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iI.— INTRODUCCION

La leche ha representado desde tiempos innmemorabl e-s un
aliments natural con cualidades nutricionales exepcionales por lo
que 1 hombre ha enfocado su interes en el estudioco de este
producto.

Como la mayoria de las que atraen la atencidén al hombre las
propiedades de la 1l eche s descubrieron en forma casual ,
inicialmente selecciconando los animales con mayores capacidades
productivas vy despues de los fendmencs de cuajado de la leche, gue
permitian la utilizacidén del producto en periodos mayores.

En condicciones naturales los mamiferos producen Unlcamente
leche suficiente para sus crias, sin embargo, el historia encontrd
que la leche era buena para £€1. lo gue resulto en la domesticacidn
de animales productores de leche vy comenzd a uwutilizarlos v
seleccionarlos para aumentar la produccidn para sSuU consumo.

El hacer pruebas para la plena identificacidn de bacterias es
nEcesaric por gue se requiere tener un cepario con plena
identificacidén de las bacterias por gque dan caracteristicas muy
especiales en los productos.

Lo microorganismos estan involucrados an la Tfermantacidon de
varios alimentes tales como los vegetales, Carnss, rrotel na
vegetal, cereales ¥ por supuesto los productos lacteos.

Los productos fermentados han sido preparades y disfrutades
peEro =&lo recientemente se ha descublierto que ciertos
mi croorgani smos especificos son responsabl es de darle

caracteristicas muy representativas a los productos como atributos



distintivos.

Mucho=s de esto= microorganismo=s son habitantes naturales del
tracte intestinal del hombre, ¥y la proliferacidn de &stos en la
leche ayudan a la flora intestinal natural.

Las bacterias acidolicticas pueden dividirse en dos grupos:
la tribu Lactobactericeae y la tribu Streptococcaceae.

En la industria lactea, los microorganismos de la
fermentacidn incluye la bacteria lactica de guesos, suero de leche
con cultivos, crema agria, manteguilla ¥ leche acidofila, entre
otros.

Desde aquell os primitivos principios hasta hoy, la
microbinlogia de los cultiveos lacticos, es decir, la seleccidn y
preparacidn de las bacterias acidolécticaz, comienzan a adguirir
gran importancia. Kilara and Shahani 1973;Kroger M. =t al

1989; Perez 19384.

IT. - REVISION DE LITERATURA

2.I INTRODUCCION

La leche = un lijgqulido segregado de las gliandulas mamarias de
las hembras de los mamiferos tras el nacimiento de la criia, e= un
liquido de composicidn compleja, blanco y opaco, de sabor dulce y
reaccidn ionica CPhd cercana a la neutraliidad.

La funcidén natural 4de la leche e= la de =ser wun alimento
exclusive de los mamiferos jovenes durante el periodo critico de
su exiéiencia, tras =l nacimiento cuando =1 desarrollo es rapido y

no puede ser sustituido por otros alimentos.



la gran complejidad de la comﬁcsicién de la leche responde a
esta necesidad.

lLa leche es una emulsidn de materias grasas, ex un liquido
que presenta analoglas con el plasma sangulneo.

Este liquido es. una suspencidn de materias proteicas en un
suero constituide por una solucidn verdaderaz que contiens
principalmente lactosa ¥ sales minerales.

Por lo tanto, existe en la leche cuatro tipos de componentes
impertantes: grasas, proteinas (caseinas ¥y albominoides?, lactosa
y Sales.

Y otros componentes en cantidades minimas como son las

1
lecitinas, wvitaminas, enzimas, nucleotidos, gases disuelitos, etc.

Alats 1970.

2.2 COMFPOSICION QUIMICA DPE LA LECHE.

2.2.1 Carbohidratos.

La lactosa es el azlcar de la lechse ¥y es por mucho, =1 mais
abundante carbohidrato presents en ella.

La lactosa se sintetiza uUnicamente de glucosa. La lactosa es
un disacaride formado por glucosa vy galactesa ¥y esta es en forma
constitutiva de varios écmpuestos quimicos como los cerebrécidos vy
los ganglédsidos, que son esonciales en los tejidos nerviosogs del
cerebro, tambien se encuentran pequefias cantidades de sacarosa v
algunos aminoazGcares derivados de las hexosaminas.

A pesar de que estos tltimos azlcares estan en

concentraciones muy bajas pusden ejercer una influencia muy



importante en la estabkilidad de la leche, scbre todo en aquellas
aque han recibido un tratamiento termico.

fLa falta de un metabolismo propio de este azdcar puede tener
problemas muy serios de salud en el humano, ya que algunos dJgrupos
ethicos no teoleran este disacarido debido fundamentalmente a la
ausencia de la enzima f~D—galactosidasa, llamada lactasa, del jugo
inestinal del sistema digestivo.

La galactosa se encuentra relativamente poco en forma libre
CoOms monosacarido, pero es abundant = an forma combinada,
principalmente con la glucosa,

Estos azdcares se encuentran unidos por un enlace glucosidico
FCl+4>, el carbon anomérico de la glucosa estia libre, por lo cuzal

hace a la lactosa un aziicar reductor.
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FIGURA No. 1 Feormula de la glucosa

Existe en forma a ¥ {3, por lo tanto, presenta el fenomeno de
mutorrotacidn, esto le psrmite reaccionar con leos grupos aminos <
produciendoe las correspondiente melanomidinas, de estas dos formas
se pueden diferenciar las propiedades fisicas.

Normal mente este azdcar ne es afectado por los tratamientos



térmicos, ¥ scoclo en casos extremos de calentamiento suceden
cambio=s quimicos de su estructura.

La lactosa se= encuentra a razdn de alrededor de ©% vy tiene
alrededor del 154 de dulzura de la sacarcsa y constituye junto con
las =sales el sabor global de la leche. Alais 1970; Baduli 1988.

La lactosa se pusde trasformar en diferentes componentes a
traves de los diferentes microorganismos ¥y unc de ellos == el
dcido lactico que se considera como el mas importante,

El &cideo formado puede ser levdgiro, dextdgiro o racémico,
por existir un carbdén asimétrico, la acidificacidn expontanea es
el hecho mis comunmente observado =n la leche a temperatura
ambiente, la 4dcidez se =sleva muy lentamente al principio, luego
tras algunas horas (segun la temperatural muy rapidamente en
general , se frena cuandeo el contenido de acido léacticeo llega a 12X,
en este momento solamente 14 de la lactaosa ha side dedradada,
esta detencidm se debe al efecto inhibideor del Acido sobre las
baterias. Alais 1970.

Los oligosacéridos son obtros carbochidratos gue tienen un gran
interés bioldgico a pesar de dque se encusentran en cantidades muy
pequelfias =n la leche, se encueniran constituidas por dos 2 sSels
moleculas de carbohidrato v se clasifican en tres grupos:

1.- OligosacAridos no nitrogenados que contienen glucosa.,

galactosa, metilpeptona, fucosa, etc.

2. — Oligosacaridos gque contienen azdcares nitrogenados,

como la N-acetilglucosamina.

3.— Oligosacaridos que contienen 4dcido neurcaminico a



lactominico que en su forma acétilada con el nitrogeno
o el oxigeno, recibs el Acide del Acido sialico, por

ejemplo, el N-acétineuramico. Vaorob’eva et al. 1965,

e2.2.2 Lipidos.

Estos constituyen practicamente la totalidad de l1la leche,
casi todos los lipidos de la leche se encuentran en forma de
pequefios gldbulos con un rango de tamafo aproxi mado que va desde
.1 — 280 micras de diiametro, segun la raza de vaca.

Se puede apreciar gque todos los lipides de la leche estan
distribuidos fisicamente enire el gldébulo de grasa g su
correspondiente membrana. Badul 1981,

los lipidos de la leche se pueden clasificar en tres grupos:

1.— La materia grasa propiamente dicha, es decir s lo=

tr‘iglicér‘idos que constituyen el 982 del total de los lipidos.

2.~ Los fosfolipidos insaponificables »o grasas fosforadas que

constituyven aproxi madamente del .5 -~ 1 25

2. - Otrazs sustancias insaponificables diferentes de los

recedentes desde el punto de wvista guimico, pero inscluble

esta se encuentra alrededor del 12

lLas sustancias de leos udltimos grupos a pesar de que estan en
pequsifias cantidades, tienen una gran importancia en lo qgque
respacta a las propiedades fisicas (fosfolipidosl y bioldgicas
C=sustancias insaponificables) de las grasas de la leche.

los glcobulos son muy inestables y es= facil extraerlos sin



modificar los demas componentes de la leche.

Una de la parte de la materia grasa se sintetiza en la
gl dndul a maméria 2 partir de los &cidos volatiles, sobre todo
en los rumiantes, e! resto se forma a partir de los Acidos grasos
que se sncuentran en la sangre dentro de la categoria de lipicdos
tambien incluidos en los fosfolipidos, los estercides, los
pigmentos, las witaminas liposcluble A, D, E y» K. y otras
sustancias en concentraciones muy bajas. Alais 1970, Badui Dergal

S. 1981, Perez Jorge ¥y Pablo 1984, Santos M, Armando 1990.

2.2.3 Proteinas.

La= sustancias nitrogenadas Cproteinas Vv sustancias
nitrogenadas no protelcasd constituyen la parte mas compleja de la
lJeche, las s=sustancias nitrogenadas no proteicas se encuentran en
pecguelias cantida.des 1.8 g~ls. Estas se caracterizan por un
elevado peso molecula, comprendido entre 1S000 ¥y 20000, ¥y muchos
de estos compuestos tienen pescos inferiores a 500 gque son
dializables ¥ permanecen en solucidén ctzandd laz proteinas floculan
entre ellas se encuentran aminocacidos libres, wurea, creatina,
nucleotidos ¥ wvitaminas, las=s anteriores no atraviezan las
membranas dializables y se precipitan facilmente en solucidn por
diversos reactivos, especificamente los acidos triclorvaceticos y
fosfofdngistico asi como las sa2les minerales a concentraciones
el evadas,

En la leche, las protefinas corresponden al Q8% del

total de las sustancias nitrogenadas.



El contenido de proteinas en 1la leche depende de muchos
factores fiziologicos v biogquimicos; wvaria entre 3.32 » 3.39 2
segtin la raza.

Desde el punto de wvista nutricional, las protefiinas de la
leche pueden compararse con otras fuentes, comeo son la fraciidn 795
de soya ¥y la cvor—nus:ina del huevo.

Las sustancias proteicas de la leche pusden clasificarse asi:

1. - Caseina entera: Es un complejo de proteinas fosforadas vy
constituye la parte mas caracteristica de la leche. esta se
precipita solo cuando la leche se acidifica hasta un 4.8 a 20°¢c
cuande se encuentra bajo la accidn de una enzima especifica; El
cuajo. por ello se le ha llamado "proteina insoluble™.

Son palipeptidos sintetizados en la glandula mamaria. La
estabilidad de la caseina se altera ficilmente a wvalores de Ph
bajo v por la presencia de cationes divalentes.

Las proteinas fosfdricas constituyen aproximadamente
85-90% del total de la caseina entera, existen tres clases a las
que  pueden afadirse un grupo de compuestios mnenores Do muay
di fundi dos.
1.~ Caselna o
= amad a1 3 ] sensibles al calcio

Caseina = insensible al calcio

0D
|

- Componentes menores

2. - Las proteinas del lactosuero o protefnas solubles: Se



trata de una mezecla de holeoprateinas (que no contienen mé.s que
aminoidci dos> Y de glucoproteinas Cque conlienen tanbién
gliacocidosd. Son compactas ¥y globulares con un peso molecular que
varia desde 14000 a 1000000 daltones; son solubles en un intervalo
de Ph muy amplio ¥y es estado nativo no se asocia con la proteinas.,

Estas se insolubkbilizan por el calor antesr de 100°C. Estas son
un conjunto de sustancias nitrogenadas gue no floculan cuando el
Ph de la leche se lleva a 4.6, por eso se le llama proteina
soluble.

Con la exepcidn de las proteasas—pepbtonas, ne contienen
fosforo, se sintetizan en la mama ¥y las que provienen del torrente
sanguines estan en muy pegquefias cantidades (.6-.8 g1 en la leche
de wvacal.

Estas protefas se encuentran en el lactosuero gque se separa
del coagulo que se obtiene a2l afiadir la_quimosina es SsSegregada
cuande el animal se alimenta exclusivamente por la leche ¥y se
detiene al alimentarse con solidos v e= reemplazada por Jla
pepaina,y constituye el 17% del total de las proteinas de la leche
de wvaca.

Principales proteiinas que constituyen el lactosuero:

F-lactoglobulina
a—lactoal bumi na
Inmunoglobulina
Serocalbumina
Proteosa—peptona

Proteinas menocores
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Con la exepcidn de la sercalbumina v de la inmunoglobulina

que se sintetiza en la glanddula mamaria.

Otras proteinas ¥y Pproteinas mencores: En este grupo se
incluyen algunas proteinas qgque son dificiles de clasificar, en
ellas se encuentran las trasferricas o proteinas rojas, las

lactolinas v las proteinas de la membrana del globulo de grasa, en
conjunto, representan aproximadamente del B% de las proteinas del
lactosusero.

2. -Las protecssas-peptonas son sustancias gue con un volumen
mol écul ar intermedio entre =21 de las proteinas vy el de los
peptidos ¥ en la leche abunda poca. Alais 1970, Badui Dergal S,

1981, Perez Jorge v Pablo 1984, Santes M. Armando 19280,

2.2.4 Enzimas.

La leche contiene varias enzimas relacionadas con el grupo de
las albuminas, con las cuales generalmente precipitan. Algunas de
estas enzimas se concentran en la membrana de los gldbulos de la
grasa, por lo tanto =seon arrastradaz por la srema; entre ellas
estan las reductasas aldehidicas, las fosfatasas. etc.

Ctras precipitan con las caseinas 2 Ph de 4.6, por ejemplo
las proteasas, catalasas, etc.

Algunas veces es dificil determinar el origen de las enzimas,
Ya que las bacterias gque se encusentran por lo comin en lza leche,
producen enzimas semejantes a las que sSe sintetiza en las

gliAndul as mamarias.
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La actividad enzimatica de la leche depends del Ph y de la

temperatura, la elevacidn de la temperatura a mas de 70°C provoca

su destruccidn.

Estas e=stan unidas a las miselas de caseina, la membrana del

glébulo de grasa o en forma libre de el suero.

lLas enzimas de mayor importancia comercial son las siguentes:

Oue se usa como indice de pasterizacidn.

Fosfatasa:
Lipasa: Que causa las reaccliones de rancidez hidrolitica.
Catala=a: Indica el indice de mastitis.

Proteasa: Causa inestabilidad del sistema proteico en

productos lacteos almacenados a largo tiempo.
Enzimas oxido-reductasa : —Lactopercosidasa,

—Eeductasa—aldehidica.

-Catalasa.

Enzimas hidroliticas: —Lipasa.

-Fosfatasa.
—Protea=za.
—Amilasa.

—Licsozi mas

Alais 1870, Badui Dergal S. 1981, Perez Jorge v Pable 1984,

Santos M. Armando 19S0.

2.2.5 Vitaminas.

[.La leche figura entre lo= alimentos que contienen la variedad

més completa de wvitaminas, sin embargo, estas se encuentran en

Pequefias cantidades.



12

Las vitaminas liposoclubles A, D ¥y E wvan asociadas a la
materia grasa, por esta razdén se encuentran en la crema yv en la
mantequilla tras el desnatado ¥ no hay en la leche descremada ni
en el lactosuero.

Las +wvitaminas  hidrosoluble se encuentran en la leche
desnatada ¥ en el lactosuero la rigueza de la leche en estas
vitaminas depende poco de los faciores externos vy por eso suUu
contenido varia relativamente poco. Fl grupo de estas vitaminas
esta integrado por complejos B, wvitamina PP, wvitamina C. Alais
12970, Badui Dergal 5. 1981, Perez Jorge y Pablo 1984, Santos M.

Armando 1890,

=2.2.6 Mimerales.

Las materias minerales se encuentran en todas las leches en
una proporcidn qgue varia desde 3 a 10 g por litre, por lo tanto,
de wuna fraccidn pequefia en relacidn a las tres precedentes:
lipidos, glucdcidos ¥y protidos.

El contenideo de minerales wvaria poco saegun la raza ¥ la
alimentacidn del animal durante la lactacidn C.B8—. 743D .

Ctros componentes no proteicos gue tienen importancia capital
de los fendmenos de estabilizacidn y coagulacidn es el calcio vy
como lo=s citratos, cloruros ¥y fosfatos.

En la leche de wvaca, casi el 23 partes del total del calcio
s coloidal, en su mayoria formando complejos de calcio v fosfatos
con las caseinas.

La relacidn de concentraciones de las sales desempeBan un
papel de estabilidad térmica de los productos laclticos de tal

forma que los iones de calcio y magnesio tienden a inestabilizar
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el sistema proteico, mientras que los citratos y el fésforo 1o
establilizan.

Para que exi=sta esta union hay una competencia del calcio ¥
el magnesio por los sitios de union con las caseinas, para un Ph
de 7.4 se encuentra de 3 a 4 moles de calcio v 2 moles de magnesio
unidas por un mel de caseina a concentracicones de calcic ¥
magnesio tipicas de la leche.

Olros elenonto=s que =S¢ encusntran en la leche =on el
aluminie, boreo, cobre, yodo, flior, hierro, manganeso, Zinc v
trazas de arsenico, cobalto ¥y plomo. Alais 1270, Badui Dergal S.

1981, Perez, Jorge v Pablo 1984, Santos M. Armando 13S0,

2.3 MI CROORGANI MO LACTI COS

2.3.1 INTRODUCCION

Las bacterias son de gran importancia para la fabricacidn de
col agria, encurtidos ¥ en la industraia lactea son indispensables
en la fabricacidén de leches fermentadas, quesos ¥y mantegquillas.

Estas bacterias estian distribuidas, se ha encontrado gue las
albergan ciertas rlanta=, algunss alimentos, lo= utensilios
lecheros, el estidrcel y la saliva. La acidificacidén natural de la
leche es deblida a estas bacterias, cuyo acido lactico produce la
ceagulacidn de la caseina. Demeter 1969.

La familia lactobacteriseae estia formada por 5 generos,. las

bacterias esféricas incluidas en los géneros Sireplococcus € por

ejenplo piogenices, wviridians o termophileo., lactis). Enterococos y

Leuconostoe vy las bacilares incluidas en Lactobacillus ¢ por




ejemnplo thermobacterium, steptobacterium,

bifidobacterium ), Microbacterium v Propicnibacterium.

Foster et. al. 1985, Frazier W, C. 1857,

CUADRO No. 1.

14

betabacterium,

Alais iQ?O.

FAMIITA LACTOBACTERISEAE:

COIOS | Streplococos: Grupo pyoagenes:

Crupo lactis:

Leucono=stoc:

Grupo Viridians:

Grupo enterecscocos:

Str. pyvogenes
Str. adcalactices
=tr. ftermophilus
Str. bovis

Str. lactis

Str. cremcoris

Str. diacetylactis

Str. fecalis
Str. ligquefaciens

Str. zymogenes
Str. durans

mesentersol deg

dextrani cum

[of'alln

it oavorum

BASILOCS: Lactobacilos: Grupo Thermcbacterum:

L. bulgaricus
L. dughirti
L. helveticus
L. lactis
L. acidophilus
L. daelbrekii
Grupo Strepotocbacterium:
L. casei
L. plantarum
Grupo Betabacterium:
L. brevis
L. fermenti
Grupo Bifidobacterium:
L. bifildus
Microbacterium: M. lacticum
Propionibacterias: P. shermanii

Alais 1970, Demeter 1969, Foster et.
Rogosa y Sharpe 13860, Kroger 198S.

al, 1957, Frazier

1985,
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Las bacterias de interes lactologlico mazs importante se agrupa
en la familia Lactobacteriseae, la importancia practica de las
bacterias pertenecientes a esta familia es considerable por wvarias
reazones: la produccidn de dcide y el decenso de Ph, lo gue da por
resultado a la inhibicidn de las bacterias de la pubtrefaccidn en
medio aAcido, un estabplecimiento de las condiciones fisico—guimicas

favorables a diversas trasformaciones en la industria lactea.

CUADRO No. 2. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS BACTERIAS
ACIDOLACTICAS. ¢ Alais 19702

FAMILYIA. Lactobactericeae.
MORFOLOGET A, Bacilos.

Coco=s grandes o peguelios.
MOVILIDAD. Negatl vo.
CRECIMIENTO EN PRECENCIA DE
Tz LIBRE. ~Micecroaerofilicos.
REACCION DE GERAM. Positiva.
PRUEVA DE CATALASA. Negativa.
NECESI DADES NUTRICIONALES. Vitaminas.

Aminoacidos o péptidos.
Carbohidratos fermentabl es.

TIPC DE FERMENTACIONES. Homof ermentatlvas.
Acldo lactico
heterofermentativas,
4cido lactico mas

otros productos.

CGRUPDO DE ESFECIES RELACIONADAS Leuconost.oc.
Lactobacilus.
Streptococcus.
Microbacterium.
Propionibacterium.

Las bacterias lacticas utilizadas son mesdfilas o térmofilas,
terminos que indican sus temperaturas Sptimas de crecimiento, las

cuales oscilan entre los 22°- ¥y les 40°c, respectivamente.

011627
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Ademas estas bacterias pueden presentar otros efectos uUtiles
o perjudiciales como son la produccidén de wuna enzima gque
interviene n en la degradacidn de las proteinas, en especial la
caseina en el curso de la maduracidédn de lo=s quesos, a=i come una
valoraci®dn microbiclogica de las vitaminas b aminoicidos
aprovechando las exigencias nutritivas de las bacterias lacticas,
Alais 1970.

Las bacterias lacticas son anaerobias facultativas o
microaerofilicos, dan poco crecimiento en la superficie de los
medi os.

Las necesidades de nutricidn de este grupo son complejias, =1
medio debe de aportar una mezela compleja de amincbdcidos ¥y
factores de crecimiento, especialmente de vitamina B, los
disacaridos (lactosa, sacarosa, maltosad son mejores alimentos que
las hexosas (glucosa, fructuosa, galactosad los azdlcares se
trasforman en acido lictico en una cocentracidn igual o mayor al
202z, por le que la acclidn de las bacterias lacticas
"homof ermentati vas®” C(sclo producen dcido lécticed y al 50% para
las determinadas ‘"heterofermentativas" forman ademas {02, 4acido
acético etanol, glicerecl, Yy otras sustancias. El comportamiento
dptico del 4dcido lactico (D o LY producide es caracteristico del
tipo de organismo y del medio. Deneter 1S69.

Los fermentoz no deben considerarse simplemente como un medio
de aporie de acido lactiecon, sino gue constituyen una fuente de

bacterias activas, capaces de muliiplicarse =n el seno de la
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leche, de la cuajada o de la crema, ¥y de producir, en ol momento
favorable de Acidexz v de arcoma deseado. Alais 1970

La fermentacidén es uno de los metodos de prevencidn de
alimentos, a traves de los afics este metodo ha sido envuelto
dentro de un sofisticado arte, la leche puede ser fermentada por
bacterias, levaduras ¥y hongos,., para producir una gran variedad de
productos como el vyoghurt, gquesoa, leche agria, corema agria,
mantequilla, ete.

Los cambios fisicogquimicos son manifestados con propisdades

tales como sabor, textura ¥ valor nutritiveo. Kilara A. 1578,

2.3. 28 EStreptococcus @ Esta especie contribuye habitualmente

la flora dominante de la leche, al crema ¥y de los quesos frescos.
Podemozs decir gue no existe leche cruda =in estreptococos. Es
necesario resaltar que en el nmantenimiente de la leche a baja
itemperatura destaca la proporcidn de los estreptococos frente a la
microflora gram negativa de la contaminacidn, Alais 1970.

Al qgunos estreptococos en medis geloasads, las celulas adeptan
una forma ligeramente alargada, que pusdiera presentar confusidn.

Con respecto a los lactobarcrilos, los estreptococos se
distinguen por una acidificaciédn mas moderada de la leche Cdel .5
-~ 1 ¥ de Acido liactico para especlie homofermentativad.

Pertenecen al grupo D biclogicamente eastreptococci s o5
inhibide por un Ph de 9.6. El dptimo de temperatura es de BOC. ,es
usado como un iniciador del guesc suizo, es usado e=em el

laboratorio para la detecidn de penicilina en la leche. grupo
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serologico no agrupada, grupo fisioleogico wviridians. Collir
1967.

Son Cocos gram positivos, no crece a 10°% peroc =si a 45°C, nao
tolera las concentraciones de NaCl < 6.5, no produce esporas, es
termodurico, su activaidad de agua es de .92 - .98. Banwart.. .
1989, Kosikowoski 1870; Streit K. 1980,

Las bacterias de genero tienen varias caracteristicas v
funciones, estos organismos pueden estar divididas dentro de
varios grupos, el de importancia en los alimentos son los
estraptococos lacticos ¥y enterococos.

Estos son celulas esféricas usualmente pequefias de 12 mm de
diametre, en pares o cadenas, estas son inmoviles, hay algunos
anaerobios facultativos con metabolismo fermentativeo y fermentando
glucosa, primeramente por la via Hexosa difosfato por lo tanteo son
llamados homoferementativos, la actividad del agua .82- ,3828.

Collins 1967, Banwart G. 1989.

2.3.3 leuconostoc : Betacocos o  hetarofermentativo=s de
Crla—Jensen ., semejantes a los estrepltococos se diferencian
netamente de los anteriocores en el aspecto bioguimico, ¥ merecen
contruir un genero aparte, se caracterizan por unas dos espacies
perc no se conocen sSUus reacciones sereoldgicas.

L. citroveorum o L. cremoris ., no coagula la leche., crece a

temperaturas medias 4de 20 - 30°¢ Yy no exs termoreslistente. Alals

1970.

Este generno fue conocido anteriormente con el nombre de
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Betacocos ¥ su actual nombre generico se deriva del griego, =n =1
que Leucus significa incoloro ¥ nostoc se refiere a un genero de
algas azul vardes encapsul adas.

Leuconostoc dextricum vy Leuconostoc citrovorum scon similares
morfologicamente al alga azul verde Nostoc, pero carecen de los
pigmentos fotosintetizadores propios de esta tltima.

Los leuconostoc son células esféricas que se enciuentran en
pares ¥y cedenas, ¥ se les puede considerar comoa estreptococos
heterofermentantes.

No son particularmente activos en la leche ¥ rara vez la
coagulan, algunas no fermentanr la lactosa.

Estas ecelulas son del misme tamaflo gque los Streptococos
Lactis, © con muy poca frecuencia, mas pequefias.

Los leuconostoc son ejemplos de microorganismos que sirven
para un fin util en la industria lechera.

Las diferenciazs =sntre el Leuc. cremoris v Leuc. citrovorum

son minimas.

Los dos organismos son cocos gram peositivos de .68 — 1.0 o >
son celulas esfericas o lenciticulares aparscen en pares o cadenas
para su dSptimo crecimiento frecuentemente tiene complejo=
regquerimliento de nutrientes tales como vitaminas, aminovacidos v
carbohidratos fermentables, estas especies proliferan mejor entre
25 — 30°C y mas lentamente a 8°C, pero no a 45°C vy por lo general
no sobreviven a la pasterizacidn. La temperatura dptima wvaria
mucho en cuanto a los autores ¥y llega a occilar entre 12°c Yy los

45°C, Park, et. al. 1967.
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Los leuconostoc se encuentran en las hortalizas wverdes, en
raices ¥ tambien en la mantequilla, la crema agria ¥ la leche.

Leuconostoc dexiricum se encuntran en los dos ultimos productos

mencionados, en los que raras veces s encusntra Leuconostoc

citrovorum 4qgque sSe recupera mas corrientemente en cultivos

comerciales. Foster et. al. 1957.

Ezstos organismos sSon impcrtantes- en la fermentacidédn en
alimentos, no son patogenos.

Investigaciones ha sugerido tanto al L. cremoris; L dextricum
Yy L mesenteroides corresponden a un Solo acidoe desoxdribonucleico
CDNAD grupos homologos pueden ser considerados subespesies de

lewuc. mesentericoides. Actividad del agua .96 - .398. Banwart G.

1989, Hunncker and Person 1964;Kosikowskl 1970; Streit K. 1980.

2.3.4 Propiconibacterium : Estos organismos son esencial‘es
para la fabricacidn del dquess suizo, son organismos cocobacilares
gram positivos, sin movilidad, nﬁ formadores de esporas, dJgue
fermentan el Acido lactico del queso, convirtiendelo en &acido
propidnico.

Estos organismos esencialmente anaercbicos, para su Sptima
prelifercidn exigen complementos de extractos de levadura
compuestos fermentables del carbono, su temperatura dptima se de
30°C con una escala que va desde 15— 45°C.El1 Hagakway et. al.
1957.

El prioponibacterium shermanii es inhibido en presencia de .1

unidad de pencilina o de Sug de estreptomicina por ml de leche.
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En condiciones, las colonias son mis grandes ¥y forma de
lente, estas se ildentifican por su produccidn de catalasa y su
capacidad para fermentar azdcares, por lo generzal, la leche de
tornascl se acidifica y a menude se coagula. Foster et. al. 1957.

En 1966 se reporto una bacteria llamada Mycobact luteum ¥y =se

hizo urna comparacidn con 21 Prepicnibacterium shermanii y resulto

ser muy parecida morfologicamente.

Esta muy estrecha la comparacicon de la composicidn de los
nuclectidos de el DNA de las bacterias, conteniende altos niveles
de guanina ¥ citosina. Vorob'eva et. al. 19566.

El efecto de las concentraciones de NaCl es de 10% a 6°- 8°C
por 100 hrs. destruye por completo a2 la bacteria.

Se alslan del gueso suizo © Emmenthaler, justificande 1la
foramcidn de ojos en este queso. Inn H. L; Frederickson and

tsuchinga. 1974.

2. 4 MODIFICACICOCNES DPE LA LECHE LLEVADA A CABO POR LOS
MI CRCOORGANI SMOS

2.4.1 INTRODUCCION.

Los tres mayvores constituyentes de la leche -—-proteinas,
lactosa y lipidos - son modificados en varios grados dependi endo
del producto, vy los=s resultados son mani festados e las

alteraciones del sabor, textura, apariencia ¥ valor nutritivo.
Tan temprano como en 1914, huboc una hipdtesis en la que los

estreptococos causan proteclisis en el queso.
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Esta hipédtesis fue verificada despues por la incculacidn
aséptica en la cuajada con cepas sencillas de estreptococus ¥y se
chzervo en los resultades, incrementos en nitrogeno no proteico.

En un tiempo despuegs fus observade gqus en general, las
bacterias pueden ser protecliticas.

Por ejempleo los lactobacilos fueron mas protecliticos que los
est.reptococos, la wvariacidn en la actividad proteclitica fue
observada entre las diferentes cepas de la= siguentes especies, ¥
esta puede engrandecerse.

Las enzimas intracelulares se ponen en libertad solo cuando
las celulas de las bacterias se autolizan.

Los cullivos iniciadores son necesarios para dar sabor
apropiado en el desarrollo del queso.

Las proteinas son degradadas por proteasas mierobioclogicas
para producir peptidos g aminoicidos. Estos amino&cidos
experimentan una variedad de cambios, tales como alteraciones en
la cadena, dexcarboxilacién, itrasaminacidn vy desaminacidn en la

cadena a ao—cetociacido.
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4 — PROTEINAS CEROTEASAS ,PEPTIDOS + AMINOCACIDOS

H

!
2. —AMINOACIDOS R - € — COCH -l PUEDE SUFRIR CAMBOS
1
NH ‘
z

]

A. —ALTERACION EN LUGARES DE LA CADENA
TRI PTOFANO—————» INDOL.

B. - DESACRBOXILACION

LISINA. — CADAVERINA

C. - TRASAMINACION A a—-CETOACIDOS

ASPARATO— y OXALACETATO

D. - DESAMINACION OXIDATIVA A o—CETOACIDOS

GLUTAMATO » o~ CETOGLUTAMATO
8 — AMINACIDGS RX. NO ENZIMATICAS

> COMPONENTES DE SABOR

FIGURA No (=3 MECANI SMOS PARA La DEGRADACI ON DE
PROTEINAS. CKilara A, 1978D

Adicionalmente los aminoicidos podran estar dentro de las

reacciones de obscurecimiento no enzimatico con azucar ¥

produccidn de componentes de sabor.
En un producte aceptable, una porcidn de la lactosa en la
leche es metabolizada por los wmiecrcsorganismos para producir

acidificacidédn pero la mavor parte de la lactosa es perdida por

estar en el suero.

En otros productos con cultiveos como el yoghurt, crema agria

¥ suero de leche, la degradacidn de la lactosa tiende a eleverse
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para una dJgran variededad de componentes de sabor tales como el

diacetilo ¥ acetaldehido.

Una significante cantidad de lactosa permanece intacta en los

productos, es degradativa para los citratos ¥y lacltosa a traves de

el intermediaric comun, el pirovato.
PROTEI NAS
TRIGLICERIDOS
+ LIPOLISTS
AMI NOACT DOS '

T i 4 ) l

BUTIRICO CAPROICO CAPRILICO CAFPRICC ACIDOE GCRASOS

* T +
\\ //7/ f—cetoici dos
e

< <
ACIDO ACETICOD«—ACETOACETATO+——ACI DO A-CETCCAPROI CO
Cacetil CoAd T T

- ACETONA METIL CETONES

-

ESTERES

FIGURA NHo. 3. MECANISMOS DE LA DEGRADACION DE LIPIOS. Ckilara
A. 19780

LLos organismos homofermentativos producen 1.8 moles de acido
lactico por meol de glucosa, mas de la glucosa utilizada es
convertida a acido lactico.

La produccién homofermentativa produce productos tales como
etanol, acetato, glicersl, maniteol ¥y dioxido de carbono.

Fl acetaldehido, el sabor e comunmente importante en el
yoghurt, resulta de descomponerse el piruvato por las bacterias.

La conversidn de la tlamina a acetaldehido es una via de una

reaccidn secuencial invelucrando la enzima timidina fosforilasa,
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deoxyriboldasa ¥y deoxiribomutasa.

La produccidn de diacetilo, es de importancia en el sabor de
la mentequilla, crema agria, ¥ =1 suero de leche,

El exceso de piruvato es toxico para la baterias, asi como
las bacteriazs convierten ese excese de piruvate &en componentes no
toxicos tales como =1 diacetilo ¥ la acetoina.

Esta desintoxicacidn en proceso ocurre en una via de dos
propuestos metodos,

En el primer metodo., =1 organismo convierte a—acetoclacto a
valina ¥ acido pantoteoniceo, el Acide pantotecinico ez convertido
a CoA con la participacidn en la formacidn de diacetilo.

En este grupc de organismos, la wvalina y el pantoteanato
son sintetizados para producir acetil CoA.

Recapturando la lacltosa es usada para producir piruvato ¥y
lactato ambos de los cuales pueden ser usados para producir
acetaldehido v acetoina.

La produccidn de acido lactieo no solamente contribuye al
Sabor tambien causa en la lecﬁe la cocagulacidn ¥y cambios en =su
estructura; la conversidn de la leche liquida a leche solida como
la cuajada y el liquido en suero. La lipeolisis es importante en
alguncs productes lacteos, la lipolisis extensiva de la leche
sigue despues de la salida del sabor y es no desable, por lo
tanto, por la lipolisis parcial de grasa de mantequilla baio
culdadosc control de condiciones, las concentaciones de sabor de
la mantequilla puede ser producida con el aumento del sabor de los

alimentos.
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CITRATO LACTOSA
PIRUVATO
| I 1 l
ETANOL, ACIDO FORMICO ACIDO LACTICO

ACETIL CoA

! &

ACTIBPRO ACETICO DI ACETILO

!

ACETOINA

l

2~3 CLICOLBUTILENO

FIGURA No. 4. UTILIZACTON DEL CITRATO Y LACTOSA POR
STREFPOTOCOCCUS LACTICO= PARA PRODUCTI R IMPACTCS SOBRE LOS
COMPONENTES DE SABOR. C(Kilara A. 187sD

Entonces, las proteinas, lactosa v grasas pueden sear
modificadas por las enzimas miceroebianas a inducir cambiocs en
sabpor, texutura, y apariencia de los productos lacteos.

St los microorganismos lacteos agqui no se usaron en tales
producteos, la textura y apariencia podrian ser modificadas por
otras maneras, pero el sabor de la produccidn de productos no sera

la adecuada. Kilara A. y Shahani 1978.

=.4.2 Streptococos thermophi lus: La fermentacidn de

carbohidratos a Acidos lacticos es desiable =n queso, cultivos de
leche y col agria pero es indesiable en leches frescas, pueden
utilizar aztdtcar en la fermentacién de alcohol, otras pueden

utilizar el Acido citrico y tomar acetoina y diacetilo.
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4 /I e
Do L= coz e’ 4 coz 4
scido lactico | Acetal dehido| [o—dcido acetolactico]
= NADH
2 J +4H ., oz
d
| Alcohol etilico | Acetoina |
oxldacl &n
+=H —=H
2,3 butanediol diacetilyo

FIGURA No. 5. FORMACION DE ACIDO LACTICO ¥ OTROS METABCLISMOS
EN LECHE POR CULTIVOS LACTICOS. Banwart B. 1589,

En los enteroccocos v las bacterias lactiacas la
identificacidn se hace mediante la fermentacidn de carbohidratos.
La no habilidad para fermentar malio=sa e=s una caracteristica

para distinguir a los Streptococcos cremoris de obro del grupe de

estreptococos N, otros azilicares para la fermentacidn gue se usan
para el diagnostico como valores son el manitol, aravineosa.
malochbiosa, melezitosa, trehalosa ¥ sucrosa. Collins, 13887.

Esta bacteria pertenece a la familla lacterobactericeae  donde
hay wunas que fermentan la lactosa dando una proporcidén elevada de
dcldo lactico en los productos de degradacidén y gue solo son
débilmente protéoliticas.

Estas se distinguen por una acldificacidén mis moderada de la
leche € del ©.5 al 1% de Acido laclico para las homofermentati-wvasd
aunque la produccidén de aAcido lé&ctico se inicia a mayor velocidad.

Alais 1970.

Se han puesto a pruebha el uso de la galactosa para ver e1
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crecimiento de Streptococcus thermophilus, se pusieron 1124 de

leche seca reconstrulda con nada de grasa para poder agregarle 54
de galactosa. El resultade fue gue presentaron una gran fase
logaritmica de aproximadamente 1-2 horas,., incrementando asi los
tiempos de generacidn 7 -10 minutes, estos fueron para comprobar
un incremento al adicionar la galactocasa.

La acumiulacidn de azdcar despues pusde provocar que na sea
asil cuando se adiciona galactosa a el sistema.

Estos resultados surguiriercon gue la galactosa exiracelular

puede ser inhibidora para Strepococcus thermophilus por interferir

con a2l trasporte de la lectosa dentro de la ecelula. Hutkins., E.
Morris y Mckay 1880.
la fermentacidn de la galactosa ¢ galactosa positivad por

cepas de Streptococcus +Lermophilus solas vy combinadas con la

galactosa negativa y cepas de Lactobacilos bulgaricus, fueron
untilizados como cultives en la manofacturacidén del qgqueso suizo,
mozzarella.

El Streptococecons itermophilus solo contenia un gran nuamero de

galactosa (26-28 umol~-g de cuajadad, 28 horas despuss se compara
con el control del queso suizo {0 <2 pmolsg? hecho de 1la

fermentacién de no gzalacto=sa con cepas de Streptococcus

Lthermophilus ¥ la galactosa positiva de Lactobacilos bulgaricus.
los resultados indican que la fermentacidn de galactosa por

Steptococuus thermophil us puede tener un poder limitade como una

cepa de cultivo en el queso suizo, Yy que puede ser usada con la
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combinacidén de la galactosa-positiva. Hutkins R, Halambeck v
Morris 19€6.

Determinar el mecanismo por el cual influye el crecimiento

del Streptococcus thermophilus con la galactosa el crecimiento en
la lactosa, se hace para coﬁservar energia en los requerimientoes
del procesc

Con la galactosa negativa ¥ las celulas en un medica selectivo
que contiene glucosa como una socla fuente de energia ayuda al
crecimiento meolar, gue son alrededor de 128 g de peso seco de
celulas por mol de azilicar consumido.

En contraste, el crecimiento en lactosa dieron valores de 45,
los cuales son solamente 502 de el carbon lactosa que han sido
utilizados, indicando gque la galactosa pusde ser =lectrogenerico,
los resultados muestran que la hipdtesis de la galacto=a negativa

fluye para el Sireptococcus termophilus 25 electrogenerico vy puede

Juntar la generacidn de la fuerza motivada por las proteinas.
Pornne C. v Hutkins R. 1980.

En detencidn de enzimas se hizo una caracterizacidn para la
ff~galactosidasa en un gel caracteristicoc para promover el uso de
clones Yy vectoriales vy la construccidn de cepas para 1la
sobrepreduccidn de la enzima para la aplicacidén relacicnada con
los alimentos. Shroeder y Mckay 1988,

Para producir Acido por Sireptococecus termophilus, e

incrementar este se investigd poniendo a prueba  exogeneros

—galactosidasa, se pudo trabajar con cepas aisladas de diferentes
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quesos Cheddar, una cosa que se comprobo es que =21 calor no afecta
la produccidn de Acide pero si inactiva la —galactosidasa.

Yoodard J. E. Gilliland ¥ Speck 1970.

¥

2.4.3 Streptococcus diacetvlactiszs : Se caracteriza por la

produccidn de acetolina a partir de los citrates ¢ ¥y no de los
azUcares>. Alais 1970.

El Streptocuccus diacetviactltis convierte la acetina wvia

piruvato, la eficiente convercidn de citrato a acetoina por el
Sitrep. diacetvlactis. sugulierd ague ecte organismo podri  ser
utilizade para detectar los residuos de citratos en el medio
bacterioleogico despues del crecimiento de estas bacterias acido
lécicas. Garvie, Bellen I. 19867.

Es requerimisntg especifico el citrato como prepulsor de
acetoina ¥y acetona por microorganismos productores de diacetil v
acetoina, tambien de ¢cantidades de toxinas formando piruvato por
las celulas con una fuente de energia tal como la lactosa.

Bajo condiciones en las cuales los ordganismos crecen en
presencia de las fuentes normales de carbohidrateos, el piruvato
puede ser convertido en Acido lactico regenerando dinucleotidos
adenina nicotimidina C(DNAY, por reducecidn del DHNA, lo=z cuales =on
formados durante @l rompimiento de azdcar por el piruvato, por lo
tanto, producir diacetilo por los microorganismos muestra el
exceso de piruvato.

La primera enzima inducida ez la clitrasa,en £l netabollsmo
del citrato es primero envuelta y llevada alcitrato dentro de la

caelul a.
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Una wvez dentro de la celula, el citrate es desdobl ado
céortunamente por oxalocetate y acetato por la enzima citrasa.

El dptimo Ph para la actividad de la citrasa es de 7.4-7.06,
en la adicidn de la citrasa, el extracto de celula libres de Strp.

diacetvliactis conteniendo axzlacetato descarboxilasa, los cuales

son los responsables de la conversidn de oxal acetato a piruvato.
Kempler y Mackay 1981.

Ademas hay cuatro enzimas de metabolismo del citrato que son
citrato liasa, acetoacetato sintetasa, diecetilreductasza v acetoin
reductasa.

Estas enzimas son importantes en la utilizacidn de los
componentes para dar caracteristicas a traves del metabolismo del
citrato especificamente diacetilo, acetate y COz que son los que
determina el sabor de las muchas fermentaciones por los productos
lacteos.

Esta bacteria no podria utilizar el citrato come una fuente
de energia. Cogan T. 1981.

Se ha trabajado sobre cual azdcar es maAs energetizante para
la produccidén de acetiona ¥ diacetilo, para la determinacidén de la
velocidad de formacidn situandose lo =iguente, primeramente, v en
forma decendiente maltosa, galactoda, aravinosa., xilosa y lactosa.

Speckman ¥y Collins 1870.

Z2.4. 4 Leuconostoc dextricum: Presenta el acideo lactico

levégiro, fermenta las pentosas y descomponen peclbinas, puede

presentar una fermentacién viscosa con la sacarosa v produccidn de
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miusilago. Alais 1970,

El leuconostoc produce, etanol, bioxido de carbonoc y &acido
lictico DL, LC+) v DX -2, partiende de carbohidratos fermentables.

Con la glucosa, produce Acido, perc no con la xilosa, el
manitst, ni con el =sorbitol v tampocd convierte la arginina en
amoniaco, habiendo algunas cepas gue no fermentanr la lactosa en
algun grado apreciable.

El adcido citriceo se fermenta produciendo acetoina, diacetilo,
2—2 butilenoglicel, aAcido acético ¥ bPioxido de carbono.

El Leuconostoc dextranicum, produce Acido on la leche de

tornasol, la mis importante de las sustancias aromiticazs es el
diacetilo, se ocbtiene abundante produccidn de sustancias
aromaticas cuando el Ph es bajo (4.4 — 3.7) y las circustancias

son aeroblcas. Foster et. al. 1957.

El leuconsostoc para los productos larteos es &l Leuconostoc
dextranicum para su clasificacidn de este géneros depends
grandements en la produccidn de dextrano, arcoma, ¥ la formacidn
de acido a partir de aravinosa y xilosa. Shin C. ¥ Sato Y. 1980.

Con la incorporacién del citrato como seodico, tiende a s=r mas
raplda la produccidén de diacetilo con la acidificacidn de la
leche, a un Ph de 4.8 con dcido citrico.

La preoduccidén de diacetilo fue mids rapida cuando la leche se
acidificed por las c#lulas creciendo en el medio manteniendose a un
Fh de B .85 vy en el cual crecé a 6.0 y 6.5. Gilliland S. E. et. al.
1870,

S han hecho ecstudios sobre la lactosa utilizada
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geneticamente por el Leucconostos ¥y se examind proteclisis, alacsa.
f’—galactosidasa, fosfo—-f3—galactosidasa, acido ¥y diacetilo como
productos de l1a leche. Mahmund y Sandine 135985.

Todas la=s especies tienen en comin; descomponer alrededor de
25% de los carbohidratos fermentables en G0z, ademis del aAcido
lactico levédgiro, generan también notables cantidades de Acido
acético b algo de al conol, el tipo de fermentacidn es
heterafermentativa, la formacidén de aroma se produce al pasar de
la acetoina a diacetilo. Demeter 1969.

A un Ph de 8.7 — 7.0 produce de 5 — 10 % de COz agregando
dextrosa o sucrosa al medio. Collins 1967,

La produccidn de diacetilo, fermentacidn de carbohidratos v
la produccidn de dexirano en el medio de S22 con sucrosa, son
pruebas para diferenciar cepas Yy otras especies. Gibbs, B. M.
1966,

2.4.5 Propionibacterium shermanii z La formacidn de los

"ojos" en algunos de los gquesos de pasta cocida CEmmentaler,
Gruyerel; es el resultado de la fermentacidn propidnica a expensas
de los lactatos con formacidén de €Oz, de 10°-18°C se pasa a una
temperatura mavor.

El contenido de COz de la atmésfera de la cava tiene mucha
influencia. Alais 1970, Foster et. al. 1965.

Durante la fermentacidén, las propionibacterias producen scido
propid®nico, &cido acétice, COz con pequelas cantidades de otros
acridos organicos, gque da caracteristicas de sabor y "ojos* al

queso.
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La especie de las interes para la micreobiolegia lactea es

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, esta es usada

para la manofactura del queso suizo.

Esta bacteria sintetiza grandes cantidades de vitamina Biz vy
la produccidn de acido preopidnico y puede usarse comercial mente
para la produccién de estos componentes. Banwart G. 1989,

El crecimiento en diferentes medios producien dimetilsulfito
CMe2S) para esta produccidn no pueden fermentar D—- O L~
metionina, D— o L- cisteina, cistionina © A-dimetilpropicletin
cloro o 2l medieo lactato de sodio, en esto elementos si crecen los
microrganismos, pero no aumentan la produccidn de MezS., Dystra,
=t. al. 1S70.

Cantidades importantes de prolina son las que contiene el
gqueso sulzo , mas que en cualquier otro gueso, ¥ algunas veces =l
sabor dulce del queso suizo s esta relacionado con el céntenida
de prolina.

La prolina puede ser producida a traves de tres wvias por las
propionibacterias proteclisis general, hidrelisis de la prolina
conteniendo peptidos por peptidasas ¥ biosintesis de la prolina.

Langsrud T et. al. 1977.

IIT MATERIALES ¥ METODOS

Este trabajd se realizd en las instalaciocones de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Autonoma, de Nuewvo Ledn
(F.AOU A N.L.D La cual ecsta ubicada en la carretera 2 Marin

kilometro 17 ¥y el trabajo fue realizado especificamente en el



36

laboratorioc de pudricidén texana ahora labeoratoriec de microbioleglia
provisionalmente perteneciente al departamento de Indusirias
Alimentarias, ¥y tuvo uvuna duracidn aproximada de 9 meses.

Se utilizdé material de vidrio, el cual consiste en vasos de
precipitado de 250 ml, matraces Erlenmeyver de 280 ml, +tubos de
ensayoc de 18x1350, matraces modificados Umatraces Erlemnmeyer de S50
ml. ensamblado con un tubo de ensayo de 131002, tubos de Durham,
tubos de ensayo con rosca, matraces de 50 ml medificados, cajas de
petri, partaobhjetos v pipebLas.

Material instrumental S OMmo termometro, potenciometro,
espectrofotometro speckman, dos incubadoras, autoclave, estufa,
gradilla, balanza granatria ¥ analitica, mechero de alcchol, azas
de platino. cronometro, microscopia, filtres desechables, jeringas
desechables, algodon y gasas.

Reactivos indicador rojo de metilo, cristal wvioleta, aleochol
al 995%, lugol, safranina, aceite de inmersidn, buffer de fosfatos,
buffer de acido citrico, agua oxigenada (Hz02), =Solucion de acido
clorhidrico al 0.1 M, solucidén de hidroxido de sodio al O.1iM,

Los azdcares como adonitol,., arabinosa. celobiosa, galactosa,
glucosa, inulina, lacto=a, maltosa, manitol, manosa, melobiosa,

trehalosa, rafinosa, ramnosa, sSacarosa, Sucrosa v xilosa.

3.1 ATSLAMIENTO

Dentro de lo gque respecta a lo=s materiales se utilizaron
diferentes medio de cultivo selective para las bacteria=s para su
proliferacidn v la composicidn de cada uno de ellos se pondra en

seguida.
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Composicidn del medico selectivo Agar Lactato segun Kurmann vy

modificade por Boyer ¥ Dorner. Para propionibacterias.

Solucidn de lactate sédico al 504 20cc.
FPeéptona Merck 30gr.
Extracto de levadura 10gr.
Agar nutritivo 10gr.
Agua destilada 1000cc.
Ph fijado en 7.3

Demeter 1989, Foster et. al 1965

Composicidn de Agar lactico para Sireptococcus diacetvliactis.

Triptona 2. 00%
Extracto de levadura 0. 50%
GCelatina C. =25%
Gl ucosa 0. 8502
Lactosa C. 8502
Sacarosa 0. 502
NacCl 0. 402
Acetato sddico O.15%
Acido asecdrbico 0. 05%
Agar nutbtritivo 1.50%
Agua destilada 10600cc.

Ph fijado en 5.8

Demeter 13969
Composicdédn del medio Hunter para Stireptococcus thermophil us.

Extracto de levadura 200cc.
Fosfato disodico (NazHFO4D l Bgr.
Lactosa =0gr.
P&ptona 10gr.
Extracto de carne 1Cgr.
Agua destilada 800cc.
Agar nutritivo 20gr.

Ph fijado en 5.3 - 6.8

Demeter 1969
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Composicidn del medioc Agar Calcio Citrato para Leuconostoc.

Tripton CDifcol 2. Bgr.
Glucosa 5. Ogr.
Lactosa =, Ogr,
Nacl 4. OGgr.
Citrato trisédico Z2Hz20 2. 0gr.
Lactato de Caleilis SHz0 8. Ogr.
Agar nutritiva 1S, Ogr.
Agua destilada 1 000ce.

Demeter 1969, Nickels 19656.

Se tomo muestra para cada bacteria para poder extraerlia del
material comercial para su formacidn en un medio artificial y se
pusieron en varios para tomar la muestira primeramente se tomo una
muestra de material y se coloco en agar nutritive liquido ¥ se
comprobo =i habia crecimiento, esto mismo se realizd con oira
muestra pero con medic sdlido también de agar nutritive de ahi se
Ltoman muetras para verificar si eran las bacteras necesari#s.

Otras maneras en gque se probo esto fue hacerlos perc con agar
Sselectivo liguido ¥ soclido tambien comporbando crecimiento de
bacterias.

S= ha comprobadao gque los streptococos pueden perder la
capacidad de fermentar la lactosa tras varias resiembras porgque
las enzimas no forman parte probablemente del "stock”™ de enzimas
constituyentes.

Se puede cbservar variaciones en la forma de las <elulas que
no soen de importancia, y en algunas pueden presentar poliformismo.

Alais 1970.
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Una vez realizado este trabajo se prosiguidé a verificar én el
microscopio por medio de la prueba de Gram basandose en la
Pibliografia.

Despuses se volvio a resembrar para poder aislar las bacterias
lo mas posible, una vez sSeleccionadas las colonias por su
morfologia C(principalmented se efectuaron més resiembras hasta
cbtener un cultivo lo mds puro posible, ¥ estos fueron guardados
dentro del refrigerador a una temperatura menor de 10°¢C para su

UsSo posterior.

2.2 IDENTIFICACION
Esta se realizaro mediante pruebas bioguimicas previamente

seleccionadas para cada una de las bacterias.

2.2.1% Fermentacidn de aztcares.

Se necesito poner a los microorganismos de prusba =n caldo
nutritivo selectiveo ligquido lo cual se logra al guitar todos los
agentes cuagul ante para que los ml croorgani smos crecieran
libreme;te. se tomaron como muestra 10 ml de medioc y agregando
0.8% del aztecar de prueba, =2 esterilizo el medio se le agrego =1
azucar después de haber inoculado los tubos conteniendoe en su
interior un tubo de Durham para comprobar si habia produccidn de
gas, por que =stos azucares fueron esterilizados mediante filtros
de membrana.

Posteriormente estos se pusieron en la incubadora por espacio

de tres dias con temperatura controlada tomando lectura cada dia,
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ademas de que al final del tercer dia se le agregd a2 cada muestra
cinco gotas de rojo de metilo como indicador para la wverificacidn
en la preoduccidén de acido para lo cuzl, si presentaba coleor rojo
era positivo y si presentaba color amarilleo era negativo.y asi

para cada uno de los tubos.

3.2.2 Prueba de la catalasa.

En un porta obejetos con una azada con las bacterias que ya
han sido utilizadas se les agrega unas gotas de agua oxigenada
CH202> una de las caracteristicas.de estas especiez de bacterias
son la produccidn de efervecencia lo cual indica positivoe ¥y si

carece de esta seri negativo.

3.2.3 Crecimiento en clorurgo de sodio CNaClD.

Se utilizan los mismos materiales solamente que aqui se le va
agregando diferentes cantidades en concentracidn de =sal QUe Seran
de 22, 4%, B2 y 10%. despuds se incubaron a Lemperatura controlada
por espacio de tres dias, se tomarona como signo de crecimiento si

hay turbidez al trascurrir este tiempo.

3.3 DETEREMINACION DE CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO.

Para este tipo de prusbas se requiric gque las cepas
estuvieran plenamente identificadas, se determinaran sus dptimos
en cuanto a Ph ¥ temperatura para posteriormente determinar los
tiempos de generacidn.

Se inicio poniendo 8 ml de el medio liquide en matraces
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medi ficades para poder leerse directamente sobre | el
espectrofotometro a este se le agrega 2ml de muestra.

Los medios con cultivos se preparan unos dias antes v de ahi
s tomada la muestra.

El primer aspecto que se itrato fuse el de Ph utilizando un
range gque va desde un valer de 6.0, 8.5, 7.0, 7.9 y 8.0C. y para
ello s utilizd un buffer de fosfatos a 0.01 M, {(Luna Rangel 18833
que su Ph e encuentra al redededor de 7.0 ademas ajustando =@ Ph
requeride con hidrédxido de sodic CNaOHD O.1M, para elevar el Ph o
agragarle Acido Cleorhidrico O.lN; para bajar el Ph, esta se
realiza tomando lectura antes y al finalizar de estarilizar el
material esta por gue se puede afectar su valor.

Despues de esto se pusieron en la incubadora a una
temperatura de 3I7°C ¥y una de A5°C dependiends el caso, hasta
alcanzar estabilidad en valores.

El otro aspecto que se reviso fue el de su temperatura la

cual se tomaron valores con rangos gue van desde 10°. 15°. 20°,

30°, 887, 377, 407, 45°, y s0°cC.

Aquli se tomaron las muestras con sus respectives PR va
ajustados ¥y se tomd lecturas en =] especitrofotometro, este estuve
ajustade a 660 nm de longitud de honda las horas son variables.
Para la mayoria de las bacteras las lecturas se toman en el rango
de B0O0-8H90. Clark Jeoan E. 19858, Cogan T. 1981, JCooper 1978,
Hoferr, et. al. 1983.

S hicieron tomas de lecturas cada media hora.
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Ademas se utilizd la siguiente férmula para determinar los

tiempos de generacidn de cada prueba con cada bacteria:

K = i Logiohf — Logivo
g LT —Lod ¢5. 301>
Donde:
tg Ez la constanie de la velocidad 4de crecimiento

instantanea Ctiempr de generacidn o duplicacidénd.
k Es la constante de crecimiento Cnumero de duplicaciones

por minutod.

Af Es la lectura de adscorvancia final del intervalo.
Ao Es la lectura de adsorvancia inicial del intervalo.
Ctf—-tod Es la diferencia de tiempo entre las dos lecturas.

Smith ¥ Brock 1989.

IV RESULTADOS.

4.1 ATSLAMIENTO.

Los medios de cultivo resultaron ser eficientes en una medida
en la cual se esperaba gque crecieran notorias las ceolonias pero se
esperaba ver colonias grandes pero resultaron ser medianas, ademas
de gque la bacteria con due mis sSe batallo fue la de <l

Srteptococcus thermophilus vy que ciertamente la bibliografia lo

marcaba con mucho tiempo de creciemnto en los medios artificiales.
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4.2 I1IDENTIFICACICN

En la fermentacidn de azdcares arrojé resultadoes positivos de
los cuales las bacteras gue supuestamente tenian que fermentar fue
positiva &n sSu maveria vy se comprobo gque i eran fermentades,
aclarande de que algunos de los aztcares y muchos de ellos no
vaenian en 1 bibliografia consultada, presentaba un poco ds
turbides como fue el caso de la celoblosa, en la prueba de Acidez
no se contaba con datos bibliograficos solo datos sacados por los

aefectos en productos lacteos.

CUADRO No. 3, EResultados del crecimiento en azdcarses por
Streptococuus termophilus.

AZUCAR CRECIMIENTO FERMENTACI ON ACIDEZ
A B L A B C A B <
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CUADRO No. 4, Rezsultados del

Streptococcus diacetilactis.
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crecimiento en azZUcares por
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CUADRO No. 5. Resultados del crecimiento =n azticares por
Leuconostoc dextyricum.

AZUCAR CRECIMI ENTO FERMENTACICN ACIDEZ
B C A B C A B c
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= Resultados de
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En la prueba de la catalasa se presento una situacidn AE la
cual sSolamente wumnma da las bacterias presentaba una catalasa
positiva ¥ esta era la prdpionica ¥y resulio ser cierta para
nuestro estudic, las demas como es esperaba fueron negativas.

Para la prueba donde s ponen en distintas concentraciones de
cloruro de sadic (NaClD esta dentro de lo que marca la

bilicografia.

4.3 DETERMINACION DE CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO

Dentro de lo que fue las pruebas de condiciones optimas de
crecimiento solo podemos decir que resultaron favorables, en ellas
se conto con Liempos que resultaron ser grandes a lo que =e
esperaba.

Para las pruebas en las cuales =se tLrabajo con las Ph
solamente una de las bacterias resultd ser gue crecia ra meNores
valores de los gue nos ponia en buffer de fosfato ¥ asi que se
utilizd otro buffer el cual fue el de Acide citrico ¥y este nos
daba wvalores de 4.0, 4.5, 5.0, B.5 v 6. €, pero dentro de los
valores que agqui se mostraban 1l valor resultioc ser el menor de la
primera prueba v el miximo de la segunda comprobando que si. estaba
en 2]l rango seffalado por la biblicografia.

En la segunda prueba va con la consideracién de el Ph en los
mediogs se =siguid con las prusbaz en las cuales solamente se
pusieron las muestras a temperturas controladas que se trataron de

mantener lo mas posible.
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Los Ph dptimo los resultados fueron los siguientes

Noe nos muestra que el Streptocuccus termophilus tiene sus rangos

de minima de 2.2 mixing de 4.1-4.8 v una dpiLtima de 6.4 - 7.0, Al

final nos did un resultdeo de 6. 95.

Para el Streptococcus diacetylactis nes reporta una actividad

de minima de 2.6, una maxima de 4.5 ¥ una dptima de 655 - 7. El

éplimo para esta bacteria es de 6. 5.

Para el Leuwconostoc dextricum se reporta una minima de 6.5,

una maxima de © y una dptima de 5.5 - B.0. Aqul comoc se probo can
dos tipos Jdiferentes de buffers podemos decir gue =1 mejor de
ellos fue el de fosfatos aungue tabien estuve muy cerca del valor

de Acido citrico el valor final fue de 5. 80.

Para el Propionibacterium Shermanili se reporta una minima de

7.5, una maxima de 4.7 ¥y una dptima de 6.2 - 7.0. Teniendo como

resultade la de 7. 40.

A continuacdn las graficas PH vs tiempo.
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Las temperaturas que fueron las &Sptimas segun =1 estudico

fueron las siguentes.:

Para el Streptococzus thermephilus fueron las siguentes

minimas de 20°C, maximas de 52°C y éptimas de 40-45°C. Teniendo

como resultadeo mejor la de 45°.

Para el Propionibacterium shermanii se reporto una minima de

2-3°C, una maxima de 43°C y una d&ptima de 33° - 37°¢. La mejor

temperatura reportada es la de 35°C.

Para el Leuconostoc dextricum se disron a conocer que son una

minima de 10°C, uha maxima de 40°C y una &ptima de 20-30°C. Aqui
se repcocrta una temperatura un poco elevada pero dentro de los

rangos estrablecidos por la bibhliografia el resultado es de 35°¢.

Para el Streptococcus diacetvlactis estas estaban reportadas

como minimas de 10 -~ 15°C, una maxima de 40°C y una dptima de =25 -

20°C. Esta bacteria tiene un opiimo de 37°C.

A continuacdn las graficas de temperatura vs tiempo
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V¥V CONCLUCIONES Y RECOMENDACI ONES.

Partiendo de los objetivos planteados vy los resultados
obtenidos concluimos lo siguente:

Los cultives lacticos aportan caracteristicas a la leche vy
ayudarn a la flora intestinal del hombre que la consume.

Las barcterias fuueron extraidas de. productos comerciales
siempre v cuandeo tengan todos los requerimientos de crecimiento en
medios artificiales.

Se midieron parametros comoe son Ph vy temperatura,en una
absorvancia de 800, ademas de pruebas bioguimicas.

Se trabajd con cultives lo mas purocs pesible para su mejor
aprovechamientc, en cuanto a su identificacon y caracterizaecidn,

resultandoe la aobtencidn de cuatro cepas que son Streptococcus

thermophilus, Streptococcus diacetvliactis, Leuconostioe dexiricum v

Propionibacterium shermanii.

RECOMENDACT ONES.

Seguir trabajando en la investlgacidn de bacterias no
importando de que producto alimenticio se trate, esto servira para
su uso posterior ya sea para el mejoramiento del propio producto o
elavoracidn de otros nuervos.

Se debe de tratar de trabajar con cultivos puros para mejores
rezsultados haciende pruebas mis selectivas en cada bacteria
£ratada.

Se recomienda tener un metodo mas aporpiado 2 los recursos que
tenemos en cuante al almacenamiento para la conservacidén de

bacteras activas.
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Seguir trabajando sobre la microbioclogia de los alimentos=,
todavia hay muchas cepas de bacterias, hongos y levaduras nativas

que se podrias utilizar.

VI ERESUMEN

El objetivo de estas pruebas fue aislar cepas de bacteras
acidolacticas a partir de productos comerciales y para esto se
empeze utilizande queso comercial como son el Cheddar, Mozzarella
¥y el suizo, asi como vogurth. |

Primero se aislaron =n diferentes medios para seleciocnar los
adecuados.

Los cultives puros se verificaron por su morfologla y despues
por las prusebas blioquimicas,

De egtas sSe sSepararon cuatro cepas las cuales son

Strentococcus thermpphilu=s, StreplLococcus diacetviactis,

Leuconostoe dextricum v Propiconibacterium shermanii.

Los resultados de las condiciones S$ptimas fueron las
siguientes, para el Stp. thermophilus un Ph de 6.85, temperatura
de 45°C y un tiempo de geneacidn de 2:08 hrs; para el Zhp.
di acetvlactis un Ph de 8.90, temperatura de 37°¢ y un tiempo de
generacidn de 5:09 hrs; para el L. dextricum un Fh de S 90,
temperatura de as°¢ vy un tiempo d generacidén de 8:00 hrs; y para

el Prop. shermanili un Ph de 7.40, uan temperatura de a5 Yy un

tiempo de generacidn de O: 40 min.
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