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RESUMEN 



U SUMEN 

Los perfiles de plásmidos de las cepas Streptococcus lactis 

subsp. lactis BM 147 y Streptococcus lactis subsp. cremoris BM 

149 se correlacionaron con los cambios en la capacidad de 

producción de ácido láctico y en el pH durante la producción 

y almacenamiento de los cultivos. 

Las condiciones de manejo, producción y almacenamiento de los 

cultivos se establecieron para minimizar las variaciones de sus 

caracteristicas. Por otra parte, el protocolo de extracción de 

plásmidos se modificó para obtener los perfiles de plásmidos de 

las cepas durante la producción y almacenamiento de los 

caldos de fermentación. Las cinéticas de crecimiento, 

producción de ácido láctico, almacenamiento y los perfiles 

obtenidos, fueron consistentes 

autores. 

con lo reportado por otros 

Según las cinéticas de almacenamiento y los perfiles de 

plásmidos obtenidos, el pH del medio puede causar daños a nivel 

de plásmidos. se encontró además, que la disminución de 

viabilidad y actividad durante el almacenamiento coincide con 

la pérdida de bandas en el perfil de plásmidos. 

Se sugiere que los perfiles de plásmidos, al ser especificas para 

cada cepa, representan una valiosa técnica para la identificación 

de cultivos de interés industrial además de evaluar la 

estabilidad y origen de las cepas mismas. 
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INTRODUCCION 

el uia.j.ell.a ~ deoapattec.e 

IJ 6e oot.e del eapaci.o " del 
tlempo hacia una nu.eua ~ 

de tteaU.dad, IJ4 que el canUn.a 

~deqalpe." 

"· !llanca 

La fermentación de los alimentos es uno de los métodos más 
antiguos de conservación conocido por la humanidad, de manera que 
muchos alimentos deben su producción, 
nutricionales y otras caracteristicas a 

microorganismos. Estas actividades 

sabor, textura, cualidades 
las actividades de los 

fueron descubiertas al 
observarse cambios por la introducción accidental de microflora 
del ambiente o por la presencia de cultivos silvestres no 
controlados. Actualmente es posible controlar el tipo y número 
de microorganismos e inocular alimentos con cultivos puros de 

microorganismos especificos a los que se denomina cultivos 
iniciadores (Srnith, 1981) . 

La fermentación ácido láctica es la más ampliamente utilizada 
para la manufactura de productos lácteos, tales como queso, 
leches fermentadas, mantequilla y otros productos diversos a 
partir de leche. Asi mismo, las bacterias capaces de realizarla 
se utilizan en la elaboración ·de encurtidos, de algunos productos 
cárnicos y para la conservación de desechos orgánicos para su 
posterior empleo como alimento animal (Gilliland, 1985; 
Fenton,1987). 
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El principal 
manufactura de 

papel de las bacterias ácido-lácticas 
productos obtenidos a partir de leche, 

en la 
es el de 

producir ácido láctico para 
microorganismos indeseables que 
sabor de los productos finales. 

evitar el crecimiento de 
puedan causar defectos en el 

Las condiciones ácidas inducidas 
por estas bacterias tienen otras funciones diversas, como cuajar 
la leche, proporcionar el sabor caracteristico, favorecer la 
acción de la renina, ayudar en la sinéresis (expulsión del suero 
de la cuajada), la cual mejora la conservación de la calidad del 
producto terminado (Adda,1986), y por otra parte, la actividad 
proteolitica contribuye, junto con otras actividades bioquimicas 
de los microorganismos, al 
caracteristicas deseables 
Margalith, 1981) . 

desarrollo del sabor, textura y otras 
en estos productos (Law, 1984, 

Hasta hace algunos años, se utilizaban mezclas de iniciadores 
lácticos con composición no definida en la fabricación de quesos, 
las cuales presentan el problema inherente de que sus propiedades 
no pueden ser completamente predecibles y por lo tanto ha sido 
necesario estudiar y experimentar con el fin de reducir el número 
de cepas empleadas y formular iniciadores con una composición y 
actividad definida, predecible y controlable hasta un máximo 

posible, de manera que contengan el tipo y balance adecuados de 
microorganismos y que, bajo las condiciones de uso y efecto, 

desarrollen los cambios deseados durante la manufactura y 

maduración de los productos, además de ser compatibles para su 
propagación en conjunto (Sellars, 1977). El desarrollo histórico 
de estos iniciadores puede verse en el cuadro l. 

Actualmente se utilizan mezclas de múltiples cepas con rotación 
ya que con el uso de cepas únicas dif icilmente se puede cumplir 
satisfactoriamente con las necesidades de sabor, textura y 

ácido láctico, o resistir a la temperatura y a la concentración 
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de sal. Asi pues, las cepas se combinan en una variedad de 
sistemas disponibles para asegurar el desarrollo del 
producto fin~! esperado (Gilliland, 1985, Tzeng, 1984)). 

Los géneros Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc y 
Lactobacillus, son las bacterias que se empl.ean con mayor 
frecuencia corno cultivos iniciadores. Las bacterias lácticas del 
género Lactoccoccus se agrupan en el grupo serol6gico N de 
Lancerfield. Con base en estudios recientes de taxonornia 
numérica, quimiotaxonomia y de hibridizaci6n de ácidos 
nucleicos, se les agrupó a estas bacterias en el género 
Lactococcus, quedando este género con dos especies y 3 
subespecies, de las cuales, Streptococcus lactJ.s subsp. lactJ.s, 

(Lactococcus lactis subsp. lactis), lo que anteriormente se 
conocia corno S. lactis, y Streptococcus lactis subsp. cremoris 

(Lactococcus lactis subsp. cremoris), lo que antes era s. 
cremoris. Son bacterias Grarn positivas que no forman esporas, 
siendo fáciles de cultivar bajo condiciones 
rnicro-aerofilicas (no necesariamente aerobias), son catalasa 
negativas y sus principales caracteristicas consisten en la 
fermentación de carbohidratos y la producción de Acidos orgánicos 
(Bergey, 1986). 

De acuerdo a Sharpe (1979), la clasificaci6n de estas bacterias 
por sus caracteristicas fisiológicas se basa en la vi.a metab6lica 
que emplean para el metabolismo de los carbohidratos, como sigue: 

a)Hornofermentativas.- Fermentan carbohidratos con producción 
predominante de ácido láctico, utilizando la via 
metabólica de Embden-Meyerhoff. 

bl. Heteroferrnentativas. -
producción de ácido 

Fermentan 
láctico y 

carbohidratos 
una variedad 

con la 
de otros 
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productos, tales como: ácido acético, etanol, C02 , etc., 
en diferentes cantidades, utilizando la via metabólica de 
las hexosas monofosfato. 

Las clasificaciones mencionadas se encuentran resumidas en el 
cuadro 2 (Tamine,1983). 

Las bacterias ácido-lácticas tienen otras caracteristicas que 
podrian considerarse negativas, pero que deben tomarse en 
consideración: 

Son nutricionalmente delicadas, ya que requieren de 
grandes cantidades de aminoácidos, purinas, pirimidinas y 
vitaminas del complejo B para su desarrollo; tienen baja 
actividad biosintética, ya que son incapaces de crecer en medios 
minerales; producen pocas enzimas extracelularea; no atacan 
polisacáridos y sus enzimas lipoliticas son relativament.e 
débiles, sin embargo, son susceptibles de crecer en sustratos 
de bajo costo (medios derivados de suero), obteniendo 
densidades altas en fermentaciones a 
tecnologia de conservación adecuada, 
seleccionar un medio de cultivo y métodos 
producción, mantenimiento y propagación de 
principalmente para su empleo a 
(Margalith,1981). 

gran 
siendo 

escala y 
importante 

adecuados para la 

estas 
nivel 

bacterias, 
industrial 

Del género Lactococcus, fundamentalmente las especies 
Streptococcus lactis subsp. lactis y Streptococcus lactis subsp. 

cremoris, son los iniciadores que más se han utilizado y 
estudiado hasta el presente, pudiendo decirse asimismo, que las 
propiedades de los iniciadores lácticos y sus usos para la 

manufactura de productos lácteos se han documentado extensainente 
en la literatura (Heap 1976; Cox, Diebel, Sellars 1978; 
Kosikowski 1980; Davies 1981; Daly 1983; Sellars 1985; Gasson 
1987). 
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Durante la propagación y manejo de los iniciadores lácticos se ha 
tropezado con diferentes problemas, uno de ellos es la 
inestabilidad de las cepas. Se ha observado, por ejemplo, que 
las enzimas esenciales para el crecimiento en leche 
(especificamente las enzimas del metabolismo de la lactosa y las 
proteinasas) son inestables y que su inestabilidad parece estar 
relacionada con la amplia cantidad de plásmidos que se encuentra 
presente en estos microorganismos (McKay 1982; Davies y Gasson 
1981; Gasson 1983). 

No obstante que la genética de los estreptococos lácticos ha 
permanecido ignorada por mucho tiempo, se han venido realizando 
estudios sobre la misma habiéndose encontrado variantes de s. 
lactis subsp. lactis y S.lactis subsp. cremoris que carecian de 
la habilidad para fermentar lactosa. 

que habia condiciones del ambiente 
Algunos autores sugirieron 
y de manejo que hacian 

susceptibles a las cepas de perder esta capacidad, tales como el 
subcultivo, o los efectos de la temperatura o de algún agente 
mutagénico(H202, ácido láctico en exceso), o la producción en 
cultivo continuo, además del estado fisiológico de las cepas 
(Okulitch, 1936 y 1939; Yawger, 1937 y Hunter, 1939;Bibal, 
1988). 

Existe un buen númeto de factores que afectan adversamente el 
desarrollo de los iniciadores, siendo las condiciones de tensión 
las que más contribuyen a causar variaciones (Gilliland,1985). Con 
el control de algunos de estos factores tales como la 
temperatura, el pH, el medio de cultivo y el mantenimiento de las 
cepas, se puede contrarrestar la heterogeneidad y minimizar los 
cambios. 

Entre los fenómenos que ciás se han analizado con respecto a la 
heterogeneidad que exist~ en los cultivos iniciadores están la 
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producción de ácido y la sensibilidad a bacteriófagos, sin 
embargo es posible que esta heterogeneidad se manifieste en otras 
caracteristicas que son más dificiles de evaluar, debido a que 
los procedimientos necesarios no son del todo factibles o aún no 
se encuentran disponibles. 

McKay desde 1970 realizó algunos estudios sobre la inestabilidad 
del metabolismo de la lactosa examinando sus posibles causas, 
habiendo encontrado una relación de esta capacidad con material 
extracromosomal. Al poco tiempo se comenzaron eatudio• sobre la 
actividad proteolitica, encontrándose también una relación de la 
actividad con elementos extracromosomales (Mckay, 1983). 

Se ha observado también que otras propiedades de los 
estreptococos lácticos, útiles para el procesamiento de lácteos, 

tales como resistencia a fagos, utilización de citrato y 
sacarosa, producción de nisina y de mucilago, se pierden 
fácilmente, y cuya inestabilidad parece estar tambi6n relacionada 
con la pérdida de plásmidos durante el crecimiento de las 
bacterias, (Larsen, 1978; Kempler, 1979;Gasson, l984;Steele, 
1986;Vedamuthu, 1986;Buchman, 1988). 

La presencia de plásmidos en estas bacterias ha quedado bien 
establecida (Cords, 1974; McKay, 1976; Efstathiou, 1976; Davies, 

1981), y aunque generalmente tienen un gran número de plásmidos, 
la mayoria de estos parecen cripticos y sOlo para unos pocos se 

ha demostrado que codifican para funciones conocidas (Gasson, 
1987). 

Se tienen tres rasgos bien documentados codificados por 
plásmidos, los cuales son importantes para el crecimiento en 
leche: el catabolismo de lactosa con producción de ácido láctico; 
la presencia de una potente proteinasa ligada a la pared celular, 
y la utilización de citrato para la generación de compuestos del 
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sabor tales 
cuadro 3 (Gasson, 

como diacetilo, 
1987) • 

según se señala en el 

Los genes para el metabolismo de la lactosa y la actividad 
proteinasa están codificados por el plásmido pLp712, de 56.5 
kilobases del s. lact1s 712 (Gasson, 1982, 1983). Este pl6smido 

se ha caracterizado extensivamente por mapas de restricci6n. y por 
aislamiento y mapeo de fragmentos obtenidos del plAsmido. 
Correlacionando la posición de los diferentes fragmentos con su 
efecto sobre los fenotipos de lactosa y proteinasa, fue posible 
localizar los deteFmipantes genéticos para estos rasgos en el 
mapa de restricción (Gasson, 1987). Una caracterización similar 
se realiza con s. cremor1s H2, encontrándose que el plásmido 
pDI-21, de 63 kilobases tiene los genes que codifican para el 
metabolismo de la lactosa y la actividad proteinasa (Yu, 1989). 

La relación entre plásmidos especificos y rasgos fenotipicos ha 

sido implicada generalmente de la asociación entre pérdida de la 
función y pérdida de plásmidos. La conclusión a que se lleg6 
inicialmente sobre esta implicación fue el resultado de una 
evidencia confusa y contradictoria para la localización del gen 
relevante (McKay 1982; Davies y Gasson 1981; Gasson 1983). La 
frecuencia en la pérdida de los plásmidos mayores es tal, que es 
posible que no exista relación entre la pérdida de estos 

plásmidos y de la función en su totalidad. De cualquier manera se 
ha aceptado que debe buscarse mayor evidencia para confirmar que 
un plásmido especifico es portador de genes para una propiedad en 
particular. Se cuenta con técnicas de transformaci6n, por lo que 
algunos de los genes que codifican para algunas caracteristicas 
metabólicas se han clonado y expresado en cepas curadas, 
confirmando que dichas caracteristicas están codificadas en 
plAsmidos. 
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En los estreptococos lácticos como en otros microorganismos, los 

plásmidos pueden separarse de acuerdo a su peso molecular por 
electroforesis en geles de agarosa, lo que permite en la 
actualidad obtener perfiles de forma rápida y especifica para 
cada cepa(Leblanc, 1979, Anderson, 1983)), Se han encontrado 
pl.ásmidos de entre 1 y 40 Mdals o mayores y hasta 14 bandas de 
plásmidos pueden observarse en los perfiles aunque los plásmidos 
pueden ocurrir en la bacterias en formas variadas: monomérica, 
multimérica, circular abierta, circular cerrada y lineal, y asi 
los perfiles obtenidos por electroforesis en geles de agarosa 
pueden sobreestimar el número de plásmidos presente en cada cepa, 
pero se busca mejorar las técnicas para el aislamiento de los 
plásmidos y minimizar este problema (Orberg, 1984). Las diversas 
técnicas de extracción de plásmidos se sedalan en el cuadro 4. 

La inestabilidad de las cepas y el papel que tienen los plásmidos 
en ésta queda aún por resolverse, aunque por otro lado, se ha 

encontrado que el mayor número de plásmidos que se pierde 
corresponde particularmente a los de pocas copias, pero los 
perfiles en general quedan suficientemente inalterados y 
permanecen caracteristicos y reconocibles (Daviea y Gasson, 
19811, con lo que se tiene una herramienta valiosa para la 
identificación de los estreptococos lácticos (Davies et al., 
1981), además de ser útil para evaluar la estabilidad de los 
iniciadores mezc.lados en la práctica (Andresen, 1984) • 

Hasta el presente, las bacterias aisladas de un cultivo iniciador 
se caracterizan solamente por pruebas morfológicas y 
fisiológicas, y en ocasiones por su sensibilidad a .fagos. Las 
pruebas fisiológicas establecen diferencias a nivel de especie y 

la reacción a fagos puede dar diferencias entre cepas, siempre 
que haya fagos homólogos disponibles (Josephsen, 1988) • Sin 
embargo se han encontrado fagos con 14 morf ologias di~erentes .que 
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concretamente reaccionan con Lactococcus. Para caracterizar los 

cultivos iniciadores se han realizado pruebas con estos fagos y 

tipificando las cepas pero se encontró que la identificación de 

una cepa aislada es muy dificil por este método (Gasson, 1984; 

Gilliland, 1985) • Es posible que la relación fago-huésped sea 

hipervariable y que el uso de esa propiedad como determinante de 

la cepa pueda resultar en la proliferación de cepas que difieran 

solamente en su sensibilidad a fagos. Por lo tanto, la 

distinción de cepas basada en esta propiedad puede ser menos que 

ideal y potencialmente confusa a menos que se correlacione con 

otras determinantes genéticas. Los perfiles de plásmidos pueden 

proporcionar una alternativa más útil (Andresen, 1984; Josephsen, 

1988). 

Por medio de un análisis de perfiles de plásmidos a un iniciador 

utilizado en la manufactura de queso Cheddar, se demostró que con 

este tipo de análisis es posible diferenciar las bacterias, que 

de otro modo no podrian lograrse en una mezcla compleja de cepas 

iniciadoras como las utilizadas comúnmente en la industria láctea 

(Josephsen, 1988) . 

se han desarrollado 

perfiles de plásmidos. 

recientemente nuevas aplicaciones para los 

El aislamiento e identificación de cepas 

de Acetobacter, responsables de la fermentación del vinagre, es 

sumamente dificil, sin embargo se encontró que la caracterización 

de la microflora del vinagre es posible mediante el aislamiento 

de los plásmidos y su resolución por electroforesis en geles de 

agarosa (Teuber, 1987). Asimismo, en plantas de procesamiento de 

aves, se pudo investigar la fuente de contaminación por 

Staphylococcus 

endémicas por 

aureus y pudieron ser 

perfiles de plásmidos 

identificadas las cepas 

(Dodd, 1988). Se ha 

sugerido 

lácticos 

asi la 

establecer un banco de referencia de iniciadores 

con sus respectivos perfiles de plásmidos facilitando 

identificación de las diversas cepas (Collins, 1955 y 

ll 



Sandine, 1985, citados por Gilliland, 1985), lo que ilustra como 
la determinación de perfiles de plásmidos proporciona una 
alternativa útil en la identificación de cepas. 

La aplicación de las técnicas de clonación de genes a 
estreptococos lácticos puede estar dirigida ya sea al 
mejoramiento de las propiedades existentes o a la construcción de 
cepas que sinteticen efi.cientemente nuevos productos lÁcteos o no 
lácteos. La primera opción complementa de manera racional los 
métodos clásicos existentes para el mejoramiento de cepas al 
establecer propiedades favorables y suprimir las indeseables. 
Además de lograr la estabilización de las propiedades ventajosas, 
lo cual es de particular relevancia para las funciones lácteas 
codificadas por plásmidos. La segunda alternativa implica el uso 
de los estreptococos lácticos como organismos de producción, los 
cuales sintetizarian eficientemente nuevas proteinas heterólogas 
(Vos, 1986). Sin embargo, la aplicación de estas tecnologias de 
clonación en los estreptococos lácticos sólo puede alcanzarse con 

un conocimiento básico de los procesos esenciales de la biologia 
molecular, asi como de la fisiologia y expresión de las 
caracteristicas de interés del grupo. Muchos de los estudios 
genéticos realizados sobre estreptococos lácticos se originaron 
en el interés microbiológico y se enfocaron hacia la presencia y 

funciones de los plásmidos (Davies 1981; McKay 1983; Gasson 
1984), lo que ha aumentado el número de laboratorios interesados 
en estas bacterias. 

Actualmente, 
clonación ya 
transformables 

la primera generación de 

se ha desarrollado; 
vectores bifuncionales de 

algunas cepas 
S.lactis subsp. 

modelo son 
lactis del y los genes de 

metabolismo de la lactosa se estudian a nivel molecular y 

se ha buscado la posibilidad de 
especies bacterianas como E. coli 
lo que permitirá obtener mayor 

expresarlos en 
y B. subtilis 

información 

diferentes 
(Vos, 1986), 

sobre su 
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regulación y expresión (Venema, 1987). 

Se ha encontrado que una gran variedad de sistemas de 
transferencia de genes funcionan en estos microorganismos (Kondo, 
1985). Algunos sistemas pueden ocurrir en la naturaleza 
(conjugación, transducción), mientras que otros sólo operan en el 
laboratorio y hacen uso de protoplastos (fusión, transfección y 
transformación) o 
sistemas naturales 
relevantes para la 

la transformación por electroporación. Los 
asi como la fusión de protoplastos son 

construcción de nuevas cepas lácticas. 
Además, en algunos casos se puede 
genes de interés en el cromosoma, 

lograr la integración de los 
con miras a la estabilización 

de las caracteristicas para las que codifican (Vos, 1986; Gasson, 
1986; Kondo, 1985). 

La conservación de los iniciadores es otro punto critico para la 
estabilidad de los mismos, considerando que los cultivos deben 
mantener su viabilidad, capacidad de producción de ácido y otras 
caracterisiticas por periodos prolongados de almacenamiento, en 
los niveles adecuados para la manufactura de productos de 
calidad. Actualmente, los cultivos concentrados estan 
desplazando la forma tradicional de los cultivos •madre" y el 
subcultivo regular, por la posibilidad de utilizarlos en forma 
directa e inmediata sobre las tinas de elaboración de los 
productos lácteos. Considerando además, que son más 
controladas las condiciones de producción, se manejan volúmenes 
minimos y se disminuyen los problemas de tipo laboral y de 
rotación de cultivos. No obstante, existe la desventaja 
del almacenamiento en grandes espacios para su mantenimiento a 
temperaturas de congelación. La congelación de estos cultivos 
puede ser desde OºC hasta -196°C, logrando esta temperatura con 
nitrógeno liquido. Otra forma de conservarlos es por 
liofilización, sin embargo, la viabilidad y la capacidad de 
producir ácido se ven más afectadas que en la congelación aunque 
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ofrece ventajas de conservar en refrigeración y requiere menores 

volumenes de transporte y a'lmacenamiento, no obstante que estos 
cultivos no sean de inoculación directa (Gilliland, 1985). 

La refrigeración como método de conservación propone como ventaja 

el bajo costo, con respecto a los anteriores, sin embargo, los 

periodos de almacenamiento se reducen a 20 dias (Pérez-Gavilán, 
1984). Con el fin de evitar el alto costo de las cepas 

concentradas en forma liofilizada o congelada, Goldhaber (1982) 
estudió la refrigeracion como método de conservación, almacenando 

bacterias lácticas a 4°C en el medio de producción , a base de 
caseinato, para luego emplearlas directamente en la elaboración 

de quesos tipo manchego. Habiéndose comprobado posteriormente la 

efectividad de este métpdo de conservación por Fuentes (1987), 
quien verificó que las cepas S. lactis s~bsp. lactis BM 147 y s. 
lactis subsp. cremoris BM 149 conservan, en el medio de 

producción, a esa temperatura y por 24 dias, los niveles de 

viabilidad y actividad aceptables para la industria láctea. 

Conjuntando todo lo anterior, se demuestra una franca búsqueda de 
que la manufactura de productos lácteos y principalmente quesos, 

pueda convertirse en una operación totalmente controlada con el 

empleo de cepas estables o con la selección cuidadosa de cepas 
especializadas en diferentes actividades. En este sentido, los 

logros alcanzados han permitido mejorar las técnicas de 

identificación y con la posibilidad de dise~ar iniciadores 
lácticos mediante la ingenieria genética se puede obtener mayor 

información sobre la regulación y expresión de las actividades 

metabólicas de interés, facilitando asi la manipulación y el 

mejoramiento genético de los iniciadores. Sin embargo, la 

implementación de esta metodologia se encuentra aún en desarrollo 

ya que el conocimiento de la fisiologia y genética de los 

estreptococos lácticos aún no rinde completamente los resultados 
deseados. 
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El estudio de las funciones codificadas por pl6smidos hace que 

cada vez sea más sencillo controlar las caracteristicas 
funcionales asociadas a las fermentaciones, buscando el 
mejoramiento de los iniciadores de uso comercial. En este 
·sentido, se han venido realizando diversos estudios relacionados 
con la producción y aplicación de iniciadores lActicos (Reynoso, 
1981; Goldhaber, 1982; Pérez-Gavilán, 1984; Pérez-GavilAn, 1985; 
Fuentes, 1987; Olivares, 1988; Terrones, 1989; Enriquez, 1989), 
con una presentación simple cuya utilización sea de forma 
directa, de producción nacional, que mantenga su viabilidad y 

tenga capacidad para producir ácido láctico suficiente durante su 
utilización, ademAs de conferir a los productos las 
caracteristicas sensoriales de preferencia y aceptabilidad por 

parte del consumidor nacional. Considerando que los trabajos que 
se han realizado en el área, no hacen referencia a la relación 
de los plásmidos con la producción de ácido láctico durante la 
producción de los iniciadores ni hay reportes sobre el cambio del 
perfil de plásmidos durante el almacenamiento de estos cultivos, 
en el presente trabajo se propone el siguiente objetivo. 
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OBJETIVO 



Obtener los perfiles de plásmidos de las cepas 
Streptococcus lactis subsp. lactis BM 147 y Streptococcus lactis 

subsp. cremoris BM 149 en geles de agarosa, para su utilización 
como patrones especificos de identificación y analizar su 
posible correlación con los cambios en la capacidad de producir 
6cido láctico (actividad) y pH durante la producción y 

almacenamiento de los cultivos. 
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MATERIALES Y METODOS 



MATll:RIALJl:S Y N&TODOS 

MICROORGANISMOS 

Las cepas utilizadas fueron Streptococcus lactis subsp. lactis BM 

147 y Streptococcus lactis subsp. cremoris BM 149, ambas cepas 

pertenecientes a la colección del cepario del IIBM-UNAM. Se 
mantuvieron en leche descremada por subcultivo bisemanal de 
acuerdo con Sellars (1985) . 

Las cepas se diferenciaron morfológicamente sembrando por 

agotamiento en Agar Reddy modificado e incubando a 30°C por 48 

hs en atmósfera de anaerobiosis (Reddy,1972). El medio permite 

diferenciar en placa donde s. lactis subsp. lactis presenta 

colonias grandes y blancas y, por la producción de ácido láctico, 

contorno verde amarillo mientras que s. lactis subsp. cremoris 

presenta colonias pequeñas y amarillas con fondo amarillo. 

CONDICIONES DE PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO 

La producción, a nivel piloto, de los caldos de fermentación fue 
en fermentaciones por lote en medio industrial (MI), cuya 

composición es leche descremada 6%, caseinato de sodio 2%, 

extracto de levadura 1% y gluco$a 2.5%, con control automático de 

pH y temperatura, neutralizando con NaOH 20%(5N). La metodología 

fue la propuesta por Goldhaber, 1982, seguida por Fuentes, 1987 

y modificada por Enriquez, 1989, como se señala en el cuadro S. 
Los caldos de fermentación fueron enfriados y colectados en 
envases estériles y posteriormente 

frio (4°C) por un periodo de 28 dias. 

fueron almacenados en 

El producto obtenido 

corresponde a cepas puras que pueden emplearse en 

en la tina de cuajado de quesos. 

forma directa 
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El equipo utilizado fue: 

-Consola New Brunswick Scientific Co.,Modelo M-19-1410. 

-Jarra de 14 litros de cristal refractario con cabezal New 

Brunswick Scientific Co., Modelo Fl4-1002. 

-Bomba peristáltica Masterflex,Modelo 7013,adaptada a un 

controlador automático de pH. 

-Electrodo para medición de pH marca Ingold,para jarra de 14 

litros,esterilizable, Modelo 761-351. 

La producción a nivel de laboratorio fue en matraces de 500 ml, 

sin control de pH, utilizando el mismo medio y la metodologia 

para la obtención de inóculos de los fermentadores. 

ACTIVIDAD, pH y CUENTA TOTAL 

Para la determinación de actividad %, se utilizó leche 

descremada al 11% de ST, pasteurizada a 62°C/30 min. Se inoculó 

al 1% e incubó a 29°C por 6 horas. Muestras de 9 ml fueron 

tituladas con NaOH O.lN, utilizando fenoftaleina como indicador. 

El gasto de NaOH se expresa en % de actividad y significa la 

capacidad de producción de ácido lActico por parte de la cepa 

(Sellars, 1985). 

Asimismo, el ácido láctico producido durante el crecimiento, 

como metabolito primario de la fermentación, se determinó tomando 

muestras de los caldos de fermentación y titulando con NaOH O.lN. 

Los resultados se expresaron en ácido lActico producido t . En 

las fermentaciones con control de pH, el consumo de NaOH SN se 

expresó en gramos de ácido producido. 



La medición de pH se hizo con uri potenciométro Corning Modelo 103 
con electrodo tipo conven~ional ~ombinado. 

La cuenta total de microorganismos iniciadores se hizo 

al Método microbiológico cuantitativo de vaciado 

en agar APT (Merck) ·' expresado en UFC/ml 
formadoras de colonias por mililitro), 

PERFIL DE PLASMIDOS 

de acuerdo 
en placa, 

(unidades 

La extracción de plásmidos se realizó de acuerdo con el protocolo 
propuesto por Anderson y McKay (1983), para bacterias lácticas, 
basado en el subcultivo en medio Elliker modificado. Para las 
condiciones experimentales del 

volúmenes de los amortiguadores a 
DL-treonina y 5 mg/ml de lisozima. 

proyecto, 
100 ml, 

se ajustaron los 

utilizando 10 mM de 
Las extracciones realizadas 

con DL-treonina presentaron perfiles nítidos, mientras que con 
L-treonina se detectó la presencia de RNA. Para eliminarlo, se 
intentó el uso de RNasa; sin embargo, el rendimiento disminuyó en 
un 50%, haciendo las preparaciones más inestables y reduciendo 
considerablemente el tiempo de conservación, lo cual 
afectó más a la cepa BM 147 que a la BM 149. 

Los perfiles se obtuvieron por electroforesis en geles de agarosa 
al 0.8% (Meyers, 1976). Se hicieron algunas pruebas con 

diferentes porcentajes de agarosa, mayores voltajes y otros 
volumenes de muestra, determinándose finalmente que con un 
volumen de muestra de 20 µl, 0.8% de agarosa y 100 V, es posible 
observar mejor las bandas de menor tamaño. 

En el caso de extracciones 

almacenados por varios dias se 

para caldos 

buscó que el 

de fermentación 

número de células 
alcanzado en la fase de subcultivo correspondiera al alcanzado 
por las células no almacenadas. Para lo cual se dejaron crecer en 
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Elliker modificado, 4 h para caldos jóvenes, 5 horas para caldos 

de 8, 16 y 20 dias y 6 h para caldos de 28 dias. 

Por otra parte, se hicieron extracciones partiendo directamente 

de los caldos de fermentación, sin el subcultivo en Elliker 

modificado, encontrándose dificultades para la separación de la 
' biomasa del medio por métodos convencionales. Con el fin de 

tener el número de células requerido (10E8) se hizo dilución en 

Elliker modificado y lavado con amortiguador de tris O.lM del 

caldo de fermentación y se procedió como en el caso anterior. 

DISEGO EXPERIMENTAL 

Con el fin de conocer ei comportamiento de las cepas durante la 

fermentación y a diferentes condiciones de cultivo se realizaron 

cinéticas de crecimiento y producción de ácido láctico, a nivel 

laboratorio y en t'ermentador instrumentado de 14 lt. De cada 

fermentación se tomaron muestras cada dos horas y se les 

determinó UFC/ml, ácido láctico producido, actividad % y pH. 

Con estos resultados y la metodologia propuesta por Goldhaber 

(1982) se estandarizaron las condiciones de producción de los 

caldos de fermentación señaladas en el cuadro 5. 

Para determinar el comportamiento durante la producción y 

almacenamiento de los caldos de fermentación, se hicieron 

fermentaciones con control de pH y de acuerdo con lo señalado en 

el cuadro 5. Se tomaron muestras cada 2 h, las cuales fueron 

enfriadas y almacenadas a 4°C por 28 dias. El dia de la 

fermentación y cada 4 se les determinó pH, UFC/ml y actividad %. 

Considerando esta información y para obtener los perfiles de 

plásmidos durante las diferentes fases de la fermentación y el 

almacenamiento, se hicieron dos fermentaciones más para cada 
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cepa. Se seleccionaron las 4, 8 y 10 h para la cosecha y los 
dias O, 10 y 20 del almacenamiento para tomar las muestras que se 
correlacionaron con el perfil de plásmidos. En las diferentes 
horas de cosecha y los 
determinó pH, UFC/ml, 

plásmidos. 

DISE~O ESTADISTICO 

diferentes tiempos 
actividad % y se 

de almacenamiento, 
obtuvo el perfil 

se 
de 

Se realizaron diseños de experimentos completamente aleatorios, 
por triplicado para la determinación de caracteristicas 
fenotipicas. Para la producción y almacenamiento de caldos de 
fermentación se consideró el tiempo como variable independiente 
pero no aleatorizable. Los datos obtenidos fueron analizados 
mediante un análisis de varianza para diseños completamente 
aleatorizados, con comparaciones a priori. 
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RESULTADOS 

I.Condiciones de producción. 

En la figura 1 se presentan los resultados de las cinéticas de 
crecimiento y producción a nivel laboratorio. Para la cepa BM 

147, la máxima concentración de biomasa se obtiene a las 10 h 
mientras que para BM 149, se obtiene a las 12 h. No obstante 
haberse alcanzado la fase estacionaria, 
continua por 2 h más. A las 12 h la 

la producción de ácido 
cuenta total de BM 147 

disminuye un ciclo logaritmico , en cambio la cuenta para BM 149, 
se mantiene constante. Con estos datos podemos observar que 

entre las 8 y las 12 horas se tiene una alta población viable 
para utilizarse como inóculo en la producción de caldos de 
fermentación. 

Los resultados de las cinéticas realizadas en jarras de 
fermentación de 14 litros (figuras 2 y 3), señalan que el control 
de pH favorece significativamente (P<0.05) el aumento de las 
UFC/ml, de la actividad % y la producción de ácido láctico para 

ambas cepas. En la fermentación con control de pH (CpH) desde las 
4 horas se tiene mayor concentración de biomasa que en las 
fermentaciones sin control de pH (SpH). En ese tiempo la 
fermentación CpH permanece en fase exponencial mientras que en la 
SpH, es cuando se inicia la fase estacionaria, etapa que se logra 
en CpH hasta las 6 horas. En las fermentaciones SpH el % de 
actividad es de 0.6% para BM147 y 0.4% para BM149, mientras que 
en las CpH, para ambos casos se obtiene 0.7%. Se observa un 
comportamiento comparable entre las cinéticas sin control de pH 
de laboratorio y de fermentador. Las velocidades especificas de 
crecimiento (µ) para la cepa BM147 son de 0.4 en ambas 
fermentaciones y para la cepa BM149 de 0.3, aunque la fase 
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estacionaria 
laboratorio, 
las 6 horas. 

se alcanza a las 8 horas para el caso de 
y a nivel piloto, la fase estacionaria se alcanza a 

II. Comportamiento durante la producción y almacenamiento de los 
caldos de fermentación 

En las figuras 4 y 5 se presentan los resultados obtenidos en la 
producción de los caldos de fermentación, con control de pH y 
temperatura, cosechando cada 2 h y almacenando a 4°C por 28 
dias, para las cepas BM 147. y BM 149 respectivamente. En el 
caso de la cepa BM147, con respecto a la actividad, la muestra 
cosechada a las 2 h de fermentación se mantiene constante los 
primeros 12 dias, a los 16 disminuye a 0.3% y continua bajando 
hasta O .18% al final del almacenamiento. Los caldos de 4 y 6 h 
tienen una clara tendencia a bajar durante todo el 
almacenamiento mientras que el de 8 h mantiene la actividad 
durante 16 dias, a los 20 disminuye a 0.50'11 y al final del 
almacenamiento es de 0.29'11. 

El pH de los caldos de fermentación durante el almacenamiento 
presenta una caida drástica, los primeros 4 dias del 
almacenamiento, siendo este descenso menor conforme aumenta el 
tiempo de cosecha. Asi, la caida para la muestra de las 2, 4 y 6 
h es similar pero más marcada que para el caldo de fermentación, 

el cual disminuye de 6.70 a 5.99 los primeros dias. Sin embargo, 
después de la caida, el pH permanece constante hasta el final del 
almacenamiento. Asimismo, encontramos que menores tiempos de 
fermentación llevan a un problema de almacenamiento afectando la 
actividad de las cepas y el pH de los caldos de fermentación. 

En el caso de la cepa BM 149, las fermentaciones duraron 10 h y 

las diferentes muestras observaron un comportamiento similar, en 
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% actividad y pH, a las de la cepa BM 147. 

actividad de la muestra de 8 h y del caldo de 

fue de 0.68% y disminuyó el dia 28 a 0.33%. 

En este caso, la 

fermentación (10 h) 
El pH se mantuvo por 

arriba de 6. 3 durante todo el periodo del almacenam.iento aunque 
para las muestras de las 2, 4 y 6 h el pH tuvo una ca~da mayor. 

Las figuras 6, 7 y 8 se sedala el comportamiento de las muestras 

cosechadas a las 4, 8 y 10 h de fermentación y almacenadas por 20 
dias para cada cepa en estudio. Dichas muestras se 

correlacionaron con el perfil de plásmidos. Se distingue 
claramente que la actividad es mayor a las 8 y 10 h y su caida es 
menor que en la muestra de las 4 h, durante el almacenamiento, 

mientras que a menores tiempos de cosecha, las caidas son más 

drásticas. Esto comprueba lo que se obtuvo con los experimentos 

anteriores. La viabilidad del caldo de fermentación de la cepa 
BM 147 se mantiene por 20 dias, mientras que la BM 149 presenta 

una caida de l ciclo logaritmico entre el dia 10 y el dia 20. El 

pH observa un comportamiento similar al seftalado en las figuras 
anteriores para los diferentes tiempos y para ambas cepas, 

observándose la ca ida durante los primeros di as del 

almacenamiento y luego permanece constante hasta el final del 

periodo. 

III. Perfil de plásmidos en la producción y almacenamiento 

Siguiendo el protocolo de Anderson y McKay (1983), con las 

modificaciones especificadas en material y métodos, se obtuvo el 

perfil de plásmidos para s. lactis subsp. lactis BM 147 que 
presenta 6 bandas y para s. lactis subsp. cremoris BM 149, 8 
bandas (Figura 9). 

En las figuras 10 y 11 

diferentes tiempos de 
se presentan los 

almacenamiento y 
perfiles obtenidos a 

diferentes )loras de 
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cosecha. En este caso se utilizó la extracción directa del 

caldo de fermentación para obtener una imagen del perfil de 

plásmidos de la población total. En las figuras se puede ver que 

con este método de extracción, las bandas de bajo peso molecular 

disminuyen en intensidad y el perfil de plásmidos presenta 

patrones similares a las 4 y B h de fermentación pero a las 10 h 

no se detectan las bandas de bajo peso molecular. 

Para descartar que la 

efecto del método de 

perfil con el método 

desaparición 

extracción, 

de subcultivo. 

de las bandas fuera por el 

se obtuvo paralelamente el 

En las figuras 12 y 13 se 

observa que aparecen todas las bandas en los caldos de 

fermentación no almacenados y que durante el almacenamiento de 

éstos, se pierden bandas. Para el caso de la cepa BM147, las 

preparaciones de los caldos cosechados a las B y 10 h y 

almacenados por 20 dias, sólo presentan 4 bandas en las muestras 

diluidas, desapareciendo las bandas dos y cuatro, mientras que 

en las muestras de Elliker modificado sólo desaparece la banda 

dos. En las muestras diluidas de la cepa BM 149, sólo se tienen 2 

bandas y el barrido correspondiente a la hidrólisis de las 

bandas de mayor peso molecular. En las muestras de Elliker 

este barrido es también notorio aunque aqui si se perciben 

algunas bandas de alto peso molecular. 
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D I S C O S I O N 



DISCOSIOH 

Con el fin 
lácticas se 

de minimizar la inestabilidad de 
han dise~ado diversas técnicas para 

las bacterias 
su manejo y 

almacenamiento, relacionándose asimismo esta caracteristica con 
la presencia de material extracromosomal. Tomando como base los 
antecedentes directos a este trabajo, mencionados en el cuadro 5, 
se establecieron las condiciones de manejo de inóculos. 

Por otra parte se trabajó en la detección de la pérdida de 
actividad durante el almacenamiento. 

con la estandarización 
metodologia planteada, 
que la variación en 

en el manejo de inóculos, de acuerdo a la 
prácticamente se eliminó la posibilidad de 
la actividad de las cepas fuera por 

diferentes formas de manejo. 

El porciento de inóculo y el tiempo de incubación de éste, son 
factores importantes a considerar en el éxito de una fermentación 

y su posterior almacenamiento. Inóculos con tiempos de 
incubación mayores a 12 h, no varian su actividad pero si 
incrementa el tiempo de crecimiento alargando la fase lag y por 
tanto, el de la fermentación a más de 10 h. (Datos no 
mostrados, Enriquez et al., 1989). Las cinéticas de crecimiento 
de 18 h reportadas por Fuentes (1987), fueron reducidas al 
utilizar inóculos de 5% y con 12 h de incubación, permitiendo 

asi disminuir los tiempos de fermentación a 8 9 h ya que las 
células permanecen menos tiempo en una atmósfera de ácido 
láctico. 

Asimismo encontrarnos que la 3a. resiembra es lo más adecuado para 
lograr cepas más estables y obtener resultados reproducibles. 
Experimentos realizados con cepas con una o dos resiembras 
prolongaron el tiempo de incubación, hasta 24 hs y no se lograron 
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actividades mayores de O. 3% (cuadro 5) . Sin embargo, debe 
también tomarse en consideración que el efecto de las resiembras 

puede causar la degradación de plásmidos. Algunos autores 
encontraron cepas curadas espontáneamente por la resiembra 
constante y por el efecto de la temperatura (Sinha, 1989; 
Efstathiou, 1976) . De hecho, Sinha ha propuesto esta forma de 
curación como un método alternativo a los métodos quimicos u 
otros métodos f isicos para obtener cepas libres de plásmidos de 
una manera más sencilla. 

La neutralización del ácido producido durante la fermentación 
constituye un factor critico, aunque su valor es función del 
propósito de la fermentación, sea para producción de biomasa o 
para obtención de metabolitos. El rango de pH entre 6.3 y 6.9 se 

ha reportado como el adecuado para lograr un crecimiento óptimo 
de las bacterias lácticas y obtener máximas concentraciones de 
biomasa (Gilliland, 1977 y Bibal, 1988). El control de pH por 
tanto, permite tener hasta 10 veces más UFC/ml(l0El0) y mayor 

actividad que cuando se trabaja sin control de pH (figuras 2 y 3). 

Algunos autores consideran que la acumulación de ácido láctico es 
la causa fundamental por la cual se inhibe el crecimiento y se 
reduce la actividad. El crecimiento a pH menor de 5.0, causa 
daños en las células, que si bien no se expresan inmediatamente, 
si repercuten en la disminución de la velocidad de crecimiénto y 
en la reducción de la actividad especifica de la mayoria de las 

enzimas de las vias metabólicas. Además se pierde el control de 
la composición iónica intracelular, llevando por lo tanto a una 
inactivación total de la Hexocinasa y a la falta de sintesis de 
proteinas y de ácidos nucléicos (Harvey, 1965). La recuperación 
de estas células lleva tiempo, aunque se cultiven a pH mayor de 
5.0 y con control de pH, prolongando por lo tanto los tiempos de 
fermentación. No obstante, la elevada concentración de sólidos 
de leche o derivados de la misma en el medio de cultivo, 
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incrementan la capacidad amortiguadora del medio y se favorece el 
~recimiento de los iniciadores, limitando la inhibición por ácido 
(Chavarri et al. 1988). La presencia de ciertos compuestos 

en el medio de cultivo, como el extracto de levadura o la 

glucosa, puede favorecer el crecimiento de las bacterias lácticas. 

Estos compuestos favorecen un crecimiento acelerado y una 
mayor concentración de biomasa al final de la fermentación. 
Sin embargo, no se debe olvidar que la presencia de compuestos 
como la glucosa y/o galactosa en el medio, como fuente de 
carbono, además de acelerar el crecimiento, también favorece la 
autólisis (Vegarud, 1983). 

El crecimiento cesa a concentraciones de 70 g/l de ácido láctico, 
aunque con medios menos ricos, el crecimiento se detiene a 
concentraciones menores de ácido (19 - 33 g/l), siendo por tanto 
la inhibición del crecimiento por ácido fuertemente dependiente 
de la composición del medio (Bibal, 1989). 

En fermentaciones con control de pH y 
del medio, el crecimiento llega a un 

una adecuada composición 

punto en que también se 
inhibe. Sin embargo, se logran incrementos en el número de 

células con la neutralización con NaOH, datos que coinciden con 
lo reportado por Cox y Stanley, 1978. 

La producción celular se 
agoten y antes de que se 
máximos valores de UFC/ml 

detiene antes que los nutrientes se 
detenga la producción de ácido. Los 

y de ácido producido se logran después 
de 5 6 h de fermentación, decreciendo la producción de ácido 

después de la 6a. hora por autoinhibición, causada probablemente 
por los altos niveles de metabolitos formados en la fermentación, 
tales como lactato de sodio, ácido láctico disociado, o 
D-leucina, los cuales causan daño a la célula (Chavarri et al., 
1988) . 
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Los resultados obtenidos en las cinéticas con y sin control de pH 
son consistentes con lo reportado por Bibal, 1988 y Chavarri, 
1988. Asimismo, Gilliland señala que la posible causa de la 

inhibición del crecimiento en fermentaciones con control de pH, 
es la acumulación de D-leucina ya -que las concentraciones de 
lactato acumulado que se requieren deben ser mayores a las 
logradas en una fermentación de 12 - 14 h (Gilliland, 1977). 

Además señala la posible presencia de H202 como compuesto 
inhibidor. Se ha demostrado por lo tanto, que la inhibición del 
crecimiento no sólo se da por la acumulación de lactato sino que 
también influye la composición del medio, el agotamiento de 
nutrientes y la acumulación de otros inhibidores (Bibal, 1989), 
constituyendo asi un fenómeno muy complejo y aún en estudio por 
diversos grupos. 

La cosecha de los cultivos antes de las 8 h de fermentación , 
momento en que se detiene el consumo de NaOH, no es recomendable, 
ya que implica tener células en plena actividad y por tanto 
produciendo altas cantidades de ácido, lo que las hace inestables 
al almacenamiento. 

Con las modificaciones al protocolo de 
al medio de producción y a las 

extracción y adecuaciones 
diferentes etapas de 

almacenamiento de los caldos de fermentación, se obtuvieron los 
perfiles de plásmidos para las cepas en estudio, coincidiendo el 
número de bandas con lo reportado por otros autores para otras 
cepas (Davies, 1981 y McKay, 1983). El perfil de 6 bandas de la 
cepa BM 147 (figura 9), coincide con el señalado para las cepas 
712, C2 y ML3 de S. lactis, cuyos pesos moleculares corresponden a 
5.2, 11, 18 y 33 Mdal. La cep;i BM 149 prácticamente 
coincide con el perfil de la cepa S. cremoris 924. Las 
diferencias que se dan en los perfiles de las diferentes cepas 
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pueden estar relacionadas con las diferentes 
ambientes de manejo (Davies, 1981). 

condiciones y 

Las cinéticas de almacenamiento y los perfiles de plásmidos 
obtenidos nos permiten especular que hay una relación entre la 
producción de ácido y los plásmidos, además de que el pH del 
medio puede causar daflos en las células a nivel de éstos. Es 
posible que durante el almacenamiento de los cultivos se presente 
una hidrólisis de material extracromosomal manifestada en la 
presencia de extenso barrido y en la desaparición de bandas 
especificas. Las condiciones adversas tienen como 
consecuencia una alta concentración de células muertas y por 
tanto, la presencia de nucleasas. En las dos cepas tienden a 
desaparecer bandas de alto peso molecular, lo que guarda 
correlación con lo reportado por Yu et al. (1989) y Gasson 
(1983) que localizan los genes de la ~-galactosidasa en plásmidos 
de alto peso molecular. Estos resultados coinciden con el hecho 
de que son los plásmidos de mayor tamaflo los que tienden 
más fácilmente a hidrolizarse y pocos autores presentan 
fotografias de ellos (Morlon-Guyot, 1989) aunque el método de 
extracción es un factor importante a considerar para su obtención. 

Lo observado en los geles con subcultivo en Elliker modificado 
(figuras 12 yl3), nos permite seflalar que no se pierden todas las 
bandas durante el almacenamiento y que la ausencia de las 
bandas en lds geles con el método de dilución se debe a la 
dificultad para obtener perfiles de una población total y con 
una alta concentración de células muertas. 

Los resultados de las cinéticas obtenidas son consistentes con 
los estudios rsportados en la literatura y coincidimos al seflalar 
que el efecto del pH del medio en la viabilidad y actividad 
de los iniciadores es un fenómeno complejo y dependiente de 
di versos factores. Como los perfiles de plásmidos son 
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especificos para cada cepa y señalan diferencias en el número de 
bandas entre las cepas en estudio, existe la posibilidad de 
utilizar el perfil de estas cepas como un patrón de 
identificación y diferenciación siendo además, útil para 
evaluar la estabilidad de las cepas y complementar las 
pruebas bioquimicas y morfológicas tanto en el manejo como 
en la producción y almacenamiento de los cultivos, como lo 
sugieren oavies et al.,1981, Josephsen, 1988 y Andrensen, 1984. 

Quedan aún por resolver los problemas de extracción a partir de 
medios complejos y sin subcultivo, buscando separar de una 
población total, las células viables con el minimo de manejo. 
Por otra parte, hay que tener un conocimiento mAs amplio sobre la 
fisiologia y genética de los iniciadores lActicos y definir los 
requerimientos nutricionales adecuados para conocer los efectos 
negativos que pueden ejercer sobre el crecimiento. Es 
conveniente continuar los estudios de la relación de plásmidos 
con la fisiologia para determinar realmente cual es el efecto 
del pH y de los metabolitos obtenidos en la fermentación. 
Asimismo, Profundizar en las causas de la producción de ácido 
durante el almacenamiento y evitar que el pH disminuya en ese 
periodo, además de encontrar las concentraciones de lactato y 

otros metabolitos a las cuales se inhibe el crecimiento y 

analizar su efecto sobre el perfil de plásmidos. De igual 
manera, hay que buscar aún la forma de estabilizar las cepas y que 
no pierdan los plásmidos donde esté codificada su capacidad de 
producir ácido láctico. 

Algunos grupos que han 
cultivos han vertido su 
especies utilizadas como 

trabajado por 
experiencia 
iniciadores 

muchos años 
en el estudio 

(Gilliland, 

con estos 
de otras 

1988) . No 
obstante, actualmente se realizan estudios sobre el crecimiento 
en cultivo puro y mixto de los iniciadores lActicos (Boquien, 
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1988) y sobre la composición .de los medios de producción 

(Exterkate, 

molecular y 

metabólicas 

integrables 

1987; Chavarri, 1988), además de la caracterización 

genética de los genes codificadores para actividades 

de interés (Inamine,1986) y la obtención de vectores 

(Venema,1987). 

El fin primordial que se persigue y que continuará en estudio, 

está relacionado con el desarrollo de los iniciadores, buscando 

siempre que 

metabolismo, 

de cultivo, 

las caracteristicas deseables en cuanto a 

cinéticas de crecimiento y producción, condiciones 

tensiones ambientales y aspectos de transferencia de 

masa se conjuguen en forma más definida. 
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CUADRO 1 

DESARROLLO HISTORICO DE LOS CULTIVOS INICIADORES 

A~O 

Hasta 
1930 

1940 

1950 

1960 

1970 

1980 

1990 

CULTIVO 

Cultivo "Madre" 

Queso de una 110la cepa 
iniciador. en 
Hueva Zeland:la 

Mezcla aól tiple de cult hoa 
iniciadorea en rotaci6n 

Una o -'s cepaa de S. Jactia 
y/o L. ere.arta ---

Iniciador •&ciado (compoai
c16n aún deKonoc:ida) 

Cultivos •90fll1coa conaela
doa con o ain concentrac16n 

Cul U vos Italianos 
s. tlwr.aehtlua 
L. bulaartcva 
L. heheUcua 

Kezcla •6lt1ple de cepa• 
C.epaa múltiplea 
Cepu •z.cledaa 
Cepaa perea 
C.epea 90laa 

Cultivos ce.o loa enterioree 
y tubifn ce¡iea con .. Jor 
reeiatench a faaoa 

SISTDIA DE FEllHEllTACION 

Medio: le-che 
Botell• eatfril 
Ordeftar en l• botella e inocular 

el cultivo con un producto 
anterior 

Producc16n de queso en pequ.m. 
eKal8 

Medio: leche deac:remmda 
deshidratada 

Ül botallaa de· 4 onza• para 
propqar el iniciador a 
1raoel para inocular laa 
tin .. de cumjado 

Medio inhibidor de faaos con 
foafato J otroa qentes 
quelantea 

Tanque a aranel 
Tinaa .C.ltiplea para vaciar el 

que90 con timpa• controhdoa 

..,lo a ba• de auero o lKhe 
deacr-..da 

Tanque a aranel 
Siat- múltiple 

Hedto inhibidor de fagoa pan 
culthoe itaUanoa 

Tanque a aranel con cred.•iento 
Mtural aiU16tico aaoclado 

Medio _,ruauado 
Se inicia atataa fermentador 

con control externo de pll, 
con htdr6ddo de _,nio J 
otroa neutraliuntea, con 
varioa 1radoa de auta..ti
uci6n 

Sial- integrado 
Sial- con control interno 

do pll 
KNio de· foaf ato 
Noutraliuc16t1 de un pallO 

(Adaptado de Gasson, 1981; Tzeng, 198S; X:ondo, 1985) 

OlllOS DESARROU.IJ6 

Presencia de pl6mid011 en 
t:.treptococo. del arupo N 

Prt-roa eatUllioe .obre la 
relaci6n da laa Ktividadea 
•t.ab611caa con plmtdos 

~k-::-9ca~c~~ ~=~~!=.-
tica • i-...ol6etcaa 

Caracteriuci6n mlecular J 
1dttca de plúmdoa J 
cr~aa.a 

Tranaforwci6n por electro
poract6a 

Fua16n de protoplaatos 
Mapaa de re1tricci6n de 

pU..ldoe 
Conatrucci6n de wectorea 

111.1ltifuncionalu e 
intearabl•• 

Perfiles de plúmdoa pera 
identiUcaci6n de cepas 
en culthoa •ixtoa 

!n90viltuc16e J aicroencap-
sulac16n de cflulaa · 
1nic1adorH 
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BACTERIAS 
Fermentaci6n 

de Ac. láctico 

CUADRO 2 

CIASIFICACION Y DIPERBNCIACION DE BACTERIAS AC~IACTICAS 

Lactobacillua (foraa baatoncillo) 

Crecimiento a lOºC 
Crecimiento a 40ºC 
Crecimiento a 4S-50ºC 
Feruientan ribosa 
Gas a partir de glucc:mato 
Grupo serológico 
Configuración del ac. láctico 

~oaa 
Homofermentativas Heterofermentativas 

Termoba~bacterias Betaba!terias 
+ + L. feraentum 

E/A 
D(-)/DL 

L. bulgaricus 
L. lactis 
L. helveticus 
L. acidc;iphilus 

+ L. brevis 
+ 
+ 
+ 

L. casei 
¡::-¡;¡aii'ta rum 

Streptococcus (f onaa esférica u ovoide) Fermentación de glucosa y lactosa 

Crecimiento a lOºC 
Crecimiento a 40ºC 
Crecimiento a 45-50°C 
Uso de citrato y producción 

. de co2 y diacetilo 
NHJ a partir de arginina 
Grupo serológico 
Configuración del ic. lictico 

Homof ermentativas Heterofermentativas 
Streptococcus Leuconostoc cremoris 

/~ 
Enterococos Kesofílicos Tenaofílicos 

+ + -
+ + + 
+ - + 

S. faecium 

+ 
+ 
N 

L(+) 
S. lactia subsp. ~ 
s. lactiaaubsp. ~ 

L(+) 
s. thenaophilus 

t: (Adaptado de Bergey 1986/Tamine 1983) 



CUADRO l 

PRINCIPALES VIAS DE PRODUCCION DE SABOR EN LA FABRICACION DE QUESOS 

CITRATO LACTOSA 

l l 
Fermentación ácido láctico 

(Law, 1984) 

ácido acético 

diacetilo 

acetaldehido 

etanol 

lácido propiíinico 

PROTEINAS 

l 
péptidos 

aminoácidos 

aminas 

LlPIDOS 

l 
ce tonas 

lactonas 

aldehidos 

compuestos ácidos grasos 

sulfurav 

Tioésteres 
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CUADRO 4 

TECNICAS DE EITRACCION DE PLASHI DO~ 

Al ITOR/ Allo HI CliOOliGAN 1 SllO 

Cuerr7, 1973 Hftodo aeneral 
para bacterias 

Cord•, 1974 Eatreptococos 
del 1rupo H 

~r a.treptococoe 
1971 •el 1ru'° N 

Lar•n, 1978 S. cremorh 

Eckhardt, 1978 Elltreptococoa 
del arupo N 

lÁblanc, 1979 !atreptococ.oa 
A, D, F, N 

Aader80ft, 1983 Protocolo d• 
extHcci6n 1 

,.,. 600 •l ' 
10111 d• 
cultivo 

Orbera. J~ Eatreptococos 
clel arupo ti 

CXllDICJOllES DE EJITRACCIOll ANALISJS 

Lisozi .. 5 1111/•l W.ntelle-o 
5115 
Ntel Microacopi• 
CAntrifuaec16n eo1Ktr6niu 
Gr ad ie11Le CsCJ-EB 

LhoziM 5 91/•l (1 •a) Centelleo 
37ºC/J .5 h 

Smi ~I O.li 111 2SoC ~ieroacop!e 
Nael 5 " e1Ktr6nica 

4oC/noche/centrifuaar 
Cttntr1fu .. ci6n por 

aradtnt• de C.Cl-EB 

U..0.1- JO .. /•l (2.5 .. ) D161UU TP.S 
37"C/JG-20' 

SllS JI Elf'Ctrofore•i• 
D::lettl ptrocarbooeto en •anou 
lllC1 s " 

4"C/bdo hielo 
centrifupr 

Gradiente C.Cl-EB 
Clorofo..., 
llA •• 1 .. /•111 h/37"C 

L1ao.r.1.• 0.6 111/•l HE/rlein•c•idt 
1.5 h/l?"C 

SllS sz 
lloCl s " 

4°C/bollo hielo 
centrifuaar 

Gradiente C.Cl-EB 

Uaozia Electroforuia 
RIA •• en aprou 
Tria-bor.io1/f.JJTA 
Uul bracf enol 
SllS 

50"C 
Lhh dir.ctll8ente aobre 

el a•l de aaaroN 

UaodM 40 •a/111 (28.8 •a) Electroforeat. 
37°C/20' en a¡aroaa 

lill5 20% 
SS°C/lS .ea (5 v.ces) 

Inwenionea 
Dit9natural1zacj6n alcalina 
lloOll 3" 
NntraUur con Tri•-HCl 7 .O 
JleCl - f enpl 
Clorofor80 
w ... 2 .. 1.111 h/37"C 

Lieozt.M 10 eal•l (40 .. ) Ele-ctrofore•h 
5oC/5' en a¡no• 
cntrifuaar 

R1•1o 
5116 JI 
Di•tU phocarbonato 
lloCl S H 

bi•lo/c:entri íuaar 
Clorofof80 

Uao&S.• ElKtroforHh 
SDS en •aaroN 
lllen8turalizac16n alcalina 
Feeol-c:lorofof'llO 

Uooz1 .. 20 .. lml I OOc 
Mut.alhina 37oC/3' 
Tris-HCl 
Acido tr11sopropU 

neftalen sulf6nko 
Desnaturaliz.ac16n alcaline 
Neutralizar con ace-tato Na 
Fenal - NaCl 
Cloroformo 
RHA aN JO 11:1¡/1111/20'/37ºC 

Electroforeah 
en a¡aroN 
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CUADRO 5 

METODOLOGIA PARA LA PRODUCCJON DE INICIADORES** 

PARAMETRO CONDICIONES 

JNOCULOS 

Medio de cultivo leche descremada 

Volumen de in6culo 1% v/v 

Temperatura de incubaci6n 29ºC 

Edad del in6culo 8 - 12 horas 

Reactivación y la. resiembra: 18-24 
número de resiembras Za. resiembra: 18 hs 

3a. resiembra: 12 hs 

PRODUCCJON 

Medio de cultivo 

Volumen de inóculo 

Volumen operativo 

Temperatura 

pH 

Agente neutralizante 

Agitaci6n 

Tiempo de fermentaci6n 

Medio industrial 
(Goldhaber, 1982) 

5% v/v 

JO lt 

6.9 - 7.0 

NaOH 20% 

200 rpm 

B horas 

hs 

**Datos experimentales obtenido:-; por C6rdov11 A., M.S. y 
Enrlquez F., M.I.., tlurunt<• 1•1 tlt•:-;urrolln de los proyec
tos de investlguci6n, coosillt•rando los trabajos de Gold
haber y Fuentes para la producción de los caldos de 
fermentación. 
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uaw:i:c• 2 

l.- Cin6ticas de Crecimiento y Producción de Acido L6ctico 
(Laboratorio): BM l47 y BM 149 

2.- Cinéticas de Crecimiento y Producción (Fermentador),con y 
sin control de pH: BM l47 

3.- Cinéticas de Crecimiento y Producción (Fermentador), con y 
sin control de pH: BM 149 

4.- Comportamiento de la actividad (%) durante el 
almacenamiento de los caldos de f ermentaci6n cosechados 
cada 2 h: BM l47 y BM 149 

S.- pH durante el almacenamiento de los caldos de fermentación 
cosechados cada 2 h: BM 147 y BM 149 

6.- Actividad (%) durante el almacenamiento de los caldos de 
fermentación. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O, 10 y 
20 dias. BM 147 y BM 149 

7.- pH durante el almacenamiento de los caldos de fermentación. 
cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O, 10 y 20 dias. 
BM 147 y BM 149 

8.- UFC/ml durante el almacenamiento de los caldos de 
fermentación. cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O, 10 y 
20 dias. BM 147 y BM 149 

9.- Perfil de Plásmidos de BM 147 y BM 149 

10.- Perfil de Plásmidos de S. lactis subsp. lactis BM 147: 
dilución y lavado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O, 
10 y 20 dias 

11.- Perfil de Plásmidos de s. lactis subsp. cremoris BM 149: 
dilución y lavado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O, 
10 y 20 dias 

12. - Perfil de Plásmidos de S. la et is subsp. lactis BM 14 7 en 
Elliker modificado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: 
O, 10 y 20 dias 

13.- Perfil de Plásmidos de s. lactis subsp. cremoris BM 149 
en Elliker modificado. Cosecha: 4, 8 y 10 h. 
Almacenamiento: O, 10 y 20 dias 
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· CINBTICAS DB CRECIMIBNTO 

(Laboratorio) 

s. /act/s suosp lactls 8M'l47 

"º "'°""' • -
ª 08 - "O'O 

i • 
06 e "°9 

...... 

a o 
u. 

"°ª ti ().4 :::> 
5 
~ Q2 "°7 

';/. 

oT o 1 1 1 1 1 
4 8 '12 "6 20 

TIEMPO ( h) 

s. /actls auosp. crernOt'll 8M'l49 

'1.0 "'011 -• -
8 os 

~ -• 
06 e ;c,9 

CL ...... o o 
~ (),q 

u. 

~ 
:::> 

..1 

~ 02 ;c,7 

11' 
o1 o 1 1 1 1 ' 4 8 '12 '16 20 

TIEMPO ( h ) 

Figura 1.- Cinéticas de crecimiento y producción 
de ácido láctico a nivel laboratorio 
de las cepas BM 147 y BM 149. 
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CINETICA DE CRECIMIENTO 

S. /actls IUbsp. lactls BM'147 (fermentador) 

.! '10 "°"' 
· (Sin control de pH) 

7.0 ~08 
4 .... 

,es.o ~06 .,. -"09 e ..... 
:J: - u Q. 

ro e ().4 u....,o• 

102 
::> 

4. '107 

ol ol ~ o 
(Con control de pH) 

'1.0 '10,,,, 

_as -'Id'° 

1 
e 

4 

~06 '":.'09 e 
C!: ..... 

~04 ~ '10ª 

~ 
::> 

'1-
02 '107 

~ et o 
2 4 6 8 '10 '12 '14-

T E M p o h 
Figura 2.- Cinéticas de crecimiento y producci6n de ácido 

a nivel fermentador, con y sin control de pH 
para la cepa BM 147. 
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7.0 

~60 

:e 
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!'10 

~a 
!i106 .,. 
..::: Q 

eso e Q4 

4 102 
ol. 'l. o 

'1.0 

.... ae 
D 

~ 00 

~Q4 
'lo 

02 

o 

.... 
• 

• 

. CINETICA DE CRECIMIENTO 

1 

S. lacfls subt~ ....ml!M'l49 u::.L) 
(Sin control di pH) 

(Con control de pH) 
10.,., 

1d'° 

- IJ 'E-t:> 
..... 
~ "08 
::> 

"07 

T EMPO (h 
Figura 3.- Cinéticas de crecimiento y produc i6n de ácido 

a nivel fermentador, con y sin c ntro1 de pH 
para la cepa BM 149. 

42 



ALMACENAMIENTO S. lactls subsp. /act/1 
BM '147 

o.e •2 h 
C4 h 
t. 6 h 

0.6 •8 h 
o~ h 

0.4 

,...._ 

¡SI. 0.2 

-
"tJ ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremor/s 
O BM '149 

"tJ 
> o.e .... 
o 
<l 0.6 

0.2 

8 24 

Dios almacenamiento 
Figura 4.- Comportamiento de la actividad durante el 4J--" 

almacenamiento de los caldos de fermentación 
cosechados cada 2 h. Cepas BM 147 y BM 149. 



pH 

pH 

ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. lactls 
BM 147 · 

7.0 • 2h 
e 4h 
6 6h 

6.0 • Sh 
0'10h 

5.0 

4.0 

ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremorls 
BM '149 

7.0 

6.0 

4.0 

e 16 24 

Dios almacenamiento 
Figura 5.- Comportamiento del pH durante el almacenamiento 

de los caldos de fermentación cosechados cada 
2 h. Cepas BM 147 y BM 149. 44 



-
-

ALMACENAMIENTO S /octis subsp. /actis 

0.8 

0.6 

0.2 

BM'147 . 

o 4 h •e h 
o '10h 

"O ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris 
O BM'149 

"O 0.8 

> .... o 0.6 
<{ 

o 

DiOs almacenamiento 
Figura 6.- Actividad durante el almacenamiento de los caldos 

de fermentación cosechados cada 2 h. Cepas 
BM 147 y BM 149, cosechados ~las 4, 8 y 10 h. 45 
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ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. Jactis 
BM147 

pH 

7.0 h 
h 

6.0 

5.0 

4.0 

ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. cremoris 
BM149 

7.0 

6.0 

pH 
5.0 

4.0 

T 
10° 20° 

Dios almacenamiento 6J 
Figura 7.- pH durante el almacenamiento de los caldos 

de fermentación de las cepas BM 147 y BM 149 
cosechados a las 4, 8 y 10 h. 
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' u 
L1.. 
:::> 

ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. /actis 
BM147 

1 

04 h 
ea h 
010h 

ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremorJs 
BM-149 

1011 

Dios almacenamiento 
Figura 8.- Viabilidad durante el almacenamiento de los 

caldos de fermentación de las cepas BM 147 y 
BM 149, cosechados a las 4, 8 y 10 h. 
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S. /ac:tls subsp. lac:tls BM147 

~ 1 
'2 

<3 

( 4 

(6 

s. /act/s subsp. c:remor/s BM149 

( 1 

(2 

< 3 
(4 

<S 

(6 

º· <a 

Figura 9.- Perfil de pl~smidos de las cepas BM 147 y BM 149 
Extracciones realizadas de acuerdo con el método 
de Anderson, 1983. Cepas subcultivadas 4h/32ºC. 48 



S. /actls subsp. /actis BM147 

4 h 8 h 10 h 
Lora de 
cosecha 

lº 10º 20º lº 20º lº 10º 20º c'ía de alma
cenamiento 

Figura 10.- Perfil de plásmidos durante el almacenamiento. 
Extracciones realizadas por dilución del caldo 
de fermentación y siguiendo el método modifica
do de Anderson como se especifica en materiales 
y métodos. 
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s. tactls subsp. cremorls BM149 

4 h 8 h 10 h 

20º 1º 20° 

Figura 11.- Perfil de plásmidos durante el Almacenamiento. 
Extracciones realizadas por dilución del cald.o 
de fermentación y como se especifica en mate-
riales y métodos. · 

hora de 
cosecha 

día de alma
cenamiento 

< 

<. 
{ 

l.. 
<. 

< 
<. 
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S. /act/s subsp. /actls BM147 

ler. 

4 8 10 

10º 

4 8 

20º 

10 4 8 10 

Figura 12.- Perfil de plásmidos durante el almacenamiento. 

día de alma
cenamiento 

hora de 
cosecha 

Extracciones a partir de subcultivos en Elliker 
modificado (4h/32ºC). 



S. /act/s subsp. cremorls BM149 

ler. 20º 

4 8 10 4 8 JO 4 8 ID 
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