 10000 rp m por 10 min. El sobrenadante se guardé en viales de 2 ml y
se congelaron hasta su analisis en HPLC
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5.8 Determinacién de monosaciridos por cromatografia de liquidos de
alta resolucién

Reactivos-

s Estandar de glucosa (Aldrich, México)

s Estandar de galactosa(Sigma, México)

* Dstandar de ramnosa(Sigma, México)

® Fase movil Acetonitrilo {Prolabo, Francia)
* Acido formico/formiato de sodio

« Agua desionizada

Equipo:

s Equipo HPLC Polymers Laboratories, modelo LC 1150 (GBC Equipo cientifico
Piy Ltd., Australia)

+ Se utilizé un detector electroquimico Madelo 141 (Gilson, Villiers Le Bel, Francia)

¢ Se utilizdé una columna de B-ciclodextrina Cyclobond 1 2000, (Avances en
tecnologia de separacion Inc , Whippany NBJ, USA)

¢ Un sonicador (Modelo SC100, USA)

Condiciones de Trabajo:
s Se fijo un potencial redox E° = - 0.48 v con un electrodo de carbono

s La fase moévil utilizada fue acetonitrilo-agua en una proporcién (15:85). Se adiciond
a la fase un buffer de 4cido formico/formiato de sodio (Merck, México) en una

concentracion de 0 02 M yun pll =3 82
¢ El volumen de flujo fue de 0 5 mL/min

s Temperatura 25°C
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Técnica

Se prepararon soluciones estandar de glucosa, galactosa y ramnosa en una
concentracion de 3 mg /mL y sc precedio a realizar las dituciones correspondientes Se

realizé una curva patron para cada estandar con las concentraclones que $e miestran en

la siguiente tabla.

Tabla 5 8 1 Concentraciones utilizadas para la elaboracidn de las curvas patron para

cada estandar

Concentracién ( pg/ml)

3
10
30
50

247.5
350
495

Primero se inyectd cada uno de los estandares por separado para obtener los
tiempos de retencion de cada uno de eflos Posteriormente, una vez establecidas las
condiciones de trabajo, se procedié a inyectar una mezcla de los estandares en una
concentracidn igual para cada uno Después se inyectaron las muestras problemas, el

volumen de inyeccion fue de 5 uil en todas las muestras
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

e e e s S

6.1. Cinética de fermentacidn

Se sabe que el crecimiento de bacterias lacticas depende de diversas variables como
la temperatura, pH, osmoralidad y caracteristicas del substrato utilizado durante la

fermentacion lactica (Garcia-Garibay ef al, 1993)-

Existen pruebas indirectas para medir el crecimiento de bacterias licticas como el
cambio de pH vy el desarrollo de acidez (% de acido lactico) La formacion del codgulo se
debe a la disminucién del pH a un valor cercano a 4 6 y por la produccion de acido lactico
lo cual desestabiliza las micelas de caseina coalesciendolas en forma de conglomerados

{Amiot, 1991)

A continuacion se muestra Ja tabla 6 6 1 donde se compara el porcentaje de acido
Jactico producido al final de la fermentacién por la cepa filante y la no filante en los

substratos: suero, suero con caseina, leche y retenido de leche.

Tabla 6.6.1 Porcentaje de acido lactico producido por la cepa filante y la no filante

al final de ia fermentacion.

SUSTRATO CEPA FILANTE CEPA NO FILANTE
% DE ACIDO LACTICO
Suero 0.3678 0.3796
Suero adicionado con caseina 0.4500 0.3180
Leche descremada 0 5478 0 5808
Retenido de leche 0.7200 06300
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Los resultados que se observan en la tabla 6 6 1 nos demuestran a grandes rasgos
que el tipo de substrato utilizado en la fermentacion lactica tiene influencia sobre la

produccion de acido tactico

La figura 6.1.1 nos muestra la cinética de fermentacidn en suero de leche,
observando que el porcentaje de acido lactico aumenta de manera proporcional con
respecto al tiempo, Hegando aun valor de 0 38% aproximadamente para la cepa filante y la
no filante, lo que nos podria sugerir que las proteinas del suero son igualmente asimilables
por ambas cepas También podemos observar en la grafica que el tiempo para llegar a un

pH cercano a 4.6 fue més corto para la cepa filante.

Figura 6.1.1, Cinética de fermentacion en suero usande como inoculo una cepa filante

y una no filante.
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La figura 6 1.2. nos muestra la cinética de fermentacion en el substrato suerc con
caseina, observandose una tendencia en la disminucién de pH y por consiguiente un
aumento en la produccién de acido lactico por ambas cepas, sin embargo este ultimo fue
mayor para la cepa filante (0 45) que para la no filante (0.32). También se observa en la
tabla 6 6.1 que la produccidn de acido lctico es mayor en este substrato que en suero,
debido posiblemente a la presencia de caseina, lo que podria sugerirnos que la fuente de

proteina influye sobre la produccion del mismo

Figura 6.1.2. Cinética de fermentacion en suero adicionado con caseina en una

proporcién de 1.5%, usando como inoculo una cepa filante y una no filante
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En la figura 6.1.3 y en la figura 6.1 4 se muestran la cinética de fermentacion en
leche descremada y retenido de leche respectivamente. El porcentaje de acido lactico
producido en leche descremada fue de 0 56% para la cepa filante y 0.58% para la no filante.
En retenido de leche 0.72% para la cepa filante y 0.63 % para la no filante (Tabla 6 6 1). De
estos dos nltimos substratos se observd que la cantidad producida de Acido lactico fue

mayor a medida que aumenté la concentracion de caseina en los substratos
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Figura 6.1.3. Cinética de fermentacion en leche descremada, usando como

inoculo una cepa filante y una no filante.
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Figura 6.1.4. Cinética de fermentacién en retenido de leche por ultrafiltracion,

usando como inéculo una cepa filante y una no filante
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6.2. Cuantificacion del exopolisacarido

Como se observa en la Fig. 6.2.1. la produccion de polimero fue mayor (0.26 mg eq
de dextrana/ml} en retenido de leche mientras que en suero la produccién fue la mitad
{0.13} En los substratos donde la principal fuente de proteina es la caseina se ve favorecida
la produccion de éste, por lo que la cantidad y el tipo de proteina presente en los substratos
tiene influencia sobre la cantidad de EPS producido También se observd que la cepa filante
produce una mayor cantidad de polimero que Ia ne filante en todos los substratos; en suero

no se detectd la cantidad de EPS producido por la cepa no filante

Figura 6.2.1 Cuantificacidén del exopolisacarido producido en diferentes

substratos.
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6.3. Determinacion de la relacién proteina-carbohidrato en extracto puro.

Después de aislar y purificar el polisacdrido producide en los diferentes substratos
por ambas cepas, se determind la relacion proteina-carbohidrato para cada muestra,
encontrandose diferenctas entre ellas En Ja figura 6 3.1 se muestra que hay una tendencia
para cada substrato, de una mayor relacion proteina-carbohidrato en la cepa filante que en
Iz no filante, por ejemplo, en leche la relacién mg proteina/mg carbohidrato fie de 13 para
fa cepa filante, mientras que para la cepa no filante de 1 7, lo cual sugiere que el caracter
filante podria influir en las interaceiones que existen entre el EPS y las proteinas de la
leche, especificamente con las caseinas, y que la cepa no filante produce un EPS que no las
asocia También se observa que en retenido de leche, donde la concentracion de caseina es

mayor, la relacton proteina-carbohidrato es similar para ambas cepas
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Figura 6.3.1. Determinacién de la relacién proteina-carbohidrato en el extracto puro.
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6.4. Caracterizacién quimica

La caracterizacion quimica del polisacaride producido por Lactobacillus
delbrueckii ss bulgaricus se realizd por Cromatografia de liquidos de alta resolucion Las
condiciones de trabaje se explicaron en la parte experimental de este proyecto A
continuacion se presentan las curvas patrén elaboradas para la idemtificacién y
cuantificacion de los monosacaridos constituyentes det exopolisacarido (Fig 64.1a64 3

viablas641a643)

Fig. 6.4.1 Curva patrén de ramnosa
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g 4000000 ll .y= 13584x - B3737
@ 2000000 | R = 0.9894
0 A
-2000000 400 600
concentracién (ug/mt)

Tabla 6.4.1 Rango de concentracicnes para la curva patron de ramnosa

Concentracion Area
(ng/ml)

3 51185
10 87394
30 363214
50 622654
2475 3207920
350 4143490
495 T041997
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Fig. 6.4.2 Curva patrén de glucosa
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Tabla 6.4.2. Rango de concentraciones para la curva patrén de glucosa

Concentracién Area
(ug/ml)

3 40458
10 84005
30 344147
50 573367
2475 2996450
350 3807037
495 5947760
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Fig. 6.4.3. Curva patrén de galactosa
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Tabla 6.4.3. Rango de concentraciones para la curva patrén de galactosa

Concentracion Area
{pg/ml )

3 e
10 60166
30 267519
50 360537
247.5 2091688
350 2571509
495 4068320
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6.5. Perfil de monosacaridos encontrados en el polisacarido hidrolizado
en los diferentes substratos

La Fig No 6 5.1 corresponde a un blanco que se utilizé como referencia para comparar las
sefiales obtenidas en las muestras Como se puede observar no se detecta ningun compuesto
que interfiera en el analisis. La sefial que se observa es solamente la debida al efecto de
inyeccion nor el solvente

La Fig No6 32 corresponde a un control (dextrana) que se utilizo para comprobar s la
hidrolisis de un polisacando se podna efectuar adecuadamente. Solo se identifica un
monosacarido 1) glucosa, el cual es el (nico constituyente de {a dextrana.

La Fig No 6 53 muestra los monosacaridos encontrados en el EPS producido por la cepa
Silante de Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus (NCFB 2772) en suero de leche. Se
«dentifican los siguientes monosacaridos 1) glucosa y 2) galactosa.

La Fig No 65 4 muestra los monosacariaos encontrados en el EPS producido por la cepa
-0 filantz de Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus (NCFB 1489) en suerc de leche
32 identifican los siguier.tes de monosacaridos: 1) glucosa, 2) galactosa.

La Fi1g. No.6.5.5 muestra los monosacaridos encontrados en ¢l EPS producido por la cepa
filante de Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus (NCFB 2772) en suero con caseinas.
se identifican los siguientes monosacanidos 1)gucosa 2) galactosa

2 Fig N0.£.5.6 muestra ‘os monosacaridos encontrados en ¢l EPS producido por la cepa
no filante de Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus (NCFB 1489) producido en suero
con caseinas. Se identifican los siguientes monosacaridos: 1) glucosa, 2) galactosa.

La Fig No.6.57 muestra los moncsacaridos encontrados en el EPS producido por 1a cepa
filante de Lactobaciitus delbrueckii sbsp. bulgaricus (NCFB 2772) en leche descremada.
Se identifican ios siguientes monosacaridos: 1) desconocido; 2) ramnosa, 3) glucosa, 4)

galactosa
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La Fig No 65 8 muestra los monosacaridos encontrados en ¢l EPS producido por la cepa
no fitante de Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus producido (NCFB 1489) en leche
descremada Se identifican los sigwientes monosacaridos 1) desconocido, 2) glucosa y 3)

galactosa

La Fig No 659 muestia los monosacanidos encontrados en el EPS producido por fa cepa
filante de Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus (NCFB 2772) en retenido de leche,

Se identifican los siguientes monosacaridos 1) ramnosa, 2) glucosa y 3} galactosa

LaFig No 65 10 muestra los monosacaridos encontrados en el EPS producido por la cepa
no filante de Lactobacillus delbrueckii sbsp. bulgaricus (NCFB 1489) en retenido de
leche. Se identifican los siguientes monosacaridos 1} desconocido 2) ramnosa, 3) glucosa y

4) galactosa
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6.5. Cromatogramas del polisacirido hidrolizado en los
diferentes substratos

J =

Fig. 6.5.1. Corresponde a un blanco y la sefial que se observa es solamente debida
al solvente.

Condiciones de trabajo

Detector electroquimico E°=-0 48, Fase movil =Acetonitrilo-Agua (85:15)Flujo=0 5ml/min,
volumen de inyeccién=5pl
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Fig. No. 6.5.2. Corresponde a un control que se utilizé para comprobar si la
hidrélisis se habia efectuado. El primer pico corresponde al solvente. Se identifica

el siguiente monosacarido: 1) glucosa

Condiciones de trabajo.

Detector electroquimico E°=-0 48, Fase movil acetonitrilo-agua (85 15) Fujo=0 Sml/min,
volumen de inyeccidn=5l
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Fig. No.6.5.3. Monosacaridos constituyentes del EPS producido en suero por la
cepa filante. El primer pico corresponde al solvente; 1) glucosa; 2) galactosa.

Condiciones de trabajo

Detector electroquimico E= -0 48, Fase movil acetonitrilo-agua (85 15) Fujo=0 Sml/min,
volumen de inyeccidén=5ul
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Fig. No.6.5.4. Monosacaridos constituyentes del EPS producide en suerc por la
cepa ho filante. El primer pico corresponde al solvente; 1) glucosa; 2) galactosa
Condiciones de trabajo-

Detector electroquimico E°=-0.48, Fase movil acetonitrilo-agua (85°15) Fujo=0 5ml/min,

volumen de inyeccién=5ul
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Fig. No.6.5.5. Monosacaridos constituyentes del EPS producido en suero
adicionado con caseina por la cepa filante. El primer pico corresponde al
solvente; 1) glucosa; 2) galactosa

Condiciones de trabajo.

Detector electroquimico E°=-0.48, Fase mévil Acetonitrlo-Agua (85:15) Fujo=0.5ml/min,
volumen de inyeccion=5ul
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Fig. No.6.5.6 Monosacaridos constituyentes del EPS producido en suero
adicionado con caseina por la cepa no filante. El primer pico corresponde al
solvente; 1) glucosa; 2) galactosa

Condiciones de trabajo’

Detector electroquimico E°=-0 48, Fase movil Acetonitrilo-Agua (85.15) Fujo=0.5ml/min,
volumen de inyeccion=>5ui
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Fig. No.6.5.7. Monosacaridos constituyentes del EPS producido en leche
descremada por la cepa filante. EI primer pico corresponde al solvente; 1)
desconocido; 2) ramnosa ; 3) glucosa, 4) galactosa.

Condiciones de trabajo:

Detector electroguimico E*=-0 48, Fase movil acetonitrilo-agua (85-15) Fujo=0.5mi/min,
volumen de inyeccion=5p]
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Fig. No.6.5.8. Monosacaridos constituyentes del EPS producido en
te; 1)

descremada por la cepa no filante. El primer pico corresponde al solven
desconocido; 2) glucosa; 3) galactosa

Condiciones de trabajo;

Detector electroquimico E*=-0 48, Fase mavil acetonitrilo-agua (85:15) Fujo=0 Smlfmin,

volumen de inyeccion=5ul
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ig. No.6.5.9. Monosacaridos constituyentes del EPS producide en retenido de
leche por la cepa filante. El primer pico corresponde al solvente; 1) ramnosa; 2)
glucosa; 3) galactosa

Condiciones de trabajo:

Detector electroquimico E°=-0.48, Fase movil acetonitrilo-agua (85 15) Fujo=0.5mV/min,
volumen de inyeccion=5pl
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Fig. No. 6.5.10. Monosacaridos constituyentes del EPS producido en retenido de

leche por la cepa no filante. El primer pico corresponde al solvente; 1)
desconocido; 2) ramnosa; 3) glucosa; 4) galactosa

Condiciones de trabajo

Detector electroquimico E°=-0.48, Fase moévil acetonitrilo-agua (85:15) Fujo=0.5ml/min,
volumen de inyeccidon=5ul
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6.6. Cuantificacion de los monosacirides encontrados en el polisacarido
hidrolizado

La cuantificacion de los monosacaridos constituyentes del polisacarido producido
en los substratos suerc, suero adicionado con caseina, leche y retenido de leche se
determiné por interpolacion de las dreas obtenidas de cada muestra en la curva patrén para
cada estindar En la tabla 661 se muestran las areas obtenidas asi como las

concentraciones para suero

Tabla 6.6.1. Concentracion de los monosacaridos encontrados en el polisacarido
producido en suero.

SUERO
CEPA FILANTE(2772) Area Concentracion
glucosa 576508 49 89 ug/ml
galactosa 719778 89 77 pg/m!

CEPA NO FILANTE (1489)

glucosa 290505 25.97 pg/mi
galactosa 308872 39 5] pg/ml

En la tabla 6.6 1 y en las fig 6.5.3 y 6.5 4 se observa que el polisacarido producido
en suero presenta una composicion basicamente de glucosa y galactosa para ambas cepas,
filante y no filante, lo cual coincide con estudios realizados por Gassem ef af, (1997) donde
caractenzaron un pohsacarido producido por Lactobacillus delbrueckii sbsp bulgaricus en
suero de leche y solo se identificaron glucosa vy galactosa En cuanto a la concentracion de
los monosacaridos presentes se observa que en este substrato, estdn presentes en
concentraciones muy bajas ‘

Los resultados indican que no hay uma diferencia en la composicion del EPS
producido en suero entre la cepa filante y no filante, aunque si hay diferencia en la cantidad

de monosacaridos, siendo mayor en la cepa filante
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Tabla 6.6.2. Concentracion de los monosacaridos encontrados en el
polisacarido producido en suero adiciohado con caseina.

SUER(O CON CASEINA
CEPA FILANTE(2772) area concentracion
glucosa 801397 68 71 ug/ml
galactosa 802017 99 82 ug/ml
CEPA NO FILANTE (1489)
glucosa 285156 25 52 pg/ml
galactosa 403868 51.13 pug/ml

En la tabla 6 6.2 y en las fig. 6.5.5 y 6 5.6 se observa que la composicion del EPS
producido en suero con caseina por la cepa filante y la no filante esta constituido
finicamente por glicosa y galactosa La adicion de caseina se realizo con el objetivo de
analizar si se producia algin cambio en fa composicion, sin embargo, fue la misma que
cuando se utilizé suero como substrato. Esto podria deberse a que en suero adicionado con
caseina, el sistema no era totalmente homogéneo y la caseina no se encontraba muy
disponible o a la concentracion de la caseina en el sistema. En cuanto a las concentraciones
de los azicares presentes, se observa que €l componente mayoritario es la galactosa,

seguido de glucosa.
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Tabla 6.6.3. Concentracion de los monosacaridos encontrados en el
polisacarido producido en leche descremada

LECHE DESCREMADA

CEPA FILANTE{2772) rea concentracion
ramnosa 378498 33 56 pg/ml
glucosa 1749008 147 8ug/ml
galactosa 2546181 313 148 pg/ml

CEPA NO FILANTE (1489)

glucosa 854511 73 15ug/ml
galactosa 1651318 203 70pg/ml

Como se aprecia en la tabla 6 6.3 y en las fig 657 y 658 los monosacaridos
constituyentes del EPS producido por la cepa fitante en leche descremada son galactosa,
glucosa y ramnosa, mientras que el exopolisacarido producido por la cepa no filante solo
presenta galactosa y glucosa, siendo los constituyentes mayoritarios galactosa y glucosa

Los resuttados obtenidos en este substrato coinciden con varios autores que reportan
que polisacandos producidos en leche descremada estan constituidos de glucosa, galactosa
y ramnosa {Gruter ef al, 1993, Cerning et al, Grobben ef al, 1995; Groux, 1973, Bouzar &f

al, 1995)
Tabla 6.6.4. Concentracion de los monosacéaridos encontrados en el polisacarido

producido en retenido de leche.

RETENIDO DE LECHE POR ULTRAFILTRACION

CEPA FILANTE(2772) area concentracion
ramnosa 315707 2902 ug/mi
glucosa 2132734 180 071 pg/mi
galactosa 3133021 384 92 pg/ml

CEPA NO FILANTE (1489)

ramnosa 310024 2861 pg/ml
glacosa 1253962 106 54 pg/ml
galactosa 2122440 261.32  ug/ml

6]



En la tabla 664 y en las fig. 659 y 6510 se muestran los monosacdridos
constituyentes del EPS producido por la cepa filante v no filante, enconirdndose
esencialmente, galactosa, glucosa y ramnosa El componente mayoritario es galactosa,
seguido de glucosa y por Oltimo ramnosa que se encuentra en cantidades muy pequefias
Ademas es ¢l iinico substrato en donde el EPS producido por la cepa no filante presenta
ramnosa, lo cual nos podria sugerir que un mayor contenido de caseina, provoca un cambio
en la composicion, lo cual ha sido reportado por otros autores (Cerming et al, 1992). Para ¢
caso especifico de la cepa filante Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus NCFB 2772
Grobben ef al, (1995) reporta que el EPS ésta constituido de glucosa, galactosa y ramnosa,
1o cual es congruente con los resultados obtenidos en €ste trabajo. La presencia de ramnosa,
arabinosa y manosa en bajas concentraciones han sido reportadas también por varios
autores (Groux, 1973, Gruter ef al, 1993, Cerning et af, 1986, Bouzar ef af, 1995), lo cual
es comparable con la cantidad de ramnosa presente en los substratos leche descremada y

retenido de leche, encontrada en este trabajo.
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6.7. Proporciones de los monosacaridos identificados en el polisacirido
producido en los diferentes substratos por la cepa filante y la no filante

La retacién molar de los monosacaridos encontrados en et EPS producido por la
cepa filante y la no filante en suero, suero con caseina, leche v retenido de leche se muestra
enlatabla 6.7 1

6.7.1. Proporciones de los monosacaridos identificados en el polisacarido

hidrolizado
PROPORCION MOLAR
Substrato Cepa Galactosa Glucosa  Ramnosa
Suero Filante 18 1 0
Suere No filante 15 1 0
Suero con caseina Filante 14 1 0
Suero con caseina No filante 2 1 0
Leche Filante 2 1 01
Leche No filante 28 i 0
Retenido de leche Filante 214 1 0.13
Retenido de leche No filante 25 1 01

Enla tabla 6 7 1 se observa que la relacién molar de galactosa y glucosa para suero
es de 1.8 1 para la cepa filante y 1.5:1 para fa no filante. Para el caso de suero adicionado
con caseina se observa una proporcion menor 1.4 1 de galactosa y glucosa respectivamente,
mientras que para la no filante 2’1 La ramnosa se¢ encuentra en una proporcidon muy baja
comparando con galactosa en una relacion molar de 2 0 1 en leche descremada y retenido

de leche En suero y suero adicionado de caseina no ésta presente



Los trabajos acerca de la composicidn de monosacanidos de EPS de Lactobacillus
delbrueckii ss bulgaricus revela que estos polimeros estin constituidos esencialmente de
galactosa, glucosa y ramnosa Cerning ef al, (1986) reportan una relacion molar de 4.1:1, y
Gruter et al, (1993) reportan 5'1 1 para diferentes cepas Schellhaass & Morris (1985)
reporian una relacion molar de galactosa y glucosa 2. 1 para otra cepa Grobben et al,
(1995} analizan la composicion del EPS producido por la misma cepa aqui estudiada
(NCFB 2772) encontrando una relaciéon molar de galactosa glucosa ramnosa de 68 1
0.7 cuando el EPS fue producido en un medio que contenia glucosa o lactosa como fuente
de carbono Posteriorments, estudios realizados por fos mismos autores, cambiande la
fuente de carbono de glucosa por fructosa encuentran un cambio en la proporcion de
7:1:08 a 24:1 de galactosa y glucosa, pero sin ramnosa presente Esto implica que la
composicion del EPS puede variar de acuerdo a la composicién del medio, al menos en lo
que a la fuente de carbono respecta. Sin embargo, de acuerdo a los datos de fa tabla 67 1 el
contenido de proteina en ol substrato utilizade podria tamb:én tener influencia en la
composicién y proporcion de monosacaridos del EPS Grobben ef al, (1995,1996) utilizo
medios quimicos definidos como medio de crecimiento, lo cual podria explicar la
diferencia de la composicion del EPS producido por la misma cepa utilizada en este
estudio La composicién dej EPS de la cepa filante fue similar al EPS obtenido por la cepa
no filante en suero v leche en el presente trabajo. Algunos autores mencionan que un
cambio en la composicion de EPS provoca un cambio en su estructura, dande como
resultado productos con diferentes propiedades reologicas y texturales (Schellhaass y
Morris, 1985; Doco ef af, 1991; Cerning, 1995, Mozzi ef al, 1995, Bouzar et al, 1995} Esto
iinplica que en nuestro estudio, posiblemente las diferencias estructurales del EPS pudieran
tener efecto sobre las interacciones entre los EPS y las proteinas de la feche, en particular
con las caseinas, explicando asi los resultados de la variacion de la relacion proteina
carbohidrato de la grafica 6.3.1. Adicionalmente podrian estos cambios explicar las
propiedades reologicas del sistema que resulta entre las diferentes cepas y el contenido de
proteina del substrato, de acuerdo a lo reportado por Dominguez-Soberanes (1997).
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7. CONCLUSIONES

-___——i_"———- anu

Existe una correlacién directa entre la cantidad de proteina presente en los
substratos y la produccidn de acido lactico por Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus. Se
observé también que la produccion de EPS se ve influenciada de una manera importante
por la cantidad de proteina presente en el medio para cada una de las cepas, stendo mayor

la produccién en los substratos con un alto contenido de caseina.

Se observé que la relacion proteina carbohidrato fue mayor en el EPS producido por
la cepa filante, lo cual nos sugiere que el caricter filante puede ser resultado de la

interaccion que existe entre el EPS y las proteinas del sistema (caseinas)

De Ia caracterizacion quimica realizada por CLAR se puede concluir que el EPS
producido en suero, suero con caseina, leche vy retenido de leche por la cepa filante y no

filante, esta esencialmente constituido de glucosa y galactosa

Por otro lado, el haber encontrado pequefias cantidades de ramnosa en el EPS
producido por la cepa filante en leche y retenido de leche, y por la no filante en este ultimo
substrato, nos sugiere que la sintesis de este monosacarido se favorece en sistemas en los
cuales la concentracion de caseina es alta, por lo que es probable que la presencia de la
ramnosa influya en el caracter filante. Por todo lo anterior, este estudio nos permitio
comprobar que Ia composicion del medio, particularmente el contenido de caseina, asi

como el tipo de cepa, son factores que influyen en fa composicién dei EPS.
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8. RECOMENDACIONES

M____-—-———'____-—W_

Determinar la identidad de fas proteinas asociadas al polisacarido producido por

Lactobacillus delbrueckii shsp. bulgaricus

Determinar la secuencia de los monémeros constituyentes del EPS y la
estructura del mismo, producido por la cepas filante y no filante en los diferentes
substratos, con el fin de explicar mas a detalle las interacciones que existen entre el

EPS vy las proteinas del sistema

Determinar  las propiedades reologicas del EPS puro preducido por ambas

cepas en los diferentes substratos

Determinar los pesos moléculares del EPS producido por ambas cepas y

relacionar estos resultados con las propiedades reologicas del mismo.
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