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l. 

I NTRJDUC;JI ON.: 

'i ac e ya al_'S\J.nos si~los, el hombre sabía que la leche 
se acidificaba y coagulaba por '-<lmacenamiento a temperatura 
a~biente y que con ello su putrefacci6n no·~ra fácil. ~on 

ello recon.Jci6 en este proceso a una form« de conservar este 
producto. En el siglo XIX algunos microbi6logos se interesa
ron en l -.t bacteriología de la leche fermentada y aisl"tron a 
las bacteri~s responsables de los cambios QUe ocurren en la 
leche. Como resultado de estas investigaciones ha sido posi
ole desarrollar alv1nas técnicas y escalar procesos _para la 
producci6n de leches fermentadas con ciertas propiedades or
ganolépticas. 

La industria láctea es a:f.,rtunada al tener como ma
t eric.t orima un alimento natural como es la leche , que nuede 
::ier transformada fácil y relativamente a bajo cot:to en nro..:
ductos ·con calid:,;-1 nutritiva superior a través de los inicia 
d0res lácticos (I.L.). Los cultivos de I.L. (Sellard,' l981f; 
son los únicos bioconvLrtores de energía empleados para la -
conversi6n de la leche en sus prodJctos, cuando son aplica-
dos correctamente son c -.:pa.cos de elaborar metaboli tos esne-
cífic•JS dur-"l.nte la fermentación. Estos met<>bali tos en -oonjun 
ci6n con la hidrólisis parcial de la leche (sus proteínas, :: 
grasas y carbohidrat;:,s), eontribuyen a una mejor digestibili 
dad del producto terminqdo ya que en éste quedan inoluídas ~ 
ale;un<~s enzimas, sobresalí end o las proteolí t-icas y 1a lacta
s a aue facilitan su asimilación. 

- Parece ser que Hueppe (1884), fué el primero en uti 
lizar el n:Jmbre triyial de "Iniciadores Lácticos" ])ara desi~ 
·nar a la fl:Jra ca,,s:J.nte de la acidificací6n de la leche y -
productos lácteos. Durante la :nanufactur<~ de quesos indus-
trializ,_1dos, las bacterias de los cultivos de I.L. partici-
pan en la te_xturizaci6n de :ta cuajada y ademá"' confieren un 
lO'abor ácidu, fresco y distintivo de la v~riedad de nroducto 
de oue ~e trate. La producci6n de compuestos v:ilátiles es de 
seable en algunJs casos ya que confieren al producto final,
sabores y ol·->res que son apreciados en algunas re.a.;iones del 
mundo. 

Actualmente los mét:idus tradicionales de manufactu
ra de productos' lácteos se han visto S:lperados por otros, --
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científicam,,nte controlados y rcue han sido desarrollados en 
L.>s países industrializctdos que, debido a su potencial econ6 
niic,J h'm podido export ... r sus productos, su tecnolo~ía y su,,.
';';Ustos que ae al >:Una manera han sid.o bien acogidos en otros 
?aíses como el nuestro, cayerido de esta manera en otro tipo 
de de~endencia tecnol5gica. 

Los cultivos de iniciadores lácticos que se usan en 
el mundo provienen de compaíiías europeas, de USA, Ing-laterra 
y en menor extensi6n de Nueva Zelanda, Australia y de insti
tutos de investigaci6n. Las fuentes. de obtenciLln de iniciado 
res han c,·,mbiado muy po·~O con los años, per.> los avances en
la tec:nolo~ía de iniciad,res y su producción han mel)orado no 
tablemente. Su producción se ha óiversificadJ y hoy día se -: 
pueden adquirir I.L. comercialmente bajo formas liofilizadas 
y congeladas en diotintas versiones (Robinson, 1982). 

Los estreptococos lácticos (E.L.), pertenecen al 
grupo de I.L. y han hecho de la leche su hábitat natural, al 
grado de que las cepas con mejores:características se han 
aislado de las plantas que industriali.zan la leche. Siendo -
la leche -:.tn alimento compJ.ejo, se puede también tener idea -
de lo c:omplejo 'lUe resulta satisfacer laR n.eces~dades nutri
cionales de éstos microor~anismos cuando se les cultiva como 
cepas puras. Los E.L.muestran estabilidad metabólica s6lo ~ 
c'.lando crecen en simbiosis con la flora de referencia de la 
leche por lo que su empleo constante implica una renov~ción 
de las cepas empleadas en forma t:1nibién constante.· 

El papel que tienen los I.L. de~trJ de la industria 
1 áctea es de tal im;)ortancia que sólo basta pensar que de -

ellos ~ende todo proceso orientado a la producci6n de deriva 
dos de leche fermentados y con ello tóca la derrama econ6mi-: 
e a q~ie ori:;ina. 
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l. FU:Ó.d9.lllentaci6n del tema: 

1.1 Antecedentes: 

1.1.1. Aspect.:is hist6ricos. 

Stre~tococcus lactis (Sherman, 1955), fué el -
primer estr~ptococo estudiado y reportado por Lord Listar en 
1878. Este microorganismo se aisl6 de la leche y denominado 
Bacterium lactis. s. lactis se identifica debido a que redu 
ce el tornasol antes de que la leche coagule, oropiedad que
se c·Jrrelaciona con unq, fuerte acción reductora. En l::Jl8, se 
encontr6 además de 1.a car.;.cterística antes menl'!ionarla, el -
r "1ng:> de temperatura ele crecimiento de 

0 
este micr-,orgA.nismo y 

que se encuentra entre los 10 y los 45 C, combinación que ra 
r·:tmente auarece entre 1.:o.s bacterias. Streptococcus cremoris
deja de c~ecer a los 37°0 y no hidroliza la arginina, siendo 
en general, más delicado que .§_. lactís. Hacia el año 1955, -
y a se tenía conocimiento del metabolismo de estos inici'l.do-
res lácticos, de su nutrición, de los antibióticos q•1e produ 
cen y del fenómeno de los bacteriófagos, actual.mente y debí:: 
d-J a los grandes avances tecnológicos se ha desarrollado to
da una "Tecnología de Iniciadores Lácticos" y es uosibJ..e ais 
lar una cepa, identificarla, probar1.a y hasta mej~rarla ~ená 
ticamente en cuestión de días. -

1.1..2. Definición de Iniciadores Lácticos. 

con este nombre se conoce a una amolia varie
dad de microorganismos cuya característica ~rincipal es la -
de oroducir ácido láctic.:i a o.1rtir de una fuente de carbohi
drat·>s fácilmente fe·cmentable (Stamer, 1.979). 

l.l.3. Funciones de los iniciadores lácticos en la -
industria láctea. (Robinson, 1.981). 

i. Prvducir ~cido láctico como resultado de -
la fer~entación de la lact~sa, impartiendo 
con ésto :.in ¿abor distintivo, ácido .y fre!! 
co a las leches fermentad.is. 



31 ácido láctico es importante para la -
coaguld.ci6n de la lech'.3 y el texturizado 
d_e la cuajada. 

ii. Producir compuestos volátiles como el día 
cetilo y el acetaldehído, que contribuye"ii 
al sabor de los productos iácteos. 

iii. Producir proteasas y lipasas importantes 
d :irante la maduraci6n de ·_algunos tipos de 
queso. 

iv. Producir otros compues~os útiles en otro 
tipo de bebidas como por ejemplo el alco
hol en la manufactura de kefir y kumiss. 

v. Prevenir el desarrollo de patógenos en 
los productos lácteos como resultado ce la 
inhibici6n de 8U crecimiento por efecto 
del lactato producido, así como· de orga-
niE nos que causan su deocom9osioi6n. 

l.1.4. Productos lácteos que se obtienen con el em-
pleo de los Iniciadores LácticJs. 

Los I.L. son utilizados ~or la industria 
·1áctea para la produccí6n de queso, mantequi
lla, crema, leche agria, caseína, yoghurt, 
Biogurt y otras leches fermentadas como el Ke 
fir, Kwlljl:s y el skyr. Para la ->bte.1.ciÓn de l-;_ 
mayoría de estos productos, se hace necesario 
utilizar má'~ de un ·tipo de bacteria e incluso 
de microorganismo. 

La gran vari·Jdad de productos de leche -
fermentados se obtienen variando desde el ti

' po de microorgani~mo empleado hasta las condi 
ciones mism~s del proceso. 

Algunos proGuctos en los que participan 
_§. crer.ioris y d· 1:>.ctis aparecen en la Tabla 
1. 
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TABLA l. Iniciadores Lácticos mesó"filos y termÓfilos u·ti
lizados en la Industria Láctea • U!ortimer, 1981) 

Composici6n del cultivo 

I. Bacterias mes6filas 

I.l. Streptococcue cremoris 
Streptococcus ~ 

I.2. ~p~ococcus cremoris 
Leuconostoc cremoris 

:r.3. _¡)treptococcus cremoris 

95-9B% 
2-5% 

95% 
5~ 

85-90~~ 
ji. ~ !mfil;:p. ~ylactie 3~ 
~- lactis 
]L. cremoris 

I.4. ~- crem::>ris 
.§... lactis 

subsp. ~yJ.ll&.:t.li¡ 

~. ~ 
.!!.· cremoris 

I .5. .Q. ~ 

I.6. -ª· cremoris 

I.7 . .§. lactis 
L11c'tOiiaCii1us brevis 
Leuconostoc ~PP• 

I.8. Bifidobacterium infantis 

3% 
5% 

70-75% 

15-20% 
1.-5% 
2-5% 

Productos 

Quesos sin formación 
de ojos, prensados y 
d.J.ros como el Ched-'!ar 
Gouda, Edam; suaves -
como el Camembert. 

Queso ~ottage, quarg, 
leches f.ermentadas, -
quesos con ojos peque 
ñas y escasos. -

Igual que L.2 

Mantequil.1.o. cultivada 
leches fermentad~s, -
quesos con hoyos re-
dondos. 

Leche Taet·te. 

caseína. 

Kefir 

Bioeurt. 



II. Bacterias term~filas. 

II.l. 5treptococcus thermophilus 
Lactoba"illus bulgarictis 

II.2. Streptococcus ~P~ 
Lactobacillus helveticus 
Lactobacillus lactis 

( 6 lm;J.garicus) 
Propionibacterium ªpp. 

(opcional) 

50% 
50% 

6. 

Yogurt 

Quesos tipo Suizo, 
Emmental, ~rana, 
queso Soviético. 

III. Bacterias termófilas y mes6filas mezcladas. (Robi~son, 1981) 

I II. 1. 9. ~ • .§. thermop.lJ.il.lw ú ª· faecaj,is, ~- 't!!.J],g~ 
Queooo tipo itacia
no; Mozzarella, Pro 
volone. -

I. Temperatura 6ptima o~ crecimiento: 20-30°c. 

II. Temperatura óptima de crecimiento: 37-45°C. 
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l.2. Taxonomía.de Estreptococos Lácticos {E.L.). 

La importancia de conocer a éstus microor5anismos, tanto 
en su morfol..ogía como en su metabolismo, radica en que ·se uue 
den prevenir los "defectos" que pudieran pre~'entr-e,rse en lo~-:: 
?reductos que con ellos se el.abaran, dicho de otra manera y -
en el caso específico de 1.os q_uesos, la pre:cGncia de microorR:r• 
nismos formadores de C02 por ejemplo; constituyen lo que a 1.~
postre result~ría en un defecto debido a que el. producto ~os
traría hoyos cun.ndo normal.mente no los presenta. 

l.2.1. ~orfolo5ía. 

Los estreptococos lácticos se presentan normalmente ~ 
como células esféricas S 1.iseramente el.ong~da.s en direcci6n -
de la cadena. 3us dimensiones son de apenas 0.5 a l.O m. de 
diámetro. Es común encontrarlos en cadenas cortas 6 en pares 
(Mortimer, 1.981.; ;~anual. ::lergey•s, 9a~ Ed.). 

1..2.2. Car3.cterísticas de los E.I •• 

Los estreptococos lácticos son micrococos Gram positi
vos~ pertenecen al Grupo N de Lancelfield y tienen reacciones 
cruzad,,~s con ciertos antisueros neumoc6ccicos específicos, de 
bido al. ácid.o .glicerol teicoico con galactosa :fosfato que coñ 
tienen. 3n u.;ar sangre muestran una :fuerte reacci6n al.fa 6 --= 
gamma ( 3er gey • s Manual, 9a·. Ed. ) • · 

1.2.3. Hábitat de los E.L. 

En 1.a natural.eza se les encuentra en forma silvestre 
sobre material vegetal. como el maíz, lechu~a, co1ifl.or, chí~ 
charo, trigo, pasto, trébo1, papa, mel6n, pepino y otros. ~ 
Usualmente se les ha encontrado en la ·saliva de las vacas y -
en su 9iel., parece ser que la infecci6n primaria de la leche 
por éstos microorganismos se debe a ésto. Actualmente se cuen 
ta con aproximadamente 1.,433 cepas cl.asificadas de S. lactis-
y 40 de _§. cremoris (Robinson, 1981). -
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1.3. ClG.sificaci6n de los Iniciad~res Lácticos (I.L.). 

Los inic.:i<'.d'1res lácticos se pueden separar en aos gru
?·'.)s, uno de los CU2..les está integrado por micr::>ore;anismos -
homoferment'3.dores y que son c~paces de degradar 1.a lactosa 
ha2ta. 1.::cctato cg.si exc1.usiv:i.mente; el otro está compuesto -
por los microorganismos heterofermentadores, es d~cir, por 
microorgf;Ilismos que producen ácido láctico y otros subpro-
du·~tos del met:tbOlismo de la lactosa. Esta particularid,.,_'1 -
ha servido para di:ferenciar a algwios I.L. hasts, c;énero cri
mo puede apreciarse en las tablas 2,3 y 4 ya que inc1.uso -
no todos 1.os I.L. utilizan las mism8.s enz.imas, -o:roducienao
is6meros del 1.act~to 6 mezclas de ésto~; en f<Jrma caracterÍ.::! 
tica. 

Por medio de pruebas bioquímic3.s es posible determinar 
la especie como se ?Uede a~reciar en la tabla 5, en que se 
expone la difere"1ci•'lci6'1 ele s. creJmoris de S. l:.ctis. Ac-
.tualmente se han clasificado-.lent:ro del grupo de los ·I.L. -
a otros microor,:;anismos que, sin ser bacterias horno fermenta 
doras, también contribuyen a la el ·,boración de productos _:: 
lácteos. De esta manera y sumados a lCJ.s bacterias, tenemos 
hongos y levaduras, así como bacterias propi6ni~as que se -
utilizan en menor escala y c¡ue se ex9onen en la tabla 6. 

Las diferencic~s (tUG ~aucstran l.o"' microorganismos de és 
te heterogéneo grupo y que han servico de criterio para su
clasific.aciói:J. son: a) Su temperatura de crecimiento; b) Los 
productos de ferment·,.ción; e) La morfoloe;ía celular; d) El 
tipo de industria en la que intervienen. 

1.3.l. Clasificaci6n de los I.L. en base.a su fisiolo~ía. 

1) Heterofermeritadores obligados •. Son microorganis-
mos que poseen la gluc6sa-6-fJsfato deshidrogenasa 
(Enzyme Gommision 1.1.1..49) y la ó-fosfoeluconato 
deshidrogenasa 3.C. 1.1.1.43 pero carecen de la -
fructosa difosf"ato aldOla:.:;a. (E.e. 4.1.2.13). 

2) Homofermentadores obligados. Contienen la fructo
sa difosfato aldolesa pero carecen de 1.as otras -
dos enzimas. 

3) Homoferment·~dores facultativos. C..:ontienen arabas -
deshidrogenasas 'Pero utilizan preferentemente 1.a 
glucosa vía EMP. 



Tabla 2. 

Is6meros de]. ~cido láctico producidos por las bacterias iá~ 
t icas (Mortimer, 1.981). 

Tipo de bacterias lácticas 

Homofermentadoras: 

Lactobacillus 
Pediococcus 
Streptococcus 

Heterofermentadores: 

Iteucunostoc 
Lactobacillus 

Is6mero 

D, L, DL 
DL 
L( +) 

D(-) 
DL 

..,;, . 



TA.b1a 3. 

Diferenciación de bacterias lácticas en base a sus nropieda
des metabÓlicas.(Stamer, 1979). 

Ti~o de bacterias 1ácticas 

Homofermentadoras: Lacto
b aci1lus, Pediococcus, 
Streptococcus. 

TI et croferment '-td oras: 
Lact>baci11us, Leuconostoc. 

Ruta 
metabólica 

I 

II 

Enzima 
e lave 

A' 

A; B, C 

I Hexosa difosfato (EMP); II Hexosa monofosfato. 

A'Presencia de aldolasa; A Ausencia de aldolasa; B r,1ucosa-
6-fo~fato deshidrogenasa; e 6-fJsfogluconato deshidro
genasa. 



Tabla 4. Diferenciaci6n para e$tre?tococos, pediococo$ y 
leuconost0c. (Mortimer, 1981). 

Productos de fermentaci6n 
de la glucosa 

l. L-(+)-áciao láctico 

2. D-(-)-ácido láctico, 
co2 , ácido acético, 
etanol 

3. DL-ácido láctioo 

Géneros 

Streptococcus 

Leuconostoc 

Pediococcus 

1-' 
1-' . 



Tabla 4. Direrenciaci6n para e~tre9tococos, pediococos y 
leuconostc,c. (Mortimer, l98l). 

Producto.a de fermentaci6n 
de la glucosa 

1. L-(+)-ácido láctico 

2. D-(-)-ácido láctico, 
co2 , ácido acético, 
etanol 

3. DL-ácido láctico 

Géneros 

Streptococcus 

Leuconostoc 

Pediococcus 



Tabla 5. 12. 

Propiedades de Estreptococos Lácticos (E.T •• ) imuortantes en 
nuesos y leches fermentadas encontradas en las mismas condi 
ciones. (Robinson, 1981) -

Crecimiento a loºc 
4o

0
c 

45ºc 

2% NaCl 
4% ~aG1 

6.51' UaC1 

Supervivencia 6o
0
c/3o rnin. 

Hidrólisis de arginina 

Formación de ácido de: 
Arabinosa 
Ribosa 
Xilosa 
Sorbos a 
Lactosa 
Mal toe a 
Melicitosa 
sucroza 
T:r·etalosa 
Rafinosa 
Dextrina 
Manito1· 
sorbitol 
Esculina 
Sali·:ina 

:tG + e en DNA 
Pepi.idoBlic:mos 

§.• lactis 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
:¡: 
+ 

+ 
+ 

34.5-36 
L-Lis-D-Asp 

+ 90% de las cepas dan reacción positiva. 

.§.. cremoris 

+ 

+ 

d 

+ 

34.5-35.5 
L-Lis-D-Asp 

~.!enos del 10% de las cepas dan reacción positiva. 
+ Entre 10 y 30% de l •:'J.s cepas dan reacción positiva. 
~ Reacci6n deeconocid<l. 



Tobln 6. A.l;;uno:::i t:1iciD !-">roe t.ácticoo de intarén ln•lunt.ri:it 

I HlCIADC :t:::~ L!~C'':Icos 

HONGOS 9ACTCRIA5 J 

H.>n.;oo 'l.Zulen 

P. cnmomborti I ?. roquotort.1 

P. c:U1diduc 

:::ocas LAco¡o1.;os 

Louconootoc ?odioCQCCUD 

L. mo~enl.er.Jides P. pontosaceus 
~- sp. 
:u:•p. dcxtranicuo 

P. ncidi lartici 
irn;i. crc:norio 

L. o 1rar.1e~cnt.11r:.iido:s p. oarvuluo 

L. l.uct.t:i p. l!:i.mnOOU!' 

6 ~r>r"t>V{r>·1e .. <lextrinir.•n\ .. hul.o;ihlluo 

LE'/AIKl:lA:;. 

Candilh koCir 

nA::IL03 LACTt.:os 

Pr.1pi.inib11ctoriu111 

rl P. rroutlonrf':ich11 
\ s sp. oh'!rra:ini 1 

'-1~==.=.=t=,.=.=on=i=i=======: 
µ .. 
Li ?. 

n<.:idirr.Joionll 

jennen11 

Brovib:1c1.oriu:i 

n. 1.incno 

Lnct•Jbacilluo j 
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l.4. Metabolismo de bacterias lácticas. 

El ~roma característico de los productos lácteos cul~i
vados, es únicamente el resultado del metabolismo de las ce
pas de iniciadores láctioos utilizados (Badings, 1980). Los 
compuestos más importantes que producen los I~L. son: diace
tilo, acetaldehido, sulfuro de dimetilo, ácido acético y áci 
do láctico. La combinaci6n de éstos compuestos con los ya ,ñ=e 
sentes en la leche, determinan finalmente la aceptabilidad -
del aroma, al<;Unos de éstos se listan en la t~bla 8. 

No todos los I.L. son homofermentadores por lo que resul 
ta f~cil inferir que existen notables diferencias metab6li--= 
cas entre ellos. En el caso específico de los estreptococos 
lácticos (E.L.), éstos son netamente homofermentadores de la 
lactosa y la de.gradan casi completamente ha3ta ácido láctico 
(Stamer, 1379).. La distinci6n entre homofermentadores y hete 
rofermentadores (Buyze, 1957), reside en los com9lementos e"ii: 
zimáticos asociaños con la degradaci6n fermentativa de la 
glucosa. 

l.4.l~ Metabolismo de la lactosa por los E.L. 

Los E.L. son unos microorganismos capaces de producir 
hasta un lO~~ de su· peso por minuto de ácido láctico a partir 
de la lactosa de la leche (Citti, 1965), s. lactis ML -
(Thomas, J..969) ,tiene una actividad glicolÍtica de 0.2~ .)11110l 
de lactato/mg. de bacteria en peso seco/min., es decir, es 
capaz de metabolizar grandes cantidades de carbohidrato en -
poco tiempo. 

La velocidad de formaci6n de ácido se puede ver afec
tada por varios factores, uno de los cuales se debe a la im
posibilidad de la célula de utilizar la lactosa eficientemen 
te por una disminuci6n de la síntesis enzimática. -

La síntesis de enzimas que deeradan la lactosa se rea 
liza por genes codificados en plásmidos. Los plásmidos son-:= 
moléculas formadas con material genético y que se encuentran 
en la célula bacteriana com'.1letamente desligados del cromoso 
~a, son capaces de replicarse en forma autónoma y conferir-= 
ciertas pro9iedades metabólicas a la célula. Las propiedades 
asociadas a los plásmidos son: utilizaci6n de la lactosa (-



15. 

A.nderson, 1977; Kemler, 1973; Kondo, 1982, 1984, 1985; Me. 
Kay, 1973, 1974, 1976, 1978, 1982, 1984), utilizaci6n de sa
carosa, glucosa, manosa y galactosa, así como otras propied~ 
des que se discuten más adelante. 

El número de copias que presentan los E.L. de genes 
que codi:fican para E--D-fosfogalactosidasa puede alcanzar 
J.as 20 (McKay, 1985) aunque hay cepas que s6lo contienen a,l 
rededor de 10. 

Se ha logrado detectar hc.sta 14 "<Jlásmidos de dife-
reute ¡Jaso molecular (Lyndon: l9Bl; McKay, 1972, 1974, 1976; 
Kondo, 1985) que van de los 5.5 a los 40 Md de peso molecu
lar, algunos de ios cuales son crípticos (se desconoce su -
funci6n). 

La existencia de plásmidos que involucran al metabo 
lismo de la lactosa por parte de los E.L., implica que és-~ 
tos se puedan ver 3fectados -por el fer,Ómeno del "curR.do" -
del plásmido 6 pérdida del ~ismo dado que son molécul~s muy 

-delicadas.· Un incremento en la temperatura puede inducir el 
curado (Richardson, 1384, 1983; Lee, 1975; Kondo, 1385) así 
como el ~ambio de medio de cultivo (Vegarud, 1983) 6 por la 
utilizaci6n de radiaciones U.V. y colorantes como 1.a acri-
:fJ.avina. 

La pérdida 6 curado de los pl.ásmidos que codifican 
pare" 1.a sínt-esis de lactasas dé. origen a cepas "lentas" "':>ro 
ductoras de ácid·o láctico (Lac-), variantes de laE cepas -~ 
progenitoras (la.e+) "rápidas" productoras de ácido láctico. 

El metabolismo de .la .13.ctosa de 1.a leche ::,ior los 
E.L. esun proceso de much:Js pasos como se puede aureci.ar en 
la tabla 7, por lo que es improbable que tod'.}S J.os genes in 
volucrados se encuent:::<en codific,_cdos en plci."'midos (!.lcKay, :: 
J.977; Anderson, 1977; Kondo, 1985). 

El transporte ·de la lactosa a través de la membrana 
de los E.L., se realiza a través del sistema Fosfotransfera 
sa (PTS) dependiente de Fosfoenolpiruvato (PEP) 6 PEP:PTS-: 
'(Lawrence, l376). PEP actúa como donnrl:Jr de fosfato nara la 
lactosa, transformándose ésta en Luctosa-P para posterior-
mente ser hidrolizada por la ~nzima B-D-fosfo5alactosidasa 
(B-D-gal) a glucosa y D-galactosa-5P. La D-g~lactosa-6P uue 
de ser metabolizada por la via de la D-tagatosa-6P por los
E .L. y entrar al ciclo do las triosas en forma de interme-
diarios triosa-P. La isomerasa, quin.asa ~r aldolasa invoJ.u-
cradas son inducibles y distintas de las enzimas correspon-



16. 

'l'abla 7. Ruta de dee;radaci6n de la lactosa por los E.L. 

Lactosa 

1 
Lactosa-P 

Galac~ucosa 
~-L~---~~~~~-

G 'L la c t Cl s a - 6 P Galactosa-lP 

l 1 
T'l.gatosa-6P UDP-Galactosa 

l ! ! 
T ·~g,.tosa-l ,6-diP Fructosa-6P UDP-~lucosa 

l~t<ooa-1,6 DiP '>uooL-P 

Dihidroxi-acetona-P + Gliceraldehído-3P 

l 
l,3~difosfoglicerato 

l . 
3-fosfoglicerato 

2-flsfoglicerato 

! 
Malato Fosfoenolpiruvato Butanona 

t l t 
Citrato~~rul>vato ~r~}~utano-

~ ~cetolactato.._....Ace1oína 

Acetato Acetaldehido Diacetilo 

Etalol Acetil-CoA 
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dientes del metabolismo de la glucosa-6P. El rendimiento mo
l.ar de l.a fermentaci6n de la g1ucosa, galactosa y lactosa -
-por los E.L. ciel. Gru1JO N de L·ancel.field, es de 2 moles de -
ATP.-por mol de hexosa fermentable. Los E.L< aC!! capaces de 
·me~abolizar la galactosa libre a tr~~G~ de l.a ru~a de Leloiro 

1..4.~.l. Regu1aci6n de rutas y formación de productos fina-
les. 

La ree;ulaci..Sn del metabol_j_amo de carbohidratos en -
18.s b'.rnterias lácticas, involucra un control muy fino de 1a 
actividad enzimática (Lawrence, l.976). El. crecimiento de los 
E.L. ·con glucosa corno fuente de carbono, reduce notablemente 
la actividC<d es1)0cífica de las en7.imas, tanto de la ruta de 
Lel.oir como de la tagatosa-6P. Los E.L. exhiben un com~orta
·miento diaúxico en su crecimiento cuando en el medio exi~ten 
gluc·.1sa, galactosa y lactosa, siendo utilizadas e,1 ese :nism.o 
orden 1JOr los mic. ·o organismos. Las enzimas de la ruta de 
Lel.o.ir tienen su máxima actividad durante el crecimiento de 
l.os E.J,. cuando la galac;tosa es la fuente O.e carbono y se rJ<_ 
ducen al mínimo con lactosa. 

Las actividades específicas de las enzimas de la :r:!! 
t ,., de le" t"<gatosa-6P son simil.'ires cu:>_na.o la fuente 'le carbo 
no es lactosa y Galactosa. ~l baiance de los productos fina
l.es depende de los c:o..rbohi<lratos utiliz'l.dos para la fermenta 
ci6n ya ~ue los sistemas enzimáticos son inducibles para --

_0ualquier vía metab6lica, s6lo hay que toms.r en cuenta que -
el sistema PEP:'P·~s es un 1Jrerrequisito para la rápida '1egra
daci6n de la lactosa y que el metabolismo de la glucosa y de 
la galactosa-6P son los sistemas más eficientes para proveer 
de ·energía a la célula y para la utilizaci6n de carbohidra-
tos. 

El control del metabolismo de la lactosa hasta la«
tato, involucra la regulación por producto final, la activa
ci6n ae precursores y la síntesis de enzimas alostéri':!as, al 
estado energético de las células y al balance de las formas 
oxidadas y reducidas de los nucleótidos de piridina. 

La conversi6n del PEP a lactato en E.L. involucra -
a laE' enzimas alostéricas piruvato quinasa y lactato deshi
droe;en'lsa, las cuales son marr.ada,-uente activad'.3.s "i::-i. vi tr-o" 
por la fructosa-l,6P2. La activación de la lactato deshidro
genasa es.esiecífica por la cetohexosa dif0sfato, la activa
ci6n de la piruvato quinasa es un poco más amplia e incluye 
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a la 2>lucosa 6-P y a. la .:;alactosa-6P. La regulación de la ac 
tividad de la lactato deshidro;-enasa tiene el potencial de:: 
control'.3.I' la activid¡3.Cl de las enzimas del :netabolismo de car 
bohidratos en su totalidad durante el crecimiento en anaero:: 
biosis. Rosem8.!l considera '1ue el sistema PEP:.!:'~S confiere im 
portantes ventajo..s .fisiolÓ.~ic<o<S a loo organismos que reali-"'.: 
zan la ~licÓlisis en anaerobiosis debido a que el PE? orovee 
la unión ent~e el tnansporte de azúcares y su metaboli~mo -
subsecuen tc. 

El control de la. actividad de la uiruvato quinasa se 
lleva a cabo p'.:lr los primeros interrrie1.!i'lrios en la ruta, in
cluídoa l)s productos del sistema de transporte que pueden -
re3ular la concentración del P~P intr3celul~r, mejor~ndo la 
velocidccd del transporte rle azúc:trero al interi ;r de la célu-
1 a. La activación ne la la·.:!tato c1ef'hid:ro.'.\'en:1S8 por l'l fructo 
sa-l,6P2 y la t3.~3'"~to::.;a-1,6P2 as·?.~r~: un::.1. b.--·.,j:_1 0on•:!Gn-tra.ci.6n
de ?iruvat::> intracelul 0i.r 011 con li:oion."c: de allctur0biosis, evi 
tan.do la síntecis enzim8:cic" de J.'3.S otras rut·:c2, h".ri0nñose-

·1a fermentación homol~etica. 
Bajo ciertas condici::>nes, el ~iruvato puede ner con

vertido en otr::>s :=-ro·Juctos di:f·:ren·tes d<~1. J.a•,tato. C':n alr:u
nas mutantes de_:;;_. lactis con el :JL'lto.>~;.ismo alterado, se -
produce acetoína como _p:ror11_i_8-t·J .fi~·.:.::.. ~l~ luga.¡~ J~ lar:tato. -
La adición de ;:iiruv:i.t:J a conc•.:::;t:·ido~' C·.}lulares dq E.I,. '1.e
riva en la ~roducci5n de com?U9St:J2 v0l5tiles con claro ry~e 
dominio del acet_ato y 11uy ::ioca •T:::>d.ucci. .Jn do lacta:t0 .. E:n --= 
B..naerJbiosi8 se reduce al NA.D dura¡:t.c :.a L::n--:.v:;rsión 1.:1 gll 
cerald.;"1.Ído-3P -=.. 1:3-difos:'."oglicer ,t ;, ')l'O~cso que se 'l.CO-

yla a la ::ixi:L.cci6n del l'ADH2 en l"l ~'-'"1.Ver::ii en del piruvato 
a lact~t~. En conaiciones 1e · 3r0bioris ce in<lu~e J.a sínte
sis de la lL\.D'.-l:C, oxid:i.s8. :¡ se =~~V":'•)Ce lo. f::>rmación de otros 
compuestos como el etanol· que incluyen 02, sier..d·' é:>ta moJ.é 
cula el aceptor fina1·a~ hidrógeno, alivi2ndo a l1 célula~ 
la necesidad de reducir el ryiruv'1.ta -o. lact.-,.to. 

L~ -,=~~uc~t·~'1 de ~cid~ por los E.L., p~ede c~nti-

n.uar ~W1.c~'..le se b:J.ya exyeri:-rienta.do el ce.s·3 :le:. crecimi8nio 
cu'.Ul.do el" el medio exist8.11 cc..r'bohi lrc;.tos en excesJ.En los -
E.L. se hayan desaco;il.:tch1s la :1ro'tucci6n de .c:é'P co'1. 12 de -
ácide> llctica, por lo que los oict"Jore;anismo~' '.)Lleden ·;onti
nue.i.r proC·-1.cie:~.0.o le.ct~ .. tu aúri 01:. :;l (;d,80 U.o l~<- depleción de 
la fuen't0 nitrogen·1c12. 5 se haya EJ,l:canzJ.do un p:f de 5 en el 
medio. 
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l..4.2. Compuestus volátiles producidos por bacterias 1á.cti
c as. 

Los oroductos lácteos cultivados son aceptados orima 
rirnnente por el consumidor en ba:oe a su sabor (Keenan, .1.96R) 
E.l. sabor (Badings, 1980), está determinado por la oercenci6n 
de algunas sustancias aromáticas por nuestros sentidos del -
gusto y del olfato en conjunto. 

La combinación de bacterias lácticqs en un c111tivo de 
iniciadores lácticos provee de un balance de compuestos aro
máticos al producto final, el cual, es determinante en la a
ceptaci6n del. mismo y en su consumo. 

Aunque el. ácido láctico es inodoro y el principal oro 
dueto del~ fermentación de ~a l~ctosa por E.L., es responsa 
ble del sab•Jr ácido de much'.Js P'.'Orluct:::;s. Esta propied-:id ce:: 
los E.L. se a-Jrovecha par::; la m i.nufactura. de cultivos de ini 
cictdc.Jres lácticos y se les mezy'.Í.a con otros microorf;ani:;:mos
que confieren ciertos sr.bores y olores a los 1)rOduct·-.s que -
con ellos se elaboran, algUil'OS dn éstos "'product•)s Ete listan 
en la Tabla 8. 

Tabla 8. Algunos compuestos producidos por los I.L. 

Importancia primaria: Diacetilo, acetaldeiiído, sulfuro do 
dimetilo, ácido acético, ácido láctj, 
co, co

2 

Importancia secundaria: Aldehídos: c
4

, c
5 

Y c8 

Badings, 1380. 

2-alcanonas: c
3

, c
4

, c5 , c6 , c
7

, c9 , 
011· 

Alcanoles 
Esteres 
Lacton9.s 
Acido sulfhídrico 
:Metanetiol 
2-fen;iletanal 
2-fenilet2.nol 
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1.4.3. ProteÓlisis de la caseÍnQ de la leche por los ~.L. 

La habili~ad de cuagular la leche, depende de la capa 
c idad. de hidrolizar la caseína de la leche, para producir com 
puestos solubles y necesarios para la síntesis de nuevas pro 
taínas, útiles a los organismos para su crecimiento (J'.lichard 
son, 1984). -

Los E.L. (Lawrence, 1976), alcanzan densidades ce lula 
res máximas en leche, cercanas a 109 CFU/ml. Esto corresnon-:. 
de a aproximadamente 0.5 mg de proteína bacteriana en pe~o -
sec,'.l/ml., lo cual re'luiere de 0.025','j de aminoácidos totales. 
Aséi;>tic,unente drenada, la leche contiene cerca de 0.01% de -
aminoácidos libres (cerca de 5 .a 20~ de la concentración re
'l uerida ¡Jara un crecimientu máximo en medio sintético). 

Los Z.L. poseen proteas~s extra.celulares que rompen -
la caseína en péptidos, éstos péptidos pueden ser tomados --

• por la bacteria. y ser hidrolizados intracelularmente a amino 
ácidos, valiéndose de peptidasas unidus a l~ pared celular -
(Davies, 1981). 

Algunas enzimas proteolíticas (Exterkate, 1984), se 
encuentran en la interfase membrana-pared·celular (alflllil, 
leucil y prolilaminopeptidasas), otras están asociadas a la 
membrana (.:;J:utamatoamino;.,A;)tidasa) y otras actúan intracelu
larmente (lisilaminopeptidasa). La producción de proteasas -
unidl".ts a la pe.red celular en _2. crem,)ris PJ1[ , puede ser re-
·primida a concentraciones relativamente baj;ks de un digerido 
enzimático de caseína en el medio, fenómeno que no se ob~ar
va con la nresencia de aminoácidos libres. 

La ;lroducción de proteasas (Exterkate, 1985) es un -
proceso ininterrumµido cuando los E.L. crecen en leche y só
lo puede ser inhibido-por la adición de péptidos. La regula
ci6n de la síntesis de proteínas es una función de la forma 
y de la can-tidhd en que la célula s· suple de nitrógeno e-
sencíal, la regulación es a nivel da la transcripción y la -
duración de la inhibición de este proceso está determinada -
por la extensión del consumo de péptj.dos extracelulares y su 
disponibilidad. 

La producción de proteasas -La:nbién se haya ligada a -
plásmidos (DNA cíclico y autónomo) y es suscep'tible de per-
d-erse (Davies, 1981; l.lolskness, 1974) on forma parcial por 
el curado de uno ó más de ellos (I!icKay, 1975; Klaenhammer, -
1978; Kondo, 1985). 
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l. 4. 3. l. !l.elaci6n entre los plásmidos y la actividad -proteo
lÍtica de los E.L. 

El estudio de los plásmidos (Orberg, 1985; Kondo, 
1935) es actualmente un1 de las áreas más import2.ntes en -
·ia investigaci6n de los E.L., debido a la asociaci6n de~ 
ciertas propiedades fenotípicas con éste material genético. 
Estas propiedades incluyen: la fermentación de la lactosa, 
la actividacl ';)roteolítica, la utilizaci6n del citrato (en -
E• diacetilactis) y la resistencia a los bacteriófagos. La 
activid3.d proteolítica se encuentra lieada a plásmidos de -
muy "rliferenteie tamafios (McKay, 1972, 1973, 1974, 1976, 1973 
y 1982; Kuhl, 1979; Orber'~• 1985; i~ondo, 1985), se les en
cuentr-1. desde 8.5 Md hasta 33 i<id. Loa plásmidos más e;randes 
t?.mbién contienen información para la síntesis de lactasas. 

I:ldus trial:.Ho:mte (Richardson, 1983, l'J84; Shelaih, 
1983) resulta útil el er.1::>leo de v<~ri::mtes Prt- de s. lactis 
y s. cremoris mezcladas con cepas Prt+. Las cenas altamente 
proteolíticas (Prt+) con causa común de cierto~ defectos e_!! 
c ontrados en los quec;os y que se exnonen en la tabla 9. · 

l.4.3.2. Efecto de la temperatura~ pH sobre la actividad -
proteolÍ~ica ~e ccp~z ~~t de E.L. 

Al-;;unos ti-;:>os de quesos son ;nanufa<.!turados entera
mente con ce-;ias Prt-. J,a actividad prote·.)lÍtica de algunas 
.cepas de~· cremoris y de ~· lactis (de Giori, 1985) y bajo 
cigrtas condiciones, muestra un máximo a temperaturas de --
50 e y 4 5ºc respectivamente, lo que quiere decir que la tem · 
peratur>". de crecimiento no siempre es la misma que se requi°e 
re para el desarrollo de una actividad enzimática dada, Los
mismos microorg3.Ilismos cuando fueron incubados a 37ºc no ~ 
mostraron actividad proteolítica, éste fenómeno no ha sido 
bien entendido aunque ya s9 ha observado en otros estudios. 
El pH tarnbién in:fluye en la capacidad proteolÍtica de los -
E.L., encontrándose que a valores bajos (4.B-5.2) los micro 
organismos son más proteolíticos que a valores cercanos a ~ 
la neutralidaLl. 
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Tabl.a 3. 

Ventajas y desventajas que tiene el. uso de cepas poco oro
teol.Íticas (Prt-) de J2. 1.actie y.!:?.• cremoris. 

Ventajas 

Rendimientos cel.ulares has 
ta de un 93~1. en cultivo por 
lote con control de !?H. 

Obtención de rendimientos 
de queso más altos debido a 
que no so :forman pép :.idos 
sol.ub1es. 

Disminución de probiemas -
por infección de fagos y -
por presencia de antibióti
cos. 

El.iminaci6n de1 probl.em~ de 
producción de péptidos ama.E 
gos. 

Desveritaj as · 

Fermentaciones en tiempos 
largos (hasta 48 horas). 

Son poco acidifica.ntes .• 

Necesitan medios bien suule 
m'mtados C•Jn nitrógeno e~e:!); 
cial. (ver nutrición). 

Requieren de incub6ción a -
temperaturas de 38 e uara -
que produzcan ácido e~ for
ma conveniente. 

Aumento en el. tiempo de ma
nufactura de queso. 
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l.4.3.3. Selecci6n de cepas Prt+ y Prt-. 

Se hdil realizado vu.rios trabajos tendientes a 1'3. se 
lecci6n de cepas Prt+ de Prt-, motivados por mejorar las -
técnicas tendientes a buscar célul~s que contienen su in-
formación genética int'3.cta. Huggins (1984), desarroll6 un 
medio~de cultivo s61ido en que+9ueden_aislarse cepas Prt+ 
y Prt y combinacione_s con Lac y Lac • Hugenholtz (19Fl7), 
utilizando una combinaci6n del-.medio de Huggins con el cul 
tivo contínuo, demostr6 que es posible aislar variantes ..:: 
Prt- de_§. cremoris 38 con limitaci6n de aminoácidos y a -
velocidades de diluci6n de 0.2. A bajas concentraciones de 
caseína como fuente de nitr6~eno, es posible mantener el -
cultivo contínuo con variantes Prt+ exclusivamente. 

l.4.3 .4. l\1edici6n de la prote6lisis. 

La prote61isis se determina en forma ordinaria por 
·1a cantidad de péptidos y aminoácid~s solubles que se en-
cuentran presentes en filtrados prep~rados a partir de una 
muestra. La determinaci6n es calorimétrica (método adaptado 
por Hull (1947), revisado y mejorado por Citti (1963)), y -
se cuantifica la tirosina y el tript6fa.no en filtrados con 
ácido tricloroacético (TCA) sobre una curva estándar. 
Samples (1984), desarroJ.16 otro procedimiento m~s sensible 
que detecta el nitr6e;eno amínico que se encuentra en soJ.u-
ci6n (método del ácido trinitrobencén suJ.f6nico). 

1.5. Utilizaci6n de grasas por los E.L. 

Los i.L. (Marth, 1962), son inhibidos por la presencia 
de ácidos grasos en la leche como el láurico, caprÍlico y -
caproico en concentraciones tan bajas como 0.1%, J.os ácidos 
linoleico y J.inolénico estimulan un 9oco el crecimiento, -
los ácid·~s oleico, palmítico ·Y butírico no ejercen ningÚn e 
facto sobre el crecimiento ni el metabolismo de J.os E.L. -

Los E.L. son propagadós ordinariamente en leche des-
cremada debido a que los ácidos grasos de la leche en forma 
global inhiben su crecimiento. 
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1.6. Algunos aspectos nutricionaJ.es de los E.L. 

Los requerimientos nutricionaJ.es de los E.L. son altos 
y su cultivo precisa del empleo de medios de cultivo comple 
jos y bien su?lementados. La propagación a nivel industrial 
de E.L. indujo a estudiar sus neces.idades nutricionaJ.es, -
debido a que los microorganismos obtenidos por esta vía mos 
trabn.n un crecimien-~o errático que trajo consigo ccJnsidera-: 
bles pérdidas económicas. 

1..6.1. Requerimiento de bases nitro~enadas. 

Los E.L. son inc,•paces de sintetizar y de utilizar 
sus derivadJs de ácidos nucleicos (Crater, 19ó5). Algunos 
compuestos que estimul;ui el crecimiento (Dahiya, 1964) de 
l.os E.L. son J.a. adenina, l.a hipoxantina y la inosina, obte
nidos del extracto de páncreas •. \demás de la adenina, la -
guanina y la guanosi.na {Kothari, 1.973) también mejoran el -
crecimiento del.os E.L., la velocidad de producci6n de áci
do y la prote61isis en leche. El extracto ne levadura con-
tiene derivadds de ácidos nucleicos como el ácido uridÍli-
c o, citidÍlico y los correspondientes nucleÓsidos así como 
adenina (Jago, 1375; Rillier, 1978; Citti, 1965; Selby, --
1975). Las bases pur~nicas y pirimidÍnic~s son convertidas 
en sus deriva.dos nucle6sido 5•-monofosfato al atravezar la 
membrana. Concentraciones de 0.5% de extracto de levadura -
Keen, 1972), .aparte de incrementar la velocidad específica 
de crecimiento de los E.L., contribuye a eliminar el H2 o

2 
-

que se forma metab61.icamente y que puede inhibir el creci-
miento de los S.L. 



l.6.2.· Requeri~iento de sales. 

Los Z.L. requieren de una Óptima c.;ncentraci6n de· fos 
fat::> para crecer y puede ser supJ.eme;nt.ida con 2 ¡;rs. de ca3a 
minoácidos que contienen 6.5 mg (0.325/~) de fo2:fato en forma 
de 0-fosforil treonina (HoJ.an, 1972). 

La adición de trazas de magnesio y :fierro (Citti, --
1965), estimula el crecimiento. !':J. magnesio (Thomas, l·J68) -
nroJ.on,o:<J. marcadamente 1-a supervivencia de los E.L. susnendi
d 1S en soluci6n "l.Illort:!;~ad0ra del pH a ba::oe de :fosfat .,s (a -
concentraciones de 10 ). La ~~dici:Sn de 0.5·,-!, de NaCl (Marth, 
l.963), estimul.a 1-a pr::>ducci6n de qcido '!JOr J.os 'E.L. 

J..6.3. l1e'luerimie'ntos de nitr6:;eno amínico. 

Los 3.L. reauieren de algunos aminoácidos nara su ere 
cimiento y han des~rrollado sistemas tanto para p~oducci6n ~ 
de neptidasas (recu;Jerables del. medio), como oara eJ. trans-
porte de '9éptidos al. interior de 1-a célula (Law, 1977, 1'378). 
Los péptidos pe~ueños tienen un valor nutritivo más alto -
que J.os aminoácidos J.ibres ya que J.os microorgJ.nismos obtie
nen de esta manera, todos los a1:1ino6.cidos que necesitan en -
forma simultánea vía sus sistemas de transp0rte de pépt.i<1os, 
además de que los aminoácidos libres son susceptibles de de
grad~ción por enzimas extracelulares. 

Los aminoácidos que requieren los E.L •. son (Cowman, 
1968): I,eucina, isoleucina, metionina, valina, gJ.utárnico, -
histidina. La leche· contiene t•dos los aminoácidos necesa
rios ?ara s.1stener un buen crecimiento de E.L., sólo auc és
tos microorg .• nismos son incapaces de hidr,,1-izar l"s p:r:oteí-
nas en forma conveniente, sobre todo al iniciar su crecimien 
to. Una parte de los aminoácidos necesarios se puede arlicio:: 
nar supJ.ementando eJ. medio de cuJ.tivo con extracto.de leva
dura (Citti, 1965). En la Tabla 10 ,se indican los requeri-
mientos mínimos de .aminoácidos para sostener el crecimiento 
de J.os E.L. 



Tabla 10. 

Reqlierimientu de aminoácidos en pg/ml. de medio para el. -
crecimiento de 2 ó más cepas de E.L. y cantidades encon-
tradas en la leche y el suero de queso (Law, 1976). 

26. 

Leche die;erida 
aminoácido Total Libre 

suero 

Total Libre 

Requerimiento 

);íÍnimo 

GJ.u 2700 19 195 7 87 
L.eu 1050 11 52 1 41 
I1eu 584 J.O 65 1 35 
Va1 750 23 49 l. 41 
A:rg 450 12 l7 2 39 
Cys 104 17 145 l. 27 
Pro 680 l. 65 2 38 
His 364 2 15 1 24 
:Pho 555 ·10 34 1 21 
Met 288 8 125 1 22· 

l..6.4. Requerimiento de vitaminas. 

Los E :L. requieren de riboflavina, ácido pantoténico, 
piridoxina, tiamina, biotina, ácido nicotínico y niacina -
( Marth, 1962), estudios más recientes indican que s6lo nece
sit~n de pantotenato y nia~ina para un buen crecimiento y -
que la adici6n de las o.tras vitaminas s6lo estimula el cree_! 
miento. 
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1.7. Medios a.e cul.tivo abase de a-:;ar pe.raE.L. 

Lo'' ;-Jrimer0s mediar.; c'le cultivo pe.ra los E.r .. nresentaban 
algunos inconvenientes (E111ker, 1956), algunos no tenían su
ficiente cl~i.ridad y otros, a-parte de ser de ~laborací6n difí
cil, no podían sostener un buen crecimiento de los microorga
nismo:;. Eimodio de El.liker, Andersony Hanneson(1956), es -
pr:>bablemente el más citado por la literatura como el mejor -
para el cultivo de los E.L., debido a la facilidad de su nre
paraci6n y sus excelentes resultados (Lawrence, 1976). Se.han 
desarroll.ado otros medios similares como el caldo ~PT, el me
dio de Huxst, el caldo Broth y el medio M16. Hunter (1946), 
demostr6 que la ac'lici6n de un amortignador del pH al medio, -
mejora dramáticamente el cr?cimiento y los microorganismos -
se mue,ctr;;m más activos al ser reinoculados en leche. "3n base 
a esto, 13arach (1179), inejor6 el medio de 311.iker con la adi-'
ci6n de fosf~to diam6nico. 

A partir de éstos. rn·:idios, se han rlesarrOllado otros con 
fines LI11ás específicos como 1?0r ejemplo la diferenciaci6n en-
tre es1ecies debido a sus diferencias metab6licas (Turner, --
1963, Redqy, 1972); la diferenciaci:6n entre cei;ias Prt + de las 
Prt-, LacT de Lac- y combinaciones e~tre ell8s (Feary, 1984; 
Molskness, 1974; Huggins, 1984) (Anexo I) y la propagaci6n -
de los E.L. y sus bacteri6fagos (Terzagni, 1975) (Anexo I). 

Al cambiar de medio de cultivo a los E.L., éstos nueden 
perder su capacidad ácido productora 6 proteolítica (d~ Valdez 
1985¡ Thomas, 198l) por inducción del curado de algÚn ~lásmi
do. 
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1.8. Factires físicos para crecimiento de los E.L. 

1.8.1. pH del medio. 

La propagaci6n de los E.L. en cultivo por lote y con 
control auto'mático de pH en un rango de 6.5 a 6.8, redunda 
en la obtenci6n de rendimientos más altos (LCeen, 1972; 
Peebles, 1969; ~illiland, 1977; Chen, 1977; Harvey, 1965; -
Thom;.::;, 1979). Utilizando NH4 OH como neutralizante, ee pue
de alcanzar a producir hasta 15 veces más células oue en el 
mismo medio de cultivo sin control de pH y alrededÓr de 1.5 
veces más que cuando se utiliza NaOH. En algunos c<i.sos, la 
;>roducci6n de .~cir'J.o por parte de los E.L., después de cre-
cer en ferment,idor con control de pH y utilizando "!H OH co
mo neutralizante, es sustancialmente igual a la de lis cul
tivos frescos cuando se les hace crecer en leche. Sl hecho 
de que al utilizar NH4 0H como neutralizante,.los rendimien
to::; sean más altos, r>l.dica en el pa;:>el que toma el NH+ como 
restdurador de la actividad glicolítica l que es más iáoido 
que el Na+ y el K+, por otro 1ado, el NH sirve también.co
mo materia prima para la síntesis de ami~oácidos y con ello 
la velocidad,de c~eci~i~nto se optimiza y las fermentacio-
nes se efectuan mas rapido. 

Comercialmente se pueden adquirir medios uara el -
cultivo de iniciadores l~cticos que incluyen en su formula
ci6n a.mortigUadores del pH (Thunell, 1984) y que son denomi 
nados cultivos con "contr0l interno de pH", medios PIM (in-: 
hibidores de fagos) y otros diseñados ;>ara el cultivo de -
E.L. en laboratorio.(Chen, 1977; Ausavanadom, 1977). 

1.8.2. Temperatura óptima de crecimiento de E.L. 

Lee (1975), estudi6 el comportamiento de los E.L. al 
variar la temoeratura y enéontr6 que varias cepas de 
s. cremoris c:;;.ecen mejor en un rango de 28°c a 31ºc y de --
31.5 a 42 e oara las de s. lactis, teniendo temperaturas -
6otimas de cr~cimiento a 29.Jºc y 34.lºc respectivamente. 

. Resultad_1s de experimentos "in vivo" (Thom'[)son, 
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1979) sobre el metabolismo de la lactosa, sugieren que la 
fosforilaci6n del g1ucosi1o y del galactosilo del disacári 
do son mediados por dos mecanismos diferentes pero altameñ 
te integrados y que pueden ser afectados con un incremento 
en la temperatura de incubación. 

Moustaf'á (1968) observ6 que cuando $. diacetilac
tis DRC 1 crecía con glucosa, lactosa, galactosa ó ma1to-
s a a 1 ?ºc, las c éJ.ulas no sufrían. aut61isis y sus paredes 
contenían más galactosamina que las células crecidas en ~ 
glucosa a 32°c. Este fenómeno se debe a ~ue las enzimas -
respons··•bles de la conversión de la glucosa a glucosa 1-P 
y posteri.:>rmente a· galact;:isamina, son sensibles a la tempe 
r«tura. La autólisis (Ve.garud, 1983) es un fenómeno muy co 
mún en los E.L. y consiste en la ruptura de la pared y la
membrana celular con la consiguiente pérdida de todo el m2: 
terial intracelular. 

La actividad proteolÍtica de variantes Prt de 
E.L. puede ser mejorada al incubar las cepas a temperatu-
ras más bien a·1.tas (Shelaih, 1983), debido a que las enzi
mas que producen, muestran mayor actividad a temperaturas 
cercanas a los 4oºc (de Giori, 1985). -

l.~.3. Anaerob:iosis durante el crecimiento de los E.L. 

Las fermentaciones lácticas son netamente anaeróbi
cas y '\)ese a ésto, se han realizado investigaci.ones ten-
dientes a mejorar el crecimiento de E.L. cuando son culti
vados en lote y sistemas aereados. La aereación deprime el 
crecimiento de los E.L. (Keen, 1972) y la adición de oeque 
ñas cantidades de 002 estimula el crecimiento, aunque pue-:: 
de ser igualado por la 3.dición de extracto de 1ev9.dura. 

Para entender el papel del C02 en el metabolismo de 
las bacterias lácticas, ha.y y_ue c•.:>nsiderar lo crue sucede -
al piruvato formado de la degradación de los carbohidra-
tos. Primero, el oiruvato puede ser reducido a lactato. Es 
ta es una reacci6~ primaria de E.L •• Segundo, una amina--
ción reductiva tiene lugar, en la cual el piruvato es trans 
f;)rmado en alanina, uno de los aminoácidos más importantes
para la construcci6n de proteínas. Tercero, las enzimas m2: 
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1.Ónicas, pueden catal.iz~r 1.a carboxil.ación y 1.a re~ucci6n 
necesarias para producir ácido mal.ónico. El. GOz es utili
zado en esta reacción. 31. ácido mal.Ónico puede ser oxida
do a oxalacetato. Este compuesto es un importante precur
sor de 1.a asparagina, 1.a cual. puede ser convertid.a en -
tre·.)nina y 1.eucina. Cuarto, el. piruvato puede ser conver
tido a ácido fos:foenoJ.pirúvico por unfl. piruvato quinasa -
y éste a su vez se transforma en fosfoenol.oxal.acetato y -
después en oxal.acetq_to. El. 1;0 se utiliza en esta reac-
c i6n. Esta conversi6n es una ~e 1.as r.iredomin1;intes en 1.as 
bacterias 1.ácticas y es necesaria ?ara el. mantenimiento -
de l."" vi.la, éstos microorganismos no pueden :formar oxal.a
c etato por medio del. ciclo del. ácido cítrico como 1.as o
tras bacterias (Marth, 1.962). 
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1.9. Producci6n de acidez por los Z.L. 

L:;i. cuantific8.Ci·5n de la acirlez producida por los ,.;.L. 
es, en cierta medida, una valoración de la actividad meta
b Ólica de las células. «luchos investigadores.. sostienen que 
los incrementos en la acidez titulable van en función del 
aumento en la población bacteriana en E.L. 

Cuando crecen en leche _§. cremoris y .§.. lactis (McKay, 
l 978), las célul'3.s se hacen dependientes de sus sistemas -
proteolÍticos para obtener los aminoácidos y péptidos oue 
necesitan de la caseína. Ji las células pierden sus si~te
mas proteolíticos, las cepas se transforman en productoras 
lentas de ácido láctico y requieren de 48 horas ó más uara 
coagular la leche a 21 ºe, perrliendo además, su utilidad -
dentro de la industria láctea. La literatura las dsnota -
c ·.>n las abreviaturas Prt - y Prt +, siendo las urimeras las 
variantes "lentas" y las sezundas las variantes "rápidas" 
6 no proteolíticas y proteolíticas respectivamente. Un·-
c ul tivo rápido, es c"J.paz de c;:,agular la leche en un inter
valo de 16 a 18 horas de incubación a 21°c, utilizando de 
l a 2% de in6culo tomado de un cultivo fresco. Un cultivo 
fresco es aquel que, preparado de la misma manera, tiene -
cuando más 24 horas. 

Al crecer en leche los E.L. 7 Lambién de?enden de su 
C''-Pacid'l.d de fermentar la lactosa. de la leche. Esta oropie 
dad se encuentra cercanrunente ligada al sistema prot~olítT 
co y por ende es igual de inestable. Si se hc~ce crecer a= 
los E.L. en otra fuente de carbono que no sea lac~osa ó -
galact >sa, es muy pr·;bable que lo:: cul "Livos subsecuentes -
muestren v~riantes lentas productJras de ácido láctico -
( Lac -) en forma predominante, con esto, el cultivo pierde 
la capacidad de fermentar la lactosa. 

l. 9.1. Métodos para valorar la acidez (actividad). 

Los métodos que se han desarrollado para valorar la 
acidez pr,Jducida nor los E.L. so'n. básicamente de 2 tiuos: 
a). los métodos c~alitativos y b). los métodos cuantitati
vos y ~ue se ex?onen enseguiria. 
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l.. 9.i.i. j,!étodos c;uP..l.itativos para v;üorar la actividad. 

Un métJdo se basa en la caoacidad de los ~.L. de 
reducir el tornasol. antes de que la leche coa.";"ule. Si el -
microorganismo es ca:>az de redu·:!ir el tornasol (de incolo
ro a rosa pálido) en un interval.o de l.2 a 14 horas, se di
e e que ea un cultivo rápido, si tarda más de 24 horas es -
un cultivo l.ento (Citti, 1965). 

El segundo se basa en el tiempo que tarda el mi-
c roorganismo en coagular la leche (McKay, 1978). Los E.L. 
son ca-:>.;.ces de coagular la leche en 16 6 l.8 horas a 21. ºe 
cuando son cultivos rápidos, cuando son cultivos lentos, -
requieren de 48 horas 6 más. 

l. 9.1.2. Métodos analíticos para la cuantificación de la -
activid'td. 

Todos los métodos desarrollados se orientan a la 
neutral.izaci6n de la !'1.Cidez producida con NaOH y varían -
en el t-:i.!!!:i.."í.D del inúculo, la concentración de la ].eche, -
la temperatura de incubaci6n, el ti,,mpo de toma de mues-
tra y la concentración del !la.OH. Otra variable que no hay 
que descuidar es el trato térmico dado a la leche ya que -
puede ser estéril 6 en el mejor de los casos, recientemen
te preparada y ;:iasteurizada a la misma temperatura de coci 
miento del queso que ·se va a hacer. -

Los E.L. (~illiamson y Speck, 1962) oueden desa
rrol.lar una acidez de 0.9% en leche a las 8 horas, 0.8 a -
las 6, 0.6~,;, a las 4 y Oo3;~ a las 2 horas de incubación a -
3 2°c en leche pasteurizada (62°c, 30 min.) al 10¡~ de s6li
d 1s totales y 5~ de in6culo. 

La actividad de los ~.L. es buena (Sellars, 
1978) si se observan valores de acidez de 0.04, 0.22 y 0.55 
en porciento de lc~do láctico a las 2, 4 y G horas de incu 
b·1ci6n res?ectivamentc a 3oºc en leche pasteurizana a 65ºC 
))Jr JO minutos (lOfo de sólidos total.os). ki. valonwión se 
h·lce con Na:H O.lN '.Ü vire de 13. fenoJ.fté1.leína (pH B.2). 

Otros m&t~dls reportad•ls y ~ue dest~can oor l~ -
~recisi6n de su~ result~dos son los cit~dos por el Boletín 
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de l~ Feder~ción Intern~cional de Lácteos (Documento ~ -
129 de 1980, apéndices 1, 2 y 3) en que se resumen los mé
tocl.1s de Jtadhouders y Hassing (no publicado), de Pearce -
(N. Ze"-1 mil, J. Dairy Techn. 1969. 4(246)) y de Cox y 
Lewis (Safety in i1Iicrobiology, 1972, Acad. P:cess. pp. 133). 
En la tabla ll se resumen algunos procedimientos para valo 
rar la actividad de los I.L. en otras partes del mundo. 

1.9.2. FactJres que afectan los resultados de una urueba de 
actividad. 

il'luchos factores pueden afectar la pro:l.ucción de áci 
do por las bacterias dur,mte la manufactura de queso. l'ri-= 
mero, las ?ropied~des de las cepas, ya que ?Ueden ser pro
ductoras lentas. Est.as propiedades son hereditarias y ordi 
nariamente se n• :>..ntienen durante las treansferencias. -Ssnori. 
táneamente y en todOé< los cultivos, es normal que apare;;_-:: 
can V3riantes lentas en proporción de l ~ 2%. En segundo -
lugar, los i~iciadores pueden contaminarse con fagos y su
frir lisis, decreciendo la actividad acidificante. Tercero, 
1.a te1nperat.ura. U.e cvcimientn del queso. 

·se nueden mencionar· otros factores como son: la -
presencia de antibióticos en la leche (Orberg, 1985), de-
tergentes, ·desinfectantes, inmunoglobulinas y la adición -
de renina. Algunos factores de tipo fÍsic~ que también re
tardan la producción de ácido son: la luz, el oxígeno y la 
temneratura de pasteurización de la leche (Stadhouders, J. 
1976). 
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l. lO. Producci6n y conGervaci6n de cultivos de iniciadores 
lácticos. 

Los avances tecnolÓ{:';ic·:>s en lo que al cultivo de los I.L. 
se refiere,no pueden desligar lo que es la producción de los 
I .I ••. en n:r3.ndes ce.ntidades y la conservaci6n pro9iamente di-
cha de la viabilidad y la actividad de las ~~lulas. 

Los cultivos de iniciadores (Teuber, l38l) que están en 
uso se encuentran en i'"•rm'3.s lÍquid0>S, liofilizadas y congela
d <:is. Esto~; mueRtra.n a1 .. ta' capacidad de supervivencia y una ac
t i viil.<'d óptima para los usos industriales a que están destina 
dos. Debido a que los genes que codifican para la síntesis de 
lactasas, :iroteasas y enzimas que degradan el citrato a ace~ 
toína se encuentre.u en plásmidos (McKay, l979), se ha descBr
t~do. el método de cultivo continuo 9ara propagar a ést-s mi
croorsanismos ya que en corto tiempo empiezan a anarecer va 
riantes sin plásmidos,(Lawrence, l976). - -

En el mayor de lJs casos, se emplea leche descremada -
pasteurizada o esterilizada como el medio nutritivo básico -
para la producción a gran escala de cultivos de inicia.dores 
?Orque asegura que s61o los estreptococos lácticos mejor a-
daptad·Js a la leche crezcan. Para la ;>roducci6n de cultivos 

de itii -:iadores lácticos, elmedio básico (leche) es sunle
mentado con extracto de 1ev~d~ra, glucosa, lactosa y carbono. 
Para obtener una superviven~ia y una actividad Óptimas, es -
necesari::i neutrB.li1t.ar el ácido formado, con NH..l. OH ó con Na.OH 

A nivel industrial se hé<I! empleado diversos método~ d~ 
producción y diferentes tipos de medios encaminados a obtener 
grandes cantidades de células con actividad 6ptima y ca~aces 
de permanecer estables por períodos más o menos pr'.llongados, 
a bajos costos y ser resistentes a la infección por fagos -
pr"'sentes en las p1-antas industrializadoras. 
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l.10.l. Métodos de producción de ·~.I •. a nivel industrial. 

1.10.1.l. Cultivo por difusión. 

La vroducci6n de concentrado.s celulares a nivel -
industrial, es con miras a la producción de inóculos uara 
la leche destinada a la elaboretci·.Ín de queso al mismo ni-
vel. De ésta técnica s6lo !lay un trabajo reportado ( 
Osborne, 19?,0) y ha dctdo origen a una patente en extJlota
ción. La producción de E.L. por éste método, nrovee ae -
buenos resultados y altos rendimientos celulares nue lle-
'ran a alcanzar las 101 4 UFC/mJ.. • La técnic ::> impli; a el uso 
de ::iembr::c.."l:>.:: semi.;iermeables que se::iaran un cultivo bacte-
ri3.!lO del gran reservorio de. nutrientes. La '1!embrana nermi 
te el paso de los nutrientes al cultivo y la eliminaci6n:: 
de los metebolitos de desecho por difuci6n, restrin~iendo 
con ésto el paquete celular a un volwnen pequeño. Los meta 
bolitas que inhiben el crecimiento de los E.L. (San•line, :: 
1976) son el lactato a concentraciones de l a 4~, el H+ y 
el Na+. 

l.10.l.2Cultivo contínuo. 

El cultivo contínuo no es un buen método :le 1Jro-
ducción de E.L. (Richardson, 1977; Thomas, 1979; Wilkowske 
1957; Hui:;enholtz, 1987), los cultivos crecen bien en este 
sistema pero las célul;ois son :1ctivas únic:-1mente por esDa-
c io de 3.lQlnR.s h )ras después de ser cosechadas del fermen
tador. La lisis celuiar se acentúa y se presenta espontá-
ne2mente, por otro lado, el problema de la infecci6n por -
fc;.gos se acrecenta debido a ·que las cepas comúnmente lle-
van ~~1 profe.go integrado al DNA cromosomal, que <:e puede -
liberar y contaminar al cultivo. 

Por ésta técnica es posible aislar mutantec Prt
de la cepa original Prt+ manej·~~J las VGriables D (velocj, 
dad de dilución) y pH (Hu~enhultz, 1987). 
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l.lO.l.3. Cultivo por lote. 

Este método de cultivo es el mas estudiado (Keen, 
l972; Harvey, l9G5; Peebles, l969; Gilliland, l977; Chen, 
l977; Thomas, 1'379), su objetivo es reducir eostos de -pro
ducción (Richardson, 1977) en la industria láctea y aumen
tar el control de 1os cultivos de iniciadores. 

La producción de E.L. por lote, requiere de la -
preparación de inócu1os, mantenimiento en óptimas cOndicio 
nes de crecimiento de las cepas, un cosechado celular, em:: 
paca.do, almacenamiento y embarque adecuado. La producción 
de E.L. y otros iniciadoreo lácticos se ha dejado a insti
tuciones especializadas, debido a que la producción de és
"tos micrc>orP,;tnismos en las plantas aumenta notablemente -
sus costos medios de producción por lo que ello implica. 

Los E.L. en cultivo por lote arrojan tiempos de -
gener•ción de 52 y 35 minutos cuando crecen en un medio -
químicamente d2finido y en un caldo complejo respectivamen 
te (Thomas, 1979). Es preferible (sru~dine, 1976) crecer --= 
E.L. en medios de lebhe con bajo contenido de lactosa nor
que de esta manera se puede prevenir la acumulación de-lac 
tato y la disminución del pH a niveles tales que provoque
d8.f\•)S celulares. 

Del cultivo de iniciad~res lácticos por lote se -
han .~enerado ·innovaciones tecnológicas que han dado origen 
a los "Cultivos Concentrados". Estos cultivos son ( 
Gilliland, 1977) suspensiones de cultivos de iniciad6res -
prepar.:.:'los en un medio líquido y concentrados a un vol..umen 
pequeño por centrifueación, tras lo cual se almacenan. La 
obtención de E.L. de esta manera ha derivado en 1-a comer-
e ial.ización de éstos· microorg~...nismos bajo· las formas "con
c entradcis líquidas" y "concentradas y liofilizadas". 

Los concentrados de microorganismos tienen como -
ventajas la f~cilidad de su preparación y la de conservar 
ya eea por congelación o por 1.iofilizac:ñón. •remperaturas -
tan bajas como -196°c siguen siendo utilizadas para la C">n 
servación de E.L. aunque su uso lo restringe el costo y la 
tecnología que ésto impl.ica. 
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1.11!. ¡.;étodos de conservaci6n de 3.L. 

>l pro?62ito primario de l~ conserv:aci6n es el mantene~ 
las ce?as vivas, puras y sin mutaciones, para ésto es menes
ter, recurrir a la cep,_c original y buscar el método más anro 
;iiado de conservación ya que no todos los microorganismos - --= 
responden igual a un método dado. ~n el caso de los E.L., se 
emplea ~rdinariamente la resiembra diaria (subcultivo) como 
método de conservación a corto tiern-po y la liofilización, -
con algunas variantes corno método de conservación a tiemnos 
relativamente largos. 

l.ll.l. Conservación de E.L. por refrigeración. 

Se ha intentado mantener cepas de E.L. en excelentes 
condiciones a través de métodos tan sencillos como lo es la 
refri~eración (.Jowman y Speck, 1965, 1969) ó tan complica-
dos como la liofilización y la congelación a te~peraturas 
de nitr6geno líquido. 

Cowman (1969) encontró que algunos E.L. disminuyen 
su activid'.W. desnués de almacen'J!Iliento a 3°c en los nrime-
ros 3 días, cosa-que no sucede con la viabilidad ya que, -
permanece esencialmente constante durante el mismo período. 
Este decremento progresa con el almacenamiento. J,os E.I,. ne 
cesitan de nitrógeno orgánico fácilmente rnetaboliZable par~ 
cr~cer bien, tanto en lech~_como en medio de cultivo des-
pues de ser almacenados a estas temperatur~s. ~- lactis po
see dos enzimas proteolíticas, una de membrana y otra intra 
celular, la primera degrada la caseína a péptidos y la se--= 
gunda a aminoácidos y otras formas más utilizables. Durante 
el almacenamiento a 3°c las proteasas de membrana se inacti 
van debido a que a ésta temp·era.tura se form<'-n trímeros que
son más estables pero inactivos, siendo la forma activa 
un dímero pero estable a temperaturas más altas. 

Kine y colaboradores (1969), almacenando -S.L. a 4°c 
en soluci6n amortigUadora ª' fosfatos a pH 4.5 y 7.5, encon 
traron oue és.tas bacterias muestran inacti vados sus siste-":: 
mas rep~rad~res y·que sus pozas de aminoácidos, las proteí
nas intracelulares y el RNA disminuyen sus concentraciones 
hast·~ d'?pleci6n total con respecto del tier.ipo. 



39. 

Goldhaber (1982), estudi6 el comportamiento de -
cepas lentas ge S. cremoris y S. lactis desuués de ser a~ 
macenadas a 4 C en un medio de cultiv~ a base de caseína
to de sodio, encontrando que después de un mes, las cepas 
mantenían su actividad casi inalterada, proponiendo el -
em•1leo de éste método de conservaci6n, para cultivos de -
estreµtococos lácticos con miras a producir caldos para -
inoculaci6n directa de leche destinada a la producción de 
quesos. 

l.ll.2. Conservación de los E.L. por liofilización. 

El proceso de liofilización no se recomienda para 
los E.L. debido a que no todas las cepas presentan la mis
ma susce9tibiltdad a sufrir los daños que implica. Es nor
mal que durante la liofilización ocurra la muerte celular, 
s61o que los cultivos ·de iniciadores normalmente, son mez
clas de microoTganismos y durante la liofilización se des
balancean las proporciones, algunas veces considerablemen
te (3peckman, 1974). Se ha logrado liofilizar concentrados 
de iniciadores lácticos con composición desconocida {Yang, 
1979) ·y han nrob ... rlo ser efectivos para inocular leche dc::;
tinada a la fabricación de queso chedar sin reactivación 
previa. 

La liofilizaci6n (Gherna, 1981), es un proceso me
diante el cual se remueve el aeua de una suspensión bacte
riana por sublimaci6n bajo presíón reducida, esto es, eva
poraci6n de agua del estado sólido sin pasar por el estado 
líquido. Las células pueden ser guardadas de ésta manera -
nor largos 9eríodos de tie~¿o en ausencia de aire,.humedad 
y luz; pudiendo a cualquier tiempo ser rehidratadas fácil
mente, restaurando su estado nrevio. 

Se sigue estudiando sobre éste método de conserva
c i5n (de Valdez, 1983, 1985) en cu~nto al problema aún la
tente de encontrar buenos agentes crioconservadores que ya 
antes había sido atacado por Holland y Koburger (1969) con 
buenas espectativas. 
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l.12~ Presentaciones comerciales de los cultivos de Inicia
dores lácticas. 

Actualmente es posible adquirir cultivos de Iniciado 
res lácticos en varias versiones, las cuales han derivado 
tanto de 1-i. form:i. de producción como do conservación. T<!l -
estudio del cultivo de iniciadores lácticos ha llevado a 
l .)S investigadores a s'.)lvsntar algun<Js problemas que en--
frentan los industrializa.dores de la leche como los inhe-
rentes a la cont minación por fagos. Este problema ha sido 
resuelt0 en parte por la introducción al mercado de los me 
dios inhibidores de faeos (PIM). Estos medios están disefi-;;;: 
d-~s a base de suero de queso suplementados con fosfc,tos _
( 3.ichardon, 1977; Jon;;.s, 1977; ·¡.¡reigth, 1982). Aunque los 
fosfatos son fuertes inhibidores del crecimiento de los -
E.L., resultan efectivos ?ara evitar la infecci6n de los -
cultivos a concentraciones del 2% y permiten el crecimien
to normal de los microorganismos. 

Los cultivos de iniciadores lácticos, son por lo ge
neral, mezclas de microorganismos cuidadosamente seleccio
nados para .obtener algún producto en específico. La selec
ción de los microorganismos se basa en sus propiedades me
tabólicas y en su resistencia al ataque por faeos, siendo 
ésta Última propiedad la que se toma en cuenta para la ela 
boración de los cultivos de cepas múltiples. Los cultivos
de cepas múltiples son el~borados con cepas diferentes de 
un microor~9.Ilismo y -;¡ue no .o;ua.rdan relación genética con -
el mismo fago, por lo cual son resistentes a la infección 
(G,,.rnay, 1984; Thune11, 1381; Danie11, 1981). 

Los cultivos de iniciadores lácticos pueden ser adqu_i 
ridos de las siguientes formas: 

i). Cultivos lÍL~idos. Son mezclas de ~· cremoris y -
S. lactis preparadas en suero de queso 6 en leche 
bronca y se usan poco por la ~acilidad con que se 
contaminan. 

ii). Cultivos con¿;elados en líquido. Forma muy utiliza 
da en Inglaterr"l., consiste en botellas de ulásti:: 
co con 600 ml. del cultivo inoculaAo y sin incu-
bar, se conservan a -25ºc y nuran alrededor de 3 
meses. Alcanzan 9ar:ci. inoculJ.r 100 gal. de leche. 
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iii). Cu.1. ti vos liofilizados. Se adquieren n.:>rmal.niente 
para la -producci6n de cul. tivo s "madre" en los -
1a1nratorios de las cremarías, BU duraci6n es -
de aproximadamente 6 meses y requieren de ~rop~ 
gaci6n continua cuando se usan. Se pueden con--
servar en refrigerador. ' 

iv). Concentrados congelados. Son cultivos produci-
dos en fermentadores con control automático de 
pH en la reei6n de 6.0 a 6.3 y con pob1aoiones 
microbianas de al.rededor 109 cé1ul.as/m1. Son -
mantenidos en contenedores especial.es a -78ºc 
con hiel.o sec.:> 6 con nitrógeno l.Í~uido. El cul
tivo retiene su activida.d por un tiempo conside 
rable y tan s61o 70 ml.. de éste alcanza para i-: 
nocular 1000 litros de leche. 

v). Concentru.·9os liofiliza.dos. Como la anterior pre 
sentaci6n, también pueden ser usados directameñ 
te sobre la leche como in6cu1o. Requieren de al 
macenamiento a -25°c y duran al.rededor de 5 me-: 
ses. 

vi). Cultivos de inoculaci6n directa (DVS). Es un -
conce~tr~do líqui~o que ~ontiene aproximadame~ 
te 10 microorgctnismos viables, producidos por 
fermentaci6n con neutralizaci6n continua del -
pH.· Otra presentación de este ;.reducto es enl.a 
tada, los microorg~nismos forman una pasta coñ 
cuentas viables de 1.2 x 1011 CFU/gr •• Cada~ 
500 grs. son suficientes para inocular 3,200 -
litros de leche para queso y se usan directa-
mente. 
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2 • Pl'1Ilteamiento del problema. 

La industria láctea, requiere de cepas que ·produzcan -
una buena cantid-!.d de ácido láctico en poco tiem;>o. Para és 
to es menester, producir uni buena cantidad de células con
alta activid~d ya que en ~rimer lugar, se requiere de in6cu 
los "pesados" con aproximadamente l09 CFU/ml. y en seguni!o
lugar, que los microorg~nismos sean capaces de producir la 
cantidad de ácido láctico ~decuada tanto para reducir el -
tiempo de manufactura del queso como para obtener un oroduc 
to de buena calid3.d dado que la consistencia del queso, va-: 
ría en funci6n del pH de la leche al momento de la cuajada. 

Golu~aber (1982), probó que a temperatur~s de refrige-
ración en un medio f·Jrmuladu con caseinato de sudio, cepas 
lentas de S. cre:noris y s. lactis eran caoaces de sostener 
·nivel.es de-actividad muy-semejantes a la de cul. ti vos :fres-
cos des•iués de l mes. La necesidad de propag~r y conservar 
cultiv.Js de E.L. industrialmente Útiles, induce a plantear 
la posibilidad de crecer cepas de estreptococos lácticos -
oor fermentador con control de pH y conservarlas con el mis 
~o mét•JdOr pudiendo las cepas r:ípidas, mostrar un comoorta-: 
miento semejante al de las cepas lent:is. 

3 • Objetivo: 

De:nostrar que a tern;ieraturas de refrige:cación (4 ºe), -
e epas rápidas de_§. cremoris y -ª· lactis son ca::iaces de m9:!! 
tener una buena actividad y por ello aptas, para la produc
ci6n de quesos cuando se les conserva en su medio de culti
vo. 
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4. Hip6tesis de trabajo: 

Medi3.llte éste método de producci6n y conservación para los 
estreptococos lácticos, es posible implementar un sistema pa
r~ la uroducci6n de concentrados celulares que puedan ser uti 
z~dos como in6culo para la leche destinada a la producción de 
queso. 



44. 

5. 21!étodos y ;,1a t eriales. 

5 .l. illétodos. 

La met,>dolo:;ía propuesta para el desarrollo de esta -
tesis es simil,.,,r a la em9leada por Goldhaber (l982), con -
la diferenciq únic~<mente de las cepa,s emnleadas y el volú
men de trabajo utiliz~do. 

S. cremoris y S. lactis son crecidos en un medio de -
cultivo a b_2::;e de c:Seinuto de 3odio en fermentador de l -
litro con control de los siguientes !)a:¡:;ámetros: a) a'Sita--_ 
ción a 200 R.P.M.¡ b) tem9eratura a 30 C; c) pH a G.8; d) 
tamaño del inóculo 'de l.0% v/v; e) ti0¡,1po de fermentación 
de 24 horas. Se determina la cinética de crecimiento toman 
-do alícuotas del medio de cultivo cada 2 horas para conteo 
de CFU (Unidades Formadoras de Colonias), la actividad du
rante el crecimiento se determina automáticament~ a través 
de un dispositivo que grafica la cantidad de álcali adicio 
ng_do con respecto del tiem,,o. -

Las mismas cepas se crecen posteriormente en un fer-
mentador de l4 litros, para hacer un estudio de escalamien
to --con los siguientes

0 
pa:¡:ámgtros: a) agi taci~n a 200 R. P.iJ. 

b) temperatura de 30 C - 2 C; c) pH de 6.8 - 0.3; d) tama 
ño del inóculo de l.0% v/v; e) tiempo de fermentaci6n de~ 
15 horas. La cinética de crecimiento se determina de la -
ülisma manera y la aotivid 0 •d en este sistema no se pudo de
termin,.,_r por carecer del equipo apropiado. 

Los caldos de fermentación son almacenados en enva-
ses de plástico estériles a 4°c, posteriormente se toman -
muestras de éstos caldos para análisis de actividad en le
c he y cuenta viable por dilución. 



5.1.l. Preoaraci6n de los medios de cultivo. 

5.1.1.l • .Agar Reddy. 

Se pr~para la mezcla A y la B y se esterilizan nor S!!_ 
parado a 121 C y 15 lb. de presi6n por 10 minutos, las mez-
las se dejan reposar a temperatura ambiente por 7 días para· 
verificar la esterilidad. Ya para utilizarce, se licúa la ~ 
mezcla A y se le adiciona la B. 

Mezcla A 

Peptona de caseína 
Extracto de levadura 
Casaminoácidos 
L-nrginina-HCl 
K 2HP0

4 Agar 
pH 

Mezcla B 

0.5 .,¡¡; 
0.5 ~ 

0.25 "' o.s <f., 
0.125 % 
1.5 'f, 
6.9 

Leche descremada (ll.0% sólidos) 10 ml. 
Púrpura de bromocresol al O.l~ 2 ml. 

5.1.1.2. Leche descremada·con tornasol (Difco). 

Se disuelven 10 grs. de Leche descremada con torna 
sol (Difco) y se aforan a 100 ni. con 8.€Ua destilada, poste 
riormente se esteriliza a 121°C y 15 lb. de presi6n uor 10-
minutos. Se deja reposar 7 días ~ara verificar la esterili
dad a temperatura ambiente, en algunos casos el tornasol se 
reduce con la operaci6n y se vuelve incoloro con el paso de 
los días, los tubos que no pierdan el color son desechados. 
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5. J.. l. 3 .• .11.g'"-r APT (Merck) • 

Se disuelven 60 ¿rs. del. medio gor cada l.itro il.e 
agua y se esterilizan en autoclave a 1.2l C y 1.5 lb de pre 
sión por 1.0 minutos, posteriormente se comprueba su este~ 
ril.idad dejándolo 7 días a temperatura ambiente, tras los 
cuales se utiliza. 

Composición 

Pentona de caseína 
Extracto de levadura 
D-glucosa 
NaCl 
Citrato de sc)dio 
JSHP04 Tween 80 
Sales inorgánicas 
Agar 

5.l.l.4.· Medio de caseinato de sodio. 

l2.5 g 
7.5 g 

lO.O g 
5.0 g 
5.0 g 
5.0 g 
0.2 g 
0.98 g 

l3.5 g 

Se disuelve primero el caseinato de sodio ya que re 
sulta un poco difícil su disolución, posteriormente se adi-~ 
c·iona el extracto de leV"tdura y¡a que elimina la esouria f:>rma 
da por el caseinato de sodio, finalmente se a~re~an los o--
tros dos componentes e~ cual~uier orden y se ajusta el pH a 
7 .o con NaOH 2N. Se esteriliza a l2l0 c y lb. de presí6n nor 
1.0 minu·tos, la ja1·ra de l4 litros requiere de un tiempo de -
.20 minutos con escape lento de presión. 

Composición 

Caseinato de sodio 
Gluc ')Sa anhidra 
Suer:) de queso 
3xtracto de lev~dura 
A-;ua de 1.3. llave 
pH 

20 g 
25 g 
60 i:; 
lO g 

300 ol 
1.0 
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5.1.2. Preparación del inóculo. 

Par''- el fer"1ent·,dor de un litro. De un cultivo del ini 
c i:.i.d >r m'-'.ntenido en refri;;;eración, se toma una "azada" y se-= 
siembra por estría en cajas Petri con agar Reddy. Tras 24 ho
ras de incubci.ción se "oican" las colonias más .grandes y con -
halos o.,-nRril 1.os ·y de proteólisis más amplios en .condiciones -
asé".ltic'3.s, se inocul"l. con éstas c-::>lonias tubos con leche des
crem:;.da y tornas>lada (Difco) al 10% de sólidos totales (con 
7 días '11Ínimo de nrepar .,_ción pr&via a su uso ) estériles y -
por triplicado por cad3. determinación. Los tubos se incuban -
18 horas a 22°c y se transfieren tres días seguidos uara reac 
tivar la cepa, .guardándose en refrigeración el tiempo que no
s c utilice. Para inocular el fermen·t._,_dor se utiliza un cul ti
vo "reactivado" previamente, el cual se reinocula posterior-
mente en el medio de caseinato de sodio de la misma manera. 

Se utilizan tubos Pyrex de 8 ml. con tapón de rosca y 
5 ml. de medio, para inocular el fermen-tador de l litro se u
san 7 ml. (15/; de inóculo), ya que el volumen de trabajo es de 
700 ml. 

Para el fermentador de 14 litres. Se sigue el mismo 
procedimiento sólo que el volúmen de t~abajo es de 10 litros 
y se utilizan 100 ml. de inó"culo, preoarados en f"rascos Pyrex 
de 200 ml. 

5.1.3. Condiciones de cultivo. 

Fermentador de l litro. La temperatura durante la uri
mera hora debe ser mantenida a 30°c .con baño maría, en las si 
guientes tiende a elevarse por la acción metabólica de los es 
treptococos por lo que hay que tener cuidado para controlarl8. 
El pH se mantiene a 6.8 automática.mente con HaOH 2.0N y la -
agitación a 200 R.P.M., el volúmen de trabajo es de 700 ml.·y 
se inoculan con 7 ml. de un cultivo de estreutococo incubado 
por espacio de 18 horas a 22°c en el medio d~ caseinato de s~ 
dio. 

Fermentador de 1.4 litros. La temneratura se mantiene -
au·tomática.rnente a 30°c y el pH a 6.5-7.i debido a que el con
trol autom3.tico no es muy exactó. La ac::itación se ~antiene -
constante a 200 R.P.lll .• El volúmen de trabajo es de 10 litros 
y la neutralización del medio se realiza con NaOH al 201; esté 
ril. '· -



5.1.4. Actividad. 

Se ~reparan 300 ml. de leche descremada (Sveltes) al 
10% de sólidos t,::>tales por determin8.ción, se diotribuyen en 
3 m;i.traces erlenmeyer esgériles y con táp6n de algodón, la 
leahe se pasteuriza a 64 C por 30 minutos y pos·teriormente 
se enfría a 30°C, todo ésto en baño maría. Los matraces se 
inoculan con l ml. del cultivo del iniciador y se incuba -
por espacio de 6 horas a ésta temperatura, transcurrido el 
tiempo se valora la acidez pr::>ducida con NaOH O.lN al vire 
de la fenolftaleína (2 o 3 gotas al 2%). 

Las muestras a valorar se deben 'n::intener en hielo -
~icado si no se usan luego, la acidez puede mantenerse hasta 
3 hor8.S sin c·imbio ,de ésta manera. Cada determinaci/in sA -

hace por triplic~do y los reaulta~os se expresan como ~ de 
ácido láctico, descontando la acidez de la leche (normal-
tnente de 0.15 a 0.17) que se valora como blanco antes de -
cada determinación. 

5.l.5. Conteo de colonias. 

Se toma una alícuota de·l ml. de la muestra y se di
luye en tubos Pyrex de 20,ml. de capacidad con 9 ml de agua 
destilada estéril (dilución 1:10), de éste tubo se toma un 
ml. de la sus9ensión celular y se diluye de la misma manera, 
la oper::i.ci6n se re-::ii te. vari·as veces hasta lograr la dilu--
c i6n deseada. La siembra en caja de Petri se realiza colocan 
do 1 ml. de cada diluc_i6n en una caja de Petra de 10 x 1 cm: 
a la que se adi,~ionan 10 ml. de _agar APT a punto de cua¿¡ar, 
se humogeniza manualmente, para fin"l.lmente incubar a 30 e -
por 48 horas y realizar el conteo de colonias. 

5.1.6. Conservación de los caldos de fermentación. 

El caldo del fermentador de 1 litro es almacenado en 
envases de plástic:) de l. litro previamentg esterilizados. Bl 
e aldo se intr'-iduce en U:'J., refrigerador a 4 G por es ·,Jacio de l 
mes. Los cald~s del fermentador de 14 litros son almacenados 
en envases de plástic~ de ~ litros de ca-::iacidad y se ~uardan 
en cámriras frigoríficas a 4 C. 
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5.2. Equipo. 

p·ermentador. de un litro: 

Fermentador Mod. E-473 Metrnlim 
Herisau, equi':>ado con un Dosificador Multi-Dosimat, aco-
1:> 1-ado a un potenci6metro a través de un amp1:i,ficador Im
pulsom"t, tudos de la misma marca. El dosificador nosee 
una bureta de 100 ml. de capacidad y está acoplado ~ un 
gr<J.ficador que re,'l:istra el volumen de ál,,,a.li adicionado 
por unid .d de tiempo. 

Fermentador de: 14 litros. 

Panel New Brunswick :3cientific Moa. M-19-1410; Jarra de 
14 l. de vidrio refractario con cabezal New Brunswick -
Scienti.fic Mod. F 14-100. Bomba peristáltica Masterflex 
r.1od. 7013 con controlador automático del pH rúasterf'lex. 

Potenciómetro Oonductronic pH 20 

Agitador Ma0nético Magnestir. 

Balanza granataria Ohaus de 2160 gr. de Oa9. 

e ámara de incubaci6n a 30º0. 

Cámara frig.::irífica a 4°0. 

Autoclave. 

Baño maría, con agitación y control de temperatura; Shaker 
B ath, r.lJd. 2564, forma 3éientific !J!arietta-Ohio. 

5.3. Material. bioló~ico. 

Streptococcus lactis NODO 712 

Strentococcus cremoris NODO 924 



6. Desarrollo ex~erimental. 

DIAGRAMA DE FLUJO 
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l 
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dad por titulaci6n. 

¡ 
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7. Resultados y.discusi6n de resultados: 

La cinética de crecimiento de S. cremoris y .§. lactis -
(figuras l, 2, 3 y 4), se determiña para, en cierto modo, -
apreciar la eficiencia del medio de cultivo ;>ara soportar -
el .crecimiento de éstvs microorganismos. Goldhaber (1982), 
para las cepas lent~s de éstos microorganismos, realizó -
cuentas hasta de 10 CFU/ml. cultivados en similares condi
ciones. Las cepas rápidas de ~· cremoris y~· lactis bajo -
éstas mismas condiciones rinden 100 veces más células en la 
mitad de tiempo. 

S. cremoris NCDO 924 crece un poco más lentamen'!;e -
que s. lactis NCDO 712 y entra a la fase estacionaria apro~ 
ximadamente 2 hor,~s des-iués de que S. lactis lo ha hecho. -
Los rendimientos celulares no son m;:i°y diferentes al final -
de la fermentaci6n. La fermentaci6n se realizó primeramente 
en fermentador de l litro, dado que a ésta escala es más fá 
cil controlar todas las v.o.riables y estudiar más a fondo -
el comportu.miento de los E.L. al crecer en cultivo uor lote 
con contr0l de pH. Al escalar el proceso, ~ueden presentar
se otros problemas 6 en el mayor de los casos, se hacen más 
grandes los mismos problemas, por lo que a ello obedece és
te estudio. 

Las curvas de ~· cremoris son esencialmente iguales 
tanto en crecimiento en fermentador de l y 14 litros como -
en rendimiento, ya que en ambos casos se obtiene.n los mis-
mos rendimientos a los mismos tiempos. 

S. lactis muestra curvas de cinética de crecimiento 
muy similares en los dos sist.emas y, aunriue son diferentes 
a las de S. cremoris, también se obtienen los mismos rendi
mientos a-los mismos tiempos. 
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FIG. 1 CINETICA DE CRECirlIEtITO DE SrREPTOCOCCUS CRB'ORIS NCOO 924 

Condiciones: Fennentador de 1 lt a 30°C de temperatura, agitaci6n 200 r.p.m., 
control automático de pH 6.9 (con NaOH· ZN estéril) en medio de 
caseinato de sodio. 
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FIG. 2 CINErICA DE CRECIMIENTO DE SrREPTOCOCCus CREl'ORIS tlCOO 924 

Condiciones: Fennent:ador de 14 lt: a 30ºC de t:emperat:ura, agit:aci6n 200 r.p.m., -
cont:rol aut:omát:ico de pH 6.9 (con NaOH SN est:éril) en medio --
de caseinat:o de sodio. 
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FIG, 3 crnrrrCA DE CRE.CrMmrro oc SrREPTococcus u.cns r1coo m 

Condiciones: Fennentador de 1 lt a 30ºC de temperatura, agitación ZOO r.p.m., 
control automático de pH 6. 9 (con NaCAI ZN cst6ril) en medio de 
caseínato de sodio. 
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CINEfICA DE CREC!NIENTO DE SrREPTOCOCCUS LACTIS NCOO 712 

15 

Condic;ones: Fennentador de 14 lt a 30ºC de temperatura, agitaci6n 200 r.p.m., -
control automático de pH 6.9 (con NaOH SN estl>ril) en medio de 
caseinato de sodio. 
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La ~<ctivid-ocd de los estre?toc.oc0s lácticos sólo -nu
do ser cuantificada cu:;.ndo éstJs microorg'""'nismos crecían en 
fermentados de l litro, durante el escalamiento no fué posi 
ble ya que no se contaba con el equipo, hecho por el cual,
la discusiÓ!"l es Únie:_cmente sobre la ev0lución de acidez en 
c<.lltivo oor lote en volúmen de l li·tro. . 

S. cremoris empieza a producir ácidc1 láctico a las 
3 hor'3.s de incubación y el incremento en su producción es -
directamente proporciong.l al tiempo sólo durante la fase de 
crecimient,,, ésta rela<;:ión se termina aproximadamente a las 
l5 horas de fermentación (Fi~. 5). 

S. cremori~ en la fase exponencial, produce anroxi
mad~mente 0.0333 mol. de ácino láctico/hora. Esta tasa de -

.producción se mantiene al~unas horas después de que los mi
croorganismos han entrado a la fase estacionaria, cosa que 
ta?nbién oeurre con-º· lactis {Pi.e:;. 6). 

2· lactis observa un comportamiento similar a 
~- cremoris pero presenta las siguientes diferencias: la ta 
sa de producción de ácido láctico es de aproximadamente ---
0. 040 moles de ácido láctico/hora y produce cerca de 204o -
m~s ácido l~ctico que S. cremoris en tan sólo l3 horas. 

La realizació~de este estudio tuvo como objetivo, 
.el determinar la c·J.ntidad de acidez que se genera, cuando -
se propagan éstos microorganismos a través del sistema de -
cultivo por lote, parc1. con ello cal..cular la cantidad de 
claOH 2 .ON a utilizar •. De éste estudio, realizado con NaOH -
2.0N, se dedujo que era mejor utilizar el álcali más caneen 
trado nor ser más fácil de manejar, recomendándose nara us-; 
posterior en concentrác.ión del 20% (5.0N). 
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trol autom.1tico de pH 6.8 C=n NaOH ZN est:éril)cn r.icdio de casci_ 
nato de sodio. 
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La viabilidad tiene por objetivo el determinar la 
eficiencia de la refrigeración como un buen método de con 
servación de las c::e9as con éste sistema, es decir, desde
la propagación en éste medio de cultivo prv?u.esto por 
Goldhaber (1982), con control automático del pH con NaOH 
y de la conservación propiamente dicha, del paquete celu-
l'"lr en su medio de cultivo. 

A éste res,.,ecto, existen ~arcadas diferencias con 
respecto a las cepas lentas de ~- cremoris. _!?. cremoris 
es muy delicado (Figuras 7 y 8) y su viabilidad disminuye 
notablemente con el tiempo de almacenamiento, al grado de 
que sólo se conserva un 10% de las células originales con 
vida ~ los 10 días de refrigeración y tan súlo, de un 0_1 
a un 0.7';~ des,-,ués de 30 días. 

· La mortalidad se agrava cuando se escala, tal vez 
debido a que en el primer caso, la fer·1entación se mantie 
ne por espacio de 24 horas y en el segundo por s61o 15_.
El hecho de parar la fermentación, implica que en el me~ 
dio exista un remanente de lactosa que puede ser metaboli 
zada por los E.L. durante el almacenamiento para satis~a= 
cer el metabolismo basal de los microorganismos. Lo an.te
riJr se dCG?rende del hecho ae que a los 2 días de almace 
n1miento, el meuio tiene un pH de 5.4, contribuyendo ah~ 
cerlo inadecuado para la conservación de los rnicroorgani~ 
mos. 

La viabilidad de S. lactis nermanece casi constante 
a lo largo de todo el pe;Íodo de aimacenamiento aunque co 
mo en el caso anterior, el pi! baja a niveles de 5 lo cual 
quiere decir que ~· lactis es también, más tolerante a la 
acidez (Figs. 9 y 10). En ambos casos, la baja en la aci
dez y por consecuencia, la disminución de la actividad, -
puede deberse a que el medio no es enfriado con la sufí-
ciente rapidez como para que la velocidad del metabolismo 
de la lactosa se frene, ya que los microorganismos al al
canzar la fase estacionaria continúan produciendo ácido. 
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VIABILIDAD DE sfREPTOCOCCUS CREMJRIS llCOO 924 
RESPECTD JlJ... TIEl'HJ DE AUWBW1IENTO 

5 30 

tiempo (días) 

Condiciones: La cepa fué crecida en fennentador de 1 lt, en condiciones control~ 
das y se conscrv6 en refrigcraci6n a 4 ºC. 
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FIG, 8 VIABILIDAD DE SrREPTOCOCCUS CREMJRIS NCOO 924 
RESPECTO AL TIE11FO DE AU.W:ENAl'HEl'/TO 

CondicionCs: La cepa fué crecida eñ fennentador de 14 lt> en condiciones contro
ladas y se conservó en refrigeración a 4ºC. 
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VIABILIDAD DE STREPTOCOCCUS LftCTIS NCOO 712 
RESPECTO AL TI8RJ DE ALWICEN/ll'1IENTO 

62. 

Condiciones: La cepa fué crecida en fennentador de 1 lt, en condiciones control!!_ 
<las y se conservó en refrígeraci6n a 4 ºC .. 
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FIG, 10 VIABILIDAD DE SrREPTOCOCCUS !l'f!lli_ ocoo 7J2 
RESPECTO AL TIEMffi DE ALM/lCErWlIENTO 

t:icmpo (dfas) 

Condiciones: La cepa fué crecida en fenncntador de 14 11:. en condiciones contro
ladas y se conscrv6 en rcfrigeraci6n a 4ºC~ 
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La actividsd es uno de los pqrámetros más importantes 
a determinar y que en ciert'3. forma nos puede d;~r idea de -
lo, cq9acidad de los cultivos ::iara crecer en leche. r.:1 he-
cho de ']Ue l'~s ce;>as puedan recobrar su actividad normal -
c,n la resiembra implica que con el método de conservaci6n 
empleado, se puede g:~rantizar en cierta forma la estabili
dad de los cultivos, pudiéndose recomend~r en todo caso és 
te método para uso indu:otrial. -

La actividad de S. cremoris durante los primeros 7 
días de almacenamiento (Fig. 11), se vé eotimulada y se au 
menta un ooco la acidez titulable de la leche cuando se i
nocula con éste raicroorganismo, tal vez este aumen t;.J sea -
debido al extracto de levo.dura ya que se puede observ'lr eJ. 
mismo efecto cuando se em?lea leche suplementada con -oeque 
ñas cantidades de este pr.,ducto. Otro factor que oudo ·ha-= 
bcr contribuÍdo es el hecho de mantener la fermentaci6n -
pJr espacio de 24 horas puesto que en el escala.miento, con 
s6lo 15 horas do fermentaci6n, no se puede apreciar el mis 
mo fen6meno.(Fig. 12). -

La ''<eti.vidad de.§. cremoris llega a niveles del 50'.lb de 
la normal tras 15 días de almacen~miento a 4°C y tan s6lo 
se alcqnz'3. a producir muy poca acidez des~ués de 30 días, 
queriendo ést~ decir que .§. cremoris sufre da~os bastante 
considerables bajo éstas condiciones. Durante resiembras -
subsecuentes de éste microorg·ctn.ismo; se tienen resultados 
bastante irre,~lares ya c;ue el algunos casos :'.lroduce muy -
poca acidez (no se recu~era la actividad) y en otros, la -
actividad vuelve a su nivel normal y en L.1.s e.iguientes re
siembras se ;_:¡uede vol.ver a perder con f'acil.id·~d. 

En. s. lactis (Figs. 13 y 14), la actividad se mantie~e 
en un r~go aceptable por más tiempo. Cuando la ce~a fu~ -
crecida en fermentador de 1 litro por 24 horas, la activi
dad se mantuvo en un rango más o menos estable por es-oac'.i.o 
de 2Ó días, tras los cu~les cáe sensiblemente, a los 24 -
días de a1.:naceaamiento, lq activid~d alcanza s6lo el 50~ -
de la nor:nal. 

T .. nto en el esc:tl~miento como en ferrnen·tador de 1 li-
tro, se puede a'.lreci"ll' como en el caso de 3. cremoris, un 
aumento en la actividad durante los '.>rimeros día'; de almA.
c e l:unient.:>, ret 1 Jrn --i.ndo a. su nivel normal a 1-os "'?Oc os r1Ías 
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i;ictr.~. entrar en una f'l.se de decadencia, más ·ace:Ltuad'3. en el 
e sc:cl;uniento. 

Parece ser aue el efecto estimul::,nte del crecimiento -
es debido ;\ al~ componente del medio de. culti:'o ,Y. '.""demás, 
en el Cd.SO de ~· lactis, lo hace soportar l . .>.s difici ces coE: 
diciones del medio. 
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Con<licioncs: La cepa ful crecida en fermentador <le 1 lt, en condiciones normales 
y se conserv6 en refrigeraci6n a 4°C. 
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ACTIVIDAD DE STREPTOCOCCUS CREMORIS NCOO 924 
RESPECTO AL Tl81FO DE Al..Ml\CEN/.1fü8ITO 

3 

Condiciones: La cepa fu~ crecida en fermentador de 14 lt, en condiciones norma-
les y se conservó en rcfrigcraci6n a 4°C. 
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FIG. 13 ACTIVIDAD DE SrREPTOCOCCUS LACTIS NCOO 7J2 
RESPECTO AL T!El'1PO DE AlJ¡A,CENPMIENTO 
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Condiciones: La cepa fu(, crecida en fennentador de 1 1 t, en condiciones nonnalcs 
y se conscrv6 en rcfrigeraci6n a 4 ºC. 
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PCTIVIDl\D DE STREPTOCOCCUS LJl.CTIS t.COO 712 
RESPECTO AL TIEJ''PO DE Al.YACENJIP.IEJ'ITO 
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Condiciones: La cepa fué crecida en fennentador de 14 lt, en condiciones nonnales 
y se conserv6 en refrigeraci6n a 4°C. 

36 



Tabla 12. Resultados. 

Streptococcus cremoris Streptococcus lactis 

Días Sobreviv:tentes Actividad• Sobrevivientes Actividad 
1 L. 14 L~ 1 L. 14 L. 1 L. 14 L. 1 L. 14 L. 

1 1.1 X 
11 

10 1.3 X 1011 0.57 0~56 1.5 X 1011 1.5 X 10ll 0.48 0.56 

6 
11 10 

1.4 X 10 8.o X 10 0.62 0.56 1.2 X 1011 2.2 X 1011 o. 53 o.58 

14 2.1 X 1010 5.5 X l0l.O 0.44 0.26 1.4 X 1011 l..83 X 10 
11 

0.51 0.43 

24 6.1 X 109 1.61 X 10l.O 0.34 0.19 1.4 X 1011 1.1 X 1011 0.29 0.29 

9 
5.7 X 107 32 2.7 X 10 0.39 0.17 1.4 X 1011 1.5 X 10l.l. 0.28 0.23 

Actividad•: Acidez producida en 9 m1. de leche descremada e incubada a 30°c por 6 hrs. 
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Tabl.a 1-3. 

Tiempos de dupl.icac16n•de §. cremoris y §. lactis en fermen

tadcr de l litro y de 14 litros en medio de caseinato de so

dio. 

Streptococcus cremoris Streptococc4s lactis 

l L. 14 L. l L. 14 L. 

0.7748 hrs. 0.7494 hrs. 0.6293 hrs. 0.5087 hrs. 

•Los datos son los valores promedios de 1-os tiempos de duplica-

ci6n de las curvas antes expuestas. 
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8. Conclusiones. 

Todo el desarrollo experiment~l, incluídos los estudios de 
cinética de crec'imiento y de actividad, así como el de la via 
bilidad, fueron realizados muy similarmente a los efectuados
".) or iS:oldhaber ( 1982). 

En relación a las cinéticas de crecimiento de S. cremoris 
y .§.·. l8.c·tis, se encontró que: a) .§_. lactis crece "iiiás rápido -
nue s. cremoris; b) S. lactis entra en fase estacionaria más 
~ápido que 3. cremoris; c) se obtienen rendimientos celulares 
semejantes oara los dos microorganismos al final de la fermen 
tación; d) no existen diferencias notables en los rendimien...::: 
tos celulares para el escalamiento de la fer.nentaciÓn de 
Streptococcus lactis, igual sucede con_§. cremoris. 

Los tiempos de duplicación para .§.. cremoris no cambian en 
los dos sistemas (tabla 13) y mejoran un poco en el escala-
miento para .§.. lactis. 

Las cinéticas de crecimiento de las cepa~ rápidas de 
S. cremoris y S. lactis difieren completamente de las curvas 
reportadas por-GoJ_ilhqber (1982}. Las cepas r¡;;_pidas de estre_E 
tococos rinden hasta 100 veces más células que las lentas, -
cultivadas en las mismas condiciones y en la mitad de tiem-
po. 

S. lactis produce má.s ácido que S. cremoris al final de 
J..a fermentación y es capaz de met'3.boliz "r más rápido 1.a lac
t o~a. Las cepas rá)idas de estreptococos ~reducen varias ve
ces más ácido que las cepas le~tas en tiempos relativamente 
más cortos. · 

La mortandad de .§.. cremoris se acentúa con la exposición 
de éste microorg<ll1.ismo a pH bajo y.§. l.actis muestra ser mu
cho más resistente ya que mantiene poblaciones ~ás 6 menos -
estables en las mismas condiciones. 

La viabilidad y la actividad muestran cierta correlación 
sólo en el caso de S. cremoris, para S. lactis ésta correla
ción no existe ya qÜe aún manteniendo-poblaciones altas, la 
actividad se aprecia en disminución. S. lactis en escalamien 
to .• muestra más actividad que _!1-. cremoris a los mismos tiem:: 
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pos de .conservaci6n en todo :nomento como se puede apreciar 
en la t.o.bla 12, aunq_ue no se '.'luede observar el mismo fenó
r::cno en el otro C3.SO. 

Golhaber (1982), reporta un comportamiento similar a 
éste para las cenas lentas sólo que los cambios en 1 8 .s cur
vas no son tan drásticos. Parece ser oue las cenas se van -
haciendo más resistentes confor~e van -9erdiendo.actividad. 

La actividad se mantiene en nivel.es sufic:ientemente 
altos a través de éste sistema de conservación y es útil -
por un ~eríodo de hasta 15 días· para~· cremoris y de 24 -
días para S. lactis a nivel industrial, cumpliendose el ob
jetivo res~ecto a la '.'lroducción y conservaci6n de cultivos 
de estreptococos lácticos nor refrieeración, puesto que sus 
propiedades tanto de ac·tividad y viabilidP.c'l. en los neríoaos 
mencionados, se encuentran dentro de las necesidades de la 
"i ndus·tria láctea. 
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