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INTRODUCCION

Desde que el hombre moderno domesticd el ganado caprino, ovino y vacdno.
la leche de estos animales ha sido fermentada en un amplio numero de productos. Los
productos lacteos fermentados han sido preparados y disfrutados por siglos pero sélo
recientemente se ha descubierto que ciertos micororganismos especificos son
responsables del sabor y textura Unicos asi como de atributos preservativos de estos
alimentos. Muchos de estos microorganismos son habitantes normales del tracto
intestinal del hombre, y la proliferacion de estos en la leche y su subsecuente

consumo proporciona una mediada de proteccién extra contra las enfermedades.

Histéricamente el éxito de las fermentaciones dependié de la facilidad de
contaminacion de la leche magra con bacterias acidolacticas. En 1890 el cientffico
danés Storch descubrié que la leche agria y la maduracién de la crema eran procesos
dependientes de bacterias especificas. Posteriores investigadores lograron aislar
bacterias de la leche agria y duplicaron la fermentacién adicionando cepas selectas

de regreso a la leche.

Las bacterias acidolacticas pueden dividirse basicamente en dos grupos: La
- tribu Lactobacitliaceae, que comprende especies tan importantes como Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus y Lactobacillas plantarum y la tribu
Streptococcaceae en la que se incluyen Streptococcus lactis v Streptococcus
cremoris,

Desde aguellos primitivos principios hasta hoy, la microbiologia de los cultivos
lacticos, es decir, la seleccion y preparacion de bacterias acidolaticas para roles

especificos en el procesamiento lechero, es hoy altamente sofisticada para producir



desde una bacteria en particular hasta mezclas de ellas para mejorar el proceso y la
calidad del producto lacteo fermentado, cuyo consumo, al menos en los Estados
Unidos, en los dltimos 28 afos ha aumentado considerablemente, como se puede

observar en las tablas 1 y 2 citadas por Keneth Rash en 1890. (50)

Las cepas de bacterias lacteas se consiguen comercialmente en estado
congelado y en estado liofilizado. Aqui las célilas bacterianas se mantienen en la fase
logaritmica de crecimiento para asegurar la maxima actividad sobre la leche. El costo
de estos iniciadores resulta un tanto caro por o cual a través de este trabajo se
propusc aislar cepas de interés lactolégico a partir de productos fermentados
comerciales y evaluar su actividad elaborando productos lacteos, pues debido al
crecimiento de la industria lechera hacen falta cultivos capaces de producir
fermentaciones eficientes y asi, alentar el perfeccionamiento y expansion de nuevos

procesos y productos.



Tabla1.- Venta de productos lacteos fermentados

1960-1988 EUA

ANO YOGHURT CREMA MANTEQUILLA QUESO
AGRIA COTTAGE
[ =millones de libras— ]

60 44 154 1140 858
65 61 179 1156 901
70 169 222 1130 1044
75 438 350 1011 991
80 581 410 928 1004
85 962 542 1052 960
86 1042 557 1022 970
87 1139 606 970 945
88 1255 615 910 938

De Milk Facts citado por Kenneth Rash en 1990. (50)




Tabla 2.- Consumo per cépita de productos lacteos fermentados en EUA

ANO YOGHURT CREMA MANTEQUILLA
AGRIA
—librag—

60 0.3 - -
65 0.3 - -
70 0,8 1.1 5.5
75 2.0 1.6 4.7
80 2.6 1.8 4.1
85 4.0 2.3 4.4
86 43 23 4.2
87 4.7 25 3.7
88 5.1 2.5 3.7

QUESO
COTTAGE

4.8
4.7
5.1
4.6
4.4
4.0
4.0
3.8
3.8

Fuente: USDA citado por Kenneth Rash en 1990. (5Q)




REVISION DE LITERATURA

I.- ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA LECHE

I.1 Introduccion

La leche es un liquido segregado por las gléndulas mamatrias de las hembras
de los mamiferos tras el nacimiento de la cria, el cual tiene una composicién compleja,
es blanco y opaco, de sabor dulce y pH cercano a la neutralidad (1, 12). Asi mismo,
es el alimento mas importante para un mamifero y siempre se ha considerado como

el primer alimento para el recién nacido. (31)

La leche es también una emulsidn de materia grasa, en forma globular, as{
Como una suspension de materias protéicas en un suero contituido por una solucién
verdadera que contiene, principalmente lactosa y sales minerales. Aungque la mas
comun es la proveniente del ganado vacuno, a través de la evolucién humana se ha
reconocido que laleche de otros mamiferos es de igual manera satisfactora de las
demandas fisiolégicas de humedad, energia y nutrientes. La composicion de la leche
varia de una especie a otra y durante el ciclo de la lactacidon. (1, 12, 31 y 45).

En la tabla 3 se pueden observar en forma resumida, ias principales

caracteristicas fisicas de la leche segun Alais en 1981. (1)



Tabla 3.- Principales Propiedades Fisicas de la Leche. (1)

ASPECTO

OLOR

SABOR
GRAVEDAD ESPECIFICA

pH

ACIDEZ

POTENCIAL DE OXIDOREDUCCION
VISCOSIDAD

PUNTO DE CONGELACION

PUNTO DE EBULLICION

INDICE PE REFRACCION

Coloracién blanca; cuando es rica
en grasas: ligeramente crema.

Na hay olor caracteristico.

Facilidad para retener olores
del medio ambiente y recipientes.
Medio dulce ¥ neutro.

Igual al peso en kilogramos de
un litro de leche a 15°C.

Varia con el aspecto sanitario de la mama,
de la cantidad de CO, disuslto,
presencia de microorganismos.

0.15~-0.16%

En contacto con el aire = 0.130 voltios
Més viscoso que el agua
-0.539°C
100.17°C al nivel del mar.

1.3440 - 1.3485.

Los principales componentes quimicos de la leche son el agua, lipidos,

proteinas, lactosa y sales minerales, los cuales varian dependiendo de factores tales

como la raza de la vaca, la alimentacion, la época del aho e incluso la hora en que se

ordefia. A continuacion se examinara con mas detenimiento cada uno de los

anteriores componentes.

1.2 Composicién quimica de la Leche

l.2.1 CARBOHIDRATOS

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche, ya que es el unico azucar libre




que existe en cantidad importante; sin embargo también se encuentran pequefas
cantidades de glucosa, galactosa, sacarosa, cerebrdsidos y algunos aminoazlcares
derivados de la hexosamina. A pesar de que estos Ultimos azucares estan en
concentraciones muy bajas, pueden ejercer una influencia muy importante en la
estabilidad de la leche, sobre todo en aquella que ha sido sujeta a tratamientos
térmicos. La lactosa tiene aproximadamente el 15% de la dulzura de la sacarosa, ¥

contribuye, junto con las sales, al sabor giobal de la leche. (2)

LLa leche de vaca contiene cerca de 4.8% de lactosa. En la naturaleza, la lactosa
solo se encuentra en la leche y se distingue de los azucares comunes por su
estabilidad en el tracto digestivo aparte de que no es sb6io un azicar energético. Para
los seres humanos y para humerosos animales la lactosa es, en la préactica la Gnica

fuente de galactosa. (20)

La lactosa es un disacarido formado por la condensacién de una molécula de
galactosa y otra de glucosa a través de un enlace glucosidico B (1-4); existen dos
formas isoméricas, a y B que se diferencian por sus propiedades fisicas y por la

posicién de un -OH en el carbono (x) de la glucosa. (Figura 1). (1, 2)

Figura 1 Férmula de la Lactosa

OH B —-0 OH . .____ H
H H
(x) (x)
\OFH:: ”/\ | O\J ¥ % ya
H H OH H- H H H OH
galactosaB glucosal glucosaa




Por otro lado, la lactosa es el componente mas labil frente a la accién
microbiana; en efecto la leche es faciimente presa de bacterias de diversos tipos, que
transforman la lactosa en &cido lactico y en otros acidos alifaticos. Las distintas
transformaciones realizadas por microorganismos sobre ia leche se ven a continuacion:

a) Transformacién en acido lactico:

Es por nﬁucho la méas importante. Numerosas bacterias realizan esta
transformacion, cuyo esquema tedrico es:

C,,H,,0,, H,0 -»2CH 0O, -4CH,-CHOH-COOH

acido lactico

El acido formado puede ser levogiro (L), dextrogiro (D) o racémico, por existir
un carbdn asimetrico. La acidificacion espontanea es el hecho mas comunmente
observado en la leche conservada a temperatura ambiente. La acidez se eleva muy
ientamente al principio, luego, tras aigunas horas (segun la temperatura), muy
rapidamente.; en general, se frena un poco cuando el contenido de acido lactico liega
al 1%. En este momento solamente 1/4 de la lactosa ha sido degradada, esta
detencion se debe al efecto inhibidor del 4cido sobre las bacterias. Si se neutraliza el

medio, se puede conseguir la transformacion de toda la lactosa. (1)

Antes de llegar a la proporcion del 1% del acido, aproximadamente hacia el
0.6%, se cuagula la leche. El acido ha roto el equilibrio entre el estado coloidal y [a

solucién, teniendo como consecuencia primera la insolubilizacion de la caseina. (1)

Como en todas las reacciones bioquimicas, se forman pequefas cantidades
de subproductos junto al producto principal de la fementacidén. En general por cada

100 partes de lactosa transformada se obtiene 96 de acido lactico y 5 de subproductos



diversos (Co,, acido butirico, acetoina, etc.). (1)
b) Transformacion en alcohol

En la préctica, esta transformacioén es menos frecuente que la anterior. Se
produce en las industrias lacteas, y constituye un peligro, sobre todo por la formacion
de gas durante el desuerado de los quesos, en las cremas mal cuidadas procedentes

de las granjas, etc. (1)
c) Transformacion en acido butrico

Se produce a partir de lactosa o acido lactico, con formacion abundante de gas.

en medio neutro o poco acido.

Aparece en la leche ¢ en el suero fuertemente aiterados. Al olor desagradable del

acido butrico se ahade el producido por termentaciones putridas concomitantes. (1)

1.2.2 LIPIDOS

Los triglicéridos son los componentes mas importantes de los lipidos de la leche
ya que constiiluyen aproximadamente el 98% del maternial extraible con disclventes no
polares, Dentro de la categoria de lipidos también estan incluidos los fosfolipidos, los
esteroies, los pigmentos, las vitaminas liposolubles A D E, y K y otras sustancias en

concentraciones muy bajas.

El aspecto mas interesante de los triglicéridos de |a leche es su composicion de
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acidos grasos de estos lipidos depende directamente de los mismos factores gue

influyen en la composicién giobal de la leche. (2, 25)
1.2.3 PROTEINAS

Las caseinas y las proteinas del suero son los dos grandes grupos de proteinas
de la leche, se encuentran en forma de suspensidn coloidal y existen grandes

diferencias entre sus estructuras y sus propiedades quimicas.
a) Caseinas

Son un conjunto de polipéptidos sintetizados en la glandula mamaria de la vaca,
que forman la fraccion proteica mas importante de ta leche, ya que suman hasta el 85%
de las proteinas totales. Las caseinas pertenecen al grupo de las fostoproteinas y por
definicion son las proteinas de la leche que precipitan a un pH de 4.6 a 20 °C. La
estabilidad de las caseinas se altera facilmente a valores de pH bajos, y por la
presencia de cationes divalentes, pero son estables a la mayoria de los tratamientos
térmicos empieados. Existen principaimente en la leche como micelas, que son
complejos proteicos solubles con un alto grado de organizacién estructural y
estabilizadas por una fuerte interaccion a través de puentes hodrdfobos, de hidrogeno.

iGnicos y de caicio. (1, 2)

Las micelas estan constituidas por cuatro fracciones de caseinas. alfa, beta.
kappa y delta (clasificadas de acuerdo a su movilidad electroforética) y se encuentran

en una poporcion de 55, 25, 15 y 5% respectivamente. (2, 25)
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b) Proteinas del Suero

Son compactas, globulares, con un peso molecular que varia entre 14 000 y
1000 00C dattons; son solubles en un intervalo de pH muy amplio y en estado nativo
no se asocian con la caseina. Las proteinas del suero constan de por lo menos 8
diferentes fracciones, entre las cuales las principalas son la beta-lactoglobulina, la
alfa-lactalbumina, las inmonoglobulinas, la albumina bovina y las proteasas pep-
tonas. En general, son muy sensibles al calor y menos al acido, al contrario de lo que
sucede con las caseinas, lo que se debe a que su mecanismo de estabilidad opera
por hidrataciéon y no por carga eléctrica. Estas proteinas contienen aminoacidos
azufrados muy labiles al calor y las temperaturas de pasteurizacidén desnaturalizan
una fraccién de ellas con la consecuente formacion de grupos sulfhidrilo muy
reactivos; éstos actuan como antioxidantes y por lo tanto los productos lacteos que

hayan recibido un tratamiento térmico son menos suceptibles a las reacciones de
oxidacion. (1, 2)

|.2.4 ENZIMAS

Las enzimas se encuentran distribuidas en la leche, ya sean unidas a las
micelas de caselina, a la membrana del glébulo de grasa o en forma libre en el suero.

Las mas importantes son las lipasas, proteasas, fosfatasas, catalasas, lactoperoxidasas

y xantina oxidadas. (2, 25)

1.2.5 VITAMINAS

La leche contiene la mayoria de las vitaminas; las liposolubles se encuentran
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interaccionando con la fase lipida, mientras que las hidrosolubles se localizan en el

suero. (2)

1.2.6 SALES MINERALES

Las principales sales y minerales de la leche suelen estar presentes como
cloruros, fosfatos y citratos de caicio, magnesio, sodio, potasio y se encuentran tanto

en estado coloidal como en solucién. (1, 2)

Todo lo anterior lo podemos resumir en la siguiente tabla 4 que muestra en

forma breve los principales componentes de la leche,



Tabla 4: Principales componentes de la Leche (1, 1y 25)

1.- CARBOHIDRATOS

2.- LIPIDOS

3.- PROTEINAS

4.- ENZIMAS

5.- VITAMINAS

6.- SALES MINERALES

a) AzGcares neutros: Lactosa
b) Azlcares nitrogenados:
Glucosamina N-acetilada
Galactosamina N-acetilada
¢) Azacares 4cidos
Acidos sidlicos

Triglicéridos

Fostolipidos

Esteroles

Pigmentos

Vitaminas liposolubles A, D, E, K.

a) Caselnas
alfa
beta
kappa
delta

b) Protsinas del suero
beta-lactoglobulina
alfa-lactalbomina
inmunoglobulinas
albumina bovina
proteosas peptonas

Lipasas
Proleasas
Fostatasas
Catalasas
Lactoperoxidasas
Xantina oxidasas

Vit. A Ac. Pantoténico
Vit. D Ac. Nicotinico
Vit. E Biotina

Tiamina Vit. B
Riboflavina Vit. B,
Vit. G

Calcio Magnesio

Ac. citrico Foéstora
Sodio Potasio

Cloruro
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Il.- PRINCIPALES ESPECIES BACTERIANAS DE INTERES LACTOLOGICO

1.1 Introduccion

En los productos lacteos fermentados realizados en forma casera se lleva a
cabo una fermentacién espontanea, es decir que el indculo se obtiene de una
produccion previa y su identidad microbiana es desconocida; pero a una escala
industrial el conocimiento de las especies bacterianas juega un papel muy importante
ya que las propiedades sensoriales de sabor, olor y viscocidad son resultado directo

de acciones bacterianas especificas. (1)

Las bacterias utilizadas son meséfilos o termdfilos, términos que indica sus
temperaturas 6ptimas de crecimiento, las cuales oscilan entre los 22°C y los 40°C,
respectivamente. Los nombres comunes de los microorganismos reconocidos en las

fermentaciones lacteas se citan en la tabla 5.

Tabla 5. Nombres comunes de microorganismos en leches fermentadas

Género Lactobacifius Género Leuconostoc

L. _delbruekii L. mesenteroides

L. delbtue kii subsp. lactis L. mesentaroides subsp. dextranicum
L. detbrue kKii subsp. bulgaricus L..mesgnteroides subsp. cremoris

L. helveti s

L. casei

L. bravis

L fermentum

L. kefir

Género Pediococcus Género Propionibacterium

B. pentosaceous P. treudenreichij subsp. shermanii

P, acidilactici B. freudenreichii subsp. fraudenreichii
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Género Streptococcus Género Bifidobacterium
S. lact B. bifid
S.laclis subsp. diacetylactis B.longum
S.lactis subsp. cremoris B.iniantis
S thermophilys BE.breve
Levaduras Género Acetobacter
Toru ol N ; i

i ubsp. marxianus
Kluyveromycas marxjanus subsp. buigaricus
Candida kefyr
Sacol "

(31)

Los microorganismos que se encuentran en la leche y sus productos pueden
estudiarse por las caracteristicas que poseen en comun, y asi se les pueden clasificar
desde varios puntos de vista ya sea por su accion sobre los componentes de la leche,
de acuerdo a su fuente de origen o la mas comun gue es tomar a l0s microorganismos
desde el punto de vista taxonémico, como integrantes de grupos morfolégicos, por

ejemplo: micrococos, estreptococos o bacilos. (16)

Las bacterias de interés lactolégico mas importantes se agrupan en la familia
LACTOBACTERIACEAE. La importancia practica de las bacterias pertenecientes a
esta familia es considerable por varias razones: La produccién de &cide y el descenso
del pH; lo que da como resultado una proteccion de las sustancias alimentarias debido
a la inhibicién de las bacterias de la putrefaccidn en medio dcido, un establecimiento
de las condiciones fisico-quimicas favorables a diversas transformaciones en la
industria lactea, una fermentacién lactica "aromatizante”, que permite la obtencién de
productos acidos con un sabor deseado: crema, mantequilla, yoghurt, etc., propiedades

higiénicas resultantes de la accion antiséptica del 4cido lactico en el intestino, asi como su S5
IS0l
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importancia en la produccion industrial de acido lactico. (1, 15)

Ademas dichas bacterias pueden presentar otros efectos utiles o perjudiciales,
como son: la producciéon de enzimas que intervienen en la degradacién de las
proteinas, en especial de la caseina en el curso de la maduracidn de los quesecs, la
produccion de sustancias inhibidoras responsables de la seleccion de las especies,
asl como una valoracion microbiolégica de las vitaminas y aminoécidos aprovechando

las exigencias nutritivas de las bacterias lacticas. (1, 15)

Los miembros de la familia LACTOBACTERIACEAE son comunmente bacilos
0 cocos grandes O pequehos, inmdviles, no esporulados, gram positivos, catalasa
negativos. Son anaerobios facultativos © microaercfilicos, dan poco crecimiento en la
superficie de los medios. Las necesidades de nutricién de este grupo son compiejas:
el medio debe aportar una mezcia compleja de aminoacidos y factores de crecimiento,
especialmente de vitamina B. Los disacaridos (lactosa, sacarosa, maltosa) son
corrientemente mejores alimentos que las hexosas de las que estan formados
(glucosa, fructuosa, galactosa). Los azlcares se transforman en acido lactico, en una
proporcién igual o superior al 90%, por fa accidn de las bacterias lacticas
"homofermentativas" (stlo producen acido lactico) y al 50 % para las denominadas
"heterofermentativas”, éstas ultimas forman, ademas CQ,, acido acético, etanol, glicerol
y otras sustancias. El comportamiento éptico del acido lactico (D o L) producido es

caracteristico del tipo de organismo y del medio. (15)

Las bacterias lacticas son de gran importancia para la fabricacion de sauerkraut
o col agria, encurtidos y en la industria lactea son indispensables en la fabricacion de

leches fermentadas. quesos y mantequillas. (15)
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Estas bacterias estan ampliamente distribuidas. Se han encontrado que las
albergan ciertas plantas, algunos alimentos, los utensilios lecheros, el estiércol y ia
saliva,. La acidificacion natural de la leche es debida a estas bacterias, cuyo acido

tactico produce la coagulacion de la caseina. (15)

La familia Lactobacteriacea esta formada por 5 géneros. las bacterias

esféricés incluidas en los géneros Streptococcus, ¥ Leuconostoc y las bacilares
incluidas en Lactobacillus, Microbacterium y Propionibacterium, (1, 15, 16)

Todas las anteriores caracteristicas las podemos resumir en la siguiente tabla

6 con datos mencionados por Foster y Alais: (1, 14)



Tabla 6. Caracteristicas principales de las Bacterias Acidolacticas. (1, 15)
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FAMILIA
MORFOLOGIA

MOVILIDAD

CRECIMIENTO EN PRECENCIA
DE O, LIBRE

REACCION DE GRAM

PRUEBA DE LA CATALASA
NECESIDADES NUTRICIONALES

TIPOS DE FERMENTACIONES

UTILIDAD INDUSTRIAL

MEDIO NATURAL

GRUPGS DE ESPECIES INVOLUCRADOS

Laciobacteriaceace
Bacilos
Cocos grandes o pequefios

Inmdéviles

Microaeregofilicos

Gram +

Negativa

Vitaminas

Aminoacidos o peptidos
Carbohidratos fermentablas
Homofermentalivas:

acido lactico
Heterofermentativas.

écido {actico + ofros productos
Produccién de col agria,
encurtidos, laches fermentadas,
quesas, mantequillas, etc.
Plantas, utensilios lecheros,
alimantos, estidrcol, saliva.
Streptococcus

Leuconostoc

Lactobacillus

Microbacterium

Propicnibactenum
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11.2 Estrepococos

Estas especies constituyen habitualmente |a flora-dominante de la leche, crema
y quesos frescos. A pesar de su nombre, los estrepitococos adoptan frecuentemente

la forma diplococos. Todos son homotfermentativos y se dividen en cuatro grupos:

A) Piogénicos

Comprenden numerosas especies de estreptococos patégenos para el hombre
y los animales; los microorganismos representativos son: S,_pyogenes y S. agalactiae,
no proliferan a 10°C o a 45°C. Por lo general no cuagula la leche. S, pyogenes origina
faringitis séptica, escarlatina y otras enfermedades y S. agalactiae ocasiona mastitis

en las vacas. (1, 11, 15)

B) Viridans o termofilo
Las bacterias de este grupo no se desarrollan a temperaturas inferiores a 18°C;
por el contraric pueden cultivarse a 45°C. La especie mas caracteristica es S,
thermophiluys: este estereptococo se desarrolla todavia a 50°C, es muy sensible a la
sal, y es importante en la fabricacién de quesos, tales como el Suizo, asf como en

unién con Lactohacillus bulgaricus forma el cultivo del yoghurt.

Se encuentran otros estreptococos termdofilos en los ecrementos. El haliado
con mas frecuencia en el estiércol de vaca y el mas abundante en el tubo digestivo del

cerdo adulto es el S_bovis (1, 15, 16)

C) Lactis
Son bacterias homofermentativas, agentes habituales de la coagulacion de la

leche atemperatura ambiente. Se desarrollan aun a 10°C pero no a 45°C y no poseen



caracter patogeno. §_lactis fue descrito por primera vez por Lister. Se encuentra en
la leche en forma de pares de cocos formando cadenas cortas. Cada célula mide 0.5
a 1.0u de diametro. No forman esporas. Originalmente existe en los utensilios
lecheros, el ensilaje, piel de las vacas y algunas plantas, pero ha liegado ha ser el mas
tipico habitante de la leche. Las cepas de S, lactis exigen un cierto nimero de vitaminas
para su 6ptima proliferacion: bictina, niacina, tiamina, acido pantoténico, piridoxina y
acido folico, tiene una temperatura éptima en 30°C y una escala de temperatura de 10
a 40°C 8. cremoris tiene muchas propiedades en comin con S. |actis, asi como
aproximadamente los mismos requerimientos de vitaminas y aminoacidos. Se utilizan
para los mismos fines que S._lactis y junio a éste en cultivos mix;cos. S. diacetylactis se
considera como cepas de S, lactis, las cuales se hallan en condiciones de producir
aparte de la fermentacién lactica, la fermentacién de sales citricas o citratos, formando
acidos volatiles, alcholes y aldehidos, pero principalmente acetoina (acetil metil
carbinol) y diacetilo -las dos sustancias aromaticas mas importantes- en el area de

productos lacteos. (1, 11, 15)

D) Enterococos

Estan constituidos por S, faecalis, S. Liquefaciens, S. zymogenes y S. dutans.
Estas bacterias proliferan tanto a 10 como a 40 °C. Existen como habitantes naturales
del tracto intestinal del hombre y de los animales. Son relativamente termoestables por
lo que pueden permanecer tanio en la leche cruda como en la leche pasteurizada.
Hidrolizan las protefnas con relativa intensidad, formando frecuentemente sustancias

de sabor amargo. (11, 15)

La tabla 7 nos muestra la diferenciacion de los estreptococos segin Demeter. (11)
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Tabla 7: Diferenciacion de las especies de estreptococos segun Demeter (11)

(extracto)
Especie Crecimiento con: Fermentacién o desdoblamiento de:
Celsius | pH Cloruro Na Maltosa | Sacarosa Lactosa i
10° 45° |96 2% 4% 6'5%
Pyogenss - - -+ (-)s - +8 + +S
Agalactiae - - |- 4+ +) 0()s + + (+)
Liquefaciens| + + [+ + + +8 + (+) (+)
Zymogenes | + + |+ o+ + +5 + (+) (+)
Durans + + |+ + + +S + () +
Bovis* -+ |- w - + (+) +
Lactis + <7 |8 + + - w - "
Cremoris + - -+ - - WS () 5
Thermophilus| - + |- - - - (-) + s

7 = Crecimiento a 43°C. 8 = Cracimiento a pH 9'2

w=varigble. s =raro.
11.3 LEUCONOSTOC

Son células esféricas que se encuentran por pares y cadenas; se les pueden
considerar como estreptococos heterofermentativos. Producen acido acetico, etanol,
biéxido dé carbono y acido lactico DL, L(+) y D(-)., partiendo de carbohidratos
fermentables. No son particuiarmente activos en la leche y rara vez la coagulan.

Por la capacidad que tienen las especies Leauconostoc dextranicum y
Leuconostoc citrovorum de fermentar el acido ¢itrico, produciendo diacetilo y acetoina

se consideran las dos especies mas importantes generadoras de aroma. Ambos son
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gram +, de 0.6 a 1.0 de diametrc. Proliferan mejor entre 25 y 30°C por lo general no
sobreviven a la pasteurizacion. Son muy suceptibles a los antibibticos. La Tabla 8

muestra la diferenciacién de las tres especies del género Leuconostoc: (10, 11, 15, 5)

Tabla 8: Diferenciacion del género Leuconostoc

_Fgr_mintaciéll ]
acido citrico sacarosa pentosa
L_mesenteroides - | + +
L dextranicum v + -
L. citrovorum + - *

(10)
I1.4 LACTOBACILOS

Las diferencias mas importantes para la tecnologia lactolégica entre este
género y los estreptococos estan en su mayor poder acidificante y en su ¢capacidad
proteolitica mds intensa. La acidez alcanzada por los estreptococos es menos de 1%
- y un pH maximo de 4.3 a 4.5 mientras que los lactobacilos alcanzan una acidez del
1 al 3% y un pH de hasta 3.2 a 3.5. Son bacilos largos y delgados, formando ia mayoria
de las especies cadenas. Son microaerofilicos, catalasa negativos, gram +, fermentan
los azucares dando como producto final acido lactico. Comprende tres grupos:

A) Thermobacterium

Son bacilios largos, aislados, raramente formando cadenas con temperaturas

éptimas de crecimiento alrededor de los 40°C, son homofermentativos. Aqul se

encuentran:
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a) L _bulgaricus

Existen en la leche bronca, también en algunos gquesos duros; junto con

Streptococcus thermaophilus se usa para la fabricacion del yoghurt, asi como de otras
formas de leches fermentadas.

b) L jughusti

Como L_bulgaricus, sin embargo acidifica més intensamente.

c) L. helveficus

En la leche cruda, en el cuajar de los terneros, en quesos duros, junto con S,
thermophilus sirve, especiaimente para la fabricacion de queso Emmental y Gruyere.

d) L laclis

Existe en las maquinas de ordefiar y en los utensilios en contacto ¢on la leche
y por ellc también es la especie del género Lactobacillus que existe con mayor
frecuencia en la leche cruda. Participa en la maduracién de quesos duros.

e) L.acidophilus

Existe con reiativa frecuencia en el intestino de nifios y adultos, sobre todo con
una alimentacion en la que predomina la leche, lactosa y dextrina. Por eso, L.
acidophilus usado como complemento dietético puede tener diversos beneficios
nutricionales.

f) L_delbrueki

Existe en materias vegetales en fermentagion. Se utiliza en grandes cantidades
para la fabricacién de 4cido lactico de uso industrial, también para hacer fermentar las

maltas. (15, 28, 53)

B} Streptobacterium
Son bacilos cortos que se encuentran formando cadenas un poco largas, sus
temperaturas 6ptimas de c¢recimiento oscilan alrededor de 30°C y son

homofermentativos.
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a) L. casej

Existe como L, lactis en las maquinas de ordeiar y en los utensilios en contacto
con la leche, por eso, es junto a éste, el Lactobacilo de mas frecuente aparicion en la
leche cruda. Muchas cepas sobreviven a la pausterizacion corta.

b) L_plantarum

Existe enh la leche y queso, asi como en matenales vegetales en fermentacion.
Juega un importante papel ‘en la fabricacién de levadura, col agria, encurtidos y
ensilaje. (11, 15, 53)

C) Betabacterium

Los que se encuentran en la leche, se desanollan muy lentamente y producen
poco acido, en forma de una mezcla de acidos lactico, acético, succinico, etc.;
producen también un poco de alcohol. Su caracteristica dominante es la produccion
de gas en cantidad importante durante la fermentacién de los azdcares. Su intervencidn
en la leche es netasta, puesto que pueden provocar el hinchamiento precoz de la
cuajada o del queso recientemente fabricado.

a) L _fermentii

Es termdfilo; forma parte de la microflora de los cuajos naturales, y como se
encuentra en abundancia, es responsable de la "apertura de los quesos de pasta
cocida.

b) L _brevis

Es mesdfilo y no se desarrolla por encima de los 38°C, puede provocar el

hinchamiento de los quesos de tipo Holanda.

D) Bifidobacterium

Son bacilios heterofermentativos, sin produccién de biéxido de carbono.
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a) L. bifidus

Se diferencia de todos los otros lactobacilos, por crecer en condiciones
estrictas de anaerobiosis y por su marcada tendencia a formar células ramificadas. Se
encuentran como diversas cepas en el intestino del hombre. Se sabe que en el
intestino de los adultos, la flora bacteriana intestinal gram positiva puede estar

constituida hasta mas del 95% de cepas de L. bifidus. (11, 15)

Demeter (10) en la tabla 9 nos da la diferenciacion del género Lactobacillus .

1.5 MICROBACTERIUM

Las bacterias de este género son pequehas, bacilares, inmoviles, gram +, no
esporuladas, catalasa +, aerébicas, homofermentativas, producen acido lactico y, a
veces adoptan forma de empalizada. Microbacteriym lacticuim es una especie muy
abundante. Las microbacterium son muy resistentes al calor, aun no produciendo
esporas. Crecen entre los 15y los 35°C, siendo la temperatura 6ptima de crecimiento

de unos 30°C. (15, 16)



Tabla 9 Diferenciacién del género Lactobacillus. (11)
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Fermentacion o desdoblamiento de Crecimiento
A(°Q):

Lactosa| Sacarosa Maltosa 15 45 48 |

Thermobact. lactis + +_ . + N h:-_ﬁ—_-n-_ |
Thermobact. bulgaricus + - - - + &
Thermobact. jughurti + - - - + +
Thermobact. helveticus + - + - + +
Thermobact. acidophilus + + + - \ e
Streptobac. casei + v v + - -
Streptobac. plantarum + + + + Vv -
Betabact. brevis - - + + - -
Betabact. fermentii Vv A + - + -

Interpretacién de los signos:

+ = Fermentan o positivos.

- = No fermentan o negativos.

V = Resultados variables.

1.6 .- PROPIONIBACTERIUM

Son bacterias pequefias, inmdviles, gram +; no esporuladas, catalasa positiva,

anaerdbicas o aerdbicas, generalmente bacilares, a menudo en forma de cocos y, a

veces en cadenas. Fermentan el acido lactico, los carbohidratos y los polialcoholes

a acido propidnico, &cido lactico y biéxido de carbono. En el queso Gruyere ciertas

especiesrLELQQigmnaclgm.Lm_shﬂmamn_fermentan los lactatos produciendo gas que
ayuda a la formacién de hoyos, contribuyendo también al sabor. (11, 15, 16)

La familia LACTOBACTERIACEA y sus divisiones se muestran en la siguente tabla 10.
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l.- ACTIVIDAD MICROBIANA SOBRE LOS COMPONENTES DE LA LECHE

La forma en que se lleva a cabo la accidn microbiana sobre los principales
componentes de la leche, es decir, la ruta gue sigue el microorganismo para producir
los metabolitos de interés en la industria lactea se analizara con respecto a carbohidratos,

citratos, proteinas y lipidos.
I1.1 Carbohidratos

S, lactisy S. cremoris tienen dos modos de accidn sobre la lactosa antes de ser
finalmente asimilados; uno es el hidrdlisis de ta lactosa por la accion de la enzima B-
galactosidasa, que rompe la lactosa en glucosa y galactosa, como se muestra en las

figuras 2y 3. (43)

Figura 2: Mecanismo enzimatico para la hidrdlisis de la lactosa por medio de la

enzima f3-galactosidasa. (51)

Molécula do 4 - O 8 galactopiranosil
D - glucoptranosa en el sitio activo da
|8 enzima B - galattosidasa

CHeOH  OM

Comnplejo B-
gaiactoadasa-
galactesa+gucosa




Figura 3: Ruta de asimilacién de la lactosa cuando es hidrolizada por la

B-galactosidasa en estreptococos; (p-CMB) p-cloromercuribenzoato; (I1A)
idoacetato; (F-) fluoruros; (PTS) sistema fosfotransferasa; B-D-
fosfogalactosidasa galactohidrolasa (P-B-gal); (HK) hexocinasa, (PK)
piruvatocinasa; (TMG) metil-B-D-tiogalactopiranésido; (2-DG) 2-deoxi-D-

glucosa. (44)
lactosa 2-DG
pCMB —| — (galactosa TMG) giu?osa
Lac glu
PTS \PTS
(lactosa-8-fostato)™* \y
T™MG-P P--gal 2DG-P
y . glucosa HK
°galac|:tosa-6-P i gIPcosa-e-P
lagatosa-6-P *structosa-6-P
QATP ATP ]
sapp ADP

tagatosa-1.6-diP

fructosa-1.6-di-P

— ———=Glicaraldehido-3-P

y £ .
dihidroxiacetona-P =

A ¢l sistema-PT <

Ruta de la
D-tagatosa-6-P

— — =4 — 1 AApCMB
1.3-diP-glicerato

ADP D |
ATP g
3-P-Flicerato T
v
2-P-’§Iicerato |
— _|. - F
\
Fosloenolpiruvato T

ADP
Mg* )
ATP R

piruxato

lactato
Embden-Meyerhof

ruta glicolitica
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El otro modo de accién es por medio de la enzima lactosa deshidrogenasa que

oxida la lactosa en lactobionato d-lactona antes de su rompimiento en gluconato y

galactosa como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Oxidacion de la lactosa y glucosa a través de las rutas de las

Hexosas Monofostato (HMP). (44)

Glucosa

Lactosa > Lactobianato

|

7

Gactosa <—__/

dLactosa

yF == 6 Glucosa 6-fosfato e —i—y
l N
I 6 NADPH 6 Fosiogluconato
|
| & NADPH* —; :
I e 7 80D,
| 8 NADPH Ribulosa 5-fostato
| v
| Ribosa 5-fostato
| Xilulosa 5-fosfato
I Xilulosa 5-fosfato NP
| Sedoheptulosa 7 fosiato
I Gliceraldehido 3-fosloro
I / \
|
. Eritrosa 4 fosfato L Fructosa 8-fosfato
I ‘>\l;\ i
I [ Gliceradehido 3-iesfate | [ Fructosa 6-fosfato |
| y 3
| Giliceradehido 3-ostato | Glucosa 6-osfato
| Dihidroxiacetona fosfato
A v
| Fructosa 1.6 difostato
' IS —,| P,
| | Fructosa 6-osfalo |
| ¥
N Glucosa 6-fosfato 1




31

A pesar de que los estreptococos mesdéfilos en general presentan poca o nula
actividad de B-glactosidasa, esta enzima sa ha encontrado en S, lactis y S. cremoris
(23, 44). En el caso de S, thermophilus, un estudio demostrd que cuando se agregaba
galactosa extracelular al medio de cultivo dicho azicar inhibla fa actividad de 8-
glactosidasa debido a que interferian en el trasporte dentro de la célula de la lectosa.
(21)

En los lactobacilos la actividad de 3-galactosidasa parece ser mas comun ¢como
lo demuestran los estudios realizados por Toba {60) en 1981 donde encontrd actividad
en todas las especies de lactobacilos, exepto en L_casei,

Debido a la poca o nula actividad de B-galactosidasa en los estreptococos
lacticos, al compararse con la actividad apreciable de B-fosfogalactosidasa, ésta

~encima parece ser la mas importante para a asimilacion de la lactosa. (44)

La B-fbsfogalactosidasa rompe la lactosa fosfato en glucosa y galactosa 6-
fosfato. La glucosa es metabolizada por la ruta de Embden-Meyerhoff hasta acido

lactico, como se muestraenlafigura 5.
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Figura 5: Diferentes rutas en el metabolismo de la galactosa en los esterptococos,
asf como los productos finales del metabolismo. Los ndmeros indican las

secuencias de las reacciones (Pérez)

galactosa
galactosa  |aclosa ,gluoosa
1 - galactosa ,
-
lactosa . _—» glucosa \
fosfato glucosa-1 galactosa-1-fosfato
fosfato L
J, / '\ USI?ﬂalactosa
tﬂgatﬂsa'e glucosa—ﬁ b . uDpP glucosa
fostato fosfato
4 6-fosloluconato
galactosa-6 fructosa-6 ribosa-5-1osfato — ribulosa-5-fostato
fostato fosfato
y _ xilulosa-5-fostato
tagatosa 1.6 fructosa-1.6 eritrosa-4
difosfato difostato fosfato
) R
dihrxi-acetong________: gliceraldehido-3-fofato
fostato ! sedoheptulosa
¥ -7-fostato acatil
1.3-difosfaglicerato fosfato
— malato a-cetoglutarato
‘5 glutamata.
oxaloacetatn «——» piruvato—"_ Talanina
citrato lactato a-acfetolaclato 2-butanona
acetil acetil acetoina —— 2.3 butanodilo
fosfaloe—————’ ; Coa 1
A i — diacetilo
\— acetato — acetaldshido
a-cto- l acetoacetato —><» acetona
hidroxibutirato etanol
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treonina glicina

En la siguente figura 6 se muestra la férmula del acido lactico: (15)

H OH OH
| } /
H—¢C — Cc — C
| | \
H H 0
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El atomo de carbone que aparece sefalado con un asterisco (*) tiene ¢cada uha
de sus valencias satisfechas por grupos diferentes, de esta manera el compuesto
tiene actividad dptica y puede existir como &acido lactico L(+), levogiro; D(-}, dextrégiro
y como &cido l4ctico DL (una mezcla de dos formas que no tienen actividad éptica),
todo depende del microorganismo causante de la fermentacién. En la mayoria de los
casos, los estreptococos metabolizan mas de 90% de la lactosa a acido lactico,

aunque este acido no es el Unico metabolito de interés. (15)
1.2 Acido citrico - Produccion de diacetilo y acetoina.

Existen ciertos metabolitos de gran importancia en la industria lactea que estan
directamente involucrados en la produccién de sabor en productos tales como

mantequilla, buttermilk y quesos. (44, 26)

Las principales bacterias que fermentan los citratos son_Leuconostoc citrovorum
y Strepiococcus lactis subsp. diacetylactis para dar diacetilo (2, 3 - butanodiona ),
acetil-metil carbinol (acetoina o 3-hidroxi-2-butanona), 2, 3 - butileno glicool (2, 3 -
butanodiol), biéxido de carbono, acido acetico y acido propiénico como productos

principales.

De entre los productos formados en la fermentacion de citratos, sin duda alguna

el diacetilo es el que mas contribuye al sabor y al aroma. (15)

Todas las cepas de esto organismos fermentan la glucosa y la fructuosa con
produccién considerable de acido lactico, primordiaimente &cido lactico D(-). La
formula del diacetilo y la aceto/na, productores de sabor y aroma, se muestran en las

figuras 7 y 8.
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Figura 7: térmula del diacetilo (15)

O —0

I— IXI—=X
|

Figura 8: formula de acetoina (15) (acetil metil carbinol)

OH

o
| |
| |
H H

I— T —X

S, diacetyvlactis fermenta ios carbohidratos principaimente por la bien conocida
via de la glucdlisis hasta dcido piravico, para abtener energia y permitir ia sintesis de

material celular. Esto lo podemos observar en [a figura 9. (44)

Figura 9: Ruta biosintética de 10s estreptococos lacticos para la producciéon de

diacetilo a partir de citratos.

Citrato —— Oxalacetato ——= Piruvato

TPP
\L (_aCO2
Acetaldshido
23 Acetil-CoA
y CoA SH
Butilenglicol 2 >Acetoina «——  Diacetilo . TRP

NADH«—__ 5 NAD NADH s———NAD




CoA = Coenzima A
TPP = Pirofostato de Tiamina  {(42)

El suplemento de NAD esta limitado y el NADH + H debe ser reoxidado para
continuar la oxidacién de 1a glucosa. El mecanismo primario utilizado por las bacterias
lacticas es utilizar el piruvato como aceptor de hidrégeno y formar &cido lactico, por
lo tanto en ausencia de otro aceptor de hidrégeno poco 4cido pirdvico esta disponible

para la produccidon de diacetilo y acetoina. (3)

Cuando el citrato esta presente en el modelo, los microorganismos tienen una
via alternativa para la produccién de acido piravico, sin la produccion simultanea de
NADH. Por la degradacion del citrato no hay produccién de energia pero existe acido
piravico es exceso que se puede utilizar en la sintesis de diacetilo y acetoina. La
citrasa es constitutiva de S§_diacetylactis, El mecanismo de accion de esta enzima lo

podemos observar en la figura 10.

Figura 10: Mecanismo de accion de la citrasa en la utilizacion de citratos por

leuconostocs y estreptococos

Citrasa
CH,— GOOH > CH, — COOH COOH
Mn™ oMg” + ’ »
HO _ C _ COOH COCH co, c _ ©
cLu, COOH c|: = 0 / cH,
Ac. citrico Cll-l2 — COOH Acido Piravico

Ac. acético + Oxalacetato (4)




36

La cantidad de diacetilo producida no sera importante mientras el pH del medio
no baje hasta valores de 5.5 0 menos; esto se debe a que la citrato permeasa, enzima
responsable de la entrada del citrato a las células es mas activa a estos valores de pH.
También la diacetilreductasa (reduce el diacetilo a acetoina) es a su vez menos activa,
lo que permite la acumulacién de diacetilo en el producto Idcteo elaborado. También
el crecimiento bacteriano a pH's bajos es mas lento, resultando en una mayor
dispenibilidad de Acido pinivico para su uso en la produccon de diacetilo, debido a que

las células requieren menos piruvato para las sintesis de materiates calulares. (44)

1.3 Proteinas

Los microorganismos juegan un papael muy importante en la degradacion de
las proteinas de la leche y subproductos atn cuando hay grandes diferencias en la

actividad proteolitica entre una cepa y otra. (44)

Para los estreptococos iacticos aumentar su nimero de células en la leche es
funcién de su sistema enzimatico proteciftico asociado a su pared celular que cataliza

la hidrélisis de la proteina lactea a péptidos de 7 a 16 aminoacidos residuales.

El sistema proteolitico de estas bacterias abarca dos categorias:
1) proteinasas,
que hirolizan proteinas nativas
2) Peptidasas,
que rompen los enlaces de los péptidos producidos por la accién de proteinasas.
ambas encontradas tanto intracelular como extracelularmente y su gran importancia

radica en su participacion durante la maduracion de los guesos. (24)
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Estas enzimas, sumadas a la renina y las proteasas de la leche producen una
hidrlisis parcial de la caseina, lo cual resulta en las tipicas modificaciones en el sabor
y textura de los quesos madurados. En la figura 11 se muestra la manera en que se
lleva a cabo la degradacion proteolitica durante la maduracion de los quesos por

microorganismos.

Figura 11: Degradacion protedlitica de proteinas por mocrocrganismos iniciadores en

queso. (42)
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El crecimiento de microorganismos depende de un suplemento adecuado de
fuentes viables de carbono y nitrégeno. Si los organismos iniciadores poseen la
enzima que hidroliza |a lactosa, la fuente de carbono es ilimitada. Sin embargo, no
sucede lo mismo con la fuente de nitrégenc porque los péptidos y aminoacidos libres
estéan presentes sblo en grado limitado en la leche, por la limitada capacidad
biosintética de los iniciadores y su requerimiento dé aminoacidos para crecer es de

gran importancia la seleccién de cepas con alta capacidad proteolitica. (49)
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La mayor parte de las investigaciones en esta area se orienta a la localizacién
de nuevas enzimas que intervienen en la degradacién proteolitica como en 1987 lo
hicieron Jaques Meyer y Regula Jordi, (41) en la purificacion y caracterizacion de la
enzima X-prolyl-dipeptidil-aminopeptidasa extraida de Lactobacillus lactis y
Streptococus cremoris que hidroliza péptidos después de ia prolina, cuando el

aminoacido esta en la pendltima posicion.

1.4 Lipidos

Las bacterias acidolacticas son sélo un poco lipolificas en comparacién de otros
grupos de bacterias como Pseudomonas. Aerobacter. Acinetobacter y Flavobacterium.
Los estreptococos lacticos usados en la fabricacion de quesos contienen un sistema
enzimatico complejo, proteolitico y lipolitico que se considera critico en el desarrolio

del sabor y textura del queso. (23)

La lipdlisis durante la maduracién de los quesos, es, en primera, el resuitado de
la hidrélisis de la grasa de la leche catalizada por varias enzimas bacterianas
estereoliticas y lipoliticas, cuyos productos incluyen el acetaldehido, formaldehido,
cetona, 2-butanona, 2-petanona, 3-metilbutanol, 2-heptanona, 2-nonanona, 2-
ondecanona, 2-tfridecanona, 2-pentadecanona, diacetilo, 2-decanol, 2-dodecanol y

acetoina, todos infiuyen considerablemente en las propiedades sensoriales. (44, 13)
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IV.- PRODUCCION, CONSERVACION Y UTILIZACION DE INICIADORES

Conocemos como iniciadores a las bacterias activas crecidas en leche o suero,
adicionadas durante la industrializacion de la leche, para impartir ciertas caracteristicas
y una cantidad predecible a 10s productos de ella derivados. El cultivo puede ser una
cepa de un microorganismo ¢ varias cepas y/o especies llamado cultivo mixto. Los
cultivos iniciadores son hoy generalmente liofilizados ¢on componentes de la leche y

distribuidos comercialmente en estado seco o congelado. (29, 44)

En los afios de 1910-1920, Orta-Jensen, Von Freudenreich, J.M. Sherman,
Hammer y otros microbidlogos de la leche renombrados, por separado, aislaron
bacterias y prepararon con ellas cultivos puros para leches y quesos fermentados.
Entre estos microorganismos se encontraban los estreptococos lacticos, leuconostocs,
lactobacilos y bacterias acidopropidnicas. (29) Actualmente la produccién de iniciadores

se realiza a escala industrial y a continuacion se detalla este proceso.

IV.1 Produccién de iniciadores lacticos

1V.1.1 Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de las bacterias.

En la produccién de altas concentraciones de microorganismos de interés
lactolégico, la leche ha dejado de ser el medio 6ptimo para su crecimiento, ésto ha sido
principalmente debido a la dificultad que presentan las bacterias para efectuar ia
degradacién de la proteinas y satisfacer sus necesidades nitrogenadas, es decir, que

al ser propagadas en leche se tornan dependientes de su actividad de proteasa. (6)

Otro factor que hace a la leche no ser el medio ideal, es la aita concentracion



de lactosa que posee, pues cuando los microorganismos alcanzan la fase estacionaria
del crecimiento siguen produciendo acido l&ctico que al acurriularse, los perjudica.

(53)

Ademas, también influyen los inhibidores presentes en |a leche cuando ésta
proviene de animales fratados con antibidticos. Por esto hay una continua bisqueda
de medios de cuitivo mas econdmicos que satisfagan las necesidades de este tipo de
bacterias, como la utilizacién del permeato de suero (solucién de lactosa y sales que
resultan de la ultrafiltracién del suero de la leche para recuperar las proteinas) por
Cristopherson y Zottola en 1989, (9) y la leche en polvo ultrafitrada procesada por
calor por Premaratne y Cousin en 1988. (46)

Aun asi, la leche sigue usandose como medio de propagacion de los cultivos
a nivel planta, por lo que debe cumplir una serie de requisitos para poder usarse con
esta finalidad:
1.- Provenir de vacas normales y sanas que estén secretando un producto de
naturaleza fisico-quimica normal.
2.- No ser originada de animales que.estén siendo tratados con antibidticos, sultamidas
u otros agentes terapéuticos que puedan inhibir el crecimiento microbiano.
3.- No tener un nimero excesivo de bacterias pues podrian sobrevivir a la pasteurizacion

y desarrollarse en el cultivo.
IV.1.2 Influencia del control del pH en el medio de cultivo

La poblacién aicanzable de cultivos l&cticos se puede incrementar notablemente

si se mantiene el pH del medio constante a niveles favorables. (44)
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El pH 6ptimo encontrado para los esterptococos lacticos varia entre 6.8 y 6.0
con lo que la biomasa puede alcanzar niveles hasta 15 veces mayores. Aunque puede
no haber diferencias significativas a valores de pH entre 5.5 y 7.0, si debe recalcarse

el gran aumento alcanzado a pH controlado. (44)

El compuesto utilizado en el control del pH también puede infiuir en los niveles
de biomasa como lo reporta Gilliland en 1977, (17) donde comparando el hidréxido de
amonio y el hidrdxido de sodio, el primero permitio alcanzar de 1,5 a 25 veces mas células

a un periodo de incubacion menor.

En el caso de L_acidophilus Gilliland en 1990 menciona como pH éptimo de
cultivo a 5.5. (19)

IV.1.3 Influencia de la temperatura en el medio de cultivo

La temperatura es otro parametro a considerar de gran importancia. Las
bacterias acidolaticas de mayor imporiancia en la industria lactea, tiene temperaturas
optimas de crecimiento entre 10s 30°C y los 45°C dependiendo de la especie que se

trate. (44)

Para S. cremoris la temperatura éptima de crecimiento varia entre cepas de

28°C a 30°C, de igual manera para S, Lactis (44)

En el caso de S, _thermophilys se reportan temperaturas entre 35 y 42°C
dependiendo de la cepa y para L._bulgaricus entre 43 y 46°C. (48)
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IV.1.4 influencia de la Actividad acuosa Aw

Larsen et al. en 1989 y 1990, (33 y 35) reportaron que al modificar la Aw de la
leche, habia cambios en la produccién de acido y crecimiento por L. bulg. y S, therm,

IV.1.5 Cultivos simples y cultivos mixtos.

Muchos cultivos utilizados en Ameérica, contienen dos 0 mas cepas 0 especies
de microorganismaos lacticos, con el propdsito de incrementar el sabor, Las cepasy
especies son seleccionadas por su velocidad de crecimiento y produccién de acido
lactico, por la fermaciébn de aroma y bidxido de carbono, por su resistencia a
bacteriéfagos y algunos por dar viscocidad a los productos. En el caso de queso

cottage hace falta una produccidn rapida de acido y aroma {1, 29)

Para producir la combinacién de cepas 0 especies los microorganismos se
preparan como mezcla y se adicionan a la leche, esperando que no haya un

desbalance en los componentes y cada cepa haga su contribucion. (6)

IV.2 Conservacién de iniciadores

Para llevar a cabo una seleccion adecuada de una determinada cepa es
necesario tomar en cuenta aspectos tan importantes como:
1) Temperatura de crecimiento y actividad
El grade éptime no es siempre el mismo para las distintas actividades, por ejempio,
algunos estereptococos lacticos dan un aroma mas pronunciado a un temperatura

inferior a la 6ptima para su crecimiento y produccion de acido. Es igualmente



necesario considerar la temperatura limite de crecimiento y la resistencia al
calentamiento. (1)
2) Acidificacion

La aptitud de un cepa determinada no se mide solamente por el maximo de acidez
que puede producir, @s necesario conocer también la velocidad de acidificacion. La
siguiente curva muestra la sucesién de las faces del desarrollo microbiano, por una
parte, y por otra, el desface de la curva de acidificacion. Aqui pcdemos distinguir
cuatro partes en la curva, correspondiente al nUmero de organismos, expresando

en logaritmo, con respecto al tiempo de incubacion.

Figura 12: Curvas de crecimiento y acidifacacién de una bacteria lactica. (1)
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La fase de lactancia o de adaptacion (1) depende del volimen inoculado y del estado
fisioldgico de las bacterias, puede ser muy corta ¢con un indculo procedente de un
cultivo aditivo; la fase logaritmica (2) tiene una pendiente constante para una cepa
dada y un medio dado; cuando se acaba el nimero de c¢élulas se acerca a su
maximo ¥ la acidez esta aun lejos de su valor limite. Las dos Ultimas fases son las

da maxima (3) y de descenso (4) y corresponde al agotamiento de sustancias



nutritivas en el medio, o bien a la concentracion de una sustancia inhibidora
resuitante del metabolismo microbiano, por ejemplo ei acido lactico. (1)
El poder acidificante esté en relacion con la resistencia de cada cepa en los medios
acidos. Los estreptococos, que producen de 0.5 a 1% de acido y rebajan el pH hasta
4.5, no soportan la acidez producida por los lactobacilos, estos utimos pueden bajar
el pH hasta 3.5.

3) Produccion de sustancias aromaticas
En el caso de las cepas empleadas en lactologia, se busca especialmente la
produccion de diacetilo, para quesos. En el caso del yoghurt no es el estreptococo,
sino el lactobacilo el productor de sustancias aromaticas. (1)

4) Actividad proteolitica
Las bacterias lacticas tienen una accién proteolitica muy limitada durante Ia
preparacién y utilizacién de los cultivos. No ocurre lo mismo en la fabricacion de
quesos, donde la accidn de sus proteasas se afade a las del cuajo para degradar
la caseina.
En el caso de 8. lactis, especie comin como fermento. éste tiene una actividad
proteclitica muy débil en relacién a los lactobacilos La seleccién de las cepas con
alto nivel de acti\fidad proteasa es de gran utilidad en la aceleracidn de la
maduracion de los quesos, ya que da una protedlisis més rapida.

5) Variabilidad de las cepas
Durante los periodos de tiempo prolongados, ciertas cepeis varian su poder
acidificante, mientras que otras presentan una buena estabilidad La disminucion
del poder acidificante es mas frecuente en los medios artificiales que en la leche
Asi mismo, también influye el lugar de origen de la cepa pues éstas pueden no

comportarse de la misma manera en otro lugar a menos que tengan una gran
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capacidad de adaptacién. (1)

6) Viscosidad de los cultivos
Es interesante conocerla cuando se trata de cepas para leches fermentadas y
quesos de pasta fresca. La viscosidad depende de las propiedades de la cepa, la
acidez alcanzada, asi como la temperatura de pasteurizacién de la leche o de la
crema tienen también una influencia comprobada. (1)

7) Sensibilidad a los fagos
Probablemente existen bacteriéfagos especificos de todas las cepas de bacterias
lacticas que se utilizan como fermentos, y constituyen una de las causas mas

importantes de produccién lenta de acido. (1)

Una vez seleccionada la cepa de Iinterés, es nesesario elegir el método mas
adecuado para su conservacion, €l que debe preservar y mantener todas las

caracteristicas de |la especie. Las técnicas mas utilizadas son:

A) Resiembra peridédica a medios frescos
Este método de transformacion se utiliza en los microorganismos de interés lacto-
légico primordialmente en periodos de experimentacion cortos, pero muy pocos a
escala industrial, dada la frecuente contaminacién con fagos. Cuando se va a
emplear este procedimiento para mantener una coleccidon de cuitivos, se deben
determinar tres cosas: €l medio de cultivo adecuado, |la temperatura propia para
incubario y mantenerlo y el tiempo necesario para hacer las resiembras. (43)

B) Preservacién con una capa de aceite mineral
Muchas bacterias se preservan bien cubriendo el agar en que estan creciendo con
aceite mineral estéril. Para cultivos en agar inclinado debera cubrir mas o menos 1.5

cm del pico del agar. El mantenimiento de la viabilidad bajo este tratamiento varia
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segun la especie pero generalmente, es cuestion de anos. (43)
C) Licfilizacién
Es el proceso de congelar y sublimar el agua de la preparacién congelada, es decir,
las éélulas se secan rapidamente mientras son congeladas.

Cientos de microorganismos son capaces de ser congelados por liofilizacion durante
largos pericdos, cuando son mantenidos al vacio, aparte el volumen es reducido y
los cultivos son facilmente almacenados. La liofilizacion se ha utilizado en la
conservacion de los microorganismos de interés lactoldgico, alcanzando buenos
resultados tanto manteniendo la viabilidad como también la actividad de los cuitivos.
(59)

D) Congelacién

La facilidad con que se puede obtener nitrégeno liguido (temperatura de -196°C)
ha permitido a los investigadores usarlo para la conservacion de cultivos. Se acepta
generalmente que las células en; la fase estacionaria maxima son mas resistentes
al dafio por congelacién y descongelacion que las células en la fase inicial o
logaritmica de crecimiento. El porcentaje de células sobrevivientes también se
incrementan con la densidad celular, posiblemente porque las células lisadas
pueden producir sustancias crioprotectoras.

En este procedimiento, las células son congeladas con un agente protector como

glicerol 0 dimetil sulfdxido. (43, 19)
IV.3.- Utilizacién de iniciadores
Los microorganismos iniciadores dependen en gran medida del producto por

elaborar, ya que cada especie bacteriana o fungica tiene caracteristicas especiales

en cuanto a degradacion y produccion de metabolitos, que influyen en aspectos
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sensoriales del producto determinado. (15, 43)

Las fermentaciones son un método para modificar las condiciones de un

producto, para hacer, lo mas atractivo su consumao.

La formacién de sustancias de sabor y olor se debe fundamentalmente, como
se menciond anteriormente, a la accién de Ios iniciadores en los componentes de la
leche, en particular en las proteinas y lipidos. Para ejempilificar las fermentaciones,
podemos observar la tabla 11, que nos muestra los microorganismos utilizados en los
productos lacteos fermentados mas comunes, su tuncién principal y l0s compuestos

involucrados en la formacién de sabor y olor
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V.- ASPECTOS TECNICOS EN LA ELABORACION DE PRODUCTOS LACTEOS
FERMENTADQS

V.1 YOGHURT

El yoghurt es un producto lacteo fermentado que resulta de una simbiosis entre
bacilos acidolaticos (Lactobacillus bulgaricus) y estreptococcs terméfilos
(Streptococcus thermophilus).

Para el control del proceso resulta importante la proporcion que guardan entre
si. En un buen yoghurt deben encontrarse alrededor de 100 bacilos por cada 100-120

estreptococos. (10)

El yoghurt industrial se hace con leche de vaca, en generai muy descremada
y a veces enriquecida en extracto seco por adicion de leche en polvo, en una
proporcion alrededor del 2%. Se somete a una intensa pasteurizacién a 85°C durante
30 a 60 segundos. La siembra se realiza por adicion del 2% al 5% del fermento lactico
y la mezcla se distribuye en recipientes, que se llevan a la incubadora a 45°C; tras 2

a 5 horas la leche se cuaja y dichos envases se enfrian rapidamente. (1)

La leche debe ser de alta calidad, evitando principalmente aquella que
contenga antibidticos residuales, resultantes de |la terapia de mastitis en las vacas,
los cuales inhiben el crecimiento de las bacterias acidolacticas y, por tanto, la
produccion de acido, ademas de que pueden ocurrir serios problemas a consumidores

alérgicos o sensitivos. (34)
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El alto valor terapéutico del yoghurt ha sido definido por muchos investigadores,
el consumo de éste, es comun en las areas del mundo donde la absorcién deficiente
de |la lactosa es predominante, pues sa ha encontrado que dicha leche fermentada
es bien tolerada por los sujetos deficientes en lactasa; (18) pero el efecto benéfico del
yoghurt depende de la ingestién de bacterias viables y la superviviencia de los
microorganismos es afectada por el pH del medio. Como S, thermophilus no es acido
tolerante como L._bulgaricus, aun se cuestiona si el organismo sobreviviria a las
condiciones del pasaje gastrico. En 1987 Wong et al. (citado por Shah et al, 1990) (57)
no pudo demostrar que S, thermophilus sobrevivia a condiciones acidas, pero si que
su- enzima B-galactosidasa no sélo resistia tales condiciones, sino que ademas
ayudaba a la digestion de la lactosa. En resumen, puede ser que las bacterias no
resistan al pH's tan bajos, lo cual sefria pensar que no contribuirian al enriquecimiento
de la flora intestinal, mas sin embargo. la enzima con actividad de lactosa puede
resistir y ejercer ia absorcion intestinal de 1a lactosa, aun asi no hay que olvidar que
el nimero de células viables es un factor de importancia en la calidagd del yoghurt (27},
ya que segun la FAQ (1977) en el producto final las bacterias deben estar viables y

en abundancia.

Cabe sefalar, que se han hecho investigaciones donde se ha tratado de
sustituir la leche de vaca en el yoghurt por otro tipo de ingrediente, como es el caso
de Chang que en 1990 reporté la utilizacién de leche de soya (8)

V.2 Queso Cheddar

El Queso Cheddar se origind hace muchas décadas en el pueblo de Cheddar

inglaterra, y ahora se encuentra distribuido por todo el mundo. Segun Alais en 1970



52

(1) se encuentra clasificado dentro de los quesos de pasta prensada.

En aquellos tiempos, las practicas sanitarias eran inadecuadas y permitian |a
ploriferacion de bacterias productoras de gas que dan al queso un sabor "sucio”. La
etapa caracteristica en la elaboracion de este tipo de quesos, la chedarizacién, se hizo

practica comun.

La chedarizacidn es la etapa en la que la cuajada templada es apiiada y
reapilada en la cuba durante dos horas. Durante este periodo el acido lactico aumenta
répidamente hasta liegar a un punto donde las bacterias coliformes son destruidas por
los iones de hidrégeno libres. Especificamente s6lo dos hoyos de gas estan permitidos
por la U.S.D.A. en grados para la calidad del queso. El color del queso Cheddar es

variable, blanco o amarilio, pero siempre uniforme y nunca moteado.

PRINCIPIO: El patrén de fermentacion para queso Cheddar es iniciado conla
cuajada de la leche coagulada con renina. El desarrollo del acido lactico a partir de la
lactosa por los estreptococos lacticos inicia tempranamente y continuda con firmeza en

la cuajada durante las etapas de fabricacion en la cuba de queso.

Los cultivos bacterianos usados para queso Cheddar son invariablemente
estreptococos acidolaticos (Streptococcus lactis ¥ Streptococcus cremoris). La figura
13 muestra como se lleva a cabo la preparacion de los fermentos lacticos, partiendo
ya sea de un cultivo Iflquido o de un cultivo liofilizado, para su adicion a fa leche antes

de la coagulacion. (29, 54)



Figura 13.- Preparacidn de fermentos lacticos. (1)
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Recientemente, Puchades et al. (47) encontro que ef numero de aminoéacidos
libres durante la maduracion, signo de una mayor protedlisis, era incrementado
ahadiendo cepas adicionales de Laciobacillus casei antes de la renina, este mismo
estudio ha sido respaldado por otros investigadores como Lee et al. (36, 37) Que en
1990 reportd resuttados similares, lo mismo que Laleye y Litopoulou (38) en el mismo
afo. En 1989 Litopoulou tambien aislé Pediococos, que podrian también estar

involucrados en la protedlisis.

En general, el proceso de elaboracién se basa en las siguientes etapas, que
se encuentran esquematizadas en la tabla 12 Después de la adicion de los cultivos
a la leche a una temperatura de entre 30°C y 35°C esita es cuajada, los cubos
formados son cocinados en el suero, usualmente entre 37 8 y 39.4°C El suero es
entonces removido y los cubos de |a cuajada, al tiempo que adquieren mas acido

lActico, forman un estado cohesivo Esta masa es cortada en bleques

E! apilamiento y reapilamiento de los bloques de cuajada por un periodo
proiongado es llamado chedarizacjgn. en esta etapa hay una represion de las
" bacterias coliformes productoras de gas. control de humedad en Ia cuajada y se da
elltiempo necesario para incrementar el acido lactico para separar el calcio de la
paracasefna dicalcica relativamente inerte y transformaria en paracaseina
monocalcica y paracaseina libre. Estas formas de caseina dan propiedades plasticas
al queso resultante, y suficiente substrato para la accion enzimatica permitiendo el

desarrollo de sabor y textura propios durante la maduracion (29)

Actualmente, la mayor parte del queso Cheddar producido es madurado a



2.2°C durante 4 a 12 meses.
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Los sistemas enzimaticos que estan activos en la maduracién y desarrolio del

sabor de estos quesos incluyen las proteasas, peptidasas, lipasas, aminio acido

descarboxilasas y amino acido deaminasas, aunque generalmente la protedlisis se

reconoce como un indicador seguro de la maduracion.

Tabla 12: Proceso general en la elaboracién del queso. (1)

Fases principales

1. Maduracién de la
leche (x fermento
l&ctico).

2. Coagulacion
(cuajado) (+cuajo)
3. Corte de la cuajada

y desuerado

(+ trabajo mecanico
0 cocido).

4. Colocacion en molde.

5. Salado.

6. Maduracion.

Cuajada fresca
+ iactosuero

Queso fresco

Queso salado

QUESO MADURADO

Aciones y modificaciénes

- Desarrolio limitado de la
microflora acidificante y,
a veces, de una flora
MiCrocOCos que prepara
el "Memrenc”.

- Formacién del gel.

- Ruptura del gel,
aceleractn de la
sineresis y
separacion de la
mayor parte del

agua.
- Acidificacion lactica que
favorece el desuerado
e inhibe determinadas
bacterias.

- Continuaciéon de desuerado
y de la destruccion de ia
lactosa; el contenido en
agua debe aproximarse al
valor 6ptimo.

- Secado (complemento
del desuerado).
- Influencia sobre el sabor.
- Seleccion de microorganismos.
- Influencia sobre las actividades
enzimaticas.

- Destruccién competa de la
lactosa.

- Neutralizacion de la pasta

- Pérdida de agua.

- Proteoilisis y lipolisis con
formacién de productos
aromaticos.

- Formacion de la corteza.




MATERIALES Y METODOS

La presente investigacién fue realizada en las instalaciones de {a Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, ubicada en el kilometro 17 de

la carretera Marin-Zuazua en el municipio de Marin N.L.

La duracién aproximada fue de siete meses, iniciando en agosto de 1990 para

concluir en abril de 1991.

E! objetivo principal fue aislar cepas puras de interés lactoldgico en estado viable
a partir de productos comerciales. Los productos utilizados con este prapésito fueron
yoghurt, queso cheddar y una mezcla de cultivos liofilizados recomendados para la

elaboracién de queso cheddar.

El material y equipo utilizado se cita a continuacién:

Material de vidrio (Matraces, pipetas, cajas de petri, etc.)

Mecheros

Cémara de sembrado

Azas de platino

Reactivos para pruebas bioquimicas ( que se especificaran en el texto)
Medios de cultivos selectivos (que se especificaran posteriorments)
Incubadora Blue M

Autoclave

Espectofotometro Sequoia Turner ajustado a 690 nm
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l.- AISLAMIENTO

Lo primero que se hizo fue obtener productos lacticos de interés. Se eligi6 el
yoghurt en presentacion natural y el queso cheddar en presentacién de bloque de
1/2 kg, la mezcla de cultivos liofilizados fue proporcionada por la Planta de Lacteos de

la Facultad de Agronomia de la U . A.N.L.

Una vez obtenidas las fuentes de microorganismos se procedié a sembrar en

medios de cultivo previamente consultados.

En el caso de las bacterias del yoghurt se probd su crecimiento en los siguientes
medios de cultivo: Agar Jugo de Tomate recomendado por Colomé et al. en 1986 que
contiene por litro de agua destilada 20 grs. de jugo de tomate, 10 grs. de peptona de
carne, 10 grs. de peptona de caseina y 11 grs. de agar bacteriolégico; Agar de Sagya
TLripticasa tomando de Desrosier en 1987 que por litro de agua destilada contiene 15
grs. de peptona de caseina, 5 grs. de peptona de Soya, 5 grs. de NaCl y 15 grs. de

Agar.

Agar lees que por 1000 ml. contiene 10 grs. de peptona, 10 grs. de extracto de
levadura, 5 grs. de lactosa. 5 grs. de sacarosa, 3 grs. de CaCQ, carbonato de calcio,
3 grs. de fosfato de potasio K,HPO, y 18 grs. de agar bacteriologico; y Agar Lactico
que por cada litro de agua destilada contienen 20 grs. de triptona, 5 grs. de extracto
de levadura, 2.5 grs. de gelatina, 5 grs. de glucosa, 5 grs. de sacarosa, 5 grs. de
lactosa, 4 grs. de Cioruro de Sodio NaCl, 1.5 grs. de acetato de sodio, 0.5 grs. de acido

ascorbico y 15 grs. de agar bacteriologico.



Para el cultivo de los estreptococos lacticos utilizamos estos medios de cuiltivo

Agar triptona v glucosa que por cada 1000 mi de agua destilada contiene 3 grs. de
extracto de came, 2 grs. de extracto de levadura, 5 grs. de triptona, 1 gr. de glucosa

y 15 grs. de Agar bacterioldégico; Agar 1acticp recomendado por Demeter en 1965
cuyos ingredientes por litro ya se mencionaron con anterioridad y el Agar selectivo
para estreptocacos que contiene por litro de agua destilada 14.4 grs. de Peptona de
Caseina, 5 grs. de Peptona de Soya, 4 grs. de NaCl, 1 gr de citrato de Sodio, 0.2 de
L-cistina, 0.2 g. de Suiifito de Sodio, 5 g de glucosa, 0.2 g de Sodio azida, 13 g de Agar

bacteriolégico.

Para cuiltivar las bacterias de yoghurt se utilizaron las siguientes técnicas sobre
cada uno de los medios.

a) Sembrar directamente en una azada del producto sobre la caja con medio
de cultivo.

b) En tubos de ensaye con caldo nutritivo (Por cflitro: 5 gr de Peptona de
Gelatina y 3 gr de Extracto de Carne se inoculd una azada del producto y se incubd
por 24-48 hrs. a 40°C, posteriormente se sembré en cajas de petri por los métodos de

estrias y difusion.

En todos los casos incubando a una Temperatura de 40°C por 24 a 48 horas.

Para la siembra de los cultivos liofilizados (polvo), se tomé una azada del poivo
y se inoculd en caldo nutritivo incubandose a una temperatura de 35°C por 24 hrs.
después de lo cual se sembré en cajas de petri con medio de cultivo por estrias y

ditusion, incubandose a 35°C por 24-48 hrs.

Para la siembra del queso Cheddar se hizo lo siguiente: en las condiciones mas



59

estériles posibles se desembolsd el queso y de su parte interior y con un cuchiilo estéril
se cortaron pequenos fragmentos que se introdujeron en tubos con caldo nutritivo, los
cuales después de una breve agitacion se incubaron a 30-35°C por 24 horas, después
de lo cual se transfirid a cajas con medios de cultivo por estrias y difusion. Incubando

a una temperatura de 35°C por 24-48 horas.

Después de 4 0 5 resiembras y desechar las cajas contaminadas se eligib el
medio de cuitivo apto para las bacterias de interés tomando en cuenta los siguientes
aspectos:

1) Facilidad para el manejo

2) Grado de clarificacion obtenido

3) Grado de selectividad

4) Facilidad de contaminacion

5) Rapidez de crecimiento

6) Disponibilidad de los reactivos

La forma de las colonias fueron checadas del medio de cultivo y se seleccionaron
varias de los distintos medios, posteriormente se checé su morfologia bajo el
microscopio utilizando la tincién diferencial de gram, la cual consiste en preparar un
frotis de la colonia seleccionada, que se cubre con una solucidn de cristal violeta por
un minuto, después de enjuagar se pone una solucidén de lugoi, se lava por 30
segundos con etanol al 95% y por Ultimo se utilza una solucidn de safranina como
colorante de contraste. Las bacterias estan clasificadas en funcién de la tincion del
gram en positivas y negativas. Las bacterias de interés lactologico son gram + por o

que se rechazaron las colonias que dieron negativa la tincién de gram.

Al mismo tiempo que se checo la tincidn de gram de las colonias seleccionadas,



también se chect la forma y disposicion de las células bacterianas (cocos o bacilos,

aislados o agrupados, en cadenas cortas, largas, racimos, etc.).

Una vez seleccionadas las colonias de caracteristicas apropiadas, se efectuaron
mas resiembras hasta obtener de cada una un cutltivo puro y por duplicade en caja de
petri con al medio de cuitivo apropiado. Los cultivos puros fueron conservados en

refrigeracién de 4°C para su uso posterior,

I.- IDENTIFICAC!ON

Para la identificacién de cada una de las cepas encontradas se procedid a
seguir una serie de pruebas bioquimicas basadas en las tablas publicadas por

Demeter en 1956 (10) para lactobacilos y estreptococos, y por Jacobs en 1960. (22)
Las pruebas realizadas se ordenan como sigue:

1) Fermentacién con azlcares

Para realizar esta prueba se eligié un caldo libre de azucares (caldo nutritivo),
aﬁadiéndole un 0.5% del azucar de interés (maltosa, fructuosa, sacarosa), se disolvié
y esterilizé en tubos donde posteriormente se inoculd el cultivo en cuestion, incubando

a 30-40°C por 24 horas, observando turbidez como presencia de crecimiento.

2) Prueba de la catalasa
En un portaobjetos se tomé una azada de la colonia y sobre el frotis se agregé

una gota de agua oxigenada. La sefial de efervescencia se considerd como que la
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muestra era catalasa + y la ausencia de efervescencia como catalasa -.

3) Crecimiento con Cloruro de sodio

Para esta prueba se utilizé caldo lactico (modificacidn del agar lactico sin afiadir
los ingredientes gelificantes, agar bacteriolégico y gelatina) con 2%, 4% y 6.5% de
NaCl en tubos de ensaye con una azada de la colonia en cuestion; se incubé de 30°C
a 40°C dependiendo de |a bacteria por 24 horas, checando la turbidez como signo de

crecimiento.

4) Separacion selectiva de Streptococcus thermophilus v Lactobacillus
bulgaricus:

Se prepararon tubos de leche magra estéril (leche natural), una serie de los
cuales cohtenia de 0.2-0.25% de azul de azul de bromotimol y otra de 0.05-0.1% de
verde de metilo. Después de inocular los tubos con una azada de yoghurt e incubar
a 40-42°C por 24 horas, en el azul de bromotimol se desarrollaban los estreptococos

y en el verde de metilo los lactobacilos.

5) Fermentacion de la leche magra para medir acidez y diferenciar Lactobacillus
biksss e | bacill idophil

Se colocé la leche magra en tubos de ensaye esterilizandose e inoculandose

con las cepas de interés al 1-2%, se incubd a 40°C. Se chect el descenso det pH cada
hora. Si el pH liegaba a 5 en menos de dos horas era Lactobacillus acidophilus.

6) Produccidn de diacetilo
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En tubos de ensaye colocamos 2 ml de cultivo de 24 horas incubado a una
temperatura de 30-35°C de la colonia a estudiar, se afiadieron 2 m| de Hidréxido de
Sodic al 40%, 1 ml de creatina al 0.2% disuelta en etanol al 95%, y a-naftol; la intensidad
del color rojo que se forma en la superficie después de mezclar bien da un Indice
aproximado del contenido de acetoina mas diacetilo segun Hammer en 1935,

mencionando por Foster. (15)
[I}.- Determinacién de condiciones dptimas

Una vez que se identificaron las cepas, se ¢ligié una de cada especie
encontrada y se determinaron sus condiciones 6ptimas de crecimiento (pH y
temperatura) y se determind su tiempo de generacion. Para ésto, se colocaron 10 ml
de caldo lactico en matraces modificados (matraces de 50 ml con un tubo de ensaye
adaptado para leer directamente al espectofotdometro.), se esterilizaron y se inocuiaron

cada una de las cepas.

Los indculos se prepararon un dia antes en tubos ¢on el mismo medio
incubados a temperaturas entre 30°C y 40°C para transferirios en la fase exponencial

de crecimiento.

El primer aspecto que se determiné fue la temperatura éptima de crecimiento,
para lo cual se ocuparon siete matraces con el medio todos ajustados a pH 7, variando
la temperatura de incubacién. Las temperaturas a probar fueron 20°C, 30°C. 35°C,

37°C, 40°C, 45°C y 60°C numeradas del 1 al 7, respectivamente.

Se realizaron mediciones espectofotométricas cada 30 minutos hasta llegar a



la fase estacionaria (aproximadamente 8 horas) midiendo la absorvancia de ia luz por

las bacterias a 690 nm.

Una vez determinada la temperatura 6ptima de crecimiento de cada cepa, se
procedié a determinar su pH 6ptimo, para la cual se utilizaron 10 matraces modificados
de 50 ml cada uno con 10 ml de caldo lactico ajustados a cinco diferentes pH's
utilizando un buffer de fosfatos 0.01 M cambinado el pH con HCI 0.1 N o con NaOH
0.1 N segun el caso. Los pH's probados fueron 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 los cuales se
hicieron por duplicado. Ya esterilizados los matraces, se incubaron con las cepas de

interés y se incubaron a la temperatura optima de cada cepa determinada en la

anterior prueba.

De la misma manera que para la temperatura, se hicieron mediciones cada 30
minutos. De los datos obtenidos en esta prueba se determiné el tiempo de duplicacion

segln la siguiente férmula:

k = 1

tg (tf-t0) (0.301)

Log,,Af -  Log,,Ac

donde:
tg= constante de la velocidad de crecimiento instantanea
(Tiempo de generacién o duplicacion)
k= constante de crecimiento (humero de duplicaciones por minuto)
Af= lectura de absorvancia final del intervalo
Ao= lectura de absorvancia inicial del intervalo

(tf-to)= diferencia de tiempo entre las dos lecturas (58)



IV.- Elaboracion de Productos Lacteos fermentados

IV.1 Yoghurt

a) Preparacion del stock

En tubos de ensaye con 10ml de leche pasteurizada se inoculé una azada
de la colonia de L_bulgaricus y en otro tubo de la colonia de S, lactis, ambas
cepas obtenidas en este trabajo. Posteriormente se incubd a 40°C por 24 hrs.

b) A un litro de leche se le enriguecié con un 3% de ieche en polvo para aumentar
su contenido de sélidos, después se pasteurizé a 72°C por 16 segundos. Una vez
pasteurizada se enfri¢ hasta 45°C.

c) Se inoculé la leche con el 1% de L _bulgaricus y un 1% de S_lactis

d) Se incubd a 40°C por 4 horas.

IV.2 Queso Cheddar

Preparacion de indculos:
1er. dia En 10 ml de la leche colocamos una azada de S, lactis y en otros 10
mi una azada de S, cremoris Se incubd a 35°C por 24 hrs.
2do. dia Se virtieron los indculos anteriores en matraces con 100 mi de leche
pasteurizada, incubandose a la misma temperatura por el mismo

tiempo.

Fabricacién del queso:
Pasteurizada la leche a 72°C por 16 segundos se ajusté la temperatura a 35°C,
después de lo cual se inoculé con el 1% de cada cepa. Se esperd de 15 a 30 minutos

hasta que la leche se acidificara hasta aproximadamente 2.1%. Con el cuajo se
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coaguld 1a leche durante 25 minutos depués de lo cual se cortd la cuajada y se agitd
durante 5 minutos. Elevamos la temperatura paulatinamente hasta 38°C por 45
minutos, agitando a intervales, desueramos la masa y la dejamos en reposo por 15
minutos, cortamos la masa en bloques pequehos después de lo cual procedimos a la
Chedarizacion. Apilames los blogques y los volteamos durante 15 minutos, hasta que
el suero alcanzoé un pH de 5.2 Los bloques los fragmentamos mas y salamos al 3%
Moldeamos y prensamos a 10-20 Ib por una hora Desmoldamos, volteamos y
volvimos a prensar a 60-70 Ib por 20 horas Se desmoldd y se secd la corteza a 13°C
con una humedad relativa del 70% durante 3 dias después de lo cual parafinamos y

maduramos a 4°C el mayor tiempo posible (29, 30, 40, 54)



RESULTADOS

.- Aislamiento

De los medios de cultivo utilizades, el que mejor resultado nos dio fue el Agar
Lactico ya que resulté en un buen crecimiento y diferenciacion de tas colonias de las
bacterias de interés tanto las del yoghurt como las del queso, lo0 que nos facilité el
seguir trabajando con ellas, pues para establecer los cultivos puros a través de

resiembras s6lo preparamos un s6lo medio de cultivo.

En el caso del medio de jugo de tomate el inconveniente que encontré fue el
mismo jugo de tomate ya que su presentacion opaca impedia una buena clarificacion
del medio y, por tanto daba una mala diferenciacion de las colonias, con respecto al
agar soya tripticasa resultd poco selectivo pues permitia el crecimiento de otros tipoé

de bacterias (contaminantes) y el agar lees nunca logré una clarificacion completa.

Para aislar los estreptococos, el agar selectivo, resultd poco efectivo pues las
colonias no alcanzaban gran tamafo ;' el agar triptona glucosa resultd con ciertas
ventajas pero era muy similar al agar lactico el que ademas tenia mas nutrientes 1o cual
se reflejo en un mayor tamaiio de las colonias y una mejor diferenciacion de ellas. La
tabla 13 nos muestra la selectividad de los medios de cultivo que utilizamos en este

trabajo.
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Tabla 13: Selectividad de los medios de cultivo para bacterias acidolacticas

MEDIO DE CULTIVO LACTOBACILOS ESTREPTOCOCOS

Jugo de Tomate *
Soya Tripticasa * .
L4ctico ¥ )

Selectivo para estreptococos

Triptona-glucosa

Utilizando el agar lactico y las técnicas ya mencionadas logramos aislar dos
especies de estreptococos y dos especies de lactobacilos los que mantenidos a 4°C
en cajas de petri separados por cultivos puros procedimos a su identificacién por
pruebas bioquimicas. La eleccion de la temperatura de refrigeracion fue la recomendada
por Tsai et al. 1989. (61)

|l.- IDENTIFICACION

Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas los podemos resumir en
las siguientes tablas. La tabla 14 muestra los datos obtenidos al trabajar con los
estreptococos lacticos aislados a partir de dos mezclas de cutivo liofilizados claves
101y 11, y queso cheddar. Las claves de las muestras las podemos interpretar de la
siguiente manera: L 101 y L 11 de la letra g hasta la letra { significa que las muestras
fueron obtenidas de las mezclas de cutivos liofilizados clave 11 o 101 y cuatro colonias
elegidas al azar sembradas como cultivos puros. CHCH del nimero 1 al 3 significa que
las muestras fueron obtenidas a pariir de queso cheddar de tres diferentes colonias

de bacterias.



Tabla 14: Resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a los estreptococos

lacticos.
Muestra Crecimiento Crecimiento Crecimiento con NaCl Azlcares Cataiasa
a 45°C apH 9.6 2% 4% Maltosa Fructuosa Sacarosa
L101a - - + + + + - -
L101b - . p - . + ] i
L101c - - + + + + -
L 101d - - + + + + z
L11a - - + + + * § ’
L11b s # + - . + - .
Li1e - - + . " + . .
Li11d - - + . - + . -
CHCHC 1 - - + . - + - -
CHcO2 - - + . ; ,, ) ]
CHCH3 - - + + + + .

En la sigiente tabla 15 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas
aplicadas a los lactobacilos para su diferenciacion. Las claves se refieren a tres

marcas diferentes de yoghurt.




Tabla 15: Resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a los lactobalilos

Muestra Crecimiento con NaCl  Crecimiento a Catalasa Azlcares pH=5 en meanos
2% 4% 45°C Maltosa Sacarosa Fructuosa de dos horas
Yog 1 + - + - . . % .
Yog 2 + - + - . - - .
Yog 3 + - - - + + + +

La siguiente tabla 16 nos muestra la morfologia de las células bacterianas asi
como las formas de agrupacion presentadas por tas mismas en nuestra observacion

al microscopio.

Tabla 16: Diferenciacidn morfologica y formas de agrupacion de las cepas acidolacticas

COCOS BACILOS
Muesira Forma de agrupacion Muasira Foma de agrupacion
L101 a Pares, cadenas cortas. Yog 1 Cadenas largas
L101 b Cadenas largas Yog 2 Cadenas largas
L101 ¢ Pares aisfados Yog 3 Pares y cadenas cortas
Lto1d Cadenas cortas
L11a Pares, cadenas cortas
Liib Cadenas largas
L11c Pares y cadenas largas
L1id Cadenas largas

CHCH 1 Cadenas largas
CHCH?2 | Cadenas largas
CHCH 3 Cadenas cortas
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Cabe sefialar que la prueba que Demeter recomienda para la separacién
selectiva de los estreptococos termofilos y los lactobacilos bulgaricos a partir de
yoghurt usando leche magra con azul de bromotinol y verde de metiio, ho nos dio

resultado ya que sblo se observé la presencia de lactobacilos.
A las cepas de estreptococos lacticos se les aplico la prueba para analizar la
presencia de diacetilo lo que significaba, en caso de dar positiva, que dicha cepa

podria tratarse de S, diacetylactis. Los resultados son mostrados en la tabla 17.

Tabla 17: Produccién de diacetilo por cepas de estreptococos lacticos

L101 a

L101b -
Li01¢c -
L101d -
Lifa +
L11b

Ltic -
Li1d -
CHCH 1 -
CHCH 2

CHCH 3

De las tablas de resultados anteriores detectamos la presencia de 1 cepade S.
lactis v 1 de S. cremotis a partir de la mezcla de cultivos liofilizades clave 101; 1 cepa
de S, lactis, 1 cepade S. cremoris v 1 cepa de S, diacetylactis a partir de las mezclas
de cultivos liofilizados clave 11; 1 cepa de S._lactis, 1 cepa de S, cremoris a partir de
queso cheddar; 2 cepas de L. bulgaricuys a partir de yoghurt comercial de dos diferentes



71

marcas y 1 cepa de L._acidophilus de una marca de yoghurt distinta, todo esto lo

resumimos en la tabla 18

_Tabla 18. Cepas acidolacticas obtenidas en este trabajo

Cultivos liofilizados 1 8. lactis
clave 101 : 1 S. cremoris
Cultivos liofilizados 1 S. lactis
clave 11 1 8. cremoris
' 1 S. diacetylactis*
Queso Cheddar 1 S. lactis
1 8. cremoris
Yoghuri 2 L. bulgaricus
1 L acidophilus

* Aparenterhente es S, diacetylactis por haber dado positiva la prueba de produccion

de diacetilo, pero hace falta una investigacion mas exacta.

I1l.- Establecimiento de condiciones Gptimas de crecimiento

Las siguientes graficas muestran los resultados de las mediciones

espectolotomeétricas realizadas a las siguientes cepas : 1 de S_lactis, 1 de S. cremaoris,
1 de L. bulgaricus y 1 de L_acidophilus
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.1 Temperatura optima:

La figura 14 nos muestra las distintas curvas de crecimiento de la cepa de L.
bulgaricus a distintas temperaturas, donde podemos observar que su temperatura
é6ptima fue de 45°C, aunque en el rango de 35°C y hasta 45°C se ve un buen

crecimiento, todo concuerda con la literatura reportada al respecto.

La figura 15 nos muestra las curvas de crecimiento de L._acidophilis donde
encontramos como temperatura optima los 40°C que esta dentro del rango mencionado
en la bobliografia, el rango encontrado por nosotros oscild entre los 30°C y los 40°C,

ya que a partir de los 45°C disminuyé en gran medida su actividad.

La figura 16 es la curva de crecimiento a distintas temperaturas de S_laclis cuya
temperatura optima fue de 35°C, aunque se comporté bien en el rango de 30°C y hasta
40°C.

La figura 17 nos muestra reaccion de la cepa S._cremoris a las distintas
temperaturas probadas, Ia dptima result¢ encontrarse a 35°C, pereo a 37°C todavia

tiene muy buena actividad.
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Figura 14: Curvas de crecimiento de L._bulgaricus a pH 7 con temperaturas variables.

13 T
L. bulgaricus pH=7
Caldo lactico
1.2 T
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1 4
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1 ) 't ] | T [ 1 1 | I | | ¥ 1
1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (hrs)
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Figura 15: Curvas de crecimiento de L. acidophilus a pH 7.
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Figura 16: Curvas de crecimiento de S. lactis a temperaturas variablesy a pH 7 .
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Figura 17: Curvas de crecimiento de 8. cremoris a temperatura variable y a pH 7.
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ll. 2 pH éptimo

La figura 18 nos muestra la actividad mostrada por L._bulgaricus con respecto
a pH's variables, incubandose a unha temperatura de 45°C donde se obtuvo su maxima

actividad a pH =6.5.

La figura 19 se refiere a la actividad de L._acidophilus donde se ve su pH Sptimo
a 6, incubado a 40°C.

En la figura 20 observamos que incubando S, lactis a su temperatura 6ptima de

35°C el pH al que alcanzd mayor actividad fue de 7.

La figura 21 se refiere a la actividad alcanzada por S, cremoris incubandoe a la
temperatura de 35°C donde obtuvimos un pH 6ptimo de 6.5.

A partir de las curvas donde se tenian la temperatura y el pH éptimos para cada
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Figura 18: Curvas de crecimiento de L._bulgaricus auna temperatura de incubacién de

45°C y pH variable
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Figura 19: Curvas de crecimiento de L acidophilus a una temperatura de incubacién

de 40°C y pH variable.
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Figura 20: Curvas de crecimiento de S_lactis a la temperatura de incubacién de 35°C
y a pH variable | |
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Figura 21: Curvas de crecimiento de S. cremoris a temperatura de incubacion de 35°C
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cepa, obtuvimos los tiempos de generacion o de duplicacion en minutos, los resultados

finales se muestran a continuacion en la tabla 19.

Tabla 19: Condiciones 6ptimas de crecimiento para las cuatro cepas de bacterias

acidolacticas
Temperatura pH Tiempo de
Optima éptimo duplicacién
S. lactis asc | 7 25 minutos
S. cremoris 35°C 7 35 minutos
L. bulgaricus 45°C 6.5 47 minutos
L. acidophilus 40°C 6 32 minutos

IV.- Elaboracion de productos

IV.1 Yoghurt

Aunque la idea inicial era elaborario con las cepas mencionadas en la literatura

(L. bulgaricus y 3, thermophilug) tuvimos problemas para aislar el S, thremophilus a
partir del yoghurt.

Alais (1) reporta que esta bacternia se inactiva a pH's abajo de 5, como la bacteria
se encuentra en una simbiosis con L._btilgaricus y ésta Uitima es ia mayor productora
de acidez, probablemente esto hizo que los termdfilos no crecieran al tratar de

cultivarios.



A falta de esta cepa se decidid elaborar el producto con L, _buigaricus y S, lactis en una
proporcién de 1:1. El resultado obtenido fue de un sabor 4cido agradable no muy

distinto de las marcas comerciales y el coaguio formado tuvo muy buena consistencia.

V.2 Queso Cheddar

Siguiendo las indicacaciones de ias técnicas consultadas, se logré obtener un
queso pequeno a partir de 4 litros de leche, el cual se realizé de una manera un tanto
rastica en el laboratorio pero las bacterias probadas dieron muy buen resultado
dandonos muy buena acidez y un olor agradable (acido-cremoso). Posteriormente se

puso a 4°C para su maduracion.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Teniendo como base los objetivos planteados y el resuitado del presente

estudio, se concluye y recomienda lo siguiente:

1.- Se concluye que las bactenas acidolacticas no deben considerarse sbio
como aporte de acido lactico, ya que constituyen una fuente de bacterias activas,
capaces de multiplicarse en la leche, producir sabor y aroma agradables y ayudar al
enriquecimiento de la flora intestinal, participando en la degradacién de la lactosa

consumida por la participacién de su enzima B-galactosidasa.

2.- Los cultivos lacticos deben estar activos y puros para su mejor
aprovechamiento por 10 que es imprescindible evitar su contaminacion con especies

extrafias e impedir ser atacados por bacteriéfagos.

3.- Es posible aislar bacterias lacticas a partir de productos comerciales,
teniendo cuidado de elegir un buen medio de cultivo con los nutrientes requeridos por

dichos microorganismos y de trabajar en las condiciones mas asépticas posibies.

4 El Agar Lactico utilizado en este trabajo para el cultivo de bacterias
acidolacticas resultd el idoneo para nuestros propésitos, asi como una modificacion
a partir de él: el Caldo lactico que se logré eliminando los elementos gelificantes a partir

del primero.

5.- Se logro aislar cuatro cepas de interés lactolégico pertenecientes a los

géneros bacterianos Lactobacillus y Streptococcys dichas bacterias son: S, lactis, S,
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gremoris. L. bulgaricus v L._acidophilus; las celulas pasaron a formar parte del cepario

del Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de Agronomia de la U AN.L

6.- Las condiciones dptimas de crecimiento para cada una de las cepas
aisladas fueron determinadas por medio de lecturas de absorvancia a 690 nm

coincidiendo con la literatura reportada consultada para la elaboracion de este trabajo.

7.- Es posible utilizar las cepas aisladas en [a elaboracion de productos de
interés comercial, pues éstas fueron probadas en la elaboracién de yoghurt y quesc

cheddar de buena calidad organoléptica.
Las recomendaciones que se desprenden de este trabajo son las siguientes.

1.- Para la utilizacion de las cepas aisladas se sugiere vigilar la calidad de la
leche usada como sustrato, evitando la presencia de antibidticos que podrian

ocasionar una fermentacién lenta ¢ nula.

2.- Probar otros tipos de medios de conservacion, como la liofilizacion para

fograr un mayor tiempo de viabilidad de las colonias y una mayor actividad.

3.- Sugerimos seguir investigando sobre otro tipo de microorganismos de
interés lactolégico, no sélo bacteriag, tratando de aislarlas y aprovecharlas en
productos comerciales. En especial las bacterias involucradas en la produccion de
aromas agradables para enriquecer las cepas ya aisladas, probando medios de

cuitivo mas selectivos y pruebas de identificacion mas complejas y eficaces.
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4.- Se recomienda seguir trabajando en la bisqueda de cepas de las mismas
especies pero mas activas a partir de ofro tipo de productos o directamente de ia

contaminacion de la leche al aire libre para favorecer el crecimiento de cepas nativas.

5.- Si tuera posible, trabajar con las cepas aisladas para mejorarlas a nivel

genetico y aumentar su eficacia sobre |a leche.



RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aislar cepas de bacterias acidolacticas a partir de
productos lacteos comerciales. Para esto utilizamos queso cheddar y yoghurt, al
mismo tiempo usamos microorganismos liofilizados para comparar nuestros resultados.
Primero aislamos en diferentes medios de cultivo para seleccionar el apropiado.
Encontramos que el Agar Lactico fue el medio 6ptimo de crecimiento para los
microorganismos aislados. Cultivos puros de estos microorganismos fueron ultilizados
para determinar sus caracteristicas bioquimicas, y su morfologia fue determinada
bajo el microscopio. Estos ensayos fueron usados para identificar y separar cuatro
diferentes especies de bacterias acidolacticas de diferentes fuentes: Sireptococcus

s, S ’ bacill , | ihacil idoghil
También aislamos aparentemente una cepa mas de Streptococcus diacetylactis,

Las condiciones optimas para el crecimiento microbiano fueron determinadas
asi como los indicadores de crecimiento en los cultivos puros de estos microorganismos:
S, lactis, crecié mejor a 35°C, a un pH de 7 y tuvo un tiempo de generacion de 25
minutos. Resultados similares fueron obtenidos para S._cremon s excepto porque éste
tuvo un tiempo de generacion de 35 min. L_bulgaricys crecid a 45°C y a un pH 6.5 con
un tiempo de generacidon de 47 min., con L._zcidophilus encontramos un mejor

crecimiento a 40°C y a un pH de 6 con un tiempo de generacion de 32 min.

Las condiciones 6ptimas fueron utilizadas para preparar un inéculo que fue
utilizado para elaborar exitosamente yoghurt y queso cheddar con propiedades

organclépticas apropiadas.



SUMMARY

The object of this work was to isolate lactic acid strains from commertial dairy
products. We utilized cheddar cheese and yoghurt At the same time we used
liophilizated microorganisms to comparate our results. First we isolated in different
media to select the appropiated. We found that the lactic agar was the optimal media
ot growth for the isclated microcorganisms Pure cultures of this microorganisms were
utilized to déterminate biochemical characteristics, and morphology was determinated
under the microscope. These assays were used to identity and separate four different
species of lactic acid bacteria from different sources. Stiptococcus lactis, Strptococcus
cremoris. Lactobacillus bulgaricus, and Lactobagillus acidophilus, Also we isolated an
expected Strptococcus diacetylactis,

Optimal conditions for microbial growth determinated as well as the growth rates
in pure cultures of these microorganisms. Strptococcuys lactis, grew better at 35°C, pH
7 and it has a generation time of 25 minutes. Similar results were obtained with
Strptococcys cremoris except that the generation time was 35 minutes. Lactobacillus
bulgaricuys grew at 45°C and pH 6.5 with a generation time of 47 minutes. with
Lactobacillus acidophilus we found better growth at 40°C and pH 6 with a generation

time of 32 minutes.

The optimal conditions were utilized to preparate an inoculum which was utilized
to elaborate successfully yoghurt and cheddar cheese with appropiated organoleptic

properties.
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Acetobacter
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