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1:. 1 N T R o o u e e I o N 

ANTECEDENTES 

En la dieta alimenticia de la especie humana, la le
che es considerada como uno de. los alimentos básicos más completos, debi 
do a su alto valor nutritivo y también a sus propiedades organolépticas. 
Estas característi~as, que la han convertido en un alimento primordial -
para los seres hwnanos, se deben a·su composición química; proteínas de 
alta calidad, carbohidratos, Hpidos, ·sales minerales y vitaminas, los -
cuales se encuentran en una proporción oien balanceada, 

Es ·por ello que desde la época antigua, el hombre se 
ha preocupado por conservar este alimento durante tiempos prolongados, -
lo cual motivó que se desarrollaran proce:;os de manufactura para lograr_ 
este objetivo. 

Desde hace siglos se han uti.lizado cultivos para la
obtención de diversos productos derivados de la leche (crema, mantequi-

. lla, gran variedad de quesos, yoghurt, leche ácida, etc.),. pero sin sa .. -
ber exactamente quienes eran los agentes causantes de las distintas - -
transfonl2ciones de la leche. 

fue hasta 1357 cuando Pasteur descubrió las lactoba.f. 
terias y las asoció a estos procesos fermentativos, lo cual marcó el an
tecedente para la aplicación de las bacterias lácticas en los procesos -
de elaboración de los productos derivados de la leche ( 10) • 

En 1890, Starch y Conn aislaron microorganisl!Kls a -
partir de productos naturales (crema) que producían ácido láctico y des'ª
rrollaban sabores característicos, dando lugar a lo que puede llamarse -
~n·cultivo natural (3,20). 

Weigmann en 1899, estableció lo que fue el primer -
cultivo iniciador reco~~cido, y definió a las bacterias lácticas como -
aquellas bacterias que forman la leche ácida a partir del azúcar de la. -
leche (11,20). 
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Es de 1910 a 1920 cuando Orla-Jensen, Von Freudeu- -
reicñ, Shermann, Hall1ller y otros microbiólogos aislaron bacterias de la -
leche y prepararon· cultivos puros para la producción de leches fermenta
das y quesos (16). 

En 1919, Orla-Jensen. elaboró una nnnografía en la -
cual apuntó que: las .verdaderas bacterias del ácido láctico constituyen~ 
un gran grupo natural de bacilos y cocos Gram positivos, inmóviles, no -
esporulados, que al fermentar azúcares forman principalmente áciáo lácti 
co (11). 

En los.subsecuentes años se haíl realizado gran canti 
dad de estudios que nos· han permitido conocer en forma más amplia las C,! 

racterísticas y propiedades de las bacterias lácticas, así como los ben~ 
ficios que reporta su utilización en la "Industria láctea y sus deriva-
dos". 

CLASIFICAC ION 

Las bacterias lácticas no constituyen un grupo rigi-. . 
damente definido ya que· al involucrar microorganisnns con muchas espe- -
cies, se da el caso de cepas·que tienden a marginarse del grupo, o bien,_ 
de~tro de especfes fonwlmente excluidas del grupo se aislan cepas con.
características que 1~~ hacen pert~necer al grupo. Es por ello que la -
conformación del. grupo se ha ido del imitando a través de los años confot 
me se ha desarrollado el conocimiento de las características de este gr.Y_ 
po de bactérias. 

Asi tenemos que Weigmann (1899) formó 5 grupos incl.Y_ 
yendo entre ellos al gru~9 coliaerógenes y a micrococos proteolíticos •
aerobios. Orla-Jensen {1919) se basó en la propiedad de producir ácido -

· láctico para clasificar a estos microorg~n.ismos en dos .grupos : Ho~fer
mentativos y :Heterofennentativos (cuadro 1). Además al grupo coliaeróge
nes lo calificó de pseudoláctico (11). 

En la actualidad las características del grupo se -
han ido delineando mejor al tomarse en cuenta nuevos atributos, como la_ 



Cuadro l. Clasificación de las bacterias 
lácticas según Orla-Jensen {4). 

A} Grupo Homofennentativo: Bacterias que solamente 
fonnan indicios de productos accesorios junto con -
ácido láctico, que representa del 90 al 97% de la -
lactosa fennentada. 

I. Thermobacterium. 
(Lactobacill us). 

- Bastoncitos alargados, aislados o en cadenas cor-
tas. 

- Termófilos (temperatura óptima entre 40º y 50ºC :" 
- Acidificantes muy enérgicos, hasta .2.1:, de ácido ·· 

inactivo o levógiro, 
- Actividad caseolítica notable. 

II. Streptobacterium. 
(Lactobaci 11 us). 

- Bastoncitos cortos, en cadenas. 
- Temperatura óptima cercana a 30ºC. 
- Acidificación muy lenta, pero intensa {1% y más),.; 

ácido inactivo o dextrógiro. 
- Actividad caseolítica. 

III. Streptococcus {género conservado). 

- Formas esféricas, cadenas de longitudes diversas,
que pueden ser muy cortas en los medios sólidos. 

3 



Con ti nuaci ón de 1 cuadro l. 

B) Grupo Heterofermentativo : La producción de áci
do es 'más débil; además del ácido lácticc se forman_ 
otros ácidos, sustancias diversas y co2. 

IV. Bifidobacterium, 

- Bastoncitos que se ahorquillan ~n los cultivos vig_ 

jos. 
- Producen ácido acético en proporción elevada y áci 

do láctico dextrógiro. 
- Anaerobios : abundantes en las heces de los lactan. 

tes. 

V. Betabacterium 
(lactobaci 11 us) .. 

- Fonnas en bastoncitos, producción de gas, de ácido 
sucdnico, entre otros. 

- No actúan sobre la caseína. Acido láctico inacti--
, vo. 

VI. Betacoccus. 
(Leuconostoc). 

- Formas esféricas, semejantes a los estreptococos.
pero el ácido láctico producido es levógiro. 

- Proceden de los vegetales en descomposición como -
remo 1 a chas. 

- Fermentan las pentosas y descomponen las pectinas .. 
- Fennentación viscosa con la sacarosa y producción_ 

de muc'í1 ago. 

Entre paréntesis, las denominaciones actuales de los géneros • . 
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morfología (bacilos y cocos Gram positivos, no esporu1ados, nula o rara_ 
movilidad) y fisiología (metabolisroo fermentativo, producto final princi 
palmente ácido láctico, catalasa negativa, microaerofílicos y anaeróbi-
cos, por sus requerimientos nutricionales son quimiorganotróficos y re-
quieren compuestos complejos, se desarrollan a 'temperatura media, es de
cir, son mes6fi 1 os) (24) • 

Recientemente se colocó a las bacterias lácticas en_ 
una sola familia, la cual se dividía en dos tribus: la Streptococcaceae_ 
y la Lactobacillaceae. Posterior.mente se modificó un poco esta clasifi
cación y ahora estos microoorganismos se agrupan en dos familias: Lacto
bacillaceae y Streptococcaceae (cuadro 2) (7,10,25). 

CARACTERISTICAS GENERALES. 

En la actualidad las bacterias lácticas se identifi
,can como ~ocos o bacilo5 Gram positivcs, inmóviles, no esporuladas, fer
mentadoras de carbohidratos con producc·ión de ácido láctico principalmen. 
te, tolerantes a los.ácidos (se refiere a la capacidad para desarrollar
se a pH relativamente bajo), catalasa negativas, no poseen la citocronio
oxidasa y son anaerobias facultativas o microaerófilas (soportan tensio
nes redu~idas de oxigeno). Sin embargo, todas estas características con 
·excepción de la Gram positividad, admiten en la práctica una cierta ela~ 
ticidad o interpretación especial cuando no verdaderas excep•::iones (4,--
10,11). 

El grupo de las bacterias lácticas comparte una ca-
racter1stica significativa : son exigentes en sus demande.s nutricionales 
pues requieren carbohidratos para satisfacer sus necesidades energéti- -
cas, aminoácidos como fuente de nitrógeno y una variedad de ~ .. ctores de.:.. 
~recimiento (11). 

También presentan diversas propiedades, entre ellas_ 
se tiene que: no reduc~n los nitratos, presentan baja actividad proteoli 
tica en la leche, degradan más fácilmente los disacáridos (maltosa, sac_! 
rosa, lactosa) que las hexosas (glucosa, fructuosa, galactosa) de las --



Cuadro 2. Clasificación de las bacterias lácticas (4). 

Familia Anaerobios is Género· Tipo de 
Fennentación Grupo Especies Principales Observaciones 

homo- i. pneumoniae parásitos 
horno- piógeno i. pyogenes, agalactiae, patógenos 

~ 

Streptococcus horno-· láctico l. lactis, cremoris, 
diacetilactis · · 

hOJOO- tenliifilo i· thennophilus, bovis ferm. láct. 
faculta ti va horno- enteroco- s. faecalis, licuefa-- especies de los 

Streptoco- cos ciens ' mostos 
ccaceae. Pediococcus homó- f. cerevisiae 

leuconostoc hetero- h· ·citrovorum., 1tlir. ferm. láct. 
estricta Peptostrep- hetero- Ps. anaerobius, foeti- parásitos 

tococcus 
aus ___ --· 

patógenos 

{ mesófilo L. casei, plantarum, 
homo- Teichmanii, bifidus 

termófilo L. lactis, helveticus,. 
facultativa Lactobaci 111.6 bulgaricus, acidophi-

1us, thermophi1us, ferm. láct .. -
Clefbruckii 

Lactobaci- { mesófilo h.· brevis, pastorianus 
he tero-11 aceae termófi lo !:..! fermenti, caucasicum 

Eubacterium 

estricta Catenobacte parásitos 
D..\!!!!. 
Ramibacteri um . patógenos 

Cillobacte- -
rium 
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que están fonnadas; producen diversos tipos de ácido láctico, algunas 
dan ácido dextrógiro, otras. ácido levógiro y también se presenta el áci
do racémico inactivo (4). 

Dentro del grupo se designan como bacterias homofer
mentativas a aquellas que produc~n fundamentalmente un 90% de ácido lác
tico durante el proceso de la fermentación y bacterias heterofermentati
vas cuando lo generan en un 50% y cantidades apreciables de otras susta!!.· 
cias como co2, al~oholes, aldehidos y ácidos orgánicos. El género Strep 
tococcus está constitu1do por microorganismos generalmente homofermenta
tivos, el género Leuconostoc lo constituyen principalmente microorgani.§. 
mos heterofermentativos y dentro del género Lactobacillus se·encuentran_ 
arrbos tipos (10,11). 

También presentan diversos carácteres que son de im
portancia para los estudios de clasificación, algunos de ellos se enun-
cian a continuación: 

A. Carácteres cito-morfológ~cos (4) : 

Las dos grandes familias de las bacterias lácticas -
se distinguen principalmente por la forma de la célula; la de los estre.e. 
tococos es esférica y la de los lactobacilos es alargada. Sin embargo,
los lactÓbacilos tienen formas diversas, desde el cocobacilo (bastoncito 
muy corto, casi ovalado) hasta la forma filamentosa. La identificación_ 
de las bacterias por observación al microscopio, nos permite resaltar al 
gunos aspectos característicos de las cepas, sin embargo, el aspecto. mi
croscópico por sí solo no permite la identificación, además debe hacerse 
con precaución ya que existen dos causas principales de error: 

a) La modificación de la forma de las células como·
consecuencia de un cambio importante en las condiciones del medio, por -
~jemplo, pase de un medio sólido a un medio líquido. 

b)"°Por efectos de la coloración algunas bacterias ~
alargadas pueden parecer estreptococos. 
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B. Caracteres fisiológicos (4) : 

a) Los efectos de la influencia de la temperatura -
penniten obtener datos precisos para la clasificación. Es importante C.Q. 
nacer la posibilidad de crecimiento de un cultivo a temperaturas relati
vamente bajas (10° - 15ºC} o relativamen~e altas (45ºC). También es in
teresante conocer la ten-.iorresistencia a 65ºC - 60 1 (supervivencia tras_ 
una duración· de calentamiento de treinta minutos o más). 

b) La inhibición por cloruro de sodio a concentraci.Q. 
nes de hasta 6.5% es· un caracter importante, sobre todo para los estrep
tococos. Hay cepas que se. desarrollan abundantemente en presencia de e~ 
tos inhib·idores, mientras otras no. se multiplican. 

C. Caracteres bioqul'mi cos ( 4 ,17) : 

a) La producción de gas carbónico (fermentación ga-
seosa de los azúcares) pennite distinguir las cepas heterofermentativas. 

b) La capacidad de un organismos de fermentar (degr! 
dar) un carbohidrato específico incorporado a un medio básico, producie.!l 
do ác'ido o ácido con gas visible, es una de las propiedades más importa!!. 
tes para la clasificación. Los productos finales de la fennentación ba.f. 
.teriana varían con cada especie y depende del sistema enzimático existen. 
te en la especie y las condiciones del medio ambiente. 

' 
E.i;. preciso realizar la prueba en condiciones bien dg_ 

finidas, ya que es una de las más sensibles a las condiciones experimen
tales; la composición del. medio de cultivo y el pH, tienen una gran in-
fluencia. 

e) La producción de acetol'na (o aceti lmetilcarbinol) 
detennina la capacidad d~. algunos microorganismos para producir un pro-
dueto final neutro (acetoína), a partir de la fennentación de la gluco--. . . . 
sa. Esta producción se pone de manifiesto gracias a r~acciones colorea-
das muy simples, como la de Voges-Proskauer. 

d) Un organismo puede mostrar una o varias reaccio-
nes metabólicas en un medio lácteo; cada una de ellas propia de una esp.§. 
cie detenninada, ayudando así a la identificación.bacteriana. La leche_ 
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tornasolada es un medio diferencial que se emplea para detenninar varias 
funciones metab61icas de un organismo: fermentaci6n de la lactosa (pro-
ducción de ácido láctico principalmente); reducción del tornasol; fonna
ción de coágulo. La acción de la leche tornasolada se representa a ve-
ces por las letras: A=acidificación, C=coagulac16n y R=reducción, que se 
colocan en el orden deseado. 

e) Comprobar la presencia de la enzima catalasa nos_ 
ayuda a la diferenciación entre géneros y también entre las especies. La 
enzima catalasa se encuentra en la mayoría de las b.acterias aerobias y -
anaerobias facultativas que contienen citocromo; por lo general. los or
ganismos que no poseen citocromo carecen taml:iién de la enziir.a catalasa y 

por lo tanto no pueden descomponer el peróxido de hidrógeno. El peróxi
do de hidrógeno, si se deja acumular es tóxico para las bacterias y pro
duce su muerte. 

f) Otra determinación que es útil para diferenciar -
,géneros y especies, es la presencia de la enzima oxidasa. Esta reacción_ 
de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa, ei_ 
te sistema só1o se encuentra, por lo general, en los organismos aeróbi-
cos, 1o que los hace capaces de utilizar el oxígeno en el proceso de la_ 
respiración aeróbica. 

Todas las características mencionadas con anteriori
dad tienen una gran relevancia a nivel práctico por diversas razones (3, 
4,8}. 

a) La producción de ácido láctico y disminución del_ 
pH son importantes ya que, en a 1 gunos productos, se 11 e van a cabo condi
ciones de acidez que van a inhibir el desarrollo de bacterias putrefacti 
vas, aumentando la vida de anaquel de dichos productos. 

b) Porque establecen condiciones fisicoquímicas fav.Q. 
rables para diversas transformaciones aplicables en la industria láctea, 
por ejemplo, el desuerado de la leche en la producción de quesos. 

c) 'Por desarrollar sabores y olores deseados en los_ 
alimentos. · 
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d) Porque son importantes en la dieta humana, sobre_ 
todo para individuos .con problemas de intolerancia a la lactosa, además_ 
de fortalecer la flora bacteriana intestinal ejerciendo una acción anti~ 
séptica por la producción de ácido láctico. 

e) Por la producción a nivel industrial de ácido lá~ 

tico. 

f) Por la producción de enzimas que intervienen en -
la degradación de las proteínas, en especial de la caseína en el curso -
del afinado de los quesos. 

g) Por-su carácter inhibitorio debido a la produc- -
ción de antibióticos, por ejemplo, ia nisina y diplococcina producidas -
por estreptococos. 

h) Porque en los alimentos se producen diversas alt,g_ 
raciones indeseables como: viscosidad, turbidez, gases, manchas, etc. 

i) Por su utilización en valoraciones microbiológi-
cas de vitaminas y aminoácidos aprovechando sus exigencias nutricionales. 

DISTRIBUCION Y MEDIOS DE CULTIVO 

El grupo de las bacterias lácticas se encuentra am-
pl iamente distribuido. Pueden aislarse de una gran variedad de fuentes, 
tanto de naturaleza vegetal como animal. 

Se les encuentra en abundancia en los productos veg,g_ 
tales; 'tanbién existen normalmente en una gran variedad de alimentos, -
tanto crudos (verduras, frutas) como procesados (lacticíneos, cárnicos)_ 
(11). 

En los humanos, las bacterias lácticas se local.izan_ 
en el intestino, cavidad oral y vaginal, jugando un pap31 importante directa 
e indirectamente en la salud. Y específicamente, los 1actobacilos llegan_ 
a ser m~y abundantes en la materia fecal (11). 

Una vez conocidas las fuentes de origen de estos mi-
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carbohidratos fermentables. Los requerimientos nutricionales son carac
terísticos para cada especie. 

Su rango de temperatura es de 5° - 53ºC, pero el óp
timo va de 30º - 40ºC, generalmente son acidúricos, el pH óptimo es de -
5.5 a 5.8. 

Se pueden aislar de productos lácteos y cárnicos; -
agua, _aguas residuales, cerveza, vinos, fruta, jugos de fruta y vegeta-
les en conserva. Se les encuentra en la boca, tracto intestinal y vagi-. 
na de muchos animales homeotermos-incluyendo al hombre. 

Género Streptococcus (7) : 

Su forma celular va de esférica a ovoi~e, se presen
tan en pares o en cadenas cuando crecen en un medio liquido. Son Gram -
positivos y no móviles. 

Son quimiorganotróficos con un metabolismo fermenta
tivo, predominando como producto final de la fennentación de la glucosa, 
'e1 ácido láctico dextrorotatorio (homofennentativos), algunas especies -
fermentan ácidos orgánicos {málico y cítrico) y aminoácidos (serina y ar 
ginina). Los pigmentos solo se encuentran en los grupos By O pudiendo_ 
ser rojos o amarillos. 

_Presentan una reacción negativa a las pruebas de be.!J. 
·zidina y catalas_a. 

Son anaerobios facultativos, el oxígeno u otros aceE_ 
tore~ de hidrógeno~ pueden alterar los productos finales del metabolismo 
de los carbohidratos; el peróxido de hidrógeno puede ser acumulado en -
presencia de oxígeno. 

Los requerimientos nutricionales son complejos y pu~ 

dei:t involucrar aminoácidos, purinas. purinas, pirimidinas, péptidos, vi
la'}linas y ocasionalmen~e ácidos grasos y altas tensiones de co2• 

La temperatura óptima es alrededor de los 37ºC, la -
temperatura mínima y máxima varían con la especie. 

Se encuentran en el tracto alimenticio de rumiantes, 
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heces humanas, leche y ·productos lácteos. 

Género Leuconoctoc (7) 

Las c~lulas presentan fo~ esférica y a veces se oQ. 
.serva la fonna lenticular, generalmente se encuentran en pares o cadenas. 

No son móviles. Son Gram positivos y no·esporulados. 

Son quimiorganotróficos y requieren medios de culti
. vo ricos en aminoácidos, ácido nicotinico, tiamina, ácido pantoténico y 

biotina. 

El crecimiento depende de un carbohidrato fermenta-
ble¡ la glucosa es fennentada con la producción de ácido láctico D(-), -
etanol y co2• Algunas cepas tienen un mecanisUX> oxidativo y en lugar de 
producir alcohol fonnan ácido acético. 

Son catalasa negativa, no tienen citocromos. 

No hidrolizan la arginina. Generalmente no acidifi
can ni coagulan la leche. 

No son proteolíticos. No producen indol. No redu-
cen los nitratGs y no son hemolíticos. 

Son anaerobios facultativos, sú temperatura óptima -
est~ entre 20° y 30ºC. No son patógenos para los animales y el hombre. 

Se.pueden aislar de soluciones azucaradas, vegetales 
fennentados, vinos y productos lácteos. 

CULTIVOS INICIADORES 

Los cultivos lácticos iniciadores pueden definirse -
cotno las mezclas de bacterias productoras ~e ácido láctico y otros com--

. puestos aromáticos (como ácidos volátiles y diacetilo). que se usan en -
la·preparación. de diferentes variedades de productos.de la industria ali 
mentaria y que le .confieren a éstos, caracterEticas des·eables en cuanto 
al aroma, sabor, textura ·y apariencia, ademas de ayudarles en su preser
vación (8). 
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Por otra parte, para que los cultivos iniciadores l.Q. 
gren hacer los carrbios ·deseados.a la leche y obtener un producto de bue
na calidad, es necesario que estos cultivos lácticos cumplan con las ca
racterísticas siguientes (8) : 

a) Contener ~n forma balanceada los tipos de microo.r. 
ganismos deseados. 

b} Poseer la capacidad de desarrollarse bajo las CO!!. 

diciones de uso y,efectuar·los cambios bioqú1micos deseados durante la -
manufactura y maduración. 

c) Estar libres de contaminantes. 

La aplicación de los cultivos iniciadores en los pr.Q. 
cesos· de manufactura de los derivados lácteos, se inició co~ el ya cita
do cultivo de Starch y Conn. a partir del cual se han desarrollado dive.r.. 
sos cultivos comerciales producidos con cepas puras. éstos los podemos -
dividir en (20) : 

l. Cultivos simples : formados por una sola cepa 
(16,20). 

2. Cultivos múltiples fonnados por dos o más cepas 
del misllXl género y 2specie (16.20). 

3, Cultivos mixtos : fonnados por mezclas de cepas -
de géneros y especies diferentes (16;20l. 

4. Cultivos múltiples mixtos : elaborados con la· coJ!!. 
binación de cuhivos mOltiples, usando cepas de -

. géneros y especies diferentes {16,20). 

La preparación de estos cultivos iniciadores se hace 
con dos fines específicos: 

l •. Para productos donde se requiere únicamente la -
. producción de ácido 1 áctico (3). 

Dentro de este grupo encontramos los cultivos de una 
sola. cepa, ·9ue presentan la desventaja de ser muy sensibles a la inva .:.. 
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sión por bacteriófagos, dado qui:: éstos son específicos para cada cepa, -
la i~dustria láctea utiliza la ro.tación de cultivos como un método de -
prevención de contaminación fá!jica, pero tienen como consecuencia una. V! 
riación er:i la calidad del producto aunque ello- ocurre dentro de limites_ 

aceptables. 

En cuanto. a los cultivos de cepas múltiples, se·aprQ. 

vecha el efecto simbiótico entre los microorganismos para su desarrollo_ 
y la diferencia de cada uno en la velocidad de producción de acidez para. 
evitar sabores amargos. 

2. Para productos donde además de producir ácido se_ 
requiere el desarrollo de compuestos responsables 
del sabor y aroma (3) : 

Dentro de este grupo encontramos los cultivos mix- -
tos, en los cuales una especie es productora de ácido láctico y otros de_ 
los compuestos reponsables del sabor y aroma, Este tipo de cultivos ti_!t 
ne la ventaja de que. si la cepa principal es atacada por bacteriófagos,'." · 
1 as demás son capaces de 11 evar a cabo a su fin la fermentación. 

Los. cultivos múltiples mixtos están formados por ce
pas múltiples de especies productoras de ácido, sabor y aroma. 

En el siguiente cuadro se presentan los cultivos ini 
:iadores involucrados _~_n la elaboración de algunos ·productos lácteos 
(16,18,21). 



Cuadro 3. Microorganismos involucrados en la elabo
ración <le ciertos productos derivados -
de la leche. 

Cultivo 

L. bulgaricus 
r. casei 
r. iieíveti cus 
[, 1 acti s 

.!:.· acidophilus 

§ .• thermophi 1 us 

.§.. lactis 

S. durans 
~. raecaTi s 

Leuc. dextranicum 
Leuc. c1trovorum 

Pri nci pa 1 fun
ción conocida 

ácido 
sabor 

ácido 

ácido 

ácido 

ácido 
sabor 

sabor 
aroma 

Producto 

Yoghurt, quesos 
suizos, italia
nos, Emmental. 

Crema ácida, 1~ 
ches ácidas. 

Yoghurt, quesos 
italianos, Emmen 
tal, Cheddar. -

Crema ácida, to 
dos los tipos
de quesos y :
fennentos. 

Queso blando, 
Cheddar y a 1 gu
nos quesos sui
zos. 

Crema ácida, -
queso cottage. 

17 
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IMPORTANCIA DE LOS PRODUCTOS LACTEOS 

Oebiru; a l~s características atribuidas a los produ.f. 
tos lácteos fennentados, existe en.el mundo una marcada tendencia por el 
consumo de estos productos. El auge de ~stos productos se puede notar -
en las estadísticas de consumo de paises como Estados Unidos de Norteállti 
rica en el que desde 1960 el consu!TC per capita de yoghurt ha sido duplj_ 
cado (23}, para el año de 1983 se tuvo 1.45 kg (2,3 lb) per capita (15); 
en la U.R~S.S, el consumo de cultivos de leche más crema fue de 1391 to~ 
neladas para el año 1983; en Francia para este mismo año se consumieron_ 
230 toneladas de queso fresco (13). 

En nuestl1J país también se presenta dicha tendencia_ 
y se tiene calculado que para el año de 1990 el consumo total de queso.
mantequilla, crema y yoghurt será de ~68000 toneladas (8), Sin embargo, 
al revisar la posición de la industria alimentaria en México, nos encon
trallXls con el hecho de que nuestro país no es productor de los cultivoA _ 
iniciadores lácticos. Como c~nsecuencia de ésto, en nuestro país se ti,g,. 
ne lo· siguiente: 

a) ·una variedad de productos típicos producidos a nj_ 
vel artesanal sin ningún control, en donde la c<1lidad de los mismos va a 
de¡i.ender de las imaterias primas utilizadas y de la flora contaminante n~ 
tura 1 que éstas prese~~en (8), 

b) La industria alimentarira que produce en pequeña.:_ 
o gran esc~la estos productos, la cual requiere de cultivos iniciadores_ 
lácticos ya comercializados, va a depender de la importación de los mis
rOOS (8), . 

También cabe resaltar que con la continua devalua- -
Ci'ón de nuestra. moneda, cada vez será más .al to el costo de importación -

· de los cultivos iniciadores (cuadro 4) (8). 
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Cuadro 4. VolOmenes de importación de los 
cultivos iniciadores lácticos,-
así como su costo. 

Afio Volúmen Valor {dlls) Peso/ Vafor en Pesos/ 
(Kg) Dolar Pesos Kg 

1980 8 685 194 383 25 4 859.575 559 
1981 37 921 459 526 25 11 488.150 307 
1982 50 430 469 253 100 46 925!.300 930 
1983 18 278 208 002 150 31 200,300 1707 

Debido a la importancia que tienen las bacterias láf 
ticas como cultivos iniciadores en la producción de derivados lácteos y_ 
tomando en cuenta que en Méxi~o, a la fecha, no se posee la tecnología -
adecuada Pª'.ª la producción y conservación de los cultivos iniciadores,
se tiene como consecuenciá que la industria láctea se enfrenta a la pro-
'blemática de no contar con suficientes proveedores nacionales de dichos_ 
cultivos, lo que origina que la producción disminuya significativamente_ 
y con ello se incremente el costo de los productos. 

A efecto de poder brindar una solución adecuada a e1 
ta problémática, el presente trabajo se ha realizado con la finalidad de 
.lograr los siguientes objetivos : aislar bacterias lácticas a partir de_ 
productos elaborados con leche e identificar las bacterias aisladas de· -
los productos antes mencionados. 

En trabajos posteriores se 11 evará a cabo la caract,g_ 
rización, conservación y producción de cultivos iniciadores, así como la 
implementación de un banco de cepas lácticas. 



20 

II. M A T E R 1 A L· Y M E T O D O S 

Para ·1a realización de este trabajo se utilizó el 111,! 

terial que, en general, se encuentra en un laboratorio común de Microbi.Q. 
logia de alimentos. 

MUESTREO 

las muestras que se utilizaron fueron de diversas -
marcas y se obtuvieron de ~iendas comerciales. Se .trabajaron un total -
de 51 muestras distribuidas de la siguiente manera: 

Producto No. de Muestras 

Mantequ i 11 a 7 

Crema 5 
Yoghurt 20 

Queso 19 

Total 51 

AISLAMIENTO 

Para realizar el aislamiento de las bacterias lácti
cas se utilizaron los medios de cultivo APN (Actidiona- Polimixina B-Ni
trito de Sodio) y MRS (Man-Rogosa-Sharpe) por ser los recomendados en la 
.bibliografía consultada (2,11). Los medios de cultivo y reactivos que -
se enuncian a lo largo de este capitulo ·se pueden revisar en el apéndi-
ce. 

El aislamiento se realizó en condiciones de esterili. 
dad, de acuerdo a la siguiente técnica (2) : 

1) Se pesaron 10 g de la mue~tra en cuestión. 
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2) Se resuspendieron los 10 gen 90 ml de sol. sali
na al 0.85% y se licuaron por espacio de 30 a 60 segundos aproximadamen
te (dilución 1:10). 

3) De la dilución anterior ~e tomó 1 ml y se colocó_ 
en un tubo de ensaye que contenía 9 ml de sol. salina al 0.85%, as.i se -
obtuvo la dilución 1:100. Se procedió de la misma manera y se obtuvie-
ron las diluciones 1:1000 y 1:10000. 

4) Se inoculó O.l ml de la dilución 1:100, 1:1000 y 
1:10000 en placas que contenían.el medio APN y posteriormente se homog,g_ 
nizó con varilla de vidrio. 

5) Se incubaron las placas a 37ºC y 41ºC durante 72_ 
horas en atmósfera parcial de co2 (Esquema 1) (2). 

6) Se seléccionaron las colonias de bacterias lácti
cas de las placas que presentaron crecimiento escogiendo diferentes colQ. 
,nias y sembrándolas cada una en placas que contenían el medio de APN, se 
incubaron a 37ºC o 41°C por 48 horas en atm6sfera parcial de co2• Este_ 
paso se repitió las veces necesarias hasta tener cultivos puros. 

A continuación, se observó la morfología microscópi
ca de la~ bacterias de cada colonia aislada por medio de la tinción de -
Gram (19). Y a cada colonia.aislada se le realizó 1a prueba de la cata
.lasa. 

Si las observaciones anteriores indicaban que las -
bacterias presentaban forma de cocos o bacilos Gram positivos y que da-
bao una reacción negativa a la prueba de la catalasa, entonces la colo-
nia se sent>ró en un tubo con medio MRS inclinado. Los tubos se incuba-
ron a 37ºC o 4lºC durante 48 horas en atmósfera parcial de co2• 

A los tubos que presentaron crecimiento se les adi-
ci9nó aceite mineral e~téril y se guardaron en el refrigerador. de esta_ 
manera se mantuvieron para su posterior identificación bioquímica. 



1 AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS 

{

MANTEQUILLA 
PESAR IOgr CREMA +· 
DE MUESTRA YOGHURT 

QUESO 

90ml de SALINA 0.85 % 

t~-~~~~~~---v---~~~~~~~-; 

LICUAR APROXIMADAMENTE 
30 seg . 
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IDENTIFICACION BIOQUIMICA 

Antes. de iniciar la identificación bioquímica se 
comprobó qÚe las cepas aisladas. fueran. cocos o bacilos Gram positivos y_ 

que respondieran negativamente a la prueba de la catalasa y oxidasa. 

A continuación se describen las pruebas que se consj_ 
deran como presuntivas para las bacterias lácticas (9,17). 

1) Catalasa : Para realizar dicha prueba se siguió ~. 

el método del portaobje.tos, el cual consistió en recoger con una asa de_ 
inoculacjón el centro de una colonia obtenida de un cultivo puro de 18 a 
24 h y se colocó sobre un portaobjetos, a continuación se agregó una go- . 
ta de H2o2 al 30% sobre el organismo y se observó la inmediata fonnación 
de burbujas (liberación de gas) tomando lo anterior como un resultado P.Q. 
sitivo. 

2) Oxidasa : Se ocuparon tiras de papel impregnadas_ 
con reactivo, de marca Pathotec de General el Diagnostics. Se colocó la_· 
tira de prueba en una caja de ·petri; usando una asa bacteriológica, se -
tomó el ce~tro de una colonia pura obtenida de un cultivo de 18 a 24 h y 

se colocó en la zona con reactivo (rosa-gris) de la tira de prueba; se -
frotó el inóculo en esta zona y se observó después de 30 segundos el co- . 

. lonen el área fnoculada de la tira de prueba. En una prueba positiva.
la enzima citocromo Ol,<Jdasa acopla el alfa naftol y N,N-dimetil-fenildia
mina y fonnan el indofenol el cu~l es un producto azul brillante. En una 
prueba negativa no se presenta el color azul. 

Para la identificación bioquímica de las cepas se -
realizaron las siguientes· pruebas, las cuales son las.recomendadas por -
la literatura (9,17). 

Pruebas de identificac.ión: 

1) Fennentación de Carbohidratos: 
Rafinosa, Dextrosa, Dulcitol, Maltosa 
Manosa, Manitol, Fructuosa, Sacarosa 
Lactosa, Sorbitol, Celobiosa, Xi losa 
Gálactosa. 



2) Producción de Acetoina. 

3) Prueba de la L~che Tornasolada. 

4) Sobrevivencia a : 
63ºC 1 60 1 y a 65ºC 1 30 1 

5) C~ecimiento a diferentes concentr! 
ciones de 'NaCl : 2%. 4% y 6.5%.~ 

24 

Las pruebas de identificación de fermentación de ca.t. 
bohidratos, producción de acetoi~~· leche tornasolada, sobrevivencia y -
crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl, se realizaron a partir 
de cultivos puros en caldo MRS incubados de 18 a 24 h de l.as cepas aisl,! 
das, con el objeto de partir de inóculos homogéneos; a continuación se -
describen brevemente las pruebas. 

1) Fermentación de Carbohidratos : Se preµaró caldo_ 
MRS modificado en tubos de tapón de rosca de 13Xl00 conteniendo 3 ml ca
.da uno; posterionnente se agregó 0.5 ml de la solución madre del carbohi 
drato deseado estéril en una concentración final de 1%, en condiciones -
de esterilidad. A continuación se adicionaron, con pipeta pasteur, dos_ 
gotas de la cepa a probar a los tubos que contenían los diferentes carbg_ 
hidratos'.. Se incubaron a 37°C en atmósfera parcial de co2 por 24 horas. 

Ya que se tuvo crecimiento bacteriano en los tubos -
se procedió a la lectura de las 24 horas. para lo cual se agregaron. en_ 
condiciones de esterilidad. dos gotas del colorante rojo de clorofenol -
al 0.2% a cada tubo; si la coloración en el tubo se tornaba roja se in-
terpretó como un resultado negativo y si se observaba un color amarillo_ 
se tomó como un resultado positivo (el microorganismo utiliza como única 
fuente de carbono el carbohidrato a probar). Se incubaron nuevamente -
los tubos, bajo las mismas condiciones, por espacio de 24 horas más y se 
procedió a la lectura de las 48 horas. de esta manera se corroboraron -
los resultados obtenidos. 

2) Producción de Acetoína : Se utilizó el medio MR-
VP de Bioxon de México' preparándose confonne a 1 as especificaciones del_ 
fabricante.· Se preparó el medio en tubos de tapón de rosca de 13Xl00 -
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conteniendo 3 ml cada uno; se inoculó cada tubo con dos gotas de la cepa 
en cuestión y se incubaron a 37ºC en atmósfera parcial de co2 por 48 ho
ras. A continuación se agregó .primero 0.6 ml de una solución alfa naf-
tol al 5% y en segundo lugar 0.2 ml de una sol,ución de KOH al 40%; se -
agitó el tubo suavemente para exponer el medio al oxígeno atmosférico a 
fin de oxidar la aéetoían y obtener una reacción de color; se incubó el_ 
tubo de 10 a .15 minutos antes de 1 a interpretación de 1 resulta do. Una -
reacción positiva se tomó cuando se obtuvo un color rojo rosado en la s.!!_ 
perficie del medio (presencia de acetoina) y una reacción negativa cuan., 
do se presentó un color amarillo en la superficie del medio (el mismo C.Q. 

lor del reactivo). 

3) Prueba de la Leche Tornasolada : Se utilizó el m~ 
dio de Leche Tornasolada de los laboratorios Difco preparándose confor
me a las especificaciones del fabricante. Se preparó el medio en tubos_ 
de tapón de rosca de 13Xl00 conteni.endo 3 ml cada uno; se inoculó cada -
tubo con dos gotas de la cepa a probar y se incubaron a 37% C en atmósf~ 
ra parcial de co2 por 48 horas. A continuación se realizó la lectura de 
la prueba tomándose como fermentación de la lactosa cuando la leche tor
nasolada presentó un color rojo-rosado, debido a la producción principal 
mente de ácido láctico, ya que el medio inicialmente es de color azul -
purpúra cuando no está inoculado; cuando las bacterias no fermentan la --, 
la~tosa ~ero actúan sobre las sustancias nitrogenadas que se encuentran_ 
en la leche, se libera amoniaco dando en consecuencia un pH alcalino que 
se manifiesta en un color púrpura azulado. La reducción del tornasol se 
manifiesta.por el cambio del color del medio a color blanco y esto se l.Q. 
gra cuando los organismos son capaces de reducir el tornasol a una leuc.Q_ 
base. las bacterias lácticas son capaces de fonnar un coágulo el cual -
tiane la caracter1stica ~e ser firme, gelatinoso y que no se separa fácj] 
mente de las paredes del tubo; se produce el coágulo por la precipita- -
ci~n de la caseína provocada por los ácidos orgánicos a partir de ia laf. 
tosa. la digestión o peptonización de la caseína se produce cuando la -
bacteria que se desarrolla en la leche tornasolada contiene la enzima -
proteolítica caseasa y esto se manifiesta por la formación de una parte_ 
acuosa en la superficie del coágulo. También se puede observar la form.!!. 
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ción de gases como resultado final de la fennentación de la lactosa pro
duciéndose una fermentación turbulenta. 

4) Sobrevivencia a 63ºC durante 60 minutos y a 65ºC_ 
durante 30 minutos : En dos tubos con caldo MRS. se inoculó la cepa dese'ª
da y enseguida se sometieron a baño María, uno a 63°C durante 60 minutos 
y el otro a 65ºC durante 30 minutos, posterionnente se incubaron a 37ºC_ 
en atmósfera parcial de co2 por 24 horas y se observó si se presentaba o 
no crecimiento. 

5) Crecimienfo a diferentes concentraciones de NaCl_ 
(2%, 4% y 6.5%) : Se inoculó cada una de las cepas en tubos con caldo -
MRS que contenían NaCl a las concentraciones correspondientes y se incu
baron a 37ºC en atmósfera parcial de co2 por 24 horas y se observó si h-ª. 
bía o no crecimiento. 
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III. R E SU L TA D O S 

Para el aislamiento realizado en el presente trabajo 
se obtuvo que de las 51 muestras, 20 resultaron positivas, 14 negativas_ 
y 17 "no viables". Las muestras positivas se refieren a aquellos produc
tos de los cuales se pudieron aislar microorganismos pertenecientes al -
grupo de las bacterias lácticas; las muestras negativas se refieren a -
los productos en los que al realizar el aislamiento, no se obt~vo ningún 
tipo de crecimiento microbiano, o bien, se encontraron microorganismos -
no pertenecientes al grupo· de las bacterias lácticas; y las muestras co11 
sideradas como "no viables" se refieren a los productos de los que se -
aislaron bacterias lácticas pero que en el transcurso del aislamiento, -
purificación e identificación perdieron su viabilidad (cuadro 5). 

Cuadro 5. Aislamiento de bacterias lácticas 
a partir de productos derivados -
de ·la leche. 

Producto Muestras MuesttdS Muestras Total 
Positivas Negati ,,tas "No Viables" 

Mantequilla 1 4 2 7 
Crema 2 1 2 5 
Yoghurt 5 9 6 20 
Queso 12 o 7 19 

Total 20 14 17 51 

Se obtuvieron un total de 469 cepas a partir de las_ 
muestras estudiadas, de las cuales 136 cepas fueron bacterias lácticas,-
239 perdieron su viabilidad en alguna de las etapas del estudio y 94 ce
pas pertenecieron a microorganismos no lácticos. 
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Para las muestras de mantequilla se obtuvieron en tQ. 
tal 29 cepas, en las muestras de crema 87 cepas, para el yoghurt 180 ce- · 
pas y para las muestras de queso 173 cepas. El número de·cepas de bact~ 
rias lácticas, cepas de microorganismos que perdieron su viabilidad Y c~ 
pas de microorganismos no lácticos que se obtuv.ieron para cada producto_ 
analizado se encuentra representado en el cuadro 6. 

Cuadro 6. Microorganismos aislados de 
productos lácteos. 

Producto Dacteri as Microorganismos Otros Micro Total 
lácticas "No Viables" organismos -

Mantequilla 3 (10.34%) . 13 (44.82%) 13 (44.82%) 29 
Crema 23 (26.43%} 59 (67.81%) 5 ( 5.74%) 87 
Yoghurt 44 (24.44%) 67 (37.22%) 69 (38.33%) 180 

· Queso 66 (38,15%) 100 (57.80%) 7 ( 4.04%) 173 

Total 136 239 94 469. 

Del total. de cepas obtenidas en el aislamiento fue -
en las muestras de quesó donde se obb1vo el porcentaje mayor (38.15%) de 
cepas de bacterias lácticas, en las muestras de crema se tuvo el más. al
to porcentaje (67.81%) de cepas de bacte:rias lácticas "no viables" y en_ 
las muestras de mantequi.1 la fue donde se obtuvo un mayor porcentaje 
(44.82%) de microorganismos no lácticos. 

En lo que respecta a la identificación bioquímica, -
los resultados experimentales obtenidos se compararon con los teóricos -
de.la bibliografía consultada (3,7,9,20), la que señala que la similitud 
de características t~óricas debe ser igual o mayor al 80%, las caracte-
rísticas teóricas se presen·~an en los cuadros 7 y 8, 
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Cuadro 7. Comportamiento bioquímico teórir.o de bacterias 
lácticas correspondientes al género Lactobaci-
llus. 

Prueba 2 3 4 5 6 

Gram + + + + + + 

Cata lasa 
Oxidasa 
Sobrevivencia a: 
63ºC 60' 
65ºC 30' 
Prod. de Acetoína d d 
Crecimiento en NaCl: 
2% + + + + 
4% + + 
6.5% d d 
Fennentación de Car-
boh i dratos: 

Rafinosa + d 
Dextrosa + + + + + + 
Dulcitol d d d 
Maltosa d + + + + 
j'1anosa + + + + 
Mani tol + + 
Fructuosa + + + + + 
Sacarosa d + + + 
Lactosa + + + + + + 
Sorbitol + + 
Celobiosa + + d 
Xi losa d 
Galactosa + + + + + + 

Leche Tornasolada ACR ACR ACR ACR 

l. Lactobacillus casei 4. tactobacillus bulgaricus 
2. Lactobacillus plantarum 5. Lactobacillus lactis 
3. Lactobacillus acidophilus 6. Lactobacillus helveticus 

Simbolos: Reacción positiva + ; Reacción negativa - ; 
Reacción variable d ; Acidifica, Coagula, Reduce. ACR. 
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Cuudro 8. Comportamiento bioquímico teórico de bacterias 
lácticas correspondientes a los géneros Strep-
.!QfQill1. y leucoitostoc. 

Prueba 1 2 3 4 5 

Gram + + + + + 

Cata lasa 
Oxidasa 

Sobrevivencia a: 
63°C 60' + + + 
65°C 30' + + + 
Prod. de Acetoína + 

Crecimiento en NaCl 
2% + + ·+ 
4% + + + 
6.5% + 

Fermentación de Car-
bohidratos : 

Rafinosa + + 
Dextrosa + + + + + 
Dulcitol 
Maltosa + + + d 
Manos a + + + 
Manitol + + 
Fructuosa + + + 
Sacarosa + + + 
Lactosa + + + + + 
Sorbitol + 
Celobiosa 
Xilosa + 
Galactosa + + + d 
leche Tornasolada ACR ACR ACR ACR 

l. Streptococcus faecalis var. 1 i cuefaci ens 
2. Streptococcus thennophilus 
J, Streptococcus laetis 
4. Leuconostoc·lactis 
5. Leuconostoc cremoris 

Simbolos ·: Reacción positiva + ; Reacción negativa - ; 
Reacción variable d ; Acidifica, Coagula, Reduce ACR. 
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De a~uerdo a la identificación bioquímica realizada_ 
se obtuvo que de las.136 cepas aisladas correspondieron al género Lacto
bacillus 111 (81.613) cepas, al género Streptococcus 23 (16.92%) cepas~ 
y 2 (1.47%) cepas al género Leuconostoc (cuadro 9). 

Cuadro 9, Géneros identificados mediante pruebas 
bioquímicas. 

Género No. de Cepas Porcentaje 

Lactobacillus 111 81.61 

Streptococcus 23 16.92 

Leuconostoc 2 1.47 

Total 136 100.00 

En cuanto a los géneros obtenidos en los diferentes_ 
productos se tiene que: las 3 cepas de las muestras de mantequilla co- -
rrespondieron al género Lactobaci11us; en las muestras de crema las 23 -
cepas se identificaron como pertenecientes al género 'Lactobacillus; los 

' -
resultadosobtenidos para el yoghurt nos indicaron que las 44 cepas co- -
rrespondieron al género Lactobacillus y para las muestras de queso se -
obtuvo que 41 cepas pertenecieron al género Lactobacillus, 23 al género_ 
Streptococtus Y.2 al género Leuconostoc (cuadro 10). 



Cuadro 10. Géneros identificados mediante pruebas -
bioquímica~ a partir de productos lácteos. 

Producto No. de Cepas Género 

Mantequi 11 a 3 Lactobacillus 
Crema 23 Lactobacillus 
Yoghurt 44 Lactobaci llus 
Queso 41 Lactobacillus 

23 S~reQtococcus 

2 Leuconostoc · 
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En el cuadro 11 se presentan los resultados obteni-
dos en la identificación de las cepas aisladas a nivel de especie. 

. Producto 

Cuadro 11. Identificación de bacterias lácticas aisladas 
de productos derivados de la leche. 

Muestra Cepa Género Especie 

Mantequilla A 1.2.3 Lactobac il1 us L. casei o 
h· Qlantaru.m.. 

Crema B 1,3,6,7,9 lactobacillus .!:.· casei 
4,5,8 Lactobac i11 us L. casei o 

h· Qlantarum 
2 Lactobacill us L. casei o 

r. ~lantarum o. _. lactis 
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Cuadro 11. Identificación de bacterias lácticas 
aisladas de productos derivados de 
la leche·(continuación}. 

Próducto Muestra Cepa Género Especie 

Crema e 4,10,13 Lactobaci 11 us J:.. casei 
2,14 Lactobacillus !:_. l actis 
1,7 Lactobacillus !:.· helveticus 
8,9,11,12 Lactobacillus L. casei o 

1:. plantarum 
J,5,6 Lactobacillus L. casei o 

h:· 1aúis 

Yoghurt D 1 Lactobacillus L. casei o 
[. plantarum 

Yoghurt E 4,7,8,9,10, Lactobac i11 us !:_. casei 
12,13,14,15, 
18,19,20,21, 
22,23 
1,2,3,5,6, Lactobaci11us L. casei o 
11 :[. 111antarum 
6,17 Lactobaci 11 us L. caseí o 

k:· lacti s 

Yoghurt F l,2,3,4,5, lactobaci 11 us J:.. casei 
6,7 

Yl.'.qhurt G 1,4 ,5,8 lactobac i 11 us h· casei 
2,3,6,7 lactobaci 11 us L. casei o 

[. lactis 

Yoghurt H 1,2,5 Lactobacillus h· casei 
3,4 Lactobacil 1 us L. casei o 

h· plantarum 
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Cuadro 11. Identificación de bacterias lácticas 
aisladas ~e productos derivados de 
la leche (continuación). 

Producto Muestra Cepa Género· Especie 

Queso 1 Lactobacil l us .!:.· casei 
2 Lactobacillus L. casei o 

h· plantarum 

.. 
Queso J 7 ,10,12,13, Lactobaci 11 us .!:_. lactis 

14 

9 Lactobacillus L. casei o 
I. plantarum 

1,2,4 ~treptotoccus S. faecalis var. 
Ti cuefaci ens 

3,8,11 Streptococcus s. faecalis var. 
Ti cuefaci ~ns o 
.§.. thermoph i l us 

5,6 Streptococcus S. faecalis var. 
'ficuefaciens ·o 
f. lactis 

·Queso K 3 Lactobacillus .!:.· lactis 
1,2,3,4,5,6 Lactobacillus L. casei o 

!;:. plantarum 

Queso L 1 Lactobacillus L. casei o 
:!;:. p 1 antarum 

Queso M 5 Lactobacillus L. casei o 
!;:. p 1 antarum 

3,4 Lactobacillus L. pl antarum 
o!:..· lactis 

2,8 . Streptococcus S. faecalis var. 
Ti cuefaciens 
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Cuadro 11. Identificación de bacterias lácticas 
a·i s 1 adas de productos . derivados de 

la .ieche ·(continuación). 

Producto Muestra Cepa Género Especie 

1 Stre1.1tococcus .§.. lactis 
6 Streptococcus S. faecalis var. 

Ticuefaciens o 
~· lactis 

7 Leuconostoc J:.. lactis 

Queso N 9,16 Lactobaci 11 us h.· casei 
3,7,10,11, Lactobaci 11 us !:_. lacti s 
12,14,17 
13,15 Lactobaci 11 us L. casei o 

h· plantarum 
4 Laétobac i11 us L. ·caséi o 

:!;:. acidophilus 
8 Streptococcus s. faecalis var. 

Ti cuefaci ens 
2 Stre1.1tococcus 1· lactis 
1,5,6 Streptococtus S. faecal is var. 

Ticuefaciens o 
f. lactis 

Queso o 2 Streptococcus S. faecalis var. 
Ticuefaciéns 

1 Streptococcus S. faecalis var. 
Ticuefaciens o 
1; lactis 

Queso p 1,2,3 Lactobacillus h.· lactis 

Queso Q 1 StreQtococcus .§.. lactis 

·"" ····.:·- -~--··· .. ' .... ~ 
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Cuadro 11. Identificación de bacterias lácticas 
aisladas de productos derivados de 
la leche (continuación). 

Producto Muestra Cepa Género · Especie 

Queso R 1,2,3,4~5 Lactobaci 11 us !:_. lactis 
7 Lactobacillus L. casei o 

I· acidophilus 
6 Streptococcus 2_. lactis 

Queso s 2 Lactóbaci 11 us !:_. l acti s 
1 Lactobaci 11 us L; · caséi o 

:!:;:. glantarum 
3 Streptococcus s. faecalis var. 

Ti cueraci ens 

,Queso T l Streptococcus s. faecalis var. 
Ti cuefaci ens 

2 Leuconostoc h·~ 

Al llevar a cabo la identificación bioqu1mica nos en. 
.centramos con cepas que presentaron al mismo número de caracter1sticas -
similares a las teóricas para 2 ó 3 especies, por lo que se designaron -
como cepas de especies de clasificación incierta. De las 136 cepas de ~ 

bacterias lácticas se encontraron 82(60.29%) especies de clasificación -
definida y 54(39.71%) especies de clasificación incierta. Para el géne
ro Lactobacillus se encontraron 67(60.36%) cepas de especie definida y -

44(39.64%) cepas de especie incierta; para el género Streptococcus se t.!!, 
vieron 13(56.52%) cepas de especie definida y 10(43.48%) cepas de espe-
ci'e incierto; y para el género léuconostoc 2(100%) cepas de especie defi 
ni'da (cuadro 12). ' 



Género 

Lactobacil l us 

Streptococcus 

Leuconostoc 

Total 

Cuad~o i2. Identificación de especies de 
clasificación definida e· i!l 
cierta. 

Especies Especies 
Definidas Inciertas 

67_ (60.363) 44 (39.64%) 

13 (56.52%} 10 (43.48%) 

2 (100%) 

82 {60.29%) 54 (39.71%) 

37 

Total· 

111 

23 

2 

136 

En el cuadro 13 se presentan las especies identific! 
das del género Lactobacillus en cada producto analizado, en donde se ob
tuvo que la especie incierta !:_, casei o b.· plantarum fUe la dominante -
par~ las muestras de mantequilla, la especie!:_. casei fue la que se obt!!_ 
vo con mayor frecuenc!a en las muestras de crema y yoghurt, para las -
muestras de queso la especie !:.· lactis fue la que se presentó con más -
frecuencia. 



Producto 

Cuadro 13. Especies del género Láttóbaci11us 
identificadas mediante pruebas -
bioqu1micas, obtenidas de produc
tos lácteos. 

A B e D E 

Mantequi 11 a 3 

Crema 8 2 ... 2 7 

Yoghurt 29 .. 9 

Queso 3 22 12 2 

Total 40 24 2 31 2 

F G 

3 

6 

2 

9 2 

A. L. casei · E. L. casei o L~ acidophilus 
F. [~ casei o T. lactis B. [. lactis 

•C. t. heiveticus G~ [. plantaruñi óT.lactis 
D. h· casei o J:... plantarum H. [; casei o l. eTantarüiño 

f. lactis -

38 

H 

l 

l 

Nota El número que señala la tabla corresponde al número de veces que_ 
se identificó esa especie en cada producto analizado. 

En el cuadro 14 se presentan las especies identific! 
das del género Streptococcus y Leuconostoc; Estos género s61o se presen. 
taran en las muestras de queso, en donde se obtuvo un mayor número de v~ 
ces la especie·.~ .. faécalis var. ·1icúefaciens y para el género Leuconos 
~ sólo se obtuvieron cepas de la especie!:_, lactis. 



Cuadro 14. Especies del género Streptocóccus 

Producto 

Mantequilla 

Crema 

Yoghurt 

Queso 

Total. 

· y Leúcorióstoc identificadas me
diante pruebas bioquímicas, obte
nidas de productos láctios. 

A B c 

9 4 2 

9' 4 2 

A. s. faecalis var. licuefaciens 
B. !. lactis 
c. r. lactis 
D. iG'~ 'fae"CITis var. licuefaciens o,?_. thennophilus 
E. ~· faécalis var.. licuéfaciéns o ~; lactis 

39 

D E 

3 7 . 

3 7 

Nota: El número que señala la tabla corresponde al número de veces que 
se ~dentificó esa. especie en cada producto analizado. -

mA TESIS 19· •· .. 
SU 1 t.A llBUITlCA. 
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IV. D I S CU S ION 

Al llevar a cabo el aislamiento de las bacterias láE., 
ticas nos dimos cuenta que es un proceso dif'ici.1 y poco exitoso, ya que_ 
en menos del 50% de las muestras trabajadas se obtuvieron resultados po
sitivos, lo cual pudo deberse a varias razones: 

l. A sus complejas exigencias·nutricionales. Las -
bacterias láctica~ necesitan para su desarrollo determinados nutrientes_ 
que son específicos para cada especie, la literatura reporta una gran va_ 
riedad de medios de cultivo que son aceptables para la propagación de es
tos microorganismos (24). El medio de cultivo APN utilizado en el presen. 
te t~abajo pudo no ser lo suficientemente efectivo para aislar todas las_· 
especies involucradas en la elaboración de los productos lácteos ya que -
pudo carecer de nutrientes específicos que fueron vitales para el desarr.Q. 
llo de ciertas bacterias lácticas. Puede ser que el carácter selectivo -
,del medio APN, que se le confiere al nitrito, no sea tolerado por ciertas 
especies, o que la actidiona (inhibidor de levaduras) y polimixina (inhi
bidor de bacterias Gram negativas) también puedan inhibir el crecimiento_ 
de bacterias lácticas que sean más sensibles {2,11). Como todos sabernos_ 
·los agentes selectivos utilizados en lo·s medios de cultivo pueden en un -

- ' 
momento determinado tener una acción inhibitoria, aun sobre 1 a misma flo-
·ra microbiana que se trata de aislar, dependiendo del estado fisiológico_ 
en que se encuentren los microorganismos, pudiendo estas sustancias ejer
cer un efecto inhibitorio sobre las bacterias lácticas que estuvieran da
ñadas (11estresadas 11

), ya sea por los tratamientos aplicados en la obten-
ción de los productos o por e1 efecto de la flora microbiana nonnal de e~ 
tos alimentos. 

2. A su temperatura óptima de crecimiento. Se tomó_ 
como base una temperatura promedio {37° -41ºC) para lograr.el crecimiento 
de' la mayoría de las bacterias, sin embargo, algunas especies son más sen. 
sibles en este ca.rácter y necesitan una temperatura precisa para desarro-
11 arse. la cual pudo encontrarse por arriba o abajo del promedio utiliza
do (7). 
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3. Crecimiento de otros microorganismos. En el pr.Q. 
ceso del aislamiento"tainbién nos encontramos con crecimiento de microor
ganismos no· pertenecientes al grupo de las bacterias lácticas como leva~ 
duras y bacterias del género Bacillus •. éstos ·se identificaron por su -
morfología microscópica y su reacción a ~a prueba de la catalasa que es_ 
positiva en ambos casos. El crecimiento de dichos microorganismos.pudo_ 
inhibir a las bacterias lácticas, presentándose el fenómeno de antibio-
sis, el cual es una asociación antagónica entre microorganismos para el_ 
detrimento de uno de. ellos (5). 

4. A la invasión por bacteriófagos. Hay productos_ 
que están elaborados con cultivos iniciadores simples, los cuales son f!_ 
cilmente atacados por los bacterió.fagos, pudiendo ser ésta la causa por_ 
la que no se presentó crecimiento bacteriano (3,16,25). 

5. Al efecto del pH. Si el pH del medio se mantie
ne constante a niveles favorables la población bacteriana se puede incrg_ 
mentar, sin embargo, el descenso del pH en el medio se presenta por la -
producción de ácido láctico proveniente de las bacterias lácticas, de e~ 
ta manera ~e puede inhibir el crecimiento de algunas bacterias lácticas, 
ya que no todas sobreviven a las mismas condiciones de pH, por ejemplo,
se ha descrito que las bacterias del género Lactobacillus son más resi~. 

tentes a las condiciones de acidez que las pertenecientes al género - -
Streptococcus (10,22)~. 

6. Elaboración de los productos por métodos no bio
lógicos.. En algunos productos con determinada marca comercial se repi-
tió varias veces. el proceso de aislamiento sin obtener en ellos ningún -
tipo de crecimiento microbiano, lo que nos hace pensar que en su elabor~ 
ción no intervienen agentes biológicos y que para obtener las caracterí~ 
ticas propias del producto utilizan método? químicos o enzimáticos;.tam-

. bién pudieran contener inhibidores (antibióticos, preservativos o conser:. 
vadores) adicionados intencionalmente con la finalidad de prolongar la -
vida de anaquel de esos productos, ya que no es factible que los produc
tos estudiados, en condiciones normales de producción (sin adición de -
inhibidores}, puedan estar ausentes de flora micrqbiana. En nuestro --
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país, a la fecha, las normas sanitarias de productos derivados de la le
che, no incluyen pruebas que testifiquen la presencia de bacterias lácti 
cas en los mismos, por lo que el fabricante puede o no incluirlos en sus 
procesos de elaboración a pesar de manejar en la publicidad que están -
elaborados con cultivos iniciadores (2,11). 

Es importante destacar que durante el aislamiento, -
purificación e identificación.de las bacterias lácticas, encontramos ce~ 

' . 
pas que perdieron su viabilidad, lo cual pudo deberse a las condiciones_ 
de acidez no favorables en los pr.oductos estudiados, ya que se ha descri 
to que las bacterias lácticas en condiciones desfavorables presentan un_ 
tiempo de sobrevivencia corto y en los alimentos estudiados se descono-
cía la fecha de elaboración¡ por tanto, los productos pudieron tener un_ 
t:iempo de almacenamiento (previo al estudio) prolongado, aunque los pro
ductos analizados presentaron ·características organolépticas acepta~les_ 
y las muestras de yoghurt estaban dentro de fechas anteriores a la cadu
cidad. 

Como puede observarse en el 'cuadro~. el porcentaje_ 
en el aislamiento de bacterias lácticas fue mayor (38.15%) en las mues.-
tras de queso, esto pudo deberse a que tras el proceso de desuerado, el_ 
queso sue,le contener un número de bacterias muy elevado que puede llegar 
a varios miles de millones por gramo y normalmente dominan las bacterias 
lácticas (4). En las muestras de crema fue donde se encontró el porcen• 
taje más alto (67.81%) de bacterias lácticas "no viables", esto pudo dar. 
se porque quizá en un principio hubo crecimiento de cepas que produjeron 

. una cierta cantidad de ácido láctico la cual sirvió para inhibir el pos
terior desarrollo de dichas bacterias, tal vez por lo expuesto anterior
mente al principio del aislamiento se tuvo crecimiento de bacterias lác
ticas pero al pasar el tiempo las condiciones del medio se hicieron des
favorables para la sobrevivencia de las mismas bacterias (4). En las -"" 
muestras de mantequilla· fue donde s.e obtuvo un porcentaje mayor (44.82%) 

de microorganismos no lácticos, esto tal vez se debió a que las leches -
insuficientemente esteriliza das presentan como parte esencia 1 de 1 a flo
ra microbiana a especies esporuladas (Bacillus) y levaduras; en la actu-ª. 
lidad la pasteurización en el proceso de. elaboración de la mantequilla -
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esta tomando gran importancia: sin embargo. no todos los fabricantes la 
llevan a cabo, por lo que es posible obtener los resultados antes menciQ_ 
nados (4, 25). 

En los resultados obtenidos se observa que el mayor_ 
número de bact~rias aisladas pertencen al género Lactobaéill us (81,61%), 
siguiendo en orden decreciente el género Streptócóccus (16.92%) y final
mente el género Leuconostoc (1.47%), esta distribución pudo deberse a:· 

. l. Que los fabricantes de productos derivados de la_ 
leche utilicen en la composición tje los cultivos iniciadores un mayor n.Q. 
mero de bacterias pertenecientes al género Lactobacillus por las caract~ 
rísticas espec1ficas que desarrollan en sus productos. 

2. La competencia entre bacterias lácticas. La com
posición de los cultivos iniciadores es variada en cuanto a cepas pero -
conforme transcurre la fermentación láctica una de ellas tiende a ·predo
minar e inhibir a las otras y en este caso pudo suceder lo antes señala

''do y predominar los lactobacillos •. Las causas de este dominio pudieran_ 
explicarse por una mayor resistencia de los lactobacilos a altas concen. 
traciones de ácido láctico y a fagos (26). 

3. Al proceso mismo de elaboración en los· productos. 
Para el queso y el yoghurt en un principio se tiene una flora de estrep
·tococos siendo posteriormente desplazada por lactobacilos, quedando de_ 
esta manera solo los lactobacilos en la etapa final del proceso de los -
productos y de aquí que se identifique en mayor proporción al género -
Lactóbaci 11 us. 

En lo que se refiere al proceso de identificación -
bioquímica se encontraron cepas que puede incluirse en dos o tres espe-
cies distintas (cepas de clasificación incierta) esto es. presentaron el 
mismo número de características para designarlas como una u otra especie. 
Se' identificaron 82 (6Ó.29%) especies de clasificación definida y 54 
(39.71%) especie¿ de clasificación incierta. Para poder esclarecer este 
problema es necesario realizar pruebas adicionales y/o específicas que -
requieran las especies en cuestión, como temperatura específica de creci 
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miento y pruebas de requerimientos nutricionales. 

Es importan~e destacar que para llevar a cabo la - -. 

identificación bioquímica· de las bacterias lác~icas se requiere de un n] 
mero grande de pruebas (aproximadamente 20) las cuales involucran gran -
cantidad de material, tiempo y un costo elevado; por lo que se sugiere -
estudiar o implementar algunos otros métodos para su identificación ·como 
lo son los rre'todos miniaturizados (14). Estas técnicas actualmente es-

tan implementándose en el laboratorio en el cual se realizó este traba-~ 
jo, por lo que no fueron utilizados para el desarrollo del mismo. 

· En l.as muestras de mantequilla solo se obtuvieron Ci 

pas pertenecientes a_ la especie incierta Lactobacillus casei o Lactoba-
cillus plantarum. Este resultado concuerda con lo reportado en la lite

ratura ya que es muy común encontrar a 1 a especie !:.· casei como flora -
normal de la 1 eche cruda ya que frecuentemente se encuentra en 1 as máqui 
nas de ordeñar y en los utensilios que están en contacto con la leche, -
además muchas cepas sobreviven a la pasteurización corta (10,12). La li · 
teratura reporta que para darle el aroma a la mantequilla, cuando ésta -
es madurad~ con cultivos iniciadores, se necesita la presencia de espe-
cies del género Leuconostoc; !:_ •. citrovorum y h.· dextranicum. Sin embar
go, en las muestras procesadas no se aislaron estas especies, lo cual P.!!. 
do Eleberse a que' las especies del género Leuconostoc son muy suscepti- ,. 
bles a los antibióticas y que basta aproximadamente con 0.1 unidad de Pi 
nicilina por ml para impedir su proliferación (12). Este antibiótico P.!! 
do haber 11,egado a la leche por adición a la misl!'.a para cubri'r las condi 
ciones antihigiénicas con las que se obtuvo y manejó la leche, o bien, -

porque los animales de los cuales se obtuvo la leche pudieran estar bajo 
'tratamiento veterinario (aplicación de antibióticos). Y en la leche prove

niente de estos·animales estar presente el antibiótico que inhibiera el_ 
. desarrollo de este género. Otra circunstancia que pudo das.e es que· este 

producto no fue madurado con cultivos iniciadores y durante su elabora-

ción se aditionó solamente el compuesto químico (diacetilo) responsable_ 
del sabor característico .de la misma, 

En las muestras de crema la e~pecie con mayor inci--
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dencia fue Lactobacillus casei y además se encontraron en menor cantidad 
las ·especies Lactobatillus lactis y Lactobacillus helveticus. Estos re
sultados son similares a _lo reportado en la bibliografía ya que estas e~ 
pecies existen frecuentemente en la leche cruda y las podemos encontrar_ 
normalmente en las máquinas de ordeñar y utensilios que están en contac
to con la leche (10). Además la especie'!:_. casei tiene gran importancia 
en el agriado natural de la leche y crema por lo que este microorganismo 
es muy utilizado y se encuentra comunmente como componente en la elabor! 
ción de la crema (10,12). Sin embargo, la literatura ta~ibién nos;dice -
qu~ las cepas de ferinentos lácticos para la sieni>ra de la crema son: es
treptococos lácticos acidificantes (~treptococcus cremóris) y producto-
res de diacetilo (Str~ptotóccus di~tetYláctis). las especies antes men- · 
cionadas no se aislaron en el presente trabajo lo cual pudo deberse a -
que ~· cremoris para su crecimiento depende estrechamente de la leche, -
ya que no puede utilizar otros glúcidos más que la lactosa y los medios_ 
de cultivo que se utilizaron para el aislamiento de las bacterias care-
cian de este componente; además este microorganismo no se desarrolla o - . 
lo hace muy mal a 37°C y ésta ·fué la temperatura usada en el aislamiento 
para logra~ el crecimiento de la mayoria de las bacterias (4). Ahora - ._ 

. bien~ ~· diacetylactis se ha encontrado en las plantas y en los produc-
tos vegetales, que parecen constituir su hábitat nonnal, por lo que pudo. 
ser, esta la cau~a de no encontrarlo en los productos derivados de la le
che analizados {4). 

En las muestras de yoghurt la especie aislada con 111_! 

yor fr~cuencia fue Lactóbacillus casei, sin embargo, este resultado no -
es semejante a lo reportado en la 1 iteratura, ya que para la fabricación 
del yoghurt se utilizan, según la bibliografía;· las especies Streptoco-
~ thennophilus y Lactobacillus bulgaricus (10,12,25,26,27). Por lo -
cual se puede pensar que!:.· casei se prese~tó en el yoghurt por ser.mi-
croorganismo nonnal de la flora bacteriana de la leche y no por ser uti-
1.izado como eultivo iniciador que se adicionó al producto. Quizá la ca.Y_ 
sa por la cual no se encontraron cepas pertenecientes a ~· thermophilus 
en las muestras procesadas es que los estreptococos proporcio~an el pH -
necesario {por medio de su ligera acidificación)~ las condi~iones de --
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tensiones bajas de oxígeno especificas para el crecimiento de los lacto
bacilos, aunque los lactobacilos a su vez le proveen a los estreptococos 
de los aminoácidos necesarios para su desarrollo; los lactobacilos pród.!J. 
cen más ácido láctico y los estreptococos son inhibidos y reemplazados -
por ellos, ya que son más sensibles a altas concentraciones de ácido -
(10,26). Ahora bien, la causa posible por la cual no se atuvieron espe~ 
cies de!:_. bulgaricus pudo ser que su viabilidad se perdiera en el pe-
ríodo de almacenaje del producto, ya que la sobrevivencia de este orga-
nismo en el producto es muy cortq,. 

El número mayor de especies del género Lactobacillus 
; den ti ficadas para 1 as muestras de queso fue·!:_; 1 acti s, esto concuerda -
con la literatura ya que como se dijo anteriorme~te, esta especie es muy 
común.encontrarla en la leche cruda y además es uno de los microorg~nis
mos participantes en la madura.ción de los quesos en razón de sus propie
dades proteóliticas (12). las especies del género Streptococcus sólo -
,se identificaron en las muestras de queso y la que se presentó con mayor 
incidencia fue~ .. faecalis var. licuefaciens, este resultado es similar_ 
a la bibliografía ya que esta especie es relativamente termoestable y -
por ·eso además de encontrarse en la leche cruda puede existir en la le~
che past~urizada y especialmente en leche templada de quesería; un aspef.. 
to negativo de este microorganismo es que puede formar sustancias de sa
bor amargo (defectos del queso) (10), pero debido a su tolerancia a la -
sal y al calor se ha empezado a utilizar como cultivo iniciador en la -
elaboraclón de diversos quesos (10). También se aislaron cepas pertene
cientes a la especie i~ ·1actis, resultado que va acorde a la. bibliogra-
fía, ya que es un t1pico habitante en la leche y en todos los aparatos -
en contacto con ella, aunque ·muere por pasteurización corta y alta puede 
estar en la leche pasteurizada como gennen que ingresa después de la pa1 
teorización (10,12). Se utiliza generalmente como cultivo iniciador por_ 
ser homoláctico y producir pequeñas cantidades de productos secundarios_ 
como ácido acético y diacetilo (6). Algunas cepas de~. lattis elaboran 
un polipéptido complejo denominado "nasin" que es inhibidor de~· ~ 
ris {12) y tal vez esta fue la causa por la que no encontramos en las -
muestras estudiadas a este microorganismo ya que es una especie que se -
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utiliza frecuentemente como cultivo iniciador en la elaboración de que-
sos madurados. Para'el, género leuconostoc sólo se identificó la espe-
cie !:_. lactis, lo cual concuerda con la literatura, ya que esta especie_ 
se ha encontrado en leches pasteurizadas debido a su termorresistencia -
(4). 

Por lo expuesto hasta ahora, es evidente que muéhos_ 
son los factores que intervienen en el aislamiento e identificación de -
las bacterias lácticas, incluyendo también el desconocimiento no solo a 
nivel técnico sino profesional de cómo manejar, sembrar, estudiar estos_ 
cultivos, ya que como se sabe a nivel de la industria el manejo de los -
cultivos se hace en forma casi empírica, utilizando cultivos que se soli 
citan para la elaboración de tal o cual producto, sin saber con certeza_ 
de iUé cepas está constitu1do el cultivo. 

Es importante destacar que cada proveedor de cultivos 
señala cuales son las condiciones en que se deben de manejar los mismos_ 
para obtener la producción adecuada, utilizando generalmente como medio_ 
de propagación de estos cultivos a la leche y no proporcionan mayor in-~ 
fonnación,.por lo que pensaioos que es importante continuar con este tipo 
de estudios que nos permitan un mejor conocimiento de cómo cultivar, 
aislar e identificar. a estos microorganismos. 
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v. e o N e L u s I o NE s 

l. El aislamiento de las bacterias lácticas es un ~

proceso dificil debido a las exigencias nutricionales que éstas requie-
ren para desarrollarse. 

·2. El aislamiento de bacterias lácticas fue más exi
toso a partir de queso y crema, aunque la viabilidad de las cepas aisla
das de este último producto fue menor. 

3, El aislamiento de microorganisll'Os no lácticos se_ 
present6 con mayor frecuencia en las muestras de mantequilla estudiados. 

4. Se aisió un porcentaje mayor de cepas del género 
Lactobacillus (81.61%) en relaci6n al porcentaje de los géneros Strep
tOcoccus (16.92%) y Leuconostoc (1.47%) a partir de los productos -
'estudiados. 

5. La identificación bioquímica hasta especie de fas 
bacterias lácticas requiere de un gran número de pruebas (aproximadamen
te 20); ~in embargo, es necesario en algunos casos incluir además prue-
bas de crecimiento. a temperatura especifica y de requerimientos nutrici.Q. 
nales para no obtener especies de clasificación incierta; 

6, Las especies que se presentaron con más frecuen-
cia en los productos analizados fueron Lactobaci11us casei y ·streptoco-

. ccus faecalis var. licuefaciens. 
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VI. RESUMEN 

Debido a la importancia que tienen las bacterias lá.f. 
ticas como cultivos iniciadores en la producción de derivados lácteqs y 
tomando en cuenta que en México. a la fecha, no se posee la tecnología -
adecuada para la producción y conservación de los cultivos iniciadores,
se realizó en este trabajo el aislamiento e identificación de bacterias· . -
lácticas a partir de productos elaborados con leche, y en trabajo poste-
riores se llevará a cabo la caracterización, conservación y producción -
de cultivos iniciadores, con el. fin de poder brindar una solución adecu~ 
da a esta problemática del país. 

Se analizaron 51 muestras comerciales de productos -
lácteos (mantequilla, crema, yoghurt, queso), aislándose 136 cepas de -
bacterias lácticas, las cuales pertenecieron a los géneros Lactobaci- -
llus, Streptococcus y Leuconostoc. Se identificaron las siguientes -
especies :. Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus -
helveticus~ Lactobacillus acidophi lus, Streptococcus faecal is var. 1 i
cuefaciens. Streptococcus 1 acti s, Streptococcus thermophi l us y Leu-
conostoc J!slli.1 



VII. A P E N O I C E 

MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO DE APN (Actidiona-Polimixina B-Nitrito de Sodio} 
(2 .11) 

INGREDIENTES g/lt 

Peptona 10.0 
Leche peptonizada 10.0 
Extracto de levadura 10.0 

Glucosa 7.5 
Extracto de carne 2.5 
MgS04 7H2o 0.575 

· MnS0
4 

4H20 0.05 

Tween 80 l.O 
Agar 15.0 

PREPARAC ION 
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O'isolver los ingredientes en agua destilada a unos -
SOºC, ajustar el pH a 5.5 y completar el volúmen a 570 ~1 con agua des
tilada, distribuir en frascos en volúmenes de 97 ml y esteri1 izar e~ au
toclave a 12lºC {15 libras de presión) durante 15 minutos. 

Dejar enfriar a unos SOºC y adicionar a cada frasco_ 
1 ml de cada una de las siguientes soluciones : nitrito de sodio al 6.0% 
recién preparada y·esterilizada por filtración; actidiona al 0.1% y sul
~ato de polimixina B al 0.3%. Mezclar bien y utilizar. 



MEDIO DE LECHE TORNASOLADA 
(2,11) 

INGREDIENTES 

Leche descremada en polvo 
Tornasol 
pH final 6.8 

PREPARAC ION 

g/lt 

100.0 
0.75 
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Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destil! 
da y ajustar el pH a 6.8. Distribuir en tubos y esterilizar a 121ÓC 

· (15 libras de presión) durante 15 minutos. 

MEDIO MRS (Man1 Rogosa y Sharpe) 
(llJ . 

INGREDIENTES g/lt 

Proteosa. peptona No. 3 o 10.0 
Po 1 i peptona 
Extracto de carne 10.0 
~xtracto de levadura 5.0 
Glucosa 20.0 
Tween 80 1.0 
Fosfato dibásico de potasio 2.0 
Acetato de sodio trihidratado 5.0 
Citrato de triamonio 2.0 
Sulfato de magnesio heptahi- 0.2 
dratado · . 
Sulfato de manganeso tetrahi-
dratado 

0.05 

PREPARACION 

Disolver c9n calentamiento, agr.::g~r 20 g por litro -
de agar. ajustar el pH a 6,5.;.6,6, antes de esterHizar a 121º.C durante -
15 minutos. 
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CALDO MRS (Man, Rogosa y Sharpe) 
. ~11) 

Para preparar caldo MRS se adicionan los mismos in-
gredientes que para el anterior, con excepción del agar y se siguen las_ 
mismas instrucciones. 

CALDO MR.S MODIFICADO (para identificación bioquímicd) 
.. (3,20) 

INGREDIENTES 

Proteosa peptona No. 3 o 
Poli peptona 
Extracto de levadura 
Tween 80 

Fosfato dibásico de potasio 
Acetato de Sodio trihidratado 
Citrato de triamonio 
Sulfato·de magnesio heptahi
dratado 
Sulfato de manganeso tetrahi
dratado 

PREPARACION 

g/lt 

10.0 . 

5.0 
1.0 

2.0 

5.0 
2.0 
0.2 

o.os 

Se disuelven perfectamente todos los ingredientes. -
se ajusta el pH a 7 .O y se esterilizrt a 12lºC (15 libras de presión) du
rante 15 minutos. Posterionnente se agrega, en condiciones de esterili-
dad, la solución madre del carbohidrato deseado estéril en una concentr-ª. 
ción final de 1%. 



.CALDO MRS CON CLORURO DE SODIO 
(3,20) 
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Se prepara con las. mismas "instrucciones que el caldo 
MRS, solo que antes de repartir en los tubos, se disuelve NaCl en el vo
lumen de caldo com:> se indica a continuación : 

CONCENTRACION 

22: 

41 
6.5% 

NaCl 

2 g 
4 g 

6.5 g 

VOLUMEN 

100 ml 

100 ml 
100 ml 

CALDO RM / VP (Vogues Proskauer) 
(2) 

INGREDIENTES 

Mezcla de. peptona 
Dextrosa 
Fqsfato de potasio 
pH final 6.9 + 0.1 

PREPARACION 

g/lt 

7.0 
5.0 
5.0 

Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destil! 
da y mezclar bien •. Si es necesario caliéntese un poco hasta disolverlo, 
se distribuye y esteriliz~ entre 118ºC y 121ºC (no más de 15 libras de_ 
presión) durante 15 minutos. 



REACTIVOS Y COLORANTES 

SOLUCION MADRE DE CARBOHIDRATOS. 
(3,20) 

INGREDIENTES 

Carbohidrato 
Agua destilada 

PREPARACION 

5.0 g 
100.0 ml 
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Se disuelve perfectamente y se esteriliza a 118ºC -
(10 libras de presión) durante 10 minutos. 

SOLUCION SALINA AL 0,85% 
(2,11) 

INGREDIENTES 

Cloruro de Sodio 
.Agua destilada 

PREPARACION 

Mezclar bien y utilizar. 

SOLUCION DE ALFA NAFTOL 
{2,11) 

INGREDIENTES 

Alfa naftol 
Alcohol etilico ab.soluto 

PREPARAC ION . 

0.85 g . 

100.0 rnl 

s.o g 

100;0 ml 

Mezclar bien y conservar en frasco ámbar con tapón -
esmerilado. 



INGREDIENTES 

SOLUCION DE HIDROXIDO DE POTASIO 
(2,11) 

Hidróxido de potasio 40.0 g 

100.0 ml Agua destilada aforar 

PREPARACION 
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Mezclar bien y conservar un frasco ámbar con tapón .:. 
esmerilado. 

COLORANTE ROJO DE CLOROFENOL 
(3,20) 

INGREDIENTES 

Rojo de clorofenol 
Agua destilada 

PREPARACION 

0.2 g 

100.0 ml 

Mezclar bien y conservar en frasco ámbar con tapón -_ 
esnierilado. 

ALCOHOL - ACETONA (coloración de Gram) 
. ( l) 

IOOREOIENTES 

Alcohol atílico absoluto 
Acetona 

PREPARACION 

250 ml 
2so·m1 

Mezclar bien y conservar en frasco ámbar con tapón -
esmerilado. 



SOLUCION DE SAFRANINA (coloración de Gram) 
(l} 

INGREDIENTES 

Safranina O 
Alcohol et11ico absoluto 

PREPARAC ION 

2.5 g 

100.0 ml 
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Diluir la safranina 1:5 o 1:10 con agua destilada, -
Guardar en frasco ámbar con tapón esmerilado. 

CRISTAL VIOLETA (coloración de Gram) 
(1) 

. INGREDIENTES 

a} Cristal violeta (sol. concentrada) 

Cristal violeta 
Alcohol etílico absoluto 

b) Solución concentrada de oxalato:. 

Oxalato de amonio 
Agua destn ada 

PREPARACION 

20.0 g 
100.0 ml 

1.0 ml 
100.0 ml 

Diluir el cristal violeta 1:10.con agua destilada y_ 

m~zclar con 4 volumenes de oxalato. Guardar en frasco ámbar con tapón -
· e~meri lado • 



SOLUCION.DE YODO (LUGOL) (coloración de Gram) 
. . (1) 

INGREDIENTES 

Yodo 
Yoduro de potasio 

1.0 g 

2.0 g 

Disolver completamente en 5 ml de agua destilada y 

agregar: 

Agua destilada 
Bicarbonato de sodio 
al 5% en sol. acuosa 

PREPARAC ION 

240.0 ml 
60.0 ml 
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Mezclar b.ien y conservar en frasco ámbar con tapón -
esmerilado. 
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