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Capitulo 1.
Introduccién.

Para un crecimiento 6ptimo, las bacterias &cido lacticas 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 produccidn de exopolisacérido (EPS), cuantitativa
o cualitativamente. En fos experimentos iniciales en este y otros grupos de trabajo
la preduccién de exopolisacérido 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 algdn objeto, lo cual representa
desventajas metodolégicas en la produccion del polimero (Salcedo, 1992, Cerning,
1990). En trabajos posteriores se valord la produccion especifica de polimero por el
método de Escalante y col. (1993), utilizando una cepa filante y no filante de
Streptococcus thermophilus en cultivo sintético MRS-lac liquido, y se observé que
la produccién del polimero es mayor en la cepa filante que en la no filante, en la
que se detecta también |a produccién de un polimero, Las cepas filantes confieren
mayor viscosidad al medic de cultivo. Ei estudio de la produccion de yogurt
utilizando cepas filantes y no filantes del cultivo iniciador mostrd que la produccidn
de polimero es mayor para la cepa filante y se obtiene un producto con baja
sinéresis para estas cepas, utilizando leche con 12 % de solidos totales (Wacher et
al, 1993).

Cabe mencionar que el cardcter filante de una cepa no estd sélo determinada por g
produccién de un exopelimero si no que la interaccidn entre el exopolisatérido con
la micela de caseina y la bacteria misma tienen un papel primordial en Ia
estabilidad del gel.

La elaboraci6n de yogurt con cepas iniciadoras filantes (CF) provoca una estructura
con grandes espacios situacion que no se presenta al emplear cepas no filantes
(CNF), las cuales también sintetizan el exopolisacarido pero proporciona una menor

firmeza y estabilidad al gel. Dichos espacios pueden afectar la integridad de Ia
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matriz proteica ya que se forma un codgulo poco firme (Hassan et af, 1995, 1996),
adem&s se obtienen geles mas adhesivos en cepas filantes de Lactobacillus

delbruecki subsp. bulgaricus que con no filantes (Dominguez et al, 1997).

La produccién del polimero es altamente inestable, pues si se evalda la produccién
en c¢inco transferencias de cultivo, ésta disminuye a lo large de las resiembras
(Villegas, 1995). También se encontraron diferencias en el comportamiento
reolégico de leches fermentadas con las dos cepas. EI mismo comportamiento se
observd para ambas cepas en medio Bellinker modificado pero se incrementaron
los valores de produccién (Escalante, 1993) y en leche al 11% de sélidos se
obtuvieron valores mas bajos a lo largo de ocho resiembras (Salcedo, 1992). La
inestabilidad en la produccién de EPS ya se habia reportado anteriormente para
diferentes cepas de bacterias lacticas (Cerning, 1990). Una tendencia similar la
sefiala Gancel et al (1994) pero con una resiembra de dos cepas filantes de
Streptococcus thermophilus S22 en un medio ST con lactosa (10g/1) y en un medio
ST con sacarosa (10g/1).

Esta inestabilidad en la produccién de exopolisacérido se atribuia a ta presencia de
plédsmidos, los que se consideraba que influfan en ei caracter filante o no filante de
las cepas. En cepas no filantes de Lactobacillus delckebreki subsp. bulgaricus se
encuentra pldsmido pero su presencia o ausencia no estd relacionada con el
caréacter filante o no filante o en el nivel de produccién (Salcedo, 1992). Gancel et af

(1994) repartan una ausencia de plasmido en las cepas filantes de Strepfococcus

thermophilus utilizadas en el estudioc.

Actuahlmente se conoce la secuencia de los genes involucrados en la produccién de
exopolisacarido para algunas cepas de Streptococcus thermophilus, Para la cepa de
Streptacoccus thermophiius Sfi6 el cluster eps, localizado a nivel cromosomal,
codifica 13 genes, eps A aeps M. Se identificéd a Eps E, Eps G, Eps |, Eps F camo
p-galactosidasa, «~1,3-N-acetylgalactosamina, p-1,3 glucosa transferasa y a-1,6-
galactosittransferasa, respectivamente (Stingele et a/, 1996, 1998). Asimismo, otro

estudio revela que el gene que codifica a la glicosiltransferasa, la cual une el primer
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azicar a el acarreador lipidico, sélo se encuentra en cepas de Strepfococcus
thermophilus (Griffin et al, 1996) por lo que se sugiere que el producto de la

actividad de este gene podria ser el paso limitante en la biosintesis det
exopolisacdrido en las bacterias Acido lacticas (Van Kranenburg et al, 1998).

La mayoria de los estudios scbre los cambios en la produccién det polimere,
composicién quimica o estructural del mismo, caracterizacién reolégica o niveles
de actividad enzimética se han realizado con lactosa como fuente de carbono, en un
medio sintético elaborado o en leche descremada. Son pocos los estudios en los
gue se ha observado el efecto de una fuente de carbono diferente, distintas
concentraciones sobre dichos pardmetros o entre cepas filantes y no filantes de
Streptococcus thermophilus. Se han reportado diferencias en la produccién de EPS
entre cepas filantes y no filantes de Strepfococcus thermophilus en leche
descremada. Si se compara el nivel de produccién con el obtenido con cepas
filantes de Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, éste produce més que
Streptococcus thermophilus (Cerming et al, 1988), sin embargo el método de
extraccion del polisacarido fue por precipitacién con etanol, en tanto que el
utilizado por el grupo de trabajo fue por medio de “Haze Assay” para de
Lactobacilius delbruecki subsp. bulgaricus (Garcia Garibay, 1991) y por el
tratamiento proteico del paquete celular en Streprococcus thermophilus (Escalante,
1994).

En lo que se refiere a estudios sobre el efecto de la fuente de carbono en
produccién de polimero o crecimiento, Thomas et af (1983) reportan el desarrollioc
de cepas de Strepfococcus thermophilus en lactosa y sacarosa, €on una
acumulacién de glucosa y fructosa en el medio, pero no realizaron la cuantificacion
del polimero. Gancel et af (1994) reportan produccién de EPS con fructosa, glucosa,
lactosa y sacarosa en una concentracién de 10g/t con una cepa de Streptococcus
thermophilus, la cual es mayor con las dos primeras. Los valores de crecimiento

son inversamente proporcionales a la produccidn del polimero.




Generalidades.

1.Bacterias Lacticas.

Las bacterias &cido lacticas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y estdn asociadas con habitats ricos en nutrimentos como lo son la
carne, ia leche y vegetales, ya que sus requerimientos nutricionales son complejos.
Los géneros cominmente utilizados en la elaboracion de productos lécteos
fermentados son: Lactococcus, Lactobaciflus, Streptococcus, y Leuconostoc. En todos
los casos se trata de bacterias Gram positivo, no esporuladas, catalasa negativo,
anaer6bicas pero aerotolerantes, Acido tolerantes y estrictamente fermentativas
(Axelsson , 1992),

Con base en sus caracteristicas bioquimicas las bacterias lacticas han sido
agrupadas como homofermentativas, producen Acido lactico apareniemente ¢como
Gnico producto de fermentacién, y heterofermentativas, produce otros productos
como son biéxido de carbono y etanol. Asimismo las bacterias heterofermentativas,
como Lactococcus lactis, cuentan con un sistema PTS para el transporte de lactosa
y otros carbohidratos al interior de la célula, en ei cual el fosfoenolpiruvato es el
donador para la fosforitacién de ta lactosa a nivel membrana y permitir su paso al
interior celular; posteriormente, la lactosa es hidrolizada por una fosfo-p
galactosidasa a glucosa y galactosa. La glucosa es metabolizada via EMP y la
galactosa por la via Tagatosa. Las bacterias homofermentativas, como
Streptococcus thermophilus, utilizan un sistema permeasa protén dependiente a
nivel membrana, donde la lactosa es hidrolizada por una @-galactosidasa y la
glucosa resultante se metaboliza via EMP y la galactosa por la via de Leloir
(Axelsson, 1992, Kandler, 1983 )

En ta Figura 1 se muestran las vias metabdlicas para carbohidratos propuestas para
bacterias |acticas.
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2. Yogurt: definicién, proceso y microbiologia.

Et yogurt es un producto licteo preparado a partir de leche entera, parcial ¢
totalmente descremada, enriquecida en extractos secos por medio de la
concentracion de ésta o agregando leche en polvo, tratada térmicamente y
coagulada bioldgicamente por la fermentacion obtenida de la siembra en simbiosis
de los cultivos lacteos Lactebacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus
(NOM-F444.1983). Existen tres principales tipos de yogurt : firme, batido y liquido.
£l proceso general de elaboracién de yogurt batido se muestra en la Figura 2.

La elaboracién 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. Asi como mejorar la viscosidad del producto finat y disminuir ia
sinéresis ya que existe una agregacion de proteinas. La homogenizacion se efectila
antes o después de la pasteurizacién a una temperatura de 60°C y 1000-3000 psi.
Posteriormente, la leche se enfrla hasta 40-45 "C y se inocuta con 2-5% de un
cultivo compuesto de una mezcla de Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus en una relacién (1:1). La feche se incuba de 3 a 6
horas, tiempo en el gue el producto alcanza una acidez de 0.8%-1.4% de 4cido
lactico y pH 3.7-4.6. La fermentaci6n se detiene con el enfriamiento det producto
hasta una temperatura de 5.7°C, se le adiciona el preparado de fruta y se procede a
la agitacién del mismo a bajas velocidades para evitar la formacién de fenémenos
de cizalla, los cuales alteran la estructura del codgulo y por lo tanto las
caracteristicas del producto. El yogurt se envasa y almacena a temperaturas
inferiores de 5°C (Sinha, 1989, Tamime, 1991).

La obtencién de un producto con caracteristicas deseables depende de un buen
manejo de la materia prima y de la actividad simbiética del cultivo iniciador. Las

caracteristicas generales de éste, que es un cultivo mixto, son: Lactobaciilus
delbruecki subsp. bulgaricus es un bacilo largo homofermentativo, gram positivo,

no mévil, el cual produce acido D-(-) lactico. Es capaz de fermentar la glucosa,
lactosa fructosa y galactosa, pero no asi maltosa y sacarosa. Puede crecer a

temperaturas superiores a 45°C, pero normalmente tiene su éptimo 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 metabolisme fermentativo ain 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 4cido L-(+) lactico a partir de glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa. Tiene
una temperatura 6ptima 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
composicion, la leche puede cubrirlos. La lactosa satisface los requerimientos
energéticos de ambos microorganismos, los aminoécidos indispensables se
encuentran en abundancia, en forma de proteinas, asi como las vitaminas y los
minerales (Sharpe, 1989). Ambas bacterias transforman la lactosa a 4cido lactico,
el cual es responsable del coagulo, de la firmeza del producto, del sabor Acido
caracteristico de! yogurt y de {a inhibicién del crecimiento de microorganismos
indeseables, como Strepfococcus aureus, bacterias patdgenas, Salmonella, o
coliformes, E.coli. El suministro de aminodcidos se satisface por tas mismas
bacterias al hidrolizar las protelnas 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 s6lo
posee una proteasa externa. Mientras Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus
hidroliza activamente las proteinas, lo que ayuda a cubrir las necesidades del coco,
Streptocaccus thermophilus produce dcido férmico y bidxide de carbono, los cuales
son estimulantes para el lactobacilo (Marshall, 1986). E| acetaldehido es el
responsable de! sabor caracteristico del yogurt, mientras que el diacetilo y la

acetoina contribuyen al mismo pero tienden a desaparecer rdpidamente {Tamime,
1991).
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Figura 2 . Proceso general de la elaboracién de yogurt batido {Temado de
Garcia Garibay, 1993).




Generalidadea.
2.1 Consistencia y textura def yogurt.

La consistencia y textura del yogurt se logran basicamente por efecto del acido
{actico sobre las micelas de caseina, lo cual provoca la formacion de un coéagulo
consistente y firme, el que, sin embargo, es susceptible a efectos mecdnicos,
temperatura y cambio de pH, lo cual lo convierte en inestable. Con el propésito de
evitar alteraciones se aumentan los sélidos totales de Ia leche a usar y se le
adiciona leche en polvo y/0 estabilizantes, como son grenetina, almidén,
carragenina, alginatos, goma guar, goma de algarrobo, pectina, ete., 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 las exopolisacdridos bacterianos
siempre seran una alternativa para conservar una textura deseable en el producto,

Los exopolisacéridos bacterianos contribuyen de manera natural a la estabilizacién
del gel ya que interaccionan tanto con fas micelas de caseina como con la
superficie bacteriana. Sin embargo, la cantidad de exopolisacérido presente no es
la suficiente como para eliminar la necesidad de adicién de estabilizantes, ademas
de que la naturaleza dei mismo influye en la interaccién de éste con las micelas de
caseina y con las bacterias presentes en el producto.
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3. Exopolisacéridos bacterianos,

Un exopolisacérido es un polisacérido extracelular que puede estar asociado a la
superficie celular en forma de capsula 0 que puede ser secretado al medio en forma
de filamento (Sutherland , 1990). Los exopolisacédridos microbianos que se aplican
en la industria alimentaria son dextranas, xantanas, gelanas, pululanos, glucanos
fungicos v alginatos bacterianos. Sin embargo, los exopolisacédridos bacterianos
representan una pequefia fraccién en el mercade de biopolimeros. Esto se debe, en
parte, a las limitaciones que existen en |a produccién de los polimeros bacterianos
ya que se requiere de un pleno conocimiento de su biosintesis, tecnologfa adecuada
para el procesamiento y altos costos de recuperacién. Su composicién es muy
variada ya que depende del microorganismo que lo sintetice, pera principatmente
se encuentran unidades de D-glucosa, D-galactosa y D-manosa en su forma
piranosa. También llegan a estar presentes L-ramnosa y 6-desoxihexosas. Algunos
polisacéridos pueden contener N-acetifaminoazicares, glicerol-3-fosfato, fosfato y
grupos acetilo (Bubb et af, 1997; Cerning et al, 1988; Doco et al, 1990; Faber et a/,
1998; Lemoine et af, 1997).

Los exopolisacdridos producidos por bacterias 4cido lActicas se dividen en
homopolisacaridos y heteropolisacéridos. Los homopolisacéridos poseen como
tnico componente a la D-glucosa con enlaces tipo a y B, se sintetizan fuera de la
célula en presencia de una molécula donadora y de un aceptor. Entre éstos se
encuentran las dextranas y los levanos producidos por Leuconostoc mesenteroides y S.
mutans. Los heteropolisacéridos, producidos por bacterias lacticas meséfilas y
termdfilas, estdn compuestos por dos © més tipos de residuo de monosacérido,
poseen Acidos urénicos como el D-glucurénico y pequefias cadenas laterales. Son
producidos a nivel membrana celular utilizando una serie de precursores formados
intracelularmente, como los gluco-nucledtidos, los cuales juegan un papel esencial
en la sintesis debido a su interconversién y en |z activacién de azucares necesarios
para la polimerizacién de monosacéridos (Sutherland, 1990).
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4.Produccién de exopolisacdrido en Streptococcus thermophilus.

Debido a que Streptococcus thermophilus es un microorganismo harnofermentativo,
et mecanismo de transporte de carbohidratos al interior de 1a célula es por medio
de un sistema permeasa protén dependiente. En el casc de la glucosa, se
metaboliza via EMP con fa formacién de 4cide Yactico. La fructosa es fermentada al
entrar a la misma ruta metabdlica al nivel de fructosa-6-P después de sufrir una
isomerizacién y fosforilacion: debido a2 que la mayoria de las cepas de este
microorganismo poseen un fenotipo Gal(-) este monosacérido no se utiliza como
fuente de carbono. Para la fermentacién de sacarosa se requiere que la enzima
sacarasa actle y de lugar a glucosa y fructosa, las cuales entran a la via metabélica
principal como se indicd anteriormente (Axelsson, 1992 ). La lactosa es hidrolizada
por una p-galactosidasa intracelular a glucosa y galactosa. La glucosa se metaboliza
via EMP mientras que la galactosa se excreta al medio por medio del mismo
sisterna permeasa-antiporte con la lactosa. Streptococcus thermophilus posee las
enzimas involucradas en la via de Leloir, por medio de la cual la galactosa es
transformada a glucosa 6-P. Se sugiere que dichas enzimas estadn involucradas en
la sintesis de precursores para la formacién del polimero, para o cuat la glucosa. 1.
P es el primer precursor en ia sintesis del polisacéride ya que se forma a partir de
glucosa-6-P por la accidn de una fosfoglucomutasa, enzima que conecta la via de
utilizacion de lactosa (generazién de energia) con la biosintesis del exopolisacarido
(biosintesis de gluco-nucledticos ) (De Vuyst et al, 1999; Escalante, 1994),

La sintesis de exopolisacarido se realiza por la polimerizacién de residuos
azucarados activados por rucledtidos por la accién de glicosiltransferasas
especificas. Se unen al uncecaprenil fosfato, el cual es un lipido isoprenoide
localizado en la membrana celular y actia como receptor del primer residuo
azucarado, Conforme la cadera se alarga la estructura intermediaria incrementa su
hidrofobicidad y es entonces cuando el polisacirido puede liberarse del lipido
isoprencide por medio de .na translocacién a través de la membrana y es
excretado al medio.



Ooneralidades

La biosintesis de polisacéridos es un proceso que requiere energia, ya que en un
inicio es necesario de una molécula de ATP para la conversién de glucosa a glucosa-
6-P. Posteriormente, se requiere energia para la sintesis de cada gluco-nucledtido
y para fa fosforilacién del acarreador lipidico isoprenoide y, por ditimo, el
transporte del polimero demanda energia. Debido a que la generaci6n de energla en
bacterias &cido l&cticas es menor que en microorganismos aerdbicos, esto puede
ser un factor limitante en la cantidad de exopolisacarido producido. Por otra parte,
el lipido isoprenoide estd involucrado en la biosintesis de la pared celular, por lo
que existe una competencia por este lipido durante las diferentes fases de
crecimiento (De Vuyst et al, 1999, Looijesteijn P.J. et a/, 2000). La naturaleza y
composicién del exopolisacarido dependen de la composicion del medic de cultivo,
de las vias biosintéticas, de la fase y de la velocidad de crecimiento y del transporte
y polimerizacién del mismo durante su sintesis. En la figura 3 se muestra el
diagrama propuesto de sintesis de polimero.

4.1 Composicién y estructura del polimero.

El exopolisacarido producido por Streptococcus thermophilus estd constituido por
glucosa y galactosa, principalmente, en ocasiones contienen grupos fosfato o acetil.
La galactosa puede encontrarse en conformacién furanosa o piranosa. Los
monosacaridos se encueniran unidos por enlaces a ¢ p en la cadena principal
conformada por 4 a 7 monosacéridos, la cual se repite en todo el polfmero. El peso
molecular del polisacdrido es del orden de 10° Da (Cerning et af, 1995; Doco et af,
1990).

La primera caracterizacién estructural de un polimero producido por Streptococcus
thermophilus mostré una composicion de glucosa, galactosa y N-acetil-D-
galactosamina en una proporcién 1:2:1 (Doco et af, 1930). Estudios posteriores con
diferentes cepas ruestran un exopolisacédrido compuesto por ramnosa y galactosa,
de estructura idéntica (Ariga ef al, 1992; Bubb et al, 1997; Faber et al, 1998).

Asimismo se encontré que entre dos cepas de Streptococcus thermophilus el




Genaralldadas,

exopolisacérido producido tiene la misma estructura y composicién pere, difieren
en el peso molecular lo cual inftuye en ias caracteristicas del medio, ya que con el
polimero de bajo peso motecular el medio es ligeramente viscoso y con apariencia
“grumesa”, mientras que con el polimero de alto peso molecular el medio es muy
viscoso (Faber et al, 1998). Lo anterior sugiere que las diferencias de viscosidad en
el medio producidas por el exepolisacéarido no sélo dependen de la composicion del
polimero sino también de las interacciones entre ta red polimero-proteina en el

medio lacteo.

Se ha identificado una cepa de Sireptococcus thermophilus capaz de producir dos
diferentes polimeros a la vez, con la misma composicién (gal,glu,4:1) pero con
diferente peso molecular. La proporcién por la cual se generan se debe a la
refacién carbono-nitrégeno presente en el medio de cultivo y la cantidad de
exopolisacérido producida depende de 1a naturaleza de la fuente de carbono
empleada (Degeest et af, 1999; 2000). Un estudio con una cepa filante y otra no
filante mostré un exopolisacarido compuesto por glucosa y galactosa, cuando se
emplea glucosa o lactosa en el medioc como fuente de carbono (Escalante, 1994),
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Figura 3. Modelo de biosintesis de EPS en Lactococcus factis NIZO b40 (Tomado de De Yuyst et al, 1939).
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Planteamiento del problema.

Los cultivos iniciadores utilizados en la elaboracién del yogurt son Streptococcus
thermophilus y Lactobaciflus delbrueckii subsp.bulgaricus, ya que tienen la
capacidad de producir polisacéridos exocelulares que contribuyen en el aumento de
viscosidad, textura y mencr susceptibilidad a sinéresis, con lo cual se promueve
una disminucién en el uso de estabifizantes. Sin embargo no es del tode conccido
cémo se afecta ta produccién del exopofisacaride en Sirepiococcus thermophilus
cuando se emplean fuentes de carbono diferentes a la iactosa, asi como tampoco se
ha determinado el efecto de estos carbohidratos es el mismo en la produccién con
cepas filantes y no filantes. Asimismo se desconoce el efecto de la variacién de
concentracién en la fuente de carbono sobre la produccién del exopolisacérido, por
lo que se propone que distintas fuentes de carbono pueden favorecer la produccion
de exopolisacérido en cepas de Streptococcus thermophilus y que ia variacién en

el nivel de produccién dependerd de la concentracién y naturaleza en la cual se
encuentre la fuente de carbono.

Los resultados obtenidos en eta investigacion permitirdn emitir recomendaciones
sobre el manejo de las cepas de Streptococcus thermophilus a emplearse como

iniciadoras en yogurt.



Objetivo general.

Determinar el efecto de ta fuente de carbono en ia produccién de exopolisacérido en

resiembras de una cepa filante y no filante de Streptococcus thermophilus.

Objetivos particulares.

» Determinar las fuentes de carbono fermentables y el efecto de diferentes
concentraciones sobre la produccién de exopolisacéride en la cepa filante y no
filante.

¢ Evaluar la estabilidad de produccién de exopolisacérido de resiembras en tres
concentraciones de lactosa .

s Evaluar si la concentracién de lactosa afecta la produccién det exopolisacérido
de tres resiembras de la cepa filante y no filante, asi como elegir la condicidn
de mejor produccién .

+ Determinar la produccién de exopolisacarido con las fuentes de carbono
fermentables por las dos cepas en [as condiciones elegidas.

« Conocer el efecto de diferentes combinaciones de fuente de carbono en Ja
produccion de EPS de ambas cepas.



Capitulo 2.

MATERIALES Y METODOS.

La estrategia metodolégica empleada en este trabajo se presenta en el siguiente
esquema (Figura 4}

Reactivacién y manejo de cepas de Streptococcus thermophilus

(medio Bellinker modificado y leche descremada 11%)

J

Determinar las fuentes de carbono fermentables por medio
de la produccién de EPS, pH y crecimiento en fructosa,
sacarosa, lactosa, glucosa, [10-30g/1], 1° Resiembra CF y CNF

Evaluar el efecto de la concentracién de tactosa en
la cinética de crecimiento y produccién de EPS .
Lactosa [10Q, 20, 30]g/1. 1°,3°,5° Resiembra CF y CNF
Elegir condicién de mejor produccién.

Cinética de crecimiento y produccién de EPS en glucosa,
lactosa y sacarosa con la concentracidn
y resiembra con mejor produccién de la CF, CNF

Cinética de crecimiento y produccién de EPS en
glucosa y lactosa [5] g/, tactosa-glucosa, glucosa-galactosa.
Resiembra ¢on mejor produccién de CF,CNF



Matoriclos y Métedoa

1.Microorganismos.

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

Streptococcus thermophilus:

a) Cepa NCFB 859, la cual proviene de la coleccidén NCFB (Naticnal Collection of
Food Bacteria, Reading, Inglaterra). Esta cepa posee el fenotipo Gar™, muccide o
filante v es una bacteria de forma esférica que crece formando cadepas 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 ia coleccién 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 119 e incubada a 37°C 24h. Estas
cepas se mantuvieron por congelacién en perlas de vidrio perforadas con glicero!
(TECHNICAL SERVICE CONSULTANTS, LTD), a -20°C.

La identidad de los microorganismos empleados se verificd mediante el uso de
“kits” de identificacién bioquimica del sisterma AP} 50 CH de BioMERIEUX.

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 patrén de
fermentacibn no cambia entre resiembras aspecto en el que difiere de
Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus en 1a gue se observd que dicho patrén

difiere entre cada resiembra (Ibarra, 1995).




Matoralos Yy Métodoa

2. Medio de cultivo.

En este trabajo se utilizd el medio sintético Bellinker modificado (Escalante, 1994),
el cual tiene la siguiente composicién:

Ingrediente Conc. (g/1)
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. Preparacion del inécula.

Se tomé una perla de vidrio de glicerol y se colocé en un tubo con leche
descremada al 119 .Este se incub6 a 37°C/24h. Se realiz6 un precultivo de 24h en
10mi de medio sirtético Bellinker modificado, para lo cual se inoculé con 1% (v/v)
del tubo en leche en que fue recuperada cada cepa. Posteriormente se realizaron
las cinco resiembras en tubos con 10m! de medio sintético Bellinker modificado,
para lo cual se inoculd con 1% (v/v) de los tubos de precultivo. En la realizacién de
cada resiembra se incubd a una temperatura de 37°C/24h. De [as cinco resiembras
realizadas se utilizaron la primera, tercera y quinta de cada cepa para los estudios

a los gue se refiere este trabajo.




Matedaloo y Métadoe

4. Condiciones de fermentacion.

Para cada experimento se realizaron cultivos en lote por triplicado con matraces
Ertenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio sintético. Cada matraz se inoculd con
1% de la resiembra correspondiente e incubados a 37°C en un cuarto de

termperatura constante.

5. Determinacién de crecimiento.

En la determinacién de crecimiento se utilizd un sisterna de filtraciéon Millipore y
membranas de filtracién c¢on un tamafic de poro de 0.45um tipo HA. Previo a su
utilizacién, cada membrana se mantuvo a peso constante. Se filtraron 25mi de
muestras a diferentes tiempos de cultivo en medio sintético meodificado.
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 fillradas las
mezclas se determiné el peso seco (mg célula/ml).

§.Extracci6n y cuantificacién del exopolisacéarido.

Extraccién del polisacarido.

Los 25 ml restantes de las muestras se centrifugaron a 12 100 g /20 min a 4°C. El
sobrenadante se decanté y el pellet se lavé con 5 mil de solucidén salina estéril
(0.9%). Se centrifugd a 1000 g /5 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se
decanté nuevamente y el pellet se resuspendi6é con 1ml de TCA (5%). Se agité con
vortex 1min a méxima velocidad y se transfirié a tubos eppendorf de 1.5mi, se
centrifugd a 1000 g /10 min. La muestra se lavdé con 1 ml de buffer de reaccién
dos veces y se resuspendié en 1 mi de buffer de reaccién de pronasa, se le agregd
125u1 de Pronasa (20mg/mb) y se incubd 40°C/20h. Lo anterior se ajustd a 5ml con
agua destilada y se dializ6 24h/4°C contra agua destilada.
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Motodalos y Métodoa

Cuantificacidn de exopolisacérido.

La cuantificacién se realizé por el método de azucares totales por fenol-sulfirico
{Dubois et al, 1956), en el cual 1 ml de muestray 1 mi de fenol (5%) se colocaron
en un tubo, se mezclaron y se afiadieron 5 ml de 4cido sulfarico concentrado. Se
incubs por 25 min a 25°C y se midié la absorbancia a 430nm. E! ensayo se realizd
por triplicado.

La concentraci6n de aziicares totales de las muestras se obtuvo extrapolando los
valores de absorbancia contra una curva patrdn realizada bajo la misma

metodologia.
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Capitulo 3
RESULTADOS Y DISCUSION.

1.Reactivacién de cepas.

En bacterias lacticas, principalmente en cultivos iniciadores de yogurt, existe
inestabilidad en la produccién de polfmero y en ocasiones pérdida del carécter
productor del mismo, por lo que para el estudio de estos microorganismos es
necesario realizar su reactivacion y para el anélisis de los patrones de produccién 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 produccién muestra que el
valor maximo se alcanza a partir de la tercera resiembra (Figura 5).

2.Efecto de fuentes de carbono.

Sélo se contaba con informacién (Escalante et al, 1998, Villegas 1595) sobre la
produccién de exopolisacdrido con lactosa como (nica fuente de carbono en una
concentracién de 20g/]. Entonces se planted evaluar dicha produccién con lactosa,
glucosa, sacarosa y fructosa en concentraciones de 10 g/l, 20 g/1, 30 g/l en 20
horas de incubacién con la primera resiembra de de las cepa fitante (CF} y cepa no

filante (CNF) de Streptococcus thermophilus.

En {a Tabla 1 se observa que la cepa filante produce el exopolisacarido (EPS) y
presenta crecimiento con lactosa y glucosa en las tres concentraciones probadas,
mientras que con fructosa sélo presenta un crecimiento minimo. El nivel de
crecimiento disminuye al aumentar la concentracién, efecto mas marcado con
glucosa. La produccién de exopolisacéride presenta upa tendencia paraddlica, ya
que [a produccién minima ocurre con 20g/l y la méaxima con 30g/| de fuente de

cabono.
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Rooultados y Discueidn.
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Figura 5. Produccién de exopelisacérido en cinco resiembras de la cepa filante y

cepa no filante de Streptococcus thermophilus.
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Rooulttadoa y Diacualin,

Tabla 1. Efecto de la concentracién de diferentes carbohidratos en la produccién

de exopolisacérido, crecimiento, pH final en la primera resiembra

de la cepa filante de Strepiococcus thermophilus. 20 h de cultivo.

Cepa Filarfte pH Biomasa Produccion de EPS Produccidn Especifica de EPS
{mg célula/mi) | {kg equiv. glucosa /ml} (ug equiv.glucosa/mg célula)

Lactosa

10 g/t 4.6 11.057 +0.074 13.4087 + 1.0026 12.6857

20 g/ 456 11.043+0.185 9.2603 + 1.3844 B.8786

30 g/l 474 10.821 +0.196 20,3682 + 1.3157 20.3682
Glucosa

10 g/1 49 | 076 +0.022 | 7.5045 + 0.8382 9.8744

20 g/ 4,89 (0.877 +0.035 i 9.338 + 1.0472 10.6477

30 g/ 46 |0.607 +0.1571 10.6314 +24073 17.5148
Fructosa

10g/1 6.7 |0.291 + 0.041 : 0

20 g/ 6.5 |0.324 + 0.018 0

30 g/l 66 10328+ 014" 0
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Roaultadec y Dicousldn.

En fructosa la produccién de polimero es nula y el nivel de crecimiento es muy bajo,
lo cual se refleja en que sdlo se registran pequenos 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
monosacarido (Gancel et af, 1994; Thomas et al, 1983). En sacarosa no se presenté
crecimiento ni produccién de polimero. Cabe sefialar que anteriormente la cepa
reporté actividad en este disacarido (Escalante et al, 1998), lo que reafirma la alta

inestabilidad de esta caracteristica.

La cepa no filante produce el exopolisacdrido y presenta crecimiento en lactosa,
sacarosa y glucosa (Tabla 2). En sacarosa se observa que al incrementarse la
concentracién de carbohidrato el crecimiento y produccién de EPS disminuye,
posibfemente por efecto osmético en el sistema, ya que para L.mesenteroides se
observé que al incrementar la concentracién de sacarosa en el medio la
osmolaridad del mismo incrementa (Quirasco, comunicacién personal).

En lactosa el mayor crecimiento se obtuvo en una concentracién de 30 g/l v la
produccién mayor de EPS en una concentracién de 10 g/1 en tanto que con glucosa
en una concentracién de 20 g/l se obtiene el mayor crecimiento y la produccién de
EPS aumenta con el incremento de la concentracion del monosacéride. En
fructosa no se presenta crecimiento y produccién de EPS lo cual se refleja en el
hecho de no observar cambios en el pH del medio.

El comportamiento en la produccién de exopolisacérido en lactosa es diferente
para las cepas. En ambas se presenta un minimo en 20g/l, pero en la cepa no
filante el maximo se presenta en 10 g/I.

Con glucosa se observa que para ambas cepas la produccion de exopolisacérido
aumenta al incrementarse la concentracién del monosacéride pero es mayor en la
cepa filante que en la cepa no filante.

El experimento anterior se realiz6 con la primera resiembra de ambas cepas debido
a que es con #sta que se tenfa informacion de la produccién de EPS. Dicha

resiemnbra presenta una menor produccidn que las sucesivas resiembras y la
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Rocultadoo y Discuaitn.

Tabla 2. Efecto de la concentracién de diferentes carbohidratos en la produccién

de exopolisacérido, crecimiento , pH final en la primera resiembra

de la cepa no filante de Streptococcus thermophilus.

Cepa pH Biomasa Producci6n de EPS Produccidn Especifica de EPS
No Filante {mg célula/mI)j (ug equiv. glucosa /ml) |(ug equiv, glucosa /mg célula)
Lactosa

10 g/ 5.22 [1.07 + 0.2485 18.1891 + 2.6021 16.9992

20 g/ 488 10.851 +0.148 2.3925 + 0.5581 28114

30 g/ 563 {1.354 +0.165 15,1695 + 2.0999 11.2035
Glucosa

10 g/ 6.58 10473 +0.247 1.1585 + 0.9310 2.4494

20 g/l 6.22 (0.894 +0.145 2.2762 + 0.0521 2.5461

30 g/l 6.18 |0.287 + 0.098 2.4926 + 1.7883 8.6853

Sacarosa

10 g/ 448 0857 +£0.113 14.693 + 1.4664 17.1448

20 g/ 4.15 | 0.929 + 0.086 9.4518 + 1.7933 10.1742

30 g/t 428 10.664 +0.164 9.8306 + 1.0783 14.8052
Fructosa

10 g/l 6.89 [0.287 + 0.016 0 0

20 g/l 69 (0.307 +£0.109 0 0

30 g/ 6.9 0.3+0.0871 C 0]
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Reauttodoa y Diacuaién.

muestra fue tomada a las 20 horas de cultivo, lo cual no significa que es el punto en
el cual se presenta 1a produccién méxima de exopolisacarido, como se muestra mas
adelante. Se realizé un cultivo de 20 horas ya que sélo se requeria conocer el perfil
de utilizacién de carbohidratos, por lo que no se consider®d necesario realizar la
cinética de produccién.

Por ello se determiné evaluar la produccién de exopolisacarido en concentraciones
de 10 g/i, 20 g/l y 30 g/I de lactosa en una fermentacién de 20 horas con la
p-nrimera. tercera y quinta resiembra de las dos cepas debide a que son las que
presentan mejor produccidn (Figura 5) y se determind la produccién y el
crecimiento a diferentes tiempos.

3. Efecto de la concentracién de lactosa sobre el crecimiento y produccién
de exopolisacérido en tres resiembras de la cepa filante y no filante.

3.1 Cepa Filante.

Se evalug el efecto de tres concentraciones de lactosa en la primera resiembra de ia
cepa filante. La produccién de exopolisacérido es mayor en una concentracién de
lactosa de 10 g/! durante toda la fermentacitn, con un valor maximo a las 12
horas. Se observa que la produccibn estd asociada al crecimiento en
concentraciones de 10 y 20 g/l, ya que coinciden fos tiempos en que se alcanzan
tanto la méxima produccién como el maximo crecimiento. Sin embargo, cuando se
emplean 30g/1 a las 12 horas se obtiane ¢l valor méximo de crecimiento, mientras
que la produccién de EPS permanece casi constante de las 4 a las 20 horas (Figura
6a). También se observa un rdpido 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 produccidén no se pueden atribuir a este
factor. La produccion de exopolisacarido difiere significativamente entre las tres
concentraciones usadas en la primera resiembra, en tanto que entre la tercera y
quinta no existe diferencia significativa (Tabla |, 1A-C, Apéndice).
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Figura 6a. Efecto de la concentracién de lactosa en la produccién de
exopolisacérido, crecimiento, pH. Primera resiembra de la

cepa filante de Streptococcus thermophilus.
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Roaultadoa y Discuakén-

En la figura 6b se observa que la mejor produccion de EPS para la tercera
resiernbra de la cepa filante es en 10 g/1 de lactosa a las 20 horas de cultivo. Con
20 g/1 y 30 g/i 1a produccion méaxima se obtiene a {as 12 horas, Para esta
resiembra se observa que la produccién esta 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 concentracién de 10 g/1
alcanza niveles menores que en las otras concentraciones pero la produccion del
polimero es mayor, aunque no durante toda {a fermentacién. El pH final es similar
para las concentraciones utilizadas.

El cultivo proveniente de la quinta resiembra de fta CF produce el polimero en
niveles muy similares entre las concentraciones empleadas. El incremento en la
produccién se observa a partir de las 4 horas en 10 g/i y 30 g/|. En ésta Gltima se
presenta un decremento en la produccién a las 8 horas de cultivo y un aumento a
partir de las 12 horas, en tanto que el incremento en produccién se presenta desde
el inicioc en 20 g/l. El mismo comportamiento se observa para el crecimiento
celular (figura 6c).

La curva de crecimiento en 10 g/l se mantiene por debajo de las obtenidas en las
otras concentraciones pero la produccién de EPS es muy cercana al valor méxime.
En 30 g/l los niveles de crecimiento son mayocres y la preduccion del polimero es
muy parecida a la obtenida en 10 g/1.

De los resultados mostrados se puede decir que con la tercera y quinta resiembra
se obtiene una mejor produccién de exopolisacaride que con ta primera resiembra y
que 10 g/ de lactosa es la concentracién que la favorece. Como se abserva, existe
variabilidad en el comportamientc de produccidbn entre resiembras y
concentraciones. Los niveles de crecimiento parecen depéender de la presencia de
grandes concentraciones de fuente de carbono, ya que son mayores en 30 g/! para
las tres resiembras, seguidos por los obtenidos con 20 g/l y después por 10 g/l
Sin embargo, este fendémeno no se presenta cuando el cultive proviene de la

primera resiembra.
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Figura 6b. Efecto de la concentracién de lactosa en la produccién de

exopolisacarido, crecimiento, pH. Tercera resiembra

de la cepa filante de Streptococcus thermophilus.
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Figura 6¢c. Efecto de la concentracién de lactosa en la produccién de
exopolisacérido, crecimiento, pH. Quinta resiembra

de ia cepa filante de Streptococcus thermophilus.
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Ei anélisis estad{stico de los resultados indica que al aumentar la concentracién de
lactosa la produccién méxima de polimero se obtiene en tiempos de fermentacion
mas cortos. Para la tercera y quinta resiembra en una concentracién de 10g/] es
hasta las 20 horas cuande se obtiene la méxima produccién de polimerg, en tanto
que en 30 g/l es desde las 4 horas (primera resiembra), por 1o que es posible
detener 1a fermentacién desde el momento en el que se obtiene el punto maximo
{Tabla 1A, IB, IC, Apéndice).

Las diferencias entre valores méximos de produccién no scn 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 decidi6
trabajar con la tercera resiembra ya que los valores de produccién son
relativamente mayores que con la quinta resiembra y en una concentracién de 10
g/l para los experimentos posteriores.
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3.2 Cepa No Filante.

Se evalud el efecto de tres concentraciones de lactosa en la primera resiembra de la
cepa no filante, la cual presenta la maxima produccién de exopolisacérido en 30
r/1. Con las tres concentraciones usadas la produccion inicia a partir de las 12
horas de cultivo. Los valores méximos de produccién en las tres concentraciones de
lactosa son de 2 .34 a 16.40 pg equiv. glucosa /ml menos que las obtenidas con
la cepa filante. Se aprecia una tendencia lenta a la disminucién de produccién en
10 g/t y 20 g/1 de lactosa. En tanto, cuando se emplean 30 g/i la disminucién es
rapida. Seria interesante prolongar el tiempo de incubacién y observar el perfil de
produccitn, ya que ésta inicia més tarde que con ta primera o tercera resiembra de
esta cepa, o que en los casoes analizados para la cepa filante.

La curva de produccién de excpolisacérido para esta cepa se muestra en la figura
7a. El crecimiento inicia a partir de las 4 horas de fermentacién vy el pH del medio
disminuye répidamente a partir de las 12 horas en las tres concentraciones. Se
observa claramente que la produccién de exopolisacdrido estd asociada af
crecimiento y que los bajos valores de produccién de EPS ocurren cuando se
presenta un elevado crecimiento, ya que existen menos grupos fosfatoisoprenoide
disponibles para la sintesis del polimero (Degeest et al, 1999; Ramos et af, 2001).

En la tercera resiembra la produccién de polimero se presenta desde el inicio de la
fermentacién en las tres concentraciones. La mayor produccién se alcanza en 30
g/! a las 16 horas. La produccién de polimero esté asociada al crecimiento. Esto se
cbserva en la figura 7b.

£l comportamiento de ia quinta resiembra es muy similar al de la primera. La
produccién de EPS incrementa radpidamente a partir de ias 12 horas y alcanza la
méxima produccién a las 16 horas en las tres concentraciones. El valor méximoe se
alcanza con 30 g/! {figura 7¢). El crecimiento es rapido a partir de las 12 horas y
los valores méaximos 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 répida disminucién, mientras que el crecimiento es minimo.
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Figura 7a. Efecto de la concentracién de lactosa en la produccién de
excpolisacarido, crecimiento, pH. Primera resiembra de la

cepa no filante de Streptococcus thermophilus.
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£t 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 tardic en la produccién de EPS cuando se
emplea la primera resiembra, con la que también se obtienen los valores mas bajos
para la produccién de polimero.

Se observa que 30 g/1 es la concentracién que favorece la mayor produccién de
polimero, ia cual es seguida por 10g/l. El anédlisis estadistico realizado (Tabla Ii,
Apéndice) indica que !a diferencia en ia produccidn de exopolisacéridoe entre
resiembras es altamente significativa. No se observa un efecto del aumento o
disminucién de concentracién de la fuente de carbono en la produccion de EPS, tal
como ocurre con la cepa filante.

Sin embargo, la produccién de exopolisacarido disminuye rapidamente con 30g/L
en las tres resiembras después de las 16 horas de cultivo, lo cual indica un posible
efecto de saturacidn del sistema de transporte, ya que &} crecimiento disminuye y el
pH se estabiliza como con las otras concentraciones, En L.casei CG11 se reporia
que al incrementar la concentracion de fuente de carbono la produccitn aumenta,
sin embargo no se probaron concentraciones de 30g/1 (Cerning et af, 1995). En 10
g/l la disminucién de produccidn después de las 16 horas puede ser debida a una
insuficiencia de la fuente de carbono, efecto que sélo se observa en la tercera
resiembra .

El estudio de {a produccién de exopolisacérido en resiembras de cepas de bacterias
lacticas no se tiene reportado, por to que este trabajo muestra que ta produccitn
difiere entre resiembras de las cepas utilizadas: la primera resiernbra de ambas
cepas muestra una menor produccién que en las otras resiembras. La diferencia
observada entre resiembras indica que  conforme el microorganismo es
resembrado la produccién se activa, posiblermente por una mayor actividad de las
enzimas involucradas en su sintesis o por la inestabilidad observada y reportada
anteriormente, la cual se propone que se deba a una inestabilidad gendmica
generalizada como supresion y rearreglos del ADN (Stingele et al, 1995).

La diferencia de produccidn de exopolisacérido entre las concentraciones de lactosa
utilizadas para cada resiembra es no significativa por 1o que se eligit la
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concentracién de 10 g/l de lactosa para los siguientes experimentos y a la tercera
resiembra, porque es con la que se alcanza una produccién mayor de EPS en

comparacion con las otras resiembras (Tablas IIA, 11B, lIC, Apéndice).

Al comparar la produccién de la cepa filante con la de ta no filante se observa que
es mayor en |a primera y tercera resiembra, y similar en la quinta. Para ambas
cepas la produccion es mayor en la tercera resiembra en comparacién con las
resiembras realizadas de cada cepa. No es posible observar una tendencia que
relacione {a concentracién de carbohidrato con la produccion ya que con 20g/1, en
general, se observa una disminucién de la produccién en comparacién 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 concentracién de lactosa y el incremento en la produccién de

EPS no sera significativamente mayor en concentraciones menores.

La concentracién de carbono parece afectar la velocidad de crecimiento {Tabla 3),
la cual aumenta con la concentracién 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
concentracion. En Lactobacilfus bulgaricus se reporta que (Grobben et al, 1995) al
aumentar la fuente de carbono (glucosa) la produccion 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 observé un consumo menor de lactosa por la cepa filante
(Escalante et al, 1998), més no en el metabolismo, lo cual lo indica el pH final

similar.

Por otra parte la produccién de EPS en la tercera y quinta resiembra de ambas
cepas disminuye después de las ocho horas de cuitivo e incrementa a partir de las
12 horas. Esta situacién ocurre cuando se utilizan en 20 g/l de lactosa en la
tercera resiembra de la cepa filante y en fa quinta de la no filante, asi como con 30

g/l en la quinta de la cepa filante y tercera de {a no filante. Este perfil de produccién
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puede deberse a un efecto de regulacién catabélica por CcpA (proteina de control
catabdlico) el cual activa la glic6lisis por un incremento en el tranporte de lactosa
en Streptococcus thermophilus mas que la produccién de polimero (Van den
Bogaard et al, 2000). Este comportamiento se observa en concentraciones de 20 g/
en la tercera resiembra y 30 g/l en la quinta resiembra por lo que podrfa ser que a

estos niveles de fuente de carbono se establezca dicha regulacion.

Tabta 3. Efecto de |a concentracién de lactosa en la velocidad especifica de

crecimiento de las dos cepas de Streptococcus thermophilus.

Velocidad especifica de crecimiento,u (h ).
Resiembra
Cepa Filante Primera Tercera Quinta

lLactosa 10 g/} 0.05728 0-07469 0.08778
Lactosa 20 g/| 0.07944 0.0947 0.07972
Lactosa 30 g/I 0.07685 0.07073 0.09645
Cepa No Filante

Lactosa 10 g/| 0.0715 0.07797 0.09572
Lactosa 20 g/l 0.0391 0.07057 0.09291
Lactosa 30 g/1 0.0822 0.07014 0.09251
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Tabla 4. Valores méaximos de crecimiento, pH, produccién de exopolisacérido y

productividad (A 4h,0 8h, © 12h, ©16h, #20h).

Cepa Concentracién | Crecimiento| pH Productividad Produccién
Filante de lactosa Exopolisacarido Especifica
; (g/1) (mg (Produccién méx.
Resiembra célula/ml) g EPS/h) g
equiv.glucosa/ equiv.glucosa/
ml) mg célula)
10 0.09234[:I 4.69 24.2406 o 2.0200 26.84
12 0043 . . . .
20 1.00 & 4 56* 14.4323 . 0.0721 15.75 o
30 1.1361 4.48 18.1942 0.9097 24.85 A
w w
10 0.8522 4.75 51.933 2.5966 67.86
< -4 4
3 20 09435, | 4.5 37.9975 1.8998 4212 *
30 1.0478 4.55 40.4286 3.3690 43.18
< < O Q
10 0.9083<> 4.63 39.8707 “« 1.9935 52.05 "
5 20 1.0809 4.51 34.9966 2.9163 4835
¥ 0 o
30 1.1422 o 4.48 40.3826 o 2.5239 4312 O
Cepa No Filante
Restembra
10 1.0426 4.67 7.8317 0.3915 15.74
< ¢ ¥ A
1° 20 0.5447, | 4.33 ' 12.0908 0.6045 22.19 "
30 1.9565 43 12,8199 0.8012 16.99
¢ . < v
10 1.13480 4.% | 50.5283 o 3.1580 52.174 A
3 20 1.0809 431 53.1638 2.6581 49.508
¥ w w L4
30 .3022 4.29 . 56.4552 3.5284 .
1.302 o 3 . o 45 822 O
10 00,9783 4.8 36.3445 o 2.2715 37.15
< o . <
52 o 1.0894 4.6 28.0063 1.7503 .
2 o > ; < 29.96 &
30 1.0087’o 4.% 45,1564 o 3.0104 4593 o
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4. Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre el crecimiento y 12
produccién de exopolisacarido.

Para determinar ef efecto de la naturaleza de ia fuente de carbono en la produccién
de EPS se probb el efecto 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 concentracién de la fuente de carbono empleada fue de 10 g/l, ya
que no existe diferencia significativa en ta produccién de exopclisacériodo entre las
concentraciones, como se indicé anteriormente.

En la figura 8 se muestra la curva de ¢crecimiento y de produccién de EPS para la
cepa filante, {a cual produce el exopolisacérido en glucosa y lactosa desde el inicio
de la fermentacién. A partir de las 8 horas se incrementa en glucosa y a las 12
horas en lactosa, para llegar a la mayor produccidn a las 20 horas en ambos casos.
La produccién en lactosa es el doble de ta obtenida en glucosa. Los niveles de
crecimiento son mayores y por esto se observa una disminucién rapida de pH, el
que se estabiliza después de las 12 horas. En cambio en glucosa esto sucede
lentamente.

La curva de produccién de exopolisacarido podria indicar que la lactosa estimula la
produccién del mismo ya que hasta las 12 horas la produccién es similar en ambas
fuentes. El residuo que el microorganismo utiliza de la lactosa es la glucosa. Los
resultados obtenidos sugieren que la galactosa puede ejercer algln efecto
activador sobre el sistema de transporte o que la afinidad de éste sea mejor para
lactosa que glucosa.

Para la cepa no filante, ademés de usar lactosa y glucosa, se utitizé sacarosa
porque se demostrd su capacidad para metabolizarla. En la figura 9 se muestran
las curvas de produccién de exopolisacérido, la cual es mayor en lactosa que en

glucosa.
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En sacarosa la produccién se incrementa rapidamente y es a las 20 horas en que se
obtiene ta maxima produccién que no difiere mucho de la alcanzada en lactosa. Las
curvas de crecimiento son similares entre glucosa y lactosa, el nivel de crecirmento
es bajo, pero en esta tdltima a partir de las 12 horas se incrementa lo cual no se
refleja en el pH que disminuye ridpidamente en las primeras horas. En sacarosa se
obtiene una curva normal de crecimiento con valores bajos y la disminucién de pH
es parecida a la obtenida en lactosa. La produccidn de EPS estd asociada al
crecimiento en lactosa y glucosa, mientras que en sacarosa la asociacion es
parcial.

La sacarosa entra a la célula por medio de un sistemna permeasa (Axelsson, 1992 )
y posteriormente por la accién de una sacarasa se obtienen glucosa y fructosa, las
cuales entran a la via principal de fermentacién, por lo cual se puede decir que se
tienen dos fuentes de las cuales se puede obtener energia necesaria para
crecimiento y produccién de EPS, lo que concuerda con los resultados obtenidos
pues los niveles de produccién son mayores que los obtenidos en glucosa y
parecidos a los de factosa. Esto significa que existe una participacién de la fructosa
en el metabolismo y sugiere que |a galactosa influye en fa produccién del pelimero
ya que la curva de en lactosa es mayor que en glucosa, se ha observado que
Streptococcus thermophilus LY03 metaboliza pequefias cantidades de galactosa al
final de la fase exponencial de crecimiento, lo indican los niveles en lactosa y
glucosa (Degeest et af, 2000)
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exopolisacérido, crecimiento y pH. Tercera resiembra de la

cepa no filante de Streptococcus thermophilus.
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5.Efecto de combinaciones de la fuente de carbono en el crecimiento y
produccién de exopolisacéarido.

Con base en los resultados obtenidos se decidio usar Ia concentracion de 5 g/1 de
lactosa con el fin de observar su efecto en la produccién de polisacérido o
determinar si ésta es |la concentracién minima para su biosintesis. En el caso de
glucosa se usa como control de las mezclas realizadas, mientras que la galactosa
se utilizé con el fin de observar si ejerce algin posible efecto activador en la
produccién del EPS al estar junto con glucosa. La produccién de exopolisacérido se
determiné en una concentracién de lactosa y glucosa de 5 g/, y en las siguientes
combinaciones equimolares: lactosa/glucosa (5:5 g/1) y glucosa/ galactosa (5:5
g/1) para ia tercer resiembra de ambas cepas.

Con la cepa filante la produccién de EPS, que se observa en la figura 10, en lactosa
y lactosa/glucosa aumenta rdpidamente a partir de las 8 horas para el disacérido y
a partir de las 12 horas para la mezcla, El nivel maximo obtenida con lactosa es
cinco veces menor que el alcanzado con la mezcla. Esto significa que fa produccién
de! polimero se debe en mayor parte a {a {actosa, ya que las curvas son parecidas.
El crecimiento es mayor en Ja mezcla durante toda la fermentacion. El pH decrece
répidamente para ambos casos y se mantiene de manera paralela, es mas bajo en
la mezcla por la presencia de glucosa.

A partir de lactosa el monosacérido energéticamente aprovechabie es la glucosa,
por lo que en la mezcla se suministra doble fuente energética y se esperaria una
mayor produccién de EPS lo cual no sucedié por lo que es posible que exista un
efecto de represion catabélica 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 produccidn (Hickey et al, 1986, Poolman et af, 1993).

En glucosa y en la mezcla glucosa/gatactosa se observa que 10s niveles de
produccidn son muy similares, lo cual indica que se debe a la glucosa y que la
galactosa no ejerce efecto en la produccion; 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 energia. Posiblemente ia galactosa no
permite una buena asimilacién de la glucosa, ya que la actividad de las enzimas
fosfoglucosa isomerasa y 6-fosfofructocinasa disminuye en presencia de gafactosa
por lo que la glicélisis se ve afectada (Degeest et al, 2000), otros autores reportan
una represién en la sintesis de f-galactosidasa, (Heckey et al, 1986), que afectaria
la disponibilidad de mondmeros.

La figura 11 muestra ia curva de crecimiento de la cepa no filante y las curvas de
produccién de EPS. Con la cepa no filante la producciébn méxima entre lactosa y la
mezcia glucosa/ lactosa difiere por dos unidades. En ésta Gitima se obtiene en 8
horas y en la otra en 20 horas, lo cual sugiere un efecto de represion catabdlica
transitoria. El crecimiento es mayor en el disacédrido que en la mezcla y el pH es

menor con ésta por la presencia de glucosa.

En glucosa y en la mezcla glucosa/galactosa  se observan producciones muy
pequeias e iguales hasta las ocho horas después en glucosa incrementa mientras
en la mezcla permanece constante. Esto podria indicar que la galactosa inhibe la
asimilacién de glucosa, como se indicd para la cepa filante. El crecimiento es mayor
en glucosa que en la mezcla y se observa que la disminucién de pH es menor en
ésta que en glucosa. Asimismo se observa que los niveles de produccion son
menores con la cepa no filante en todas las fuentes empleadas en esta parte

experimental.

En ta Tabla [l del Apéndice se muestra el anélisis de varianza realizado, en el cual
se comparan la produccién de EPS entre la concentracion de 5g/t y 10 g/1 de
lactosa, de cada cepa. Se observa que los valores de produccién son mayores en
10 g/1 pero la diferencia con 5 g/l es no significativa. Esto se repite para las dos
cepas. La produccién del polimero entre cepas difiere de manera muy significativa y
se observa en los valores alcanzados entre ellas. La produccién de polimero no se

favorece con una disminucidén de la concentracion de lactosa en 1a cepa no filante,
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Recuttadoo y.DHaousido.

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 concentracién de lactosa pero entre las concentraciones 10 g/l, 20
g/1, 30 g/l no se ghservan diferencias significativas, como en 5 g/l. La produccion
de EPS no difiere significativamente entre las concentraciones utilizadas, pero en el
caso de 5 g/l se obtiene la menor produccidén debido a 1a baja concentracion de
sustrato. Se obtiene la mayor produccién cuando se usan 10 g/i.

En 20 g/l la produccién de EPS es buena pero, no es proporcional a la
concentracién, asl como tampoco con 30 g/i con la cual posiblemente se presente
la saturacién del sistema. En la combinacién lactosa/glucosa el nivel de produccion
es s6lo mayor que el obtenido en 5 g/1 de lactosa.

En la figura 13 se musestran las curvas de crecimiento y pH obtenidas para la cepa
no fitante en las 4 concentraciones de lactosa utilizadas. El crecimiento en 5 g/l 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 produccién de exopolisacédrido en las concentraciones de lactosa
de 10 g/l, 20 g/, 30 g/I. La concentracién de carbohidrato a usar estard
determinada por las variables costo-tiempo, es decir en 10 g/| se obtiene la mayor
produccién para un tiempo de 16-20 horas y en 30 g/ se obtiene en 8-12 horas por

lo que ia condicién a elegir estara determinada por 1a necesidades experimentales.

Con 5g/1 se obtiene la menor produccién de exopolisacarido y con 30 g/| se obtiene
el valor méximo, el cual es seis veces mayor que en 10 g/l; debido a que Ia
produccion de EPS no difiere significativamente entre las concentraciones utilizadas
se recomienda el uso de 10 g/l para posteriores fermentaciones o de 30g/! si se
desea obtener una produccién de EPS en un menor tiempo. Los valores obtenidos

en la cepa no filante son mayores desde el inicio de ia fermentacidén que los
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Rosultadoc y Diacucion,

obtenidos en la cepa filante, sin embargo la produccién méaxima se encuentra en &l
mismo orden de magnitud, con diferencias de una a seis unidades, asf 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 concentracién la
produccién y crecimiento aumentaran ya que en 5 g/1 practicamente no se presenta
biosintesis de polimero y un minimo crecimiento, en 10 g/l fos valores son
mayores pero no mas que en lactosa, como se mostré anteriormente. Para la cepa
no filante (figura 15) la tendencia es muy parecida pero en 5 g/l la produccién
aumenta en comparacitn con la cepa filante y en 10 g/l tos valores alcanzados
entre amabas cepas son similares.

La Tabla IV de Apéndice muestra el andlisis de varianza realizado para ambas
cepas en glucosa, la diferencia en la produccién de EPS es altamente significativa
para ambas cepas.

La produccién de EPS es mayor en lactosa que en glucosa, una tendencia similar la
reporta Degeest et af (2000); en Lactobacillus bulgaricus la produccion es mayor en
glucosa (Greobben et al, 1995), lo cual sugiere que el sistema permeasa es mas
eficiente para lactosa en S.thermophilus ademés de que se reporta para este
microorganismo que la glucosa reprime la expresion de los genes del metabolismo
de lactosa (Poclman et af, 1993), como lo son /acS (proteina de transporte de
lactosa), lacZ (B-galactosidasa) y galE (UDP-glucosa epimerasa), (Poclman et al,
1990).
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Conclusiones.

Existen diferencias en los niveles de crecimiento y produccién 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 produccion,

La cepa no filante produce ¢l EPS con lactosa, glucosa, sacarosa y no con
fructosa.

La produccién de EPS difiere significativamente entre resiembras de cada cepa,
sin embargo el nive! de produccién es mayo en la tercera.

La diferencia en produccién de EPS entre las concentraciones 10g/l, 20g/1 y
30g/1 de tactosa es no significativa. Esta situacion se presenta para la primera,
tercera y quinta resiembra de ambas cepas.

La concentracién de fuente de carbono a usar estara determinada por las
variables costo-tiempo, ya que con 10 g/l se obtiene la mayor producci6n para
un tiempo de 16-20 horas y con 30 g/l se obtiene en 8-12 horas por o que la

condicién a elegir estard 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 concentracién de 10g/1.

La produccién de EPS es mayor con 10 g/l de lactosa con respecto a las
obtenidas con 5 g/l y 20g/I.

La combinacién de {actosa/ glucosa no incrementa la produccién de EPS en las
cepas utilizadas, lo gue sugiere un efecto represor de la glucosa sobre la
produccion.
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* La presencia de galactosa en la combinaci6n glucosa/ galactosa no influye en el
incremento de produccién de EPS, o 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 exopolisacérido se sugiere:

1)Determinar el consumo de carbohidrato en una cinética de produccién 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 investigacién.

2)Cuantificar la cantidad de glucosa, a partir de lactosa, que es utilizada para la
sintesis del poifmero y para el crecimiento en la tres resiembras de ambas cepas
con las concentraciones probadas en este trabajo.

3)Determinar la actividad enzimatica por lo menos de las enzimas UDP-glucosa
pirofosforilasa y UDP galactosa 4-epimerasa en las diferentes resiembras de

amabas cepas en las concentraciones y fuentes de carbono empleadas.

4)Determinar la composicién de poiimero 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 condicion estudiada.

La diferencia entre repeticiones es no significativa en todos los experimentos realizados.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS (Statistics Program Social Science)

Tebla |. Efecto de a concentracidn da lactosa en resiembras de ta cepa filante de

Streptococcus thermophilus .

CONCENTRACION LACTOSA TIEMPO
0 horas

LAC 10 gl (C1} a
LAC 20g/1 (C2) 20 horas

1a RESIEMBRA LAC 30g/ (C3)

FISHER DUNCAN (0.05) FISHER

- cz -

C3 C1

LAC 10 g/ {C1) 0 horas

CEPA LAC 2001 (C2) a
FILANTE 3a RESIEMBRA LAC 30g/l (C3) 20 horas
FISHER DUNCAN (D.05) FISHER

N.S. C2C1C3 -
LAC 10 g1 (C1) 0 horas

5a RESIEMBRA LAC 20g (C2) a
LAC 30g/1 (C3) 20 horas
FISHER DUNCAN ({0.05) FISHER

N.S. C3C2C1 -

FISHER DUNCAN (0.05) FISHER DUNCAN (0.05)
- 1aR N.S. c2C1C3
5aR 3aR

{ ** ) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%)

{ *) Indica una diferencia significativa.
N.S. Indica que no existe diferencia significativa,
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Tabla Ui, Efecte de la concentracion de lactosa en resiembras de la cepa no filante de
Streptococcus thermophilus .

CONCENTRACION DE LACTOSA| TIEMPO
LAC 10 g/ (C1) Q heras

1a RESIEMBRA LAC 20g1 (C2) a
LAC 30gh (C3) 20 horas
FISHER DUNCAN (0.05) FISHER

N.S. Cc2C1C3 i
LAC 10 gfi (C1) 0 horas

CEPA LAC 20g/1 (C2) a
NO FILANTE 3a RESIEMBRA LAC 30gf (C3) 20 horas
FISHER DUNCAN {0.05) FISHER

N.S. C1C3 C2 -
LAC 10 gN{C1) 0 horas

5a RESIEMBRA LAC 20g/1 {C2) a
LAC 30g/1(C3) 20 horas
FISHER DUNCAN (0.05) FISHER

N.S, C2Ct1C3 -

FISHER DUNCAN (0.05) FISHER DUNCAN (0.05)
- 1aR N.S. C1C3c2
5aR
3aR

( **) Indica una diferencia altamente significativa (p=95%)
{ *) Indica una diferencia significativa,
N.5. Indica que no existe diferencia significativa.
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Tabla |A. Efecto de la concentracion de lactosa en la primera resiembra de 1a cepa filante de
Streptococcus thermophilus .

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION | TIEMPO (h) |ug eq.glucosa / ml MULTIPLE DE DUNCAN
o 95%

0 0.224 + 0.00
4 3.529 + 1.010 TO

1a Lactosa 10g/ 8 13.003 + 1.488 T4
12 24240 + 3.526 T20 T8

R 16 21.473 +2.009 T16 T12

E 20 12.294 + 0.370

)

| ) 0.224 + 0.00

E 4 2.004 + 0.6348 TO T4

M Lactosa 20gH 8 7.426 + 1.007 Ti6

B 12 11.692 + 1.450 T8

R 16 4688 + 0.290 T12

A 20 14432 + 1.726 T20
0 0.Z24 + 0.00
4 13.819 + 0.332

Lactosa 30g/l 8 13,785 + 0.450 To
12 10.150 + 3.166 T12 TI6 T8 T4
16 11.570 + 0.844 T8 T4 T20
20 16.927 + 4.768
FISHER - b

Tabla IB. Efecto de la concentracion de lactosa en |a tarcera resiembra de la cepa filante de
Streptococcus thermophilus .

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION | TIEMPO (h) pg eq.glucosa/mi | MOLTIPLE DE DUNCAN
o 95%
0 0.224 + 0.00
4 2,167 + 0.152 TOT4
3a Lactosa 10g1 8 8.658 + 0.638 T8
12 12.061+ 0.718 T12
R 16 35.158 + 1.801 T16
E 20 §1.932 + 3,622 T20
8
I 0 0.224 + 0.00
E 4 7.454 + 1.035 T0
M Lactosa 20g/1 8 19.664 + 2.600 T4T12
B 12 9827 + 1622 T8
R 16 35597 + 2177 T20 T16
A 20 33634 + 8.347
0 0,224 + 0.00
4 6.891 + 0.450 TO
Lactosa 30g/| B 27885+ 1648 T4
12 40.428 + 1170 T20
16 39.694 +2.715 T8
20 10.386 + 0.592 T16 T12
FISHER N.S. b T




Tabla IC. Efecto de la concentracién de lactosa en la quinta resiembra de la copa filante de
Streptococcus thermophilus .

~ PRUEDA DE RANGO
CONCENTRACION |TIEMPO (h) |ng eq.glucosa / m) MULTIPLE DE DUNCAN
a 95%
0 0.224 + 0.00
4 5919+ 0.184 T0
Lactosa 10gA 8 6.975+ 1.036 T4T8
12 13,132 £ 1575 T12
16 38.194 + 1.264 T16 720
5a 20 39.870 + 2.026
R 0 0224 + 0.00
E 4 20.532 + 0.951 T0
S Lactosa 20/l 8 8.678 + 1.097 T20 T8
i 12 34.996 + 0.580 T4
E 16 20.639 + 3.183 Ti6
M 20 6913+ 1297 T12
B
R i} 0.224+ 0.00
A 4 1.983 + 0,329
Lactosa 30gf 8 39.264 + 0.329 TOT4
12 7686+ 0.189 T12 T20
18 40.359 + 0.976 T8T16
20 8.287 + 0.585
FISHER N.S. ~

( ** } Indica una diferencia altamente significativa (p=95%)
{ * ) Indica una diferencia significativa.

N.S. Indica gque no existe dferencia significativa.
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Tabla 1A. Efecto de la concentracidn de lactosa en la primera resiembra de |a cepa no filante de
Streptococcus thermophilus .

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION [TIEMPO (h} |ng eq.glucosa / ml MULTIPLE DE DUNCAN
o 95%
0 0.251 + 0.000
4 2,343+ 0.516 TO
13 { actosa 10g/ 8 1.5653 ¢ 0.446 T8T12T4
12 2.146 + 0.535 T16
R 16 5168+ 0.744 T20
E 20 7.831+ 0132
s
! 0 0.251 + 0.000
E 4 4073+ 0.223 TO !
M Lactosa 209/l 8 1.652 + 0.084 T4
B 12 1.191 + 0.264 T12
R 16 2713+ 0.239 T8
A 20 12,080 + 0.362 Ti6
T20
0 0.251 + 0.000
4 3.056 + 0.328
Lactosa 30g/l 8 1,134 + 0,290 TO T12 T4 T8
12 1,109 + 0.411 120
16 12,819 + 4.279 T16
20 9.011 + 0.573
FISHER N.S. -

Tabla liB. Efecto de la concentracién de lactosa enla tercera resiembra de la cepa no filante de
Streptococcus thermophilus .

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION [TIEMPO (h) |ug eq.glucosa / mi MULTIPLE DE DUNCAN
a 95%

0 0.251 + 0.000

4 20.869 + 2.413 TO
3a Lactosa 10g/l 8 23.576 +_ 0.483 T4 78

12 34.367 + 5.377 T8T20
R 16 50.529 + 2212 T2
E 20 27.230+ 1.150 T16
S
1 0 0.251 + 0.000
E 4 34543+ 1.251 T0
M Lactosa 20g/ 8 45157 + 1.899 T4T12
B 12 34708 + 3.582 T8 T16
R 16 45758 + 3.222 T20
A 20 53.162 + 0.988

0 0.251 + 0.000

4 11.775 1+ 0.201 TO

Lactosa 30g/t 8 50,023 + 1.860 T4

12 16.485 + 1.096 T12

16 56.453 + 2,999 T20

20 45713 + 2.056 T8

T16
FISHER N.§. -
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Tabla IIC. Efecto de la concentracién de lactosa en la quinta resiembra de la cepa no filante de
Streptococcus thermophilus .

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION [TIEMPO (h) |ug eqglucosa/ml MULTIPLE DE DUNCAN
a 95%
0 0251 + 0.000
4 1.878 + 0.062
Lactesa 10g/ 8 5103 + 0.531
Sa 12 3448+ 1.158 TOT4 Tz T8
16 36.344 + B.453 T20T16
R 20 34.061 + 5.425
E
S 0 0.251 + 0.000
I 4 2570+ 0.121 TOT12
E Lactosa 20g/l 8 15.753 + 1.023 T12 T4
M 12 1.887 + 0.417 T8
B 16 26.897 + 1.187 T20
R 20 24.814 + 2.260 T16
A
0 £.251 + 0.000
4 2091 + 0.223
Lactosa 30g/ 8 1.732 + 0.160 TO T8 T4T12
12 2.544 + 0.019 T20
16 45156 + 6.180 T16
20 33400 + 1.827
FISHER N.S. -

{ ** ) Indica una diferencia altamente significativa (p=05%)
( * ) Indica una diferencia significativa,

N.S. Indica que no existe diferencia significativa.
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Tablalll. Efecto de la concentracién de glucosa en la tercera resiembra de
de la cepa filanta y no filante de Streptococcus thermophilus

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION [TIEMPO (h) |ug eq.glucosa/mi {MULTIPLE DE DUNCAN
o 95%

0 0.224 + 0.009
4 0.861 + 0.287 TO

Glucosa Sgfl 8 1.320 + 0.010 T4
12 2,571+ 0.062 T8
16 2,527 + 0.068 TI6T12
20 2808 + 0.056 T20

CEPA
FILANTE 0 0.224 + 0.031
. 4 2.100 + 0.191 TO

Glucosa 10g/ 8 5835+ 1.079 T478
12 16.183 + 0.934 T12 T16
16 12641 + 1.268 T20
20 24.668 + 5.409

FISHER FISHER
] 0.251 + 0.019
4 1.249 + 0.103 TO

Glucosa 5g/! 8 1.549 + 0.149 T4T8T12
12 1,483 + 0,045 T16
16 6.907 + 0699 T20
20 8.645 +0.946

CEPA
NO o 0.251 + 0.009
FILANTE 4 2.542 + 0.522 TOT4

Glucosa 10g/l 8 3.640 + 0.882 T4 T8
12 8.888 + 4.441 T12
16 18.489 + 4.202 Ti6
20 23.345 + 4.060 T20

FISHER FISHER

{ ) Indica una diferencia altaments significativa {p=95%)
{ * ) Indica una diferencia significativa,

N.S. Indica que no existe diferencia significativa.




Tabla V. Efecto de la concentracién de lactosa en la tercera resiembra de
de la cepa filante y no filante de Streplocaccus thermaophilus

PRUEBA DE RANGO
CONCENTRACION |TIEMPO (h} |ug eq.glucosa/m! |MULTIPLE DE DUNCAN
a 95%
0 0.224 + 0.011
4 12797+ 3722 | TO
Lactosa 5g/1 8 12.203 + 1.687 T8 T4
12 20.406 + 0.5635 T12
16 24.095 + 0.731 T16
20 27.0523 + 0.079 T20
CEPA
FILANTE 0 0.224 + 0019
4 2.167 + 0.152 TOT4
Lactosa 10g/l 8 8658 +_0.638 T8T12
12 12.061 + 0.718 T16
16 35.158 + 1.901 T20
20 51.9323 + 3622
FISHER FISHER
N.S. -
0 0.251 + 0.012
4 12,436 + 0,304 TO
Lactosa 5g/l 8 15.980 + 0.495 T4
12 13.888 + 0.3 T12
16 15,277 + 1.065 T16
20 16.613 + 0.312 T8
CEPA T20
NO 0 0.251+ 0.020
FILANTE 4 20869+ 2.413 | TO
Lactosa 109/l 8 23.576 + 0.488 T4 T8
12 34.367 + 5.377 T20
16 50.529 + 2.212 T12
20 27.230 + 1.150 T16
- FISHER 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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