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Capitulo 1. 

Introducción. 

Para un crecimiento óptimo, las bacterias ácido lácticas requieren de medios 

complejos para su desarrollo como son leche, suero ultrafiltrado o medios 

sintéticos como MRS o M17. El uso de un medio definido es particularmente 

importante cuando se estudia la producción de exopolisacárido (EPS), cuantitativa 

o cualitativamente. En los experimentos iniciales en este y otros grupos de trabajo 

la producción de exopolisacárido se habla estudiado en cultivos en leche, donde las 

bacterias filantes se identificaban por su capacidad de formar filamentos al 

momento de tocar el medio de cultivo con algún objeto, lo cual representa 

desventajas metodológicas en la producción del polímero (Salcedo, 1992, Ceroing, 

1990). En trabajos posteriores se valoró la producción especifica de polímero por el 

método de Escalante y col. (1993), utilizando una cepa filante y no filante de 

Streplococcus Ihermophilus en cultivo sintético MRS·lac líquido, y se observó que 

la producción del pollmero es mayor en la cepa filante que en la no filante, en la 

que se detecta también la producción de un polímero. Las cepas filantes confieren 

mayor viscosidad al medio de cultivo. El estudio de la producción de yogurt 

utilizando cepas filantes y no filantes del cultivo iniciador mostró que la producción 

de polímero es mayor para la cepa filante y se obtiene un producto con baja 

sinéresis para estas cepas, utilizando leche con 12 % de sólidos totales (Wacher el 

al, 1993 ). 

Cabe mencionar que el carácter filante de una cepa no está sólo determinada por la 

producción de un exopolímero si no que la interacción entre el exopolisacárido con 

la micela de caseína y la bacteria misma tienen un papel primordial en la 

estabilidad del gel. 

La elaboración de yogurt con cepas iniciadoras filantes (CF) provoca una estructura 

con grandes espacios situación que na se presenta al emplear cepas no filantes 

(CNF), las cuales también sintetizan el exopolisacárido pero proporciona una menor 

firmeza y estabilidad al gel. Dichos espacios pueden afectar la integridad de la 
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matriz proteica ya que se forma un coágulo poco firme (Hassan elal,1995; 1996), 

además se obtienen geles más adhesivos en cepas filantes de Lactobacillus 

de/bruecki subsp. bu/garicus que con no filantes (Domfnguez el al, 1997). 

La producción del pOlímero es altamente inestable, pues si se evalúa la producción 

en cinco transferencias de cultivo, ésta disminuye a lo largo de las resiembras 

(Villegas, 1995). También se encontraron diferencias en el comportamiento 

reológico de leches fermentadas con las dos cepas. El mismo comportamiento se 

observó para ambas cepas en medio Bellinker modificado pero se incrementaron 

los valores de producción (Escalante, 1993) y en leche al 11% de sólidos se 

obtuvieron valores más bajos a lo largo de ocho resiembras (Salcedo, 1992). La 

inestabilidad en la producción de EPS ya se había reportado anteriormente para 

diferentes cepas de bacterias lácticas (Cerning, 1990). Una tendencia similar la 

senala Gancel el al (1994) pero con una resiembra de dos cepas filantes de 

Streptococcus thermophilus S22 en un medio ST con lactosa (IOg/l) y en un medio 

ST con sacarosa (lOg/I). 

Esta inestabilidad en la producción de exopolisacárido se atribuía a la presencia de 

plásmidos, los que se consideraba que influían en el carácter filante o no filante de 

las cepas. En cepas no filantes de Laclobaeillus delekebreki subsp. bulgarieus se 

encuentra plásmido pero su presencia o ausencia no está relacionada con el 

carácter filante o no filante o en el nivel de producción (Salcedo, 1992). Gancel el al 

(1994) reportan una ausencia de plásmido en las cepas filantes de Slreplococcus 

Ihermophi/us utilizadas en el estudio. 

Actualmente se conoce la secuencia de los genes involucrados en la producción de 

exopolisacárido para algunas cepas de Slreplococcus Ihermophilus. Para la cepa de 

Slreplococcus thermophilus Sfi6 el cluster eps, localizado a nivel cromosomal, 

codifica 13 genes, eps A a eps M. Se identificó a Eps E, Eps G, Eps 1, Eps F como 

p-galactosidasa, a-1,3·N·acetylgalactosamina, p·1,3 glucosa transferasa y a·1,6· 

galactosiltransferasa, respectivamente (Stingele el al, 1996, 1998). Asimismo, otro 

estudio revela que el gene que codifica a la glicosiltransferasa, la cual une el primer 

2 
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azúcar a el acarreador lipídico, sólo se encuentra en cepas de StreplOcocCUS 

thermophilus (Griffin el al, 1996) por lo que se sugiere que el producto de la 

actividad de este gene podría ser el paso limitante en la bioslntesis del 

exopolisacárido en las bacterias ácido lácticas (Van Kranenburg el al, 1998). 

La mayoría de los estudios sobre los cambios en la producción del polímero, 

composición química o estructural del mismo, caracterización reológica o niveles 

de actividad enzimática se han realizado con lactosa como fuente de carbono, en un 

medio sintético elaborado o en leche descremada. Son pocos los estudios en los 

que se ha observado el efecto de una fuente de carbono diferente, distintas 

concentraciones sobre dichos parámetros o entre cepas filantes y no filantes de 

Streplococcus Ihermophilus. Se han reportado diferencias en la producción de EPS 

entre cepas filantes y no filantes de StreplocOccus Ihermophilus en leche 

descremada. Si se compara el nivel de producción con el obtenido con cepas 

tilantes de Laclobacillus delbruecki subsp. bulgancus, éste produce más que 

StreploCoccus Ihermophilus (Cerníng el al, 1988), sin embargo el método de 

extracción del pOlisacárido fue por precipitación con etanol, en tanto que el 

utilizado por el grupo de trabajo fue por medio de "Haze Assay" para de 

Laclobacillus delbruecki subsp. bulgaricus (García Garibay, 1991) y por el 

tratamiento proteico del paquete celular en Slreplococcus Ihermophilus (Escalante, 

1994). 

En lo que se refiere a estudios sobre el efeclo de la fuente de carbono en 

producción de polímero o crecimiento, Thomas el al (1983) reportan el desarrollo 

de cepas de Streplococcus thermophilus en lactosa y sacarosa, con una 

acumulación de glucosa y fructosa en el medio, pero no realizaron la cuantificación 

del polímero. Gancel el al (1994) reportan producción de EPS con fructosa, glucosa, 

lactosa y sacarosa en una concentración de 10g/1 con una cepa de Streptococcus 

thermophilus, la cual es mayor con las dos primeras. Los valores de crecimiento 

son inversamente proporcionales a la producción del polímero. 

J 



Generalidades. 

l.Bacterias Lácticas. 

Las bacterias ácido lácticas se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y están asociadas con hábitat s ricos en nutrimentos como lo son la 

carne, la leche y vegetales, ya que sus requerimientos nutricionales son complejos. 

Los géneros comúnmente utilizados en la elaboración de productos lácteos 

fermentados son: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, y Leuconostoc. En todos 

los casos se trata de bacterias Gram positivo, no esporuladas, cata lasa negativo, 

anaeróbicas pero aerotolerantes, ácido tolerantes y estrictamente fermentativas 

(Axelsson , 1992). 

Con base en sus características bioqufmicas las bacterias lácticas han sido 

agrupadas como homotermentativas, producen ácido láctico aparentemente como 

único producto de fermentación, y heterofermentativas, produce otros productos 

como son bióxido de carbono y etanol. Asimismo las bacterias heterofermentativas, 

como Laclococcus laclis, cuentan con un sistema PTS para el transporte de lactosa 

y otros carbohidratos al interior de la célula, en el cual el fosfoenolpiruvato es el 

donador para la tosforilación de la lactosa a nivel membrana y permitir su paso al 

interior celular; posteriormente, la lactosa es hidrolizada por una tosfo·~ 

galactosidasa a glucosa y galactosa. La glucosa es meta balizada vía EMP y la 

galactosa por la vía Tagatosa. Las bacterias homotermentativas, como 

Slreplococcus thermophilus, utilizan un sistema permeasa protón dependiente a 

nivel membrana, donde la laclosa es hidrolizada por una ~·galaclosidasa y la 

glucosa resultante se metaboliza vfa EMP y la galactosa por la vía de Leloir 

(Axelsson, 1992, Kandler, 1983 ) 

En la Figura 1 se muestran las vfas metabólicas para carbohidratos propuestas para 

bacterias lácticas. 

4 



( , ) 

,--_____ Lactosa __ ---, 

\ 
\'" 

lactosa·? Lactosa ........... 
I I "'~ ! ¡ .'G¡¡lactosa 

Garara'6p Grumato 4 GrUra 1 (4) 

Tagatosa-6P 6.FosftSluconato Glucosa 6P Galactosa·} P 

~ J ~ J 
Tagatpsa-¡,6dP Ribulosa 5P Fructosa 6P !ucosa·l? 

I Xirutsa 5P FructJ. 1.6·dP 
. I J 

LAcetil.P 

J 
ACe¡ CoA 

AcetaldehIdo 

Et.ior (2) 

GJiCera~ehfdO.3P 

1.3.Dif¡rogliCOrato 

3.Fos¡Slicerato 

FOSfO¡OrPiruvato 

Plr;ato 

Lactato 

~ 
Ac.láctico. 

(1) Via Tagatosa fosfato 

(2) Vla Hexosa Monofoslato 

(3 ) (3) Vía EMP 

(4) Vía de leloir 

~ 



Oeneral1dadea 

2. Yogurt: definición, proceso y microbiología. 

El yogurt es un producto lácteo preparado a partir de leche entera. parcial o 

totalmente descremada, enriquecida en extractos secos por medio de la 

concentración de ésta o agregando leche en polvo. tratada térmicamente y 

coagulada biológicamente por la fermentación obtenida de la siembra en simbiosis 

de los cultivos lácteos Laclobaci/lus bulgaricus y Slreplococcus Ihermophilus 

(NOM·F444·1983). Existen tres principales tipos de yogurt: firme, batido y Ifquido. 

El proceso general de elaboración de yogurt batido se muestra en la Figura 2. 

La elaboración inicia con la leche clarificada, después se pasteuriza con el fin de 

eliminar la flora asociada a la leche y permitir el desarrollo de las bacterias 

iniciadoras. Así como mejorar la viscosidad del producto final y disminuir la 

sinéresis ya que existe una agregación de proteínas. La homogenización se efectúa 

antes o después de la pasteurización a una temperatura de 60·C y 1000·3000 psi. 

Posteriormente, la leche se enfría hasta 40-45 ·C y se inocula con 2·5% de un 

cultivo compuesto de una mezcla de Laclobacillus delbruecki subsp. bulgaricus y 

Slreplococcus Ihermophilus en una relación (1:1). La leche se incuba de 3 a 6 

horas, tiempo en el que el producto alcanza una acidez de 0.8%·l.4% de ácido 

láctico y pH 3.7 ·4.6. La fermentación se detiene con el enfriamiento del producto 

hasta una temperatura de S· 7·C, se le adiciona el preparado de fruta y se procede a 

la agitación del mismo a bajas velocidades para evitar la formación de fenómenos 

de cizalla, los cuales alteran la estructura del coágulo y por lo tanto las 

características del producto. El yogurt se envasa y almacena a temperaturas 

inferiores de S·C (Sinha, 1989, Tamime, 1991). 

La obtención de un producto con características deseables depende de un buen 

manejo de la materia prima y de la actividad simbiótica del cultivo iniciador. Las 

características generales de éste, que es un cultivo mixto, son: Lactobaci/lus 

delbruecki subsp. bulgaricus es un bacilo largo homofermentativo, gram positivo, 

no móvil, el cual produce ácido D·O láctico. Es capaz de fermentar la glucosa, 

lactosa fructosa y galactosa, pero no así maltosa y sacarosa. Puede crecer a 

temperaturas superiores a 45·C, pero normalmente tiene su óptimo entre 40·C y 
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43'C; no es capaz de crecer a temperaturas menores de 15·C. Tiene la capacidad 

de crecer a pH inferiores a 5.0, y presenta metabolismo fermentativo aún en 

presencia de aire. En tanto, Streptococcus thermophilus es una bacteria gram 

positiva, esférica, la cual se observa en pares o en cadenas, es homofermentativo y 

produce ácido L·(+) láctico a partir de glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa. Tiene 

una temperatura óptima de crecimiento de 40'C a 45'C, aunque puede crecer hasta 

50'C, pero no a menos de 20'C (Tamime 1991). 

Estas especies tienen requerimientos nutricionales complejos pero por su 

composición, la leche puede cubrirlos. La lactosa satisface los requerimientos 

energéticos de ambos microorganismos, los aminoácidos indispensables se 

encuentran en abundancia, en forma de proteínas, así como las vitaminas y los 

minerales (Sharpe, 1989). Ambas bacterias transforman la lactosa a ácido láctico, 

el cual es responsable del coágulo, de la firmeza del producto, del sabor ácido 

característico del yOgur! y de la inhibición del crecimiento de microorganismos 

indeseables, como StreplococcUS aureus, bacterias patógenas, Sa/monella, o 

coliformes, E.coli. El suministro de aminoácidos se satisface por las mismas 

bacterias al hidrolizar las proteínas de la leche. Lactobacillus delbruecki subsp. 

bulgaricus produce proteasas y peptidasas extracelulares activas dentro de un 

amplio rango de temperatura y pH, en tanto que Streptococcus thermophilus sólo 

posee una proteasa externa. Mientras Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus 

hidroliza activamente las proteínas, lo que ayuda a cubrir las necesidades del coco, 

Streptococcus thermophilus produce ácido fórmico y bióxido de carbono, los cuales 

son estimulantes para el lactobacilo (Marshall, 1986). El acetaldehído es el 

responsable del sabor característico del yogur!, mientras que el diacetilo y la 

acetoína contribuyen al mismo pero tienden a desaparecer rápidamente (Tamime, 

1991). 

7 
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Figura 2 . Proceso general de la elaboración de yogurt batido.(Tomado de 

García Garibay, 1993). 
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2.1 Consistencia y textura del yogur!. 

La consistencia y textura del yogurt se logran básicamente por efecto del ácido 

láctico sobre las micelas de caseína, lo cual provoca la formación de un coágulo 

consistente y firme, el que, sin embargo, es susceptible a efectos mecánicos, 

temperatura y cambio de pH, lo cual lo convierte en inestable. Con el propósito de 

evitar alteraciones se aumentan los sólidos totales de la leche a usar y se le 

adiciona leche en polvo y/o estabilizantes, como son grenetina, almidón, 

carragenina, alginatos, goma guar, goma de algarrobo, pectina, etc., sin embargo 

pueden causar alteraciones en el sabor y aroma del producto. En algunos paIses no 

se permite el uso de estabilizantes, por lo que los exopolisacáridos bacterianos 

siempre serán una alternativa para conservar una textura deseable en el producto. 

Los exopolisacáridos bacterianos contribuyen de manera natural a la estabilización 

del gel ya que interaccionan tanto con las micelas de caselna como con la 

superficie bacteriana. Sin embargo, la cantidad de exopolisacárido presente no es 

la suficiente como para eliminar la necesidad de adición de estabilizantes, además 

de que la naturaleza del mismo influye en la interacción de éste con las micelas de 

caselna y con las bacterias presentes en el producto. 

9 
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3. Exopolisacáridos bacterianos. 

Un exopolisacárido es un polisacárido extracelular que puede estar asociado a la 

superficie celular en forma de cápsula o que puede ser secretado al medio en forma 

de filamento (Sutherland , 1990). Los exopolisacáridos microbianos que se aplican 

en la industria alimentaria son dextranas, xantanas, gelanas, pululanos, glucanos 

fúngicos y alginatos bacterianos. Sin embargo, los exopolisacáridos bacterianos 

representan una pequena fracción en el mercado de biopolímeros. Esto se debe, en 

parte, a las limitaciones que existen en la prOducción de los poHmeros bacterianos 

ya que se requiere de un pleno conocimiento de su biosfntesis, tecnologfa adecuada 

para el procesamiento y altos costos de recuperación. Su composición es muy 

variada ya que depende del microorganismo que lo sintetice, pero principalmente 

se encuentran unidades de O·glucosa, O·galactosa y O·manosa en su forma 

piranosa. También llegan a estar presentes L·ramnosa y 6·desoxihexosas. Algunos 

polisacáridos pueden contener N·acetilaminoazúcares, glicerol·3·fosfato, fosfato y 

grupos acetilo (Bubb el al, 1997; Cerning el al, 1988; Doca el al, 1990; Faber el al, 

1998; Lemoine el al, 1997), 

Los exopolisacáridos producidos por bacterias ácido lácticas se dividen en 

homopolisacáridos y heteropolisacáridos. Los homopolisacáridos poseen como 

único componente a la O·glucosa con enlaces tipo a. y p , se sintetizan fuera de la 

célula en presencia de una molécula donadora y de un aceptar. Entre éstos se 

encuentran las dextranas y los levanos producidos por Leuconosloc mesenleroides y S. 

mutans. Los heteropolisacáridos, producidos por bacterias lácticas mesófilas y 

termófilas, están compuestos por dos o más tipos de residuo de monosacárido, 

poseen ácidos urónicos como el O·glucurónico y pequenas cadenas laterales. Son 

producidos a nivel membrana celular utilizando una serie de precursores formados 

intracelularmente, como los gluco·nucleótidos, los cuales juegan un papel esencial 

en la síntesis debido a su interconversión yen la activación de azucares necesarios 

para la polimerización de monosacáridos (Sutherland, 1990). 

10 
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4.Producci6n de exopolisacárido en Streptococcus thermophilus. 

Debido a que SlreplOCOCcus Ihermophilus es un microorganismo homofermentativo, 

el mecanismo de transporte de carbohidratos al interior de la célula es por medio 

de un sistema permeasa protón dependiente. En el caso de la glucosa, se 

metaboliza vfa EMP con la formación de ácido láctico. La fruetosa es fermentada al 

entrar a la misma ruta metabólica al nivel de fructosa·6·P después de sufrir una 

isomerización y fosforilación: debido a que la mayorfa de las cepas de este 

microorganismo poseen un fenotipo GalO este monosacárido no se utiliza como 

fuente de carbono. Para la fermentación de sacarosa se requiere que la enzima 

sacarasa actúe y de lugar a glucosa y fructosa, las cuales entran a la vfa metabólica 

principal como se indicó anteriormente (Axelsson, 1992 ). La laetosa es hidrolizada 

por una ~·galactosidasa intracelular a glucosa y galactosa. La glucosa se metaboliza 

vfa EMP mientras que la galactosa se excreta al medio por medio del mismo 

sistema permeasa·antiporte con la lactosa. Slreptococcus Ihermophilus posee las 

enzimas involucradas en la vía de Leloir, por medio de la cual la galactosa es 

transformada a glucosa 6·P. Se sugiere que dichas enzimas están involucradas en 

la sfntesis de precursores para la formación del polfmero, para lo cual la glucosa. l· 

P es el primer precursor en la sfntesis del polisacárido ya que se forma a partir de 

glucosa·6·P por la acción de una fosfoglucomutasa, enzima que conecta la vfa de 

utilización de lactosa (generadón de energfa) con la biosfntesis del exopolisacárido 

(biosfntesis de gluco·nucleóticos) (De Vuyst eta/, 1999; Escalante, 1994). 

La síntesis de exopolisacándo se realiza por la polimerización de residuos 

azucarados activados per ;,ucleótidos por la acción de glicosiltransferasas 

especificas. Se unen al uneecaprenil fosfato, el cual es un Iípido isoprenoide 

localizado en la membrana celular y actúa como receptor del primer residuo 

azucarado, Conforme la cader-a se alarga la estructura intermediaria incrementa su 

hidrofobicidad y es entonces cuando el polisacárido puede liberarse del lipido 

isoprenoide por medio de "na translocación a través de la membrana y es 

excretado al medio. 
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Generalidades 

La biosfntesis de polisacáridos es un proceso que requiere energía, ya que en un 

inicio es necesario de una molécula de ATP para la conversión de glucosa a glucosa-

6-P. Posteriormente, se requiere energía para la sfntesis de cada gluco-nucleótido 

y para la fosforilación del acarreador lipídico isoprenoide y, por último, el 

transporte del polímero demanda energía. Debido a que la generación de energfa en 

bacterias ácido lácticas es menor que en microorganismos aeróbicos, esto puede 

ser un factor limitante en la cantidad de exopolisacárido producido_ Por otra parte, 

el lípido isoprenoide está involucrado en la biosfntesis de la pared celular, por lo 

que existe una competencia por este lípido durante las diferentes fases de 

crecimiento (De Vuyst el al, 1999, Looijesteijn P.J. el al, 2000). La naturaleza y 

composición del exopolisacárido dependen de la composición del medio de cultivo, 

de las vfas biosintéticas, de la fase y de la velocidad de crecimiento y del transporte 

y polimerización del mismo durante su sfntesis. En la figura 3 se muestra el 

diagrama propuesto de sfntesis de polfmero. 

4.1 Composición y estructura del polímero. 

El exopolisacárido producido por Slreplococcus Ihermophilus está constituido por 

glucosa y galactosa, principalmente, en ocasiones contienen grupos fosfato o acetil. 

La galactosa puede encontrarse en conformación furanosa o piranosa. Los 

monosacáridos se encuentran unidos por enlaces a O ~ en la cadena prinCipal 

conformada por 4 a 7 monosacáridos, la cual se repite en todo el polfmero_ El peso 

molecular del polisacárido es del orden de lO' Da (Cerning el al, 1995; Doca el al, 

1990). 

La primera caracterización estructural de un polímero producido por Slreplococcus 

Ihermophilus mostró una composición de glucosa, galactosa y N-acetil-D­

galadosamina en una proporción 1 :2:1 (Doco el al, 1990)_ Estudios posteriores con 

diferentes cepas muestran un exopolisacárido compuesto por ramnosa y galactosa, 

de estructura idéntica (Ariga el al, 1992; Bubb el al, 1997; Faber el al, 1998). 

Asimismo se encontró que entre dos cepas de SlreplococCUs Ihermophilus el 

12 
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exopolisacárido producido tiene la misma estructura y composición pero, difieren 

en el peso molecular lo cual influye en las características del medio, ya que con el 

polímero de bajo peso molecular el medio es ligeramente viscoso y con apariencia 

"grumosa", mientras que con el polímero de alto peso molecular el medio es muy 

viscoso (Faber etal, 1998). Lo anterior sugiere que las diferencias de viscosidad en 

el medio producidas por el exopolisacárido no sólo dependen de la composición del 

polímero sino también de las interacciones entre la red polfmero·proteína en el 

medio lácteo. 

Se ha identificado una cepa de StreplOCOCCUS Ihermophilus capaz de producir dos 

diferentes polimeros a la vez, con la misma composición (gal,glu.4:1) pero con 

diferente peso molecular. La proporción por la cual se generan se debe a la 

relación carbono-nitrógeno presente en el medio de cultivo y la cantidad de 

exopolisacárido producida depende de la naturaleza de la fuente de carbono 

empleada (Degeest el al, 1999: 2000). Un estudio con una cepa filante y otra no 

filante mostró un exopolisacárido compuesto por glucosa y galactosa, cuando se 

emplea glucosa o lactosa en el medio como fuente de carbono (Escalante, 1994)_ 
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Planteamiento del problema. 

Los cultivos iniciadores utilizados en la elaboración del yogurt son SlreplococCUS 

Ihermophilus y LactobacilIus delbrueckii subsp.bulgaricus, ya que tienen la 

capacidad de producir polisac~ridos exocelulares que contribuyen en el aumento de 

viscosidad, textura y menor susceptibilidad a sinéresis, con lo cual se promueve 

una disminución en el uso de estabilizantes. Sin embargo no es del todo conocido 

cómo se afecta la producción del exopolisac~rido en Streplococcus thermophilus 

cuando se emplean fuentes de carbono diferentes a la lactosa, asr coma tampoco se 

ha determinado el efecto de estos carbohidratos es el mismo en la producción con 

cepas filantes y no filantes. Asimismo se desconoce el efecto de la variación de 

concentración en la fuente de carbono sobre la producción del exopolisac~rido, por 

lo que se propone que distintas fuentes de carbono pueden favorecer la producción 

de exopolisac~rido en cepas de Streptococcus thermophilus y que la variación en 

el nivel de producción depender~ de la concentración y naturaleza en la cual se 

encuentre la fuente de carbono. 

Los resultados obtenidos en eta investigación permitir~n emitir recomendaciones 

sobre el manejo de las cepas de Streplococcus thermophilus a emplearse como 

iniciadoras en yogurt. 
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Objetivo general. 

Determinar el efecto de la fuente de carbono en la producción de exopolisacárido en 

resiembras de una cepa filante y no filante de Streptococcus thennophi/us. 

Objetivos particulares. 

• Determinar las fuentes de carbono fermentables y el efeclo de diferentes 

concentraciones sobre la producción de exopolisacárido en la cepa filante y no 

filante. 

o Evaluar la estabilidad de producción de exopolisacárido de resiembras en tres 

concentraciones de lactosa. 

o Evaluar si la concentración de lactosa afecta la producción del exopolisacárido 

de tres resiembras de la cepa filante y no filante, así como elegir la condición 

de mejor producción. 

o Determinar la producción de exopolisacárido con las fuentes de carbono 

fermentables por las dos cepas en las condiciones elegidas. 

o Conocer el efecto de diferentes combinaciones de fuente de carbono en la 

producción de EPS de ambas cepas. 
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Capitulo 2. 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

La estrategia metodológica empleada en este trabajo se presenta en el siguiente 

esquema (Figura 4): 

Reactivación y manejo de cepas de SlreplococCUS Ihermophilus 

(medio Bellinker modificado y leche descremada 11%) 

n 
Determinar las fuentes de carbono fermentables por medio 

de la producción de EPS, pH y crecimiento en fructosa, 

sacarosa, lactosa, glucosa, [10·30g/l], l' Resiembra CF y CNF 

'''''"' __ ~ "B~,,, ... ,_ .. 
la cinética de crecimiento y producción de EPS . 

Lactosa [lO, 20, 30]gll. 1',3',5' Resiembra CF y CNF 

Elegir condición de mejor producción. 

"~;,, .. a~m.",o, ~ •• "oo ~,~ .. ".= •. 
lactosa y sacarosa con la concentración 

y resiembra con mejor producción de la CF, CNF 

Cinética de crecimiento y producción de EPS en 

glucosa y lactosa [5] g/I, lactosa·glucosa, glucosa·galactosa. 

Resiembra con mejor producción de CF,CNF 
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1.Microorganismos. 

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de bacterias lácticas de 

Streptococcus thermophilus: 

a) Cepa NCFB 859. la cual proviene de la colección NCFB (National Collection of 

Food Bacleria, Reading, Inglaterra). Esta cepa posee el fenotipo Gar, mucoide o 

filante y es una bacteria de forma esférica que crece formando cadenas de 

longitud variable. 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 

descremada al 11 % e incubada a 37'C 24h. 

b) Cepa ST 233, proveniente de la colección 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. 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 descremada al 11% e incubada a 37'C 24h. Estas 

cepas se mantuvieron por congelación en perlas de vidrio perforadas con glicerol 

(TECHNICAL SERVICE CONSULTANTS, L TO), a -20·C. 

La identidad de los microorganismos empleados se verificó mediante el uso de 

"kits" de identificación bioqufmica del sistema API 50 CH de BioM~RIEUX. 

Los carbohidratos que metaboliza el microorganismo son glucosa y lactosa para la 

cepa filante y lactosa, glucosa y sacarOsa para la cepa no filante. El patrón de 

fermentación no cambia entre resiembras aspecto en el que difiere de 

Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus en la que se observó que dicho patrón 

difiere entre cada resiembra (Ibarra, 1995). 
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2. Medio de cultivo. 

En este trabajo se utilizó el medio sintético Bellinker modificado (Escalante, 1994), 

el cual tiene la siguiente composición: 

Ingrediente Conc. (gil) 

Triptona 20 

Extracto de carne 10 

Extracto de levadura 5 

Lactosa 20 

Acetato de sodio 1.5 

Los medios preparados se esterilizaron en autoclave a 15 Ib/pulg2 (121·C) por 

15 minutos. El pH inicial del medio fue de 7.0 ± 0.05. 

3. Preparación del inóculo. 

Se tomó una perla de vidrio de glicerol y se colocó en un tubo con leche 

descremada al 11% .Este se incubó a 37"C/24h. Se realizó un precultivo de 24h en 

10ml de medio sintético Bellinker modificado, para lo cual se inoculó con 1% (vlv) 

del tubo en leche en que fue recuperada cada cepa. Posteriormente se realizaron 

las cinco resiembras en tubos con 10ml de medio sintético Bellinker modificado. 

para lo cual se inoculó con 1 % (v/v) de los tubos de precultivo. En la realización de 

cada resiembra se incubó a una temperatura de 37"C/24h. De las cinco resiembras 

realizadas se utilizaron la primera, tercera y quinta de cada cepa para los estudios 

a los que se refiere este trabajo. 
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4. Condiciones de fermentaci6n. 

Para cada experimento se realizaron cultivos en lote por triplicado con matraces 

Erlenmeyer de 250 mi con 50 mi de medio sintético. Cada matraz se inoculó con 

1 % de la resiembra correspondiente e incubados a 3rC en un cuarto de 

temperatura constante. 

5. Determinaci6n de crecimiento. 

En la determinación de crecimiento se utilizó un sistema de filtración Millipore y 

membranas de filtración con un tamano de poro de 0.45um tipo HA. Previo a su 

utilización, cada membrana se mantuvo a peso constante. Se filtraron 25ml de 

muestras a diferentes tiempos de cultivo en medio sintético modificado. 

Posteriormente se colocaron en una estufa a 60'C hasta registrar un peso constante 

y por diferencia de peso de cada membrana antes y después de filtradas las 

mezclas se determinó el peso seco (mg célula/mi). 

6.Extracci6n y cuantificación del exopolisacárido. 

Extracción del polisacárido. 

Los 25 mi restantes de las muestras se centrifugaron a 12 100 g /20 min a 4'C. El 

sobrenadante se decantó y el pellet se lavó con 5 mi de solución salina estéril 

(0.9%). Se centrifugó a 1000 g /5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se 

decantó nuevamente y el pellet se resuspendió con 1ml de TCA (5%). Se agitó con 

vortex 1min a máxima velocidad y se transfirió a tubos eppendorf de 1.5ml, se 

centrifugó a 1000 g 110 mino La muestra se lavó con 1 mi de buffer de reacción 

dos veces y se resuspendió en 1 mi de buffer de reacción de pronasa, se le agregó 

125~1 de Pronasa (20mg/ml) y se incubó 40'C/20h. Lo anterior se ajustó a 5ml con 

agua destilada y se dializó 24h/4'C contra agua destilada. 
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Cuantificación de exopolisacárido. 

La cuantificación se realizó por el método de azúcares totales por fenol·sulfúrico 

(Dubois el al, 1956), en el cual 1 mi de muestra y 1 mi de fenol (5%) se colocaron 

en un tubo, se mezclaron y se añadieron 5 mi de ácido sulfúrico concentrado. Se 

incubó por 25 min a 25·C y se midió la absorbancia a 490nm. El ensayo se realizó 

por triplicado. 

La concentración de azúcares totales de las muestras se obtuvo extrapolando los 

valores de absorbancia contra una curva patrón realizada bajo la misma 

metodología. 
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Capitulo 3 

RESULTADOS Y DISCUSiÓN. 

l.Reactivaci6n de cepas. 

En bacterias láctícas, principalmente en cultivos iniciadores de yogurt, existe 

inestabilidad en la producción de polímero y en ocasiones pérdida del carácter 

productor del mismo, por lo que para el estudio de estos microorganismos es 

necesario realizar su reactivación y para el análisis de los patrones de producción y 

efectos regulatorios se debe considerar el efecto de la resiembra. Las cepas del 

microorganismo en estudio se encontraban conservadas en perlas de vidrio a partir 

de las cuales se realizaron cinco resiembras. El perfil de producción muestra que el 

valor máximo se alcanza a partir de la tercera resiembra (Figura 5). 

2.Efecto de fuentes de carbono. 

Sólo se contaba con información (Escalante el al, 1998, Villegas 1995) sobre la 

producción de exopolisacárido con lactosa como única fuente de carbono en una 

concentración de 20g/1. Entonces se planteó evaluar dicha producción con lactosa, 

glucosa, sacarosa y fructosa en concentraciones de 10 g/I, 20 g/I, 30 gil en 20 

horas de incubación con la primera resiembra de de las cepa filante (CF) y cepa no 

filante (CNF) de Streptococcus thermophilus. 

En la Tabla 1 se observa que la cepa filante produce el exopolisacárido (EPS) y 

presenta crecimiento con lactosa y glucosa en las tres concentraciones probadas, 

mientras que con fructosa s610 presenta un crecimiento mínimo. El nivel de 

crecimiento disminuye al aumentar la concentración, efecto más marcado con 

glucosa. La producción de exopolisacárido presenta una tendencia parabólica, ya 

que la producción mínima ocurre con 20g/1 y la máxima con 30g/1 de fuente de 

cabo no. 
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Figura 5. Producción de exopolisacárido en cinco resiembras de la cepa filante y 

cepa no filante de Streptococcus thermophilus. 
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Tabla 1. Efecto de la concentración de diferentes carbohidratos en la producción 

de exopolisacárido, crecimiento, pH final en la primera resiembra 

de la cepa filante de Streptococcus thennophilus. 20 h de cultivo. 

Cepa Filattte pH Biomasa Producción de EPS Producción Específica de EPS 
I (mR célula/mI) (11& equiv. glucosa /ml) (11& equiv.glucosa/mg célula) 

Lactosa 
10 gIl 4.6 1.057 ± 0.074 13.4087 ± 1.0026 12.6857 

20 gIl 4.56 1.043 ± 0.185 9.2603 ± 1.3844 8.8786 

30 gIl 4.74 0.821 ± 0.196 20.3682 ± 1.3157 20.3682 

Glucosa 
10 gIl 4.9 0.76 ± 0.022 ! 7.5045 ± 0.8382 9.8744 

20 gIl 4.89 0.877 ± 0.035 ! 9.338 ± 1.0472 10.6477 

30 gIl 4.6 0.607 ± 0.1571 10.6314 ± 2.4073 17.5148 

Fructosa 
10 gIl 6.7 0.291 ± 0.041 . O 

20 gIl 6.5 0.324 ± 0.018 O 

30 gIl 6.6 0.328±-0.14· O 
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En tructosa la producción de polimero es nula y el nivel de crecimiento es muy bajo, 

lo cual se retleja en que sólo se registran pequeños cambios de pH. Es posible que 

la actividad de las enzimas involucradas en su metabolismo sea baja, pues se 

tienen reportes de cepas de este microorganismo capaces de utilizar este 

monosac~rido (Gancel et al, 1994; Thomas et al, 1983). En sacarosa no se presentó 

crecimiento ni producción de polímero. Cabe señalar que anteriormente la cepa 

reportó actividad en este disac~rido (Escalante et al, 1998), lo que reafirma la alta 

inestabilidad de esta caracterlstica. 

La cepa no filante produce el exopolisac~rido y presenta crecimiento en lactosa, 

sacarosa y glucosa (Tabla 2). En sacarosa se observa que al incrementarse la 

concentración de carbohidrato el crecimiento y producción de EPS disminuye, 

posiblemente por efecto osmótico en el sistema, ya que para L.mesenteroides se 

observó que al incrementar la concentración de sacarosa en el medio la 

osmolaridad del mismo incrementa (Quirasco, comunicación personal). 

En lactosa el mayor crecimiento se obtuvo en una concentración de 30 gil Y la 

producción mayor de EPS en una concentración de 10 gil en tanto que con glucosa 

en una concentración de 20 gil se obtiene el mayor crecimiento y la producción de 

EPS aumenta con el incremento de la concentración del monosac~rido. En 

fruclosa no se presenta crecimiento y producción de EPS lo cual se refleja en el 

hecho de no observar cambios en el pH del medio. 

El comportamiento en la producción de exopolisac~rido en lactosa es diferente 

para las cepas. En ambas se presenta un mínimo en 20g/l, pero en la cepa no 

filante el máximo se presenta en 10 gil. 

Con glucosa se observa que para ambas cepas la producción de exopolisacárido 

aumenta al incrementarse la concentración del monosacárido pero es mayor en la 

cepa filante que en la cepa no filante. 

El experimento anterior se realizó con la primera resiembra de ambas cepas debido 

a que es con ésta que se tenía información de la producción de EPS. Dicha 

resiembra presenta una menor producción que las sucesivas resiembras y la 
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Tabla 2. Efecto de la concentración de diferentes carbohidratos en la producción 

de exopolisacárido, crecimiento, pH final en la primera resiembra 

de la cepa no filante de Slreplococcus Ihermophilus. 

Cepa pH Biomasa Producción de EPS Producción Específica de EPS 
No Filante I (m¡;¡ célula/ml) I (uR eQuiv. ¡¡Iucosa Iml) (1'& equiv. glucosa /mg célula) 
Lactosa 

10 gil 5.22 1.07 ± 0.2485 18.1891 ± 2.6021 16.9992 

20g/1 4.88 0.851 ±..0.148 2.3925 ± 0.5581 2.8114 

30 gIl 5.63 1.354 ±..0.165 15.1695 ±..2.0999 11.2035 

Glucosa 
lOg/1 6.58 0.473 ± 0.247 1.1585 ± 0.9310 2.4494 

20 gIl 6.22 0.894 ± 0.145 2.2762 ± 0.0521 2.5461 

30 gil 6.18 0.287 ± 0.098 2.4926 ±..1. 7883 8.6853 

Sacarosa 
10 gIl 4.48 0.857 ± 0.113 14.693 ±..1.4664 17.1448 

20 gil 4.15 0.929 ± 0.086 9.4518 ± 1.7933 10.1742 

30 gil 4.28 0.664 ± 0.164 9.8306 ± 1.0783 14.8052 

Fruetosa 
10 gil 6.89 0.287 ± 0.016 O O 

20 gil 6.9 0.307 ± 0.109 O O 

30 gil 6.9 0.3 ± 0.0871 O O 
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muestra fue tomada a las 20 horas de cultivo, lo cual no significa que es el punto en 

el cual se presenta la producción máxima de exopolisacárido, como se muestra más 

adelante. Se realizó un cultivo de 20 horas ya que sólo se requerra conocer el perfil 

de utilización de carbohidratos, por lo que no se consideró necesario realizar la 

cinética de producción. 

Por ello se determinó evaluar la producción de exopolisacárido en concentraciones 

de 10 g/I, 20 g/I Y 30 g/I de lactosa en una fermentación de 20 horas con la 

primera, tercera y quinta resiembra de las dos cepas debido a que son las que 

presentan mejor producción (Figura 5) y se determinó la producción y el 

crecimiento a diferentes tiempos. 

3. Efecto de la concentración de lactosa sobre el crecimiento y producción 

de exopolisacárido en tres resiembras de la cepa filante y no filante. 

3.1 Cepa Filante. 

Se evaluó el efecto de tres concentraciones de lactosa en la primera resiembra de la 

cepa filante. La producción de exopolisacárido es mayor en una concentración de 

lactosa de 10 g/I durante toda la fermentación, con un valor máximo a las 12 

horas. Se observa que la producción está asociada al crecimiento en 

concentraciones de 10 y 20 g/I, ya que coinciden los tiempos en que se alcanzan 

tanto la máxima producción como el máximo crecimiento. Sin embargo, cuando se 

emplean 30g/1 a las 12 horas se obtiene el valor máximo de crecimiento, mientras 

que la producción de EPS permanece casi constante de las 4 a las 20 horas (Figura 

6a). También se observa un rápido incremento en el crecimiento en las tres 

concentraciones y el pH final es muy similar a partir de las 12 horas de cultivo 

(Figura 6a), por lo que las diferencias en producción no se pueden atribuir a este 

factor. La producción de exopolisacárido difiere significativamente entre las tres 

concentraciones usadas en la primera resiembra, en tanto que entre la tercera y 

quinta no existe diferencia significativa (Tabla 1, IA·C, Apéndice). 
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En la figura 6b se observa que la mejor producción de EPS para la tercera 

resiembra de la cepa filante es en 10 gil de lactosa a las 20 horas de cultivo. Con 

20 gil Y 30 gil la producción máxima se obtiene a las 12 horas. Para esta 

resiembra se observa que la producción está asociada parcialmente al crecimiento 

como ocurre también con el cultivo proveniente de la primera resiembra. El 

crecimiento cuando la fuente de carbono se emplea a una concentración de 10 gil 

alcanza niveles menores que en las otras concentraciones pero la producción del 

polfmero es mayor, aunque no durante toda la fermentación. El pH final es similar 

para las concentraciones utilizadas. 

El cultivo proveniente de la quinta resiembra de la CF produce el polímero en 

niveles muy similares entre las concentraciones empleadas. El incremento en la 

producción se observa a partir de las 4 horas en 10 gil Y 30 gil. En ésta última se 

presenta un decremento en la producción a las 8 horas de cultivo y un aumento a 

partir de las 12 horas, en tanto que el incremento en producción se presenta desde 

el inicio en 20 gil. El mismo comportamiento se observa para el crecimiento 

celular (figura 6c). 

La curva de crecimiento en 10 gil se mantiene por debajo de las obtenidas en las 

otras concentraciones pero la producción de EPS es muy cercana al valor máximo. 

En 30 gil los niveles de crecimiento son mayores y la producción del polfmero es 

muy parecida a la obtenida en 10 gil. 

De los resultados mostrados se puede decir que con la tercera y quinta resiembra 

se obtiene una mejor producción de exopolisacárido que con la primera resiembra y 

que 10 gil de lactosa es la concentración que la favorece. Como se observa, existe 

variabilidad en el comportamiento de producción entre resiembras y 

concentraciones. Los niveles de crecimiento parecen depender de la presencia de 

grandes concentraciones de fuente de carbono, ya que son mayores en 30 gil para 

las tres resiembras, seguidos por los obtenidos con 20 gil Y después por 10 gil. 

Sin embargo, este fenómeno no se presenta cuando el cultivo proviene de la 

primera resiembra. 
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El análisis estadrstico de los resultados indica que al aumentar la concentración de 

lactosa la producción máxima de pOlfmero se obtiene en tiempos de fermentación 

más cortos. Para la tercera y quinta resiembra en una concentración de 10g/1 es 

hasta las 20 horas cuando se obtiene la máxima producción de polfmero, en tanto 

que en 30 gIl es desde las 4 horas (primera resiembra), por lo que es posible 

detener la fermentación desde el momento en el que se obtiene el punto máximo 

(Tabla lA, lB, le, Apéndice). 

Las diferencias entre valores máximos de producción no son significativas, lo cual 

indica que es posible utilizar cualquiera de las tres concentraciones y la quinta o 

tercera resiembra ya que entre éstas no existe diferencia significativa. Se decidió 

trabajar con la tercera resiembra ya que los valores de producción son 

relativamente mayores que con la quinta resiembra y en una concentración de 10 

gIl para los experimentos posteriores. 
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3.2 Cepa No Filante. 

Se evaluó el efeclo de tres concentraciones de lactosa en la primera resiembra de la 

cepa no filante, la cual presenta la máxima producción de exopolisacárido en 30 

gIl. Con las tres concentraciones usadas la producción inicia a partir de las 12 

horas de cultivo. Los valores máximos de producción en las tres concentraciones de 

lactosa son de 2 .34 a 16.40118 equiv. glucosa Iml menos que las obtenidas con 

la cepa filante. Se aprecia una tendencia lenta a la disminución de producción en 

10 gIl Y 20 gIl de lactosa. En tanto, cuando se emplean 30 gIl la disminución es 

rápida. Sería interesante prolongar el tiempo de incubación y observar el perfil de 

producción, ya que ésta inicia más tarde que con la primera o tercera resiembra de 

esta cepa, o que en los casos analizados para la cepa filante. 

La curva de producción de exopolisacárido para esta cepa se muestra en la figura 

7a. El crecimiento inicia a partir de las 4 horas de fermentación y el pH del medio 

disminuye rápidamente a partir de las 12 horas en las tres concentraciones. Se 

observa claramente que la producción de exopolisacárido está asociada al 

crecimiento y que los bajos valores de producción de EPS ocurren cuando se 

presenta un elevado crecimiento, ya que existen menos grupos fosfatoisoprenoide 

disponibles para la síntesis del polímero (Degeest el al, 1999; Ramos el al, 2001). 

En la tercera resiembra la producción de pOlímero se presenta desde el inicio de la 

fermentación en las tres concentraciones. La mayor producción se alcanza en 30 

g/l a las 16 horas. La producción de polímero está asociada al crecimiento. Esto se 

observa en la figura 7b. 

El comportamiento de la quinta resiembra es muy similar al de la primera. La 

producción de EPS incrementa rápidamente a partir de las 12 horas y alcanza la 

máxima producción a las 16 horas en las tres concentraciones. El valor máximo se 

alcanza con 30 g/l (figura 7c). El crecimiento es rápido a partir de las 12 horas y 

los valores máximos se alcanzan a las 16 horas en las tres concentraciones, sin 

embargo esto no se refleja muy claramente en el pH del medio ya que se observa 

una rápida disminución, mientras que el crecimiento es mínimo. 
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El comportamiento de la primera y quinta resiembra es muy similar en las tres 

concentraciones de lactosa. En el caso de la tercera resiembra es muy similar al 

de la cepa filante. Se observa un inicio tardío en la producción de EPS cuando se 

emplea la primera resiembra, con la que también se obtienen los valores más bajos 

para la producción de polímero. 

Se observa que 30 gil es la concentración que favorece la mayor producción de 

polímero, la cual es seguida por 10g/1. El análisis estadístico realizado (Tabla 11, 

Apéndice) indica que la diferencia en la producción de exopolisacárido entre 

resiembras es altamente significativa. No se observa un efecto del aumento o 

disminución de concentración de la fuente de carbono en la producción de EPS, tal 

como ocurre con la cepa filante. 

Sin embargo, la producción de exopolisacárido disminuye rápidamente con 30g/L 

en las tres resiembras después de las 16 horas de cultivo, lo cual indica un posible 

efeclo de saturación del sistema de transporte, ya que el crecimiento disminuye y el 

pH se estabiliza como con las otras concentraciones. En L.case; CGll se reporta 

que al incrementar la concentración de fuente de carbono la producción aumenta, 

sin embargo no se probaron concentraciones de 30g/1 (Ceming el al, 1995). En 10 

g/I la disminución de producción después de las 16 horas puede ser debida a una 

insuficiencia de la fuente de carbono, efecto que sólo se observa en la tercera 

resiembra. 

El estudio de la producción de exopolisacárido en resiembras de cepas de bacterias 

lácticas no se tiene reportado, por lo que este trabajo muestra que la producción 

difiere entre resiembras de las cepas utilizadas: la primera resiembra de ambas 

cepas muestra una menor producción que en las otras resiembras. La diferencia 

observada entre resiembras indica que conforme el microorganismo es 

resembrado la producción se activa, posiblemente por una mayor actividad de las 

enzimas involucradas en su síntesis o por la inestabilidad observada y reportada 

anteriormente, la cual se propone que se deba a una inestabilidad genómica 

generalizada como supresión y rearreglos del ADN (Stingele el al, 1995). 

La diferencia de producción de exopOlisacárido entre las concentraciones de lactosa 

utilizadas para cada resiembra es no significativa por lo que se eligió la 
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concentración de 10 gIl de lactosa para los siguientes experimentos y a la tercera 

resiembra, porque es con la que se alcanza una producción mayor de EPS en 

comparación con las otras resiembras (Tablas IIA, IIB, Ile, Apéndice). 

Al comparar la producción de la cepa filante con la de la no filante se observa que 

es mayor en la primera y tercera resiembra, y similar en la quinta. Para ambas 

cepas la producción e,s mayor en la tercera resiembra en comparación con las 

resiembras realizadas de cada cepa. No es posible observar una tendencia que 

relacione la concentración de carbohidrato con la producción ya que con 20g/l, en 

general, se observa una disminución de la producción en comparación de la 

obtenida con las otras concentraciones. Los valores de pH se encuentran en un 

intervalo de 4.3·4.7 en las tres concentraciones usadas, por lo que el pH final no se 

altera al aumentar la concentración de lactosa y el incremento en la producción de 

EPS no será significativamente mayor en concentraciones menores. 

La concentración de carbono parece afectar la velocidad de crecimiento (Tabla 3), 

la cual aumenta con la concentración de lactosa utilizada en la primera resiembra 

de ambas cepas y en la quinta resiembra de la cepa filante, pero en la tercera de 

ambas cepas y quinta de la cepa no filante disminuye al incrementar la 

concentración. En Lactobacil/us bulgaricus se reporta que (Grobben et al, 1995) al 

aumentar la fuente de carbono (glucosa) la producción de EPS no se incrementa. 

El comportamiento observado entre las cepas sugiere diferencias en la afinidad de 

la permeasa por la lactosa ya que en un estudio anterior con la primera resiembra 

de estas cepas se observó un consumo menor de lactosa por la cepa filante 

(Escalante el al, 1998), más no en el metabolismo, lo cual lo indica el pH final 

similar. 

Por otra parte la producción de EPS en la tercera y quinta resiembra de ambas 

cepas disminuye después de las ocho horas de cultivo e incrementa a partir de las 

12 horas. Esta situación ocurre cuando se utilizan en 20 g/I de lactosa en la 

tercera resiembra de la cepa filante y en la quinta de la no filante, así como con 30 

g/I en la quinta de la cepa filante y tercera de la no filante. Este perfil de producción 
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puede deberse a un efecto de regulación catabólica por CepA (proteina de control 

catabólico) el cual activa la glicólisis por un incremento en el tranporte de lactosa 

en Streplococcus Ihermophilus más que la producción de polfmero (Van den 

Bogaard el al, 2000). Este comportamiento se observa en concentraciones de 20 gil 

en la tercera resiembra y 30 gil en la quinta resiembra por lo que podria ser que a 

estos niveles de fuente de carbono se establezca dicha regulación. 

Tabla 3. Efecto de la concentración de lactosa en la velocidad especifica de 

crecimiento de las dos cepas de Streplococcus thermophilus. 

Velocidad especfflca de creclmlento,/l (h -'l. 

Resiembra 

Cepa Fllante Primera Tercera Quinta 

Lactosa 10 gil 0.05728 0·07469 0.08778 

Lactosa 20 gil 0.07944 0.0947 0.07972 

Lactosa 30 gil 0.07685 0.07073 0.09645 

Cepa No Fllante 

Lactosa 10 gil 0.0715 0.07797 0.09572 

Lactosa 20 gil 0.0391 0.07057 0.09291 

Lactosa 30 gil 0.0822 0.07014 0.09251 
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Tabla 4. Valores máximos de crecimiento, pH, producción de exopolisacárido y 

productividad .( L\. 4h,O 8h, O 12h, 016h, 'lr20h). 

Cepa Concentración Crecimiento pH Productividad Producción 
Filante de lactosa Exopolisacárido Especifica 

Resiembra (g/I) (mg (Producción máx. 
célula/mi) (~g EPS/h) (~ 

equiv.glucosal equiv.glucosal 
mi) mg célula) 

10 0.09234 4.69 24.2406 2.0200 26.84 
O O O O 

l' 20 1.0043 4.56 'Ir 14.4323 0.0721 15.75 
'Ir 

.01. 
O 

30 1.1361 4.48 18.1942 0.9097 24.85 L\. 
O 'Ir 'Ir 

10 0.8522 4.75 51.933 2.5966 67.86 
<> O 'Ir 'Ir 

3' 20 0.94350 4.5~ 37.9975 'Ir 1.8998 42.12 'Ir 

30 1.0478 4.55 40.4286 3.3690 43.18 
O O O O 

10 0.9083
0 4.6~ 39.8707 'Ir 1.9935 52.05 

'Ir 

5' 20 1.0809 4.51 34.9966 2.9163 48.35 O 
'Ir O O 

30 1.1422
0 

4.46 40.3826 O 2.5239 43.12 
O 

Cepa No Filante 

Resiembra 

10 1.0426 46b I 7.8317 0.3915 15.74 
O 'Ir L\. 

l' 20 0.5447 'Ir 4.30 12.0908 'Ir 0.6045 22.19 'Ir 

30 1.9565 4.3 I 12.8199 0.8012 16.99 
<> O O 'Ir 

10 1.1348
0 4~ I 50.5283 O 3.1580 52.174 L\. 

3' 20 1.0809 4.31 53.1638 2.6581 49.908 
'Ir 'Ir 'Ir 'Ir 

30 1.3022
0 

4.2i, 56.4552 O 3.5284 45.822 O 

10 0.9783 4.8 36.3449 O 2.2715 37.15 
O O O 

5' 20 1.0894 4.6 , 28.0063 O 1.7503 29.96 
O O , 

'Ir 
30 1.0087<> 4~ 45.1564 O 3.0104 45.93 O 

L-._. I I 

, I 



4. Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento y la 

producción de exopolisacárido. 

Para determinar el efecto de la naturaleza de la fuente de carbono en la producción 

de EPS se probó el efeclo de lactosa y glucosa para la tercera resiembra de la cepa 

filante y de lactosa, glucosa y sacarosa para la cepa no filante con la misma 

resiembra. La concentración de la fuente de carbono empleada fue de 10 g/I, ya 

que no existe diferencia significativa en la prOducción de exopolisacáriodo entre las 

concentraciones, como se indicó anteriormente. 

En la figura 8 se muestra la curva de crecimiento y de producción de EPS para la 

cepa filante, la cual produce el exopolisacárido en glucosa y laclosa desde el inicio 

de la fermentación. A partir de las 8 horas se incrementa en glucosa y a las 12 

horas en lactosa, para llegar a la mayor prOducción a las 20 horas en ambos casos. 

La producción en lactosa es el doble de la obtenida en glucosa. Los niveles de 

crecimiento son mayores y por esto se observa una disminución rápida de pH, el 

que se estabiliza después de las 12 horas. En cambio en glucosa esto sucede 

lentamente. 

La curva de producción de exopolisacárido podrra indicar que la lactosa estimula la 

producción del mismo ya que hasta las 12 horas la producción es similar en ambas 

fuentes. El residuo que el microorganismo utiliza de la laclosa es la glucosa. Los 

resultados obtenidos sugieren que la galactosa puede ejercer algún efecto 

aclivador sobre el sistema de transporte o que la afinidad de éste sea mejor para 

laclosa que glucosa. 

Para la cepa no filante, además de usar lactosa y glucosa, se utilizó sacarosa 

porque se demostró su capacidad para metabolizarla. En la figura 9 se muestran 

las curvas de producción de exopolisacárido, la cual es mayor en laclosa que en 

glucosa. 

42 



70 

60 

50 

W 
~ 40 

~ 
'" .~ 30 
g-
'" 2- 20 
(j) 
Q. 
W 

10 

O 

RooultadOCl y OIoou8lón. 

O 4 

--Lactosa 10911 
-x- Glucosa 10g/l 

8 12 

Tiempo (h) 

--€PS 
--Crecimiento 
---pH 

16 20 

Figura 8. Efecto de la glucosa y lactosa en la producción de 

exopolisacárido, crecimiento, pH. Tercera resiembra 

de la cepa filante de Streptococcus thermophilus. 

43 

2.0 

1.8 
7 

1.6 
8 

1.4 

1.2 W 5 .. 
10 ~ 4'& 

'" 0.8 .§. 
~ • 

0.6.ª 3 

m 
0.4 

2 
0.2 



En sacarosa la producción se incrementa rápidamente y es a las 20 horas en que se 

obtiene la máxima producción que no difiere mucho de la alcanzada en lactosa. Las 

curvas de crecimiento son similares entre glucosa y lactosa. el nivel de crecimiento 

es bajo, pero en esta última a partir de las 12 horas se incrementa lo cual no se 

refleja en el pH que disminuye rápidamente en las primeras horas. En sacarosa se 

obtiene una curva normal de crecimiento con valores bajos y la disminución de pH 

es parecida a. la obtenida en lactosa. La producción de EPS está asociada al 

crecimiento en lactosa y glucosa, mientras que en sacarosa la asociación es 

parcial. 

La sacarosa entra a la célula por medio de un sistema permeasa (Axelsson, 1992) 

y posteriormente por la acción de una sacarasa se obtienen glucosa y fructosa, las 

cuales entran a la vra principal de fermentación, por lo cual se puede decir que se 

tienen dos fuentes de las cuales se puede obtener energía necesaria para 

crecimiento y producción de EPS, lo que concuerda con los resultados obtenidos 

pues los niveles de producción son mayores que los obtenidos en glucosa y 

parecidos a los de lactosa. Esto significa que existe una participación de la fructosa 

en el metabolismo y sugiere que la galactosa influye en la producción del polfmero 

ya que la curva de en lactosa es mayor que en glucosa, se ha observado que 

Streptococcus thermophilus LY03 metaboliza pequenas cantidades de galactosa al 

final de la fase exponencial de crecimiento, lo indican los niveles en lactosa y 

glucosa (Degeest el al, 2000) 
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5.Efecto de combinaciones de la fuente de carbono en el crecimiento y 

producción de exopolisacárido. 

Con base en los resultados obtenidos se decidió usar la concentración de 5 gIl de 

lactosa con el fin de observar su efecto en la producción de polisacárido o 

determinar si ésta es la concentración mínima para su biosíntesis. En el caso de 

glucosa se usa como control de las mezclas realizadas, mientras que la galactosa 

se utilizó con el fin de observar si ejerce algún posible efecto activador en la 

producción del EPS al estar junto con glucosa. La producción de exopolisacárido se 

determinó en una concentración de lactosa y glucosa de 5 g/I, yen las siguientes 

combinaciones equimolares: lactosa/glucosa (5:5 g/I) y glucosa/ galactosa (5:5 

gIl) para la tercer resiembra de ambas cepas. 

Con la cepa filante la producción de EPS, que se observa en la figura 10, en lactosa 

y lactosa/glucosa aumenta rápidamente a partir de las 8 horas para el disacárido y 

a partir de las 12 horas para la mezcla. El nivel máximo obtenido con lactosa es 

cinco veces menor que el alcanzado con la mezcla. Esto significa que la producción 

del polfmero se debe en mayor parte a la lactosa, ya que las curvas son parecidas. 

El crecimiento es mayor en la mezcla durante toda la fermentación. El pH decrece 

rápidamente para ambos casos y se mantiene de manera paralela, es más bajo en 

la mezcla por la presencia de glucosa. 

A partir de lactosa el monosacárido energéticamente aprovechable es la glucosa, 

por lo que en la mezcla se suministra doble fuente energética y se esperaría una 

mayor producción de EPS lo cual no sucedió por lo que es posible que exista un 

efecto de represión catabólica o que sea debido a que la afinidad de la permeasa 

por la glucosa es menor que para lactosa por lo que no se observa un incremento 

en la producción (Hickey etal, 1986, Poolman etal, 1993). 

En glucosa y en la mezcla glucosa/galactosa se observa que los niveles de 

producción son muy similares, lo cual indica que se debe a la glucosa y que la 

galactosa no ejerce efecto en la producción; en la curva de crecimiento se presenta 

un comportamiento similar. En la mezcla el crecimiento no aumenta después de 
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las 12 horas y el pH lo que indica que el microorganismo no utiliza la fuente de 

carbono, por lo que no existe suministro de energía. Posiblemente la galactosa no 

permite una buena asimilación de la glucosa, ya que la actividad de las enzimas 

fosfoglucosa isomerasa y 6·fosfofructocinasa disminuye en presencia de galactosa 

por lo que la glicólisis se ve afectada (Degeest et al, 2000), otros autores reportan 

una represión en la sfntesis de p-galactosidasa, (Heckey et al, 1986), que afectaría 

la disponibilidad de monómeros. 

La figura 11 muestra la curva de crecimiento de la cepa no filante y las curvas de 

producción de EPS. Con la cepa no filante la producción m~xima entre lactosa y la 

mezcla glucosal lactosa difiere por dos unidades. En ésta última se obtiene en 8 

horas y en la otra en 20 horas, lo cual sugiere un efecto de represión catabólica 

transitoria. El crecimiento es mayor en el disac~rido que en la mezcla y el pH es 

menor con ésta por la presencia de glucosa. 

En glucosa y en la mezcla glucosalgalactosa se observan producciones muy 

pequenas e iguales hasta las ocho horas después en glucosa incrementa mientras 

en la mezcla permanece constante. Esto podría indicar que la galactosa inhibe la 

asimilación de glucosa, como se indicó para la cepa filante. El crecimiento es mayor 

en glucosa que en la mezcla y se observa que la disminución de pH es menor en 

ésta que en glucosa. Asimismo se observa que los niveles de producción son 

menores con la cepa no filante en todas las fuentes empleadas en esta parte 

experimental. 

En la Tabla 111 del Apéndice se muestra el análisis de varianza realizado, en el cual 

se comparan la producción de EPS entre la concentración de 5g/1 y la gil de 

lactosa, de cada cepa. Se observa que los valores de producción son mayores en 

la gil pero la diferencia con 5 gil es no significativa. Esto se repite para las dos 

cepas. La producción del polfmero entre cepas difiere de manera muy significativa y 

se observa en los valores alcanzados entre ellas. La producción de polímero no se 

favorece con una disminución de la concentración de lactosa en la cepa no filante. 
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En la figura 12 se muestra las curvas de crecimiento y pH obtenidas para la cepa 

filante en las 4 concentraciones de lactosa utilizadas. El crecimiento se incrementa 

al aumentar la concentración de lactosa pero entre las concentraciones 10 gil, 20 

gil, 30 gil no se observan diferencias significativas, como en 5 gil. La producción 

de EPS no difiere significativamente entre las concentraciones utilizadas, pero en el 

caso de 5 gil se obtiene la menor producción debido a la baja concentración de 

sustrato. Se obtiene la mayor producción cuando se usan 10 gil. 

En 20 gil la producción de EPS es buena pero, no es proporcional a la 

concentración, asr como tampoco con 30 gil con la cual posiblemente se presente 

la saturación del sistema. En la combinación lactosalglucosa el nivel de producción 

es sólo mayor que el obtenido en 5 gil de lactosa. 

En la figura 13 se muestran las curvas de crecimiento y pH obtenidas para la cepa 

no filante en las 4 concentraciones de lactosa utilizadas. El crecimiento en 5 gil es 

menor que el obtenido en las otras concentraciones y entre estas la diferencia es no 

significativa, esto se refleja en los valores de pH obtenidos. Los valores de las 

curvas de crecimiento son mayores que las de la cepa filante. 

Con base en los resultados obtenidos es posible decir que no existe diferencia 

significativa en la producción de exopolisacárido en las concentraciones de lactosa 

de 10 gil, 20 gil, 30 gil. La concentración de carbohidrato a usar estará 

determinada por las variables costo·tiempo, es decir en 10 gil se obtiene la mayor 

producción para un tiempo de 16·20 horas y en 30 gIl se obtiene en 8·12 horas por 

lo que la condición a elegir estará determinada por la necesidades experimentales. 

Con 5g/1 se obtiene la menor producción de exopolisacárido y con 30 gil se obtiene 

el valor máximo, el cual es seis veces mayor que en 10 gil; debido a que la 

producción de EPS no difiere significativamente entre las concentraciones utilizadas 

se recomienda el uso de 10 gil para posteriores fermentaciones o de 30g/1 si se 

desea obtener una producción de EPS en un menor tiempo. Los valores obtenidos 

en la cepa no filante son mayores desde el inicio de la fermentación que los 

so 
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obtenidos en la cepa filante, sin embargo la producción máxima se encuentra en el 

mismo orden de magnitud, con diferencias de una a seis unidades, asr la velocidad 

de consumo es mayor en la cepa no filante, lo que sugiere mayor afinidad del 

sistema permeasa para incorporar la lactosa a la célula. 

En la figura 14 se observa que en glucosa al incrementar su concentración la 

producción y crecimiento aumentaran ya que en 5 gil prácticamente no se presenta 

biosíntesis de polfmero y un mínimo crecimiento, en 10 g/I los valores son 

mayores pero no más que en lactosa, como se mostró anteriormente. Para la cepa 

no filante (figura 15) la tendencia es muy parecida pero en 5 gil la producción 

aumenta en comparación con la cepa filante y en 10 gil los valores alcanzados 

entre amabas cepas son similares. 

La Tabla IV de Apéndice muestra el análisis de varianza realizado para ambas 

cepas en glucosa, la diferencia en la producción de EPS es altamente significativa 

para ambas cepas. 

La producción de EPS es mayor en lactosa que en glucosa, una tendencia similar la 

reporta Degeest ef al (2000); en Lacfobacillus bulgaricus la producción es mayor en 

glucosa (Grobben ef al, 1995), lo cual sugiere que el sistema permeasa es más 

eficiente para lactosa en S.thermophilus además de que se reporta para este 

microorganismo que la glucosa reprime la expresión de los genes del metabolismo 

de lactosa (Poolman el al, 1993), como lo son lacS (proterna de transporte de 

lactosa), lacZ (~-galactosidasa) y galE (UDP-glucosa epimerasa), (Poolman et al, 

1990). 
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Conclusiones. 

• Existen diferencias en los niveles de crecimiento y producción de EPS entre la 

primera, tercera y quinta resiembra de una misma cepa y entre la cepa filante y 

cepa no filante. 

• La cepa filante produce el EPS con lactosa y glucosa, con fructosa y sacarosa no 

se presenta producción. 

• La cepa no filante produce el EPS con lactosa, glucosa, sacarosa y no con 

fructosa. 

• La producción de EPS difiere significativamente entre resiembras de cada cepa, 

sin embargo el nivel de producción es mayo en la tercera. 

• La diferencia en producción de EPS entre las concentraciones 10g/l, 20g/1 Y 

30g/1 de lactosa es no significativa. Esta situación se presenta para la primera, 

tercera y quinta resiembra de ambas cepas. 

• La concentración de fuente de carbono a usar estará determinada por las 

variables costo·tiempo, ya que con 10 g/I se obtiene la mayor producción para 

un tiempo de 16·20 horas y con 30 gIl se obtiene en 8·12 horas por lo que la 

condición a elegir estará determinada por la necesidades experimentales. 

• La cantidad de EPS producida por la tercera resiembra de ambas cepas en 

glucosa es menor que con lactosa y sacarosa con una concentración de 10g/1. 

La producción de EPS es mayor con 10 g/I de lactosa con respecto a las 

obtenidas con 5 gIl Y 20g/1. 

• La combinación de lactosa/ glucosa no incrementa la producción de EPS en las 

cepas utilizadas, lo que sugiere un efecto represor de la glucosa sobre la 

producción. 
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• La presencia de galactosa en la combinación glucosa/ galactosa no influye en el 

incremento de producción de EPS, lo que indica que no ejerce efecto regulatorio 

ni de precursor. 
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Recomendaciones. 

Para complementar los resultados obtenidos en este trabajo y comprender mejor el 

metabolismo involucrado en la biosintesis de exopolisacárido se sugiere: 

l)Oeterminar el consumo de carbohidrato en una cinética de producción de EPS de 

20 h Y las concentraciones de la fuente de carbono y resiembras de la cepa 

filante y no filante utilizadas en esta investigación. 

2)Cuantificar la cantidad de glucosa, a partir de lactosa, que es utilizada para la 

síntesis del polímera y para el crecimiento en la tres resiembras de ambas cepas 

con las concentraciones probadas en este trabajo. 

3)Determinar la actividad enzimática por lo menos de las enzimas UOP·glucosa 

pirafosforilasa y UOP galactosa 4·epimerasa en las diferentes resiembras de 

amabas cepas en las concentraciones y fuentes de carbono empleadas. 

4)Determinar la composición de polfmero en las diferentes fuentes probadas con 

las resiembras de las cepas estudiadas. 
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APENDICE 

los resultados obtenidos en este trabajo son el producto de al menos el triplicado realizado 
en cada condición estudiada. 
La diferencia entre repeticiones es no significativa en todos 105 experimentos realizados. 

El análisis estadistico se realizó con el programa SPSS (Statistics Program Social Science) 

Tabla 1. Efecto de la concentración de lactosa en resiembras de la cepa filante de 
Streptococcus thermophilus. 

eONeENTRACION LAeTOSA 

LAe 10 gil (el) 
LAe 20gl1 (e2) 

la RESIEMBRA LAe 30gJ1 (e3) 

FISHER DUNeAN (0.05) . e2 
e3 el 

LAe lO gil (el) 
eEPA LAe 20gJ1 (e2) 

FILANTE 3a RESIEMBRA LAe 3OgJ1 (e3) 

FISHER DUNeAN (0.05) 
N.S. e2el e3 

LAe lO gil (el) 
5a RESIEMBRA LAe 20gJ1 (e2) 

LAe 3OgJ1 (e3) 

FISHER DUNeAN (0.05) 
N.S. e3 e2 el 

FISHER DUNeAN (0.05) FISHER DUNeAN (0.05) - laR N.S. e2 el e3 
5aR 3aR 

( - ) Indica una diferencia altamente significativa (p:;95%) 
( .. ) Indica una diferencia significativa. 
N.S. Indica que no existe diferencia sign'rficativa. 
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TIEMPO 
O horas 

a 
20 horas 

FISHER -
o horas 

a 
20 horas 

FISHER -
o horas 

a 
20 horas 

FISHER -



Tabla 11. Efecto de la concentración de lactosa en resiembras de la cepa no filante de 
Slreplococcus Ihermophilus. 

CEPA 
NOFILANTE 

10 RESIEMBRA 

30 RESIEMBRA 

50 RESIEMBRA 

1aR 
50R 

30R 

LAC 10 gil (C1) 
LAC 20g11 (C2) 
LAC 30gII (C3) 

LAC10gll(C1) 
LAC 20g11 (C2) 
LAC 30gII (C3) 

N.S. C1 C3 C2 

( .. ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%) 
( * ) Indica una diferencia signmcativa. 
N.S. Indica que no existe diferencia significativa. 
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Tabla lA. Efecto de la concentraci6n de lactosa en la primera resiembra de la cepa filante de 
Slreplococcus Ihermophilus. 

PRUEBA DE RANGO 
CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) ~g eq.glucosa 1 mi MÚLTIPLE DE DUNCAN 

Cl 95% 
O 0.224~ 0.00 
4 3.529 ~ 1.010 TO 

1a Lactosa 10g11 6 13.003~ 1.466 T4 
12 24.240 ~ 3.526 T20 T6 

R 16 21.473 ~ 2.009 T16 T12 
E 20 12.294 ~ 0.370 
S 
I O 0.224~ 0.00 
E 4 2.004 ~ 0.6346 TO T4 
M Lactosa 20g/1 6 7.426 ~ 1.007 T16 
B 12 11.692~ 1.450 T6 

R 16 4.666 ~ 0.290 T12 
A 20 14.432 ~ 1.726 T20 

O 0.224~ 0.00 
4 13.619 ~ 0.332 

Lactosa 30g/1 6 13.785 ~ 0.450 TO 
12 10.15O~ 3.166 T12 T16 T6 T4 
16 11.570~ 0.644 T6 T4 T20 
20 16.927 ~ 4.766 

FISHER . -
Tabla lB. Efecto de la concentraci6n de lactosa en la tercera resiembra de la cepa filante de 

Slreplococcus Ihermophilus. 

PRUEBA DE RANGO 
CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) ~g eq.glucosa I mi MÚLTIPLE DE DUNCAN 

Cl 95% 
O 0.224 ~ 0.00 
4 2.167;t 0.152 TOT4 

3a Lactosa 10g/1 6 8.656;t 0.636 T6 
12 12.061 ;t 0.716 T12 

R 16 35.156;t 1.901 T16 
E 20 51.932;t 3.622 T20 
S 
I O 0.224 ~ 0.00 
E 4 7.454~ 1.035 TO 
M Lactosa 20g/1 6 19.664;t 2.600 T4 T12 
B 12 9.627 ~ 1.622 T6 
R 16 35.597;t 2.177 T20 T16 
A 20 33.634;t 6.347 

O 0.224;t 0.00 
4 6.891 ~ 0.450 TO 

Lactosa 30gl1 6 27.665:':. 1.646 T4 
12 40.426 ~ 1.170 T20 
16 39.694 :t 2.715 T8 
20 10.366 ~ 0.592 T16 T12 

FISHER N.S. -



Tabla le. Efecto de la concentración de lactosa en la quinta resiembra de la cepa filante de 
Streptococcus thermophilus. 

CONCENTRACiÓN TIEMPO(h) ~g eq.glucosa I mi 

O 0.224.:!: 0.00 
4 5.919.:!: 0.184 

Lactosa 10g11 8 6.975.:!: 1.036 

12 13.132.:!: 1.575 

16 38.184.:!: 1.284 
5a 20 39.670.:!: 2.026 

R O 0.224.:!:0.00 
E 4 2O.532.:!: 0.951 
S Lactosa 20g11 8 8.876.:!: 1.097 
I 12 34.998.:!: 0.580 
E 16 29.639.:!: 3.183 
M 20 6.913:t 1.297 
B 
R O 0.224:t 0.00 
A 4 1.983.:!: 0.329 

Lactosa 30gII 8 39.284.:!: 0.329 
12 7.666:t 0.189 
16 40.359:t 0.976 
20 8.287:!: 0.585 

FISHER N.S. -
( - ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%) 
( • ) Indica una diferencia significativa. 
N.S. Indica que no existe diferencia significativa. 

PRUEBA DE RANGO 
MÚLTIPLE DE DUNCAN 

a. 95% 

TO 
T4T8 

T12 
T16 T20 

TO 
T20T8 

T4 
T16 

T12 

TOT4 
T12 T20 

T8 T16 

! ;" . 
. ~ ' .. 
. . 
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Tabla IIA Efecto de la concentración de lactosa en la primera resiembra de la cepa no filante de 
StreplococCUfi thermophilus. 

PRUEBA DE RANGO 
CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) .g eq.glucosa I mi MÚLTIPLE DE DUNCAN 

a. 95% 
O 0.251 ! 0.000 
4 2.3431; 0.516 TO 

1a Lactosa 10g11 8 1.5653:!: 0.446 T8 T12 T4 
12 2.146:!: 0.535 T16 

R 16 5.168! 0.744 T20 
E 20 7.8311;0.132 
S 
I O 0.251 :!: 0.000 
E 4 4.0731; 0.223 TO 
M Lactosa 20gl1 8 1.6521;0._ í4 

I 
B 12 1.1911; 0.264 

"'~ R 16 2.7131; 0.239 T8 
A 20 12.090:!: 0.362 T16 

T20 
O 0.251 :!: 0.000 
4 3.056:!: 0.328 

Lactosa 30g11 8 1.134:!: 0.290 TO T12 T4 T8 
12 1.109:!: 0.411 T20 
16 12.819:!: 4.279 T16 
20 9.011 ! 0.573 

FISHER N.S. -
Tabla liB. Efecto de la concentración de lactosa enla tercera resiembra de la cepa no filante de 

SlreplococCUS thermophilus. 

PRUEBA DE RANGO 
CONCENTRACiÓN TIEMPO(h) .g eq.gluoosa I mi MÚLTIPLE DE DUNCAN 

a. 95% 
O 0.251 :!: 0.000 
4 20.869:!: 2.413 TO 

3. Lactosa 10gl1 8 23.576:!:.. 0.488 T4 T8 
12 34.367 :!: 5.377 T8T20 

R 16 50.529 :!: 2.212 T12 
E 20 27.230:!: 1.150 T16 
S 
I O 0.251 :!: 0.000 
E 4 34.543:!: 1.251 TO 
M Lactosa 20gl1 8 45.157:!: 1.899 T4 T12 
B 12 34.708:!: 3.582 T8T16 
R 16 45.758:!: 3.222 T20 
A 20 53.162:!: 0.986 

O 0.251 :!: 0.000 
4 11.775:!: 0.201 TO 

LaClosa 30g11 8 50.023:!: 1.860 T4 
12 16.485:!: 1.096 T12 
16 56.453:!: 2.999 T20 
20 45.713:!: 2.056 T8 

T16 
FISHER N.S. -
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Tabla ne. Efecto de la concentración de lactosa en la quinta resiembra de la cepa nofilante de 
Streptococcus thermophilus. 

CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) ~g eq.glucosa I mi 

O 0.251 ! 0.000 
4 1.878! 0.062 

Lactosa 10g11 8 5.103! 0.531 
5a 12 3448:!: 1.159 

16 36.344! 8.453 
R 20 34.061 ! 5.425 
E 
S O 0.251 ! 0.000 
I 4 2.570! 0.121 
E Lactosa 20gl1 8 15.753! 1.023 
M 12 1.887! 0.417 
B 16 26.897! 1.187 
R 20 24.814! 2.269 
A 

O 0.251 ! 0.000 
4 2.091 ! 0.223 

Lactosa 30gII 8 1.732! 0.160 
12 2.544! 0.019 
16 45156! 6.190 
20 33400! 1.827 

FISHER N.S. -
( - ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%) 
( • ) Indica una diferencia significativa. 
N.S. Indica que no existe diferencia significativa. 
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PRUEBA DE RANGO 
MÚLTIPLE DE DUNCAN 

" 95% 

TO T4 T12 T8 
T20T16 

TOT12 
T12 T4 

T8 
T20 

T16 

TO T8 T4 T12 
T20 

T16 



Tablalll. Efecto de la concentración de glucosa en la tercera resiembra de 
de la cepa mante y no fílante de Streptococcus thermophilus 

CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) ~g eq.glucosa 1 mi 

O 0.224! 0.009 
4 0.961 ! 0.297 

Glucosa Sg/l 8 1.320! 0.Q10 
12 2.571 ! 0.062 
16 2.527! 0.068 
20 2.808! 0.056 

CEPA 
FILANTE O 0.224! 0.031 

4 2.100! 0.191 
Glucosa 10gl1 8 5.835! 1.079 

12 16.183! 0.934 
16 12.641! 1.268 
20 21.568! 5.409 

FISHER FISHER - -
O 0.251! 0.019 
4 1.249! 0.103 

Glucosa Sg/l 8 1.549! 0.149 
12 1.483! 0.045 
16 6.907! 0.699 
20 8.645! 0.946 

CEPA 
NO O 0.251 ! 0.009 

FILANTE 4 2.542! 0.522 
Glucosa 10g11 8 3.640! 0.892 

12 8.888! 4.441 
16 18.489! 4.202 
20 23.345! 4.060 

FISHER FISHER - -
( - ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%) 
( * ) Indica una diferencia significativa. 
N.S. Indica que no existe diferencia significativa. 
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PRUEBA DE RANGO 
MÚLTIPLE DE DUNCAN 

a 95% 

TO 
T4 

T8 
T16 T12 

T20 

TO 
T4T8 

T12 T16 
T20 

TO 
T4 T8 T12 

T16 
T20 

TOT4 
T4T8 

T12 
T16 

T20 



Tabla IV. Efecto de la concentración de lactosa en la tercera resiembra de 
de la cepa filante y no fiJante de Streplococcus Ihermophilus 

CONCENTRACiÓN TIEMPO (h) ~g eq.glucosa I mi 

O 0.224 ;t 0.011 
4 12.797;t 3.722 

Lactosa 5gJI 8 12.293;t 1.887 

12 20.408;t 0.5835 

16 24.095;t 0.731 
20 27.0523;t 0.079 

CEPA 
FILANTE O 0.224;t 0.019 

4 2.167;t 0.152 
Lactosa 1 09/1 8 8.658 :!:...Q.638 

12 12.081 ;t 0.718 
16 35.158;t 1.901 
20 51.9323;t 3.622 

FISHER FISHER 
N.S. -

O 0.251;t 0.012 
4 12.438;t 0.304 

Lactosa 5gJ1 8 15.980;t 0.495 
12 13.8881:. 0.391 
16 15.277:!: 1.085 
20 16.613;t 0.312 

CEPA 
NO O 0.251;t 0.020 

FILANTE 4 20.869;t 2.413 
Lactosa 10g/1 8 23.576;t 0.488 

12 34.387;t 5.377 
16 so. 529 ;t 2.212 
20 27.23O;t 1.1SO 

- FISHER FISHER 
N.S. -

( - ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%) 
( * ) Indjca una diferencia significativa, 
N.S. Indica que no existe diferencia significativa. 

7) 

PRUEBA DE RANGO 
MÚLTIPLE DE DUNCAN 

a 95% 

TO 
T8T4 

T12 
T16 

T20 

TOT4 
T8T12 

T16 
T20 

TO 
T4 

T12 
T16 

T8 
T20 

TO 
T4 T8 

T20 
T12 

T16 
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