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Resumen

La fermentacion de los alimentos por medio de las bacterias &cido lacticas (BAL) es una practica
gue se lleva a cabo desde la antigiiedad, estas bacterias son microorganismos ampliamente
utilizados en la industria alimentaria por sus diversas caracteristicas y propiedades tecnologicas.
En la industria lactea las BAL son utilizadas como cultivos iniciadores. Streptococcus
thermophilus forma parte de estos cultivos de casi todos los fermentos con los cuales se elaboran
guesos y yogures, por lo que en el presente trabajo se buscé aislar dicho microorganismo de
fuentes autdctonas para la posterior evaluacién de sus propiedades tecnoldgicas. Para este
estudio se procesaron 42 muestras de leche de vaca, cabra y oveja obtenidas de
establecimientos diferentes, las cuales se inocularon en medio agar-leche-trifeniltetrazolio. Las
colonias caracteristicas de BAL se aislaron en agar MRS y M17. A estos aislamientos se les
realizo tincion de Gram, determinacion de actividad catalasa, oxidasa, tolerancia a la sal,
produccion de gas y fermentacion de trece diferentes azucares con el fin de identificar a las cepas
de Streptococcus thermophilus. La caracterizacion fenotipica y bioquimica se complemento con la
caracterizacion genotipica de las cepas seleccionadas, al amplificar por PCR el gen lac Z usando
primers especie especificos y mediante la determinacion del perfil de digestion con enzimas de
restriccion del gen 16S rARN (ARDRA). Las propiedades tecnolégicas evaluadas fueron la
capacidad acidificadora, determinando el caracter de variante rapida o lenta mediante crecimiento
en medio FSDA; acidez titulable en grados Dornic; produccion de exopolisacaridos (EPS),
determinando la produccién de mucilago a partir del crecimiento en un medio sélido como el MRS
agar. De todas las cepas aisladas so6lo 14 se como presumibles Streptococcus thermophilus,
trece cepa fermentan glucosa (52, 53, 56, 57, 80-STH, 84, 86, 92, 93, 94, 101, 102, control), seis
cepas no utilizan la sacarosa ( 52, 56, 86, 92, 95, 102), la lactosa es fermentada por todos los
aislamientos y la fructosa es fermentada por diez aislamientos (52, 53, 57, 80, 84, 86, 94, 101,
102, control). De acuerdo a lo esperado éstas cepas no producen gas debido a que esta especie
es homofermentativa. De las catorce bacterias seleccionadas, s6lo 4 cepas pueden fermentar
galactosa, es importante sefialar que las especies de Streptococcus thermophilus no fermentan
en su mayoria a este azlcar y es importante su utilizacién en productos lacteos para disminuir la
presencia de este carbohidrato. La identificacion de las cepas seleccionadas se realiz6 luego de
analizar los productos de PCR generados al emplear primers especificos de especie para el gen
lac Z. El producto de la amplificacién de éste gen tiene un tamafio de 968 pb para las cepas 53,
57, STH (80) el cual era el esperado ya que ese es el tamafo de la cepa de referencia de
Streptococcus thermophilus ATCC 19258 (cepa 986). Mediante el empleo de ARDRA se observa
gue las cepas 53, 57 y STH (80) tienen el mismo perfil de restriccion similares al correspondiente
a la cepa de referencia ATCC. Es importante resaltar que los aislamientos de cepas de
Streptococcus thermophilus nativas de la cadena lactea es baja y en el presente trabajo
representd 21% a partir de la caracterizacion fenotipica y bioquimica, si bien finalmente se
confirmaron sélo tres cepas como Streptococcus thermophilus por secuenciacion del 16S rDNA
con similitud mayor a 98%.



Introduccidén

El sector lacteo en Uruguay es de importancia desde el punto de vista nacional e internacional. La
produccion de leche comercial durante el afio 2012 en el pais fue de 2.177 millones de litros
(DIEA 2013), representando un incremento de importancia en la Ultima década. El otro flujo
industrial de leche es la elaboracion de diversos productos, que totalizé 1.779 millones de litros.
Los principales productos elaborados son grasas, quesos, leches en polvo y leches larga vida,
los cuales contintan siendo los productos de mayor relevancia por las cantidades obtenidas.
Dentro de los restantes productos que tienen como principal destino el mercado interno, se
destacan por su crecimiento los yogures que alcanzaron 35 millones de litros -4% encima del dato
anterior y 1.3 veces mas alto que en el 2008. Dentro de estos cambios, hay casos como las
leches en polvo y los quesos con aumentos de méas del doble, mostrando una tendencia de
crecimiento sostenido en el transcurso de los afos, al igual que el yogur y el dulce de leche (DIEA
2013).

Revision bibliogréfica

Generalidades de leche fermentada

Son varios los animales de los cuales su leche es consumida a nivel mundial por los seres
humanos, entre éstos animales se encuentran cabra, bufala, yegua, camello y oveja siendo la
mas importante y comudn la leche de vaca. Su composicién y su pH (cercano a la neutralidad)
hacen que la leche sea un buen medio de cultivo para el crecimiento de microorganismos y la
fermentacion de la misma por parte de éstos (Adams, 2008; A. Hernandez et al 2003, Law, B.A.
1997).

La fermentacion de la leche es una préactica antiquisima que originalmente se realizaba para
obtener leche con mejor sabor, aroma y consistencia, lo que implicaba la conservacién de la
misma por periodos prolongados de leche cruda sin tratamientos previos.

La conservacién de la leche fue descubierta accidentalmente al almacenar leche en recipientes
en los cuales luego de unos dias, al abrirlos, se encontraba un producto con sabor &cido y
separado en dos fases, una liquida y otra semi sélida, esta ultima grumosa y de sabor agradable.
Esta separacion se debe a la fermentacion lactica. A partir de ésta observacion se comenzaron a
desarrollar productos lacteos fermentados. Se supone que las primeras leches fermentadas se
obtuvieron de leche de cabra y oveja, ya que fueron los primeros animales en ser domesticados
alrededor del afio 9000 AC. Luego la vaca fue domesticada alrededor del afio 6100-5800 AC en
Turquia o Macedonia, de donde provienen otros varios productos fermentados. Se supone que el
yogur se comenzo a elaborar en Mesopotamia hace aproximadamente unos 7000 afios y el queso
se elabora desde el afio 6000 AC siendo hoy en dia uno de los productos lacteos mas diversos
gue se elaboran a partir de leche de vaca, cabra y oveja; en la actualidad es uno de los productos
mas diversos que existen (Adams, 2008, Hernandez et al 2003, Hui, Y.H. 2007 y Law, B.A. 1997)

Metchnikoff (1908) en su tratado de “La Prolongacion de la Vida”, sugiere que la longevidad de
los bulgaros es causada, en parte, por la ingestion en grandes cantidades de leche fermentada
conteniendo lactobacilos. Esta observacion ha llevado al esclarecimiento del papel de las
bacterias del acido lactico (BAL) y productos lacteos cultivados en la mitigacion trastornos en la
salud humana y animal. Alrededor de la mitad del siglo pasado, una amplia investigacion
impulsada por diferentes industrias se ha llevado a cabo con el objetivo de revelar todos los
beneficios relacionados con este producto (Vasiljevic, 2007). El yogur comenzé a ser considerado
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como una parte importante de una dieta saludable con el fin de mejorar el bienestar general
humano. Es uno entre los alimentos recomendados para bebés y nifios pequefios para mejorar la
salud y el habito de comer en los EE.UU (Fox et al., 2004).

En los comienzos del siglo 20 los investigadores Orla-Jensen, definen a las bacterias acido
lacticas como los organismos “acidificadores de la leche”. En 1919-1920 la clasificacion de las
BAL realizada por Orla-Jensen se basé en sus caracteristicas bioquimicas, diferenciando dos
grandes grupos en base a su metabolismo: las homofermentativas y las heterofermentativas.
Ademas en su monografia desarrollan las bases para la clasificacion que usamos hoy en dia. Los
géneros reconocidos por ellos eran: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus,
aunque el manejo de herramientas modernas como las técnicas moleculares para la clasificacion
taxondémica han aumentado los nimeros de géneros de bacterias acido lacticas. La mayoria de
las especies con caracteristicas determinadas que las hacen aplicables a la industria pertenecen
a los géneros Lactobacillus (leche, vegetales, carne y cereales), Leuconostoc (leche y vegetales),
Pediococcus (vegetales y carne), Streptococcus (leche), Lactococcus (leche) y Oenococcus
(vino) (Cabeza Herrera, E. A. C. 2006; Lahtinen, S. 2012; FAO 1999; R. J. Siezen, et. al. 2002).

Los beneficios para la salud del consumo de yogur se asociaron inicialmente con
microorganismos implicados en el proceso de fermentacién, y / o su productos de fermentacion.
Sin embargo, mas recientemente, muchos otros beneficios fisiolégicos han sido reconocidos que
se originarian a partir de otros componentes del yogur. Dos especies bacterianas se encuentran
implicadas como cultivos iniciadores en la produccion de yogur: Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, y Streptococcus thermophilus (S. thermophilus). EI consumo de yogur también
presenta una forma de administracion de microorganismos vivos al tracto gastrointestinal. Al
sobrevivir en un ambiente con alto nivel de acidez y presencia de bilis acido, estas bacterias
pueden llegar al intestino, donde existe una comunidad nativa de microflora establecida. Entre las
ventajas reconocidas con efecto en la salud producidas por el consumo de yogur se destaca la
capacidad de éstas bacterias de fermentar lactosa lo que hacen a este alimento accesible para
las personas con intolerancia a éste disacéarido (Guarner et al., 2005).

En varios paises incluyendo Australia, el yogur se define como un producto de leche fermentada
producido por los microorganismos acido lactico (FSANZ, 2003). Esta microflora le imparte textura
deseable al yogur, debido a la produccion de exopolisacaridos (EPS) (Hassan et al., 1997). La
presencia de EPS en los productos fermentados influye en varios sentidos y propiedades, como lo
son el brillo, corte limpio, viscosidad y cremosidad (Folkenberg et al., 2005). Debido a la
discrepancia en las regulaciones en todo el mundo, los productos producidos a partir de una base
de yogur y fermentados por una sola cepa del fermento mixto o cualquier otra bacteria del acido
lactico son generalmente denominados “leches fermentadas”. Los cultivos iniciadores de yogur
pueden presentar un efecto probidtico, aunque mas deébil que las otras especies probidticas,
basado en la resistencia al jugo gastrico y acido biliar, actividad (- galactosidasa, y la
hidrofobicidad (Vinderola et al., 2005).

Las cepas bacterianas de S. thermophilus presentaron efecto probiético menor en comparacion
con L. delbrueckii subsp bulgaricus (Vinderola et al., 2006). Sin embargo, el S. thermophilus
puede proporcionar ciertos beneficios a la salud a través de la produccion de exopolisacaridos
(EPS), son esenciales para la produccion de yogur impartiendo textura. Existen también cepas
de L. delbrueckii subsp bulgaricus productoras de EPS (Welman, 2003). Los exopoliscaridos
pueden aparecer en dos formas: como capsular o viscoso (exopolisacaridos extracelulares)
(Wicken et al., 1983). El EPS capsular es la capa mas gruesa y externa unido covalentemente a
la pared celular, mientras que la capa de EPS 'viscosa' se excreta al medio. Sin embargo, algunas
cepas pueden tener ambos tipos de EPS con diferentes proporciones entre los dos (Zisu y Shah,
2005, 2007).



Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

Las BAL son microorganismos diversos aislados de diferentes entornos, como vegetales (maiz,
repollo, cebada), carne, leche, plantas verdes, y también se han aislado del tracto digestivo y
vagina de mamiferos. Se usan como cultivos iniciadores en la manufactura de productos lacteos
como leches acidificadas, yogur y quesos; también son aplicadas comercialmente en el
procesamiento de bebidas alcohdlicas (vino y cerveza), carnes, vegetales, encurtidos, ensilajes y
embutidos. Desde hace mucho tiempo, las BAL son usadas por la industria alimentaria por su
capacidad de producir compuestos aromaticos y saborizantes. Por ejemplo, el tipo y cantidad de
acido lactico formado durante la fermentacion es fundamental para la manufactura de alimentos y
tiene también un rol importante en la clasificacion taxondmica de las BAL. Una linea de
investigacion actual muy importante se basa en las propiedades probidticas de las BAL las cuales
pueden promover el crecimiento de una flora intestinal que compita con potenciales
microorganismos patégenos, previniendo asi el establecimiento de microorganismos patégenos,
ademas de producir compuestos y péptidos beneficiosos para la salud (Carr F.J, Chill D., &
Maida, N. 2002; Ramirez Ramirez J. 2011; D'Mello J.P.F. 2004)

Las BAL fueron primeramente definidas por Orla-Jensen, como bacterias Gram positivas,
generalmente inmoviles, no esporuladas, con forma de cocos o bastones, catalasa y oxidasa
negativas. La mayoria, anaerobias o aerotolerantes ya que carecen de citocromos y porfirina
(Adams, 2008; Parra Huertas R. A. 2010; Ramirez M2 del S 2005)

En cuanto a la temperatura de crecimiento, las BAL son mesoéfilas en su mayoria y también hay
cepas termdfilas, aunque algunas crecen a temperaturas tan bajas como 5° C, pero generalmente
su temperatura Optima de crecimiento esta entre 25 y 30° C. En cuanto al pH, la mayoria crece a
pH 4-4.5, aunque pueden hacerlo a pH 3.2 0 9.6. (Ramirez J. 2011)

De acuerdo a la fermentacion de la glucosa y del producto de la misma se clasifican como
homofermentativas o heterofermentativas. Otra clasificacion surge del tipo de acido lactico
producido, el cual puede ser D (-), L (+) o una mezcla racémica de los dos isdmeros (Ramirez M2
del S., 2005)

Al momento de clasificar las BAL segun rasgos fenotipicos clasicos se encuentran algunas
inconsistencias. Por ejemplo, la habilidad de crecer en un medio con bilis, la fermentacion de
azucares, la resistencia a antibioticos y el rango de temperatura de crecimiento de las bacterias
pertenecientes al género Streptococcus y Enterococcus, son muy similares, por lo cual se hacen
indistinguibles mediante identificacion fenotipica (Botina, et. al. 2007.)

Las BAL son consideradas microorganismos GRAS (de la sigla en inglés: Generally Recognised
As Safe), por lo cual son usadas en la manufactura de muchos alimentos funcionales debido a
gue su empleo en la industria esta autorizado y reglamentado. Los alimentos funcionales son
aquellos que proporcionan efectos fisiolégicos no nutricionales beneficiosos para la salud del
consumidor. La biopreservacion consiste en el uso de cultivos de estos microorganismos o los
metabolitos producidos por ellos (Ciencia y tecnologia de los alimentos Vol. 19 N°3, Cuba, 2009)

Son varias las caracteristicas de las BAL que les confieren actividad antimicrobiana, por ejemplo,
la produccion de acidos y el respectivo descenso del pH convierte a los acidos organicos en
liposolubles por lo que adquieren la capacidad de difundir a través de las membranas
citoplasmaticas hasta el interior de la célula bacteriana. Ademas, las BAL producen acetaldehido,



peréxido de hidrégeno, dioxido de carbono, polisacaridos y bacteriocinas, productos éstos con
propiedades antimicrobianas (Beasley, S. 2004).

Por lo tanto, varios son los usos de las bacterias acido lacticas en la industria alimentaria debido a
su capacidad de producir dextranos, acido lactico y a su tolerancia a pH inferiores a 7, entre otras
cosas, caracteristicas que las hacen Uutiles para la elaboracion y conservacion de los alimentos y
para la mejora tecnolégica de los mismos. Asi es que las BAL, ademas han sido utilizadas por
siglos como agentes saborizantes y texturizantes, siendo adicionadas como cultivos iniciadores
(Herrera, E. A. C. 2006; Alais, C. 1985)

La industria alimentaria en la que las BAL son ampliamente utilizadas es la industria lactea, ya
que la fermentacién de la leche por las mismas tiene como consecuencia un producto final con
caracteristicas bien definidas, es asi, que las leches fermentadas constituyen el principal vehiculo
para el consumo de cepas BAL con propiedades probiéticos (Damidan J y Reginensi, 2001;
Baqueiro, I. 2004; Esquivel, I. Guerrero, R 2004; Quirés, A. et al. 2005.)

Aplicaciones de las bacterias acido lacticas en la industria lactea

Cultivos iniciadores

Un cultivo iniciador es un cultivo de una o varias cepas de BAL vivas y activas metabdlicamente
gue se adicionan a los alimentos, en los que deben ser capaces de multiplicarse, para hacer uso
de su metabolismo (fermentacion), el cual produce la rapida acidificacion del medio promoviendo
la coagulacion. Ademas produce compuestos que mejoran la textura, el sabor, y mejoran la
digestibilidad y aspecto de los alimentos. Todas estas propiedades son buscadas en las bacterias
BAL, las cuales deben estar bien caracterizadas y ser bien definidas para poder ser utilizados en
la industria (MS Ramirez Cuenca, 2005; Alais, C. 1985; Esquivel, I. Guerrero, R 2004).

También se buscan BAL con propiedades de bioproteccién para a los alimentos frente a los
patdgenos potenciales presentes en la materia prima, extendiendo la vida util de los mismos. Son
varios los productos en los que se aplica el uso de estos cultivos, como por ejemplo la
elaboracion de productos lacteos (leches fermentadas como yogur, kefir y quesos), embutidos,
bebidas alcohdlicas, encurtidos, conservas, entre otros. En consecuencia, los cultivos iniciadores
tienen varias funciones generales: aumentar la sinéresis en la leche, reducir el contenido de
lactosa, desarrollar compuestos aromaticos y en algunos casos produccion de gases. Todas
estas caracteristicas colaboran en la elaboracion de productos con determinadas propiedades
funcionales. Ademas, estos cultivos pueden estar constituidos por cepas con propiedades
probidticas, rasgo importante y de gran explotacion comercial. Las cepas de BAL mas usadas en
los cultivos iniciadores pertenecen a los géneros Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc y
Lactobacillus, y la eleccion de unas u otras determina el sabor, el aroma y la textura del producto
final seleccionado para su industrializacion (Alvarado Rivas, C., et al.2007; Herrera, E. A. C. 2006;
De Vuyst, L. 2000; Guerrero, 1997; Esquivel, I. Guerrero, R 2004).

Los “starters” son fermentos utilizados en la industria lactea para la manufactura de productos
fermentados tales como yogur, leche acidofila, quesos, kefir, koumis, entre otros. Pueden ser
usados mediante la utilizacion de una pequefia cantidad de un producto previamente fermentado
0 puede adquirirse un cultivo preparado comercialmente. Los primeros cultivos en comercializarse
fueron preparados por Ch. Hansen Laboratory en Dinamarca a finales del siglo XIX, los cuales
consistian en mezclas de cepas no determinadas provenientes de la leche cruda (Early, Ralph,
ed. Technology of dairy products, 1998; Esquivel, I. Guerrero, R 2004; Fellows, P., & Hampton, A.
1992).

En relacion a la temperatura de crecimiento las BAL, éstas pueden ser mesdfilas o termdfilas
(metabdlicamente activos a temperaturas de mayores a 45 °C), por lo tanto se adicionan para
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producir la acidificacion del medio de forma controlada a altas temperaturas de fabricacion del
producto; sin embargo, pueden usarse cultivos iniciadores termofilicos en procesos en donde las
| temperaturas no llegan a ser tan altas (Early, Ralph, ed. 1998).

Dentro de los fermentos mesofilicos encontramos al género Lactococcus, el cual es ampliamente
aplicado para la produccién de quesos de pasta blanda, semidura y dura. Los iniciadores
termofilicos son usados para la produccion de yogur y de quesos pasta dura (Auclair, J., &
Accolas, J. P. 1983; Barry, AL. A. Y. Tamine, 2010; B. A. Law 1978).

La acidificacion producida por la adicién de los cultivos iniciadores consiste en el descenso del pH
de la leche, lo que permite frenar el desarrollo de otros microorganismos indeseables, ademas de
estimular la actividad coagulante del cuajo. La leche de la cual se parte debe estar libre de
antibidticos u otros inhibidores del crecimiento de las bacterias iniciadoras. Se identifican y
caracterizan cada vez mas cepas para ser utilizadas como “starters” (sean estos primarios o
secundarios), con el fin de mejorar las caracteristicas del producto fermentado ya que con el uso
de fermentos bien conocidos se pueden evitar problemas en la produccion causados por ejemplo,
por el ataque de bacteriéfagos (Herrera, E. A. C. 2006; M° del S. Ramirez Cuenca 2005;
| Vadeboncoeur, C. 2004).

Los iniciadores pueden ser de una sola cepa o de una mezcla de dos o mas cepas, Yy la eleccion

de un tipo u otro va determinar el sabor, la textura y las propiedades reoldgicas del producto final.

Los “starters” de una sola cepa son mas sensibles al ataque por parte de fagos por lo que la

calidad del producto final puede verse afectada, mientras que los “starters” conformados por mas

de una cepa presentan resistencia al ataque de fagos, ya que si los fagos atacan a una cepa las

demas presentes en el cultivo continuaran con las funciones realizadas por la cepa atacada
| (Esquivel, I. Guerrero, R 2004).

Las aplicaciones mas comunes de estos cultivos, especialmente los termofilicos, son en la
manufactura de sub-productos fermentados como yogur, quesos, y otras leches acidificadas
(como el koumis y el kefir). Los cultivos termofilicos estan formados por Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus y especies de Lactobacillus, estos, producen &acido a altas temperaturas mas
rapidamente juntos que en monocultivo debido a la relacion simbidtica que existe entre estos dos
tipos de cepas que se detallara mas adelante (Herrera, E. A. C. 2006).

El producto principal de la fermentacion es el &cido lactico, sin embargo los productos
minoritarios, son determinantes para las caracteristicas y la calidad del producto final. Por
ejemplo, la produccion de EPS es determinante en la formacion de la matriz en la elaboracion del
kefir; la produccion de CO2 por parte de las cepas heterofermentativas es la que da la
caracteristica “efervescentes” en bebidas alcohdlicas como el koumiss, por todo esto y lo antes
mencionado cuando hablamos de metabolismo, son varias las ventajas del uso de las BAL en
cultivos iniciadores para la elaboracion de productos fermentados: aumentan el tiempo de
preservacion de los alimentos, aumentan el valor nutricional del alimento del cual se parte en la
fermentacion, los convierten ademas en alimentos funcionales, cambian y mejoran sus
propiedades organolépticas, aumentan su valor econdmico ademas de convertir a los alimentos
en un producto Unico dependiendo de qué cepa o0 cuales cepas sean las encargadas de la
fermentacion (Hutkins, R.W. 2006 UK; Law, B. A. 1997).

En la eleccion del tipo de cultivo a utilizar en la produccion de lacteos fermentados se deben tener

en cuenta varios paradmetros para la obtencion de un producto con las caracteristicas esperadas.

En primer lugar el cultivo debe ser capaz de multiplicarse 6ptimamente en el medio lacteo (leche,

suero de la leche, etc.) ademas de tener en cuenta el desfasaje que existe entre la produccién

maxima de acido lactico y la multiplicacion de las BAL, ya que estas estan en fase estacionaria o
| comenzando a morir cuando se da la maxima concentracion de &cido lactico (Alais, C. 1985).
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En resumen, las siguientes variables son importantes a la hora de elegir un buen cultivo iniciador,
como lo son: una produccion suficiente de acido lactico para obtener el producto de las
caracteristicas deseadas; la produccion que debe ser continua durante todos los rangos de
temperatura en el proceso de manufactura de los productos fermentados; los cultivos iniciadores
deben producir sabor, aroma, consistencia y texturas deseadas para el producto final; deben ser
resistentes a antibiéticos u otros inhibidores y a los bacteriéfagos; asi como ser activos en
presencia de residuos de sanitizantes, detergentes; no deben producir: bacteriocinas, compuestos
antimicrobianos que puedan inhibir el desarrollo del cultivo iniciador.

Generalidades de Streptococcus thermophilus

Esta cepa pertenece al grupo de las BAL y es una de las mas usadas en la industria lactea para
la produccién de queso y yogur, y es un microorganismo calificado como GRAS (Advanced Dairy
Chemestry. Vol. 3: Lactose, Water, Salts and minor constituent). Debido a que es una cepa
termofila (T éptima de crecimiento 42-45 °C) es muy utilizada para la manufactura de quesos
como el suizo o italiano, los cuales tienen etapas de altas temperaturas en el proceso de
elaboracién (Vadeboncoeur, C. 2004; Romero del Castillo Shelly, R. 2004)

Streptococcus thermophilus pertenece al grupo de BAL homofermentativas que tienen como
habitats naturales la mucosa mamaria bovina y la leche, por lo tanto también se encuentran en
productos derivados de la leche. Al gram se observan cocos dispuestos en pares o cadenas de
0.7 a 0.9 un de diametro, caracteristicas que varian segun el medio de cultivo y la temperatura de
crecimiento, usan la ruta EMP (glicélisis) para la fermentacion de la lactosa a acido lactico
produciendo un 0.7-.08% de acido lactico y algunas cepas alcanzan a producir hasta un 1%. Los
streptococos se clasifican primariamente en su género basado en su morfologia de acuerdo a la
tincion de Gram (positiva), en la cantidad y tipo de &cido lactico formado (D, L, o DL), en su
crecimiento en NaCl 6.5%, en la hidrdlisis de arginina y la temperatura 6ptima de crecimiento (
Carr, F. J. 2002; Romero del castillo, R. Mestres, J. 2004; Goh, Y. J. 2011).

Una de las caracteristicas fenotipicas mas importantes es la capacidad de algunas cepas de
producir EPS (exopolisacarido), el cual es de gran importancia para la industria alimentaria debido
a sus propiedades antes mencionadas (Mora, D., et al. 2002; Romero del Castillo, R. y Mestres, J.
2004).

Streptococcus thermophilus tiene una actividad proteolitica muy pobre en leche, y la poca
cantidad de aminoacidos liberados por él son consumidos durante la fase logaritmica de
crecimiento, ademas, es una cepa muy sensible a los inhibidores del crecimiento, muy
especialmente a los antibibticos y a altas concentraciones de sal, lo cual lo diferencian de
Lactococcus y Enterococcus, quienes son mas resistentes a éstas condiciones(Romero del
Castillo, R. y Mestres, J. 2004)

Trabajos enfocados en la genética de Streptococcus thermophilus indican que su genoma tiene
una proporciéon de pseudogenes del 10%, lo que puede deberse a la pérdida de funciones o a
eventos como recombinacion o transferencia horizontal de genes (HGT), ya que el genoma de
Streptococcus thermophilus alberga varios elementos genéticos méviles como secuencias de
insercion, los cuales pueden ser consecuencia de evento de HGT. Estos elementos de insercion
(IS) pueden haber sido adquiridos por transferencia desde el genoma de otras bacterias lacticas
como por ejemplo Lactococcus lactis. Hay una region de 17 kb que contiene copias IS y un
mosaico de fragmentos con mas del 90% de identidad con el ADN de Lactobacillus bulgaricus. La
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existencia de esta regién puede evidenciar la ocurrencia de eventos de HGT entre cepas. El
origen de estas interacciones se basa en que estas cepas de BAL viven en constante asociacion
con Streptococcus thermophilus en la manufactura de queso y yogur (Delorme, C. et al 2010).

Otra caracteristica de este género es que son anaerobios facultativos, por lo que Streptococcus
termophilus debe contar con mecanismos que minimicen el poder toxico que tienen altas
concentraciones de oxigeno como por ejemplo las enzimas superoxido dismutasa, NADH
oxidasa, peroxidasa y glutation reductasa; ademas Streptococcus thermophilus tiene una
respuesta para reducir los efectos adversos generados por los radicales libres de oxigeno
producto de la reaccion de Fenton, que tiene como reactivo el H,O, generado por Lactobacillus
bulgaricus cuando ambos son co-cultivados, esta respuesta esta mediada por la accion de Dpr
gue es una proteina que se une al hierro intracelular libre.

H202 + Fe3+ — Fe3+ + OH-+ OH° REACCION DE FENTON

(Fernandez, A. et al. 2004; Chang, S. 1997; Sieuwerts, S. et al. 2010; Siezen, R. 2002).

Produccién de exopolisacaridos

En la industria alimentaria son importantes los potenciadores de la viscosidad y la textura,
proviniendo éstos de fuentes vegetales, animales o bacterianas. Algunas cepas de BAL usadas
industrialmente producen exopolisacaridos extracelulares, los cuales sirven como estabilizantes
principalmente en la industria lactea, reemplazando asi a otros estabilizantes comuinmente
usados que causaban la sinéresis (separacion de fases) en el producto, estos exopolisacaridos
no la causan, ademas de ser seguros, por lo tanto su utilizacion tiene ventajas econémicas y
legales, ya que no es necesario la adicion de estabilizantes en el proceso de elaboracion ni otros
aditivos texturizantes por ejemplo (Vaningelgem, F. et al. 2004).

Los EPS son biopolimeros que pueden encontrarse asociados a la superficie celular o pueden
liberarse al medio de cultivo como exopolisacaridos (EPS). Estos EPS tienen diversas funciones
como son la proteccion celular contra sustancias toxicas, ambientes limitantes y otros
antagonistas, secuestro de cationes esenciales, colonizacion y reconocimiento celular; ademas,
debido a las propiedades del EPS para unirse fuertemente al agua, protege a la bacteria de
ambientes con bajos niveles de humedad (Broadbent, J. R., et al. 2003).

Las cepas productoras de EPS se denominan cepas filantes y son ampliamente usadas en la
elaboracion de algunos productos lacteos. ElI EPS producido, mejora las propiedades reoldgicas
del producto, como la textura, palatabilidad, adhesividad, entre otras propiedades. Este caracter
filante, se debe al aumento de EPS en los productos fermentados, debido a interacciones de éste
con la matriz proteica haciendo que el agua quede retenida en la matriz evitando asi la sinéresis
dando como resultado un producto mas firme y adhesivo, mejorando estabilidad del mismo
(Dominguez, J., et al.; Dominguez-Soberanes, J., et al. 2001; Hess, S. J., R. F. Roberts, and G. R.
Ziegler, 1997).

La mayoria de los estudios con las cepas filantes se han llevado a cabo en yogur, obteniéndose
ventajas como aumento en la viscosidad del producto terminado y la posibilidad de disminuir la
cantidad de solidos del mismo. Asi es que la presencia de EPS en yogures batidos, hace al
producto menos sensible al uso de maquinas bombeadoras, mezcladoras y llenadoras en el
proceso de manufactura. Las cepas productoras de EPS también son muy utiles en el proceso de
produccion de otros productos lacteos; por ejemplo las cepas de Stereptococcus thermophilus
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modifican la calidad final del producto en cremas acidas y leches fermentadas asi como en
quesos. Ademds, estas cepas filantes han sido utilizadas con el objetivo de disminuir la
mortalidad de las BAL viables cuando son adicionadas en postres lacteos congelados (Broadbent,
J. R., et al. 2003; Dominguez-Soberanes, J., et al. 2001; Hess, S. J. 1997).

En el caso de los quesos, hay trabajos que demuestran que durante la maduracion del queso
elaborado con cepas productoras de EPS de Streptococcus thermophilus hay una menor pérdida
de peso, y por lo tanto un mayor rendimiento, ya que el EPS tiene mayor capacidad de ligarse al
agua siendo ésta retenida en el producto final. Ademas, también aumenta la retencion de grasa y
proteinas debido a la interaccion de los EPS con la matriz proteica. (Dominguez, J., et al,;
Reinheimer, C. 2007).

Los EPS producidos por las BAL se dividen en dos grandes grupos i) los homopolisacaridos
compuestos por un tipo de monosacarido Y ii) los heteropolisacaridos, compuestos por unidades
de dos o mas monosacaridos distintos (a-D- glucanos, B-D- glucanos, B-D- fructanos y otros como
poligalactanos). Los EPS homopolisacéaridos incluyen dextranos y glucanos los cuales son
producidos por Leuconostoc mesenteroides y Streptococcus mutans respectivamente. Por otro
lado, los heteropolisacaridos son sintetizados por varias BAL como Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis y Lactobacillus spp. de origen lacteo (Broadbent, J. R., et al. 2003).

La habilidad de producir EPS depende de la cepa que lo produce, y es significativamente
afectada por el medio y condiciones de crecimiento. Todo esto indica, que la caractgerizacion
estructural y genética de las cepas que lo producen, permitira a los productores lacteos
seleccionar y construir cultivos productores de EPS que le confieran a sus productos propiedades
Unicas y predecibles. Esto es asi en el caso del queso muzzarella, en el cual la mayor parte del
agua esta contenida en canales formados por la matriz proteica atrapados en glébulos de grasa.
Estos, se hacen mucho mas estrechos en los quesos con bajo contenido en grasa, teniendo
menos espacio disponible para el agua, lo que da como resultado un queso con menor nivel de
humedad, en consecuencia mas duro, de textura gomosa; el uso de cepas productoras de EPS
en la manufactura de muzzarella baja en grasas hacen que el agua quede mayormente retenida
dando un producto con mejores caracteristicas (Low, D. et al. 1998;Broadbent, J. R., et al. 2003;
Reinheimer, C. Zalazar 2007)

Acidificacion y protedlisis

La habilidad de las BAL para fermentar el azUcar de la leche (lactosa) y degradar las proteinas de
la leche (protedlisis), son cualidades que permiten la adaptacion al ambiente lacteo. Ya que
pueden sintetizar aminoacidos de forma limitada, dependen de los amino&cidos presentes en el
medio de cultivo o de los resultantes en la protedlisis de las proteinas de la leche. Analisis
genomicos comparativos del sistema proteolitico de varias BAL han permitido encontrar genes
codificadores de enzimas esenciales para el crecimiento en medios lacteos, como lo es la
proteasa de la pared celular (PrtP), presente en el cromosoma de algunos Lactobacillus,
Streptococcus; como en el plasmido de Lactobacillus lactis subesp. cremoris. Esta proteinasa
asociada a la pared celular constituye un sistema de transporte especifico de aminoacidos y
péptidos, como de varias peptidasas citoplasmaticas (Moulay, M., et al. 2006;

La mayoria de las BAL en la industria alimentaria se utilizan formando parte de cultivos
iniciadores (starters), debido a su capacidad de producir acido lactico como principal producto
final de la fermentacion de la lactosa, produccién de gran importancia econémica, debido a que la
acidificacioén inhibe el crecimiento de organismos de deterioro y patégenos, ademas de su
produccion a escala industrial para ser comercializados como inéculos bioprotectores y
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acidificantes. La cantidad de acido lactico producido por las diferentes cepas dependen de la
especie a la que pertenezcan. La mayoria producen entre un 0.5% y un 1.5%, pero hay especies
que llegan con mayor actividad fermentativa a una produccion de 3% de acido lactico (Serna-
Cock, L. 2005).

La capacidad de producir &cido lactico es un rasgo importante para la industria, pero también, la
rapidez con la cual es producido, que depende de la actividad enzimatica de la cepa. Por lo tanto,
esta caracteristica es tomada en cuenta a la hora de seleccionar las cepas que van a formar parte
de un cultivo iniciador. No solamente importa la rapidez, ademas debe tenerse en cuenta el
tiempo en el cual alcanza el pH final y la estabilidad de produccién de un cultivo a otro.

Es asi que las BAL pueden clasificarse en rapidas o lentas segun su velocidad de acidificacion.
Las cepas lentas son producto de mutaciones genéticas que han generado un mutante Lac™ o
Prt- 0 ambos. Estas mutaciones pueden deberse a la resistencia o sensibilidad de las cepas a los
inhibidores presentes en la leche (lactoperoxidasa, inmunoglobulinas, antibiéticos, desinfectantes,
bacteriocinas, bacteri6fagos), los cuales han modificado a las BAL debido a su uso en la industria
y su consecuente cultivo reiterado en el laboratorio. Las cepas rapidas son aquellas que coagulan
la leche descremada estéril en 16 horas a una temperatura de 21°C con un 1% de in6culo fresco
(Guerrero, 1997; Romero del castillo, R. Mestres, J. 2004.; Huggins, A., Sandine, W. 1984)

El crecimiento y la acidificacion de las BAL y por lo tanto, una fermentacion 6ptima, estan

relacionadas con su sistema proteolitico ya que necesitan una fuente adicional de aminoacidos,
ademas de la fermentacion de la lactosa que las caracterizan. Estos aminoacidos que necesitan
son producto de la hidrélisis de la caseina de la leche (Dandoy, D., et al 2011.;Y. H. Hui, 2007).

Las Unicas proteasas capaces de comenzar el deterioro de la caseina presente en la leche se
encuentran en la pared celular bacteriana, los oligopéptidos resultantes de esta ruptura ingresan
al interior celular para ser hidrolizados por las proteasas intracelulares. Streptococcus
thermophilus tiene en su pared una proteinasa llamada PrtS, que en monocultivo, es esencial
para su crecimiento en leche, aunque ésta presenta poca actividad enziméatica_(Savijoki K.,
Ingmer H., Varmanen, P. 2006; Dandoy, D., et al 2011; Y. H. Hui, 2007; Fernandez-Espla, M. D.,
et al, 2000; Courtin P., Monnet V., Rul F. 2002).

Este genotipo, esta siendo ampliamente usado por la industria lactea por poseer muy buenas
aplicaciones. En primer lugar los péptidos, aminoacidos y sus derivados, le dan a las leches
fermentadas textura y sabor caracteristicos. Su sistema proteolitico también es importante en la
produccion de leche con alto contenido protéico; en la produccion de quesos por la aceleracion de
su maduracioén. La produccion de péptidos bioactivos (derivados de la protedlisis de leches
fermentadas), son de interés industrial, los cuales dependeran del microorganismo fermentador
seleccionado (Dandoy, D., et al 2011; Baqueiro Pefia, |. 2004; Gonzalez-Olivares, L. G., et al
2011; Guerrero, 1997; Savijoki K., Ingmer H., Varmanen, P. 2006; Stuknyté, M. 2012).

Estos péptidos bioactivos pueden tener varias actividades biolégicas como por ejemplo, ser
inmunomodulantes, anti-cancerigenos, antimicrobianos, antioxidantes y reguladores del sistema
nervioso central y de la actividad intestinal. Al momento los mas estudiados son los que tienen
propiedades anti-hipertensivas (Gonzalez-Olivares, L. G., et al 2011; Stuknyté, M. 2012).

Los sistemas proteoliticos de las BAL se relacionan entre si, mediante un fenémeno llamado
protocooperacion, en el cual dos cepas interactian de manera beneficiosa para ambas. Dos
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microorganismos que experimentan protocooperacion nutricional son las BAL que constituyen
el cultivo iniciador a partir del cual se elabora yogur: Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus, siendo ésta menor que cuando se cultivan por separado (Dr Adnan Tamime, 2006;
Romero del castillo, R. Mestres, J. 2004; Courtin P., Monnet V., Rul F. 2002)

Produccion de dacido lactico

El &cido lactico esté clasificado por la FDA como un compuesto GRAS y es ampliamente utilizado
en la industria, especialmente en la industria quimica, farmacéutica y alimentaria, usandose como
un compuesto acidificante, conservador, buffer, saborizante capaz de incrementar la actividad de
algunas sustancias antioxidantes. Se aislé por primera vez de la leche agria en 1780. Es
producido industrialmente por dos vias; la quimica y la biotecnoldgica, esta Ultima consiste en la
fermentacién de carbohidratos por parte de bacterias u hongos. Al utilizar bacterias, estas deben
cumplir ciertos requisitos, dentro de los cuales esta la rapida fermentacién y crecimiento a pH
bajo, por estas propiedades y otras mas descritas anteriormente, las BAL son indicadas para la
produccion industrial de &cido lactico dentro de las que se encuentra Streptococcus thermophilus.
En la produccion biotecnoldgica de &cido lactico se pueden utilizar como sustratos sacarosa de
cafia de azlcar, lactosa del lactosuero y dextrosa procedente de almidén hidrolizado (Serna-
Cock, L. 2005; Narayanan, N., Roychoudhury, P. K., & Srivastava, A, 2004).

OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue aislar identificar y determinar propiedades
tecnoldgicas de cepas autoctonas de Streptococcus thermophilus aisladas de leche cruda de
diferentes especies animales.

Objetivos especificos

1) caracterizar fenotipicamente y bioquimicamente las colonias aisladas de leche cruda a
42°C.

2) caracterizar genéticamente los aislamientos seleccionados (PCR primer especificos de
especie, ARDRA).

3) determinar la actividad acidificante de los fermentos preparados con la cepas seleccionadas

4) evaluar la producciéon de polisacaridos extracelulares (EPS) producidos por las cepas
seleccionadas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analizaron 42 muestras de leche de vaca, cabra y oveja, provenientes de 6 establecimientos.
En todos los casos las muestras obtenidas fueron tomadas en condiciones de asepsia, antes del
ingreso al tanque de frio.

El procesamiento de las muestras de leche fue llevado a cabo en el Laboratorio de la Unidad de
Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Agronomia.

Tabla 1. Numero de los aislamientos a partir de leche de vaca, oveja y cabra
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N° aislamientos Animal de Tambo
procedencia

1-68 vaca 1,2,3
69-90 oveja 4,5
90-102 cabra 6

Aislamientos de bacterias acido lacticas

Las muestras de leche se homogenizaron a 40° C y vortex antes de ser procesadas, y luego se
realizaron diluciones seriadas en solucién salina fisiologica (0.85% NaCl). Se incorporaron 1 mL
de la dilucion 1/100 al medio agar-leche-trifeniltetrazolio. Se incubaron a 42°C en velobiosis por
48h. Las colonias que que al gram se tefiian positivas, presentaban morfologia de cocos con la
disposicion caracteristica, se sembraron en caldo MRS (Man Rogosa Sharpe, Oxoid) y luego se
purificaron al sembrarlas en agar M17. Se conservaron cada bacteria aislada en condiciones
crioscopicas con glicerol al 15% en feezer a - 80° C.

Identificacion de cepas Streptococcus thermophilus

Luego de la realizacion de la tincion de Gram y de la determinacion de la morfologia bacteriana se
procedio a realizar las pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, tolerancia a la sal, produccién de
gas y fermentacién de azucares.

La prueba de catalasa se realiz6 en un portaobjeto con una gota de peréxido de hidrégeno al
30% y se emulsiond con una colonia aislada de agar MRS (Man, Rogosa, Sharpe, Oxoid) tomada
con un palillo estéril. La reaccion es positiva si se observa la produccién de burbujas. En la
prueba de oxidasa se utilizaron discos comerciales (BBL Taxo N Discs, Becton, USA). La
reaccion sera positiva para oxidasa si vira de rosa a violeta intenso y en segundos al color negro,
en el lugar de inoculacién con un aplicador de madera.

En el caso de la tolerancia a la sal se incubaron las cepas en tubos con 10 mL caldo MRS con
6.5% de NaCl, por 72 h a 42 °C. La prueba es positiva si se observan caracteristicas
macroscopicas de crecimiento (turbidez), también se incubaron de igual manera tubos con caldo
MRS sin NaCl ni inéculo como control negativo.

En el caso de los ensayos de fermentacion de azucares se utilizé el medio de cultivo descripto a
continuacion (3 mL de medio de cultivo por tubo), el cual tendra como variante el azicar para
determinar la fermentaciébn, como indicador de cambio de pH se utilizé rojo fenol
(positivo=amarillo; negativo=rojo). El medio se esterilizé a 121° C por 15 minutos en autoclave y
se le agregod filtrado (0.22 um) la solucién del carbohidrato seleccionado luego que se enfrio el
medio de cultivo.

Los azucares que se testearon fueron: maltosa, manitol, sacarosa, sorbitol, glicerol, manosa,
galactosa, lactosa, rafinosa, glucosa, fructosa, trehalosa, y melibiosa. También se evalud la
produccion de gas a partir de la glucosa en los tubos con el medio descripto con campanas de
Durham invertidas

Los medios con los diferentes azlcares se distribuyeron en tubos, los cuales se inocularon con
una colonia aislada de agar M17, dejando un tubo sin inocular como control negativo para cada
azucar. Se incubaron todos los tubos a 42 °C durante 72 horas haciendo una observacion cada
24 hs para determinar la produccién o no de acido en comparacion con el tubo control.
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Luego de realizados los andlisis anteriores se seleccionaron las siguientes cepas para
proseguir el estudio: 52, 53, 56, 57 (la leche de vaca), 80, 84, 86 (leche de oveja) y 91, 92, 93, 94,
95, 101, 102 (leche de cabra).

Caracterizacién genotipica

Extraccion de DNA gendémico

Se seleccionaron 14 cepas que compartian caracteristicas fenotipicas y buioquimicas con
Streptococcus thermophilus. Para seguir con la identificacion, se extrajo el ADN de estas cepas.
Para la extraccion del ADN de las mismas se utilizé un Kit comercial de DNA gendmico
(Fermentas International Inc. USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de este
punto se seleccionaron las cepas 53, 57, 80 (STH), para poder proseguir con los estudios citados
tomando como cepa de referencia la nUmero 986 (ATCC 19258) de acuerdo a los resultados de
la pruebas bioguimicas previas. Se inocularon tubos con caldo M17 las cepas seleccionadas a
partir de aislamientos puros y se incubaron a 42° C durante 48h. Se cosecharon las células a
10.000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga Spectrofuge 7M (Labnet International Inc.,
USA). Se determiné la concentracion del DNA extraido utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific Incorporation, Wilmington, DE, USA), se alicuotd y se utilizaron como
molde para las reacciones de amplificacion.

Analisis por amplificacion del gen lacZ

La identificacion de las cepas seleccionadas se realizd a partir de la amplificacion por PCR del
gen lacZ usando primers especie especificos de Streptococcus thermophilus (Lick et al. 1996).

DNA genomico extraido por la reaccién en PCR especie-especifico del gen lac Z descripto por
Los primers utilizados fueron:

e Primer Sthl (lacZ-ST for): CAC TAT GCT CAG AAT ACA
e Primer Sth2 (lacZ-ST rev): CGA ACAGCATTG ATG TTA

Componente de Volumen
Reaccién (ub
Buffer 13,75
dNTP 2,75
MgClI2 13,75
Primer R 6,875
Primer F 6,875
Taq Polimerasa 1,1
H20 destilada 64,9
ADN muestra 5

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Corbett cG1-96 thermal cycler (Corbett
Research, UK) con el siguiente programa: desnaturalizacién a 94°C por 3 min; 30 ciclos cada uno
de 94°C por 30 seg; 54° C por 30 segundos y 72 °C por 30 seg; y un paso de extension final 72°C
durante10 minutos (Lick et al., 1996).

Los productos de PCR y el marcador de peso molecular GeneRuler 100pb PLUS DNA Ladder
(Fermentas Life Sciences) fueron visualizados mediante una electroforesis en gel de agarosa 1%
conteniendo 0.5 pg/mL de Good View (SBS Genetech Co. Ltd). La corrida electroforética se
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realizd a 10 V/cm utilizando buffer 0.5X TBE (45 mM Tris-HCI, 45 mM &cido borico, 1 mM
EDTA, pH 8). La banda amplificada se visualiz6 y fotografidé en un transiluminador UV.

Identificacién por ARDRA

Los aislamientos también se caracterizaron mediante la técnica de ARDRA (Amplified rDNA
restriction Analysis). ARDRA es una técnica de “fingerprint’, que permite analizar el perfil de
restriccion del gen 16S rARN (Conter et al, 2005). En este estudio se utilizaron los aislamientos
gue fueron previamente seleccionados por amplificacion del gen lacZ.

Los amplicones de 16S RNAr fueron digeridos por reaccion con 2U de la enzima de restriccion
Hhal (Biolabs, New England) e incubados a 37°C por 12h. Los perfiles de restriccion fueron
analizados en un gel de agarosa al 2% con buffer 0.5X TBE y conteniendo 0.5 pg/mL de Good
View, corrido a 5 V/cm durante dos horas. El marcador de peso molecular utilizado fue GeneRuler
100pb Plus DNA Ladder (Fermentas International Inc., USA), se sembraron 20 uL del producto de
digestion por carril de las muestras a analizar y la cepa de referencia (ATCC 19258=986) y se
visualizaron en un transiluminador UV.

Anadlisis de la secuencia del gen 16S rDNA

Los aislamientos seleccionados mediante la identificacion por ARDRA fueron identificados
mediante analisis de secuencia del gen ARNr 16S. Las reacciones de amplificacion se realizaron
en un volumen final de 25 pl conteniendo: 1X Thermo buffer (Fermentas, USA), 2,5 mM de
MgCl2, 200 uM de cada dNTP (Fermentas, USA), 1U Tag polymerase (Fermentas, USA), 0,2 mM
de cada

cebador (fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3))
(Weisburg et al., 1991) y 20 ng de ADN molde. Los cebadores se utilizaron para amplificar un
fragmento de 1540 pares de bases del gen del ARNr 16S (Weisburg et al., 1991) y los productos
de amplificacion fueron purificados y secuenciados por Macrogen Sequencing Service, Korea. Las
secuencias de DNA se compararon con las depositadas en la base de datos NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi), para la identificacién de los aislamientos basados en la
similitud de secuencias.

Evaluacion de propiedades de interés tecnoldgico

Debido a la biodiversidad de la microbiota nativa existente en el ambiente lacteo, para disefiar un
fermento destinado a la fabricacién de productos lacteos, es necesario seleccionar cepas que
posean las mejores propiedades de interés tecnoldgico y puedan competir con otras presentes en
los “starters” utilizados con estos fines.

Las caracteristicas que presentan las diferentes bacterias utilizadas como fermentos lacteos son
multiples, por lo que se requiere conocer diferentes cualidades que presenten cada cepa para
poder ser utilizadas en la elaboracion de productos.

En general los estudios de seleccidén de cepas se consideran algunas de las propiedades de
interés tecnoldgico:

Temperatura de cultivo
Acidificacion

Actividad proteolitica
Produccioén de aroma
Produccion de exopolisacéaridos
Resistencia a fagos

oA WNE

En el presente estudio se evaluaron variantes rapidas y lentas, acidificaciéon, cinética de
crecimiento, produccion de exopolisacéaridos (EPS) y actividad proteolitica.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Acidificacion
La seleccion de cultivos iniciadores en la industria lactea debe considerar la capacidad de los
microorganismos de producir acido lactico en el menor tiempo posible. Los cultivos se denominan
‘rapidos” o “activos” cuando, inoculados al 1% e incubados a la temperatura éptima, son capaces

de coagular la leche en un periodo de 24 horas. Los cultivos “lentos” son aquellos que requieren
mas tiempo para que ocurra tal fenémenao.

Para determinar en los fermentos esta propiedad, se utiliza la prueba de actividad de Horall-
Elliker, que evalua la capacidad productora de acido lactico bajo condiciones controladas,
similares a las empleadas en las tinas de fermentacion.

La temperatura de incubacion en este caso fue de 42° C de acuerdo a los requerimientos optimos
para el crecimiento de Streptococcus thermophilus .

Medio de crecimiento:
1. Leche descremada reconstituida al 10%

Los tubos fueron esterilizados e incubados a 42 °C y luego se inocularon con 3% de cada cepa en
estudio provenientes de un cultivo en caldo MRS con una turbidez correspondiente al tubo 0.5 de
la escala Mac Farland. Se incubaron a 42 °C, y para cada bacteria se determind el pH (HANNA,
Instruments, Padova, Italia) en cada una de las muestras tomadas de los medios a las 3, 5y 24
horas, el control negativo se realizé caldo MRS sin indculo bacteriano.

La acidez titulable (Grados Dornic) con soda Dornic 0.1 N y fenoftaleina alcohdlica 0.1% como
indicador de acidez. La acidez titulable se expresa en grados Dornic, los cuales se calculan
multiplicando por 10 el gasto de NaOH 0.1N (expresado en mL) necesario para el viraje del
indicador.

Se tomaron muestras de 10 ml de cada tubo correspondiente a la hora O y 3 hs, se transfirieron
a un vaso de Bohemia y se dejaron llegar a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C). Las
determinaciones se realizaron por duplicado sobre la misma muestra preparada. Se le agregaron
5 gotas de la solucion de fenolftaleina.

La titulacion se realizé agregando lentamente y con agitacion, la solucion 0,1 N de hidréxido de
sodio, justamente hasta conseguir un color rosado persistente (facilmente perceptible si se
compara con una muestra de leche) que desaparece lentamente pero que persista durante 30 s.

A las mismas muestras se determin6 el pH de cada uno de los crecimientos a las 0 y 3hs.

Determinacion de variantes rapidas y lentas

La determinacion de la cinética microbiana de las BAL es muy importante en la industria lactea,
en especial en la produccion de quesos tanto artesanal como a nivel industrial. Esto se debe, a
gue la disminucion rapida del pH de la cuajada inhibe el desarrollo de los microorganismos
indeseables y facilita el desuerado (Morais, 2004), permitiendo la obtencion de un excelente
producto desde el punto de vista microbioldgico y organoléptico.

Para la industria, un rasgo importante en las cepas que conformaran un cultivo iniciador es la
produccion de &cido lactico, y que ésta sea rapida. Aquellas cepas que produzcan acido lactico
rapidamente seran llamadas variantes rapidas y las cepas que lo hagan lentamente seran las
variantes lentas. Con tal fin se utilizé el medio FSDA (Fast Slow Differential Agar) modificado.

Para la diferenciacion de las variantes rapidas y lentas se realizaron diluciones seriadas
decimales en solucion salina fisiologica (SSF) (0.85% NaCl), partiendo de 100 pl de los cultivos
“overnight” en leche UHT descremada estéril, distribuidos en tubos de 9.9 mL de volumen. Se
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incubaron a 42°C por 16 hs. De cada dilucién se sembraron por la técnica de incorporacion al
medio de cultivo FSDA que se prepara a partir de tres componentes, A, By C.

Medio FSDA modificado:

Componente A:

e Agar 159
e Purpura de Bromocresol 50 mg
e Agua Destilada 400 mL

Componente B:

e Leche en Polvo 100 g
e Agua destilada 400 mL

Componente C:

e Trifosfato de magnesio 59
e Agua Destilada 200 mL

Los componentes A, B y C se esterilizan en autoclave por separado, luego se mezclan las 3
soluciones y la se sirvi6 en placas de Petri.

La seleccion de variantes rapidas y lentas se realizé sembrando en la superficie del medio de
cultivo descrito y se incubaron en microaerofilia durante 24 h a 42 °C.

En este medio de cultivo las variantes rapidas crecen como colonias rodeadas de un halo amarillo
en el agar y las variantes lentas no producen tal viraje del medio luego de la incubacién (Huggins,
1984).

Produccién de exopolisacarido (EPS) (filancia)

Se seleccionaron las cepas productoras de EPS, a partir de las colonias con mayor produccion de
mucilago a partir de un medio sélido (MRS agar). Se inocularon tubos de LDR 10% (5ml), con
100pl de los cultivos provenientes provenientes de caldo MRS correspondientes a las cepas 53 y
57, STH, 4 tubos (1 tubo control sin inoculacion) se incuban a 37 °C y 4 tubos a 42 °C. Se toma
con pipeta 1 ml del in6culo en ambas condiciones de incubacion y se observa la existencia de
filancia al ser tocadas con un palillo estéril a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. También se
visualiz6 en 0.1 mL de los cultivos a diferentes tiempos de incubacién la viscosidad presente por
el deslizamiento en una superficie de vidrio inclinado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion fenotipica y bioquimica de cepas de Streptococcus

La tincion de Gram y el estudio de motilidad, indican que los aislamientos seleccionados
corresponden a bacterias Gram positivas (cocos aislados, en pares, y cadenas cortas y largas) y
motitlidad negativa. En la Tabla 1. se detallan los resultados de diferentes pruebas bioquimicas
citadas en materiales y métodos.

Las cepas seleccionadas como presuntas bacterias pretenecientes a Streptococcus thermophilus
son todas catalasa negativa y son incapaces de crecer en medio de cultivo con 6.5% de NacCl.
Esta dltima técnica nos permite diferenciar bacterias acido lacticas termofilicas de las bacterias
pertenecientes al género Enterococcus (Botina, et al., 2006). Los analisis de los resultados en
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relacion a la caracterizacion bioquimica de las cepas en estudio concuerdan con las bacterias
pertenecientes a la especie Streptococcus thermophilus.

Los estudios de diversidad intraespecie de Streptococcus thermophilus a partir de las diferentes
pruebas bioquimicas citadas, y sobre todo las relacionadas con la fermentacion de azucares, no
nos permite establecer con exactitud la identificacion de nuestros aislamientos como
pertenecientes a esta especie bacteriana sin complementar la informacion obtenida con diferentes
técnicas de caracterizacion genética.

En general Streptococcus thermophilus utiliza como fuente de carbono a lactosa, glucosa vy
sacarosa. La cepa control ATCC 19258 (986) fermenta lactosa, glucosa, sacarosa y fructosa. En
la Tabla 1. se observa que la mayoria de las cepas (13 bacterias) en estudio fermentan glucosa
(52, 53, 56, 57, 80-STH, 84, 86, 92, 93, 94, 101, 102, control), seis cepas no utilizan la sacarosa (
52, 56, 86, 92, 95, 102), la lactosa es fermentada por todos los aislamientos y la fructosa es
fermentada por diez bacterias (52, 53, 57, 80, 84, 86, 94, 101, 102, control).

Las cepas que fermentan maltosa son cuatro (52, 86, 91, 94), manosa son cinco (52, 56, 84, 86,
95), rafinosa son ocho (52, 56, 86, 91, 93, 94, 101, 102), trehalosa son tres (52, 86, 93) y ninguna
fermenta manitol, sorbitol, glicerol, melobiosa.

No producen gas a partir de glucosa debido a que esta especie es homofermentativa.

Tablal. Pruebas bioquimicas de los aislamientos presumiblemente pertenecientes al género
Streptococcus.
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52 - - - + - - - - + - + + + + + - -
53 - - - - + - + + - + + - - -
56 - - - - - - - - + - + + + - - - -
57 - - - - - + - - - + + - + + - - -
80 - - - - - + - - - - + - + + - - -
STH
84 - - - - - + - - + - + - + + - - -
86 - |- - + - - - - + - + + + + + - -
91 - - - + - + - - - - + + - - - - -
92 - - - - - - - - - + + - + - - - -
93 - |- - - - + - - - + + + + - + - -
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94 - - - + - + - - - - + + + + - - -
95 - - - - - - - - + - + - - - - - -
101 |- | - - - - + - - - - + + + + - - -
- - - - - - - - - - + + + + - - -
102
986 - - - - - + - - - - + - + + - - -
ATCC
19258

De las catorce bacterias seleccionadas, solo 4 cepas pueden fermentar galactosa, es importante
sefalar que las especies de Streptococcus thermophilus virtualmente no tienen actividad sobre
esta azucar. El exceso de galactosa en los productos lacteos pueden tener efectos adversos en la
salud humana, especialmente en casos de galactosemia y pudiendo producir la reaccion Maillard
por el efecto térmico (Novelli et al., 2000).

La identificacion basada en la fermentacion de azlUcares como fuente de carbono demuestra
dificultades para determinar segun este criterio la clasificacion de los aislamientos como
pertenecientes a la especie Streptococcus thermophilus. Se debe considerar la presencia de
cepas atipicas y que puedan confundirse con otras bacterias acido lacticas.

La fermentacion de esculina es una de las pruebas mas efectivas para identificar Streptococcus
thermophilus (no fermenta esculina) diferenciandose de Enterococcus y otras especies
relacionadas como Streptococcus salivarius que fermentan esculina (Facklam, R.R. 2002).

Identificacidén genética de cepas de Streptococcus thermophilus

Analisis por amplificacion del gen lacZ

La identificaciébn de las cepas seleccionadas mediante criterios bioquimicos, se realiz6 con la
reaccion en PCR especie-especifico del gen lac Z. En la Figura 1, la banda de la amplificacion del
DNA con el cebador especifico se observa a 968 pb para las cepas 53, 57, STH (80) lo cual
coincide con la cepa de referencia de Streptococcus thermophilus ATCC 19258 (cepa 986).

\

000 pb - ~ ~ -

Ll -

Figura 1. Amplicén obtenido utilizando cebadores lacZ-STfor-lacZ-STrev. Carriles: (1) marcador de

peso molecular; (3) Cepa 53; (4) cepa 57; (5) cepa refrerencia Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus ATCC 19258; (6)cepa STH (80); (7) cepa 56.
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De los 14 aislamientos, solo tres cepas nativas se lograron amplificar mediante PCR con primer
especifico del gen lacZ (provenientes de leche de vaca y oveja)

La utilizacion de este cebador como herramienta para la identificacion de Streptococcus
thermophilus de los aislamientos nativos de leche ha permitido realizar un “screening” rapido de
las cepas presuntivas pertenecientes a esta especie luego de la seleccionadas de acuerdo a la
caracterizacion bioquimica.

Identificacion de los aislamientos seleccionados por ARDRA

En la Figura 2 se presentan los perfiles caracteristicos de ARDRA para los aislamientos citados
previamente obtenidos por los cebadores lacZ-STfor-lacZ-STrev. El gel de agarosa que se
observa agrupa los perfiles de los aislamientos al compararse con la cepa de referencia
Streptococcus thermophilus ATCC 19258

1 2 3 4 5

Figura 2. Perfiles de ARDRA con enzima Hhal. Carriles: (1) marcador de peso molecular; (2) Cepa
referencia Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 19258; (3) cepa STH (80); (4) cepa 53;

(5) cepa 57.

En el presente trabajo se procesaron 14 aislamientos de bacterias presuntamente pertenecientes
a la especie Streptococcus thermophilus de las cuales sélo se confirman por las técnicas
géneticas previamente descripta solo 3 de los aislamientos. En la Figura 2 se observan 2 perfiles
ARDRA pertenecientes a Streptococcus thermophilus, lo cual puede indicar la variabilidad dentro
de la misma especie bacteriana. Las cepas denominadas como 53 y 57, se diferencian de la STH
(80) y ATCC de acuerdo a la caracterizacion bioquimica que fermentan a la galactosa mientras
gue las dos ultimas no la fermentan.

De acuerdo a los andlisis de los datos hasta este punto, debemos citar que se partieron de 102
aislamientos de leche de diferentes especies animal con caracteristicas de cocos Gram positivas,
catalasa negativa y a partir de alli se comenzaron a discriminar para realizar la caracterizacion
fenotipica y bioquimica de 14 aislamientos.

La caracterizacdn genética permitié realizar la seleccion sélo de 3 aislamientos al comparar los
perfiles de amplicones por diferentes técnicas moleculares. Es importante resaltar que el
aislamiento de cepas de Streptococcus thermophilus nativas de la cadena lactea es baja y en el
presente trabajo representd 21% a partir de la caracterizacion fenotipica y bioquimica.
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Las técnicas de génetica molecular son herramientas de gran apoyo para la microbiologia, ya
que las técnicas rutinarias de identificacion para las BAL s6lo por la caracterizacion fenotipica y
bioquimica no permitié la discriminacion certera de Streptococcus thermophilus.

Identificacion de los aislamientos mediante analisis de la secuencia 16S rADN de los
aislamientos

Los perfiles de amplificacion citados previamente permitieron la identificacion de aislamientos
nativos de leche Streptococcus thermophilus las cepas 53, 57 y STH (80) los cuales fueron
confirmados por analisis de secuencia del gen 16S rADN con similitud > 98%.

La identificacion polifasica de las cepas de Streptococcus thermophilus provee mayor seguridad
para determinar las especies de este género, lo cual ayuda a esclarecer la identificacion de las
mismas debido a los problemas inherentes a la variacion genética de las cepas nativas a nivel
genético.

Analisis de propiedades de interes Tecnologico

Determinacion Variantes rapidas y lentas

El indicador del medio FSDA (purpura de bromocresol) tiene un viraje entre 5.2 y 6.8 unidades de
pH, virando al amarillo a pH méas &cido y al parpura al mas basico. Las variantes rapidas
presentan colonias con actividad proteolitica y crecen amarillas por el aumento de la acidez en el
medio de cultivo, son grandes y opacas rodeadas de un halo amarillento; mientras que las
variantes lentas forman colonias pequefias, chatas y translicidas. En la Tabla 2 se detallan los
resultados para cada cepa en estudio.

Tabla 2. Resultados del test de variantes rapidas y lentas

CEPA MORFOLOGIA COLONIAS
53 Viraje del medio FSDA a amatrillo
57 Viraje del medio FSDA a amarillo
STH Viraje del medio FSDA ( < amarillo)

En la Figura 3 se visualiza que después de la incubacion de las cepas 53 y 57 se observa un
viraje del indicador a &cido y las colonias presentan una morfologia que se corresponde con el
fenotipo de acidificacidén rapida, mientras que la cepa STH (80) es mas lenta en la acidificacion

53 Control - ’ 57 Control-
FSDA FSDA
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STH Control -

Actividad acidificante y acidez titulable

Las leches normales, tienen valores de acidez de 15 °D a 18°D , y conforme la leche sea
acidificada el valor de la acidez titulable aumenta la acidez titulable también puede expresarse
como porcentaje de acido lactico producido, el cual se obtiene de la relacion:

% Acido Lactico= Acidez tit. 2D/100

En la Tabla 3. Se detallan las variaciones de pH de las cepas en estudio con el control y se
observa una disminucion en el pH para las mismas. A su vez se registra un aumento en la acidez
titulable del inéculo al usar las cepas aisladas en relacion al control no inoculada. La cepa STH
(80) desarrolla menos acidez en 3 hs que las 53 y 57. En las tinas queseras esta propiedad es
importante por el tiempo que demora la baja de pH durante la cuajada y antes del desuerado

Tabla3. Resultados de la actividad acidificante y acidez titulable en leche.

Acidez titulable (°D) 0 % Ac.
Cepa pH Hora 0 Hs Lactico
53 6,66 16 0,16
57 6,68 16 0,16
STH 6,66 16 0,16
Control sin
bacterias 6,68 15 0,15
0,
Cepa pH Hora 3 Acidez titulable 3 Hs L/,O A.C'
actico
53 6,03 21 0,21
57 6,15 20 0,20
STH 6,29 19 0,19
Control sin
bacterias 6.68 15 0,15




Produccion de exopolisacarido (filancia)

Las cepas con mayor produccion de EPS seleccionadas para el andlisis fueron las denominadas

como: 53, 57, STH (80).

En la Tabla 4 se observan los resultados de produccién de exopolisacéridos (EPS) producidos en

cultivos de 72 hsen LDR a 37° Cy 42° C.

Tabla 4. Determinacion de produccion de exopolisacarido por filancia

Temperatura

CEPA 24hs 48hs 72hs °C

53 ++ ++ ++ 37

57 ++ ++ ++ 37

STH + + + 37
Control sin

bacterias - - - 37

53 ++ ++ ++ 42

57 ++ ++ ++ 42

STH + + + 42
Control sin

bacterias - - - 42

En la Figura 4. Se evidencia que a las 24 horas la presencia o0 produccion de EPS lo
suficientemente necesaria para volver viscosa a la leche inoculada con las cepas 53 y 57 a
ambas temperaturas de incubacién, lo que confirma los resultados que se visualizan en la Tabla

STH 53
24hs 42°C

Streptococcus thermophilus

STH

57

53
72 hs

STH

42°C

53
42°C

48 hs

57

Streptococcus thermophiluls

57

Streptococcus thermophilus
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La industria lactea busca cepas de Streptococcus thermophilus productoras de EPS, las cepas
comerciales son seleccionadas por esta propiedad ya que se utilizan para la produccion de
yogures con texturas mas cremosas y con menor sinéresis por la presencia del EPS.

Conclusiones

Las cepas seleccionadas aisladas de leche de vaca, oveja y cabra, como presuntas bacterias
pertenecientes a Streptococcus thermophilus presentan al gram morfologia de cocos, dispuestos
cadenas, que se tifien positivamente, catalasa negativa e incapaces de crecer en medio de cultivo
con 6.5% de NacCl. Esta ultima técnica nos permite diferenciar bacterias 4cido lacticas termofilicas
de las bacterias pertenecientes al género Enterococcus.

En general Streptococcus thermophilus utiliza como fuente de carbono a lactosa, glucosa y
sacarosa. La cepa control ATCC 19258 (986) fermenta lactosa, glucosa, sacarosa y fructosa.

La mayoria de las cepas (14 bacterias) en estudio fermentan glucosa (52, 53, 56, 57, 80-STH, 84,
86, 92, 93, 94, 101, 102, control), seis cepas no utilizan la sacarosa ( 52, 56, 86, 92, 95, 102), la
lactosa es fermentada por todos los aislamientos y la fructosa es fermentada por diez bacterias
(52, 53, 57, 80, 84, 86, 94, 101, 102, control).

No producen gas a partir de glucosa debido a que esta especie es homofermentativa.

De las catorce bacterias seleccionadas, sélo 4 cepas pueden fermentar galactosa, es importante
sefialar que las especies de Streptococcus thermophilus no la fermentan en su mayoria y es una
alternativa tecnoldgica en la elaboracion de productos lacteos para evitar la presencia de
galactosa.

La identificacién de las cepas seleccionadas es realizada mediante la amplificacion por PCR del
gen lacZ. La banda de amplificacién del ADN con el cebador especifico se observa a 968 pb para
las cepas 53, 57, STH (80) que coinciden con la cepa de referencia de Streptococcus
thermophilus ATCC 19258 (cepa 986).

La utilizacion de este cebador como herramienta para la identificacibn de Streptococcus
thermophilus de los aislamientos nativos de leche ha permitido realizar un “screening” rapido de
las cepas presuntivas pertenecientes a esta especie luego de la seleccionadas de acuerdo a la
caracterizacion bioquimica.

La técnica ARDRA permiti0 detectar de los aislamientos amplificados por PCR de bacterias
presuntivas Streptococcus thermophilus, 3 (53, 57, 80) de los aislamientos que presentan perfiles
similares a la cepa de referencia ATCC 19258.

La caracterizacon genética permitid realizar la seleccion solo de 3 aislamientos al comparar los
perfiles de amplicones por diferentes técnicas moleculares, es importante resaltar que el
aislamiento de cepas de Streptococcus thermophilus nativas de la cadena lactea es baja y en el
presente trabajo representd 21% a partir de la caracterizacion fenotipica y bioguimica. Se
confirmaron las 3 cepas como pertenecientes al género buscado por secuenciacion del 16S
rDNA.

Las cepas que fueron seleccionadas como variantes rapidas en FSDA fueron las 53 y 57 que
produjeron viraje en el indicador de pH a acido en 24 horas incubadas a 42° C.

En relacion a la acidez titulable y cambio de pH, la cepa STH (80) desarrolla menos acidez en 3
hs que las 53 y 57 en LDR. En las tinas queseras esta propiedad es importante por el tiempo que
demora la baja de pH durante la cuajada y antes del desuerado.
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La produccion de exopolisacaridos se determind a las 24 horas en los tubos LDR para las
cepas 53 y 57 a ambas temperaturas de incubacion.

Existe una gran variabilidad fenotipica y seria importante buscar cepas de este género
productoras de EPS y también fermentadoras de galactosa. En este trabajo se han aislado dos
cepas de Streptococcus thermophilus 53 y 57 nativas de leche con estas especificaciones, lo cual
pueden ser cepas prometedoras para realizar estudios mas profundos en el area y ser utilizadas
como fermentos o “starters” en la elaboracion de productos lacteos.

ANEXO 1. COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO

MRS caldo (g/L)
Peptona 10
Extracto de carne 8
Monoleato de sorbitan 1mL
Extracto de levadura 4
Glucosa 20
Fosfato dipotasico 2
Acetato de sodio 5
Citrato de amonio 2
Sulfato de magnesio 0,2
Sulfato de manganeso 0,05

M17 Agar (g/L)
Digerido pancreatico de caseina 5
Peptona de Soja 5
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 2,5
Acido ascorbico 0,5
Sulfato de magnesio 0,25
B-glicerofosfato disodico 0,25
Agar 11

Medio Prueba Azucares (g/L)

Triptona 10
NacCl 5
Rojo Fenol 0,018
Azucar en estudio 0,5-1%
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