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INTRUDUCCION:

Hace ya alzunos siglos, el hombre sabfia que la leche
se acidificaba y coagulaba por zlmacenamiento a temperatura
ambiente y que con ello su putrefaccidén novera ficil, fon -~
ello reconocid en este vroceso z una form= de conservar este
producto. En el siglo XIX algunos microbidlogos se interesa-
ron en li bacteriologfa de la leche fermentada y agislaron a
lasz bacterias responsables de los cambios gque ocurren en la
leche. Como rassultado de estas investigaciones ha sido posi-
ple desarrollar algunas técnicas y escalar procesos para la
produccidén de leches fermentadas con ciertas proviedades or-
ganolépticas.

La industria lidctea es afortunada al tener como ma-—
teria nrima un alimento natural como es la leche, que puede
ser transformada fécil y relativamente a bajo costo en »ro——
ductos con calidez? nutritiva superior a través de los inicia
dores lécticos (I.L.). Los cultivos de I.L. {(Sellard, 1981),
son los Unicos bioconvirtores de energf{a empleados para la -
conversidén de la leche en sus produactos, cuando gson aplica——
dos correctamente son c.:paces de elaborar metabolitos esve-~-—
cf{ficos durante la fermentacidn. Estos metabolitos en <onjun
cidn con la hidrdlisis parcial de la leche (sus proteinas, -
grasas y carbohidratos), contribuyen a una mejor digestibili
dad del producto termin=do ya que en éste quedan inclufdas —
alguncs enzimas, sobresaliendo las vroteolfticas y la lacta-
sa gue facilitan su asimilacidn.

Parece ser que Hueppe (1884), fué el primero en uti
lizar el nombre trivial de "Iniciadores Lécticos" para desis
‘mar a la flora cacsante de la acidificacidén de la leche y ——
productos licteos. Durante la manufactur: de quesos indus——
trializudos, las bacterias de los cultivos de I.L. partici-—
pan en la texturizacidn de la cuajada y ademds confieren un
sabor icidov, fresco y distintivo de la variedad de producto
de gue =e trate. La produccién de compuestos volitiles es de
seable en algunocs casos ya que confieren al producto final,
gabores y olores que son apreciados en algunas reziones del
mundo.

Actualmenie los métodos tradicionales de manufactu—
ra de productos licteos se han visto superados por otros, ——



cient{ficam=znte controlados y cue han sido desarrollados en
los paises industrializ.dos que, debido a su potencial econd
mic» han podido exportur sus vroductos, su tecnolosgia Yy sus
zustos que de a2l runa manera han sido bien acogidos en otros
naises como el nuestro, cayendo de esta manera en otro tipo
de dependencia tecnolSgica.

Los cultivos de iniciadores lActicos que se usan en
el mundo provienen de compafifas europeas, de U3S4a, Inzlaterra
¥ en menor extensidn de Nueva Zelanda, Australia y de insti-—
tutos de investigacién. Las fuentes. de obtencidn de iniciado
res han combiado muy poco con los afios, pery los avances en
la tecvnolozia de iniciad.res y su produccidén han meygorado no
tablemente. 3u produccidén se ha diversificad, ¥y hoy dfa se -~
pueden adquirir I.L. comercialmentc bajo formas liofilizadas
Y congeladas en distintas versiones (Robinson, 1982).

Los estreptococoz ldcticos (E.L.), pertenecen al ——
grupo d2 I.L. y han hecho de la leche su hébitat natural, al
grado de que las cepas con mejores.caracteristicas se han ——
alislado de las plantas que industrializan la leche. Siendo -
la leche un alimento complejo, se puede también tener idea -
de lo complejo que resulta satisfacer las necesidades nutri-—
cionales de éstos microorganismos cuando se les cultiva como
cepas puras. Los E.L.muestran estabilidad metabdlica s8lo ——
c:lando crecen en simbiosis con la flora de referencia de la
leche por lo que su empleo constante implica una renovzeidn
de las cepas empleadas en forma también constante.

21 papel que tienen los I.L. dentry de 1la industria
léctea es de tal importuncia que sélo basta pensar que de —
ellos pende todo proceso orientado a la vroduccifn de deriva
dos de leche fermentados y con ello toéa la derrama econdmi_
ca que origzina.



1. Pundamentacidén del tema:

1.1 Antecedentes:

1.1.1. Aspectoss histdricos.

Strentococcus lactis (Sherman, 1955), fud el =~
primer estreptococo estndiado y reportado por Lord Lister en
1878, Este microorganismo se aisld 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 correlaciona con una fuerte accidn reductora. En 1318, se
encontrb ademéds de la caracteristica antes mencionada, el --
rzngo de temperatura de crecimiento de_este micr.,organismo y
que sSe encuentra entre los 10 y los 45 C, combinacidn que ra
ramente aparece entre las bacterias. Streptococcus cremoris
deja de crecer a los 37 C y no hidroliza la arginina, siendo
en general, mas delicado que 3. lactis. Hacia el afio 1955, -
yva se tenia conocimiento del metabolismo de estos iniciado—-
res lécticos, de su nutricibn, de los antibidticos gne produ
cen y del fenbmeno de los bacteridéfagos, actualmente y debi-
ds a los grandes avances tecnolbgicous se ha desarrollado to-
da una "Tecnologia de Iniciadores Licticos™ y es posidble aig
lar una cepa, identificarla, probarla y hasta mejoraria gené
ticamente en cuestidén de dias.

1.1.2. Definicidn de Iniciadores Lécticons.

Ccon este nombre se conoce a una amslia varie-
dad de microorganismos cuya caracteristica principal es la -
de producir #dcido lictico a partir de una fuente de carbohi-
dratos fAcilmente fermentable (3Stamer, 1379).

-

1.1.3. Punciones de los iniciadores rActicos en la -
industria léctea. (Robinson, 1981).

i. Producir 4dcido léctico como resultado de -
1la fermentacidn de la lactoisa, imp.rtiendos
con ésto un sabor distintivo, dcido.y fres
co a las leches fermentadas.



4.

3l Acido lictico es importante para 1la -
coagulacidn de la leche y el texturizado
de la cuajada.

ii. Producir compuestos volitiles como el dia
cetilo y el acetaldehfds, que contribuyen
al sabor de los productos Ydcteos.

iii. Producir proteasas y livasas importantes
durante la maduracifn de alguncs tipos de
queso. .

iv, Producir otros comvuestos Utiles en otro
tipo de bebidas como por € jemplo el alco-
hol en la manufactura de kefir y kumiss.

v. Prevenir el desarrollo de patSgenos en -
los productos licteos como resultado de la
inhibicidén de =u crecimiento por efecto -
del lactato producido, asi como de orga—-
nismos que causan su descomposicién.

1.1.4. Productos lacteos que se obtienen con el em——
pleo de los Iniciadores Lactic 2s.

Los I.L. son utilizados oor la industria
lAdctea para la produccidén de gueso, mantequi-
lla, crema, leche agria, casefna, yoghurt, —-
Biogurt y otras leches fermentadas como el Ke
fir, Kumys y el skyr. Para la obtencidn de 1a
mayoria de estos productos, se hace necesario
utilizar mi: de un tipo de bacteria e incluso
de microorganismo.

La gran vari:dad de productos de leche -~
fermentados se obtienen variando desde el ti-

, po de microorganicmo empleadoe haste las condi
ciones mismas del proceso.

Algunos productos en los que participan
8. cremoris y 5. lrmctis aparecen en la Tabla
1.




TABLA 1.

5.

Iniciadores Licticos mesdfilos y termdfilos uti-
lizados en la Industria Lictea .

(Hortimer, 1981)

Composicién del cultivo

Productos

I. Bacterias mesdfilas

I.1l. Streptococcus cremoris 95-98%
Streptococeus lactig 2-5%
I.2. Streptococcus gremoris 95%
Leuconostoc cremoris: 5%
I.3. Streptococcus cremoris 85-90%
S. lagtis subsp. diacetylactia 3%
S. lactis 3%
L. cremoris 5%
I.4. 9. cremoris 70-75%
8. lactis
subsp. diacebylactis 15-20%
S. lactis 1-5%
L. cremoris 2-5%
I.5. S. lactis
I.6., S. cremoris
I.7. 8. lactis

Lactobacillus .._L___b evis -
Lieuconosgtoc gpp.

I1.8. Bifidobacterium infantis

Quesos sin formacidn

de ojos, prenspados ¥y

duros como el Chedlar
Gouda, Edam; suaves -
como el Cgmembert.

Queso Tottage, quarg,
leches fermentadas, -
quesos con ojos pegue
fios y escasos,

Igual gque L.2

Mantequilla cultivada
leches fermentadas, -
Quesos con hoyos re--—
dondos,

Leche Taette.

caseina.
Kefir ’

Biogurt,



IX. Bacterias termSfilas.

II.1l. 3treptococcus thermophilus 504  Yogurt
Lactobacillus bulgaricus 50%

IX.2. Streptococcus thermophilusg Quesos tipo Suizo,
Lactobacillus helveticus Emmental, “rana, -
Lactobacillus lactis queso Soviéitico,

(8 bulgaricus)
Propionibacterium sgpp.

(opcional)

IXII. Bacterias termSfilas y mesdfilas mezcladas. (aobfnson, 1981)

III.1l. S. lactis, S. thermophilus 6 nuesgos tipo italia-
S. fascalis, L. pulgaricus no; Mozzarella, Pro
volone.

I. Temperatura Sptima de' crecimiento: 20-3000.

II. Temverztura Séptima de crecimiento: 37-45%.



1.2. Taxonomia de Estrept0cocos Lécticos (E.L.)

La importancia de conocer a2 éstoq mlcroor~anlsmos, tanto
en su norfologfa como en su metabolismo, radica en que se vue
den prevenir los "defectos" que pudleran presentarse en los —
sroductos que con ellos se elaboran, dicho de otra manera y —
en el caso especifico de los quesos, la precencia de microorg:s
nismos formadores de CO2 por ejemplo; constituyen lo gque a 1a
postre resultaria en un dsfecto debido a gue el producto mog—

traria hoyos cuando normalmente no los presenta.

1.2.1. Morfolosgia,

L.os estreptococos lActicos se
como células esféricgs S lizeramente
de la cadensz. ous dimensiones son de apenas 0.5 a2 1.0 m. de
didmetro. Es comin encontrarlos en cadenas cortas 6 en pares
(Mortimer, 1981; ilenual Bergey* s, 9a. nd Y.

presentan normalmente ——
elongadas en direccibdn -

1.2.2. Caracterfsticas de 1os E.L.

Los estreptococos licticos son micrococos Gram positi-
vos, pertemecen 2l Grupo N de Lancelfield y tienen reacciones
cruzadas con ciertos amtisueros neumocbceicos especificos, de
bido al dcido glicerol teicoico con galactosa fosfato que con
tienen. EIn agar sangre muestran una fuerte reaccibn alfa § ——
gamma (Bergey's Manual, 9a. Ed.).

1.2.3. Hibitat de los E.L.

En la naturaleza se les encuentra en forma silvestre —
sobre materisl vegetal como el maiz, lechuza, coliflor, chi-——
charo, trigo, pasto, trébol, papa, meldn, pepino y otros. —
Usualmente se les ha encontrado en la saliva de las vacas y —
en su oiel, parece ser gque la infeccidn primaria de 1z leche
por éstos microorganismos se debe a ésto. Actualmente se cuen
ta con aproximadamente 1,433 cepas clagificadas de S.

lactis
¥y 40 de 8. cremoris (Robinson, 1981)



1.3. Clasificacibn de los Iniciaddres Licticos (I.L.).

Los iniciadosres lécticos se pueden separar en dos Eru—
P28, uno de los cuales estid integrado por microorganismos -
homofermentadores y gue s2on capaces de degradar la lacto
hasta lzctato casi exclusivamente; el otro estd compuesto -
por los microorganismos heterofermentadores, es de¢cir, por
microorsanismos que producen Adcido lictico y otros subpro——
ductos del metz2bolismo de la lactosa. BEsta particularidszd —
ha servido para diferenciar a algunos I.L. hastz zénero cn-
mo puede apreciarse en las tablas 2,3 ¥y 4 ya2 que incluso —-—
no todos los I.L. utilizen las mismas enzimas,
isbmeros del lactato 4 mezclas de éstos
tica.

vroduciendo-
en forma caracteris

Por medio de pruebas bioquimicas es posible determinar
la especie como se puede anrecizar en la tabla 5, en que se

expone la diferenciacidn de S. crsmoris de S. lzcti Ac——

.tualmente Se han clasificado dentro del grupo de los T.Li. -
a otros microorzanismos que, 9in ser vacterias homo fermenta
doras, también contribuyen a la el:boracidn de vroductos ——
ldcteos, De esta manera y sumados a las bacterias, tenemos

hongos y levaduras, asi como bacterias propidninas que se -
utilizaen en menor escala ¥ cue se exponen en la tabla 6.

Las diferencizs que mucctran loa microorganismos de és
te heterogéneo gruoo y que han servico de criterio vara su
cla31f103c16n son: a) Su temperatura de crecimiento; b) Tos
productos de fermentacidn; c) La morfologia celular; ) E1
tipo de industria en la gque intervienen.

1.3.1. Clesificacién de los I.L. en base.a su fisiologia.

1) Heterofermeritadores obligados..Son microorganis——
mos que poseen la glucdsa-6-fusfato deshidrogenasa
(Enzyme Commision 1.1.1.49) y la é6-fosfogluconato
decshidrogenasa 2.0. 1l.1l.1.43 pero carecen de la —
fructosa difosfato aldolasa {(E.C. 4.1.2,13),

2) Homofermentadores obligados. Contienen la fructo-—
. sa difosfato aldolesa vero carecen de lag

otras -
dos enzimas.

3) Bomofermentadores facultativos. Contienen ambas

deshidrogenasas pero utllizan preierentemente 1z
glucosa via EMP.



Tabla 2.

Isémeros del dcido lédctico producidos por las bacterias Lac
ticas (Mortimer, 1981).

Tipo de bacterias lécticas Isémero

Homofermentadoras:

Lactobacillus D, L, DL
Pediococcus DL
Streptococcus L(+)

BHeterofermentadores:

Leucounostoc . D{(~)
Lactobacillus DL




Tabla 3.

piferenciacidén de bacterias licticas en base = sus vpropieda-

des metabdlicas. (Stamer, 1979).

Tipo de bacterias lécticas Ruta Enzima
metabdlica clave

Homofermentadoras: Lacto- 1 .

bacillus, Pediococcus, --— A

Streptococcus.

Heterofermentadoras: —- 1 A B

Lact rbacillus, Leuconostoc. - ' » C

I Hexosa difosfato (EMP); II Hexosa monofosfato,.

A'Presencia de aldolasas

6~foufato deshidrogenasa;
genasa.

A Ausencia de aldolasa; B

Glucosa-—

C 6-fusfogluconato deshidro-

UL



Tabla 4. Diferenciacién para estreptococos, pediococos y
leuconostce. (Moritimer, 1981).

Productos de fermentacidn

Géneros
de la glucosa
1. L-(+)~&cido lictico Streptococcus
2. D=(-)-écido léctico,
¢0,, &cido acético,
etanol Leuconostoc
3. DL-4cido léctico Pediococcus

11



Tabla 4. Diferenciacién para estreptococos, pediococos y
leuconostce. (Mortimer, 1981).

Productos de fermentacidn

Géneros
de la glucosa
1. L-(+)~dcido lictico Streptccoccus
2, D-(-)-Acido léctico,
002, dcido acético,
etanol Leuconostoc
3. DL-Acido léctico Pediococcus

‘1t



Tabla 5. 12.

Propied=zdes de Estreptococos Licticos (E.T..) imovortantes en

cuesdos y leches fermentadas encontradas en las mismas condi’
ciones. (Robinson, 1381) =

8. lactis S. cremoris

Crecimiento a 1020

+
+

40 C + . -
[o]
45°C , - _ -
2% NaCl + +
4% NaCl + -
6.5% WaCl -

supervivencia 6000/30 min,
Hidrdlisiz de arginina -
Formacidn de écido de:

+
|

Arabinosa b -
Ribosa % a
Xilosa - -
Sorbosa - -

T.actosa + +
Ilaltosa + -
Melicitosa e -
Sucrosa I -
Tretalosa T -
Rafinosa I -
Dextrina by -

- Manitol’ ) - -
Sorbitol ‘ - -
Esculina ) + ) -
Salinina + -

%G + C en DNA . 34.5-36 34.5-35.5
Peplidoglicanos L~Lis-D-Asp L-Lis-D-Asp
+ 90% de las cepas dan reaccidn positiva.

- enos del 10% de las cepas dan reaccidn positiva,

+ Entre 10 y J0% de las cepas dan reaccidn vositiva,
d Reaccidn desconocidu.



Tabla 6 Alzunos Taicisiores Ldcticos de interds lndustrial

TRICIADCRIS LacTIcos

T

‘ SACTERIAS

Hon<7ou blancos

\{ P. camemborty l
P. candidun |

Candida kefir

roqun{'ﬂx‘ti! .

Y. ropsmusen)

Ao

oryzae

LACTICOS

BASILO:

Pedioccnccus

Propionibacterium [ Brovmucwriunl Lactubacillug ]

P. froudonrveichii B. 1linena
[ asp. oharmanit
e
P. acldiprooionit

L]

mosenteruides
“ap. teroided
asp. dextranicun
B85p. cremoris

E——

2.

acidilnctict

. lactin L. oaramerentaroldoes narvulug

Aamnogusn
8 corovinae

P. dextrinicnun

. halophilun

.. thermophiiua | L. loctin J

t
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1.4. kietabolismo de bacterias licticas.

El aroma caracteristico de los productos licteos culti-—
vados, es Unicamente el resultado del metabolismo de las ce—
pas de iniciadores lictioos utilizados (Badings, 1980). Los
compuestos mis importantes que producen los I.L. son: diace—
tilo, acetaldehfdo, sulfuro de dimetilo, &Acido acético y acl
do lictico. La combinacidn de éstos compuestos con los ya pre
sentes en la leche, determinan finalmente la aceptabilidad —
del aroma, al~unos de éstos se listan en la tabla 8.

No todos los I.L. son homofermentadores por lo que resul
ta fécil inferir que existen notables diferencias metabbéii—-—
cas entre ellos. En el caso especifico de los estreptococos
ldcticos (E.L.), éstos son nctamente homofermentadores de 1la
lactosa y la degradan casi completamente hasta Acido léctico
(Stamer, 1379). La distincidn entre homofermentadores y hete
rofermentadores (Buyze, 1957), reside en 10s complementos en
zimidticos asociados con la degradacidn fermentativa de 1a —_
glucosa.

l.4.1., Metabholismo de la lactosa por los E.L.

Los E.L. son unos microorganismos capaces de producir
hasta un 10% de su peso por minuto de dcido LActico a partir
de la lactosa de la leche (Citti, 1965), S. lactis ML
(Thomas, 1969),tiene una actividad glicolitica de O.ZB.pmol
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 formaclén de Acido se puede wver afec—
tada por varios factores, uno de 10s cuales se debe a la im-
" posibilidad de la célula de utilizar la lactosa eficientemen
te por una disminucidn de la sintesis enzimdtica.

La sintesis de enzimas que degradan la lactosa se Trea
liza por genes codificados en plidsmidos. Los pldsmidos son —
moléculas formadas con material genético y que se encuentran
en la célula bacteriana comnletamente desligmados del eromeso
me, son capaces de replicarse en forma autdénoma y conferir -
ciertas proviedades metabdlicas a la célula. Las vropiedades
asociadas a los plismidos son: utilizacidén de 1la lactosa (-
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Anderson, 1977; Kemler, 1973; Kondo, 1982, 1984, 1985; Mc. -
XKay, 1373, 1974, 1976, 1978, 1982, 1984), utilizacidn de se-
carosa, glucosa, manosa y galactosa,
des que se discuten méds adelante.

Bl nimero de copias que presentan los BE.L. de genes
que codifican para B-D-fosfogalactosidasa puede alcanzar —-
las 20 (McKay, 1985) aunque hay cepas que s6lo contienen al
rededor de 10. -

Se he logrado detectar hasta 14 pldsmidos de dife—-
rente peso molecular (Lyndon, 19381; McXay, 1972, 1374, 1976;
Kondo, 1985) gque van de los 5.5 a2 los 40 Md de peso molecu-
lar, algunos de los cuales son cripticos (se desconoce su -
funcibdn).

La existencia de pldsmidos que involucran al metabo
lismo de la lzctosa por parte de los E.L., implica que ds—-
tog se puedan ver afectados por el fendmeno del "curado" —-
del plésmido 6 pérdida del mismo dado gque son molédculas muy
.delicadas. Un incremento en 1la temperatura puedes inducir el
curado (Richardson, 1384, 19833 Lee, 1975; Kondo, 1385) asi
como =l cambio de medio de cultivo (Vegarud, 1383) 8§ vor la
utilizacibdn ds radiaciones U.V. y colorantes como la acri-—
f£lavina,

La pérdida & curado de los plismidos gue codifican
para la sintesis de lactasas d& orizen a cepas "lenias" oro
ductoras de dcido ldctico (Lac™ ), variantes de las cepas —-
progenitoras (lac™ ) "ripidas" vproductoras de dcido lactico.

EL metabolismo de la lactosa de la leche »nor los -
E.L., esun proceso de muchos pasos como Se puede avpreciar en
la tabla 7, por lo que es improbable que todoss los genes in
volucrados se encusntren codificados en plaumldo; (MCKay, -
1977. Anderson, 1977; Kondo, 13385).

El transporte -de la lactosa a través de la membrana
de los E.L., se realiza a través del sistema Fosfotransfersa
sa (PTS) dependiente de Fosfoenolpiruvato (PEP) & PEP:PTS -
(Lawrence, 1376). PEP actla como donador de fosfato nara la
lactosa, transformindose ésta en Lactosa-F para posterior--
mente ser hidrolizada por la enzima B-D-fosfogalactosidasa
(B-D~gal) a giucosa y D-galactosa—-56P. La D-gulactosa-6P vue
de ser metabolizada por Lla via de la D-tagatosa-6P por los
B.L. y entrar al ciclo de lag triosas en forma de interme-—-
diarios triosa-P. La isomerasa, quinasa y aldolasa involu--
cradas son inducibles y distintas de las enzimas correspon-

asi{ como otras propieda
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Tabla 7. Ruta de desgradacidén de la lactosa por los E.L.

Lac tosa
Lactosa—P
Galactosa Glucosa

Galactosa~6P Glucosa alactoga~1P

arp.
a

Tagatosa-bP Glucosa-6P UDP-Galactosa

T2gatosa~1,6~diP Fructosa-6P UDP-3lucosa
Fructosa-1,6 DiP Flucosa-~-1-P

Dihidroxi-acetona—P + Gliceraldehido-3P .
1,3>difosfoglicerato
3~-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

Malato Fosfoenolpiruvato Butanona
Oxalacetato ——p Piruvato . 2 ,3~-butano-
. diol’
Citrato Tactito

Acetolactato e«—eicetoina

Acetatoe——————» Acetdldehido » Diacetilo .

Btanol Acetil-CoA
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dientes del metabolismon de la glucosa-6P. El rendimiento mo-—-
lar de la fermentacibén de 1la glucosa, galactosa y lactosa ——
por los E.L. del Grupo N de Lancelfield, es de 2 moles de ——
ATP por mol de hexosa fermentable. Los E.L. 5on capaces de

-'metabolizar la galactosa libre a travis de la ruia de Leloir.

1.4.Y.1. Regulacién de rutas y formacidn de productos Fina——
les.

La regulacifn del metabolismo de carbohidratos en —
las bacterias licticas, involucra un control muy fino de 1a
actividad enzimAtica (Lawrence, 1976), El crecimiento de los
E.L. ‘con glucosa como fuente de carbono, reduce notablemente
1la actividad esvecifica de las enzimas, tanto de la ruta de
Leloir como de la tagatosa-6P. Los E.L. exhiben un comporta-
‘miento diaflxico en su crecimiento cuando en el medio existen
glucosa, galactosa y lactosa, siendo utilizadas en ese mismo
orden vor los mic.oorganismos. Las enzimas de la ruta de —-
Leloir tienen su wméxima actividad durante el crecimiento de
los E.L,., cuando la galactosa es la fuente de carbono y se re
ducen a1 minimo con lactosa.

Las actividades especificas de las enzimaz de la xTu
t4 de 1la tagetosa—6P son similares cuzndo la fuente de carbo
no es lactosa y galactosa. HlL balance de los productos fina-
les depende de los carbohidratos utilizados para la fermenta
clén ya que los sistemas enzimsticos son inducibles para -—
.¢ualquier via metabdlica, sélo hay que tomar en cuenta que —
el sistema PEPyPts es un prerrequisito para la rdpida degra-
dacibn de la lactosa y que el metabolismo de la glucosa y de
la galactosa~-6P son 1los sistemas més eficientes para proveer
de -energia a la célula y para la utilizacién de carbohidra-—-
tos.

. Bl control del metabolismo de la lactosa hasta lac-—
tato, involucra la regulscidn por producto final, la activa-
cién de precursores y la sintesis de enzimas alostéricas, =21
estado energético de las cédlulas y al balance de las formas
oxldadas y reducidas de los nuclebtidos de piridina,

La conversién del PEP a lactato en E.L. involucra -
a las enczimas alostéricas piruvato quinasa y lactato deshi—
drozenasa, lag cuales son marcadamente activadas "in vitro”
por la fructosa-1l,6Pz. La activacidn de la lactato deshidro-
zenasa es.esjecifica por la cetohexosa difosfato, la activa—
cibén de 1la piruvato quinasa es un poco mis amplia e incluye
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2 la zlucosa 6-P y a la zalactosa-6P. La regulacidn de 1la ac
tividad de la lactato deshidrozenasa tiene el potencial de -
controlar la actividad de las enzimas del metabolismo de car
bohidratos en su totalidad durante el crecimiento en anaero-
biosis. Roseman considera que el sistema PEP:PTS confiere im
portantes ventajus IlclOngICuA a log organismos gue reall—-
zan la zlicbélisis en anaerobiosis debido a gue el PEP provee
la uwnidn entre el transpvorte de azlcares y su metabolismo ——
subsecuente.

E1l control de la actividad de la viruvato guinasa se
lleva a cabo por 1os primeros intermediarios en 1=z ruta, in-
clufdos 1l>s productos del sistema de transporte que pueden -

ezular la concentracidn d21 PIP intracelulzr, mejormndo la
velocid:d del transvorte de azdcares al interiur de la eélu-
la, La activacidn de la lactato dechidrosenasa vor l1la fructo
sa-1,6P2 y la tas-toza-1l,6Po aszsura uns: b~ja concentracidn
de piruvato intracelul=ar ea conlicionzu de anasrobiosis, evi
tando la sintecis enzimiticn de las otras rutaz, hacidndose

‘1z fermentacidén homalfctica.

Bajo ciertas condiciones, el »iruvato puede ser con-—
vdrtido en otros nroductos difurentes del lactato. In al-u-—
nas mutantes de . lactis con €l matabsilismo alterado, se -
produce acetoina como produ 21 oen lugair de Laﬂtabo_ -
La adicién de »siruvats a con

rados ceglulares de E.I, Ag-~
rive en la produccidn de om3u°s1)ﬁ voldtiles con claro ore
dominio del acetato y muy noca ~roduccildn de lactato. 8n ——
anaervbiosis se reduce el NAD durante la convizrsidn 1.l gli
ceraldshido-3P = 1l:3-@ifosfoglicer:t:, »"ro_eso que se AL Omm
pla a 1a oxidzcidbdn del NADHZ en 1la 2omversilan del vwiruvato
a lactato. Bn condiciones dg -~ 2roblioris ce induce la sinte-
sis de la NADY, oxidasa y se Savorcsce la formacidn de otros
compuestos comd el etanol aue 1n01uypn 02, siendo écta mold
cula 21 acestor final de hidrlgeno, aliviando a 12 célula =
la nacesidad de reducir el miruvato =2 lactato.

La radluc~isn de “tcido por los Z.L., puede conti--
nuar auncuie se haya experimentado el cese lel crecimiento -
cuando enrn el medio existan carbohilrztos en exceso.BEn los -
E.L. se hayan desacopladus la aroduccidn de ATP con la de -
dcido léctico, por lo que los micuvoorgznismos pueden conti-
nuar oroduaciendo lact.to adn cn 21 caso de la dzplecidn de
la fuentc¢ nitrozenade 3 se haya alcanzado un pH de 5 en ol
medio.
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1.4.2, Compuestus volatiles producidos por bacterias licti-— -
cas. ’

Los productos lActeos cultivados son aceptados prima
riamente por el consumidor en base a su sabor (Keenan, 196@)
E1l sabor (Badings, 1980), estd determinado por la percevncidn
de algunas sustanciaz arométicas por nuestros sentidos del -
gusto y del olfato en conjunto.

La combinacién de bacterias licticas en un cultivo de
iniciadores lActicos provee de un balance de compuestos aro—

maticos al producto final, el cual, es determinante en la a-
ceptacién del mismo y en sSu CONsSumo.

Aunque el #Acido lActico es inodoro y el principal oro
ducto de la fermentacidn de la lactosa por E.L., es responsa
ble del sabor 4cido de muchods productss, Esta propiedad de pa
los E.L. se a»srovecha pars la mumufactura de cultivos de ini
ciudores licticos y se les mezgla con otros microorganismos
gue confieren ciertos sabores y olores a los product s que =

con ellos se elabor¢n, alzunos de éstos “productos se listan
.en la Tabla 8,

‘Padbla 8. Algunos compuestos producidos por los I.L.

‘Importancia primaria: Diacetilo, acetaldeunidc, sulfurc de
: : . dimetilo, Acido acético, dcido ldcti
co, COZ

Importancia secundaria: Aldehfdos: 04, 05 ¥ 08

2-alcanonas: c

3! 04!
ll

50 G2 C71 Cgo

Alcanoles
Estercs

Lactonzas

Acido sulfhidrico
lletanetiol
2-feniletanal
2-feniletz=nol

Badings, 1380.
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1.4.3. ProteSlisis de la caseina de la leche por 1os T.1L

La habilidad de cuagular la leche, depende de la capa
cidsad de hidrolizar la caseina de la leche, para producir com
puestos solubles y necesarios vpara la sintesis de nuevas pro
telnas, (tiles a los organismos para su crecimiento (Rlchard
son, 1984).

Los E.L. (Lawrence, 1976), alcanzan densidades celula
res méximas en leche, cercanas a 109 CFPU/ml. E=to corres pon-—
de a aproximadamente 0.5 mg de proteina bacteriana en peso -
seco/ml., lo cual requiere de 0.0257 de aminodcidosz totales.
Asépticamente drenada, lz leche contiene cerca de 0.0l de -
aminodcidog libres (cercu de 5 a 20% de la concentracidn re—
querida para un crecimiento mAximo en medio sintdtico).

Los E.L. poseen proteasszs extracelulares que rompen -
la caesefna en péptidos, éstos péptidos pueden ser tomados ——
por la vacteris y ser hidrolizados intracelularmente g amino
Adcidos, valiéndose de pepiidasas unidas a la pared celular -
(pavies, 1981).

Algunas enzimas proteoliticas (Exterkate, 1984), se -
encuentran en la interfase membrana-pared celular (alanil, -
leucil y prolileaminovpeptidasas), otras estin asociadas a 1la
membrana {(giutamatoaminonevtidasa) y otras actlan intracelu-
larmente (lisilaminopeptidasa}). La produccidn de proteasas -
unidas a la pared celular en 3, cremoris AWM puede ser Y6--

‘primida a concentraciones relativamente bajéa de un digerido

enzimitico de caseina en el medic, fenbdmeno cue no ge obser-—
va con la presencia de aminoidcidos libres.

La vroduccién de proteasas (Exterkate, 198‘) es un ——
proceso ininterrumpido cuando los E.L. crecen en leche y sé-
lo puede ser inhibido-por la adicidn de péptidos. La regula-
cién de la sintesis de proteinas es una funcidn de l1a forma
¥y de la cantidzd en que la célula s suple de nitrdgenc e——
sencial, la regulacidn es a nivel de la transcripcibén y la -
duracidén de la inhibicidén de este proceso esti determinada -
por la extensién del consumo de péptidos extracelulares y su
disponibilidad,

La produccién de proteasas también se haya ligada a -
plésmidos (DNA ciclico y autdnomo) y es susceptible de poer——
derse (Davies, 1981; Nolskness, 1974) en forma parcial por -
el curado de uno 6 mAs de ellos (lcKay, 1975; Xlaenhammer, -
1978; Kondo, 1985).
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1.4.3.1. Relacibn entre los pldsmidos y la actividad proteo-—
litica de 1los BE.IL.

%1 estudio de los plédsmidos (Orberg, 1985; Kondo,
1385) es actualmente una de las Areas més importentes en —
‘la investigacibén de los E.L., debido a la asociacibn de —
ciertas propiedades fenotipicas con é&ste material genético.
Estas propiedades incluyen: la fermentacién de la lactosa,
1la actividad »roteolitica, la utilizacidn del citrato (en -
S. diacetilactis) y la resistencia a los bacteriéfagos. ILa
actividad proteolitica se encuentrs ligada a2 plidsmidos de -
muy diferentes tamafios (McKay, 1972, 1973, 1974, 1976, 1973
y 1982; Kuhl, 1979; Orbers, 198%; iondo, 1985), se les en-—
cuentra desde 8.5 ld hasta 33 kd, Los plésnidos méds zrandes
tzmbién contienen informacidn para la sintesis de lactasas.

Industrialaents (Richardsorn, 1983, 12843 Shelaih,
1983) resulta Gtil el empleo de variontes Prt~ de 3. lactis
y S. cremoris mezcladas con cepas Pri+. Las cepas altamente
proteoliticas (Prt” ) con causa comin de ciertos defectos en
contrados en los quenos y que Se exponen en la tabla 2.

1.4.3.2. Efecto de la temperatura y

pH sobre la actividad -
protenlitica 2o ccpasz Prt de E.T

e I,

Alzunos tipos de gquesos son aanufacturados enteraz-
mente con cepas Prt . La actividad proteolitica de algunas
cepas de S. cremoris y de S. lactis (de Giori, 1385) y bain
'cigrtas condiciones, muestra un miximo a temperaturas de ——
50 C ¥y 45 °C respectivamente, 10 gque quiere decir que la tem
peraturs de crecimiento no siempre es la misma que se reqdig
re para el desarrollo de una actividad enzimatica dada. Los
mismos microorganismos cuando fueron incubados a 37°c no ——
mostraron actividad proteoslitica, éste fendémeno no ha sido
bien enfendido aunque ya 32 ha observado en otros estudios.
El pH también influye en la capacidad proteolitica de los ~
E.L., encontrdndose gue a valores bajos (4.8-5.2) los micro

organismos son mds proteoliticos que a valores cercanos a -
la neutralidad.
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Ventajas y desvgntajas que fiene el uso de cepas DPOCO DIro-—
teoliticas (Prt ) de §. lactis y 3. cremoris.

Ventajas

Desventajas

Rendimientos celulares has
ta de un 93% en cultivo por
lote con control de pH.

Obtencibén de rendimientos -.

de queso méds altos debido a
que no se forman péphidos -
solubles.

Disminucidén de problemas ——
por infeccién de fagos y —-
por presencia de antibidti-
cos.

Eliminacidén del problema de-

produccién de péptidos amar
gos.

Fermentaciones en tiempos -
largos (hasta 48 horas).

Son poco acidificantes.

Necesitan medios bien suple
mentados con nitrdgeno esen
cial (ver nutricidn).

Requieren de incubzcidn a —
temperaturas de 38°C vara -~
gque produzcan &cido en for-—
ma conveniente.

Aumento en el tiempo de ma-
nufactura de queso, .
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1.4.3.3. Seleccidn de cepas prt* y Prt .

Se han realizado V¢rlOS traoagos tendientes a 1a se
leccidn de cevas Prt de Prt” sy motivados por mejorar las =
técnicas tendientes a buscar células que contienen su in--
formacidn gendtica intacta. Hugzins (1384), desarrolld un
mediodde cultivo sélido en que pueden_aislarse cepas prtt
y Prt y combinaciones con Lac y Lac . Hugenholtz (1987),
utilizando una combinacién del-medio de Huggine con el cul
tivo continuo, demostrd que es posible aislar variantes ——
Prt- de S. cremoris 28 con limitacidén de aminodcidos y a -
velocidades de dilucién de 0.2. A bajas concentraciones de
caseina como fuente de nitrdseno, es posible mantener el -~
cultivo continuo con variantes Prt  exclusivamente.

1.4.3 .4. Medicidn de la proteblisis. -

La protedlisis se determina en forma ordinaria por
"la cantidad de péptidos y aminoidcidss solubles que se en—-
.cuentran presentes en filtrados preparados a partir de una
muestra. La determinacién es colorimétrica (método adaptado
por Hull (1947), revisado y mejorado por Citti (1963)), y -
se cuantifica la tirosina y el triptSfano en filtrados con
4cido tricloroacético (TCA) sobre una curva estdndar. _—
Samples (1984), desarrolld otro procedimiento mids sensible
que detecta el nitrdgeno aminico que se encuentra en solu—-—
c¢idn (método del Acido trinitrobencén sulfbnico).

1.5, Utilizacién de grasas por los E.L,

Los E.L. (Marth, 1962), son inhibidos por la presencia
de 4cidos grasos en la leche .como el ldaurico, caprilico y —
caproico en concentraciones tan bajas como 0.1%, los 4cidos
linoleico y linolénico estimulan un poco el crecimiento, —-—
los fcidos oleico, palmitico.y butirico no ejercen ningin e
fecto sobre el crecimiento ni el metabolismo de los E.L.

Los E.L. son propagados ordinariamente en leche des—-
cremnada debido a que los Acidos grasos de la leche en forma
global inhiben su crecimiento.
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1.6, Algunos aspectos nutricionales de los E.L.

Los requerimientos nutricionales de los E.L. son altos
¥ su cultivo precisa del empleo de medics de cultivo comple
jos y bien suplementados. La propagacidén. a nivel industrial
de E.L. indujo a estudiar sus necesidades nutricionales, --
debido a que los microorzganismos obtenidos vor esta via mos
traban un crecimiento erritico que trajo consigo considera-—
bles pérdidas econdmicas.

"l.6.1l. Requerimiento de bases nitrogenadas.

Los E.L. son incuapaces de sintetizar y de utilizar -
sus derivados de dcides nucleicos (Crater, 1365). Algunos -
compuestos que estimulan el crecimiento (Dahiya, 1964) de -
los E.L. son la adenina, la hipoxantina y la inosina, .obte-
nidos del extracto de pancreas., idemids de la adenina, 18 —-
guanina ¥y la guanosina (Kothari, 1973) también mejoran el -
crecimiento de los B.L., la velocidad de produccién de Sfci-
do y la protebdlisis en leche. El extracto de levadurs con—-—
tiene derivadds de 4cidos nucleicos como el acido uridfli--
co, citidflico y los correspondientes nucledsidos as{ como
adenina (Jago, 1975; _Hillier, 19783 Ccitti, 1965; Selby, -~
1975). Las bases Durlnlcas ¥ pirimidiniczs son convertidas
en sus derivados nuclebsido 5¢-monofosfato al atravezar 1a
membrana. Concentraciones de 0.5% de extracto de levadura -
Keen, 1972), aparte de incrementar la velocidad especffica
de crecimiento de los E.L., contribuye a eliminar el H.O. -
que se forma metabdlicamente y que puede inhibir el creci--
miento de los ®.L.



1.6.2,. 'Requerimiento de sales.

Los 2.L. requieren de una éptima concentracidén de fos
fato para crecer y puede ser suplemcntida con 2 grs. de cana’
minodcidos que contienen 6.5 mg (0.325%) de foz=fato en forma
de O-fosforil treonina (Wolan, 1972).

La adicidén de trazas de magnesio y fierro (Citti, —-—
1965), estimula el crecimiento. %1 magnesio (Thomas, 1968) -
oralonga marcadamente la supervivencia de los EB.L, susnendi-
d»s en solucidn amortiﬁﬁadora-del P a base de fosfatns (a -
concentraciones de 10 ). La adici’n de 0.5% de NaCl (Marth,
1963), estimula la produccidén de fcido por los EB,IL.

jUIN

1.6.3. Reguerimientos de nitrésgeno aminico.

Los Z.L. requieren de algunos aminodcidos para su'cng
cimiento y han desarrollado sistemas tanto para producciédn -
de veptidasas (recuperables del medio), como para el trans——
porte de péptidos al interior de la célula (Law, 1977, 1978)
Los péptidos pesuefios tienen un valor nutritivo més alto —-
que los aminodcidos libres ya gue los microorgunismos obtie-
nen de esta manera, todos los z2minodcidos que necesitan en -
forma simultdnea via sus sistemas de transporte de pdplidos,
ademis de gque los zminodcidos libres son susceptibles de de-
gradscidn vor enzimas extracelulares.

Los aminodcidos que regquieren los E.L.. son (Cowman,
1968): Leucina, isoleucina, metionina, valina, glutdmico, =-
histidina., ILa leche contiene t,dos los aminoicidos necesa-
rios para ss>stener un buen crecimiento de E.L., sblo aque ég-
tos microorg.nismos son incapaces de hidruvlizar las protef--
nas en forma conveniente, sobre todo al iniciar su crecimien
t0. Una parte de los aminodcidos necesarios se puede adicio-—
nar suplementando 8l medio de cultivo con extracto.de leva-~
dura (Citti, 1965). En la Tabla 10 ,se indican los requeri—-

mientos minimos de aminoicidos para sostener el crecimiento
de los E.L. :
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Tabla 10.

Requerimiento de aminodcidos en‘pg/ml..de medio para el -
crecimiento de 2 & maAs cevpas de E.L. y cantidades encon—-
tradas en la leche y el suero de queso {(Law, 1976).

Leche digerida Suero Regquerimiento
aminoacido Total Libre .Total Libre Fiinimo
Glu 2700 13 195 T 87
Leu 1050 11 52 1 41
Ileu 534 10 65 1 35
Val 750 23 49 1 41
Arg 450 12 17 2 39
Cys 104 17 145 1 27
Pro 630 1 65 2 28
His 364 2 15 1 24
Phe 555 -1.0 34 1 21
Met 288 8 125 1 22

1.6.4. Requerimiento de vitaminas.

Los 3.L. requieren de riboflavina, 4cido pantoténico,
piridoxina, tiasmina, biotina, dcido nicotinico y niacina ~—
( Marth, 1962), estudios mds recientes indican gue sélo nece-
sitan de pantotenato y niagina para un buen crecimiento y -—
que la adicibn de las otras vitaminns s6lo estimula el creci

miento.
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1.7. Wedios de cultivo a base de aZar para B.Ll.

Lou nrimervos medios de cultivo para los E.IL. vresentaban
algunos inconvenientes (Elliker, 1956), algunos no ten{fan su-
ficiente claridad y otros, aparte de ser de Blaboracidn aif{-
clil, no podfian sostener un buen crecimiento de los microorga-—
nismos. Bl modic de Elliker, Anderson y Hanneson (1956), es —
probsblemente el mids citado por la literatura como el mejor —
para el cultivo de los E.L., debido a la facilided de. su pre-
paracidn y sus excelentes resultados (Lawrence, 1976). Se han
desarroliado otros medios similares como el caldo APT, el me-
dio de Murst, el caldo Broth y el medio ML6. Hunter (1946), -
demostrd que la adicidn de un amortigliadsr del

€ 1 pH al medio, -
mejora dramféticamente el cracimiento y 1los microorganismos -

se mue trun mas activos al ser reinoculados en leche, En base
a efto, Barach (1379), mejord el medio de Zlliker con la adi-
cibn de fozfato diamdnico.

i partir de éstos medios, se han desarrolilado otros con
fines més esvecificos como por ejemplo la diferenciacidn en—-
tre es-ecies debido a sus diferencias metabdlicas (Turner, ——
1963, Reddy, 1972); la diferenciacidn entre cevas rrtt de las
Prt~, Lac” de Lac y combinuciones entre ellas (Feary,., 1984; .
- Molskness, 1974; Huggins, 1984) (Anexo 1) y la propag3016n -
de los E.L. y sus bacteridfagos (Terzagni, 1975) (Anexo I).

Al cambiar de medio de cultivo a los E.L., éstos pueden
perder su capacidad &cido productora § proteolitica (de Valdez

1.985; Thomas, 1981) por induccidn del curado de =zlgin ﬂlésmi—
do.



1.8. Factrres fisicos para crecimiento de los E.L.

1.8.1, pH del medio.

La propagacidn de los E.L. en cultivo por lote ¥ con
control automidtico de pH en un rango de 6.5 a 6.8, redunda
en la obtencidn de rendimientos mis altos (Xeen, 1972; —-
Peebles, 1969; %illiland, 1977; Chen, 1977; Harvey, 1965; -
Thom~zs, 1379). Utilizando NH4OH como neutralizante, se pue-—
de alcanzar a producir hasta 15 veces mads células gue en el
mismo medio de cultivo sin control de pH y alrededor de 1.5
veces mAs que cuando se utiliza NaOH. Bn algunos casgsos, la
produccién de 4cido por parte de los E.L., despuds de cre-—-
cer en fermentador con control de pH y utilizando NH,UH co-
mo neutralizante, es sustancialmente igual a 1la de lgs cul -
tivos frescos cuando se les hace crecer en leche., ®1 hecho
de que al utilizar NH,OH como neutralizante,. los rendimien-
tos sean mids altos, radica en el papel que toma el NH+ como
restauradgr de 1a+actividad glicolitica qué es més %épido
que el Na y el XK, por otro lade, el NH, sirve también co-
mo materia prima para la sintesis de amiﬁoécidos ¥ con ello
la velocidad de crecimiento se optimiza y las fermentacio--
nes se efectian miAs ripido.

Comerciaglmente se pueden adquirir medios vara el —-

- cultivo de iniciadores lécticos que incluyen en su formulg-

cién amortigliadores del pH (Thunsll, 1984) y que son denomi

nados cultivos con "control interno de pH", medios PIM (in-

hibidores de fagos) y otros disefiados para el cultivo de —-
2.L. en laboratorio.(Chen, 1977; Ausavanadom, 1977),

1.3.2, Temperatura Sptima de crecimiento de E.L.

Lee (1375), estudid el comporiamiento de los E.IL. al
variar la temperatura y endontr$ que varias cepas de -
S. cremoris crecen mejor en un rango de 28% a 31% y de —-—
31.5 a 42 C para las de S. lactis, teniendo temperaturas -
Sptimas de crecimiento a 23.3°C ¥y 34.1°C respectivamente.

Resultadss de experimentos "in vivo" (Thompson, —-—



29..

1973) sobre el metabolismo de la lactosa, susieren que la
fosforilacidn del glucosilo y del galactosilo del disacdri
do son mediados por dos mecanismos diferentes pero altamen
te integrados y que vueden ser afectados con un incremento
en la temperatura de incubacidn.

Moustafd (1L268) observé que cuando S. diacetilac—
tis DRCOl crecia con glucosa, lactosa, galactosa § malto—-
g2 a 17 C, las células no sufrfan autblisis y sus paredes
contenian mAs galactosamina que las células crecidas en =i
glucosa a 32 C. Este fendmeno se debe a nue las enzimas —-—
respons-ibles de la conversidn de la glucosa a glucosa 1-P
Y posteriormente a galactosamina, son sensibles a la tempe
ratura, La autdligis (Vegarud, 1983) es un fendmeno muy co
min en los E.L. y consiste en la ruptura de la pared y la
membrana celular con la consiguiente pérdida de todo el ma
terial intracelular. -

La actividad proteolitica de variantes Prt~ de —--—
E.L. puede ser mejorada al incubar las cepas a temperatu—
ras mi4s bien altas (Shelaih, 1983), debido a que las enzi-
mas que producen, muestran mayor actividad a temperaturas
cercanas a los 40°C (de Giori, 1985).

1.8.3. Anaerobiosis durante el crecimiento de los ®.1,.

Ty

Las fermentaciones licticas son netamente anaerdbi-
cas y vese a ésto, se han realizado investigacionss ten—-
dientes a mejorar el crecimiento de E.L. cuando son culti-
vados en lote y sistemas aereados. La aereacidn deprime el
crecimiento de los E.L. (Eeen, 1972) y la =dicidn de veque
fias cantidades de CO2 estimula el crecimiento, aunque vue—
de ser igualado por la 21dicidn de extracto de levadura.

Parz entender el papel del C02 en el metabolismo de
las bacterias licticas, hay gue considerar 1o cue sucede -
al piruvato formado de la degradacidn de los carbohidra-——
tos. Primero, el viruvato puede ser reducido a lactato. Es
ta es una reaccidn primaria de E.L.. Segundo, una amina—-
cidn reductiva tiene lugar, en la cual el piruvato es trans
formado en zlanina, uno de los aminoAcidos mas 1mportantes
para la construccidén de proteinas. Tercero, las enzimas ma
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18nicas, pueden catalizar la carboxilacidn y la reduccidn
necesarias para producir acido maldnico. E1 C02 es utili-
zado en esta reaccidén. 31 Acido maldénico puede ser oxida—
do a oxalacetato. EBste compuesto es un importante precur-—
sor de la asvaragina, la cual puede ser convertida en —-—
treonina y leucina. Cuarto, el piruvato puede ser conver-—
tido a 4cido fosfoenolpirtvico por unA piruvato quinaga -
¥y éste a su vez se transforma en fosfoenoloxalacetato y -
despuds en oxalacetato. EL 70, se utiliza en esta reac——
cidn. Esta conversidén es una ae las predominantes en las
bacterias ldcticas y es necesaria nara el mantenimiento —
de 1li viia, éstos microorganismos no pueden formar oxala-~
cetato por medio del ciclo del &cido citrico como las o-
tras bacterias (Marth, 1362).
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1.9. Produccidn de acidez por los =.L.

La cuantificaciin de la acidez producida por los =.T.
es, en cierta medida, una valoracidn de la actividad meta-
bélica de las células. iuchos investigadores. sostienen que
los incrementos en la acidez titulable van en funcidn deld
aumento en la poblacidn bacteriana en E.L.

Cuando crecen en leche 5. cremoris y S. lactis (McKay,
1978), las células se hacen dependientes de sus sistemas —
proteoliticos para obtener los aminodcidos y péptidos que
necesitan de la casefna. 3i las células pierden sus siste-—
mas proteoliticos, las cepas se transforman en productoras
lentas de dcido lictico y requieren de 48 horas & mas vara
coagular la leche a 21 C, perdiendo ademds, su utilidad ——
dentro de la industria lictea. La literatura las dsnota —-—
¢on las abreviaturas Prt” y Prt , siendo las orimeras las
variantes "lentas" y las sezundas las variantes "ripidas™
6 no proteoliticas y vroteoliticas respectivamente. Un ——
cultivo ridpido, es c¢npaz de coagular la leche en un inter—
valo de 16 a 18 horas de incubacidn a 21 €, utilizando de
1 a 2% de inbculo tomado de un cultivo fresco. Un cultivo
fresco o8 agquel que, vreparado de la misma manera, tiene -
cuando mAs 24 horas.

Al crecer en lsche 108 E.L., lambién devenden de su
capacidad de fermentar la lactosa de la leche. Esta propie
dad se encuentra cercanamente ligada al sistema proteolfti
co y por ende es igual de inestable. Si se hace crecer a —
los E.L. en otra fuente de carbono que no sea lactosa § —
galactssa, es muy probable gque loz cultivos subsecuentes -
muestren variantes lentas productoras de &cido léctico —-
{Lac™ ) en forma predominante, con efto, el cultivo pierde
la capacidad de fermentar la lactosa.

1l.9.1. Métodos para valorar la acidez (actividad).

Los métodos que se han desarrollado para valorar 1la
acidez producida vor los E.L. son basicamente de 2 tivose
a). los mdtodos cualitativos y b). log métodos cuantitati-—
vos ¥y que se exvonen enseguida,
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1.9.1.1. Métodos cualitativos para valorar la actividad.

Un método se basa en la cajacidad de los 2.L. de
reducir el tornasol antes de qgue la leche coazule, Si el -
microorganismo es canaz de reducir el tornasol (de incolo-
ro a rosa pdlido) en un intervalo de 12 a 14 horas, se di-
ce que es un cultivo ripido, si tarda mis de 24 ‘horas es -
un cultivo lento {(Citti, 1965),

21l segundo se basa en el tiempo que tarda el mi--—
croorganismo en coagular 1la leche (McKay, 1973). Los E.L.
son cavdices de coagular la leche en 16 & 18 horas a 21% -
cuando son cultivos rdpidos, cuando son cultivos lentos, -
requieren de 48 horas § més.

1. 9.1.2. Médtodos analiticos para la cuantificacidn de 1a -~
actividad.

Podos los métodos degsarrollados se orientan a la
neutralizacién de la acidez producida con NaOH y varfan -
en el tamafiv del indculo, la concentracién de la leche, -
1a temperatura de incubacidédn, el tiecmpo de toma de mueg-—-
tra y la concentracifén del NaOH. 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 pasteurizada a la misma temperatura de coci
miento del queso gue se va a hacer.

Los E.L. (#illiamson y Speck, 1962) oueden desa-
rrollar una acidez de 0.9% en leche a las 8 horas, 0.8 a -
las 6, 0.6% a las 4 y 0.3% a 1a= 2 horas de incubacidén a -
32°C en leche pusteurizada (62, 30 min.) al 10% de séli-
dys totales y 5% de indculo.

La actividad de los E.L. es buena (Sellars, -—=
1378) si se observan valores de acidez de 0.04, 0.22 y 0.55
en porciento de Acido lactico a las 2, 4 y & horas de incu
bicidn resnectivamente a 30 ¢ en leche pasteurizada a 65°C
por 30 minutos (10% de s8lidos totales). La valoracidn se
h~ce con NalZH O.1N 2l vire de 1la fenolftzleina (poH 8.2).

Ctros métodsrs reportados y nus destacan ovor la -
dracisién de sus resultados son los citadoa por el Boletin



de 1la PFederacidn Internacional de Lacteos (Documento # ——
123 de 1980, apéndices 1, 2 y 3) en que se resumen los mé-—
tod»ys de Stadhouders y Hassing (no publicado), de Pearce —
(N. Zexlund, J. Dairy Techn. 1969. 4(246)) y de Cox y _
Lewis (Safety in ilicrobiology, 1972, Acad. Press. pp. 133).
En la tabla 11 se¢ resumen algunos procedimientos para wvalo
rar la actividad de los I.L. en otras partes del mundo., -

1.9.2. Factores que afectan los resultados de una prueba de
actividad.

Muchos factores pueden afectar la produccidn de dci
do por las bacterias durante la manufactura de queso. Pri—
mero, las osropiedades de las cepas, ya gque pueden ser pro—
ductoras lentas. Estas propiedades son hereditarias y oradi
nariamente se mantienen durante las treansferencias. 3896;
tdneamente y en todos los cultivos, es normal que apareéiz
can variantes lentas c¢n proporcidén de 1 =z 2%. En segundo —
lugar, los iniciadores pueden contaminarse con fagos y su—
frir lisis, decreciendo la actividad acidificante.
la teuwperabtura de cocimiento del quesa.

‘Se pueden mencionar otros factores como son: 1a —
presencia de antibibticos en la leche (Orberg, 1985), de——
tergentes, -desinfectantes, inmunoglobulinas y la adicidn —
de renina. Algunos factores de tipo fisico que tambidén re—
tardan la produccién de &cido son: la luz, el oxigeno y 1la

temperatura de pasteurizacidn de la leche (Stadhouders, J.
1976).

Tercero,
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1.10. Produccién y conmervacidn de cultivos de iniciadores
licticos.

Los avances tecnoldsmicos en 1o que al cultivo de los I.L.
se refiere,no pueden desligar 1o que es la produccidn de los
I.5..en rrandes cantidades y la conservacién proviamente di-—-—
cha de la viabilidad y 1la actividad de las célules,

Log cultivos de iniciadores (Teuber, 1381) que estdn en
uso se encuentran en formas liquidas, liofilizadas y congela-
das. Estos muestran alta’ capacidad de supervivencia ¥ una ac-
tividsad Sptima para los usos industriales a que estan desting
dos. Debido 3 qua los genes que codifican para la sintesis de
lactasas, osroteasas y enzimas gque degradan el citrato a aces
toina se encuentrar en plidsmidos (McKay, 1979), se ha descer—

" tado el método de cultivo continuo para propagar a ést-s mi-~
croorganismos ya Gue en corto tiempo empiezan a avarecer va
risntes sin plismidos,{lawrence, 1976).

En el mayor de los casos, se emplea leche descremada -~
pasteurizada o esterilizada como el medio nutritivo bdsico -
para la produccidén a zran escala de cultivos de imiciadores
norgue asegurea que sllo los estreptococos ldcticos nejor a—-—
daptados & la leche crezcan. Para la produccibdn de cultivos

de ini-ziadores licticos, elmedio basico (leche) es suple——
mentado con extracto de lev.:dura, glucosa, lactosa y carbono.
Para obtener una supervivenscia y una actividad Sptimas, es -
necssaric neuntralizar el dcido formado, con NHJOH 6 con Na0OH
A nivel industrial se hin empleado diversos métodos dp
produccibn y diferenites tipos de medios encaminados a obtener
grandes cantidades de células con actividad Sptima y cavaces
de permanecer estables por periodos mAs o wenos prolongados,
a bajos costos y ser resistentes a la infeccidén por fagos ——
pr-sentes en las plantas industrialigzadoras.
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1.10.1. Kétodos de produccidén de ",L. a nivel industrial,
1.10.1.1. cultivo nor difuzidn.

La produccidn de concentrados celulares a nivel -
industrial, es con miras a la produccidn de indculos vpara
la leche destinada a la elaboraci’in de queso al mismo ni--
vel. De ésta técnlca sdlo nay un trabajo revortado ( —w—-
Osborne, 138%0) y ha drdo origen a una patente en exnlota-
cidén. La produccién de ZE.L. por éste médtods, nrovee de —-
buenos resultados y altos rendimientos celulares aque lle-—
csan a zlcanzar las 10 UPC/ml.. La técnica implica el uso
de membronzc semipermeables que senaran un cultiivo bacte-—-—
riano del gran reservorio de nutrientes. La membrana nermi
te el paso de los nutrientes al cultivo y la eliminacidédn —
de loz metabolitos de desecho por difuciébn, restrinsiendo
con ésto el paquete celular a un volumen pequefio. T,os meta
bolitos que inhiben el crecimiento de los E.L. (Sandine, =
1976) son el lactato a concentracioncs de 1 a 4%, el H' y
el Na .

1.10.1.2¢ultivo continuo.

El cultivo continuo no es un buen método e Hro~-
ducecibn de E.L. (Richardson, 1977; Thomas, 1979; Willkowske
1957; Hugenholtz, 1987), los cultivos crecen bien en este
sistema pero las células son activas dnicomente por esna——
cio de algunas hiras después de ser cosechadas del fermen-
tador. La lisis celular se acentia y se presenta espontd~-
neamente, por otro lado, el problema de 1a infeccibn por -
fagos se acrecenta debido a que las cepas comlnmente lle—-
van al profago integzrado al DNA cromosomal, gue ce puede -
liberar y contaminar al cultivo.

Por ésta técnica es posible aislar mutantes Prit”
de la cepa driginal Prt manejwndo las variables D (veloci
dad de dilucidbn) y pH (Huzenhultz, 1987).
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1.10.1.3. Cultivo por lote.

Este método de cultivo es el mds estudiado (Keen,
1972; Harvey, 1365; Peebles, 1969; Gilliland, 1977; Chen,
1977; Thomas, 1373), su objetivo es reducir eostos de pro-
duccidn (Richardson, 1977) en 1la industria lictea y aumen-—
tar el control de log cultivos de iniciadores.

La produccién de E.L. por lote, requiere de la ——
preparacibén de indculos, mantenimiento en Séptimas cOndicio
nes de crecimiento de las cepas, un cosechado celular, em-
pacado, almacenamiento y embarqgue adecuado, La produccidn
de 2.L. y otros iniciadores licticos se ha dejado a insti-
tuciones especializadas, debido a gque la produccidn de &s—
tos microorganismos en las plantas aumenta notablemente ——
sus costos medios de produceibn por lo gque ello implica,

Los E.L, en cultivo por lote arrojzn tiempos de -~
genericibn de £2 y 35 minutos cuando crecen en un medio ——
quimicamente dcfinido y en un caldo complejo respectivamen
te (Thomas, 1979). Es preferible (Sandine, 1976) crecer —-—
E.L. en medios de leshe con bajo contenido de lactosa por-

" que de esta manera se puede prevenir la acumulacidn de lac
tato y la disminucién del pH a niveles tales gue provoque
d=zfios celulares.

Del cultivo de iniciadores licticos por lote se -
han generado innovaciones tecnoldgicas que han dado origen
a los "Cultivos Concentrados". Estos cultivos son ( w~——
Gilliland, 1977) suspensiones de cultivos de iniciadores ~
prepar.ios en un medio ligquido y concentrados a un volumen
pequefio por centrifugacidn, tras lo cual se almacenan. La
obtencidén de E.L. de esta manera ha derivado en la comer—-—
cializacidn de &stos microorganismos bajo las formas "con-—
centradas liquidas" y "“concentradas y liofilizadas®,

Los concentrados de microorganismos tienen como -
ventajas la facilidad de su prevaracién y la de conservar
ya sea por congelacién o por liofilizacidn. Temperaturas —
tan bajas como =196 C siguen siendo utilizadas para 1la con
servacién de E.L. aunque su uso lo restringe el costo y la
tecnologia que ésto implica.
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1,12, wétodos de conservacidn de Z.L.

31 vropdzito primario de 1z conservacidn es el mantener
las cenas vivas, puras y sin mutaciones, pura ésto es menes-—
ter, recurrir a la cep:x original y buscar el método més anro
siado de conservacién ya que no todos los microorganismos —--
responden igual a un método dado. =n el caso de los ®B.L y Se
emplea ordinariamente la resiembra diaria (subcultivo) como
método de comservacién a corto tiempo y la liofilizacidbn, —-
con algunas variantes como método de conservacidén o tiemvos
relativamente largos. '

1.13.,1. Conservacidn de =.L. por refrigeracién.

Se ha intentado mantener cevas de E.L. en excelentes
condiciones a través de métodos tan sencillos como lo es la
refrigeracién (Jowman y 3peck, 1965, 1969) 6 tan complica—-—
dos como la liofilizacidn y la congelacidn a temperaturus -
de nitrdgeno liquido.

Cowman (1969) encontrd que algunos E.L. disminuyen -
su actividad desvués de almacenamiento a 3 C en 10s prime-——
ros 3 dfas, cosa que no sucede con la viabilidad ya que, --—
permanece esencialmente constante durante el mismo periodo.

- Este decremento progresa con el almacenamiento. To0s .Ii. ne
cesitan de nitrégeno orginico ficilmente metabolizable para
crecer bien, tanto en leche.como en medio de cultivo deg——
pués de ser almacenados a éstas temperaturzs. S. lactis po-
see dos enzimas nroteolitxcas, una de membrana y otra intra
celular, la primera degrada la caseina a péptidos y la se--
gunda a aminodcidos y otras formas mids utilizables. Durante
el almacenamiento a 3 C las proteasas de membrana ge inacti
ven debido a que a ésta temperatura se formen trimeros que
son mAs estables vero inactivos, siendo la forma activa ——
un dimero pero estable a temperaturas mis altas.

King y colaboradores (1969), almacenando T .L., a 4°%¢
en gsolucibn amortiglladora 4: fosfatos a pH 4.5y 7.5, encon
traron cue éstas bacterias muestran inactivados sus siste--
mas reparadsres ¥y que sus pozas de aminodcidos, las protefi-
nas intracelulares y el RNA disminuyen sus concentraciones
hasta d=2plecidn total con resvecto del tiemvo.
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Goldhaber (1982), estudid el comportamiento de —
cepas lentas de S. cremoris y S. lactis deswués de ser al
macenadas a 4 C en un medio de cultivo a base de caseina—
to de sodio, encontrando que después de un mes, las cevas
muntenian su actividad casi inalterada, proponiendo el -——
emnleo de éste método de comnservacién, para cultivos de -
estreptococos licticos con miras a producir ealdos para —
inoculacidn directa de leche destinada a 1a produccidn de
qQuesos.

1.11.2. Conservacién de los RE.L. por liofilizacidn.

El proceso de liofilizacidén no se recomienda para
log E.L. debido a que no todas las cepas presentan la mis—
ma susceodtibilidad a sufrir los dafios que implica. Es nor-—
mal que durante la liofilizacidn ocurra la muerte celular,
86lo que los cultivos ‘de iniciadores normalmente, son mez—
clas de microorganismos y durante 1la liofilizacidén se des—
balancean las proporciones, algunas veces considerablemen-
te (3peckman, 1974). Se ha logrado liofilizar concentrados
de iniciadores lécticos con composicidén desconocida (Yang,
1979) ¥y han vrobado ser efectivos para inocular leche des-
tinada a la fabricacién de queso chedar sin reactivacidn
previa.

La liofilizacidén (Gherna, 1981l), es un proceso me—
diante el cual se remueve el agua de una suspensidn bacte—~
riana por sublimacién bajo presidén reducida, esto es, eva-
poracién de agua del estado s6lido sin vasar por el estado
1iquido. Las células pueden ser guardadas de ésta manera —
svor largos periodos de tiewmpo en ausencia de aire, humedad
¥y luz; pudiendo a cualjuier tiempo ser rehidratadas fécil—
mente, restaurando su estado ovrevio.

Se sigue estudiando sobre éste método de conserva—
cidn (de Valdez, 1983, 1385) en cu=nto al problema ain la-—
tente de encontrar buenos agentes crioconservadores que ya
antes habia sido atacado por Holland y Koburger (1963) con
buenas espectativas.
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1.12, Presentaciones comerciales de los cultivos de Tnicia-
dores lécticos.

Actualmente es posible adquirir cultivos de Inlciado
res lécticos en varias versiones, las cuales han derlvado
tanto de 1n formna de produccidn como d&e conaservacidn. Bl -
estudio del cultivo de iniciadores lacticos ha 1levado a
15s invesiigadores a solvzniar algunos vroblemas que en——-
frentan los industrializadores de 1la leche como los inhe—-
rentes a la cont minacidn por fagos. Bste problema ha sido
resueltv en parte por la introduccidn al mercado de los me
dios inhibidores de fagos (PiM). Estos medios cstin diseﬁa
dus a base de suero de cueso suplementudos con fosfatog -
(Richardon, 1977; Jonas, 1377; Wreigth, 1982). Aunque los
fosfatos son fuertes inhibvidores del crecimiento de 1los -
B.L., resultan efectivos »ara evitar la infeccidn de los -~
cultivos a concentraciones del 2% y permiten el crecimien-
40 normal de los microorganismos.

Los cultivos de iniciadores licticos, son por lo ge-
neral , mezclas de microorgzanismos culdadosamente selecciod-
nados para obtener algin producto en especifico. La selec-
cién de los microorganismos sSe basa en sus propiedades me-—
tabbllicas y en su resistencia al ataque por fagos, siendo
- ésta Ultima propiedad la que se toma en cuenta para la ela
boracidén de los cultivos de cepas miltiples. Los cultivos
de cepas miltiples son elobosrados con cepas diferentes de
un microorsanismo ¥y que no zuardan relacidn genética con -~
el mismo fazo, por lo cu=zl son resistentes a la infsccidn
(Gamay, 1984; Thunell, 1381l; Daniell, 1981).

Los cultivos de iniciadores licticos pueden ser adqui
ridos de las siguientes formas:

i). Cultivos 1fyuidos. Son mezclas de S. cremoris y -
5. lactis preparadas en suero de gueso & en leche
bronca y se ugan poco por la facilidad con que se
contuaminan. -

ii). Cultivos congelados en ligquido. Forma muy utiliza
da en Inglaterra, consisie en botellas de plasti-
co con 500 ml. del cultivo inocula?o ¥y sin incu--—
bar, se conservan a -25°C y duran alrededor de 3
meses. Alcanzen narz inocular 100 gal. de leche.



iii).

iv).

v).

vi).
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Cultivos liofilizados. 3e adquieren normalmente
para la produccién de cultivos "wadre" en los -
labosratorios de las cremerias, su duracidn es -
de aproximadamente 6 meses y requieren de propa
gacién continua cuando se usan. Se pueden con——
servar en refrigerador.

Concentrados congelados. Son cultivos produci——
dos en fermentadores con control automidtico de-
pH en la regibn de 6.0 a 6.3 y con poblaciones

microbianas de alrededor 109 células/wl. Son ~
mantenidos en contenedores especiales a -~78°

con hielo seco &6 con nitrdgeno licuido.
tivo retiene su actividad por un tiempo conside

rable y tan sélo 70 ml. de éste alcanza para i-
nocular 1000 litros de leche.

El cul-

Concentrudos liofilizados. Tomo la anterior pre
sentacién, también pueden ser usados directamen
te sobre 1la leche como inbculo. Reguieren de al

macenamiento a —-25°C y duran alrededor de 5 me-
seg.,

Cultivos de inoculacidn directa (DV3). Bs wn -
concegtrado 1iguido que contiens aproximadameg
te 10° microorganismos viables, producidos por
fermentacifn con neutralizacidén continua del -
pH. Otra presentacién. de este producto es enla
tada, los microorgunismos forman una pasta con
cuentas viables de 1.2 x 101l CFU/gr.. Cada —
500 grs. son suficientes para inocular 3,200 -

1litros de leche para Gueso y se usan directa—--—
mente.



2., Planteamiento del problema.

La industria ldctea, requiere de cepas que produzcan —-
una buena cantid2d de 4cido lictico en poco tiemno., Para és
to es menester, droducir uni buena cantidad de células con
alta actividad ya que en orimer lugar, se requiere de indcu
los "pesados'" con aproximadamente 102 CFU/ml. ¥ en segunﬂo
lugar, que los microorgunismos sean capaces de producir la
cantidad de &cido ldctico zadecuada tanto para reducir el -—
tiempo de manufactura del queso como para obtener un »roduc
to de buena calidad dado que la consistencia del queso, va-—
ria en funcidn del pH de la leche al momento de la cuajada.

Foldnaber (1982), probd que a temperaturas de refrisgo—-
racidn en un medio furmulado con caseinato de svdio, cepas
lentas de 5. cremoris y S. lactis eran capaces de sostener
niveles de actividad muy semejantes a la de cultivos fres—--—
cos desnués de 1 mes, La necesidad de propagar y conservar
cultivys de E.L. industrialmente Gtiles, induce a plantear
la posibilidad de crecer cepas de estrentococos ldcticos ——
por fermentador con control de pH 'y conservarlas con el mis
mo método, pudiendo las cepas ripidas, mostrar un comvorta—
miento semejante 21l de las cepas lentas.

3 . Objetivo:

Demostrar que a temperaturas de refrigeracidén (4°C Y, -
cepas rdpidas de S. cremoris y S. lactis son capaces de man
tener una buena act1v1dad y por ello aptas, para la produc-
cibén de quesos cuando se les conserva en su medio de culti-

vO.
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4, Hipdtesis de trabajo:

Mediante éste método de produccidén y conservacidén para los
estreptococos licticos, es posible implementar un sistema pa—
ra la vroduccidén de concentrados celulares que puedan ser uti

z2d08 como indculo para la leche destinada a la produccidn de
queso.
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5. HMétodos y iateriales.

5.1, #étodos.

La metndolozia provuesta para el desarrollo de esta -
tesis es similer a la empleada vor Goldhaber (1382), con -
la diferenciza Unicamente de las cepzs emvleadas y el voli-
men de trabajo utiliz=ado.

S. cremoris y S. lactis son crecidos en un medio de —
cultivo a bace de caseinuto de so0dio en fermentador de 1 -
litro con control de los siguientes vpardmetros: a) azita——
cidén a 200 R.P.M.; b) temperatura a 30 C; c¢) pH a 6.8; 4)
tamafio del indculo de 1.0% v/v; e) ticupo de fermentacidn
de 24 horas. Se determina la cinética de crecimiento toman
do alicuotas del medio de cultivo cada 2 horas para conteo
de CFU (Unidades Formadoras de Colonias), la actividad du-
rante el crecimiento se determina automiticamente, a través
de un dispositivo que grafica la cantidad de dlcali adicio
nado con regpecto del tiemmo, -

Las mismas cepas se crecen posteriormente en un fer—--
mentador de 14 litros, para hacer un estudio de escalamien-
to-con los sisuientes vardmetros: a) agitacidén a 200 R.P.i.
b) temveratura de 30% % 2%c; c) pH de 6.8 - 0.3; 4) tama
fio del indculo de 1.0% v/v; e) tiempo de fermentacidn de -
15 horas. La cinética de crecimiento se determina de 1la —
misma manera y la activid~nd en este sistema no se pudo de-
termin»r por carecer del equino apropiado.

Los caldos de fermentacién son almacenados en enva—-
ses de plastico estériles a 4 ¢, posteriormente se toman -
muestras de éstos caldos para andlisis de actividad en le-—
che y cuenta viable por dilucidn.
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Sel.l. Preparacidén de los medios de cultivo.

5.1.1.1. Agar Reddy.

Se nrenara la mezcla A y la B y sSe esterilizan por se
parado a 121 °c y 15 1b. de presién por 10 minutos, las mez—
las se dejan reposar a temperatura ambiente por 7 dias para -
verificar la esterilidad. Ya para utilizarce, se licda la —
mezcla A Yy se le adiciona la B.

.Mezcla A

Peptona de caseina 0.5 %
Bxtracto de levadura 0.5 1A
Casaminoicidos 0.25 4
L-arginina~-HCl 0.5 %
K HPO, 0.125 &
Agaxr 1.5 4 .
PH 6.9 .
Mezcla B

Leche descremada (11.0% sdlidos) 10 ml.
Parpura de bromocresol al 0.1% 2 ml.

5.1.1.2. Leche descremada’ con tornasol (Difco).

Se disuelven 10 grs. de Leche descremada con torma
sol (Difco) y se aforan a lOOonl. con agua destilada, uoste
riormente se esteriliza a 121 °C y 15 1b. de presidn onor 10
minutos. Se deja revosar 7 dias para verificar la esterili~
dnd a temperatura ambiente, en algunos casos el tornasol se
reduce con la operacidn y se vuelve incoloro con el paso de
los daias, los tubos que no pierdan el color son desechados.
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5.1.1.3. Agar APT (Merck).

Se disuelven 60 gzrs. del medio por cada litro de
agua y se esterilizan en z2utoclave a 121°C y 15 1b de pre
s8idén vor 10 minutos, posteriormente se comprueba su este-—
rilidad dejéndolo 7 dias a temperatura ambiente,

tras los
cuales se utiliza.

Composicibn

Pevptona de caseina

12.5 g

Extracto de levadura 7.5 g
D-glucosa 10.0 g
NaCl 5.0 g
Citrato de sondio 5.0 g
HPO4 " 5.0 g
Tween 0.2 g
Sales 1norgénicas 0.98 g
Agar 13.5 &

5.1.1.4. Medio de caseinato de sodio.

Se disuelve primero el caseinato de sodio ya que re
sulfa un poco diffcil su disolucidn, posteriormente se adi—-—
ciona el extracto de levadura ya que elimina la esouna forma
da por el caseinato de sodio, finalmente se a<¢resgan los 0=
tros dos componentes en cualquier orden Y se ajusta el pH a
7.0 con NaOH 2N. Se esteriliza a 121°C ¥y 1lb, de presibn nor
10 minutos, la jarra de 14 litros requiere de un tiempo de -

. 20 minutos con escape lento de presidn.

Composicién

Caseinato de sodio 20 g
Glucosa anhidra 25 &
Suero de gueso 60 &
3xtracto de lev=zdura 10 g
Amua de la llave 300 ml

pH 7.0
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5.1.2. Preparacidn del indculo.

Para el fermenitador de un litro. De un cultivo del ini
ciad r mantenido en refrizeracidn, se toma ung "azada"™ y se -
siembra por estria en cazjas Petri con agar Reddy. Tras 24 ho-
ras de incubacidn se "pican" las colonias médz grandes y con -
halos zmarillos 'y de protedlisis més amplios en condiciones -
asénticns, sc¢ inocula con éstas colonias tubos con leche des-~
cremada y tornasslada (Difco) al 10% de sdélidos totales { con
7 dias minimo de vrepar=cién previa a su uso ) estériles y -
por triplicado por cada determinecidn. Los tubos se incuban —
18 horas a 22 ¢ y se transfieren tres dias seguidos vara reac
tivar la cepa, guarddndose en refrigeracidn el tiemvo gque no
sc utilice. Para inocular el fermentazdor se utiliza un culti-
vo "reactivado" previamente, el cual se reinocula posterior--—
mente en el medio de caseinato de sodio de la misma manera.

3¢ utilizan tubos Pyrex de S ml. con tapbén de rosca y
5 ml., de medio, para inocular el fermentador de 1 litro se u-
san 7 mi. (1% de inbéculo), ya que el volumen de trabajo es de
700 ml.

Para el fermentador de 14 litros. Se sigue el mismo
procedimiento s6lo que el volimen d¢ trabajo es de 10 litros
¥ se utilizan 100 ml. de indculo, prevarados en frascos Pyrex
de 200 ml. ’

5.1.3. Condiciones de cultivo.

Fermentador de 1L litro. La_ temperatura durante la ori-
mera hora debe ser mantenida a 30°C .con bafio maria, en las si
guientes tiende a elevarse por la accién metabdlica de los es
treptococos pof Lo gue hay que tener cuidado para controlari;
El pH se mantiene a 6.8 automdticamente con NaOH 2.0N y la ——
agitacién a 200 R.P.H., el vollmen de trabajo es de 700 nml. y
se inoculan con 7 ml, de un cultivo de estrevtococo incubado
por espacio de 18 horas a 22 °C en el medio de caseinato de so
dio. ‘ -

Fermentador de 14 litros., La temperatura se mantiene -
automiticamente 2 30 ¢ ¥ eX pH a 6.5-7.1 debido a que el con-
trol automitico no es muy exactd. La azitacidn se mantiene ——
constante a 200 R.P.M.. El volitmen de trabajo es de 10 litros

¥ la neutralizacién del medio se realiza con NalH al 20% cgté
ril. ’ -



5.1.4. Actividad.

Se preparan 300 ml. de leche descremada (Sveltes) al
10% de s6lidos totales por determinacidn, se distribuyen en
3 matraces erlenmeyer estériles y con tapsn de algoddn, la
leahe se pasteuriza a 64 C por 30 minutos y posteriormente
se enfria a 30 C, todo ésto en baiio maria. Los matraces se
inoculan con 1 ml. del cultivo del iniciador y se incuba —-
por espacio de 6 horas a ésta temperatura, transcurrido el
tiempo se valora la acidez praducida con NaOH 0.1H al vire
de 1la fenolftaleina (2 o 3 gotas al 24%).

Las muestras a valorar se deben aantener en hielo -
micado si no se usan luego, la acidez puede mantenerse hasta
38 horas sin cuambio de ésta manera. CTada determinacidn se —
hace por triplic:do y los resultalos se expresan como % de
Adcido lictico, descontando la acidez de la leche (normal--—
mente de 0.15 a 0.17) que se valora como blanco antes de —-
cada determinacidn.

5.1.5. Conteo de- colonias.

Se toma una alficuota 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 (dilucidn 1:10), de éste tubo se toma un
ml. de la susnensidn celular y se diluye de la misma manersa,
la operzcidén se re-nite. varias veces hasta lograr la dilu-—-—
cidén deseada. La siembra en caja de Petri se realiza colocan
do 1 ml. de cada dilucidén en una caja de Petro de 10 x 1 cm.
a la que se adizionan 10 ml. de agar APT a punto de cuajar,
se homogeniza manualmente, para finalmente incubar a 30 ¢ -
por 48 horas y realizar el conteo de colonias.

5.1l.6. Conservacién de los caldos de fermentacidn.

El caldo del fermentador de 1 litro es almacenado en
envases de pléstico de 1 litro previamente esterilizados. Bl
caldo se introduce en un refrigerador a 4 € por esoacio de 1
mes. Los caldos del fermentador de 14 litros son almacenados
en eanvases de plésticy de g litros de canacidad y se guardan
en cédmaras frigorificas 2z 4 C.
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5.2, Equipo.

Fermentador de un litro:

Fermentador Mod., E-473 Metrdlim
Herisau, equipado con un Dosificador Multi-Dosimat, aco-

nplado a un potencidmetro a través de un amplificador Im—
pulsomat, tudos de la misma mzrca. E1 dosificador posee
una bureta de 100 ml. de capacidad y estd acoplado a un

graficador que registra el volumen de Alcali adicionado
por unid 4 de tiempo.

Fermentadoy de 14 litros.

Panel New Brunswick 3Scientific Mod. M~19-1410; Jarra de
14 1. de vidrio refractario con cabezal New Brunswick —

Scientific Mod. F 14-100. Bomba peristiltica Masterflex
Mod. 7013 con controlador antomitico del pH nasterflex.

Potencidmetro Conductronic pH 20

Agitador Maznético Magnestir.

Balanza granataria Ohaus de 2160 gr. de Cav.
Cémara de incubacién a 30°¢.

Cémara frigorifica a 4°%C,

Autoclave.

Bafio maria, con agitacidn y control de temperatura; Shaker
Bath, Mid. 2564, forma 3cientific Marietta-Ohio.

5.3. Material biolédgico.

Streptococcus lactis NCDO 712

Strentococcus cremoris NCﬁO 924




6. Desarrollo exnerimental.
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7. Resultados y.discusidén de resultados:

La cinética de crecimiento de S. cremoris y S. lactis —-
(figuras 1, 2, 3 y 4), se determina para, en cierto modo, -
apreciar la eficiencia del medio de cultivo para soportar —
el crecimiento de éstos microorganismos. Goldhaber (1982),
para 1las cepas lentss de éstos microorganismos, realizd ——
cuentas hasta de 107 CFU/ml. cultivados en similares condi-—
ciones. Las cepas rdpidas de 3. cremoris y S. lactis bajo -
éatas mismas condiciones rinden 100 veces mAas células en la
mitad de tiempo.

S. cremoris NCDO 924 crece un poco mds lentamente —
que S. lactis NCDO 712 y entra a la fase estacionaria apro=
ximadamente 2 horas des»ués de que S. lactis 10 ha hecho. -
Los rendimientos celulares no gson muy diferentes al final —
de la fermentacidén. La fermentacidn se realizd primeramente
en fermenitador de 1 liilro, dzdo que a ésta escala es mis fA
cil controlar todas las variables y estudiar mis a fondo —
el comportamiento de los E.L. al crecer en cultivo por lote
con contrvl de pH. Al escalar el proceso, j»ueden presentar—
se otros problemas 6 en el mayor de los casos, se hacen mas
grandes los mismos pronlemas, por lo gue a ello obedece &s—
te estudio.

Las curvas de S. gremoris son esencialmente iguales
tanto en crecimiento en fermentador de 1 y 14 litros como -
en rendimiento, ya que en ambos casos se obtienen 10s mis——
mos rendimientos a 1os mismos tiempos.

8. lactis muestra curvas de cinética de crecimiento
muy similares en los dos sistemas y, aunque son diferentes
a las de S. cremoris, también se obtienen los mismos rendi-—
mientos a los mismos tiempos.
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Fie, 1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE STREPTOCOCCUS CREMORIS NCDO 924
Condiciones: Femmentador de 1 1t a 30°C de temperatura, agitacién 200 r.p.m., --

control automitico de pH 6.9 (con NaOH. 2N  estéril) en medio de
caseinato de sodio.
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Fic. 2 CINETICA DE CRECIMIENTO DE STREPTOCOCCUS CREMORIS MNCDO 924
Condiciones: Fermentador de 14 1t a 30°C de temperatura, agitacién 200 r.p.m., -

control automitico de pH 6.9 (con NaOH 5N  estéril) en medio --
de caseinato de sodio.
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FIG, 3 CINETICA DE CRECIMIEMTO DE STREPTOCOCCUS LACTIS NCDO 712

.

Condiciones: Fermentador de 1 1t a 30°C de temperatura, agitacién 200 r.p.m., -=
control automftico de pH 6.9 (con NaOH 2N estéril) en medio de
caseinato de sodio.
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Fi1e. 4 CINETICA DE CRECIMIENTO DE STREpPTOCOCCUS LACTIS NCDO 712

Condiciones: Fermentador de 14 1t a 30°C de temperatura, agitacién 200 r.p.m., -
control automitico de pli 6.9 (con NaOH SN estéril) en medio de
caseinato de sodio,
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La =actividzd de los estreptococos ldcticos sdlo nu—
do ser cuantificada cuzndo éstvus microorgunismos crecfan en
fermentados de 1 litro, durante el escalamiento no fué posi
ble ya que no se contaba con el equipo, hecho por el cual,
la discusidén es Unic.mente sobre la evolucidn de acidez en
cultivo por loie en volimen de 1 litiro.

S. cremoris empieza a producir écido ldctico a las
3 horas de incubacibén y el incremento en su produccidn es -
directamente proporcional al tiempo s6lo durante la fase de
crecimiento, ésta relacidn se termina aproximadamente a las
15 horas de fermentacidn (Fig. 5).

S. cremoris en la fase exponencial, produce avroxi-
mad:zmentie 0.0333 mol. de Acido 1ldctico/hora. Esta tasa de -
_produccibén se mantiene alqunas horas después de que los mi—
croorganismos han entrado a la fase estacionarisa,
también ocurre con S. lactis (Fig. 6).

S. lactis observa un comnortamlento 51m11ar a —_—
S. gremoris pero presenta las siguientes diferencias: la ta
sa de nroducclén de 4dcido léctico es de aproximadamente ——
0.040 moles de 4cido lictico/hora y produce cerca de 20%
mAs &cido lActico que S. cremoris en tan s6lo 13 horas.

La realizacién de este estudio tuvo como objetivo,
el determinar la cantidad de acidez que se genera, cuando —
se propagan éstos microorganismos a través del sistema de —
cultivo pox lote, para con ello calcular la cantidad de
NYaOH 2.0N a utilizar. .De éste estudio, realizado con NaOH
2,0N, se dedujo que era mejor utilizar el Alcali mas concen
trado vor ser mas fécil de manejar, recomenddndose vpara uso
posterior en concentracidn del 20% (5.0N).

cosa que
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La viabilidad tiene por objetivo el determinar 1a
eficiencia de la refrigeracidn como un buen método de con
servacidn de las cepas con éste sistema, es decir, desde
la propagacidn en éste medio de cultivo prosuesto por —
Goldhaber (1982), con control automdtico del pH con NaOH
¥y de la conservacidn propiamente dicha, del paquete celu?-
lar en su medio de cultivo.

A éste resnecto, existen marcadas diferencias con
respecto a las cepas lentas de S. cremoris. S. Cremoris
es muy delicado (Piguras 7 y 8) y su viabilidad disminuye
notablemente con el tiempo de almacenamiento, al grado gde
que s6lo se conserva un 10% de las células originales con
vida 2 los 10 dias de refrigeracidén y tan s5lo, de un 0.1
a un 0.7/5% desnués de 30 dias.

La mortalidad se agrava cuando se escala, tal vez
debido a que en el primer caso, la feraentacidén se mantie
ne por espacio de 24 horas y en el segundo por sélo 15.-
El hecho de parar la fermentacidén, implica que en el me—
dio exista un remanente de lactosa gue puede ser metaboli
zada por los E.L. durante el almacenamiento para satisfa—
cer el metabolismo basal de los microorganismos. Lo ante-—
riosr se desprende del hecho de que a los 2 dias de almace
namiento, el medio tiene un pH de 5.4, coniribuyendo a ha
cerlo 1nadecuado para la conservacidén de los mlcroorganls
mos.

La viabilidad de S. lactis permanece casi constante
a lo largo de todo el nerlodo de almacenamiento aunque co
mo en el caso anterior, el pH baja a niveles de 5 1o cual
quiere decir que §. lactis es también, mis tolerante a2 1a
acidez (Figs. 9 ¥y 10). En ambos casos, la bpaja en la aci-
dez y por consecuencia, la disminucién de la actividad, -
puede deberse a que el medio no es enfriado con la .sufi—-
ciente rapideZz como para que la velocidad del metabolismo
de la lactosa se frene, ya que los microorganismos al al—
canzar la fase estacionaria contindan vroduciendo A4cido.
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La cepa fué crec1da en fermentador de 1 1t, en condiciones controla

das y se conservé en refrigeracién a 4°C.
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F1G, -8 VIABILIDAD DE STREPTOCOCCUS CREMORIS NCDO R4
RESPECTO AL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

Condiciones: La cepa fué crecida en fermentador de 14 1t, en condiciones contro-
ladas y se conservé en refrigeracién a 4°C.
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RESPECTO AL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO .

Condiciones: La cepa fué crecida en fermentador de 14 1t, en condiciones contro-
ladas y se conservé en refrigeraci6n a 4°C. -




La actividazd es uno de los pardmetros mis importantes
a determinar y que en cierta forma nos puede dur idea de -
1= capacidad de loe cultivos »ara crecer en leche. Wl he—-—
cho de que lzs cepas puedan recobrar su esctividad normal —
c.n la resiembra implica que con el método de conservacidn
empleado, se puede grrantizar en cierta forma la estabili-
dad de los cultivos, pudiéndose recomend«r en todo caso &g
te método para uso industrial. -

La actividad de S. cremoris durante los primerogs 7 —-—
dfas de almacenamiento (Fig. 11), se vé estimulada y se au
menta un poco la acidez titulable de la leche cuando se i—
nocula con éste microorganismo, tal vez este aumeni. sea -~
debido 21 extracto de levadura ya que se vuede observar el
mismo efecto cuando se emnslea leche suplementada con veque
Zigz cantidades de este producto. Otro factor que pudo ham——
ber contribufdo es el hecho de mantener 1la fermentacidn ——
par espacio de 24 horas puesto gue en el escalamiento, con
s31lo 15 horas de¢ fermentacidn, no se puede apreciar el mis
mo fenbmeno.(Fig. 12). -

La actividad de S. cremoris llega a niveles del 50% de
1a normal tras 15 dfas de almacenamiento a 4°C y tan sélo
se alcanza a producir muy poca acidez des)ués de .30 dias,
queriendo ézto decir gque S.. cremoris sufre dafios bastante
considerables bajo éstas condiciones. Durante resiembras —
- subsecuentes de éste microorgunismo, se tienen resultados
bastante irrezulares ya gue el algunos casos nroduce muy -—
poca acidez (no se recupera la actividad) y en otros, la -
actividad vuelve a su nivel normal y en lus siguientes re-
siembras se puede volver a perder con fucilidad.

En S. lactis (Pigs. 13 y 14), la actividad se mantiene
en un rango aceptable vor miAs tiempo. Cuando la cena fué -
crecida en fermentador de 1 litro por 24 horas, lz gctivi-
dad se mantuvo en un rango mis 0 menos estable por esvacio
de 20 dfas, tras los cuales cide sensiblemente, a los 24 -—-
Afas de almacenamiento, la actividad alcanza sdélo el 507 —
de la normal.

T.nto en el escalamiento como en feruentador de 1 li--
tro, se puede asreciar como en sl caso de 3. cremoris, un
aumento en la actividad durante los orimeros diasz de alma-—
ceramiento, retornndo a su nivel normal a 1os mocos dfias
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entrar en una fase de decadencia, mds ‘acentuada en el
amiento.

Parece ser que el efecto_estimulmnté del crecimiento —
es debido i» algin componente del medio de. cultivo y ademds,

en el caso de S. lactis, lo huace =zoportar l:s dificiies con
diciones del medio.
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y se conservb en refrigeracién a 4°C.
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Condiciones: La cepa fué crecida en fermentador de 14 1t, en condiciones normales-
y se conservé cn refrigeracibn a 4°C.



Tabla 12.

Resultados,

Streptocoeccus cremoris

Streptococcus lactis

Dfias Sobrevivientes Actividgad® Sobrevivientes Acéividad
1L, 14 L. 1 L. 14 L. . 14 L. . 14 L.
1 1.1 x 207 1.3 x 1070 0.57 0.56 1.5 x 10°% 1.5 x 10°%  0.48 0.56
6 1.4 x 10ll 8.0 x 1010 0.62 0.56 1.2 x 10™ 2.2 x 10t 0.53 0.58
14 2.1 x 10*° 5.5 x 1010 0.44 0.26 1.4 x 1007 1.83 x 101?' 0.51.  0.43
24 6.1 x 109 1.61 x 10%° 0.34 0.19 1.4 x 10t 1.1 x 1011 0.29 0.29
32 2.7 x 109 5.7 x 107 0.39 - 0.17 1.4 x 1077 1.5 x 10%t 0.28 0.23

» o
Actlvidad ~ Acidez producida emn 9 ml. de leche descremada e incubada a 30°C por 6 hrs.

N
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Tabla 13.

Tiempos de duplicacién®de S. cremoris y S. lactis en fermen-

tadrr de 1 1litro y de 14 litros en medio de caseinato de so-

dio.

Streptococcus cremorils Streptococcus lactis
1L. 14 L. 11, 14 L.
0.7748 hrs. 0.7494 hrs. 0.6293 hrs. 0.5087 nrs.

.Los datos son los valores promedios de los tiempos de duplica--

c¢lén de las curvas antes expuestas.
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8. Conclusiones.

Todo el desarrollo experimental, incluidos los estudios de
cinética de crecimiento y de actividad, asi como el de la via
bilidad, fueron realizados muy similarmente a los efectuados
nor @&oldhaber (1982).

‘En relacién a las cinéticas de crecimiento de S. cremoris
¥ S. lazctis, se encontrd que: a) S. lactis crece mas rapido —
que S. cremoris; b) S. lactis entra en fase estacionaria més
réipido que 5. cremoris; c) se obtienen rendimientos celulares
sSemejantes para los dos microorganismos al final de la fermen
tacidn; d) no existen diferencias notables en los rendimien——
to0s celulares para el escalamiento de la fer.entacidn de ——
Streptococcus lactis, igual sucede con S. cremoris.

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

Las cinéticas de crecimiento de las cepaz ridpidas de —_—
S. cremoris y S. lactis difieren completamente de las curvas
reportadas por Goldhaber (1982). Las cepas rdpidas de estrep
tococos rinden hasta 100 veces mds células que las lentas, ~
cultivadas en las mismas condiciones y en la mitad de tiem——
po.

S. lactis produce mds dcido que S. cremoris al final de
la fermentacidén y es capaz de metabolizar més rdpido la lac—
to0s8a. Las cepas rajnidas de estrevtococos »roducen varias ve-
ces mas acido que las cepas lentas en tiempos relativamente
mis cortos. '

La mortandad de S. cremoris se acentda con la exposicidn
de éste. microorgznismo a pH bajo y S. lactis muestra ser mu-—
cho més resistente ya que mantiene poblaciones mis 8 menos —
estables en las mismas condiciones.

La viabilidad y la actividad muestran cierta correlacién
s6lo en el caso de 8. cremoris, para S. lactis ésta correla-—
¢idén no existe ya que ain manteniendo poblaciones altas, la
actividad se aprecia en disminucidn. 5. lactis en escalamien
to, muestra mis actividad que 3. cremoris a 10s mismos tiem—
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pos de conservacidén en todo momento como se puede apreciar
en la t-bla 12, aungue no se »nuede Observar el mismo fend-—
meno en el otro caso.

Golhaber (1982), reporta un comportamiento similar a
&éste para las cenas lentas s6lo que los cambios en las cur—
vas no son tan drdsticoz. Parece ser que las cepas se van ~
haciendo mds regisitentes conforme van nerdiendo actividad.

La actividad se mantiene en niveles suficientemente
alitos a través de éste sistema de conservacidn y es Gtil —-—
por un neriodo de hasta 15 dias para S. cremoris y de 24 —-
dias para. S. lactis a nivel industrial, cumpliéndose el ob-
jetivo resnecto a la n»roduccidn y conservacidén de cultivos
de estrevtococos lécticos vor refrigeracidn, puesto que sus
propiedades tanto de actividad y viabilidad en 1los periodos
mencionados, se encuentran dentro de las necesidades de la
industria lictea.
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