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RESUMEN

El objeivo de ede edudio fue obtener lactobacilos nativos productores de
exopolisscaidos de interés  biotecnolégico, que tengan una potencid utilided en las
diferentes indudtriass como biocespesantes  naturdes mgorando asl  las  propiedades
reoldgicas de los productos. Para lograr este objetivo se tomaron 30 muestras de dimentos
feementados y de fuentes naturdes naivas obteniéndose 15 adados productores de
exopolisacaridos (EPS), luego se sdeciono 5 adados que produjeron la mayor cantidad de
EPS. A los adados sdeccionados se les sometio a crecer a diferentes  pardmetros
fiscoquimicos como: temperatura, pH y fuente de carbono, encontréndose que en agunos
caos las condiciones dptimas de produccion diferian de las de crecimiento. Asmismo los
adados fueron identificados por los méodos fenotipicos y bioquimicos tradicondes  y
por la prueba molecular denominada reeccion en cadena de la polimerasa usando
cebadores especificos paa @ egpaciador intergénico entre los genes ribosomicos 16S 'y
23S. Dd edudio s obtuvo que la cepa Q5-3 identificada como Lactobacillus plantarum
produjo 1535 g/L de EPS y presento la megor produccion de EPS con glucosaa pH 55y
30°C. La obtencion de una cepa de Lactobacillus plantarum productora de EPS es un
goorte vdioso ya que le da un vdor agregado a las distintas propiedades ya conocidas de

este microorganismo tan utilizado en laindudriadimentaria.

Palabras clave: Bacterias Acido Lécticas, lactobacilos, espaciador intergénicol6S 23S,

exopolisacarido.



SUMMARY

The purpose of the present dudy was to obtain some origind lactobecillus from Pert
which had be producers of exopolysaccharide of biotechnology importance with a potentid
utility to indudry as naurd biothikeners, improving the rheologicd propeties of the
products. To achive this purpose, 30 samples were taken from fermented foods and native
naure source, obtaning 15 isolated producers of exopolysaccharide (EPS). Then, 5
isolated were sdected because they produced the higher quantity of EPS. All isolated
selected were grown to severa condition such as temperature, pH and source of carbone. It
was found that in some cases the optimus condition of production was different from
growth. The isolaed were identified by biochemisry and phenotypic traditiond methods.
In addition, molecular tools as PCR (polimerase chain reaction) were aso used to identify
the isolated. It was found that the Q5-3 dran, identifying as Lactobacillus plantarum
produced 1535 g/l of EPS. This drain had the best production of EPS (with glucoss) as
pH 55 and 30°C. The discovery of the Lactobacillus plantarum producer strain of EPS is
an important contribution because it provides an addition vadue to this wdl-known
microorganiam.

Key words lactic acd becteria, lactobacilli, intergenic  spacer 16S235
exopolysaccharides.



ABREVIATURAS

ADN :Adido desoxiribonudeico

MRS : Man Rogosa Shap

EPS . Exopdlisacarido

BAL :  Bacteriaacido lectica

EDTA : Etilen diamino tetra acetico

DNTP : Desoxi nucleotido tri fosfato

GRAS . Generdly recognized as sefety ( generdmente reconocidos
COMO S_gruros)

PCR :  Polymerase chain reaction ( reaccion en cadenade la
polimerasa)

ITS : Internal transcripted spacer (epaciadores intergenicos)
RFLP . Redriction fragment length polymorphism (polimorfismo en

longitud de |os fragmentos de restriccion)

TAE : Trisacetato EDTA

TBE : Trisborato EDTA

TSE : Trisdoruro sodico EDTA
ARNr : RNA robosdmico

CPS : Polisacérido capsular



. INTRODUCCION

Exige una gran variedad de nichos ecoldgicos, donde los microorganismos compiten con
otros por obrevivir y evolucionar en la Unica microbiota dominante como en bebides y
dimentos fermentados. Las bacterias &cido l&tices (BAL) son  condderadas
microorganismos  de grado dimentido  denomindndose como GRAS  (Genedly
Recognized As Safe). Las BAL producen sudancias quimicas capaces de diminar la
microbiota competente en un ambiente desfavorable, como las bacteriocines y compuestos
organicos, agunas daboran exopolisscaidos (EPS) para proteger a la cdula dd aague y
efecto letd de agentes quimicos y fisicos Los EPS producidos estén unidos a la cgpaula y
otros son liberados d medio, basdndose en la composicion de glucosa los EPS pueden ser
divididos en homopolissciidos y heteropolisacaidos segin - presenten uno 0 varios
monosacaridos respectivamente. Los lactobecilos generdmente producen
heteropolisac&ridos, las propiedades reolOgicas de los polisac&idos dependen de la
composicion monomérica, d nimero de carbonos de la cadena secundaria, @ largo de la

cadenay d tipo de carga

Los polisacéidos extracdulares de origen microbiano como los biopolimeros  producidos
por lactobecilos esén desplazando a los obtenidos tradiciondmente de dges y platas, las
razones de td cambio deivan de la gran diversdad de edruciuras de las que se puede
disponer, variada no solo en funcion dd microorganismo productor, § no también dentro
de un mismo grupo microbiano. El uso de los EPS producidos de forma naturd como
dternativa de aditivos bioespesantes para mgorar la textura y congsencia de los productos

en |os que se encuentren presentes esta recibiendo una gran atencion.



La identificacion de lactobecilos por pruebas convenciondes biogquimicas y fisoldgicas
tienen dgunas limitaciones debido a que comparten caracterigticas metabdlicas Smilares.
El uso de técnicas dternativas en la identificacion rdpida de estos microorganismos esta en
continuo desarrallo, las técnicas de biologia molecular basadas en ADN tdes como
hibridacion ADN-ADN, ADN-rARN, pefiles de plasmidos, ribatificacion, polimorfismo
en longitud de los fragmentos de redtriccion (RFLP) y  ADN polimérfico amplificado d
azar (RAPD), son utilizadas en paddo a las convenciondes. Los genes ribosdmicosl6s,
asi como sus expacios intergénicos se usan con gran acierto en la identificacion de diversos
microorganismos. La region comprendida entre los genes ribosdomicos 16S y 23S en los
lactobecilos, es muy Util para discriminar entre géneros y especies, debido a que esta zona
intergénica es dtamente conservada en cada especie y polimorfica entre especies dd

género Lactobacillus.

Por todo lo anterior es de gran interés encontrar especies de lactobecilos nativos capaces
de producir EPS con igudes o mgores propiedades reoldgicas que las descritas, contar con
la identificacion precisa de estas especies, y evauar las meores condiciones de produccion

de EPS de |os | actobacil os sdeccionados.



1.1 OBJETIVOS

En egte trabgo se plantean |os Siguientes objetivos:

Objetivo General

Obtener lactobacilos nativos productores de exopolisacéaridos de interés biotecnol Ggico.

Objetivos Especificos
1- Aidar lactobadlos apartir de fuentes naturaes nativas.
2- Sdeccionar lactobacilos productores de EPS.

3 Edimar la produccion de EPS de los lactobacilos sdeccionados, por métodos

espectrofotométricos

4- |dentificar los lactobacilos productores de exopolissc&idos, mediante la Reaccidn

en Cadena de la Polimerasa utilizando cebadores especificos.

5 Optimizar la produccién de EPS dd adado que produzca la mayor cantided de
polimero mediante  cultivo discontinuo, modificendo d pH, tempedaura y la

fuente de carbono.
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I[I. ANTECEDENTES

21 BACTERIASACIDO LACTICAS

Desde d comienzo de la humanided las bacterias &cido Iécticas (BAL) se hen utilizado en
la fabricacion y consarvacion de los dimentos. EStos microorganismos son muy versdiles
y £ hdlan extensamente didribuidos en la naurdeza sendo aidados de una gran variedad
de productos fermentados y no fermentados como bebidas dcohdlicas (vinos, Sdres,
chicha de jora, masato, sake ), productos lacteos (queso, yogur, leche, etc), frutas, jugos de
frutas, encurtidos, enslados, aceitunas, productos camicos y mainos, ec. (2). Las BAL
son capaces de crecer bgo diferentes condiciones ambientales y jugar un rol importante en
las fermentaciones de dimentos, mgorar US carecteridicas organolépticas, asi como
mantener la conservacion e inocuided de estos productos por efecto de acidos organicos,
bacteriocinas, peréxido de hidrogeno, etanol, y otros compuestos producidos. Ademés,
gercen efectos beneficiosos en la sdud humana y animd, incrementan € vaor nutritivo de
los dimentos, y presentan  adtividades como: hipocolesterolemiante,  antitumord,

inmunoestimulante y antibacteriana. (1,3)

2.1.1 CLASIFICACION DE LASBAL

Las BAL fueron propuestas como grupo por Orla-Jensen (1919) edtas relnen varios
géneros caracterizados por su capacidad de producir &cido  l&ctico a partir de los glicidos.
La fermentacion se denomina homoléactica S € &cido lactico es précticamente d  Unico

foomado d find de la reaccion, y heteroléctica § s formen &cido lactico y otros

1



compuestos como: &cido acético, etanol, efc. Segin d tipo de fermentacion obligatorio o
preferencid se habla de bacterias homofermentativas o heterofermentatives d tratarse de
un grupo heterogéneo, las BAL estén representadas por varios géneros como, Lactococcus
Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcus otros géneros que e induyen
son  Carnobacterium ~ Enterococus, Vayococcus Aerococcus, Tetragenococcus Yy

Allolococcus (1,4,7).

2.2 GENERO Lactobacillus

Dentro dd grupo de las BAL destacan especidmente las bacterias dd género Lactobacillus
las cudes compaten las dguientes caracteridticas generdes con d grupo d cud
pertenecen: Gram postivas, generdmente inméviles no esporuladas, cadasa negativas,
oxidasa negativas, nitrato reductasa negdivas, son anaerobias facultativas y exigentes en
sus requerimientos nutricionales (4). Las especies dd género Lactobacillus se caracterizan
por ser cdulas en forma de bastones o0 bacilos a menudo agrupadas en cadenas, también
por su heterogeneidad en la composicion de ADN, € porcentge de GC varia dd 32 d 53
%. Actuadmente se acepta la subdivison hecha por Kandler y Weiss, la cud separa a los
lectobecilos en tres grupos  grupo |, homofermentaivos  obligatorios;,  Grupo 1,
homofermentativos facultativos como por gemplo: Lb plantarum Lb casel, y Lb. sake
Lb.curvatus-bavaricus; grupo lll: heterofermentativos obligados, Incluyen especies muy

diversascomo Lb. kefir, Lb. buchneri, Lbreuteri, Lb. fermentumy Lb brevis (1,5

2.3 EXOPOLISACARIDOS, BIOPOLIMEROS DE ORIGEN MICROBIANO

Los polimeros de laga cadena y dto peso molecular se disudven o0 dispersan en agua
paa producir carecteridicas de egpesamiento o gdificacion indispensables en  la

formulacion de productos dimenticios, tdes polimeros también s utilizan  en
12



emuldficacion, edtabilizacion, sugpensdn de paticulas, control de la crigdizacion,
inhibicion de la dnéreds, encgpsulacion, y formacion de pdiculas. Actudmente la mayoria
de los bioespesantes usados en dimentos provienen de plantas (Ej. dmiddn, pectina, goma
Guar) 0 de dgas mainas (caragenano, dginao), también s usan los hidrocoloides

proteicos de origen anima como la caseinay lagddina(6).

Las propiedades funciondes que estos polimeros confieren a los dimentos estan
determinadas  por caracteridticas  edructurales. Sin embargo  estos  polisacaidos  no
presentan la cdidad necesria 0 sus caracteridticas reolGgicas no son los exactamente
requerides. Muchos de los cabohidratos provenientes de plantas utilizados son
modificados quimicamente para megorar Su edructura y carecteristicas reoldgicas, por 1o

tanto su uso se restringe a agunos productos dimenticio (7,8).

Una dtenativa de bioespesante son los  exopolisac&idos microbianos. Los EPS
microbianos son polisacaridos extracdulares asociados a la superficie de la cdula en forma
de cipsula y secretados d ambiente extracdular en forma de limo. Los EPS en su ambiente
naturd desempefian un rol importante en la proteccion de la cdula microbiana contra la
desecacion, fagocitods, aaque de fagos, antibidticos, compuestos toxicos (Ejm. iones
metdicos, dioxido de sulfuro, éeres, etc) depredacion por protozoos, preson osmdtica,
adherencia a superficies, formacion de peliculas y en € reconocimiento cdular pero no son
dimento de la misma bacteria productora En bacterias paidgenas como Sreptomices
pneumoneae y Sreptococcus agalacteae, d EPS cgpaular y los lipopolissc&idos de
antigeno O estdn implicados en la inmunorespuesta Los EPS microbianos importantes en
la indudria son: dextrano, xantano, gdano, pululano, glucano y € dginao beacteriano
(9,10), estos representan solo una pequefia fraccion dd mercado actud de biopolimeros.
Los factores que limitan € uso de EPS microbianos son su bga produccion la cud para s

meorada requiere de un extenso conocimiento de su biosintess y de una tecnologia

13



adaptada a los bioprocesos El Xantano es un EPS gorobado por @ sector dimenticio,
principdmente por sus caracteristicas reoldgicas Unicas y su bgo costo de produccion, es
producida en grandes cantidades por la becteria fitopatdgena Xanthomonas campestris que
no es aceptada como GRAS (Geneadly Recognized As Safe). Recientemente € Geano
producido por Sphingomonas eloedea ha Sdo introducido en € mercado, en d Jgpon d
Curdlano obtenido de la especie Agrobacterium spp. y una cepa modificada de Alcaligenes

Sop. es permitido en € sector dimenticio de ete pais (10,11).

Dentro de las bacterias reconocidas como GRAS tenemos a los lactobacilos los cudes son
una dternativa en la produccién de EPS de excdentes propiedades fisicoquimicas. Nuevos
bopolimeros microbianos con mgores caacteridticas de dadticidad, viscosdad y
estabilidad se pueden introducir en € mercado de polimeros para reemplazar a los de uso

tradiciond.

2.4 EXOPOLISACARIDOSDE BACTERIASACIDO LACTICAS

2.4.1 CLASIFICACION, COMPOSICION QUIMICA Y ESTRUCTURA

2.4.1.1 Clasificacién

Los EPS de BAL tienen diferentes compodciones, tamaios y edructuras. Bl andids

estructurad combinado con estudios reoldgicos muestra una condderable variacion entre los

diferentes EPS (11).

Los EPS de BAL s pueden subdividir en 2 grupos (A) homopolisacaidos, dadficados
en 4 gubtipos (8) a-D-glucanos Ej., d dextrano de Leuconostoc mesenteroides y
Leuconostoc mesenteroides sub. dextranicum, compuesto principdmente por resduos de
glucosa con uniones a-1-6 variando segin la especie y ramificacion en la poscion 2 6 4 y

d dtenano producido por Sreptococus mutans 'y Sreptococus sobrinus,  ambos

14



compuesdos presentan uniones a-1-3, a-1-6; (b) b-D-glucanos con resduos b-12
producidas por Pediococus spp. y Streptococus spp. () fructano compuesto principamente
por uniones 26 de moléculas de fructosa, (d) otras como poligdactano compuesto por
unidades repetidas y con diferentes acoplamientos glucosidicos y los heteropolisacaidos
producidos por especies de lactobacilos mesdfilos y otras especies de BAL (Lactococcus
lactis subs. lactis, Lc.lactis subs. cremoris, Lactobacillus casel, Lb. sake, Lb. delbrueckii
subs bulgaricus, Lb. helveticus y S thermophilus(12,13).(B) Los heteropolisacaridos
reciben mayores expectativas ya que brindan textura y cuerpo a las bebidas fermentadas de
leche, por Ej. textura cremosa que es uno de los aspectos de cdidad dd yogur que puede
ser megorado por la capacidad de las  bacterias utilizadas en la fermentacion. Ademés los
EPS de lactobacilos tienen un potencdd uso en d desarollo  de productos meorados
como @ yogur de poca grasa, méds cremoso, ec. Por otra parte adgunos polisacaidos
pueden contribuir a la sdud humena debido a su atividad antitumord, antiulcerosa,
inmunomoduladora, hipocolesterolemiante y su uso como prebidticos por lo tanto los EPS
de lactobecilos tienen un potencid para € desarollo y la explotacion como ingredientes de

los dimentos funciondes en la sdud y ventgas econdmicas.(11,14).

2.4.1.2 Composicion Quimica

La composicion quimica de los EPS de lactobacilos ha sdo largamente discutida La
naurdeza dd limo de las BAL fue edudiado primero por Sundmaan y Neson, y fue
encontrada como maerid unido a proteinas, dgunos autores sugieren que la caracteristica
viscosa desarrdllada en la leche durante la fermentacion es debido a la produccion de

glicoproteinas 0 d complegjo carbohidrato - proteina (5, 17).

Findmente ahora se ha acordado que los EPS de lactobacilos son polisscaidos compuestos

por unidades repetidas ramificadas conteniendo uniones dfa y beta varios tipos son

15



scretados. Sin embargo la composicion dd mondmero eta formado por D-gdactosa, D-

glucosay L -ramnosg, las cudes estan cas Sempre presentes en diferentes proporciones.

Mientras los EPS de Lb. acidophilus LMG 9433, Lb. helveticus TY1-2, Lb helveticus
NCDO 766, Lb rhanmosus C83, S thermophilus SF120, S. thermophilus DTC y S
thermophilus 480 carecen de ramnosa, Lb. paracasel 341, solo contiene gdactosa S
thermophilus OR91 contiene gdactosa y rannosa 'y € EPS de Lb. sake 0-1 solo congta de
glucosa y ramnosa por d contrario d EPS producido por Lb. delbrueckii subs. bulgaricus
CRL420 contiene glucosa y fructosa en una proporcion de 1:2 y d polimero producido por
S. thermophilus ME-1C condste de unidades repetidas octoméricas compuestas de D-
gdactosa, L-ramnosa y L-fucosa en la proporcion de 5:2:1, y otros resduos como Nacetil

aminoazlcar, fofatosy grupos acetilos pueden también estar presentes (15, 17,18,19,20).

B adamiento y excasa purificacion, especidmente cuando se utilizan medios complgos,
y la poshilidad de que una especie produzca més de un exopolisac&ido explican en parte
las diferencias obsarvadas en @ pasado. Por E.: Mashdl y cd. (16) desibe la
composcion diversa dd EPS producido por la misma especie, depende de las condiciones
de fermentacion, cultivo, y técnicas de adamiento y purificacion gplicadas. Los medios y
las condiciones de cultivo pueden ser los factores que influyen en la composicon y

variacion monomérica de los enlaces glucosidicos.
2.4.1.3 EgtructuradelosEPS

Los EPS de lactobacilos poseen masss moleculares que osdilan en € rango de 4 x 10* a
6x10° Da, la masa molecular es uno de los factores determinantes de las caracteridticas

funciondes dd EPS. (10)

Sn embargo las propiedades fiscas y reoldgicas de un polisacdido en solucion s
redlaciona con su edructura y conformacion tridimensond. Ademas, factores como las
asociaciones  intermoleculares, pueden s importantes para una comprenson completa del

16



comportamiento de la solucién, pueto que las cadenas dd polisacaido experimentan
adgunos cambios topologicos d azar que pueden ser favorables a las interacciones y a las

asociaciones intermoleculares.

La conformacion secundaria y terciaria de un polisacarido es fuertemente dependiente de
U edructura quimica primaria puduendo tener un enorme efecto en la conformecion y las

caracteridicas dd polisacarido.

La estructura de las unidades repetidas de heteropolisacaridos de BAL producidos por S
thermophilus, fueron determinados primero por Doco y col. (23). Otras edructuras de EPS
formado por unidedes repetidas ramificadas producides por BAL se han evidenciado
recientemente con la hidrdliss &acida, andiss de mdilacidn, oxidacion con periodeto,
acetoligs, digestion enzimdtica, degradacion de Smith, espectroscopia 1D, 2D, RMN H1,

etc. Su tamafio puede extenderse de un disacarido a un heptasacarido.

Es de interés entender la rdlacion entre la estructura dd EPS y las caracterigticas de
texturizacion que confiere y de tener los medios de modificar los biopolimeros para
influenciar en las caracteridticas de los polisac&ridos nativos. Las enzimas que tienen una
accion especifica en la estructura del polimero se pueden utilizar para adaptar la estructura
guimica y por lo tato las caacteridicas funciondes. Fnadmente estos datos
conjuntamente con estudios hiologicos, bioquimicos y moleculares adiciondes de los EPS
formaran la base para la ingenieria dd biopolimero futuro y dd vador comecid en d

mercado de los dimentos funcionaes.

2.5 EXOPOLISARIDOS PRODUCIDOS POR LACTOBACILOS

Muchos de los EPS producidos por variedades de lactobecilos han ddo edtudiadas a
profundidad. Las egecies dd géneo Lactobacillus han ddo adadas a patir de
fermentaciones espontaness de una gran variedad de dimentos y bebidas acohdlicas como
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vinos, ddres, chicha de jora productos lé&cteos frutas, jugos encurtidos enslados

aceitunas, productos carnicos, marinos, etc. (2,4).

Los EPS de lactobacilos son productos microbianos de gran interés biotecnolGgico en las
industries ~ dimentaria,  famacautica, médica, elc. actuando como  viscosantes,
emulsficantes, gdificantes y edabilizantes (10). Cada especie de lactobacilo produce
catidades varidbles dd polimero as, las cantidedes de EPS producides en mglL
reportadas son: Lb. delbrueckii subs. bulgaricus de 60 a 150 mg/l; Lc. lactis subs.
cremoris de 25 a 600 mg/l; Lb. casei de 50 a 60 mg/l (24) y Lb. sake 1350 mg/ (17,19) en
condiciones Optimas de produccidon oscila entre 532 mg/l y 3500 mg/l edas cantidades
vaian segln las condiciones de crecimiento como pH, temperatura, tiempo de incubacion
y composcion dd medio de cultivo (25). El uso de los EPS producidos por lactobacilos
ofrecen las dguientes ventgas presentan  cdidad condante, su  produccion  es
independiente de factores diméicos o0 edaciondes, se pueden producir volUmenes
programables, se utilizan recursos renovables para su produccion 'y son  biodegradables,

ademés dd rol fisgologico que presentan.

26 BIOSINTESISY GENETICA DEL EPS

2.6.1 Biosintesis

Un intermediario importante que une a las rutas anabdlicas para la produccion de EPS y las

rutas catabdlicas de la degradacion del azlicar parece ser la glucosa-6-fosfato en los cudes

e flujo de cabono s bifurca entre la formacion de fructosa-6-fosfato hacia los productos
de la dlicdisgs biomesa, formacion de ATP y los precursores de EPS. La
fosfoglucomutasa (PGM) es la enzima implicada en la conversdon de glucosa6fosfato a
glucosa1-fodao, potencidmente tiene un papd importante en la divergencia dd flujo

entre las vias catabdlicas y anabdlicas (15,16). La glucosa-1fodfao srve como punto de
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patida para la formacion de los nudedtidos UDP-ducosa y TDR-glucosa via la accidon de
UDP-glucosapirofosforilada respectivamente se observa que estos nucledtidos del azlcar
son utilizados para formar una vaiedad de polisscaidos en la cdula y por lo tanto las
enzimas asociadas a su formacion son compartidas. La converson de gaactosa a glucosa
1-fodato via gdactosal-fofato (por la ruta de Leoir) es podble s € Sdema eda
presente en la cdula El ensamblge de unidades repetides de monosacaidos es dcanzado
por varias enzimas EPS-especificas, como s identificd inicidmente en Sreptococcus
thermophilus SF6 (26) y en Lc. lactis NIZO B40 (27). Edtas unidades de repeticion estén
ensambladas en una molécula trangportadora lipido isoprenoide C55 que = une a la
membrana citoplasmdtica de la cdula (28). Los azlicares son ligados para formar unidades
repetidas por la accidn de vaios genes que sntetizan las glicosltranderasas (29). E
mecanismo de la polimerizacion de la unidad de repeticion de BAL y la subsguiente
exportacion de la cdula no eda duddada El dto nived de homologia entre los organismos
Gram podtivos y Gram negativos respecto a la sintess de las unidades de repeticion
dgnifica que podria exigir mecanigmos dmilaes a nivd de la polimeizadon 'y
exportecion dd EPS, un moddo smple para esto implica la accién de un mecanismo para
mover € lipido unido a las unidades repetides dd dtoplasma hadia la regidn
periplasméica (29), usando la misma andogia una polimerasa podria cadizar la union de
las unidades de repeticion y atra podria desacoplar d lipido polimero.

2.6.2. Genética dela produccion de EPS

Los génes que codifican la sintess de EPS se pueden encontrar en plasmidos, como en Lc.
lactis y Lb. casai (12). En todas las BAL termdfilas (5,30) se identifica € locus genético
ded EPS smilar a la contenida en S themophilus SF6 revelando la exigencia de una region

1525 Kb que presenta 16 ORF dentro de los cudes una region 14,52 kb codifica 13 genes
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dd A d M capaces de dirigir la sintess de EPS. Las proteinas precursoras demostraron de
40 a 68 % de identidad sugiriendo un dto porcentge de Smilitud para los genes ABCD y
E que codifican d CPS en S agalacteae. Van kranenburg y col.(18), determinaron que
toda informacion necesaria para la biosintesis dd EPS producido por Lc. lactis NIZO B40
es codificada en una sola agrupacion de genes de 12 kb Stuada en un solo plaamido de 40
kb (EPS RXAB,CDEFGH,JKL), conducido por un promotor contracorriente de
EPS. Los productos de 11 de los 14 genes son homdlogos en secuencias a los productos de
los genes implicados en la dintess de EPS, CPS, LPS, 0 &cido teicoico de otras bacterias y
las funciones supuestas fueron asignadas a estos genes. Un dto nivel de semganza entre
los cluster de genes de Lb. delbrueckii subs. bulgaricus revelo una region DNA de 18 kb
que consste de 14 genes (EPS A a EPS N), con una organizacion genética Smilar a otras
BAL (2). Los genes en los dugster se orientan en una direccion y se transcriben como un
RNA policgronico (30, 31,32). Las secuencias funciondes de este cluster en bacterias
Gram podtives que Sntetizan d polisscido en la superfice de la cdula parecen seguir
una tendencia dmilar de regulacion de las unidades de repeticion de la longitud de la

cadena, biosintesis de |as unidades de repeticion polimerizacion y exportacion (32).

2.7 FUNCIONESFISIOLOGICASDE LOSEXOPOLISACARIDOS

Dexde € inico dd dglo 20 s le ha aribuido a las lactobacilos efectos beneficiosos a la
sdud humana y animd. Ahora con d desarodlo de los dimentos funciondes conteniendo
becterias  probidticas que € un mecado expandvo con  promisorios  beneficios
econdmicos.

Los probidticos son definidos como  microbios vivos que forman pate de los ingredientes
de cdetos dimentos (11). Las bacterias probidticas actudmente usadas son
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predominantemente Lactobacillus y Bifidobacterium agunos de los cudes producen EPS
los cudes gercen efectos promotores de la sdud, estas especies estén relacionadas a la
actividad biologica de esos biopolimeros. Los EPS contribuyen a la sdud actuando como
probidticos, antitumordes, antiulcerosos,  inmunomoduladores,  hipocolesterolemiantes  (5).
Vaios edudios han sugerido que las BAL en los dimentos lacteos y fermentados tienen
actividad anticancerigena, Kitazava y ©0l.(33) redizaon un ensayo basado en la
aplicadon de una inyeccion intrgperitonedl dd  lidfilizado de L. lactis subs cremoris
KV520 resultando en la inhibicion de crecimiento del tumor Sarcoma 180 en raones, pero
las BAL no exhiben citotoxicidad en estudios n vitro" en contra de las cdulas dd tumor
S180, esto sugiere que la eficacia del efecto de eda egpecie en la prevencion de la
proliferacion de tumor son medidas a través de la actividad inmune estos autores postulan
gue d maerid mucoide producido por Lc. lactis subs. cremoris KVS0 podrian ser €
principd componente en d efecto antitumord. Un largo estudio dirigido por Kitazawa y
col. (11) muedran un dgnificativo incremento en las cdules B dependientes mitogénices
que inducen la attivided por  maerid dd limo producido por Lc. lactis subs. cremoris
KVS20 también Nakgima y col.(34) encontraron que € EPS de Lc. lactis subs. cremoris
BI04 adminigrado  intraperitonedlmente aumenta  la  produccion  de  anticuerpos
especificos en ratones indicando que ete EPS podria actuar como adyuvante en d
tratamiento dd céncer. El inicador de yogur Lb. delbruecckii subs. bulgaricus OLL
1073R-L € cud produce un EPS ha Sdo reportado por s utilizado como mediador de la
activided antitumora (14,35). El EPS KGFC extraido de kéfir tiene la propiedad de
retlardar & crecimiento tumord cuando se administra ordmente, y edo a través de la
induccion de cdulas T y no a través de la participacion de células B (36). Los EPS también
pueden s utilizados como prebidticos gendo ddfinido como agud ingrediente
dimentico no digaible que gece efectos bendfidoso d consumidor estimulando

sdectivamente d crecimiento y/o actividad de bacterias en € colon (37).
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2.8.- IDENTIFICACION DE LOSEPS

Antes de que un polisscdido sea congderado totamente carecterizado es necesario
obtener cierta informacidon acerca de la masa molecular, la composicidn de mondmeros, su
configuracion 'y € tipo de union de etos mondmeros. Numerosos métodos paa la
determinacion de la masa molecular de polisacaidos son utilizados histéricamente, como
e tiempo de retencion, determinado por cromatografia de excluson usando deteccion por
indice de refraccion. Un gran nimero de méodos son utilizados para determinar la
composicion de mondmeros de las muestras de EPS. Las muedtras tratadas por metanolisis
y petrimdilslitacion son andizedas por cromatografia ges liquido. Un méodo smple
requiere una hidroliss &ida seguida de una deteccion de mondmeros  usando

cromatografia de intercambio anidnico de ata preson con deteccion ampométrica.

La union de los mondmeos es deerminada usando una combinacion de andiss de
metilacidon y espectroscopia de NMR. Estos han sdo mencionados en un gran nimero de
revisones Duus y col. (38), publicaron revisones dd uso de ete méodo en la
identificacion de EPS desde 1992 hasta 1999. Leeflang y col. (39). Desxribieron la

gplicacion de 2D-NMR  en la determinacion de la estructura primaria de EPS bacteriano.

La combinacion de NMR de 1D-'H y *C son las mas utilizadas para la identificacion
edructura, este espectro se andliza en una muedtra tratada a 70 °C para as reducir la
viscosdad fecilitando la resolucion de la resonancia En @ espectro de proton € campo-
bgo reportado para la region induye resonancia dd cabono aoméico y d &omo
rodeado fuera de la mayor parte de la region como una consecuencia de la glicoslacion.
Ege es también un campo reportado para la region que incuye la resonancia de los
sudtituyentes encerrados tdes como acil, dquil, y acetd, y los sudituyentes rodeados taes

como N-acetilamino y H6-D-deoxiazlicar. El espectro homonidear 2D y ®C-H, son
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usados paraasgnar carbonosy obtener la cadena de informacion.

Numerosas técnicas edén dendo  aplicadas recientemente en la  investigacion  de
carbohidratos mas no en @ andiss de ruting, Vincent y col. (40) reportaron € uso de un
“Spin” de difuson para proveer informacion relacionada de la cadena, la cud requiere en
forma de pulsos, es complementario a los experimentos heteronucleares NBC. Navaini y
col. (41) reportaron @ uso de induccion por deuterio como isotopo diferencid en la
determinacion dd tipo de cadena Un méodo exigido para determinar  la cadena es €
andids por ingpeccion directa de NMR de los oligosacdidos cuando estos han sdo
tratados previamente por peracetilacion usando  *C(CO)- y anhidrido acéico ha sido
reportado por Bendiak (42). Hasta d 2001 s han reportado como productores de

heteropolisacaridos6 Lactococcus 21 Sreptococcus 'y 19 Lactobacillus.

2.9.- IDENTIFICACION DE LASBAL PRODUCTORASDE EPS
2.9.1 Técnicas Convencionales

Aun s utlizan las pruebas fenotipicas para la identificacion de BAL, sobre todo en
unidades de microbiologia indudtrid o gplicada, los méodos incluyen la caracterizacion
morfolégica y fisoldgica, y d pefil de fementacion de carbohidratos y de proteines
Gonzdez y col. (43) identificaron 249 BAL adadas de pescado de agua dulce mediante 44
pruebas morfoldgicas y fisoldgicas. El 90 % de bs adados fueron identificados a nivel de
género, dendo la resolucion  taxondmica bgja con gastos excesivos de tiempo y materides.
En la mayoria de los casos, estas pruebas fisoldgicas son combinadas con la determinacion
dd pefil de fermentacion de carbohidratos. Corsetti y col. (44) andizaron 317 BAL
adadas como presuntas levaduras, utilizando caracterigicas morfolégicas y fisiologicas
mediante € Sgema de identificacion comercid APISOCHL  (BioMerieux, Francia). Ege
ddema permitio la idertificacion dd 38 % de los adados a nivel de especie. Muyanja y
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col. (45), en un estudio dmilar identificaron 113 BAL adadas de una bebida fermentada
tradiciond de Uganda los resultados solo permitieron una identificacion a nivel de género.
Egtos edtudios demuesran que los méodos fenatipicos tienen sus limitaciones debido a su
reproducibilidad relativamente pobre y una bga resolucion taxondmica que a menudo solo
permite la diferenciacion a nive de género. La popularidad de estos métodos se debe d
hecho de que no s requieren de equipos egpecidizados para redizarlo, y la disponibilided
de una base de datos de identificacion.

En compaacion, la dectroforess en gd de poliacrilamida-SDS (SDSPAGE) utilizada
paa d andiss de proteinas en cdulas enteras ha resultado ser un méodo més confiable en
la identificacion de BAL. El andiss de proteines ha sdo sdtisfactoriamente usado por
Leisner y col. (46) para identificar a nive de especie 64 BAL adadas de un condimento
muy usado en Mdasa

Sn embargo este mé&odo requiere de mucha mano de obra, ademas de carecer de poder
discriminatorio sobre € nivel de sub-especie para @ grupo de Lactobacillus acidophilus
gue incluye a Lb. crigpatus, Lb. amylovorus, Lb. gallinarum, Lb. Johnsonii y Lb. Gasseri,
d grupo de Lb. plantarum que induye ademéd a Lb. pentosus y Lb. paraplantarum
Torriani, y col. (48). Para la diferenciacion de especies dentro de estos grupos de
Lactobacillus por lo generd se redizan técnicas genotipicas, como RAPD, Otras técnicas
fenotipicas que han ddo usadas paa la identificacion de BAL, pero con éxito limitado,
induyen a la cromatografia de cgpa fina de &acidos organicos, (49). Para obtener una
identificacion configble de BAL a nivd de especie, es necesario utilizar mdltiples técnicas
fenotipicas a menudo son combinados, de ete modo, los rasgos fuertes de un méodo

puede compensar |os defectos de otro.
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2.9.2 Técnicas Biomoleculares

Las técnices biomoleculares nacieron en la década de los sesenta ede conjunto de
metodologias nos permiten @ mango dd ADN, y dgunas de edtas fueron crucides para
sentar las bases de un nuevo grupo de conocimientos e iniciar la genética moderna. El
hdlazgo de enzimas que cortan  ADN en secuencias especificas, denominadas enzimas
de redriccion, la caracterizacion e identificacion de moléculas de é&cidos nucleicos, la
reeccion en cadena de la polimeasa (PCR), y las técnicas de secuenciacion son

probablemente las més relevantes.
2.9.2.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica Util que ha revolucionado €
modo en que los invedigadores pueden amplificar, detectar, manipular y clonar fragmentos
de ADN procedentes de una amplia variedad de fuentes. Las gplicaciones de la PCR va
desde mgoras en los méodos de hiologia molecular bésica por Ej. la generacion de
sondas, secuenciacion del ADN, mutagénesis dirigida, tipificacion bacteriana, deteccion de
los factores genéticos responsables de la virulencia y en la eucidacion de los mecanismos
moleculares de resgencia a antimicrobianos. Hasta gplicaciones dlinicas en d diagndgtico
y deteccion de mutaciones genéticas, infecciones virdes, o huelas genéicas aplicadas a la

medicina forense.

La PCR s basa en la premisa de que las moléculas de ADN de doble hdlice colocadas en
los extremos opuestos de una regidon particular, pueden sarvir como cebadores (primers) de
una reaccion de sintess de ADN mediada por la enzima ADN polimerasa, que da lugar a la
formacion de una porcion de ADN de doble cadena definida por esos dos
oligonudedtidos. La repeticion de cidos de desnaurdizecidon, anillamiento de los
oligonucledtidos cebadores, y extenson  con la ADN polimerasa produce cantidades

crecientes de producto, resultando en una amplificacion exponencid de la secuencia
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desgnada origindmente, Ad pues, 30 cddos de PCR producen una amplificacion de un
millon de veces goroximadamente, por 10 tanto solo se reguiere una cantidad muy pequefia
de ADN que srve como diana 0 molde para obtener cantidades significativamente grandes
tras la reeccion de PCR. La disponibilidad de una ADN polimerasa termoresigente
purificada procedente de la bacteia termdfila Thermus aquaticus (denominada Taq
polimerasg) fadilita la cadids enzimdaica de la amplificacion dd ADN, debido a su
habilidad para resdir los repetidos ciclos de dtas temperduras necesarios paa
desnaturdizar  ADN. Se han creedo por ingenieria genética nuevas ADN polimerasas
termoestables que proporcionan una fiddidad de amplificacidon mucho mayor que la
presenta Taq polimerasa Asmismo la automatizacion dd PCR con d desardlo de
goaratos termocicladores muy rgpidos ha proporcionado un medio adecuado para que edas
reacciones puedan tener lugar. Son muchos los factores que influyen sobre la fiddidad y
eficacia dd proceso de PCR. La concentracion de numerosos componentes que congtituyen
un PCR tipico es un factor determinante en @ éxito o d fracaso de la amplificacion, entre
dlos s induye la concentracion de Tag polimerasa, de los desoxinucledtidos trifosfato
cebadores. Ademés la temperatura y durecién de  cada uno de los segmentos ddl ciclo y d
nimero totd de cicdos pueden aectar draméicamente @ rendimiento y la especificidad de
producto. La regla generd consste en emplear cebadores de unas 20 bases de longitud,
conteniendo d menos 50 % de nudedtido guanina y citosna para maximizar la hibridacion

auna determinada secuencia molde (50).
2.9.2.2 Espaciadores | ntergénicos

Vaias técnicas han ddo utilizadas en la caracterizacion de BAL edas técnicas incluyen
andiss de las proteinas cdulares, andiss de la composicion de la paed cdular y
morfologia fisologica as como andiss bioquimicos, @ uso combinado de edas técnicas

es invauable para la identificacion de BAL pero esos méodos no son lo suficientemente
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discriminetorios para diferenciar entre subepecies ademas de s consumidores de tiempo

y dinero.

Las técnicas basadas en ADN tades como @ andiss de hibridacion ADN-ADN, andiss de
homologia rARN, andiss de pléamidos, ribatipificacion, polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de redriccion (RFLP) y ADN  amplificado d azar también han ddo

utilizades para laidentificacion de lactobadilos (51).

En procariotes d rARN contiene un lod genético para las tres especies de rARN 16S, 23S
y 5S. Egtos genes estén separados por regiones espaciadoras las cudes exhiben un dto
grado de variacion en longitud y secuencias en los diferentes géneros y especies, por lo que
podra s utilizado como un crondmetro molecular para la identificacion de BAL entre
dlas los lactobacilos y entre las diferentes egpecies de procariotes. También se ha utilizado
e polimorfismo de la region egpeciadora intergénica con  gran  efectividad para
identificacion de varias especies de hongos (52). Estos espaciadores intergénicos (ITS) s
utilizan con frecuencia como huella dactilar en PCR para discriminar cepas bacterianas en
géneros, especies e intraespecies. Esta zona intergénica es dtamente conservada para cada
especie dd género Lactobacillus, a su vez muy polimérfica en secuencia y longitud entre
las egpecies dd mismo género. Edas caracteriticas han permitido disefiar cebadores
epecificos para identificar 'y caracterizar diferentes géneros y especies bacterianas

(5354).

B método mas rgpido, directo y confisble para visudizar d cardcter polimérfico dd
espaciador intergénico rrn es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
dichas regiones usando cebadores de edtas secuencias flancos. El polimorfisno preserte en
e producto de PCR ha ddo utilizado para identificar lactobacilos presentes en dimentos
as como cepas probidticas (51), para confirmar la identidad de las cepas ensayadas se

digiere d producto de PCR con enzimas de redriccion obteniendo perfiles de restriccion
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caracterigticos para cada especie 0 subespecie y luego s separan los fragmentos obtenidos
eectroforeticamente Jensen y col. (52) disefiaron cebadores universdes, denominados asi
ya que pueden sar utilizados para la identificacion de diferentes géneros y especies, estos
cebadores fueron ensayados con 500 cepas de diferentes especies como Ligteria,
Salmondlla, Bacillus, eic demodrando la efectivided de utilizar eta region como un
crondmetro molecular incluso en adgunas especies resulto ser mas efectiva que € 16S d
cud es la region blanco utilizada de preferencia en las diferentes técnicas moleculares,
paa los lactobacilos ya s ha demodrado que esta region intergénica presenta una
epecificad en base a los espaciadores intergénicos especificos paa la mayoria de

|actobacilos (55).

Los genes ribosdmicos, por cumplir funciones vitdes paa los orgenigmos, edén
organizados en operones (grupo de genes cuya expresdn esta controlada por un Unico
operador). Se han encontrado diferentes nlmeros de copias de operones seglin la especie,
por g.. 2 en Helicobacter pylori, Ureaplasma urealyticumTreponema pallidum Xyldla
fastidiosa, Synechocystis PCC6803, 3 en Campylobacter jeguni; 4 en Neisseria
meningitidis;, 7 en Escherichia coli; 8 en Vibrio cholerae, 6 en Lactobacillus plantarum y
10 en Bacillus subtilis € nimero de operones para las diferentes epecies depende del

rango de crecimiento y variade 1 d 11(32).

La necesidad para la sintess de nuevas proteinas son mayores en etgpas en las cuaes las
cdulas et més ativas fisologicanente como en la divison cdular los genes
encargados de edta sintess se encuentran generamente en @ origen de replicacion  aunque

paramuchas epecies lalocaizacion en € genomaaun no es conocida

Egto dgnifica que entre los genes 16S, 23S y 5S las regiones espaciadoras intergénicas son
polimérficas. El tamafio dd espacio podria variar condgderadblemente para las diferentes

especies e incluso entre los diferentes operones dentro de una misma cdula en d caso de
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que contenga mUltiples operones. En especies Gram podtivas d tamafio de ITS encontrado

raravez superalos 500 pb (52).

La vaiacion en longitud es debida principdmente a la presencia de vaias unidades
funciondes tades como genes tARN y presecia en la mayoria de microorganismos
edudiados en nimero de 1 6 2 por egpeaciador. Otra unidad funciond comprende
secuencias paa € reconocimiento de enzimes tades como la ribonucleasssa 11l involucrada
en d proceso de “splicing”, requeido para la produccion dd ribosoma meduro. El
espaciador intergénico es més polimorfico entre especies que los genes 16S convirtiéndose
en una gran dternativa como blanco para la identificacion de microorganismos. El uso dd
ITS por tamafio y secuencia paticulamente para la diferenciacion de organismos
edrechamente reacionados es un méodo relaivamente nuevo en comparacion  d

tradiciond estudio dd 16SrARN (56,54).

33. OPTIMIZACION DE EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS POR

BACTERIASACIDO LACTICAS

Las condiciones O¢ptimas de temperatura, pH, tiempo de incubacion y  fuente de
cabohidratos mgoran la produccion de EPS vaios reportes muestran que temperaturas
bgas inducen a la produccion de EPS, ede efecto ha sdo explicado besado en la
informacion de EPS producido por bacterias Gram negdivas, en los lactobecilos se han
reportado diferentes resultados para dgunos la temperatura dptima de produccion de EPS,
coincide con la temperaura éptima de crecimiento, a diferencia de otras en las cudes
difiere pudiendo ser esta mas dta 0 mas bga a la temperatura en la cuad se obtiene mayor
cantidad de biomasa dependiendo esto generdmente de la cantidad de lipido isoprenoide
d cud eta implicado en la formacion de los polisac&idos bacterianos. En cuanto d pH d

vdor optimo en d cud s ha obtenido una mayor produccion es de 6.0, un estudio
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redizado por Van den Berg y col. (57) reportan que la converson de azlcar a EPS es mas
eficente a pH 5.8, pero que la conversdn de azlicar a biomasa es mas ficiente a 6.2.
Mozzi y cdl. (58) estudiaron @ efecto dd pH sobre @ crecimiento y la produccion de EPS
en Lactobacillus casal. Gasen y col. (59) sugieren que d mantenimiento de una pH dto
aumenta la produccion de EPS durante la fase exponencid. Aunque un dto pH también
resulta en una larga fase edacionaria la cud disminuye la formacion de peptidoglicano y
&ido teicoico lo cud favorece la sintess de EPS, la fuente de carbono también tiene un rol
importante en la cantidad de EPS dntetizado por los lactobacilos dgunos van a tener
mayor dinidad por determinado azlcar produciendo por lo tanto mayor cantidad de EPS
como en d edudio redizado por Grobben y col. (60) en d cud = obtuvo una mayor

cantidad del biopolimero utilizando como fuente de carbono alaglucosa



1. MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1. Material biologico

Se utilizaron cepas natives adadas de diferentes fuentes naturdes de nuestro
pais asi como cepas de coleccion para ser utilizadas como petrones de

comparacion en las pruebas de identificacion. TablaN° 1.

Tablal. CE PAS de Lactobacilos utilizadas.

Especie Cadigo de identificacion
Lactobacillus plantarum CECT 748
Lactobacillus delbrueckii CECT 286
Lactobacillus casel CECT 475
Lactobacillus acidophilus CECT 362
Lactobacillus helveticus CECT 402
Lactobacillus fermentum CECT 285
Lactobacillus reuteri CECT 925

*CECT, Coleccion Espariola de Cultivos
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3.2 METODOS
3.2.1 Aidamiento de lactobacilos

Se adaon los lactobecilos de 30 muedtras diferentes correspondientes a bebidas 'y
dimentos fermentados como chicha de jora, mazato, vinos acdtunas, quesos, yogur,
jugo de frutas naturd. Se tom6 0.5 ml de cada muedtra liquida 0 0.5 g de cada muestra
solida estas se preanriquecieron en 45 ml de cddo Man Rogosa Shape (MRS), d
cddo contenia previamente 0.01% de cidoheximida y gustado a pH 4.5, seguidamente
S incubd a 28 °C por 48 horas en microanaerobioss utilizando @ moddo jaravea
Luego s sambraron por edriss en agar MRS, incubandolo por 48 a 72 horas en
condiciones dmilaes. Se sdeccionaon 5 colonias por muedra y edas fueron

cultivadas independientemente en 1 ml de cddo MRS incubdndolas por 24 horas a 28
°C. Se redizaron subcultivos en agar MRS y un pasge pogeior a cddo MRS, luego

fueron guardados en 20 % gliceral a-20°C.

3.2.2 Identificacion microbiologica

Los aidados fueron identificados utilizando pruebas macroscopicas y microscopicas de
las coloniss a8 como pruebas biogquimicas, bastndonos en las recomendaciones dd
Manud de bacteridlogia sseméica de Bergey (4), utilizando como pruebas inicides,
morfologia de colonias, tincién Gram., cadasa, pruebas tradiciondes y de uso comin.
Se utilizaron también otras pruebas convenciondes como las descritas a continuacion

(62):
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Fig. 1. Lactobacilos en medio MRS,

Hidrdliss de Esculina Se utilizd cddo MRS d cud == le adiciono esculina d 05 %, en

ete £ sembr6 05 ml de cultivo fresco y se incubd por 48 horas a 28°C en
microanaerobioss, la reaccidn es podtiva S produce un ennegrecimiento del medio, esto

de debe alaformacion dd complgjo esculetina-Fe'™.

Hidrdliss de Arginina_Se utilizo cddo MRS d cud = le adiciono arginina d 05 %, en 5

ml de ete medio = inoculd 0.5 ml de un cultivo de 48 horas de cada aidado estudiado,

luego s incubo por 48 horas a 28° C en microanagrobioss la reaccion postiva
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(produccion de NH3) se observa con la gparicion del color naranja fuerte por la adicion de

| gotade reactivo de Nesder.

Fermentacion de carbohidratoss Se utilizd cddo MRS modificado adicionando rojo de
clorofenol d 0004 % y un cabohidrato (fructosa, manitol, xilosa, mdtosa, sorbitol,
ucarosa, manosa) d 0.05 %, incubdndolos por 48 horas a 28° C en microanaerobioss

observandose la reaccidn positiva por € cambio de color de rojo aamarillo.

3.2.3IDENTIFICACION MOLECULAR:
3.2.3.1. Extraccion de Acidos Nucleicos

Se cultivaron los adados de posbles Lactobacillus en cddo MRS durante 48 horas a
28°C  en microanaerobioss. Se  colectaron las cdulas por centrifugacion en  una
microcentrifuga (HETTICH Zentrifugen moddo MIKRO 12-24) a 12 000 rpm por 5 min.
El pdlet s resugpendiéo en 600iL de solucion TSE se le agrego 20 nh de lisozima y s
incubd por 4 horas a 37°C y luego se afiadié 40iL de SDS (Sodio Dodecil Sulfato) 20%

(W) y 10 iL de proteinesa K (20 mg/mL). Se incubd a 55 °C toda la noche En la
purificacion se utilizaron volimenes igudes de fenol y doroformo. EIl ADN s precipitd
afiadiendo un décimo de volumen de acgtato de sodio 3M e igud volumen de isopropanal.

El precipitado selavo con etanol d 70%, luego se resuspendio con TE.

3.2.3.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Se empled un volumen de reaccion find de 25iL, que contenia Tris -HCl 10 mM (pH:
83), KC 50 mM, MgCL 15 mM, dNTPs 200 mM, cebadores 0,2 mM, Taq ADN-
polimerasa 1,25 U y ADN 100 ng. Se utilizaron los cebadores especificos que se presentan

en la Tabla 2. Segin condiciones de amplificacion: se utilizd un Termociclador Perkin
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Elmer moddo 2400, donde s redizO una primera desnaturdizacion a 95 °C por 3 min. y
luego 35 cddos con las dguientes egpas Denaurdizacion: 94 °C por 0:30 min,
Hibridacion: 55 °C por 1 min ; BExtenddn: 72 °C por 45 segundos, Findmente una
extengdn de 72 °C por 7 min. El producto amplificado fue visudizado por eectroforess
en gd de agaosa d 15% en TAE 1X, tefido con bromuro de eidio y fotografiados bgo

luz UV.

3.2.4 Aidamiento y purificacion de EPS

Los aidados fueron sdeccionados por presentar colonias mucoides, y s determind  que
eran productoras de polisacaidos por la reaccion postiva d reectivo rojo de congo. Las
becterias s cultivaron en MRS a 30° C a un pH inicdd de 6 en microanaerobioss, d
crecimiento fue evduado por denddad dptica cada 6 horas durante 48 horas a 600 nm.
(Para las 5 cepas sdleccionadas previamente). Para la extraccion se tomé un cultivo de 48
hores d cud s le adiciono &cido tricloroacetico a una concentracion find de 4%, esto fue
llevado a agitacion por 2 horas, luego se centrifugd a 27 000g por un tiempo de 30 minutos
paa sedimentar las cdulas y las proteinas precipitadas. Seguidamente s sepad d
sobrenadante ad cud se le agregd dos volimenes de etanol absoluto frio, se procedié a
separar € precipitado por centrifugacion a 12 000 g por 15 minutos, d EPS precipitado fue
disudto en 1/10 dd volumen de agua Se repitié d Ultimo paso para asegurar la separacion
dd EPS. Findmente d EPS disudto en agua = llevo a didiss por 24 horas a 4 °C en
contra de agua, con la findidad de diminar las sdes propias dd medio de cultivo. Luego
s purificaron por cromatografia de filtracion en gd vy lidfilizacion segin la metodologia

descritapor Van Den Berg y cal. (57).



3.2.5 Cuantificacion de EPS

El totd de carbohidratos contenidos en d EPS adado s determind por d méodo fenol-
&dido aulfdrico de Dubois y col. (62). Se utilizaon 0.5ml de una solucion acuosa de la
muestra a ensayar < le afiadio 0.5 ml fenol d 5% y 25 ml de &ido sulfirico d 98% se
homogenizd durante 5 minutos y s incubd en agua hirviente por 15 minutos, luego s
enfrid en agua-hido répidamente y s leyd la densidad Optica en un espectrofotdmetro a
490 nm (d color fue estable por 24 horas). La curva de cdibracion fue daborada con
Dextrano como estandar seglin @ limite dd méodo (0-50 mg/ml) y un blanco conteniendo

los reectivos especificados parala prueba en agua destilada.

3.2.6 Ensayo preiminar para la optimizacion dela produccion de EPS:

Se diferenci6 la concentracion de EPS producidos por las cepas sdeccionadss,
Lactobacillus acidophilus Lb-2, Lactobacillus plantarum Q53, Lactobacillus delbrueckii
J5-2, Lactobacillus casal Y-1 y Lactobacillus plantarum Mz-4, ensayadas para determinar
las megores condiciones fiscoquimicas de crecimiento para incrementar la concentracion
de EPS. Paa ede efecto se utilizaon diferentes azlicares como: sacarosa, gaactosa,
lactosa, mdtosa y meobiosa d 2%, evduando la produccion en cada caso, 2 probaron 6
temperaturas  didintas 1520253035 y 40 °C. Utlizando como fuente de carbono:
glucosa se probd adiciondmente € efecto dd pH sobre la produccion de EPS inicd de

medio utilizando 3 parametros diferentes 5.0, 5.5y 6.0. (63,64)



Tabla 2.- Oligonudedtidos especificos para identificar las especies de Lactobacillus por

PCR.
acteristicas/
Producto de
oligonucteqtido Tm
Nombre Secuenda(5® 37 )* PCR
(©)
(pb)
Especie
Pl CAGACTGAAAGTCTGACGG
Lactobacillus casai 55 500
Casll GCGATGCGAATTTCTTTTTC
Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
Lactobacillus plantarum 55 450
Planll TTACCTAACGGTAAATGCGA
Adi 169 AGCTGAACCAACAGATTCAC
Lactobacillus acidophilus 62 520
165H ACTACCAGGGTATCTAATCC
Lprf GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
Lactobacillus fermentum 55 420
Fermll CTGATCGTAGATCAGTCAAG
CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG
IDLO3R
Lactobacillus delbrueckii CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA 51 184
IDL31F
CCTCTTCGCTCGCCGCTACT
Lec-2
Lactobacillus helveticus ATTGTAGAGCGACCGAGAAG 62 300
LU-1P

*, Informacion obtenida de Walter y col. (2000)
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IV.RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION BACTERIOLOGICA Y BIOQUIMICA

De las 30 muedras de dimentos se obtuvieron 65 aidados de bacterias &cido lécticas
(BAL). Los lactobacilos productores de EPS fueron sdeccionados por tincion Gram y
rasgo mucoide de la colonia, se obtuvieron 30 aidados con caracteridticas tipicas de este
géneo como:. Gram podtivo, cdadasa negaiva, no  esporulada, microeerdfila y
fermentadoras de azlcares ademas de su morfologia cdular de bacilos. Segin edas
pruebas bacteriologicas se edtablece una identificacion prdiminar de las especies de
lactobecilos encontradas (Tabla 4). A los 30 adados sdeccionados se les identifico
inicidmente mediante pruebas tradiciondes y fermentacion de carbohidratos. En la lectura
e intepretacion de los pefiles biogquimicos correspondientes a las egpecies de
Lactobacillus s utilizo las tablas destritas en d manud Bergey, as como los mostrados
por las cepas de coleccion: Lb. plantarum Lb. delbrueckii, Lb casei, Lb. fermentum Lb.
helveticus, y Lb. acidophilus, obteniéndose cepas de Lb. plantarum Lb. delbrueckii, Lb
casdl, Lb. fermentum Lb. helveticus Lb. Acidophilus, Lactobacillus o, en la proporcion de
5,4, 6,4, 3,5, 3. regpectivamente.

La capacidad de degradacion de los azlicares por los diferentes aidados se presenta en la
Tabla 3, en edta = puede observar que cada lactobacilo muestra un perfil metabdlico
caacterigico que no permite una identificacion precisa d compararlo con los descritos en
e Manuad Bergey, gemplo de estos casos se presenta con los aidados Y-4, Q9-2, Q7-3y

2P-1.



La prueba molecular fue gplicada a aguelos adados que presentaron una mayor
produccion de EPS lo cud se determino con una evauacion preiminar de la cantidad de
polimero dntetizado, de esta evduacion e sdeccionaron 15 lactobacilos, los cudes fueron
sometidos a la prueba de PCR utilizando cebadores especificos a partir de las zonas
consarvadas de las regiones intergénicas de los genes ribosdmicos 16S-23S o que
permitié una identificacion mas precisa de los 15 lactobacilos. En la tabla 2 se presenta las
caracterigicas de los cebadores utilizados y los tamafios de los productos amplificados.
Los cebadores dan origen a productos de PCR de diferentes tamafios, Sendo estos de 520,
500, 450, 420,300 y 184 ph. Para las especies Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. plantarum,

Lb. Fermentum, Lb. helveticus y Lb. delbrueckii respectivamente.

Fig.2. vista microscopica de L actobacilos seguin tincion Gram
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Tabla 3.- Fermentaddn de carbohidratos de los lactobacilos aidados de diferentes fuentes

naturales.
uebas
S e
9 |9

| £ |2 Z % g 18 |z g A 3 g g
asoe\|B 1B 1E |8 (R |2 |2 2|8 |5 |4 &S
MZ-4 + + - + - + + + - - + +
Q7-3 - + + + - + - + + - + +
LAB-6 + - + - - + + + - + + -
Q92 + - + + - d + + - + + -
2P1 + - - + - + + + - + + -
4P-1 - + - + + + - - - - + +
LB-2 - + + + + - - - + - - +
Y-5 - + - + - - - d - d - -
J5-2 - + - + + + - + - - + -
Y-4 - + - + - + d + - - + -
J1 - + - + + - - - - - - d
LB-9 + - - - + - - - - - - -
Q62 + - - + d + + + - - + +
MZ-2 - + D + + + - - + + - -
Q53 - + - - + + - + - + + -

(), no fermenta; (+), fermenta; (d), no determinada.




Fig. 3. Fermentacion de carbohidratos. Por la cepa Q5-3. 1, aaiinos 2

gdactosa, 3; manitdl, 4, mdtossy, 5, meobiosa, 6; trehdosa, 8; xilosa 9

ramnosa.
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Tabla 4. Aidados presdeccionados de Lactobacillus, seglin su procedencia y

resultado de identificacion, tradiciond y molecular.

Aidado Fuente de Prueba Prueba molecular
procedencia microbiolégica
Lab2 Vino artesand Lb.fermentum Lb. acidophilus
Lab6 Vino artesand Lb. helveticus Lb. helveticus
Lab9 Vino artesana Lactobacillus sp. Lb. plantarum
201 Tracto Gl de pallo Lb. acidophilus Lb. acidophilus
4pl Tracto Gl depallo Lb. fermentum Lb. acidophilus
J1 Jugo de fruta Lb. helveticus Lb. delbrueckii
J52 Jugo de fruta Lb. plantarum Lb. delbrueckii
Y-1 Y ogur natural Lactobacillus spp. Lb. casel
Y-5 Y ogur natura Lactobacillus spp. Lb. delbrueckii
Q53 Queso artesand Lb. delbrueckii Lb. plantarum
Q6-2 Queso artesana Lb. casei Lb. fermentum
Q92 Queso artesana Lactobacillus spp. Lb.casei
Mz-2 Mazato Lb. fermentum Lb. helveticus
Mz-4 Mazato Lactobacillus spp. Lb. plantarum
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4.2 PRODUCCION DE EPS

En condiciones normdes los lactobacilos produjeron EPS en concentraciones de 0.097 g/L
a 1535 g/L, edos vdores s encuentran dentro de los descritos para tades especies de
lactobacilos. Edtas bgas concentraciones de EPS no son las necesrias paa ser
condderadas como aditivo dimentario para la cud la produccion deberia ser entre 10-15
gL como lo hace Xanthomonas, sSn embargo los EPS producidos por lactobecilos
presentan  mgores cudidades ademé de otros vdores agregados como  ser
microorganismos de grado dimentario y contribuir postivamente a la sdud dd hospedero

lo que hace importante y judtifica su estudio.

Fig. 4. Cddo MRS conteniendo € exopolisscaido producido por @ adado Q5-3, En cddo

MRS



4.3 ENSAYOS PRELIMINARES DE OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION

Con d fin de obtener una mayor produccion de EPS s modificaron las condiciones de
crecimiento en base a estudios previos los cudes demuestran que la sintesis dd  polimero
depende mucho de factores fiscoquimicos, que no necesriamente estan relacionados con
sus condiciones Optimas de crecimiento. Para lo cud se hicieron pruebas modificando la
temperauras, pH inicdd y la fuente de cabono dd medio de cultivo, edtas pruebas
priminares de optimizacion se redizaon en cnco cepas bgo d criterio de mayor
produccion, se ensayaon condiciones diferentes para cada pardmetro establecido,

manteniendo condantes los atros.( Teblas5, 6y 7)

El pH y temperatura dptima para cada cepa se observa en letra negrita en las tablas 5,6 y7,
edas pruebas fueron redizadas utilizando los medios MRS y MRS modificado a los cudes
s0lo e les afiadid glucosa, sacarosa, lactosa, matosa y gdactosa, encontrando que la mejor
fuente de carbono es glucosa para la cepa Q53 en cddo MRS modificado a una

temperaturade 30° Cy apH inicid de 5.5 produjo 1.535 g/L. de EPS.

Las cepas Mz-4 y Q53 identificadas como Lactobacillus plantarum reportaron una
temperatura Optima de 30°C para la mayor produccion de EPS muy diferente a la
temperatura usual de crecimiento de su especie, Sn embargo la cantidad de EPS producido
varia notablemente. Las temperaturas Optimas de crecimiento y produccion para la cepa y-
1 corregpondiente a la especie Lactobacillus casel fueron Smilares dendo esta de 30°C,
mientras que para la cegpa Lb-2 ambas temperauras difiieron en 5°C d igud que la
concentracion de EPS producida sendo de 1.02 g. El pH Optimo para las cepas Mz4 , Y-1

y J5-2 fue de 6.0, mientras que para Q53y Lb-2 fue 5.0.



En d enssyyo a diferentes fuentes de carbono s obtuvo que la cepa Lactobacillus
plantarum Q5-3 mostré una mayor produccion de EPS utilizando glucosa como fuente de

cabono a20g/l lo cud representa un conversion dd 7.68 % dd sudtrato.

Tabla 5. Produccion de *EPS por lactobacilos sdeccionados a  diferentes

temperaturas.
Jemperatura

= 15 20 25 0 35 40
Cepas
Lb-2 0126 0310 0324 0945 1.096 0.642
Q53 1232 1.535 1051 0.74 0734 0322
J5-2 0412 0820 0.846 0513 0124 0104
y-1 0132 0210 0456 0.495 0101 0.055
Mz-4 0213 0.804 0445 0.265 0213 0.0571

* Cantidades de EPS expresadas en ¢/l




Tabla 6: Produccion de *EPS por lactobecilos sdeccionados a diferentes pH

iniddes
pH

Cepas 55 6.0 6.5
Lb-2 1231 1025 0456
Q53 1.426 0945 0.845
J5-2 0156 0.575 0048

y-1 0489 0.516 0175
Mz-4 0.125g 0.642 0462

* Cantidades de EPS expresadas en g/l

Tabla 7: Produccion de * EPS por lactobacilos utilizando diferentes fuentes de carbono.

CH glucosa sacarosa lactosa matosa gdactosa
Cepas
Lb-2 0236 0.270 0.189 0047 0126
Q53 1479 0456 0125 0456 0.097
J5-2 0456 0.812 0.146 0287 0145
y-1 0234 0.1970 0321 0.549 0123
Mz-4 0213 0.7%4 0.098 0178 0203

* Cantidades de EPS expresadasen g/L.
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V. DISCUSION

Las bacterias dd género Lactobacillus denominados como ssguros 0 GRAS (Generdly
Recognized as Saf€) son microorganismos  Gram  postivos, cadasa  negativo, no
esporulados, inméviles y fermentadores, édas caracteridicas permitieron  sdeccionar 30
lactobecilos de diferentes origenes descritos en trabgos previos (1, 2,4).

Los lactobecilos sdeccionados comparten muchas caracteridticas metabdlicas, que no
permiten identificar con certeza a la epecie que pertenece. Adl, los adados Q53 y Mz4
tienen diferentes perfiles de fermentacion para gdactosa, lactosa, mdtosa y sorbitol (tabla
3) d comparar su lectura con las dd manud Bergey indicaria que son especies didtintas 9
lo & condderan estas pruebas meabdlices. Sn embargo, cuando se utilizaron las
pruebas biomoleculares, los dos adados pertenecen a una misma especie, edas diferencias
indican que las caracteridticas fenotipicas generdmente no se relacionan con la genotipicas
(5D).

La zona intergénica entre los genes ribosdmicos 16S y 23S es dtamente conservada para
cada especie ded género Lactobacillus, a su vez muy polimérfica en secuencia y tamaio
entre las especies dd mismo género. Edas caracteridicas han permitido € disefio de
cebadores universdes para identificar 'y caacterizar  diferentes especies 'y cepas
bacterianas (52,53). El uso de cebadores especificos para los espaciadores intergénicos
165-23S y genes ribosdmicos 16S (Tabla 2) en la técnica de la PCR permitieron
determinar la especie de los lactobacilos adados de diferentes origenes. Para la
identificacion de especies BAL que sobreviven d pasge gedrointestind s ha utilizado la
técnica de PCR dd egpaciador intergénico 16S-23S para una sdeccién primaria de las
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cepas Yy un andiss con enzimas de redriccion combinado con “pulsed- fidd gd
eectroforesis’ (PFGE) (56). En los Ultimos afios exissen numerosos reportes que describen
méodos rdpidos, smples y discriminatorios en la identificacion de BAL. Los genes
ribosdmicos 16S amplificados por PCR son continuamente utilizados en la identificacion
becteriana, SN embargo, = ha determinado que también la region intergénica 165-23S
puede tener las mismas caracteristicas de tener secuencias especificas para cada especie
(65).

La region intergénica entre los genes 16S-23S permitio diferenciar entre Lb. fermentum
Lb. paracasei, Lb. plantarum Lb. reuteri y Lb. salivarus demostrando que este méodo es
mucho mas discriminatorio que utilizar  gdema Api CHL50 que s basa en la
fermentacion de azlcares (65, 56,54).

La zona intergénica entre los genes 16S-23S son biomarcadores especificos en la
identificacion de lactobacilos ya que permitierdn diferenciar entre cegpas como Lb-9 y Q9-
2, las cudes en la pruebas bacteriologicas presentaron perfiles de fermentacion de
carbohidratos smilares indicdhdonos que se trataban de la misma especie, todo o contrario
a las técnicas moleculares. Asmismo, agunes cepas como Mz-4 y Q53 presentaron €
metabolismo de carbohidratos diferentes, Sn embargo son de la misma egpecie. El andisis
de la fermentacion de carbohidratos no es muy especifico para la identificacion de
lactobecilos como e ha obsarvado en d cao de Lb. acidophilus, Lb. plantarumy Lb.
casel, por lo que s sugiere utilizar técnicas con mayor grado de especificidad como las
moleculares.

La optimizacion dd medio de crecimiento es importante para lograr una produccion
méxima de EPS en organiamos tdes como Xhantomonas, Pseudomonas y Rhizobium spp y
BAL, por lo que s han publicado estudios de optimizacion para la produccion de EPS por
BAL estos edudios incduyen la evaduacion de efectos dd medio frente a condiciones como

temperaura, pH, fuente de cabono, nivd de oxigeno, concentracion de nitrdgeno,
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compodcion dd medio de cultivo. Sendo les mes dgnificativas d efecto de la
temperatura, pH y fuente de carbono. El totd de EPS producido por las diferentes epecies
becterianas depende los parametros mencionados (64, 63, 66,67), por lo que se utlizaron
para optimizar la produccién de EPS. La cepa de mayor produccion fue Q5-3 la cud fue
identificada como Lactobacillus plantarum, eta egpecie ha sSdo poco descrita como
productora de EPS, pero es de gran interés para los investigadores dd mundo ya que posee
un gran nimero de aributos debido a los compuestos secundarios que produce como
resultado de su metabolismo que son de utilidad en las diferentes indudrias, ademas de
contar con una cepa de Lb. plantarum productora de EPS, es muy vadioso desde d punto de
viga biotecnologico e indudtrid (10,11). La catidad de EPS producido por cada cepa
depende dd tipo de carbohidrato utilizado como fuente de carbono, ya que en edudios
como d dirigido para Lb. casel C611 se demosiré que la produccion de EPS depende de
glucosa dendo la lactosa d medio menos iciente (63 ), smilar resultado se obtuvo con la
cepa Q5-3. Bryan y col.(64) reportaron que los contenidos de ramnosa en d EPS producido
por Klebsela sp vaiedad K32 y Acinetobacter calcocetides dependen de la fuente de
cabono utlizada en € medio de crecimiento por lo cud e necesxrio hacer una
identificacion edructurd de EPS para degir otras fuentes de carbono. Mozzi y col. (58),
examinaron € efecto de la temperatura sobre varias cepas de Lb. delbrueckii productoras
de biopalimero, encontrando la cgpa NCFB2772 produjo mayor concentracion de EPS d
ser cultivada a 48°C la cud es una temperatura superior a la temperatura Optima de
crecimiento ( 37-42 °C).Estos egtudios muestran que no hay una corrdacion entre la
temperatura Optima de crecimiento y la temperatura a la cud se obtiene la maxima
produccion  dd polisacaido, también se ha reportado una dta produccion dd EPS por la
cepa RR por debgo de su temperatura optima de crecimiento (68). Las temperaturas
Optimas para la sintesis de EPS se han determinado para un nimero de BAL encontrando

gue para la especie Lactococcus lactis 25 °C, para Sreptococcus thermofilus 37°C, Lb
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ramnosus entre 20 y 25 °C, Gamar y col. (69). Por gemplo la temperatura Optima de
produccion de EPS de Lactobacillus delbrueckii Lb-2 fue de 25°C sendo eda diferente a
la temperatura Optima de crecimiento que oscila entre 30-37 °C. Vanden Berg y cal (57)
redizaron un esudio para evauar los efectos de temperatura y pH en la produccion de EPS
por Lb. sake dlos encontraron las acondiciones optimas de produccion a 20 °C y pH 5.8.
Mozzi y col.(58) encontraron que la sintess méxima dd polimero para Lb. casei CRL 870
esde488mg/l a30°CapH 6.

Vaios autores han reportado que las bgas temperaturas inducen a la formacion dd limo o
rasgo mucoide eto s demuedra obsavando € comportamiento de bacteriass Gram
negativo ya que edas crecen lentamente sntetizando mas moléculas del  transportador
lipido isoprenopide dave en la sintess de EPS;, sn embargo otros estudios describen que a
temperaturas mayores que la éptima favorecen la produccion de EPS, para € caso de
lactobecilos mesifilos la temperatura dptima de produccion dd polisac&ido no coincide
con lade crecimiento.

Se han hecho varias revisones sobre la influencia dd pH y la composicion dd medio en la
produccion de EPS (70, 71). Los vaores de pH varian de una epecie a otra sendo € pH
optimo especifico para cada microorganismo. Las condiciones dptimas de temperatura, pH
y tiempo de incubacion meoran la produccion dd polisac&ido (5). Las condiciones de pH
Optimos generdmente estén cercanas a 6 para lactobacilos. Un pH mayor causa una fase
edacionaria larga y disminuye la sintess de peptidoglicancs, &cdido teicoico y podria dar
lugar da produccion creciente de EPS. El mantenimiento de un pH dto podria resultar en
e incremento de la produccion de EPS. En las cepas Mz-4, 162 y Y-1 se observaron una

mayor produccion aun pH 6.



VI. CONCLUSIONES

. Se adaon 65 lactobacilos a patir de 30 muedras dedtorias y de fuente ndivas

diferentes de las cudes se sdeccionaron 15 de dlos productores de EPS.

. Las concentraciones de EPS producidos por los lactobacilos sdeccionados
eduvieron en los rangos de 0.097mg a 1535 mg, Sendo d adado Q53 d que

presentd mayor produccion del polimero.

. De los 15 lactobacilos se identificarbn mediante la PCR las egpecies Lb.
acidophilus, Lb. helveticus, Lb. plantarum, Lb. debrueckii, Lb. case, Lb.

fermentum. correspondientes en numero de cepas a3, 2, 3, 3, 3, 1, respectivamente

. Las oondiciones de cultivo que permitieron la mayor produccion de EPS por la

cepa Q5-3 fueron 30°C, pH 5.5y glucosa a una concentracion de 20g/L.



VII. RECOMENDACIONES

1.- Identificacion estructural dd EPS.
2.- Evauacion de las propiedades reol dgicas dd EPS.

3.- Mgoramiento genético de la cepa Q5-3.
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ANEXO 1

18
1.6 7
1.4
1.2

14
0.8
0.6
0.4 1
0.2 1

ABSORBANCIA

0 T T T T

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13
Concentracion g/L

Fig. 8. Curvade cdibracion de esténdar Dextrano.

Tabla 8. Densidades dpticas del estandar Dextrano

DENSIDAD OPTICA (Abs 490 nm) CONCENTRACION DE EPSg/L
0.26 0.2
034 03
047 04

0.6 05
0.7 0.6
0.83 0.7
0.95 038
101 09
108 1

1.36 11
146 12
159 13




ANEXO 2

Tabla 9. Densgdad Opticas obtenidas para determinar las curvas de crecimiento de los 5

aldados productores de EPS.
aidados

Tiempo (horas) Q53 Lb-2 J52 Y-1 MZ-4
4 01 01 0.05 01 0.2
8 11 09 0.95 16 35
12 7.3 35 24 35 38
16 138 75 58 6.9 6.7
20 17.2 98 165 125 85
24 175 14.8 16.3 16.8 158
28 198 14.9 215 17.8 16.6
32 204 153 22.3 22.7 172
36 217 16.7 236 239 8.7
40 21.8 111 157 239 14
44 223 64 134 104 23
48 165 54 94 93 12

*Abs(600 nm ) x10™



ANEXO 3

Tabla 10. Concentraciones (g/L) de la produccion de EPS por la cepa Q5-3 a diferentes

temperaturasy tiempo.
TEMPERATURA
(%)
TIEMPO (horas) 15 20 25 30 35 40
0 0.098 0.12 0.0012 0.05 0048 0.0023
4 02 0156 0081 013 0098 0023
8 0.298 0.387 0.14 0.186 009 0.0059
12 0468 0403 0.16 0197 0123 0.098
16 0542 0421 0.33 0213 0156 0123
20 0.6 0524 04 0.287 0284 0156
24 0645 0675 042 0312 0.345 0201
28 0.745 071 048 0456 0512 0315
32 104 1123 064 0.69 0.6158 0.32
36 1123 124 0.82 0721 0698 0322
40 1232 1352 1051 0.754 0734 0278
44 1123 1102 0.85 0512 071 0.2456
48 0.987 0912 081 0498 0645 0.2156
52 0974 0.847 0.745 0.4023 05124 0.2018
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Tabla 11. Concentraciones (g/L) de la produccion de EPS por la

ANEXO 4

cepa Q53 a diferentes

tiemposy pH.
pH
55 6.0 6.5
TIEMPO ( horas)
0 0.098 0025 0019
4 0189 0098 0.064
8 0235 0135 0123
12 0.3448 0.345 014
16 0485 0378 0259
20 0498 0524 0.2789
24 0.645 0698 0378
28 0.745 0.71 04213
32 0.875 0.8102 0.58
36 0.8% 0845 0.745
40 1123 09 0.79
44 1326 0945 0.82
48 1024 093 0.845
52 1005 0845 0.801




ANEXO5

MEDIOSDE CULTIVO

MRS ( Man Rogosa Shar pe)

Peptonade CaseiNa..........cccoveerrieiennerereeses e 10g
EXtracto de Carne ... 1lg
Extracto de levadura............ccoveereininncnnnineneseesenens 59
GlUCOSA ..o 15¢g
Difosfato &Cido de potasio .......c.cucveeeeeerieerieeeeceeeeenne g
Citrato de @MONIO ......c.evveuererirerieerie st 29
sulfato de magnesio heptahidratado.............cccveeeeerenene. 0.59
sulfato de manganeso tetrahidratado............ccceeecnenenne. 0.29
TWEEN 80....ciiiiciircee e 1.0ml
F = o = 18¢g

AguadediladapH 6.5c.sp. cocoeeeviveeiiiiine ... 1000 ML

Se edtexiliz en autodave a 121 °C, 15 PSl por 15'.

MRS-Moaodificado (Man Rogosa Shar pe)

Peptonade casaina.........ccccovverereeeccenene 109
Extracto de carne ........coccceeevvvevineeicninenes 109
Extracto delevadura...........cccooeeiveneenene 59
Carbohidrato..........cceeueerererrieeenrereees 209
= Y N 2 g
Citrato de amonio........c.ccceeeeveeesreecvesneenne. 249
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Acetato de SOIO0.......ccvveereeerieerieerieeee 59

Mg SO4.7H20........cccevvvieinieee . 5@

MNSO4.4H20........cooeiiiicieieieieieeeen, 0.2g9
MGH2Z. 10 mg
AguadediladapH 7.0CSP. ccoovverecerenenene 1000 mL

Se ederilizd en autodave a 121°C, 15 PSl por 15 minutos. Luego a 45°C <e le adiciono €

carbohidrato aensayar .
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ANEXO 6

SOLUCIONES

Se utilizaron las soluciones STE y TE paa la extraccion de &cidos nucleicos, mientras que

para la dectroforess en gd de agarosa se utilizaron las soluciones Gd loading buffer y los

buffer de corrida TAE y TBE, edas dos Ultimas fueron preparadas como soluciones

concentradas.

Sodio— Tris— EDTA (STE)

Cloouodesodo . 100 mM
Tris 50 mM
EOTA 10 mM

Sequstd d pH a8,0y serepartio en dicuotas de 10 mL.

Tris— EDTA (TE)

Tris 10 mM

EDTA 1 mM

Segusto d pH a8,0y serepartio en dicuotas de 1mL.

Buffer de cargado o “ G loading buffer”

Azu debromofenol d 10%  ........... 0.25%
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Xilenodand 0.25%

Glicerol eteril ... 50% en agua bidestilada.

Se repartio en dicuotas de 1 mL y se conservé a— 20 °C.

Buffer de corrida TAE (solucién stock 50X)

Trisbese 2429
Adidoacéico @ ... 57.1mL
05M EDTA (pH80) oo, 100mL

Se gudtd a pH: 84; se adiciond agua bidestilada c.sp. 1000 mL y se edterilizd en autoclave

al21°C, 15 PS por 15'. Se conservo atemperatura ambiente.

Buffer de corrida TBE (solucién stock 5X)

Trisbese 549
Acidoborico ... 2759
05M EDTA (pH80) ... 20 mL

Se gudo a pH: 84; s adiciond agua bidedtilada c.sp. 1000 mL y se ederilizd en autoclave

al121°C, 15PSl por 15'. Se conservo atemperatura ambiente.
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