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1. Resumen.

Las bacterias acido lacticas (BAL) proveen caracteristicas particulares en los productos lacteos
como son: sabor, aroma, textura, cambios en las propiedades reoldgicas y accién especifica
contra microorganismos patdgenos. Estos aspectos sefialados son esenciales en el disefio de
mezclas adecuadas de BAL para ser utilizadas por el sector quesero industrial y artesanal
como iniciadores en la fabricacion de sus productos lacteos fermentados. En los Ultimos afios
la implementaciéon de nuevas tecnologias de la industria lactea ha requerido el empleo de
cepas lacticas con caracteristicas especificas. La protedlisis es uno de los parametros
enzimaticos esenciales en la maduracién de quesos, la produccion de péptidos pequefios y
aminoacidos libres es una consecuencia de la actividad de las peptidasas del fermento o
“starter” primario, y depende de la cepa bacteriana utilizada que posea la mayor capacidad de
lisis. También la actividad acidificante de las cepas empleadas en los fermentos es de
importancia en la elaboracién de productos lacteos y en la seleccién de las mismas para ser
integradas en los “starters”. Los objetivos del presente trabajo fueron caracterizar propiedades
de interés tecnolégico en cepas de BAL autéctonas aisladas de la cadena lactea provenientes
de diferentes establecimientos bovinos, ovinos y caprinos. Se seleccionaron 17 cepas BAL
autoctonas identificadas de la coleccion del laboratorio. En la primera etapa se evaluaron;
actividad acidificante en 6 horas, cinéticas de crecimiento en leche UHT descremada estéril y
estudio de la actividad proteolitica por electroforesis en geles de SDS-PAGE. La actividad
acidificante se analiz6 bajo condiciones controladas, que simulan las empleadas en la tina de
elaboracién de queso. Se determiné la variacion de pH en leche UHT descremada en un
periodo de 6 h, utilizando como temperatura de incubacién aquella utilizada normalmente bajo
condiciones industriales para cada cepa BAL en estudio. Para las cinéticas de crecimiento se
emplearon matraces Erlenmeyer con leche UHT descremada incubados a 37° C por 8 horas. El
inoculo inicial se determiné a partir de caldos de MRS incubados por 24 horas, se transfirieron
100 yL a placas de Petri con agar MRS a partir de diluciones decimales y se incubaron de
acuerdo a las exigencias de cada cepa BAL utilizada bajo condiciones aerotolerantes. La
actividad proteolitica de cada una de las cepas se determiné durante la cinética de crecimiento
mediante electroforesis (SDS-PAGE) hasta 72 horas de incubacién. De las diecisiete cepas
estudiadas seis mostraron importante capacidad acidificante: Lactococcus lactis (37, 82, 106 y
975), Leuconostoc (982) y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (196). Con respecto a
la capacidad proteolitica, cinco cepas desarrollaron mayor proteolisis, dos del género
Lactobacillus (66 y 71) y tres del género Lactococcus (82, 104 y 106). Las curvas de cinética de
crecimiento permitieron identificar ocho cepas con fases de crecimiento exponencial
prolongadas en el tiempo (entre cuatro y mas de ocho horas) entre las que se encuentran
cuatro de las cepas con actividad proteolitica (66, 71, 104 y 106). Las cepas de Lactococcus
lactis 37, 975 y 106 también presentan fase de crecimiento exponencial larga con lo cual
aumenta su importancia como cepas acidificadoras. De las ocho cepas con fase de crecimiento
exponencial de < 4 - 6 horas; las cepas Lactococcus lactis 82 y Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus 196 producen rapida acidificacibn y son las que presentan mayor
actividad proteolitica al compararlas con las seis cepas restantes. Las cepas de Pediococcus
evaluadas presentaron baja actividad proteolitica y la acidificacion fue baja luego de seis horas
de crecimiento. Estas caracteristicas estudiadas en las diferentes cepas BAL aisladas son de
importancia en el momento de seleccionar “starters” con diferentes usos en la elaboracion de
productos lacteos de acuerdo a sus propiedades tecnoldgicas aplicables en la industria lactea.



2. Introduccion.
2.1 Antecedentes de las bacterias lacticas a través de la historia.

La elaboracion de productos fermentados se piensa que se inicié con pueblos
nomades de las regiones de Turquia, Asia Central y Bulgaria que transportaban
leche fresca en estdbmago de cabra (abomaso), obteniéndose una masa
coagulada por la quimosina producida y las bacterias presentes en la leche,
que facilitaba el transporte y la conservacion de la misma lo cual hizo que esta

L . 1
practica se conservara a lo largo de las generaciones. @

En el transcurso de los afios el hombre se organizé en asentamientos fijos y
fue necesario almacenar alimentos en los periodos de abundancia que en
épocas de escasez eran consumidos, la fermentacion de la leche y otros

. . P . .. 2
alimentos contrlbuyo a satisfacer este requerimiento. @

Existen registros en las tumbas de los faraones del Antiguo Egipto que relatan
el proceso de manufactura de los quesos, y en el Libro de Job del Antiguo
Testamento también se hace referencia a éste. Hay otras menciones en las
escrituras biblicas que adjudican la longevidad de Abraham al consumo de
leche fermentada y se indica que Moisés consideraba al vino y a la leche
fermentada regalos de Dios. @

Hace aproximadamente 2500 afios en la cultura griega, HipOcrates y otros
filosofos pensaban que habia una relacion entre la alimentacion y la salud,
empleaban el yogur como remedio para enfermedades estomacales, hepaticas

e intestinales. (1.4

En el siglo XVII agricultores de Africa, Asia y Europa estudiaron el
comportamiento de la leche cruda en los meses célidos, encontrando que el
sabor de la leche una vez coagulada era en algunas ocasiones agradable y
comenzaron a seleccionar las de mejor sabor para inocular la leche del préximo

dia. ©

Entre 1857 y 1863 L. Pasteur estudio la fermentacion acido lactica y diez afios
mas tarde J. Lister obtuvo el primer cultivo puro de una bacteria acido lactica.
En 1890 en Dinamarca fue el comienzo de la comercializacion de cultivos
iniciadores procedentes de leche cruda para la produccion de quesos y leches

fermentadas. ©.7)

A principios del siglo XX E. Metchnikov estudid los efectos benéficos del
consumo de leche fermentada al apreciar la longevidad y buena salud de los
campesinos bulgaros que consumian grandes cantidades de yogur, y concluyé
gue las bacterias lacticas aportadas por la misma favorecian la flora intestinal y
generaban sustancias que impedian el desarrollo de bacterias patdégenas. A

causa de su investigacion Metchnikoff recibio el Premio Nobel en 1908. (1.4.8)



En 1919 O. Jensen realiza la primera clasificacion de las bacterias acido
lacticas en dos grupos: homofermentativas y heterofermentativas, de acuerdo a

. (4,6,9
los productos resultantes de la fermentacion. ( )

En 1930 M. Shirota seleccion6 una nueva cepa de Lactobacillus casei capaz
de alojarse en el intestino y beneficiar a la salud del individuo al colaborar con
su flora intestinal, esta cepa la llamé Lactobacillus casei cepa shirota, y con ella

en 1935 elaboré la bebida lactea fermentada denominada Yakult. (1, 10)

Entre 1930 y 1940 se desarrollé el concepto de cultivos iniciadores de una
Unica cepa pura y se descubrid que cultivos de bacterias lacticas infectados

. iy 4,6
con bacteriéfagos pueden desarrollar una fermentacion lenta en quesos. (4.6)

A partir de 1970 se empez06 a estudiar el efecto probidtico de las bacterias
lacticas, a causa de las investigaciones realizadas la industria se interesé en la
elaboracion de productos lacteos con efecto probiético siendo en la actualidad

una tendencia mundial en crecimiento. 1%

Al presente las bacterias lacticas no solo tienen importancia por su papel en la
produccion de alimentos fermentados sino también por la capacidad
antimicrobiana de las bacteriocinas que éstas producen y que ha sido objeto de

. o - , 9,12
investigacion durante las dos ultimas décadas. ®.12)

2.2 Importancia de las bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas (BAL) no solo resultan de importancia por su
empleo a nivel de la industria alimentaria en la elaboracion de productos
fermentados que en forma genérica son: derivados lacteos, vegetales y frutas
fermentadas, salchichas, carnes y pescado fermentado; también presentan
importancia para la industria farmacéutica por la sintesis de sustancias
denominas nutracéuticos, cuyo consumo aporta un efecto benéfico sobre la
salud humana, entre los cuales se hallan los exopolisacaridos, los cuales

P . . . . 9
ademas se emplean en productos comestibles para mejorar su consistencia. ®.
13, 14)

Otros fines que tiene el cultivo de bacterias acido lacticas es la obtencion de
saborizantes, espesantes, acido lactico y bacteriocinas. En el caso de las
bacteriocinas en la actualidad la industria las utiliza en los alimentos como
bioconservantes logrando extender la vida Gtil de éstos y evitando el agregado
de sustancias quimicas para su conservacion, aunque también se suele
adicionar las bacterias lacticas para que ellas sinteticen las bacteriocinas en los

productos. (9, 12,15)

El empleo de bacterias lacticas en la elaboracion de productos lacteos
fermentados resulta central por las propiedades caracteristicas de aroma,
sabor y textura que éstas desarrollan, como también por la seguridad
microbiolégica a causa del bajo pH, presencia de bacteriocinas y otras
productos con actividad antimicrobiana, ejemplo el peréxido de hidrégeno,



resultante de su metabolismo, lo que permite prolongar la vida atil del producto.
(16, 17, 18, 19)

La industria alimentaria también ha mostrado interés en el uso de dichos
fermentos por el efecto benéfico que estos microorganismos tienen sobre la
salud del consumidor, dicho efecto puede deberse a productos resultantes de
su actividad microbiana, este es el caso de los péptidos bio-activos generados
en el proceso de protedlisis, 0 a los microorganismos en si, como ocurre en los
alimentos probioticos, productos que proveen microorganismos propios de la
flora intestinal, a nivel del cual impiden la instalacion de microorganismos
exdgenos como los patdgenos, gracias a mecanismos como la influencia en el

peristaltismo del intestino, 1 2% 1 22)

2.3 Productos lacteos fermentados.

Los productos lacteos fermentados tienen determinadas propiedades
organolépticas que obedecen a los cultivos lacticos empleados para su
produccion, asi como el proceso de manufactura , el tipo de leche ya que la
composicion de ésta varia de acuerdo al mamifero del que se obtiene y los

it 7,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29
aditivos que se empleen. {7+ 23 24, 25,26, 27, 28, 29)

2.3.1 Yogur

De los derivados lacteos fermentados el yogur es el que presenta el mayor
consumo a nivel mundial. ** 2% 39 ge o puede definir como una leche
fermentada que resulta de la acidificacion y coagulacion de la leche por accion
de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus que son los cultivos iniciadores empleados, y tiene un recuento

bacteriano de al menos 10’ u.f.c./mL de dichas bacterias lacticas y un pH <4,6.

La elaboracién de yogur requiere un proceso inicial de calentamiento de la
leche entre 80 y 85 °C por 30 minutos o entre 90 y 95 °C durante 5 minutos
para que se desnaturalicen sus proteinas solubles y se asocien con las micelas
de caseina lo que favorece la formacion de una red proteica. Al descender el
pH por el agregado de los fermentos ocurre la coagulaciéon de las caseinas de
la leche aportando textura al producto final, también el proceso térmico sirve
para destruir los patdégenos presentes en la leche. (. 23, 24) Luego del agregado

. . . 7,9,23
de los cultivos iniciadores se incuban a 45°C por 4 horas. (7.9.23)

Inicialmente la acidificacion es llevada a cabo por St. salivarius subsp.
thermophilus que predomina con respecto a L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
pero debido al gradual descenso del pH por la acumulacion del acido lactico, la
relacion se invierte y pasa a dominar L. delbrueckii subsp. bulgaricus. Cuando
el pH se acerca a 4,6 las micelas de caseina se aglomeran formando la red
tridimensional responsable de la textura y se obtiene un coagulo que retiene el
suero. Es importante aclarar que si las cepas empleadas son productoras de
exopolisacéaridos estos también contribuyen a la viscosidad del producto final

mejorando la textura del yogur. ¢ 2% 3%



Los cultivos iniciadores se agregan en una relacion 1:1 para que los
parametros de sabor, aroma, acidez y consistencia del producto final sean los
adecuados y una vez que las caracteristicas desarrolladas son Optimas se

, . . 7,
detiene la fermentacion sometiendo el yogur a una temperatura menor a 8°C. (
23)

Con respecto a los tipos de yogures, éstos se pueden someter a un proceso de
pasteurizacion que si bien destruye las bacterias lacticas aumenta la vida util
de los mismos, por lo que es posible distinguir entre yogures pasteurizados y
no pasteurizados. El contenido graso permite diferenciar tres tipos de yogures:
enteros con un contenido mayor al 2%, semidescremados en los cuales la
materia grasa ronda entre 0,5% y 2% y descremados que tienen un contenido
graso menor al 0,5%.

La consistencia es otro parametro que aporta variacion y se modifica de
acuerdo a la concentracion de sdlidos totales y que permite las siguientes
variantes: firmes, que tienen una consistencia semisoélida y cuya fermentacion
ocurre en el recipiente de envasado, batidos, que son menos consistentes que
los anteriores y se obtienen rompiendo el coagulo antes de envasarlo y yogures
liguidos que contienen menos del 11% de sdlidos totales y presentan la

viscosidad mas baja. ™ ?%

2.3.2 Kefir

Otro derivado lacteo que se obtiene por fermentacion es el kefir, una bebida
lactea fermentada que se prepara con leche a la que se afiade granos de kefir
o un cultivo madre preparado a partir de éstos, dichos granos contienen una
comunidad microbiana de levaduras, bacterias lacticas y bacterias acéticas que
fermentan la leche y generan productos tales como &cido lactico, acido acético,
etanol, diéxido de carbono y compuestos aromaticos, obteniéndose una bebida

de sabor acido, ligeramente gasificada y alcohdlica. % %)

El grano de kefir es una masa gelatinosa de color blanco amarillento que se
parece a las florescencias del coliflor cuyo tamafio ronda entre 3y 30 mm y
consiste en una matriz llamada complejo kefirano formada por un polisacarido
soluble denominado kefirano junto con otros azucares complejos, proteinas y
lipidos. Las bacterias lacticas y acéticas y las levaduras se encuentran en el
grano de kefir en una asociacion simbidtica en la cual intercambian sus
productos metabdlicos como fuente de energia y/o factores de crecimiento. La
composicibn de la comunidad microbiana varia, habiendo algunos
microorganismos que siempre se hallan y otros cuya presencia depende del

) . : . . 32, 34, 35, 36
origen del grano, el tiempo de cultivo y las condiciones del mismo. (32,34, 35, 36)

En lo que respecta a las bacterias acido lacticas de la microflora del kefir, se
han identificado varias especies del género Lactobacillus, como: Lactobacillus
kefiranofaciens y Lactobacillus kefiri, del género Lactococcus ha sido aislado
Lactococcus lactis, también se ha reportado la presencia de Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, Enterococcus durans y Leuconostoc

. 32, 33, 35, 37, 38
mesentermdes.( 33, 35,37, 38)



En relacion a las especies de levaduras que se han aislado se hallan las
pertenecientes al género Kluyveromyces como: Kluyveromyces marxianus y
Kluyveromyces lactis, otras son del género Candida, ejemplo: Candida
incospicua, también se han identificado especies del género Saccharomyces,
tales como: Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces unisporus, ademas
se han encontrado especies de otros géneros entre ellos: Pichia, Torulaspora y
Issatchenkia. En cuanto a las bacterias acido acéticas se han reportado

miembros del género Acetobacter como Acetobacter aceti y Acetobacter
rasens. (25 32, 35,36, 38)

El kefir es considerado un alimento probidtico ya que aporta microorganismos
vivos que se establecen en el tracto digestivo y contribuyen en la digestion.
Investigaciones realizadas indican que presenta efecto antitumoral,
hipocolesterolémico e inmunomodulador y que tiene actividad antibacteriana
sobre un amplio rango de bacterias gram positivas y gram negativas, también
se ha notificado actividad antifingica. Desde el punto de vista nutricional aporta
minerales, aminoacidos esenciales y vitaminas y sus proteinas son de facil

digestion. (32,33, 37, 38)

En forma tradicional el kefir se prepara a partir de leche cruda que es hervida y
luego enfriada hasta llegar a una temperatura entre 20 y 25 °C momento en
que se agrega un 2 a 10 % de granos de kefir. A continuacién se deja
fermentar a una temperatura entre 20 y 25 °C durante 18 a 24 horas,

finalmente se filtran los granos de kefir y el kefir se conserva a 4°C. (32,33, 34)

A nivel industrial la elaboracion consiste en homogeneizar la leche cruda al 8%
de materia seca, luego se pasteuriza a una temperatura entre 90 y 95 °C
durante 5 a 10 minutos, después se enfria hasta los 18 a 24°C que es cuando
se adiciona un 2 a 8% de los cultivos del kefir y se deja fermentar por 18 a 24
horas a una temperatura entre 18 y 24 °C. El coagulo resultante es envasado,
luego madurado durante 24 horas entre 12 y 14 °C o 3 y 10°C y finalmente se

almacena a 4°C. (33)

2.3.3 Kumis

El kumis es una bebida lactea fermentada levemente alcohdlica, efervescente,
de consistencia cremosa y sabor algo agrio. (27.39) Tradicionalmente se elabora
con leche cruda de yegua o camella aunque en la actualidad también se
prepara con leche de vaca, es considerado un alimento probidtico con efecto

L. ; . i ) . . . 1, 27, 40,
benéfico sobre los sistemas: circulatorio, nervioso, enddécrino e inmune. (
41)

La fermentaciéon de la leche se atribuye a BAL y levaduras que forman parte
de la microflora de la leche, las BAL son las mayores responsables de la
fermentacion e inciden en la acidez, la textura y el aroma del kumis, por su
parte, las levaduras generan dioxido de carbono, por lo cual la bebida es

. , 27, 39, 42
efervescente, y etanol cuya concentracion en el kumis es del 205.¢ )



Las BAL dominantes que se han identificado en el kumis son distintas especies
de Lactobacillus, asi como Lactococcus lactis, Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. Con respecto a

las levaduras estas son: Kluyveromyces fragilis y Saccharomyces unisporus.
(43, 44)

El sabor caracteristico del kumis se debe a compuestos como el acido aceético,
ésteres y alcohol que se desarrollan durante la fermentacion de la leche, este

proceso también genera que el pH del kumis sea menor a 4,0. @7)

Para la elaboracion del kumis en forma artesanal se parte de leche cruda a la
que se agrega kumis preparado anteriormente, luego se incuba por tres a ocho
horas a temperatura entre 20 y 30 °C en un saco de piel animal y se bate
regularmente. Se considera que el kumis esta listo al observar que el producto

. . 27,43
presenta mucha espuma y el sabor del mismo es agrio. (27.43)

2.3.4 Bioyogur

El bioyogur es un producto lacteo de reciente comercializacion que surgié con
la intencion de aportar microorganismos de la flora intestinal en estado viable,

siendo por lo tanto un alimento probidtico. (45, 46, 47)

Bésicamente es un yogur que ademas de los microorganismos iniciadores que
se emplean en la elaboracion del mismo, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, presenta
microorganismos probidticos que se adicionan al producto.

Los microorganismos probidticos pueden ser: Lactobacillus acidophilus,
mezclas de especies de Lactobacillus, Bifidobacterium spp. o Lactobacillus
acidophilus junto con alguna especie de Bifidobacterium, en esta Ultima
variante el bioyogur también se denomina yogur-AB siendo Lactobacillus

acidophilus el cultivo-A y la especie del género Bifidobacterium el cultivo B.(4%
46, 48, 49)

Para considerar que el producto presenta efecto terapéutico se exige un
minimo de 10° - 107 u.f.c./g de las especies de Lactobacillus o Lactobacillus

acidophilus y/o especie de Bifidobacterium que se emplee en el mismo. (46, 47,
48)

La viabilidad de las bacterias probidticas se reduce en el producto y varia
segun las cepas, dicha pérdida obedece a los siguientes factores: pH, oxigeno
disuelto, contenido de &cido lactico y acético, tiempo de fermentacion, periodo

_ - : 45, 46, 47
de almacenamiento del producto y condiciones del mismo. (45,46, 47)

A causa de la pérdida de viabilidad de los cultivos probidticos se busca
favorecer su crecimiento suplementando la leche empleada en la elaboracion
de bioyogur con componentes que estimulan la viabilidad de los mismos, asi
como con prebidticos que favorecen el crecimiento de estos y la etapa de
incubacion que sigue al agregado de los cultivos a la leche se realiza en el



rango de temperatura entre 37 y 40 °C que es el 6ptimo para el desarrollo de
los microorganismos probiéticos. *® *®

2.3.5 Leche acidéfila

La leche acidéfila es una bebida lactea probiética fermentada que se obtiene
por fermentacion de la leche con Lactobacillus acidophilus, el cual presenta un

recuento minimo de 107 u.f.c./g. %%

Existen tres variantes del producto de acuerdo al contenido de materia grasa
de la leche con que se prepara, estas son:. entero, semi-descremado y
descremado. Desde el punto de vista de la textura puede ser firme o batido

rompiendo el coagulo obtenido. % >

La elaboracion de leche acidéfila requiere realizar un tratamiento térmico
intenso a la leche que consiste en someterla dos veces a 90°C durante 20
minutos o solo una vez a 140°C por dos segundos, este tratamiento ademas de
eliminar los microorganismos patdgenos, sirve para reducir la carga microbiana
del resto de los microorganismos presentes en la leche que podrian competir
con Lactobacillus acidophilus que tiene actividad acidificante y crecimiento en

leche lentos. (36, 51, 54)

Luego de efectuado el tratamiento térmico la leche se enfria hasta los 37°C y
se agrega un 2 a 5 % del cultivo iniciador de Lactobacillus acidophilus y se
incuba a dicha temperatura mas de 24 horas hasta que el pH del producto es
cercano a 4,5; el gel obtenido se rompe (si el producto final es batido) y luego

) 36, 51, 53, 55
se enfria y madura a 5°C. ( )

Existe otra variante del producto que se llama leche aciddfila dulce, esta bebida
lactea a diferencia de la leche acidofila no es fermentada por lo que no tiene
etapa de incubacion, sino que se agrega una concentracion alta de
Lactobacillus acidophilus viable. Tiene la ventaja de carecer de la alta acidez y

. 51, 53, 55, 56
el gusto de la leche acidofila conservando el efecto terapeutlco.( +93,55,56)

Para elaborar leche acidéfila dulce a la leche se le realiza el mismo tratamiento
térmico que se emplea en la produccion de leche acidofila, para que el
producto sea estable desde el punto de vista microbiolégico durante su

. 51
almacenamiento. (51)

2.3.6 Queso

Los quesos son concentrados de proteinas esencialmente caseinas, que se
obtienen por un proceso de coagulacion de éstas a pH &cido y un posterior

proceso de deshidratacion (sinéresis). ¢ %7 %%

La coagulacién de las caseinas de la leche resulta en la generacion de un gel
en el que queda retenida materia grasa, vitaminas y minerales, dicho proceso
ocurre por accion del cuajo que consiste en un extracto enzimatico de
aspartoproteasas o proteinasas acidas como la quimosina que hidrolizan la



K-caseina, en conjunto con la acidificacion desarrollada por microorganismos
de la flora nativa de la leche o cultivos iniciadores, este proceso se denomina

. . . 2, 58, 59
coagulamon mixta. ( )

En el caso de los quesos con ojos, como los de tipo suizo, se emplean cultivos
constituidos por un 85 a 90% de bacterias acidificantes y un 10 a 15% de
bacterias aromatizantes, siendo Lactococcus lactis el responsable de la
acidificacion y Leuconostoc spp. el que aporta las caracteristicas aromaticas.
Los ojos en la masa del queso se deben al diéxido de carbono generado por
Lactococcus lactis subsp. lactis biovariedad diacetylactis y Leuconostoc spp. al
metabolizar citrato y por fermentaciéon de la lactosa. En algunos tipos de
quesos la formacion de ojos se debe al empleo de cultivos del género
Propionibacterium que producen diéxido de carbono a partir de lactato, dichas
bacterias también generan acido propiénico y acético que adjudican sabor

dulce y picante a los quesos. (60, 61,62, 63, 64, 65)

En el proceso de desuerado o deshidratacion que se inicia con el corte del gel
resultante en la coagulacion ocurre la sinéresis que consiste en la liberacion de
lactosuero y con éste de proteinas solubles, lactosa y componentes salinos.
Este fenbmeno trae como consecuencia la separacién de las fases sélida y
liguida obteniéndose la cuajada. El desuerado se acelera por agitacion,

tratamiento térmico, salado y prensado de la cuajada. (2,57, 58)

Luego del proceso de desuerado se procede a moldear y posteriormente
prensar la cuajada, el moldeado permite dar forma a los quesos y el prensado
ayuda a eliminar el lactosuero remanente, por lo que es una etapa de
regulacion de la humedad del producto, al igual que lo es el proceso de

2,57, 58
desuerado. ( )

El proceso de elaboracién se detiene luego de la etapa de prensado en el caso
de los quesos frescos, mientras que para obtener quesos maduros se realizan

p .z ‘ .z 2
dos pasos mas en su elaboracion, éstas son el salado y la maduracion. @

El salado se realiza sumergiendo los quesos en salmuera o por salado en seco.
El cloruro de sodio al favorecer la disminucién de la actividad del agua controla
el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica, por lo que tiene efecto en la
conservacion y la textura de los quesos. La sal ademas favorece la formacién

de la corteza y contribuye al sabor. & °"°8)

La maduracion de los quesos se realiza en cdmaras con temperatura y
humedad relativa controlada. Los procesos de lipdlisis, protedlisis y glucolisis
gue tienen lugar generan compuestos que aportan sabor y aroma tales como
aminoacidos, acidos grasos volatiles, cetonas y ésteres, también hay
evaporacion de agua y formacion de la corteza. En esta etapa los denominados
microorganismos no iniciadores, aquellos que no intervienen en forma directa
en la etapa de acidificacion, presentan un papel mas importante mientras que

. o ) ) . (2,57, 58,66
los cultivos iniciadores intervienen en forma secundatria. ( )

Con respecto a los tipos de quesos, existen variados criterios para su
clasificacion, entre ellos el contenido de humedad, de grasa, proceso de

i . (9,57, 59, 60, 67, 68
elaboracion y maduracion, %7 > 6067 69)



La clasificacion de acuerdo al contenido de humedad es en: frescos si es de 60
a 80%; blandos cuando se encuentra entre 55 y 57 %; semiduros si es de 42 a
55% y duros si se presenta entre 20 y 40%.

Segun el contenido de materia grasa se distinguen en: magros, para lo que
debe ser menor al 10%; semi-desnatados, cuando se halla entre 10 y 25%,
semi-grasos, si oscila entre 25 y 45%; grasos, donde se ubica entre el 45 y
60% y extra-grasos si es mayor al 60%.

Los quesos también pueden ser clasificados seguin su maduracién y el proceso
de manufactura. Si no hay etapa de maduracion los quesos se denominan
frescos ejemplo: Cottage, mientras que los madurados se distinguen en: semi-
duros, duros y extra-duros cuya maduracion se debe al desarrollo bacteriano
en el interior de la masa del queso, ejemplos de estas tres categorias son:
Monterey Jack (semi-duro), Cheddar (duro) y Grana Padano (extra-duro).

Los quesos con 0jos son los de tipo Suizo y los de tipo Holandés, ejemplo: el
gueso Emmental. Los de pasta hilada como el Mozzarella son los elaborados
sumergiendo la pasta en agua caliente a 80°C, estirandola y enfriandola antes
de colocarla en salmuera. Una variedad de quesos, dentro de la cual se
encuentra el queso Feta, comprende a aquellos que presentan alto contenido
de sal como resultado de una maduraciéon en salmuera.

Otras variedades son: quesos que tienen hongos en su superficie, ejemplo:
Brie; los de pasta azul, que presentan vetas debidas al crecimiento del hongo
Penicillum roqueforti, caso del queso Stilton; quesos con maduracién en su
superficie, ejemplo: Munster y los fundidos resultantes del fusionado de
distintos tipos de quesos que son descortezados, molidos, mezclados y
calentados entre 80 a 90°C.

2.4 Caracteres generales de las bacterias acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias Gram-positivas,
no esporuladas, no pigmentadas, catalasa negativas, mayoritariamente nitrato
reductoras negativas y capaces de crecer en el rango de pH entre 4,0 y 4,5;
anaerobias facultativas o microaerofilicas, cuyo metabolismo es fermentador y
que dependiendo si da como unico producto de fermentacion acido lactico o
estd acompafiado por la generacion de otros compuestos se distinguen en
bacterias homolacticas o heterolacticas, respectivamente.(g’ 18,21, 89, 70, 71)

Las bacterias lacticas homofermentantivas generan como producto principal de
la fermentacién acido lactico, estos microorganismos son todos los miembros
del género Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus y varias especies de
Lactobacillus.

Con respecto a las bacterias heterolacticas, durante la fermentaciéon ademas de
acido lactico producen dioxido de carbono, acido acético, acido férmico y
etanol. Este tipo de fermentacion ocurre en bacterias del género Leuconostoc y
Lactobacillus.
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Las bacterias &cido lacticas son microorganismos auxotrofos, es decir,
requieren una serie de componentes (aminoacidos, péptidos, purinas,
pirimidinas y vitaminas tales como la vitamina B, el acido pantoténico, la biotina
y el &cido félico) que no pueden ser sintetizados por ellos mismos, debido a lo
cual deben encontrarse en el medio de crecimiento. El elevado requerimiento
nutritivo (mayor al de los seres humanos) y la cantidad de energia que pueden
obtener por fermentacion, condicionan los habitats naturales que son propicios
para el desarrollo de estas bacterias, siendo los mismos: la leche y los
productos derivados de la misma, el intestino y las mucosas de humanos y

. . ., . . ., (9,72 73
animales asi como también plantas intactas y en descomposicion. (0,72, 73)

Con respecto a las temperaturas en que se desarrollan estos microorganismos,
los hay: mesdfilos, que crecen entre 25-30°C y termofilos, cuyo rango de

temperatura se encuentra entre 40-44°C. (3,52, 58,72, 73, 74, 75)

Desde el punto de vista filogenético se han definido doce géneros de bacterias
lacticas y estos son: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Pediococcus, Vagococcus, Enterococcus, Aerococcus, Tetragenococcus,

. . . 58) . . .
Carnobacterium, Alloicoccus y Weissella. ®8) Dichos géneros se ubican
taxonomicamente dentro del phylum Firmicutes, en la clase Bacilli, orden
Lactobacillales. ©

Streptococcus

Enterococcus,
Melissocaccus,
Telfragenococous

Lactococous

N
o, \
. -&
\\ Trichococcus
\ /
\,\ #
e —‘/—jﬂéamobacren'um

Desemzia

Vagococous

Lactobacilius sakel

aroup
\\

Leuconostoc

: Lactobaciilus,
G B Weissella Pediococcus

Figura 1: Arbol filogenético de los géneros de bacterias &cido lacticas, basado en la secuencia
del gen del ARNr 16S. (20)
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2.4.1 Géneros de bacterias acido lacticas.
2.4.1.1 Lactococcus spp.

El género Lactococcus pertenece a la Familia Streptococcaceae y esta
integrado por seis especies. Desde el punto de vista morfologico estas
bacterias son cocos esféricos u ovoides cuyo diametro oscila entre 0,5y 1 umy
se los suelen encontrar de a pares, formando cadenas cortas o en forma simple
(véase la figura 2).

Los Lactococcus son microorganismos mesofilos, no moviles capaces de
crecer a 10°C pero no a 45°C, estan descriptos como BAL homofermentativas,
aunque existen miembros de este género que son heterofermentativos, en la
fermentacion generan L-acido lactico. El rango de pH Optimo para el
crecimiento de este género es entre 6,0 y 6,5; algunas especies son capaces

de crecer a pH 4,4 pero ninguna a pH 9,6. (2,5.6.7,9,52,69,71,76,77,78, 79, 80)
2.4.1.2 Lactobacillus spp.

Este género pertenece a la Familia Lactobacillaceae y en la actualidad esta
constituido por 116 especies, algunas de las especies actuales son anaerobias
estrictas. Morfolégicamente estas bacterias Gram-positivas presentan forma de
baston cuyo tamafio varia entre: 0,5 a 1,2 ym por 1,0 a 10,0 um; pero también
pueden encontrarse como cocobacilos, bastones curvados o coriniformes, se
suelen disponer en cadenas y de manera simple.

Existen algunas especies que son moviles gracias a la presencia de flagelos
peritricos, otra excepcidn es que ciertos miembros de este género pueden ser
nitrato reductores. Con respecto a la temperatura Optima de crecimiento los
Lactobacillus pueden ser meséfilos o termofilos. Existe variacion a nivel de
especie con respecto a la capacidad de crecer a 10 y 45 °C.

En cuanto a la fermentacion, pueden generar L-acido lactico, D-acido lactico o
una mezcla de ambos isomeros, y se los distinguen en tres categorias:
homofermentativos estrictos, heterofermentativos estrictos y
heterofermentativos facultativos. En referencia al pH optimo de crecimiento

este oscila entre 4,5 y 6,2. Algunas especies pueden crecer a pH 3,2 y otras a
oH 9.6 (2,5,6,7,9,20,52,71, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83)

2.4.1.3 Leuconostoc spp.

Taxondmicamente este género pertenece a la Familia Leuconostocaceae y
estd constituido por once especies. Se trata de cocos Gram-positivos, no
moviles, de forma esférica o lenticular que se disponen de a pares y
constituyendo cadenas cortas, también pueden disponerse solos. De las BAL
aisladas de los alimentos representan un grupo minoritario a causa de su lento
crecimiento y baja capacidad acidificante.

Estos microorganismos no hidrolizan arginina. Con respecto a la temperatura
optima de crecimiento son mesofilos y presentan crecimiento a 8°C pero no
45°C. En cuanto al pH, requieren que sea mayor a 4,5, hay algunas especies
que pueden crecer a pH superior a 9,5. Desde el punto de vista de la
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. . 1A 5,6,7,9,52, 71,
fermentacion son heterofermentativos y producen D-acido lactico. (

76, 78, 79, 80, 84, 85)

2.4.1.4 Pediococcus spp.

El género Pediococcus forma parte de la Familia Lactobacillaceae y presenta
once especies. Estas bacterias Gram-positivas son cocos esféricos, jamas
ovoides o elongados, tienen 0,5 a 0,8 ym de diametro y no son mdviles, se
disponen de a pares, pero también en tétradas debido a que se dividen en dos
planos.

Pediococcus spp. esta constituido por especies homofermentativas estrictas y
heterofermentativas facultativas, que generan L-acido lactico o L-acido lactico
y D-acido lactico como producto de la fermentacion.

Pueden crecer a pH 5,0, pero no a pH 9,0. Son microorganismos mesdéfilos, la
mayoria de las especies pueden crecer a 35°C; a 10 y 45°C la capacidad de

o . . . (2,5,6,7,9,52,71, 76,77, 84, 86, 87, 88
crecimiento varia segun la especie. (2.5.6,7.9, 71,76, 77, 84, 86, 87, 88)
2.4.1.5 Streptococcus spp.

Este género se halla dentro de la Familia Streptococcaceae y esta integrado
por 67 especies, algunas de ellas patégenas, a diferencia de éstas la especie
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus se considera GRAS, sigla que en
ingles significa generalmente reconocido como seguro, ya que ha perdido o se
han inactivado los genes caracteristicos de las especies patdégenas.

Morfologicamente se trata de cocos Gram-positivos ovoides que se disponen
de a pares o en cadenas. Con respecto a la fermentacion, son
homofermentativos y generan L-acido lactico.

Son microorganismos no moviles, mesofilos incapaces de crecer a 10°C;
algunas especies crecen a 45°C, en el caso de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus el crecimiento continda hasta los 50°C. El pH 6ptimo para el
crecimiento es de 6,5 y no pueden desarrollarse a pH 4,4 ni 9,6. Algunas

. o . 2,5,6,7,9, 52,71, 77, 78,
especies son capaces de hidrolizar la arginina y otras no. (
84, 89)

R

o 5 -

e -

Figura 2: Microscopia de contraste de fase Figura 3: Microscopia electronica
de Lactococcus lactis subsp. lactis. Las de Lactobacillus casei. (20)

bacterias se hallan dispuestas de a pares.
(69)
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2.5 Caracteristicas deseadas en las bacterias acido lacticas de acuerdo a
los productos elaborados.

La seleccion de bacterias acido lacticas para formular cultivos iniciadores se
hace en base a que éstas presenten ciertas propiedades: una capacidad de
acidificacion que no sea lenta , correcta producciéon de aroma y sabor, habilidad
para obtener la textura adecuada , ausencia de patogenecidad , facil
preservacion y propagacion y que sea capaz de prevalecer sobre la microflora
competitiva, pues se busca obtener un cultivo iniciador cuya tasa de viabilidad
sea adecuada ,que esté libre de contaminacion y sea altamente activo en las

. .. (3,58
condiciones de produccion. (3. 58)

2.5.1 Fermentacion.

En el proceso de fermentacion los microorganismos emplean carbohidratos y
compuestos relacionados como fuente de energia que son oxidados
parcialmente generandose acidos organicos, la oxidacion es incompleta porque
el aceptor final de electrones no es externo, sino que, se trata de un compuesto
organico resultante de la ruptura de los carbohidratos, con lo cual los
microorganismos solo aprovechan una parte de la energia disponible en el

sustrato. (71.90)

Durante la fermentacién los &cidos organicos resultantes se acumulan y se
produce un gradual descenso del pH, el bajo pH (menor a 4,5-5,0) combinado
con la alta concentracion de acidos organicos, principalmente acido lactico,
inhibe el crecimiento de microorganismos patdgenos y de la mayoria de los
microorganismos que alteran el producto, de esta forma ademas de lograr que
el producto sea seguro desde el punto de vista microbiolégico se extiende su

tiempo de vida util. (2,7, 14,78, 91, 92)

Por otra parte el acido lactico producido favorece el desarrollo de la textura del
producto, ya que, la disminucion del pH provoca la desestabilizacién de las
micelas de caseina principalmente por solubilizacion del fosfato de calcio
asociado a éstas, al descender el pH hasta 4,6-4,7 se alcanza el punto
isoeléctrico de las caseinas y éstas precipitan con lo cual se produce la

-, 3,7,78,93
coagulacion de la leche. (3.7.78,93)

La generacion de acido lactico favorece la pérdida de agua de hidratacion, este
fendmeno que se denomina sinéresis ayuda en el desarrollo de la textura de
los quesos; la pérdida de agua también contribuye con la seguridad
microbiolégica y la conservacion del producto al reducirse la actividad del agua

en el mismo. % 9394

El &cido lactico también confiere el sabor acido y fresco de las leches
fermentadas, pero ademas en la fermentacibn se pueden generar otros
compuestos que contribuyen a las propiedades organolépticas al aportar sabor

: . . 2,3,7,92,95
y aroma, con lo que se aumenta la diversidad del producto final. ( )
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Los alimentos fermentados tienen mayor contenido de vitaminas, aminoacidos
esenciales y proteinas por lo que presentan mayor valor nutricional, por otra
parte, la fermentacion favorece la digestibilidad de las proteinas y de la fibra

alimentaria, ademas de aumentar la disponibilidad de micronutrientes. (2. 91)

Como se indico en el apartado 1.3 las bacterias acido lacticas se pueden
clasificar de acuerdo a los productos resultantes de su fermentacién. Se
denominan homolacticas a las BAL que sélo producen acido lactico como
producto Unico o principal de la fermentacion y heterolaticas a aquellas que
generan acido lactico, diéxido de carbono, etanol y/o é&cido acético en

cantidades equimolares, & & 7% 8%-99)

Existen cepas lacticas homofermentativas que al modificar las condiciones de
crecimiento, variando por ejemplo la concentracion de los nutrientes
esenciales, el pH o la concentracion de glucosa pueden comportarse como

heterofermentativas. (71)

Las bacterias heterolacticas despiertan mas interés que las homoléactica porque
durante la fermentacion producen compuestos de aroma y sabor como
diacetilo, acetoina y acetaldehido que contribuyen a las propiedades

organolépticas del producto. ('t 9%

Las especies de los distintos géneros de BAL difieren en su capacidad
fermentadora y dentro de una misma especie existen variaciones a nivel de
cepa que se deben a la capacidad especifica de éstas para asimilar los

- . (93, 97, 98, 99, 100, 101
nutrientes del medio. (% 97 9899, 100, 101)

2.5.1.1 Cultivos iniciadores.

La capacidad acidificante de las BAL es una propiedad de interés tecnolégico
para la industria alimentaria, de hecho se utiliza el concepto de cultivos
“starters” o iniciadores en referencia a cultivos puros o mezclas de bacterias
acido lacticas que se emplean en la elaboracion de productos fermentados por

su gran actividad acidificante. " "

El cultivo “starter” siempre presenta una especie homolactica y cuando se
requieren componentes de aroma y gusto incluye una heterolactica como

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris.

Los cultivos iniciadores que se suelen emplear estan constituidos
mayoritariamente por especies de los géneros: Lactococcus, Lactobacillus y

Leuconostoc. (102, 103)

Se suele clasificar a los cultivos iniciadores de acuerdo a la temperatura 6ptima
de crecimiento de las bacterias acido lacticas que los constituyen, existiendo
tres tipos: mesofilos, termofilos y mixtos. Los cultivos meséfilos son empleados
en procesos fermentativos cuyas temperaturas Optimas se ubican entre 20-
30°C, mientras que los cultivos termofilos son utilizados cuando el rango de
temperatura se encuentra entre 30-50°C. En cuanto a los cultivos mixtos, se los
emplea en procesos fermentativos que ocurren entre 30-40°C. A su vez, los
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cultivos iniciadores pueden ser:. puros (compuestos por una Uunica cepa),
mixtos(es decir, una mezcla de cepas de bacterias acido lacticas definidas) o
artesanales (mezcla indefinida de bacterias acido lacticas nativas de la leche).
La comercializacibn de los fermentos puede ser como: liofilizados,

deshidratados, congelados o liquidos. & 7 %8 6% 72)

2.5.2 Protedlisis.

La protedlisis es un proceso de degradacién proteica que puede ocurrir
naturalmente en la leche debido a enzimas propias de ésta (la mas importante
la plasmina) , asi como también por microorganismos nativos de la leche que
poseen enzimas capaces de hidrolizar las proteinas, entre los microorganismos
con actividad proteolitica se hallan las bacterias 4cido lacticas.

En el caso de los derivados lacteos, por ejemplo quesos, la degradacion
proteica es un fendmeno deseado, debido a que interviene en los perfiles de
sabor, aroma y textura que son obtenidos. (2.3, 21,58. 79) Egig e impartido por
BAL durante el proceso de elaboracién de los quesos o durante su maduracion
etapa en que ocurre la autolisis de BAL como sucede con las cepas de

Lactococcus. (61, 104)

Las proteinas de la leche pueden ser clasificadas dentro de tres grupos:
caseinas, proteinas séricas y proteinas asociadas a la membrana del glébulo
butiroso. Siendo las caseinas de gran importancia en el desarrollo de las
propiedades organolépticas resultantes en los derivados lacteos mediante la

. . 104, 105, 106, 107
degradamondelasmlsmas.( + 105, 106, 107)

Las caseinas estan agrupadas segun su movilidad electroforética como:
a-s;-caseina, a-s;-caseina, B-caseina y k-caseina; todas presentan en mayor o

. . - . . 104, 107, 108, 109
menor medida cierta degradacion de origen bacteriano. ( )

El sistema por el cual las bacterias acido lacticas degradan las proteinas
implica una proteinasa que se encuentra asociada a la pared celular, la misma
genera oligopéptidos como producto de la degradacion que luego son
internalizados mediante sistemas de transportes de oligopéptidos y permeasas
y una vez en el interior celular son degradados por peptidasas intracelulares,
dando como resultado aminoacidos y péptidos pequefios. De esta forma, si
bien las bacterias acido lacticas no poseen la capacidad de sintetizar ciertos
aminoacidos, cuya naturaleza y numero varia segun la cepa considerada,
logran obtenerlos por medio de su actividad proteolitica a partir de las proteinas

. 3,21, 110
del medio en que se desarrollan. ( )
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2.6 Objetivo.

2.6.1 Objetivo general:

Caracterizar propiedades de interés tecnologico en cepas de

bacterias &cido lacticas aisladas de la cadena lactea provenientes

de diferentes establecimientos bovinos, ovinos y caprinos.

2.6.2 Objetivos especificos:

*

Determinar la capacidad acidificante de las cepas de bacterias
lacticas pertenecientes a los géneros Lactococcus,

Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Leuconostoc.

Evaluar cinéticas de crecimiento y actividad proteolitica de las

diferentes cepas de bacterias acido lacticas.

Determinar la actividad protedlitica de las diferentes cepas de

bacterias acido lacticas por SDS-PAGE.
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3. Materiales y métodos:

3.1 Microorganismos.

Se seleccionaron 17 cepas de BAL autéctonas de leche bovina, ovina y caprina
provenientes de diferentes puntos de la cadena lactea. Las BAL en estudio
provienen de la coleccién del Laboratorio de la Unidad de Tecnologia de los
Alimentos (U.T.A.), Facultad de Agronomia.

La pureza se determiné para cada cepa BAL en agar MRS ( De Man, Rogosa y
Sharpe, 1960, Oxoid (111)) incubandose a las temperaturas adecuadas para
cada una de las bacterias en condiciones de microaerofilia.

En la tabla 1 se detallan las cepas BAL utilizadas en este estudio, incluyendo
los géneros de Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Streptococcus y
Leuconostoc.

Tabla 1: Cepas empleadas en la caracterizacion tecnoldgica.

Cepa NUumero
Lactococcus lactis 37
Lactococcus lactis subsp. lactis 82
Lactococcus lactis subsp. lactis 104
Lactococcus lactis 106
Lactococcus lactis 107
Lactococcus lactis subsp. lactis 108
Lactococcus lactis 975
Pediococcus pentosaceus 45
Pediococcus spp. 57
Pediococcus spp. 601l
Pediococcus spp. 63l
Lactobacillus helveticus 66
Lactobacillus helveticus 71
Lactobacillus helveticus 100p
Lactobacillus helveticus 974
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 196
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 982
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3.2 Evaluacién de propiedades de interés tecnoldgico.

3.2.1 Estudio de la actividad acidificante.

Las cepas de BAL analizadas en este estudio fueron activadas en caldo MRS y
crecidas en caldo MRS por 24 horas a 37°C para su posterior evaluacion.

Los estudios de la actividad acidificante se realizaron para cada cepa BAL en
seis tubos por duplicado con 9 mL de leche UHT descremada reesterilizada a
0,70 Kg/cm? por 10 minutos. Se inocularon con 200 pL del cultivo en MRS
previamente descripto.

Las variaciones de pH fueron determinadas a las 3, 5y 6 horas de inoculacion
con un pHmetro (HANNA, Instruments, Padova, Italy)

Se determind el recuento inicial de las BAL en agar MRS por dilucion decimal
en tubos con solucidn salina fisiologica (SSF, 0,85% NacCl).

3.2.2 Cinéticas de crecimiento en leche UHT descremada estéril.

Las cepas BAL fueron cultivadas por 24 horas en caldo MRS a 37°C. Luego, se
inocularon 800 pL del cultivo en cuatro matraces Erlenmeyer de 100 mL con 80
mL de leche UHT descremada y esterilizada como se indicé en el item anterior.
Incubandose a 37°C.

A las 2, 4, 6 y 8 horas de iniciar la incubacion se realizaron diluciones seriadas
1/10 en tubos de solucion SSF. Se sembraron 100 uL en placas de agar MRS
para determinar el recuento microbiano perteneciente a dichas horas, las
placas se incubaron en microaerofilia a 37°C.

La determinacion del recuento inicial del inéculo se determiné a partir de caldos
de MRS incubados por 24 horas por recuento de bacterias viables en placa
(u.f.c./mL) con agar MRS incubadas en condiciones microaerofilicas a 37°C.

3.2.3 Estudio de la actividad proteolitica.

La evaluacion de la actividad proteolitica se realiz6 a partir de los matraces de
leche UHT descremada que se emplearon en el estudio del crecimiento de las
cepas BAL. Se procedio a tomar muestras de los mismos a las horas 2, 4, 6, 8,
24, 48 y 72 de haber sido inoculados, para posterior andlisis de las muestras
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con el fin de evaluar el deterioro enzimatico de las proteinas (caseinas) a lo
largo del tiempo por electroforesis en geles de SDS-PAGE™?),

Para realizar la electroforesis en gel de SDS-PAGE se empleé:

Tabla 2: Reactivos empleados en los geles de SDS-PAGE.

Reactivos Gel separador (15%) | Gel de apilamiento (5%)
H,O destilada 2,3mL 1,4 mL
mezcla acrilamida/bis acrilamida

30% 5mL 0,33 mL
Tris 1,5M (pH 8,8) 2,5mL

Tris 1,0M (pH 6,8) E— 0,25 mL
SDS 10% 0,1 mL 0,02 mL
Persulfato de amonio 10% 0,1 mL 0,02 mL
TEMED 0,004 mL 0,002 mL

Buffer de corrida, pH 8,3 (x5):

THIS. 15¢g
Glicina.......cooeieiiiiieeeee 729
SDS............. 59

Agua bidestilada desion. csp. 100 mL
En el momento de usarlo, se diluyeron 100 mL del buffer x5 en 400 mL de agua
destilada.

Buffer de muestra, pH 6,75 (x2):

THIS ., 1519
Glicerol........cooo i, 20 mL
SDS . 49
2-Mercaptoetanol................... 10 mL
Azul de bromofenol................ 0,05¢

Agua bidestilada desion. cps. 100 mL

Preparacion de las muestras:

Se diluyeron 125 pL de las muestras de leche de las distintas horas asi como
de la leche control (leche UHT descremada, sin inéculo) en 875 uL de agua
destilada, de estas diluciones se tomaron 10 pL para diluir en igual volumen de
buffer de muestra.
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Condiciones de las corridas electroforéticas:

Una vez preparadas las muestras se procediéo a sembrar 10 yL de las mismas
en los geles. Las corridas se efectuaron en el buffer de corrida x1 cuya
composicion es detallada previamente en un equipo BIO-RAD Mini-Protean 3, a
voltaje constante (150 V) y temperatura ambiente hasta que el frente de corrida
llegd casi al extremo inferior de los geles.

Luego de realizar las corridas, los geles fueron sumergidos en la solucion de
tincion gue se expone a continuacion durante un minimo de tres horas.

Solucién de tincion:

Acido acético...................... 10%
Metanol............cooooi i, 50%
Agua.........coevviviiiiiiinn e 40%
Azul de Coomasie R25......... 0,2% (concentracion final)

Finalmente los geles fueron destefiidos realizando sucesivos lavados con la
siguiente solucion:

Solucién de destenido:

Acido acético.................. 80 mL
Etanol...........c.ccoiin .. 250 mL
Agua......cocviiiiiiiiiie, 650 mL

Los geles se conservaron en la solucion de destefiido hasta que fueron
escaneados, fotografiados y sometidos a andlisis utilizando el programa de
analisis SCION-IMAGE® para detectar deterioro de las diferentes caseinas.
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4. Resultados y discusion.

4.1 Actividad acidificante.

Los resultados obtenidos por el analisis de la actividad acidificante de las
bacterias acido lacticas (BAL) se detallan en la Tabla 3. A las seis horas de
transcurrido el estudio las BAL con mayor actividad acidificante fueron:
Lactococcus lactis subsp. lactis (82, 37, 106, 975), Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris (982) y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (196).

Tabla 3: Estudio de la actividad acidificante de las cepas lacticas. Se indica el pH correspondiente a las horas
0, 3, 5y 6 de las leches sembradas, el indculo inicial (u.f.c./mL) y la diferencia de pH (ApH) existente entre
las horas O y 6.

Actividad acidificante de las cepas lacticas:

Cepa NUmero _quuento pH

inicial (u.f.c./mL) 0 3 5 6 ApH
Lactococcus lactis 37 2,83E+08 6,31 6,11 5,88 5,63 0,68
Lactococcus lactis subsp. lactis 82 1,70E+08 6,31 5,91 5,42 5,28 1,03
Lactococcus lactis subsp. lactis 104 1,20E+09 6,31 6,03 6,00 591 0,4
Lactococcus lactis 106 5,30E+07 6,31 6,13 5,79 5,69 0,62
Lactococcus lactis 107 1,70E+08 6,31 6,02 5,82 5,76 0,55
Lactococcus lactis subsp. lactis 108 5,36E+07 6,31 6,09 5,88 5,8 0,3
Lactococcus lactis 975 2,80E+08 6,31 6,05 5,87 5,69 0,62
Pediococcus spp. 60Ill 1,90E+08 6,31 6,04 5,94 59 0,41
Pediococcus spp. 63l 3,60E+08 6,31 6,12 6,11 6,08 0,23
Pediococcus pentosaceus 45 3,50E+08 6,31 6,03 5,92 5,89 0,42
Pediococcus spp. 57 6,20E+08 6,31 5,97 5,89 5,84 0,47
Leuc. mesenteroides subsp.
cremoris 982 1,00E+09 6,31 6,04 5,73 5,52 0,79
Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus 196 7,00E+07 6,31 6,04 5,8 5,55 0,76
Lactobacillus helveticus 66 6,80E+08 6,63 6,46 6,24 6,17 0,46
Lactobacillus helveticus 71 2,79E+08 6,61 6,4 6,19 6,07 0,54
Lactobacillus helveticus 974 3,95E+08 6,58 6,52 6,44 6,41 0,17
Lactobacillus helveticus 100p 6,90E+08 6,58 6,58 6,55 6,56 0,02
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En las figuras 4 a 9 se indica la variacion de pH a lo largo del tiempo para las
cepas BAL de mayor actividad acidificante.

6,4

6,2

pH

58

5,6

54

52

L. lactis subsp. lactis - 82

6,31
5,91
5,42
5,28
0 3 5 6

horas

Figura 4: Variacion del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa

Lactococcus lactis subsp. lactis 82.
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Figura 5: Variacién del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa

Leuconostoc mesenteroides subsp. lactis 982.
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Streptococcus thermophilus - 196
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Figura 6: Variacion del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 196.
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Figura 7: Variacion del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa
Lactococcus lactis 37.
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Figura 8: Variacion del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa
Lactococcus lactis 106.

L. lactis - 975
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Figura 9: Variacion del pH a lo largo del tiempo correspondiente a la cepa
Lactococcus lactis 975.

En relacion a la actividad acidificante detallada en las figuras 4 a 9, ninguna de
las cepas puede ser considerada como cepa fermentadora rapida en el tiempo
de estudio, a excepcion de Lactococcus lactis 82, ya que tanto el género
Lactococcus como Lactobacillus, Leuconstoc y Streptococcus demoraron mas
de seis horas para generar una diferencia de pH mayor a 1 respecto al pH
inicial.
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Los resultados obtenidos corresponden a cepas fermentadoras lentas de
acuerdo a lo detallado por Huggins y Sandino, 1984 (113), a excepcion de la
cepa 82 de Lactococcus lactis como se puede observar en la figura 10.

hSt. thermophius 196

Produccion de &cido de cepas BAL —®—rapida
—Aa— media
ApH —8—lenta
1,2 ; ; ; ; ; —a— control
Ty o o o —— | Lact. lactis 82
0,8 f----t----ammmme A e

06 i T
04 1 A
02 f--- gt g Pediococcus 63l
0 :- :- control
0 3 5 6
horas

Figura 10: Produccién de acido de diferentes cepas BAL. Se graficaron los
valores correspondientes a: Lactococcus lactis 82 (variante répida),
Streptococcus  salivarius subsp. thermophilus 196 (variante media),
Pediococcus 631 (variante lenta) y leche sin inocular (control).

Las cepas BAL del género Lactobacillus difirieron en su habilidad para reducir
el pH de la leche, pero de forma similar a las del género Pediococcus todas
presentaron baja actividad acidificante.

A nivel artesanal o industrial se buscan cepas BAL rapidas acidificantes que
puedan ser candidatas para utilizarlas en los procesos de fermentacion como
microorganismos integrantes de starters primarios, mientras que las cepas BAL
identificadas como lentas acidificantes se pueden utilizar como cultivos
adjuntos dependientes de otras propiedades como actividad proteolitica y
autolitica.

Los resultados obtenidos revelan que la actividad acidificante de las cepas de

Lactococcus fue mayor que la de las otras especies analizadas y concuerda

: : 16, 28, 58, 102, 114, 115
con lo expuesto en trabajos previos. ( )

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 196 resulto tener gran capacidad

acidificante coincidiendo con lo reportado por otros investigadores. (114)
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La cepa BAL de Leuconostoc mesenteroides subsp. lactis 982 utilizada en este
estudio presentd alta actividad acidificante. Se ha reportado que el género
Leuconostoc tiene baja capacidad acidificante, siendo empleado en los
productos lacteos porque contribuye en el desarrollo de sus propiedades

organolépticas. (78)

4.2 Analisis de crecimiento y actividad proteolitica.

En la tabla 4 se detallan los recuentos de BAL a las diferentes horas de

incubacion.

Tabla 4: Recuentos microbianos efectuados a la hora 0, 2, 4, 6 y 8.

Recuentos microbianos (u.f.c./mL) de las cepas lacticas alo largo del tiempo:

Cepa NUmero Ohs(inoculo) 2hs 4hs 6hs 8hs
Pediococcus spp. 57| 7,7E+08 | 9,2E+09 | 1,3E+10 | 9,8E+09 | 2,1E+10
Pediococcus pentosaceus 45| 1,7E+09 | 5,1E+09 | 2,1E+10 | 1,7E+11 | 1,7E+10
Lactococcus lactis 106| 1,1E+07 6,5E+08 | 1,0E+10 | 1,4E+10 | 6,5E+10
Streptococcus salivarius subsp. 196| 3,0E+08 | 2,5E+08 | 4,6E+10 | 3,7E+10 | 3 9E+10
thermophilus

Lactococcus lactis subsp. lactis 104| 1,1E+08 | 2,7E+08 | 5,5E+09 | 3,1E+10 | 7,9E+10
Lactococcus lactis 37| 19E+08 | 2,1E+08 | 1,2E+10 | 8,3E+10 | 1,0E+11
Lactococcus lactis 975| 3,2E+08 | 2,9E+09 | 9,9E+09 | 5,1E+10 | 8,7E+10
Lactococcus lactis subsp. lactis 82| 1,5E+07 | 7,1E+08 | 4,0E+09 | 5,9E+10 | 9,0E+07
Lactococcus lactis 107 | 4,7E+07 | 2,7E+09 | 5,4E+09 | 1,6E+10 | 1,5E+10
Lactococcus lactis subsp. lactis 108| 9,2E+07 | 2,2E+09 | 2,0E+10 | 1,8E+10 | 8,0E+09
Pediococcus spp. 60Ill | 5,5E+08 | 4,0E+08 | 5,0E+09 | 3,3E+09 | 4,9E+09
Pediococcus spp. 63l| 2,6E+08 | 5,3E+09 | 3,8E+09 | 1,9E+09 | 9,0E+08
Lactobacillus helveticus 66| 6,0E+08 |9,5E+08 | 1,1E+09 | 6,0E+09 | 1,5E+14
Lactobacillus helveticus 100p| 9,0E+06 | 6,0E+07 | 6,3E+08 | 3,0E+10 | 5,0E+12
Lactobacillus helveticus 974| 5,1E+07 | 4,0E+08 | 7,6E+08 | 2,0E+09 | 9,0E+09
Lactobacillus helveticus 71| 2,7E+07 | 3,0E+08 | 3,8E+08 | 6,1E+09 | 9,0E+09

Las BAL con mayor velocidad de crecimiento fueron: Pediococcus 57, 60lll,

63l, Pediococcus pentosaceus 45, Lactococcus

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 196.

lactis 82, 107, 108 vy

Las cepas pertenecientes al género Lactobacillus fueron las que presentaron
menor velocidad de crecimiento.

Con la finalidad de establecer la capacidad proteolitica de las cepas
consideradas en la caracterizacion, se analizaron los diferentes perfiles de la
degradacion enzimatica de las caseinas de la leche en geles de SDS-PAGE

(Fig. 16 - 19).
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En las figuras 11 a 15 se detalla la cinética de crecimiento para las cepas con
mayor actividad proteolitica en las condiciones previstas en leche (Lb.
helveticus 66, 71; L. lactis subsp. lactis 104, 82, 106).

Lactobacillus helveticus - 66
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O /
5 1,0E+11
1,0E+10 _/
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1,0E+08 T ‘ ‘
0 2 4 6 8
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Figura 11: Cinética de crecimiento de la cepa 66 de Lactobacillus
helveticus.
Lactobacillus helveticus - 71
1,0E+10
1,0E+09
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1,0E+07 ‘ ‘ :
0 2 4 6 8
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Figura 12: Cinética de crecimiento de la cepa 71 de Lactobacillus
helveticus.
L. lactis subsp. lactis - 104
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0,0E+00 \g ‘ ‘
0 2 4 6 8
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Figura 13: Cinética de crecimiento de la cepa 104 de Lactococcus lactis
subsp. lactis.
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Lactococcus lactis subsp. lactis - 82
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Figura 14: Cinética de crecimiento de la cepa 82 de Lactococcus lactis
subsp. lactis.
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Figura 15: Cinética de crecimiento de la cepa 106 de Lactococcus lactis.

Las cepas 66 y 71, ambas de Lactobacillus helveticus, fueron las de mayor
actividad proteolitica, apreciandose claramente la degradacién sobre la k-
caseina de la leche detectada en SDS-PAGE a las 24 horas de crecimiento
(Figura 16y 17).

La cepa 104 (Lactococcus lactis subsp. lactis) también presentd actividad
proteolitica pero a las 48 horas de haber sido inoculada en la leche, actuando
sobre las k-caseina, a-caseinas y B-caseina (Figura 18).

A estas tres cepas la siguieron en orden de importancia Lactococcus lactis

subsp. lactis 82 cuya accion proteolitica se detecté a las 24 horas de
crecimiento sobre la fraccion k-caseina (Figura 18).
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La cepa Lactococcus lactis 106 fue la que presenté menor actividad proteolitica
de las cinco en que dicha propiedad fue detectada, como se observa en la
Figura 19 a las 48 horas de crecimiento en leche.

Las BAL pertenecientes al género de Lactobacillus resultaron ser mas
proteoliticas que las de Lactococcus , segun estudios realizados por otros
investigadores sobre la capacidad proteolitica de cepas de bacterias acido
lacticas, las pertenecientes al género Lactobacillus tienen mayor capacidad
proteolitica que las del género Lactococcus, lo que concuerda con los

resultados obtenidos en este trabajo. (16, 116, 117, 118)

A continuacién se muestran los geles de poliacrilamida SDS-PAGE en los que
se detectd la capacidad proteolitica de cinco cepas.

Figura 16: Gel de la electroforesis en SDS-PAGE
Carriles 2 — 5: muestras de leche a las horas 2, 4, 6, 8
y 24 luego de ser inoculada con la cepa Lactobacillus
helveticus 66, carril 1: x-caseina, carril 7: leche sin
inocular

.4 &% R &

control 2h 6h 8h 24h K-cas

Figura 17: Gel de la electroforesis en SDS-PAGE
Carriles 2 — 5: muestras de leche a las horas 2, 6, 8 y
24 luego de ser inoculada con la cepa Lactobacillus
helveticus 71, carril 1: leche sin indcular, carril 7: k-
caseina.
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Figura 18: Gel de la electroforesis en SDS-PAGE
para las muestras de: leche inoculada con la cepa 82
(carriles 2 al 4 de izquierda a derecha) y leche
inoculada con la cepa 104 (carriles 6 al 9 en el mismo
orden). Carriles 1 y 6: leche sin inocular, carril 5: x-
caseina.

4

* 8h 48h K-cas

Figura 19: Gel de la electroforesis en SDS-PAGE
Carriles 2 — 5: muestras de leche a las horas 2, 4, 6,
8 y 48 luego de ser inoculada con la cepa
Lactococcus lactis 106, carril 1: leche sin inocular,
carril 7: k-caseina.

Las cepas de Lactococcus lactis 106, 104, 82; Lactobacillus helveticus 66 y 71
presentaron mayor actividad proteolitica detectada por la técnica de SDS-
PAGE, al observar disminucion de la concentracion de las k-cas y las caseinas
0-S1, 0-S2 Y B.

En estudios posteriores (Pérez, S. y Kurioka, M., 2008(119)) utilizando el andlisis

de aminoacidos libres (Church, et. al, 1983(120)) para la evaluacion de
protedlisis determinaron que las cepas con mayor actividad proteolitica fueron
Lactobacillus helveticus 66 y 71 con recuentos bacterianos menores a los de
otras cepas de Lactobacillus. En este estudio analitico, el analisis de
aminoacidos libres fue mas discriminatorio en relaciéon a los umbrales de
deteccion de protedlisis.
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5. Conclusion.

En este trabajo se logro caracterizar distintas cepas de bacterias lacticas desde
el punto de vista tecnolégico tomando en consideracion la capacidad
acidificante y proteolitica asi como la cinética de crecimiento de las mismas.

De las diecisiete cepas estudiadas seis mostraron importante capacidad
acidificante Lactococcus (37, 82, 106 y 975), Leuconostoc (982) vy
Streptococcus (196).

La cepa de Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris (982) puede resultar
de importancia a nivel industrial por su actividad acidificante, ya que la
acidificacion no es una propiedad destacable de Leuconostoc spp.. A nivel de la
industria quesera sd6lo se emplean Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
y Leuconostoc mesenteroides subsp. lactis en asociacién con otras bacterias
lacticas como Lactococcus, por las caracteristicas que proporcionan de aroma,
sabor, textura y formacion de ojos.

Con respecto a la capacidad proteolitica, cinco cepas desarrollaron mayor
deterioro de las caseinas, dos del género Lactobacillus (66 y 71) y tres del
género Lactococcus (82, 104 y 106).

Como se indico en la discusién las cepas de Lactobacillus helveticus 66 y 71
presentaron la mayor capacidad proteolitica, esta propiedad podria ser
aprovechada por la industria lactea en la elaboracion de quesos. Esta especie
se utiliza por adjudicar sabor, aroma y textura resultantes de la protedlisis y
lipdlisis que desarrolla.

Las curvas de cinética de crecimiento permitieron identificar ocho cepas cuyas
fases de crecimiento exponencial son prolongadas en el tiempo (entre cuatro y
mas de ocho horas) entre las que se encuentran cuatro de las cepas con
actividad proteolitica (66, 71, 104 y 106).

Las cepas de Lactococcus lactis 37, 975 y 106 también presentan fase de
crecimiento exponencial larga con lo cual aumenta su importancia como cepas
acidificadoras ya que permanece mas tiempo creciendo activamente. Dado que
Lactococcus lactis se emplea en la produccion de derivados lacteos tales como
manteca cultivada, leches fermentadas, kéfir o quesos, (aclarando que en este
altimo caso se emplean las subespecies L. lactis subsp. lactis y L. lactis subsp.
cremoris), estas cepas podrian resultar de interés para la industria alimentaria
por las caracteristicas antes mencionadas.
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De las ocho cepas con fase de crecimiento exponencial de < 4 - 6 hs. las cepas
82 y 196 producen rapida acidificacion y son las que presentan mayor actividad
proteolitica al compararlas con las otras seis cepas.

Estas caracteristicas son de importancia en el momento de seleccionar
“starters” o fermentos iniciadores con diferentes usos en la elaboracion de
productos lacteos de acuerdo a las propiedades tecnologicas aplicables en la
industria lactea.

La cepa Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 196 presenta actividad
acidificante a partir de tres horas de incubacién llegando a finalizar su fase
exponencial de crecimiento a las cuatro horas.

Las cepas de Lactococcus lactis 82 y 106 se podrian emplear en la produccion
de los derivados lacteos no soélo por sus capacidades acidificantes sino también
por su actividad proteolitica.

Las cepas de Pediococcus evaluadas presentaron baja actividad proteolitica y
la acidificacion fue baja luego de seis horas de crecimiento. Pediococcus tiene
un papel secundario en productos lacteos con respecto a Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus o Leuconostoc, y se lo ha relacionado con el
desarrollo de sabor y la maduracién de ciertos quesos. Pediococcus es usado
principalmente en fermentaciones requeridas en productos carnicos vy
vegetales.
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