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I.. TNTRODUCCION

ANTECEDENTES

En la dieta alimenticia de 1a especie humana, 1a le-
che es considerada como uno de los alimentos basicos mds completos, debi
do a su alto valor nutritivo y también a sus propiedades organolépticas.
Estas caracteristicas, que 1a han convertido en un alimento primordial -
para los seres humanos, se deben a'su composicibn quimica; proteinas de
alta calidad, carbohidratos, 17pidos, sales minerales y vitaminas, los -
cuales se encuentran en una proporcion bien balanceada,

Es por ello que desde 1a @época antigua, el hombre se
ha preocupado por conservar este alimento durante tiempos proiongados, -
lo cual motivo que se desarrollaran proceaos de manufactura para lograr_
este objet1vo.

Desde hace siglos se han utilizado cultivos para la-
obtencidn de diversos productos derivados de 1a leche (crema, mantequi--
‘11a, gran variedad de quesos, yoghurt, leche ac1da, etc. )s pero sin sar-
ber exactamente quienes eran los agentes ‘causantes de Tas d1stintas - -
transfornaciones de la leche.

Fue hasta 1857 cuando Pasteur descubiid las laciobac

terias y las asoci6 a estos procesos fermentatives, lo cual marcd el an-
~ tecedente para la aplicacidn de las bacterias 1acticas en los procesos -
de elaboracidn de los productos derivados de 1a leche (10}, '

En 1890, Starch y Conn aislaron microorganismos a -- -
partir de productos naturales (crema) que producian dcido lictico y desa
rrollaban sabores caracteristicos, dando lugar a 1o que puede 1lamarse -
un"cultivo natural (3, 20)

we1gmann en 1899, establecid lo que fue el primer --
cultivo iniciador reconocido, y definid a las bacterias ldcticas como --
aquellas bacterias que forman 1a leche dcida a partir del azlicar de la. -
leche (11,20).
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Es de 1910 a 1920 cuando Orla-densen, Von freudeu- -
reich, Shermann, Hammer y otros micrabidlogos aislaron bacterias de Ta -

leche y prepararen cultivos puros paré la produccidn de Teches fermenta-
das y quesos (16).

. En 1919, Orla-Jensen elabord una monografia en la --
cual apuntd que: Tas verdaderas bacterias del dcido ldctico constituyen
un- gran grupo natural de bacilos y cocos Gram positivos, inmdviles, no -
esporulados, que al fermentar azlicares forman principalmente dcido T1dcti
co (11), ' "

En los.subsecuentes afios se han realizado gran canti -
v,dad de estudios que nos han permitido conocer en forma mds amplia las ca
racteristicas y propiedades de las bacterias licticas, asi como los beng

ficios que reporta su utilizacidn en Ya "Industria ldctea y sus deriva--
dos”. '

CLASIFICACION

Las bacterias l3cticas no constituyen un grupo rigi-
daﬁente definido ya que al involucrar microorganismos con muchas espe- -
cies, se da el caso de cepas que tienden a marginarse del grupo, o bien, .
dentro de espectes formalmente cxcluidas del grupo se aislan cepas con -
caracteristicas que las hacen pertenecer al grupo. Es por éllo’que la -
conformacién del grupo se ha ido delimitando a través de los afios confor

me se ha desarrollado el conocimiento de las caracteristicas de este gru
po de bacterias. ’

Asi tenemos que Weigmann (1899) formd 5 grupos incly
yendo entre ellos al grupo coliaerdgenes y a micrococos proteoliticos --
aercbios. Orla-densen (1§19) se basd en la propiedad de producir dcido -

- ldctico para clasificar a estos micfoorganﬁsmos en dos grupos : Homeer-
mentativos y Heterofermentativos (cuadro 1), Ademis al grupo coliaerdge-
nes To calificd de pseudoldctico (11},

En 1a actualidad las caracteristicas del grupo se -~
han ido delineando mejor al tomarse en cuenta nueyos atributos, como la_



Cuadro 1. Clasificacidn de las bacterias
lacticas segin Orla-densen {4}.

- 11,

II1.

A) Grupo Homofermentativo: Bacterias que solamente
forman indicios de productos accesorios junto con -
dcido Tictico, que representa del 90 al 97% de la -
lactosa fermentada,

Thermobacferium.
{Lactobacillus).

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

- Terméfilos (temperatura dptima entre 40° y 50°C'.

- Acidificantes muy enérgicos, hasta 2,7% de acido -

“inactivo o levdgiro,
- Actividad caseolitica notable.

Streptobacterium,

{Lactobacilius).

- Bastoncitos cortos, en cadenas.
~ Temperatura Optima cercana a 30°C.

~ - Acidificacion muy lenta, pero intensa {15 y mas) -

acido inactivo o dextrégiro.
- Actividad caseolitica.
Streptococcus {género conservado).

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




- Continuacion del cuadro 1.

B) Grupo Heterofermentativo : La produccidn de dci-
do- es mas débil; ademds del &cido lactice se Forman_
otros dcidos, sustancias diversas y CO,.

v, Bifidobacterium.

- Bastoncitos que se ahorquw]lan en los cu1t1vos V1e
jos.,

"~ Producen dcido acético en proporc1on elevada y dci
do lactico dextrogiro.

- Anaerobios : abundantes en las heces de los lactan
tes.

V. Betabacterium
{Lactobacillus).

- Formas en bastoncitos, produccidn de gas, de dcido
succinico, entre otros.

- No actuan sobre 1a caseina. Acido lactico 1nact1--
. VO.

VI Betacoccus.
* {Leuconostoc).

B - - Formas esféricas, semejantes a los estreptococos,-
pero el acido ldctico producido es levdgiro,
- Proceden de los vegetales en descomposicidn como -
remolachas.
- Fermentan las pentosas y descomponen las pectinas.
- Fermentacion viscosa con Ta sacarosa y produccidn_
de mucilago.

Entre paréntesis, las denominaciones actuales de los géneros,
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‘morfologia (bacilos y cocos Gram positivos, no esporulados, nula o rara_
movilidad) y fisiologia (metabolismo fermentativo, producto final princi
palmente dcido 14ctico, catalasa negativa, microaerofilicos y anaerdbi--

. cos, por sus requerimientos nutricionales son quimiorganotréficos y re--
quieren compuestos complejos, se desarrollan a temperatura media, es de-
cir, son mes6filos) (24).

Recientemente se colocd a las bacterias l&cticas en_.
una sola familia, la cual se dividia en dos tribus: la Streptococcaceae_
y la Lactobacillaceae. Posteriormente se modificé un poco esta clasifi-
cacifn y ahora estos microoorganismos se agrupan en dos familias: Lacto-
bacillaceae y Streptococcaceae (cuadro 2) (7,10,25).

CARACTERISTICAS GENERALES.

En Ta actualidad las bacterias ldcticas se identifi-
£an como cocus o bacilos Gram pusitives, inmbviles, no esporuladas, fer-
mentadoras de carbohidratos con prodﬂcciﬁn de dcido Tactico principalmen
te, tolerantes a los dcidos {se refiere a la capacidad para desarrollar-

- se a pH relativamente bajo), catalasa negativas, no poseen la citocromo-
oxidasa y son anaerobias facultativas o microaerdfilas {soportan tensio-
nes‘reduéidas de oxigenc). Sin embargo, todas estas caracteristicas con
‘excepcitn de la Gram positividad, admiten en 1a practica una cierta elas

ticidad o interpretacidn especial cuando no verdaderas excepciones (4,--
10,11).

El Qrupo de las bacterias ldcticas comparte una ca--
racteristica significativa : son exigentes en sus demandas nutricionales
pues requiéren'carbohidratos para satisfacer sus necesidades energéti- -
cas, aminodcidos como fuente de nitrdgeno y una variedad de *actores de._
crecimiento (11),

También presentan diversas propiedades, entre ellas_
se tiene que: no reducen los nitratos, presentan baja actividad proteoly
tica en la leche, degradan mds facilmente los disaciridos (maltosa, saca
rosa, lactosa) que las hexosas {glucosa, fructuosa, galactosa) de las --



Cuadro 2. Clasificacidn de las bacterias lacticas (4).

 Familia Anaerobiosis " Género’ géxentggién Grupo Especies ~ Principales Observaciones
["homo- S. pneumoniae - pardsitos
homa- pidgeno S. pyogenss, agalactiag Ppatdgenos
uberis
Streptococcus .f homo~ Téctico S, Jactis, cremoris,
: - . diacetilactis - -
o , homo- terméfilo S, thermophilus, bovis  ferm. l4ct.
.| facultativa 4 _ ' homo-~ enteroco~ - S, faecalis, licuefa-~ especies de los
Streptoco- ’ | - cos ciens © mostos.
ceaceae. Pediococcus homo- P. cerevisiae A
’ g Leuconostoc hetero- L. citrovorum, kefir ferm, lact,
estricta - Peptostrep- hetero- Ps. anaerobius, foeti- parasitos
: - Tococcus ' dis. ' " patdgenos
. meséfile L. cései, lantarum,
hofo- Teichmanii, bifidus
termdfilo L. lactis, heh(eiticus,.
ultativa | . bulgaricus, acidophi- )
facultativa ____________Lactpbacﬂh; ] lus, thennégh?gs_, - Fferm, lact..
‘delbruckii
kLactobaci- hetero- mesdfile L. brevis, pastorianus
aceae : terméfito L, fermenti, caucasicum
Eubacterium
estricta | g—%%@-big-t-e- pardsitos
Ramibacterium patdgenos
Cillobacte- - .
L rium



que estdn formadas; producen diversos tipos de dcido 1&ctico, algunas --
dan dcido dextrégiro, otras 4cido levdgiro y también se presenta el é;i-
do racémico inactivo (4).

Dentro -del grupo se designan como bacterias homofer-
mentativas a aquellas que producen fundamentalmente un 90% de &cido 1ac-
tico durante el proceso de la fermentacidn y bacterias heterofermentati-
vas ‘cuando 1o generan en un 50% y cantidades apreciables de otras.sustan -
cias como COZ, algoholes, aldehidos y fcidos orgdnicos. E1 género Strep
tococcus estd constituido por microorganismos generalmente homofermenta-
tivos, el género Leuconostoc - 1o constituyen principalmente microorganis
mos heterofermentativos y dentro del género Lactobacillus se encuentran
ambos tipos (10,11).

S Tanbién presentan diversos cardcteres que son de im-
portanc1a para los estudios de clasificacién, algunos de ellos se enun--"
cian a cont1nuac1on ‘

R. Cardcteres cito-morfolégjcds (4) :

: Las dos grandes familias de las bacterias lacticas =
se distinguen principalmente por la forma de la célula; la de los estrep
tococos es esférica y 1a de los lactobacilos es alargada. Sin embargo,-
los lactobacilos tienen formas diversas, desde el cocobacilo (bastoncito
muy corto, casi ovalado) hasta la forma filamentosa. La identificacién_
de las bacterias por observacidn al microscopio, nos permite resaltar al
gunos aspectos caracteristicos'de las cepas, sin embargo, el aspecto mi-
croscépico por si solo no permite la identificacién, ademds debe hacerse
con pfecaucién ya que existen dos causas principales de error:

. a) La modificacion de 1a forma de Tas c&lulas como -
consecuencia de un cambio importante en las condiciones del medio, por -
eJemp1o, pase de un medio so]1do a un medio 1iquido.

b)'Por efectos de 1a coloracibn a]gunas bacter1as -
alargadas pueden parecer estreptococos. -



B. Caracteres fisiolégicos (4) :

a) Los efectos de la influencia de la temperatura --
permiten obtener datos precisos para la clasificacidn. Es importante co
nocer 1a posibilidad de crecimiento de un cultivo a temperaturas relati-
vamente bajas (10° - 15°C) o relativamente altas (45°C). También es in-
teresante conocer la temorresistencia a 65°C - 60' (supervivencia tras_
una duracidn'de calentamiento de treinta minutos o mis).

b) La inhibici6n por cloruro de sodio a concentracig
nes de hasta 6. §% es un caracter 1mportante, sobre todo para los estrep-
tococos. Hay cepas que se.desarrollan abundantemente en presencia de es
tos inhibidores, mientras otras no se multiplican, '

€. Caracteres bioguimicos (4,17) :

a) La producc1on de gas carbénico (fermentacidn ga--
seosa de los azlicares) permite d1st|ngu1r las cepas heterofermentativas.

b) La capacidad de un organismos de fermentar (degra
dar) un carbohidratd especifico incorporado a un medio basico, producien
do dcido o dcido con gas visible, es una de las propiedades mis importan
tes para 1a clasificacion. Los productos finales de la fermentacidn bac
teriana varian con cada especie y depende del sistema enzimiatico existen
te en 1a eSpec1e y Tlas condiciones del medio ambiente. )

Es preciso realizar la prueba en condiciones bien de
finidas, ya gue es una de las mds sensibles a las condiciones experimen-
tales; la compos1c1on del medio de cultivo y el pH, tienen una gran in--
fluencia.

c) La produccidn de acetoina {o acetilmetilcarbinol)
determina la- capaéidad de. algunos microorganismos para producir un pro--
ducto final neutro (aceto1na), a partir de 1a fermentacion de la gluco--
‘sa, Esta produccidn se pone de man1f1esto gracias a reacciones colorea-
das muy simples, como la de Voges Proskauer,

d) Un organismo puede mostrar una o varias reaccio--
nes metabdlicas en un medio lacteo; cada una de ellas propia de una espe
cie determinada, ayudando asi a la identificacidm bacteriana, La leche_



tornasclada es un medic diferencial que se emplea para determinar varias
funciones metabdlicas de un organismo: fermentacidn de la lactosa {pro--
duccidn de dcido 1ictico principalmente); reduccidn del tornasol; forma-
cidn de codgulo, La accidn de 1a leche tornasolada se representa a ve--
ces por las letras: A=acidificacidn, C=coagulacitn y R=reduccidn, que se
colocan en el orden deseado. ' A

e) Comprobar 1a presencia de la enzima catalasa nos_
ayuda a la diferenciacidn entre géneros y también entre las especies. La
enzima catalasa se encuentra en 12 mayoria de las bacterias aercbias y -
anaerobias facultativas que contienen citocromo; por lo general, los or-
ganismos que no poseen citocromo carecen también de la enzima catalasa y
por 1o tanto no pueden descomponer el perdxido de hidrSgeno. E1 perfxi-
do de hidrigeno, si se deja acumular es téxico para las bacterias y pro-~
duce su muerte. ‘

f) Otra determinacidn que es Gtil para diferenciar -
géneros y especies, es 1a presencia de la enzima oxidasa. Esta reaccion_
de 1a oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa, es
te sistema sdlo se encuentra, por lo general, en los organismos aerdbi--

¢cos, 1o que los hace capaces de utilizar el oxigeno en el proceso de Ta_
respiracion aerdbica.

Todas las caracteristicas mencionadas con anteriori-

dad tienen una gran relevancia a nivel prictico por diversas razones (3,
4,8),

a) La produccidn de &cido ldctico y disminucidn del_
pH son importantes ya que, en algunos productos, se 1levan a cabo condi-
ciones de acidez que van a inhibir el desarrollo de bacterias putrefacti
vas, aumentando 1a vida de anaquel de dichos productos.

b) Porque establecen condiciones fisicoquimicas favg
rables para diversas transformaciones aplicables en 1a industria l&ctea,
rpor,eaemplo, el desuerado de la leche en la produccidn de quesos,

c) Por desarrollar sabores y olores deseados en los_
alimentos. ‘ ‘
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‘d) Porque son importantes en 1a dieta humana, sobre__
‘todo para individuos.con problemas de intolerancia a la lactosa, ademds_
- de fortalecer la flora bacteriana intestinal ejerciendo una accidn anti-
séptica por 1a produccidn de dcido lactico.

e) Por 1a producciﬁn a nivel industrial de dcide 1ac
tico. o '

f) Por 1a produccion de enzimas que intervienen en -
1a degradacidn de las proteinas, en especial de la caseina en el curso -
del afinado de los quesos.

g) Por-su caricter inhibitoric debido a la produc- -
cidn de antibidticos, por ejemplo, Ta nisina y diplococcina producidas -
por estreptococos.

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

i} Por su utilizacidn en valoraciones microbioldgi--
cas de vitaminas y aminoécidos aprovechando sus exigencias nutricionales,

DISTRIBUCION Y MEDIOS DE CULTIVO

. £l grupo de las bacterias lacticas se encuentra am--
pliamente distribuido. Pueden aislarse de una gran variedad de fuentes, -
tanto de naturaleza vegetal como animal,

. Se les encuentra en abundancia en los productos vege
tales; ‘tambidn existen normalmente en una gran variedad de alimentos, --

tanto crudos (verduras, frutas) como procesados (lacticineos, cirnicos)_
(11). ‘

En los humanos, las bacterias ldcticas se localizan_
" en el intestino, cavidad oral y vaginal, jugande un papel importante directa
e indirectamente en lasalud. Y especificamente, los lactobacilos 1legan_
a ser muy abundantes en 1a materia fecal (11).

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

Su rango de temperatura es de 5° - 53°C, pero el op-
timo va de 30° - 40°C, generalmente son acidiiricos, el pH Gptimo es de -
5.5 a 5.8,

Se pueden amar de productos ldcteos y carmcos, -
agua, aguas residuales, cerveza vinos, fruta, jugos de fruta y vegeta—-
les en conserva. Se Tes encuentra en la boca, tracto intestinal y vagi-
na de muchos amma'les homeotermos -incluyendo al hombre,

Género Streptococcus (7) :

Su forma celular va de esférica a ovoiue, se presen-
tan en pares o en cadenas cuando crecen en un medio hqmdo‘ Son Gram -
positivos y no moviles.

‘ Son quimiorganotrdficos con un metabolismo fermenta-
two, predominando como producto final de 1a fermentacidn de 1a glucosa,
el dcido lictico dextrorotatorio (homofermentativos), algunas especies -
fermentan Acidos orgémcos {milico y cwtmco) y aminodcidos (serina y ar

ginina}. Los pigmentos solo se encunntran en los grupos B y D pudiendo_
ser rojos o amarillos.

.Preséntan una reaccidn negativa a las pruebas de ben
zidina y catalasa, ”

Son anaercbios facultativos, el oxigeno u otres acep
tores de hidrdgeno, pueden alterar los productos finales del metabolismo
de los carbohidratos; el perdxido de hidrbgeno puede ser acumulado en -~
presencia de oxigeno, -

Los requerimientos nutricionales son complejos y pue
den involucrar aminoacidos, purinas, purinas, pivimidinas, péptidos, vi-
taminas y ocasionalmente dcidos grasos y altas tensiones de COZ'

La temperatura dptima es alrededor de los 37°C, la -
temperatura minima y m&xima varian con Ta especie.

Se encuentran en e} tracto ahmenticw de rumiantes,
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heces humanas, leche y productos lé_cteos.
| : éénero Leuconoctoc (7) :

Las célu]as presentan forma esférica y a veces se ob
serva la forma lenticular, generalmente se encuentran en pares o cadenas.
No son mdviles. Son Gram positivos y no esporulados.

“Son quimiorganotrdficos y requieren medios de culti-
" vo ricos en aminodcidos, dcido nicotinico, tiamina, dcido pantoténico y
biotina. ’

El cre¢imiento depende de un carbohidrato fermenta--
ble; 1a glucosa es fermentada con la produccidn de dcido ldctico D{-), -
etanol y COZ‘ Algunas cepas tienen un mecanismo oxidativo y en lugar de
producir alcohol forman dcido acético.

Son catalasa negativa, no tienen citocromos.

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

No son proteoliticos. No producen indel, No redu-- .
cen los nitrates y no son hemoliticos. ‘

Son anaerobios facultativos, su temperatura Optima - _
estd entre 20° y 30°_C. No son patégenos para los animales y el hombre.

Se.pueden ajslar de soluciones dzucaradas, vegetales
fermentados, vinos y productos lacteos.

CULTIVOS INICIADORES

Los cultivos ldcticos iniciadores pueden definirse -

cofo las mezclas de bacterias productoras de dcido lactico y otros com--

_ puestos aromiticos (como dcidos voldtiles y diacetile), que se usan en -

' la'preparacién_ de diferentes variedades de productos de 1a industria ali

mentaria y que le;confieren a éstos, caracteristicas deseables en cuanto

al aroma, sébOr,' textura 'y apariencia, ademis de ayudarles en su preser-
vacidn {8). '
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Por otra parte, para que los cultives iniciadores 1o

gren hacer los cambios deseados.a 1a leche y obtener un producto de bue-

na calidad, es necesario que estos cultives lacticos cumplan con las ca-
racter15t1cas siguientes (8) :

a) Contener en forma ba1anceada los tipos de microor
ganismos deseados.

b) Poseer la capacidad de desarrollarse bajo las con
diciones de uso y efectuar los cambios biogiiimicos deseados durante la -
manufactura y maduracidn. : '

¢) Estar libres de contaminantes.

La aplicaci6n de los cultivos iniciadores en los pro
tesos de manufactura de los derivados lacteos, se inicid con el ya cita-
do cultivo de Starch y Conn, a partir del cual se han desarrollado diver
505 cultivos comerciales producidos con cepas puras, &stos los podemos -
dividir en (20) :

1, Cultivos simples : formados por una sola cepa . -
{16,20). ‘ '

2. Cultivos mltiples : formados por dos o mis cepas
del mismo género y especie (16,20).

3. Cultivos mixtes : formados por mezclas de cepas -
de géneros y especies diferentes (16,20},

4, Cﬁ}tivos miltiples mixtos : elaborados con la com
binacién de cultivos miltiples, usando cepas de -
‘ . géneros y especies diferentes (16,20).

. , La preparac1on de estos cultivos 1n1c1adores se hace
con dos fines espectfwcos.

1. Para productos donde se requiere Gnicamente la -~
produccién de &cido lactico (3). ‘

Dentro de este grupo encontramos los cultivos de una
sola. cepa, que presentan 1a desventaja de ser muy sensibles a 1a inva ==
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si6n por bacteridfagus, dado que éstos son especificos para cada cepa, -
la 1ndustr1a 1éctea atiliza la rotac1on de cultivos como un método de --
" prevencion de: contannnac1on fagica, pero tienen como consecuencia una va
riacion en Tla calidad del producto auingue e1lo ocurre dentro de limites_
aceptables.

En cuanto a Tos cultivos de cepas miltiples, se apro
vecha el efecto simbidtico entre Jos microorganismos para su desarrollo_
y 1a diferencia de cada uno en Ta velocidad de produccion de acidez para
evitar sabores amargos, ‘

2. Para produ&tos donde ademds de producir acido se_
requiere el desarrcllo de compuestos responsables
del sabor y aroma (3) :

Dentro de este grupo encontramos los cultivos mix- -
tos, en Tos cuales una espetie es productora de dcido lacticoy otros de_.
los compuestos reponsables del sabor y aroma, Este tipo de cultives tig

_nela ventaja de que-si la cepa principal es atacada por bacteriéfagos,- -
las demds son capaces de llevar a cabo a su fin la fermentacidn.

Los. cultivos mﬁltip]es mixtos estan formados por ce-
‘pas mitiples de especies productoras de dcido, sabor y aroma.

En el siguiente cuadro se presenian los cultivos ini
ciadores involucrados _en la elaboracidn de algunos productos ldcteos --
(16,18,21).



Cuadro 3.
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Microorganismos- involucrados en la elabo-
racion de ciertos productos derivados -
de 1a leche,
Cultivo Principal fun- Producto
¢idn conocida
L. bulgaricus acido Yoghurt, quesos:
L. casei sabor suizos,’ita‘sia-
L. helveticus . nos, Emmental,
L. lactis
L. acidophifus ~4cido Crema_dcida, lg
, ches acidas.
S. thermophilus dcido Yoghurt, quesos
. - ' italianos, Emmen
tal, Cheddar,
S. lactis &cido ‘Crema dcida, to
: L + dos los ‘tipos_
de -quesos y -.
fermentos,
S. durans acido Queso blando,:
S. Taecalis - sabor Cheddar y a]gl’l—
' nos quesos sui-
05,
-Leuc, dextranicum sabor Crema icida, -
Teuc. citrovorum aroma “queso cottage.
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IMPORTANCIA DE LOS PRODUCTOS LACTEOS

: Debido a las caracteristicas atribuidas a los produc
tos 1acteos fermentados, existe en'el mundo una marcada tendencia por el
- consumo de estos productos. E1 auge de estos productos se puede notar ~
“en las estadisticas de consumo de paises como Estados Unidos de Nortedme
rica en el que desde 1960 el consumo per capita de yoghurt ha sido dupij
cado (23}, para el afio de 1983 se tuvo 1.45 kg (2.3 1b) per capita (15);
en la U.,R.S.S. el consumo de cultivos de leche mds crema fue de 1331 to--
neladas para el afio 1983; en Francia para este mismo afio se consumieron_
230 toneladas de queso fresco (13).

€n nuestro paié también se presenta dicha tendencia_
-y se tiene calculado que para el afio de 1990 el consumo total de queso,-
mantequilla, crema y yoghurt serd de 368000 toneladas -(8). Sin embargo,
al revisar la posicidn de 1a industria alimentaria en México, nos encon-
tramos con el hecho de que nuestro pais no es productor de los cultivo-
iniciadores 1acticos. Como consecuencia de &sto, en nuestro pafs se tig
ne 1o siguiente: ' '

a)"Una variedad de productos tipicos producidos a ni

vel artesanal sin ninglin control, en donde 1a calidad de los mismos va a_

'~ depender de las materias primas utilizadas y de 1a flora contaminante na
tural que éstas presenten (8). '

v b) La industria alimentarira que produce en pequefia_

‘0 gran escala estos productos, la cual requiere de cultivos iniciadores_
léctico'_s ya comercializados, va.a depender de la importacidn de los mis-
mos- (8). . ' ‘ '

Tambi&n cabe resaltar que con la continua devalua- -
~ Cibn de nuestra.moneda, cada vez serd mis alto el costo de importacién -
" de Tos cultivos iniciadores (cuadro 4) {(8).
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~Cuadro 4, Vollmenes de importacidn de los
N  cultivos iniciadores lacticos,-
asi como su costo.

Afic Voldmen Valor (d11s)  Peso/ Valor en Pesos/
D ‘(Kg) - Dolar . Pesos Kg
1980 8 685 194 383 25 4 859,575 569
1981 37 921 459 526 25 11 488,150 - 307
1982 50 430 469 253 100 46 9251300 930
1983 18 278 208 002 150 31 200,300 1707

Debido a la importancia que tienen las bacterias lic
ticas como cultivos. iniciadores en la produccidn de derivados 1dcteos y_
tomando en cuenta que en México, a la fecha, no se posee la tecnologia -
adecuada para la producciéh y conservacion de los cultivos iniciadores,-
* se tiene como consecuencia que 12 industria lictea se enfrenta a la pro=
blemitica de no contar con suficientes proveedores nacionales de dichos_
Cultivos, 1o que origina que la produccidn dism%nuya significativamente_
y con ello se incremente el costo de los productos.

A efecto de poder brindar una solucin adecuada a es
ta problémitica, el presente trabajo se ha realizado con la finalidad de
Jograr los siguientes objetivos : aislar bacterias licticas a partir de_
productos elaborados con leche e identificar las bacterias aisladas de -
los productos antes mencionados. ’

En trabajos posterjores se llevard a cabo la caracte
rizacidn, conservacidn y produccién de cultivos iniciadores, asi como la -
implementacion de un banco de cepas lacticas,
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. MATERIAL Y METODOS
Para a realizacion de este trabajo se utilizd el ma

terial que, en genera'l, se encuentra en un laboratorio comﬁn de Microbio
logia de alimentos.

MUESTRED
Las muestras que se utilizaron fueron de diversas -

marcaé y se obtuvieron de tiendas comerciales. Se trabajaron un total -
de 51 muestras distribuidas de )a siguiente manera:

Producto No. de Muestras

Mantequilla 7

Crema 5

Yoghurt 20

Queso 19

Total ' - 51
AISLAMIENTO

, Para realizar el aislamiento de Tas bacterias- leti-
~ cas se utilizaron Yos méqios de cultivo APN (Actidiona- Polimixina B-Ni-
trito de Sodio) y MRS (Man-Rogosa-Sharpe) por ser los recomendados en Ja

. bibliografia consultada"(z,ll). Los medios de cultivo y reactivos que -

. 'se enuncian a o largo de este capitulo se pueden revisar en el apéndi-~
" ge, ’
El aislamiento se realizd en condiciones de esterili

_dad, de acuerdo a la siguiente técnica (2) :

1) Se pesaron 10 g de 1a muestra en cuestidn.
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2) Se resuspendieron los 10 g en 90 ml de sol, sali-

na al 0.85% y se licuaron por espacio de 30 a 60 segundos aproximadamen-
te (dilucidn 1:10).

3) De la dilucidn anterior se tomd 1 ml y se coloch_
en un tubo de ensaye que contenia 9 mi de sol, salina al 0.85%, asi se -
obtuvo la dilucidn 1:100, Se procedié de la misma manera y se obtuvie--
ron Jas diluciones 1:1000 y 1:10000,

4) Se inoculd 0.1 m de la dilucién 1:100, 1:1000 y
.1:10000 ‘en placas que contenian el medio APN y posteriormente se homoge
nizd con varilla de vidrio. ’

§) Se incubaron las p]acaé a 37°C y 41°C durante 72_
horas en atmbsfera parcial de (O, (Esquema 1} (2),

6) Se seleccionaron las colonias de bacterias licti-
cas de las placas que presentaron crecimiento escogiendo diferentes colg
nias y sembrdndolas cada una en placas que contenian el medio de APN, se
incubaron a 37‘fC o 41°C por 48 horas en atmbsfera parcial de C0,. Este
paso se repitid las veces necCesarias hasta tener cultivos puros.

4 A continuacidn, se ohservé la morfologia microscopi-
ca de las bacterias de cada colonia aislada por medio de la ‘tincion de -
gram (19). Y a cada colonia aislada se le realizd la prueba de la cata-
Tasa. '

| 51 las observaciones anteriores indicaban que las -~
bacterias presentaban forma de cocos o bacilos Gram positives y que da--
ban una reaccidn negativa a la prueba de la catalasa, entonces 1a colo--
nia se sembrd en un tubo con medio MRS inclinado. Los tubos se incuba--
ron a 37°C o 41°C durante 48 horas en atmdsfera parcial de C02.

A los tubos aue presentaron crecimiento se les adi--
- ciond aceite mineral estéril y se guardaron en el refrigerador, de esta_
manera se mantuvieron para su posterior identificacién bioguimica.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS

MANTEQUILLA | :
PESAR I0gr J CREMA |- 90mLde SALINA 085 %
DE MUESTRA ] YOGHURT | o
QUESO |
L ‘ . X J

LiCUAR APROXIMADAMENTE
30 seg

. DlLUClON DILUCION - DILUCION
DILUCION 107! o3 0-%

|

- Méono
APN
¥

INCUBAR A 37°C /72 HRS.
EN ATMOSFERA PARCIAL DE CO»
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IDENTIFICACION BIOQUIMICA

\ Antes de iniciar la identificacién bioquimica se -
comprobd que las cepas aisladas fueran cocos o bacilos Gram positivos y_
que respondieran negativamente a la prueba de la catalasa y oxidasa.

A continuacién se describen las pruebas que se-eonsi
deran como presuntivas para las bacterias lacticas (9,17).

1) Catalasa : Para realizar dicha prueba se siguid -
el método del portacbjetos, el cual consistid en recoger con una asa de_
inoculacion el centro de una colonia obtenida de un cultivo puro de 18 a
24 h y se colocd sobre un portaobjetos, a continuacién se agregd una go- .,
ta de H202 al 30% sobre el organismo y se observd la inmedjata formacion
de burbujas (liberacidn de gas) tomando lo anterior como un resultado po
sitivo.

2) Oxidasa : Se ocuparon tiras de papel impregnadas__
con reactivo, de marca Pathotec de General 8 Diagnostics, Se colocd la_
tira de prueba en una caja de ‘petri; usando una asa bacterioldgica, se -
tomé el centro de una colonia pura obtenida de un cultivo de 18 a 24 h y
" se coloch en la zona con reactivo (rosa-gris) de 1a tira de prueba; se -
frotd el indculo en esta zona y se observd despuds de 30 segundos el co-.
“lon en el &rea fnoculada de 1a tira de prueba. En una prueba positiva ~

la enzima citocromo oxidasa acopla el alfa naftol y N,N-dimetil-fenildia-
mina y forman el indofenol el cual es un producto azul’ brw]lante En una
* prueba negativa no se presenta el color azul.

: Para 1a identificacidn bioquimica de las cepas se --
realizaron las siguientes: pruebas, las cuales son las recomendadas por -
1a literatura (9,17).

Pruebas de identificacidn:

1) Fermentacidn de Carbohidratos:
Rafinosa, Dextrosa, Dulcitol, Maltosa
Manosa, Manitol, Fructuosa, Sacarosa .
Lactosa, Serbitol, Ce10b1osa, Xilosa
Galactosa.
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~ 2) Produccibn de Acetoina.
3) Prueba de Ta Leche Tornasolada.
4) Sobfevivencia a:
. 63°C, 60* y a 85°C,30'

5) Crecimiento a diferentes concentra
ciones de NaCl : 2%, 4% y 6.5% .

A Las pruebas de idenitificacidn de fermentacidn de car
bohidratos, produccidn de acetoina, leche tornasolada, sobrevivencia y -
crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl, se realizaron a partir
de cdftivos puros en caldo MRS incubados de 18 a 24 h de las cepas aisla
das, con el objeto de partir de indculos homogéneos; a continuacion se -
describen brevemente las pruebas,

1) Fermentacidn de Carbohidrates : Se prepard caldo_

MRS modificado en tubos de tapdn de rosca de 13X100 conteniendo 3 ml ca-

da uno; posteriormente se agregd 0.5 ml de la solucion madre del carbohi

‘drato deseado estéril en una concentracidn final de 1%, en condiciones -
de esterilidad. A continvacion se adicionaron, con pipeta pasteur, dos_

gotas de 1a cepa a probar a los tubos que contenian los diferentes carbo

‘ hidratosi Se incubaron a 37°C en atmdsfera parcial de CO2 por 24 horas.

-Ya que se tuvo crecimiento bacteriano en los tubos -
'se procedid a 1a Tectura 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 coloracidn en el tubo se tornaba roja se in--
terpretd como un resultado negativo y si se observaba un color amarillo_
se tomd como un resultado positivo (el microorganismo utiliza como Gnica
- fuente de carbono el carbohidrato a probar). Se incubaron nuevamente -~
los tubos, bajo las mismas condiciones, por espacio de 24 horas mds y se
, procedié a 1a lectura de las 48 horas, de esta manera se corroboraron --
los resultados obtenidos.

‘ 2) Produccién de Acetoina : Se utilizd el medio MR--
VP de Bioxon de México prepardndose conforme a las especificaciones del_
fabricante.” Se prepard el medio en tubos de tapdn de rosca de 13X100 -
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conteniendo 3 ml cada uno; se inoculd cada tubo con dos gotas de la cepa
en cuestidn y se incubaron a 37°C en atmdsfera parcial de CO2 por 48 ho-
ras. A continuacidn se agregé primero 0.6 ml de una solucibn alfa naf--
tol al 5% y en segundo lugar 0.2 m} de una solucion de KOH al 40%; se -
agits el tubo suavemente para exponer el medio al oxigeno atmosférico a
fin de oxidar la acet01an y obtener una reaccién de color; se incubd el_
tubo de 10 a.15 minutos antes de la interpretacitn del vesultado. Una -
reaccidn positiva se tomd cuando se obtuvo un color rojo rosado en la sy
perficie del medio (presencia de acetoina) y una reaccidn negativa cuan-
do se presentd un color amarillo en 1a superficie del medio (el mismo co
lor del reactivo).

3) Prueba de la Leche Tornasolada : Se utilizd el me
dio de Leche Tornasolada de los laboratorios Difco preparandose confor-
me a las especificaciones del fabricante. Se prepard el medio en tubos_
de tapon de rosca de 13X100 conteniendo 3 ml cada uno; se inoculd cada -
tubo con dos gotas de Ja cepa a probar y se incubaron a 37% U en atmosfe
ra parcial de CO2 por 48 horas. A continuacifn se realizd la lectura de
1a prueba tomdndose como fermentacion de la lactosa cuando la leche tor-
nasolada present6 un color rojo-rosado, debido a la produccidn principal
mente de dcido léctico,'ya que el medio inicialmente es de color azul -
purpiira cuando no estd inoculado; cuando las bacterias no fermentan la --
lactosa pero ac%ﬁan sobre las sustancias nitrogenadas que se encuentran_
en la leche, se libera amoniace dando en consecuencia un pH alcalino que
se manifiesta en un color pirpura azulado. La reduccion del tornasol se
manifiesta por el cambio del color del medio a color blanco y esto se 1o
gra cuando los organismos son capaces de reducir el tornasol a una leuco
base. Las bacterias 1dcticas son capaces de formar un codgulo el cual -

tiene Ta caracteristica de ser firme, gelatinose y que no se separa ficil
mente de las paredes del tubo; se produce el codgulo por la prec1p1ta- -
- cion de -1a caseina provocada por los dcidos organicos a partir de la lac
tosa. La digestxon 0 peptonizacidn de 1a caseina se produce cuando la -
bacteria que se desarrolla en la leche tornasolada contiene la enzima --
proteolitica caseasa y esto se manifiesta por la formacién de una parte_
acuosa en 1a superficie del codgulo. También se puede observar la forma
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cion de gases como resultado final de la fermentacidn de Ta lactosa pro-
duciéndose una fermentacidn turbulenta.

4) Sobrevivencia a 63°C durante 60 minutos y a 65°C_
durante 30 minutos : En dos tubos con caldo MRS se inoculd la cepa desea
da y enseguida se sometieron a bafio Maria, uno a 63°C durante 60 minutos
y el otro a 65°C durante 30 minutos, posteriormente se incubaron a 37°C_
en atmosfera parcial de C()2 pdr 24 horas y se observé si se presentaba o
no crecimiento.

5) Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl_
(2%, 4% y 6.5%) : Se inoculd cada una de las cepas en tubos con caldo -
MRS que contenian NaCl a las concentraciones correspondientes y se incu-
baron a 37°C en atmisfera parcial de 002 por 24 horas y se observd si ha
bia o no crecimiento,
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III. RESULTADOS

Para el aislamiento realizado en el presente trabajo
se obtuvo que de las 51 muestraé, 20 resultaron positivas, 14 negativas_
y 17 “"no viables".. Las muestras positivas se refieren a aquellos prqduc-
tos de los cuales se pudieron aislar microorganismos pertenecientes al -
grupo de las bacterias lacticas; las muestras negativas se refieren a --
los productos en los que al realizar el aislamiento, no se obtuvo ningilin
tipo de crecimiento microbiano, o bien, se encontraron microorganismos -
no pertenecientes al grupo de las'bacterias lacticas; y las muestras con
sideradas como "no viables" se refieren a los productos de los que se ---
aislaron bacterias lacticas pero que en el transcurso del aislamiento, -
purificacion e identificacion perdieron su viabilidad (cuadro 5).

Cuadro 5. Aislamiento de bacterias lacticas
a partir de productos derivados -
de ‘1a leche.

Producto Muestras Mues ti-as Muestras Total
Positivas Negativas "No Viables"

Mantequilla 4 2 7
Crema 1 2 5
Yoghurt 9 6 20
Queso ' 12 0 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 lacticas,-
239 perdieron su viabilidad en alguna de las etapas del estud1o y 94 ce-
pas pertenecieron a microorganismos no lacticos.
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Para las muestras de mantequilla se obtuvieron en to
tal 29 cepas, en las muestras de crema 87 cepas, para el yoghurt 180 ce-~ -
pas y para las muestras de queso 173 cepas. EIl niimero de cepas de bacte
rias ldcticas, cepas de microorganismos que perdieron su viabilidad y ce
pas de microorganismos no licticos que se obtuvieron para cada producto
analizado se encuentra representadoe en el cuadro 6.

Cuadro 6. Microorganismos aislados de
productos 1acteos.

Producto Bacterias Mjcroorganismos Otros Micro Total
Lacticas "No Viables" organismos
Mantequilla 3 (10.343) .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 (38.153) 100 (57.80%) 7 ( 4.08%) 173
Total - 1% 239 on 49 .

Del total de cepas qbtenidas en el aislamiento fue -
en las muestras de queso donde se obtuvo el porcentaje mayor (38.15%) de
cepas de bacterias lacticas, en las muestras de crema se tuvo el mis al-
to porcentaje (67.81%) de cepas de bacterias licticas "no viables" y en_
las muestras de mantequilla fue donde se obtuvo un mayor porcentaje --
(44.82%) de microorganismos no lacticos.

En To que respecta a 1a identificacidn bioquimica, -
los resultados experimentales obtenidos se compararon con los tedricos -
de.la bibliografia consultada (3,7,9,20), 1a que sefiala que la similitud
de caracteristicas teSricas debe ser jgual o mayor al 80%, las caracte--
risticas tedricas se presentan en los cuadros 7 y 8,



Cuadro 7, Comportamiento bioquimico tedrico de bacterias
1acticas correspondientes al género Lactobaci-

1lus..
Prueba 3 1 2 3 45
Gram ' + + + + +
Catalasa - - - - -
Oxidasa ’ - - - - -
Sobrevivencia a: .
63°C 60' - - - - -
65°C - 30 ‘ - - - -
Prod. de Acetoina d d -
Crecimiento en NaCl:
2% - + + + +
4% + + - -
6.5% d d - -
Fermentacitn de Car-
‘bohidratos:
Rafinosa - + d - - -
Dextrosa + + + + + -+
Dulcitol d d d - s -
Maltosa d + + - + 4+
Manosa + + + - ¥ -
Manitol + + - - - S
Fructuosa + + + + + -
Sacarosa d + + - + -
Lactosa + + + + + +
Sorbitol + + - - - -
Celobiosa + + d - - -
Xilosa - d - - - -
Galactosa + + + + + +
Leche Tornasolada . ACR ACR ACR ACR
1. Lactobacillus casei 4, Lactobacillus bulgaricus
2. Lactobgci”us plantarum 5. Lactobacillus lactis
3. Lactobacillus acidophilus 6. Lactobacillus helveticus

Simbolos: Reaccidn poéitiva + 3 Reaccidn negativa - ;
Reaccidn variable d ; Acidifica, Coagula, Reduce ACR.



Cuadro 8. Comportamiento bioquimico tedrico de bacterias
Jacticas correspondientes a los géneros Strep-
tococcus y Leuconostoc,

Prueba : , 1 2 3 4

' Grém + + TR
Catalasa - - - -
Oxidasa - - Ao -

Sobrevivencia a: -

63°C 60' ‘ + + 4+ -
65°C - 30° + + + -
Prod. de Acetoina - - - +
Crecimiento en NaCl :

4%
6.5%

Fermentacidn de Car-
bohidratos :-

+ 4 +
]
-+
+ +

+
]

Rafinosa
Dextrosa
Dulcitol
Maltosa
Manosa
Manitol
Fructuosa
Sacarosa
Lactosa
Sorbitod
Celobiosa
Xilosa L -
Galactosa L+

Leche Tornasolada ACR ACR ACR ACR

+
+
+A+
-+

.| +‘++.+++
l++l’lll
|+l+_|f+
+ 4+ + + + o+ F

1
+ +
]

H

L

+ - F

. Streptococcus faecalis var. licuefaciens
. Streptococcus thermophilus

. Streptococcus Jactis

. Leuconostoc -Tactis

. Leuconostoc cremoris

(S AN X e

Simbolos -2 Reaccifn positiva + 3 Reaccidn negativa - ;
Reaccidn variable d 3 Acidifica, Coagula, Reduce ACR.
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‘De acuerdo a la identificacion bioquimica realizada_
se obtuvo que de las 136 cepas aisladas correspondieron al género ggggg;
bacillus 111 (81.61%) cepas, al género Streptococcus 23-(16.92%) cepas;
y 2 (1.47%) cepas al género Leuconostoc (cuadro 9).

Cuadro 9. Géneros identificados mediante pruebas

bioguimicas.
Género No. de Cepas Parcentaje
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 Lactobacillus; 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_
Streptococcus y 2 al género Leuconostoc (cuadro 10).
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Cuadro 10. Géneros identificados mediante pruebas - |
\ bioguimicas a partir de productos ldcteos.

Producto No. de Cepas . Género
Mantequilla 3 Lactobacillus
Crema 23 ' Lactobacillus
Yoghurt a4 ~ Lactobacillus
Queso 41 Lactobacillus -
23 , Stregtocoécus
2 Leuconostac

En el cuadro 11 se presentaﬁ Tos resultados obteni--
dos en la identificacion de las cepas aisladas a nivel de especie.

Cuadro 11. Identificacidn de bacterias lcticas aisladas
de productos derivados de la leche,

. Producto’ Muestra Cepa " Género. Especie

7

casei 0
plantarum.
casei

casei o
plantarum
casei o

ylantarum -
Ei. Tactis

.

Mantequilla A 1,2,3 Lactobacillus

| (ol [ and

-

Crema - B 1,3,6,2,9 Lactobacillus
' 4,5,8 Lactobacillus

2 Lactobacillus

ol Jrie I

Y
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Cuadro 11, Identificacidn de bacterias ldcticas
* aisladas de productos derivados de
1a. leche -{continuacidn).

Muestra Cepa

Producto Género Especie
Crema . C 4,10,13 Lactobacillus . L. casei
2,14 Lacteobacillus L. lactis
1,7 Lactobacillus L. helveticus
3,9,11,12 Lactobacillus " L. casei o
, L. plantarum
T 3,56 Lactobacillus L. casei 0
L. Tactis
Yoghurt D 1 Lactobacillus casei o
L. plantarum
Yoghurt E 4,7,8,9,10, Lactobacillus L. casei
: 12,13,14,15,
18,19,20,21,
22,23
- 1,2,3,5,6, Lactobacillys L. casei o
1 ’ L. plantarum
6,17 Lactobacillus L, casei o
‘ L. Tactis
. Yoghurt F 1,2,3,4,5, Lactobacillus L. casei
; 6,7 :
Yeghure 6 1,458  Lactobacillus L. casei
’ ' 2,3,6,7 Lactobacillus L, casei o
L. Tactis
' Yoghurt - H 1,2,5 Lactobacillus L. casei
3,4 Lactobacillus L. casei o
- L. plantarum
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Identificacidn de bacterias lacticas -

Cuadro 11, .
aisladas de productos derivados de-
1a leche (continuacidn).
Producto Muestra Cepa Género - Especie
Queso I Lactobacillus L. casei
: Lactobacillus L. casei 0
L. plantarum
Queso J 7,10,12,13, Lactobacillus L, lactis
9 Lactobacillus L. casei o
L. piantarum
1,2,4 Streptotoccus S, faecalis var.
) ‘Ticuefaciens -
3,8,11 Streptococcus S. faecalis var,
Ticuefaciens o
. S. thermophilus
5,6 Streptococcus S. faecalis var,
' licuefaciens ‘o
S, lactis
" Queso kK. 3 Lactobacillus L. lactis
1,2,3,4,5,6 Lactobacillus L. casei o
: _T:'_ lan tarum
Queso L 1 Lactobacillus L. casei 0
S L. plantarum
Queso M 5 Lactobacillus L. casei o
_ ' - L. plantarum
3,4 _Lactobacillus L. plantarum
e o P et
2,8 . Streptococcus S. faecalis var.

Ticuefaciens
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Cuadro 11. Identificacidn de bacterias lacticas

* ajisladas de productos derivados de
la Jeche -{continuacién).

Muestra  Cepa

Producto ~ Género Especie
1 Streptococcus S. lactis
Streptococcus S. fagcalis var,
icuefaciens 0
' , S, lactis
7 Leuconostoc L. lactis
Queso N ' 9,16 Lactobacillus L. casei
' 3,7,10,11, Lactobacillus - L. lactis
12,14,17 .
13,15 Lactobacillus L. casei o
‘ L. plantarum
4 Lactobacillus L. casei o
L. acidophilus
8 " 'Streptococcus S. faecalis var,
licuefaciens -
2 Streptacoccus S. lactis
1,5,6 Streptococcus S. faecalis var.
Ticuefaciens o
S, Tactis ;
Queso 0 2 Streptococcus  S. faecalis var.
, - licuefaciens
1 Streptococcus S. faecalis var.
Ticuefaciens o
S. Tactis
. Queso P '1,2,3  Lactobacillus L. lactis
Queso Q 1 Streptococcus S, lactis
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Cuadro 11, Identificacion de bacterias lacticas
aisladas de productos derivados - de
Ta leche (continuacidn)..

Producto Muestra  Cepa Género - Especie
Queso R 1,2,3,4,5 Lactobacillus L. Jactis
' -7 Lactobacillus - L. casei o
: ' ‘L. acidophilus
6 © Streptococcus 'S. lactis
Queso S 2 Lactobacillus L. lactis
1 Lactobacillus L. caséi o
L. plantarun
3 : Streptococcus 3. faecalis var.
Ticuefac] Ticuefaciens
Queso - T Streptococcus S, faecalis var.
v : ' T Ticuefaciens
2 Leuconostoc L. lactis

‘ A) 1levar a cabo la identificacidn bioquimica nos en
contramos con cepas que presentaron al mismo nimero de caracteristicas -
similares a las tedricas para 2 6 3 especies, por 1o que se designaron -
como cepas de especies de clasificacidon incierta. De Tas 136 cepas de -
bacterias ldcticas se encontraron 82(60.29%) especies de clasificacidn -
definida y 54(39.71%) especies de clasificacion 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 tu
vieron 13(56.52%) cepas de especie definida y 10(43 48%) cepas de espe--"

cie incierto; y para el genero ‘Léeuconostoc 2(100%) cepas de especie defi ‘
nida (cuadro 12)
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“Cuadro 12, Identificacidn de especies de
clasificacidn definida e'in

cierta,
Género Especies Especies Total-
v : Definidas Inciertas
Lactobacillus 67 (60.36%) 44 (39.64%) - 111
Streptococcus 13 (56.52%) 10 (43.48%) zé
Leuconostoc 2 {100%) - 2
Total- 82 (60.29%) 54 {39.71%) 136

En el cuadro 13 se presentan las especies identifica
das del género Lactobacillus en cada producto analizado, en donde se ob-
tuvo que la especie incierta L. casei o L. plantarum fue la dominante -~
parg 1as'muestras de mantequilia, 1a especie L. casei fue 1a que se obtu
vo con mayor frecuencia en las muestras de crema y yoghurt, para las -

__muestras - de queso 1a especie L. lactis fue 1a que se presentd con wmis -
frecuencia,
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Cuadro 13, Especies del género Lactobacillus
' ‘jdentificadas mediante pruebas =
bioguimicas, obtenidas de produc-

tos lacteos.

Producto ‘ A B C D E F G H

Mantequilla - - - 3 - - - -
Crema o 8 2 2 7 -3 . 1
Yoghurt 29° - - 9 - 6. - -
Queso 3 o - 12 2 - 2 -
Total 40 24 2 31 2 9 2 1
A. L. casei E. L. casei o0 L. acidophilus
8., [, Tactis F. L. casei o L, Tactis
C. L. heiveticus 6. L. p‘!amarum o L, lactis
D. L. casei o L. plantarum H. E; «]:ase o L. plantarum o

. Tactis

Nota : E1 nimero que senala 1a tabla corresponde al niimero de veces que_
se identificd esa especie en cada producto anahzudo

»

En el cuadro 14 se presentan las especies identifica
das del género Streptococcus y Leuconostoc: Estos género silo se presen
taron en las muestras de queso, en donde se obtuvo un mayor niimero de ve
ces la especie S. faecalis var. licuefaciens y para el género Leuconos
'toc  sBlo se obtuvieron cepas de la especie L. lactis.




39

Cuadro. 14. Especies del genero Streptococcus

‘ y ‘Leuconostoc 1identificadas me-
diante pruebas bioquimicas, obte-
nidas de productos licteos.

Producto ‘ A B c b E
Mantequilla e - - - -
Crema ‘ - - - - .
Yoghurti ' v - - - - -
Queso : ' 9 g 2 3 7
Total g’ 4 2 3 7

A. S, faecalis var. licuefaciens
B. S. Tactis
c. T Yact
D
E

. 5. Taecalis var. Jicuefaciens o $. thermophilus
. 3. faecalis var. 1 cuefaciens o'S. lactis ’

Nota: EV nlmero que sefiala la tabla corresponde al nimero de veces que
se 1dent1f1co esa. espec1e en cada producto analizado.

ESTA TVESIS MO BEBE
MBIMB&BU!TERA
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V. DISCUSION

Al 1levar a cabo el aislamiento de las bacterias 1dc
ticas nos dimos cuenta que es un proceso dificil y poco exitoso, ya que_
en menos del 50% de las muestras trabajadas se obtuvieron resultados po-
sitivos, 1o cual pudo deberse a varias razones:

1, A sus complejas exigencias nutricionales. Las -
-bacterias Tdcticag necesitan para su desarrollo determinados nutrientes_

que son especificos para cada especie, l1a literatura reporta una gran va_
riedad de medios de cultivo que son aceptables para.la propagacion de es-
tos microorganismos (24). E1 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 elaboracidn de los productos ldcteos ya que -
pudo carecer de nutrientes espec1f1cos que fueron vitales para el desarro
110 de ciertas bacterias ldcticas. Puede ser que el cardcter selectivo -
- del medio APN, que se Te confiere al nitrito, no sea tolerado por ciertas
especies, 0 que la actidiona (inhibidor de levaduras) y polimixina (inhi-
bidor de bacterias Gram negativas) también puedan inhibir el crecimiento_
de bacterias 1acticas que sean mds sensibles (2,11). Como todos sabenios_
los agentes selectivos utilizados en los medios de cultivo pueden en un -
momento determ1nado tener una accién inhibitoria, aun sobre Ta misma flo- -
‘ra microbiana que se trata de aislar, dependiendo del estado fisioldgico_
en que se encuentren los microorganismos, pudiendo estas sustancias ejer- .
cer un efecto inhibitorio sobre las bacterias licticas que estuvieran da-
fiadas ("estresadas"), ya-sea por los tratamientos aplicados en la obten--
cidn de los productos o -por el efecto de Ta flora microbiana normal de es
tos alimentos. : '

2. A su temperatura Gptima de crecimiento. Se tom&
como base una temperatura promedio (37° -41°C) para lograr el crecimiento
de’ 1a mayoria de las bacterias, sin embargo, algunas especies son mds sen
sibles en este cardcter y necesitan una temperatura precisa para desarro-

1larse, la cual pudo encontrarse por arriba o abajo del promedio utiliza-~
do (7).
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; 3. Crecimiento de otros microorganismos. En el pro
ceso del aislamiento’ también nos encontramos con crecimiento de microor-
ganismos no- pertenecientes al grupo de las bacterias lacticas como leva-
duras y bacterias del génera Bacillus, @&stos se identificaron por su --
morfologia microscﬁpica'y su reaccion a la prueba de la catalasa que es_
positiva en ambos casos. El crecimiento de dichos microorganismos pudo_
inhibir a las bacterias lacticas, presentdndose el fendmeno de antibio--
sis, el cual es una asociacion antagdnica entre microorganismos para el_
detrimento de uno de ellos (5). ’

4, A la invasidn por bacteridfagos. Hay productos_
que estdn elaborados con cultivos iniciadores simples, los cuales son fa
cilmente atacados por los bacteridfagos, pudiendo ser &sta la causa por_
1a que no se presentd crecimiento bacteriano (3,16,25).

5. Al efecto del pH, Si el pH del medio se nant1e-
 ne constante a niveles favorables la poblacion bacteriana se puede 1ncre
mentar, sin embargo, el descenso del pH en el medio se presenta por la -
produccion de acido 1actico proveniente de las bacterias lacticas, de es
ta manera se puede inhibif el crecimiento de algunas bacterias lacticas,
ya que no todas sobreviven a las mismas condiciones de pH, por ejemplo,-
se ha descrito que las bacterias del género Lactobacillus son mds resis .
tentes a las codd1c1ones de acidez que las pertenecientes al género - -

Streptococcus (10,22),.

¢. Elaboracidn de Tos productos por métodos no bio-

16gicos. En algunos productos con determinada marca comercial se repi--
tid varias veces el proceso de aislamiento sin obtener en ellos ningin -
tipo de crecimiento microbiano, lo que nos hace pensar que en su elabora
cion no intervienen agentes b1o]og1cos ¥ que para obtener las caracteris
ticas propias del producto utilizan métodos quimicos o enzimiticos;,tam-
“bién pudieran contener inhibidores (antibidticos, 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 normates de produccidn (sin adicion de --
inhibidores), puedan estar ausentes de flora microbiana. Enbnuestro -
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pafs, a la fecha, las normas sanitarias de productos der1vados de la Te-
- che, no incluyen pruebas que test1f1quan la presencia de bacterias 1acti

cas en los mismos, por lo que el fabricante puede o no incluirlos en sus
“procesos de elaboracidn a pesar de mancjar en 1a publicidad que estqn -
- elaborados con cultivos iniciadores (2,11).

Es importahte destacar que durante el aislamiento, -
pur1f1cac1on e identificacidn de las bacterias ldcticas, encontramos ce-
pas que perdieron su viabilidad, To cual pudo deberse a las condiciones_
de acidez no favorables en los productos estudiados, ya que se ha descri
to que las bacterias licticas en condiciones desfavorables presentan.un_
tiempo de sobrevivencié corto y en los alimentos estudiadus se descono-~
cia la fecha de elaboracidn; por tanto, los productos pudieron tener un_
tiémpo de almacenamiento (preVio al estudio) prolongado, aunque los pro-
ductos analizados presentaron'caracteristicas organolépticas aceptables_

y las muestras de yoghurt estaban dentro de fechas anterlores a la cadu-
" cidad.

‘Como puede observarse en &1 cuadro<5, el porcentaje_
en el aislamiento de bacterias lacticas fue mayor (38.15%) en las mues--
tras de queso, esto pudo deberse a que tras el proceso de desuerado, é[_
queso suele contener un niimero de bacterias muy elevado que puede 1legar
a varios miles de millones por gramo y normalmente dominan las bacterias
Tacticas (4). En las muestras de crema fue donde se encontrd el porcen-
taje mis alto (67.81%) de bacterias Ticticas "no viables", esto pudo dar
se porQue quizd en un principio hubo crecimiento de cepas que produjeron

- una cierta cantidad de icido lictico la cual s1rV1o para 1nh1b1r el pos-
terior desarrollo de dichas bacter1as tal vez por lo expuesto anterior-
mente al principio del aislamiento se tuvo crecimiento de bacterias 1ac-
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 se obtuvo un porcentaje mayor (44,.82%)
de microorganismos no ldcticos, esto tal vez se dehid a que las leches -
insuficientemente esterilizadas presentan como parte esencial de la flo-
ra microbiana a especies esporuladas (Bacillus) y levaduras; en la actua
Tidad la pasteurizacién en el proceso de elaboracién de la mantequiila -
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: esta tomando gran importancia: sm embargo, no todos los fabmcantes Ia

1levan a cabo, por lo que es posible obtener los resultados antes mencw
~nados (4, 25). »

En los resultados obtenidos se observa que el mayor_
nimerc de bactérias’ aisladas pertencen al género Lactebacillus (81 ,61%),
siguiendo en orden decreciente el género St{*eg tococcus (16.92%) y final-
mente el género Leuconostoc (1.47%), esta distribucidn pudo deberse a:’

. 1. Que los fabricantes de productos derivados de la_
leche utilicen en la composician de Tos cultivos iniciadores un mayor ni
‘mero de bacterias pertenecientes al género Lactobacillus- por las caracte
risticas especificas que desarrollan en sus produc’cos.

2, La competencxa entre bacterias 1act1cas. ta com-
posxcion de Tos cultivos iniciadores es variada en cuanto a cepas pero -
conforme transcurre la fermentacidn lactica una de ellas tiende a predo-
minar e inhibir a las otras y en este caso pudo suceder 1o antes sefiala-
“do y predominar los lactobacillos, Las causas de' este dominio pudieran_
explicarse por una mayor resistencia de los lactobacilos a altas concen
traciones de dcido ]5Ct1C0 y a fagos (26).

3. Al proceso wismo de elaboracidn en 105 productos.
Para el queso yel yoghurt en un-principio se tiene una f'lora de estrep-
‘tococos siendo posteriormente desplazada por lactobaciles, quedando de_
esta manera solo los lactobacilos en la etapa fina'l del proceso de Yos -

productos y de aqu1 gue se 1dent1f1que en mayor proporcwn al génerg. -- -
Lactnbacﬂlus.

En 1o que se refiere al procésb de identificacitn --
bioquimica se. encontraron cepas que puede incluirse en dos o tres espe--
cies distintas (cepas de clasificacidn incierta) esto es, presentaron el
mismo nimero de caracteristicas para designarlas como una u otra especie.
Se identificaron 82 (60.29%) especies de clasificacidn definida y 54 -

(39.71%) especxes de clasificacidn incierta. Para poder esclarecer este
problema es,nécesario.i"eaﬁzarvpi'uebas adicionales y/o especificas que -
‘requieran las especies en cuestifn, como temperatura especifica de creci
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m1ento Yy pruebas de requarxmientos nutricionales.

Es importante destacar que para 1levar a cabo la - -
ideﬁtificacién bioquimica de las bacterias ldcticas se requiere de un- ny
mero grande de prdebés (aproximadamente 20) las cuales involucran gran -
cantidad de material, tiempo y un costo elevado; por 1o que se sugiere -
estudiar o 1mp1ementar algunos otros métodos para su identificacidn como
lo son los métodos miniaturizados (14). Estas técnicas actualmente es--

tan.1mp1ementandose en el laboratorio en el cual se realizd este traba-- -

jo, por 1o que no fueron. utilizados para el desarrollo del misio.

~En las muestras de mantequilla solo se obtuvieron ce’
‘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 comiin encontrar a la especie L. casei como flora -

normal de 1a Teche cruda ya que frecuentemente se encuentra en las miqui
" nas de ordefiar y en Tos utensilios que estdn en contacto con 1a leche, -

ademds muchas cepas sobreviven a la pasteurizacién corta (10,12). La 1i

teratura reporta que para darle el aroma a la mantequilla, cuando 8sta -

es madurada con cultives iniciadores, se necesita la presencia de espe--

‘cies. del género Leucopostoc; L. citrovorum y L, dextranicum. Sin embar-

go, en las muestras procesadas no se aislaron estas espec1es To cual py
do deberse a que las especies del género Leuconostoc son muy suscepti- -

bles a los antibidtices y. que basta aproximadamente con 0.1 unidad de pe -
nicilina por ml para impedir su proliferacidn (12). Este antibidtico pu
~do haber 11egado a la Teche por adicidn a la misma para cubrir Tas condi.

ciones antihigiénicas con las que se obtuvo y manejd la leche, o bien, -
~porque Tos animales de los cuales se obtuvo 1a Teche pudieran estar bajo
" tratamiento veterinario (aplicacion de antibidticos) y enla leche prove-
niente de estos animales estar presente el antibiGtico que inhibiera el_
. desarrollo de este género. Otra circunstancia que pudo dase es que este
producto no fue madurado con cultivos iniciadores y durante su elabora--

cion se adiciond solamente el compuesto quimico (diacetilo) responsable_

del sabor caracteristico de la misma,

En Yas muestras de crema la egpecie con mayor inci--
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dencia fué Lactobacillus caset y ademds se encontraron en menor cantidad

las especies Lactobacillus lactis y Lactobacillus helvetics, Estos re-

sultados son similares a 1o reportado en la bibliografia ya que estas es
pecies existen frecuentemente en la leche cruda y las podemos encontrar_
" normalmente en las miquinas de ordefiar y utensilios que estdn en contac-

to con la leche (10). Ademds la especié’lL. casei tiene gran importancia

en el égriado natural de la,‘leche y crema por lo que este microorganisma

es muy utilizado y se encuentra comunmente como componente en la elabora
cion de la crema (10,12). Sin embargo, la literatura también nos :dice -
que las cepas de fermentos lacticos para la siembra de la crema son: es-

treptococos lacticos acidificantes (Streptococcus cremoris) y producto--

res de diacetﬂo'(StrepioéOcCus diacetylactis). Las especies antes men- -
cionadas no se aislaron en el presente trabajo 1o cual pudo deberse a --

que S. cremoris para su crecimiento depende estrechamente de la Yeche, -

ya que no puede utilizar otros gliicidos mds que la lactosa y los medios
de cultivo que se utilizaron para el aislamiento de las bacterias cafe;-

~cfan de este componente; ademds este microorganisme no se desarrolla o ~.
1o hace muy mal a 37°C y sta fué la temperatura usada en el aislamiento

para lograr €l crecimiento de la mayoria de las bacterias (4). Ahora - -

. bien, S. d;‘acetylactis se ha encontrado en las piantas y en los produc--

tos vegetales, que pare'cé,n constituir su habitat normal, por lo que pudo .
ser, esta la cauga de no encontrarlo en los productos derivados de la le<

che analizados (4). = :

En las muestras de yoghurt la especie aislada con ma
yor frecuencia fue Lactobacillus casei, sin embargo, este resultado no -
es semejante a lo reportado en la literatura, ya que para la fabricacidn
del yoghurt se utilizan, segiin 1a bibliografia; las éspecies Streptoco~-
‘ceus thermophilus y Lactobacillus butgaricys (10,12,25,26,27). Por lo -
cual se puede pensar que L. casei se presentd en el yoghurt por ser,mi--
" croorganismo normal de la flora bacteriana de 1a leche y no por ser uti-
lizado como cultivo iniciador que se adiciond al producto. Quizd la cau
sa por la cual no se encontraron cepas pertenecientes a § thermophilus -
en las muestras procesadas es que los estreptococos proporcionan el pH -
necesario {por medio de su ligera acidificacion) y las condiciones de --




46

tensiones bajas de oxigeno especificas para el crecimiento de los lacto- .
bacilos, aunque los lactobacilos a su vez le proveen a Tos estreptococos

“de los aminodcidos necesarios para su desarrollo; los Tactobacilos produ

cen mas acido 1act1co y los estreptococos son inhibidos y- reemplazados -
por ellos, ya que son mis sensibles a altas concentraciones de acido --
(10,26). Ahora bien, Ta causa posible por Ta cual no se otuvieron espe-
cies de L. bulgaricus pudo ser que su viabilidad se perdiera en el pe--
riodo de almacenaje del producto, ya que 1a sobrevivencia de este orga--
nismo en el produéto es muy corto,

E1 nmero mayor de especies del género Lactobacillus
jdentificadas para las muestras de queso fue'L. lactis, esto concuerda -
‘con la literatura ya que como se dijo anteriormente, esta especie es muy ‘
comun encontrarla en la leche cruda y ademds es uno de los m1croorgan1s-
mos participantes en la maduracién de los quesos en razdn de sus propie-
dades proteoliticas (12). Las especies del género Streptococcus sdlo -
se. identificaron en las muestras de queso y la qué se presentd con mayor
incidencia fue S. faecalis var. licuefaciens, este resultado es similar_
a la bibliografia ya que esta especie es velativamente termoestable y --
pok‘eso ademds de encontrarse en la leche cruda puede existir en la le--
che pasteurizada y especialmente en leche templada de queseria; un aspec
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 ~--
elaboracitn de diversos quesos {10). También se aislaron cepas pertene-
‘cientes a la especie S, lactis, resultado qde va acorde a la bibliogra--
fia, ya que es un tipico habitante en la leche y en todos los aparatos -
en contacto con ella, aunque muere por pasteurizacidn corta y alta puede
estar en la leche pasteurizada como germen que ingresa después de la pas -
teurizacion (10,12). Se utiliza generalmente como cultivo iniciador por_
ser homolictico y producir pequefias cantidades de productos secundarios_
como acido acético y diacetilo (6). Algunas cepas de S. lattis elaboran
un polipéptido complejo. denominado "nasin” que es inhibidor de S. cremo-
" ris (12) y tal vez esta fue Ta causa por la que no encontramos en las --
muestras estudiadas a este microorganismo ya que-es una eépecie que se -
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utiliza frecuentemente como cultive iniciader en la elaboracion de que--
sos madurados. Para'el‘género Leuconostoc sélo se identificod la espe--
cie L. lactis, lo cual concuerda con la literatura, ya que esta especie
se ha encontrado en leches pasteurizadas debido a su termorresistencia -

(4).

Por 1o expuesto hasta ahora, es evidente que muchos_
son los factores que intervienen en el aislamiento e identificacidn de -
las bacterias licticas, incluyendo también el desconocimiento no solo 2

“nivel téenico sino profesiqhal de como 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 empirica, utilizando cultivos que se soli
citan para la elaboracidn de tal o cual producto, sin saber con certeza_
de qué cepas estd constituido el cultivo,

Es importante destacar que cada proveedor de cultivos
sefiala cuales son las condiciones en que se deben de manejar los mismos_
para obtener 1a produccidn adecuada, utilizando generalmente como medio_
de propagacién de estos cultivos a la leche Yy no proporcionan mayor in--
formaci6n, .por 1o que pensamos que es importante continuar con este tipo
de estudios que nos penu1tan un mejor conocimiento de cémo cultivar,
~aislar e identificar a estos microorganismos.
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V. CONCLUSIONES

! 1. E1 aislamiento de las bacterias ldcticas es un -
proceso dificil debido a las exigencias nutrlcionales que &stas requie--
ren para desarrollarse.

2. E1 aislamiento de bacterias licticas fue mis exi-
tosc a partir de queso y crema, aunque 1a viab111dad de las cepas aisla-
das de este {1timo producto fue menor.

, 3. E} aislamiento de microorganismos no lécticosvse_
presentd con mayor frecuencia en las muestras de mantequilla estudiados.

’ 4, Se aislf un porcentaje mayor de cepas del género_
Lactobacillus (81.61%) en relacifn al porcentaje de los géneros Strep-

tococcus (16.92%) y Leuconostoc (1.47%) a partir de los productos -
’eStUdlados

5. La identificacidn bioquimica hasta especie de las
bacterias lécticaS'reqhiere de un gran nimero de pruebas (aproximadamen-
te 20); sin embargo, es necesario en algunos casos incluir ademds prue--
bas de crecimiento a temperatura especifica y de requerimientos nutricig
nales para no obtener especies de clasificacidn incierta.

6. Las especies que se presentaron con mis frecuen--
cia en Jos productos analizados fueron Lactobacillus casei y Streptoco--
" ccus faecalis var. licuefaciens.
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VI. RESUMEN

Debido a 1a 1mportanc1a que tienen las bacterias 1ac
ticas como cultwos iniciadores en la produccwn de derivados ldcteos y
tomando en cuenta que en México, a la fecha, no se posee 1a tecnolog1a -
adecuada para la produccwn y conservacion de los cultivos iniciadores,-
se realizd en este trabaw el aislamiento e 1den*1f1cac1on de bacterias_
lacticas a partir ‘de productos elaborados con leche, y en trabajo poste-
riores se 1levard a cabo 1a caracterizacion, conservacidn y preduccion -
de cultivos iniciadores, con el fin de poder brindar una solucién adecua
da a esta problemdtica del pafs.

. Se analizaron 51 muestras comerciales de productos -
1acteos (mantequilla, crema, yoghurt, queso), aislindose 136 cepas de -- -
bacterias licticas, las cuales pertenecieron a los géneros Lactobaci- -
1lus, Streptococcus y Leuconostoc. Se identificaron las siguientes -
especies : Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus -
helveticus, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecalis var. li-
cuefaciens, Streptococcus lactis, Streptococcus thermophilus y Leu--

"conostoc lactiss
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VI APENDICE
MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO DE AN (Actidiona-P?l1m1x1na B-N1trito de Sodio)

2,11
INGREDIENTES gt
Peptona Co0 10,0 0
Leche peptonizada . 10.0
Extracto de levadura _ 10.0
Glucosa 1.5
Extracto de carne 2.5
MgSO4 7H20 0.575
" HnS0, 4H,0 | o 0.05
Tween 80 _ 10
 Agar ‘ 15,0
" PREPARACION

Disolver.los ingredientes en dgua dest11ada a unos -
%0°C, ajustar el pH a 5.5 y completar el voldmen a 570 m con agua des-
tilada, distribuir en frascos en voldmenes de 97 ml y esterilizar en au-
toclave a 121°C (15 libras de presidn) durante 15 minutos.

Dejar enfriar a unos 50°C y adicionar a cadavfraséq_
1 ml de cada una de las siguientes soluciones : nitrito de sedio al 6.0%
recién preparada y esterilizada por filtracidn; actidiona al 0,12 y sul--
fato de polimixina B al 0.3%. Mezclar bien y utilizar. ‘
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MMOML?M;MMWMM

2,11
INGREDIENTES g/t
Leche descremada en po]ﬁo ‘ 100.0
Tornasol - 0.75

pH final 6.8
PREPARAC ION _
Disolver los ingredientes en 1 1itro de agua destila

da y ajustar el pH a 6. 8, Distribuir en tubos y ester111zar a 121°C .-
(15 Vibras de presidn) durante 15 minutos, :

MEDIO MRS (l'(lan5 Rogosa y Sharpe)
11 o

~ INGREDIENTES : g/t

Proteosa peptona No. 30 10.0

- Polipeptona - R
Extracto de carne . 10.0

 ,€xtracto de levadura 5.0
Glucosa ' 20.0
Tween 80 ' - Lo
Fosfato dibdsico de potasio , 2.0
Acetato de sodio trihidratado 5.0
Citrato de triamonio 2.0
Sulfato de magnesio heptah1- _ 0.2
dratado -
Sulfato de manganeso tetrahi- 0.05
dratado

PREPARACION

Diselver con calentamiento, agregar 20 g por litro -

de agar, ajustar el pH a 6,5-6.6, antes de esterilizar a 121°C durante -
15 minutos.
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CALDO- MRS (Manzlkggosa y Sharpe)

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

CALDO MRS MODIFICADO (para idt)ant'ificacién‘ bioquimica)

3,20
INGREDIENTES g/t
Proteosa peptona Ko, 3 o <.10.0 -
Polipeptona
Extracto de levadura 5.0
"~ . Tween 80 1.0 ,

Fosfato dibdsico de potasio 2.0
Acetato de Sodio trihidratado 5.0
Citrato de triamonio 2.0
Sulfato-de magnesio heptah1- 0.2
dratado 1
Sulfato de manganeso tetrahi- 0.05
dratado

PREPARACION

Se disuelven perfectamente todos los ingredientes, -
se aiusté el pH a 7.0 y se esteriliza a 121°C {15 libras de presidn) du-
rante 15 minutos. Posteriormente se agrega, en condiciones de esterili--
dad, la solucién madre del carbohidrato deseado ester11 en una concentra
cion final de 1%. :



53

.CALDO; MRS CON CLORURO DE SODIO

3,20

Se prepara con las. mismas instrucciones que el caldo

- ‘,MRS, ‘solo que antes de repartir en los tubos, se disueive NaCl en el vo-

lumen de caldo como se indica a continuacidn :

CONCENTRACION - NaCl VOLUMEN
25 29 100 m
T &g 100 ml

6.53 6.5 9 100 mi

'CALDO RM / VP ((\)Iogues Proskauer)
2

 INGREDIENTES g/t
Mezcla de peptona o 7.0
Dextrosa S : 5.0
Fosfato de potasio 5.0

pH final 6,9 + 0.1

‘PREPARACTON

Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destila
da y mezclar bien. Si ‘es necesario caliéntese un poco hasta disolverlo,

se distribuye y esteriliza entre 118°C y 121°C (no mis de 15 1ibras de_

presion) durante 15 minutos.
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REACTIVOS Y COLORANTES ’
SOLUCION MADRE DE CARBOHIDRATOS.

(3,20)
INGREDIENTES
Carbohidrato 509
Agua destilada 1000 m
PREPARACION

- Se disuelve perfectamente y se esteriliza a 118°C -
(10 1ibras de presidn) durante 10 minutos. ' ‘

SOLUCTON SALINA AL 0,85%

2,11
INGREDIENTES
Cloruro de Sodio | 0.85 g
Agua destilada v 100.0 ml ;
 PREPARACION

Mezclar bien y utilizar.

SOLUCION DE AL;A NAFTOL

11
INGREDIENTES
Alfa naftol 5.0 9
‘Alcohol etilico absoluto 100.0 ml
PREPARACTON

Mezclar bien y conservar en frasco dmbar con tapén -
~ -esmerilado.
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SOLUCION DE HIDROXIDO DE POTASIO

(2,11)
INGREDIENTES
Hidrdxido de potasio = : » 40.0 g
Agua destilada aforar 100.0 m}.
PREPARACION |
Mezclar bién y conservar un frasco ambar con tapdn -
esmerilado. 1 '
COLORANTE ROJD DE CLOROFENOL
(3,20)
INGREDIENTES
Rojo de clorofenol 0.2 g
Agua destilada 100.0. m}
PREPARACION
, Mezclar bien y conservar en frasco ambar con tapdn -
esmerilado.
ALCOHOL - ACETON?I)(coioracian de Gram)
INGREDIENTES
Mcohol atilico absoluto - 250 m1
Acetona ‘ = 250 ml
PREPARACION

Mezclar bien y conservar en frasco &mbar con tapdn -

esmerilado.
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SOLUCION DE SAFR!(\N%NA (coloracion de Gram)
' 1 ,

INGREDIENTES

Safranina 0 v - 2.5 9
Alcehol etilico absoluto : 100.0 ml

© PREPARACION
Dituir 1a safranina 1:5 o 1:10 con agua destilada, -

Guardar en frasco &mbar con tapdn esmerilado. :

CRISTAL‘VIOLETA((go]oracién de Gram)
1

" INGREDIENTES

‘a) Crisfal violeta (sol. toncentrada) :

~Cristal violeta - 2009
., -Alcohol etilico absolute . 100,0 m? -

_b) Solucién concentrada de oxalato:.

Oxalato de amon{o ‘ o iom
~Agua destilada 100.0 mi
PREPARACION

v Diluir el cristal violeta 1:10 con agua destilada y_
mezclar con 4 volumenes de oxalato. Guardar en frasco &mbar con tapdn -
“esmerilade.



57

SOLUCION' DE YODO (LUGOIH )(coloracién de Gram)

INGREDIENTES

Yodo ' ‘ - 1049

Yoduro de potasio 2.0.g

Disolver completamente en 5 ml de agua destilada y
agregar: »

Agua destilada 240.0 ml
Bicarbonato de sodio 60.0 ml

al 5% en sol, acuosa

PREPARACION

Mezclar bien y conservar en frasco &mbar con tapdn -
esmerilado. o



58
VIII. BIBLIOGRAFIA

Acadsmia de Profesores de Bacteriologia Médica. (1983). Manual de -~
Bacteriologia Médica. 4a. ed. E.N.C.B. IPN, México.

Academia de Profesores de Microbiologia Sanitaria. (1983). Manual -
de Laboratorio de Microbiologia Sanitaria. la. ed, E.N.C.B. IPN. -
México. |

Aguilar, V.M.'(1985) Preservacion y caracterizacidn de bacterias --
del género Streptococcus y Leuconostoc de interds en la industria --
1actea, Tesis Profesional. Depto; de Microbiologia. E.N.C.B. IPN.
México, '

Rlais, Ch, (1980) Ciencia de Ta-leche, Principios de técnica lechera.
la. ed. Compafifa Editorial Continental, S. A. México.

Babel, F.J. (1977) Antibiosis by lactic culture bacteria. Symposium:
practical performance of lactic streptococci. J. Dairy Sci. 60 : 815
-821, ' !

Bergere, J. L. {1984) Microbiology of cheese lactic fermentation. --
Simposio internacional de las fermentaciones ladcticas en la indus- -
tria alimentaria. Organizado por la UAM-1 del 27 al 29 de noviembre
de 1984, Publicado en las memorias.

Buchanan, R.E.& N.E. Gibbsons. (1974} Bergey's manual of determinati
ve bacteriology. 8a. ed. The Wilkins Co. Baltimore. U.S.A.

Chivez, G. B. (1987) Catabolismo y regulacidn de aziicares y citrato

. en bacterias 1dcticas del género Streptococcus. Tesis Predoctoral.-

- . Depto. Microbiologia. E.N.C.B. IPN. México.

Cowan, S. T. (1974) Manual for the identification of medical bacte-
ria. 2a. ed, Cambridge University Press. Gran Bretafia.



10,
1.
12,
13.
1.

15,

59

Demeter, K.L. {1971) Elementos de microbiologia lactoldgica. 6a. -
ed. Acribia. Zaragoza, Espafia. '

Fernindez, E. E. (1981) Microbiologia Sanitaria. Agua y alimentos.
Vol. I. EDUG/Universidad de Guadalajara. México.

Foster, E. M. (1965) Microbiologia de la leche. la. ed. Herrers, -
México.

Harper, W.J. (1985) Cultured datry products. Food Tech. in New ---
Zealand. Vol. 20, 10 :29-33,

Jayne, D.J. (1975) Miniaturized methods for the characterization of -
bacterial isolates. J. appl. Bact. 38 : 305-309.

Jacobson, R. E. (1986) Review of current and future consumption = -
trends for milk and dairy products. Symposium : Impacts on the con

.stmption of dairy products. 'J. of Dairy Science. Yol, 69,5 ¢+ -~

1447-1453.

186,

17

Kosikowsky, F.V. {1978) Cheese and fermented milk foods. 2a. ed. -
Edwards Brothers Inc. Michigan, U.S.AT

Mc Faddin, 9. F. (1984) Pruebas bioquimicas para la identificacidn_ :

de bacterias de importancia clinica. la. ed. Editorial Médica Pana

mericana. México.

18,

Manuales para educacidn agropecuaria. (1984) Elaboracidn de produc

© ‘tos lacteds. 2a. reimpresidn. Trillas. México.

19,

20,

Mara,'D.D._ {1974) ‘Bacteriology for sanitary engineers, la. ed. -
Churchill Livingetone. Gran Bretafia.

Ocafia, E.J. (1984) Preservacin y caracterizacidn de bacterias --
del género Lactobacillus de interés en la industria lictea. Tesis_
Profesional. .Depto. de Microbiologia. E.N.C.B. IPN, México.



21.

22.

23.

24,

25.

.26.

27.

60

Oliver, G. (1984) Uso de fermentaciones lacticas regionales. Simpo
sio internacional de las fermentaciones lacticas en la industria --
alimentaria. Organizado por la UAM-I del 27 al 29 de noviembre de
1984, Publicado en las memorias.

Pérez-Gavilan, E.J. y J. Pérez-Gavildn E. (1984) Bioguimica y micrg
biclogia de 1a leche. la. ed. Limusa. México.

Smith, W. & H. Emery, (1986) Public health concerns of yoghurt and
other fermented milk products, Da1ry and Food Sanitation. Vol. 6.-
1 1 10-11,

Stamer, J.R. {1876) The lactic acid bacteria : microbes of diversi~
ty. Food Technol. 33 : 60-65

Veisseyre, R. (1972) Lactologia técnica. la. ed. Acribia, Espafia.

Veldzquez, R. (1984) Ecologia de 1a fermentacién lactica en alimen-
tos amilceos. Simposio internacional de las fermentaciones licti-
cas en la industria alimentaria. Organizado por la UAM-I del 27 a]
29 -de noviembre de 1984, Publicado en las memorias.

warner, J. (1976) Principles of dalry process1ng 1a. ed John ’f
w11ey & Sons India.



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Material y Métodos
	III. Resultados
	IV. Discusión
	V. Conclusiones
	VI. Resumen
	VII. Apéndice
	VIII. Bibliografía



