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RESUMEN

Los perfiles de plasmidos de 1las cepas Streptococcus lactis
subsp. lactis BM 147 y Streptococcus lactis subsp. cremoris BM
149 se correlacionaron con los cambios en 1la capacidad de
produccién de 4acido lactico y en el pH durante 1la produccién
y almacenamiento de los cultivos.

Las condiciones de manejo, produccién y almacenamiento de los
cultivos se establecieron para minimizar las variaciones de sus
caracteristicas. Por otra parte, el protocolo de extraccién de
plasmidos se modificé para obtener los perfiles de plasmidos de
las cepas durante la produccién y almacenamiento de los

caldos de fermentacién. Las cinéticas de crecimiento,
produccién de 4cido 1lactico, almacenamiento y 1los perfiles
obtenidos, fueron consistentes con lo reportado por otros
autores.

Segun las cinéticas de almacenamiento Yy los perfiles de
plasmidos obtenidos, el pH del medio puede causar dafios a nivel
de plasmidos. Se encontr6 ademds, que la disminuciéon de

viabilidad y actividad durante el almacenamiento coincide con
la pérdida de bandas en el perfil de plasmidos.

Se sugiere que los perfiles de plasmidos, al ser especificos para
cada cepa, representan una valiosa técnica para la identificacién
de cultivos de interés industrial adem&s de evaluar la
estabilidad y origen de las cepas mismas. ’
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"4t terminan este camina,
el viajena imaginania desapanece
4§ oe sale del espacia y del
tiempa hacia una nueuva eapecie
de nealidad, ya que el camina
desapanece de galpe."

4. Blanca

INTRODUCCION

La fermentacién de los alimentos es uno de los métodos méas
antiguos de conservacién conocido por la humanidad, de manera que
muchos alimentos deben su produccién, sabor, textura, cualidades
nutricionales y otras caracteristicas a las actividades de los
microorganismos. Estas actividades fueron descubiertas al
observarse cambios por la introduccién accidental de microflora
del ambiente o por la presencia de cultivos silvestres no
controlados. Actualmente es posible controlar el tipo y namero
de microorganismos e inocular alimentos con cultivos puros de
microorganismos especificos a los que se denomina cultivos
iniciadores (Smith, 1981).

.La fermentacién 4cido lactica es la mas ampliamente utilizada
para la manufactura de productos lacteos, tales como queso,
leches fermentadas, mantequilla y otros productos diversos a
partir de leche. Asi mismo, las bacterias capaces de realizarla
se utilizan en la elaboraci6n 'de encurtidos, de algunos productos
cidrnicos y para la conservacién de desechos orgdnicos para su
posterior empleo como alimento animal (Gilliland, 1985;
Fenton, 1987) .



El principal papel de 1las bacterias 4cido-l4cticas en 1la
manufactura de productos obtenidos a partir de leche, es el de
producir acido lactico para evitar el crecimiento de
microorganismos indeseables que puedan causar defectos en el
sabor de los productos finales. Las condiciones A&Acidas inducidas
por estas bacterias tienen otras funciones diversas, como cuajar
la leche, proporcionar el sabor caracteristico, favorecer la
accién de la renina, ayudar en la sinéresis (expulsién del suero
de la cuajada), la cual mejora la conservaciétn de la calidad del
producto terminado (Adda,1986), y por otra parte, la actividad
proteolitica contribuye, junto con otras actividades bioquimicas
de los microorganismos, al desarrollo del sabor, textura y otras
caracteristicas deseables en estos productos (Law, 1984,
Margalith, 1981).

Hasta hace algunos aflos, se utilizaban mezclas de iniciadores
lacticos con composicién no definida en la fabricacién de quesos,
las cuales presentan el problema inherente de que sus propiedades
no pueden ser completamente predecibles y por lo tanto ha sido
necesario estudiar y experimentar con el fin de reducir el nimero
de cepas empleadas y formular iniciadores con una composicién y
actividad definida, predecible y controlable hasta un maximo
posible, de manera que contengan el tipo y balance adecuados de
microorganismos y que, bajo las condiciones de uso y efecto,
desarrollen 1los cambios deseados durante la manufactura y
maduracién de los productos, ademads de ser compatibles para su
propagacién en conjunto (Sellars, 1977). El desarrollo histérico
de estos iniciadores puede verse en el cuadro 1.

Actualmente se utilizan mezclas de multiples cepas con rotacién
ya que con el uso de cepas uUnicas dificilmente se puede cumplir
satisfactoriamente con las necesidades de sabor, textura y
adcido 1lé&ctico, o resistir a la temperatura y a la concéntracibn'



de sal. Asi pues, las cepas se combinan en una variedad de
sistemas disponibles para asegurar el desarrollo del
producto final esperado (Gilliland, 1985, Tzeng, 1984)).

Los géneros Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc Yy
Lactobacillus, son las bacterias que se - emplean con mayor
frecuencia como cultivos iniciadores. Las bacterias lacticas del
género Lactoccoccus se agrupan en el grupo serolégico N de
Lancerfield. Con base en estudios recientes de taxonomia
numérica, quimiotaxonomia y de hibridizacién de acidos
nucleicos, se les agrupbd a estas bacterias en el género
Lactococcus, quedando este género con dos especies y 3
subespecies, de las cuales, Streptococcus lactis subsp. lactis,
(Lactococcus lactis subsp. lactis), lo que anteriormente se
conocia como S. lactis, y Streptococcus lactis subsp. cremoris
(Lactococcus lactis subsp. cremoris), lo que antes era S.
cremoris. Son bacterias Gram bositivas que no forman esporas,
siendo faciles ‘de cultivar bajo condiciones
micro-aerofilicas (no necesariamente aerobias), son catalasa
negativas y sus principales caractéristicas congisten en la
fermentacién de carbohidratos y la produccién de &cidos orgénicos
(Bergey, 1986).

De acuerdo a Sharpe (1979), 1la clasificacibn_de estas bacterias
por sus caracteristicas fisiol6gicas se basa en la via metabdlica
que emplean para el metabolismo de los carbohidratos, como sigue:

a) Homofermentativas.- Fermentan carbohidratos con produccién
predominante de 4&cido lactico, utilizando la via
metabébdlica de Embden-Meyerhoff.

b) Heterofermentativas.- Fermentan carbohidratos con 1la
produccién de 4cido lactico y una variedad de otros



productos, tales como: acido acético, etanol, CO2 , etc.,
en diferentes cantidades, utilizando la via metabélica de
las hexosas monofosfato.

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

Las Dbacterias Acido-l&cticas tienen otras caracteristicas que
podrian considerarse negativas, perc que deben tomarse en
consideracién:

Son nutricionalmente delicadas, ya que requieren de
grandes cantidades de aminoAcidos, purinas, pirimidinas y
vitaminas del complejo B para su desarrollo; tienen Dbaja
actividad biosintética, ya que son incapaces de crecer en medios
minerales; producen pocas enzimas extracelulares; no atacan
polisacaridos y sus enzimas 1lipoliticas son relativamente
débiles, sin embargo, son susceptibles de crecer en sustratos
de bajo costo (medios derivados de suero), obteniendo
densidades altas en fermentaciones a gran escala y
tecnologia de conservacién adecuada, siendo importante
seleccionar un medio de cultivo y métodos adecuados para la
produccién, mantenimiento y propagacién de estas bacterias,
principalmente para su empleo a nivel industrial
(Margalith,1981) .

Del género Lactococcus, fundamentalmente las especies
Streptococcus lactis subsp. lactis y Streptococcus lactis subsp.
cremoris, son los inicladores que mas. se han utilizado y
estudiado hasta el presente, pudiendo decirse asimismo, que las
propiedades de 1los iniciadores 1lacticos y sus usos para la
manufactura de productos lacteos se ﬁan documentado extensamente
en la literatura (Heap 1976; Cox, Diebel, Sellars 1978;
Kosikowski 1980; Davies 1981; Daly 1983; Sellars 1985; Gasson
1987).



Durante la propagacién y manejo de los iniciadores lacticos se ha

tropezado con diferentes problemas, uno de ellos es la
inestabilidad de 1las cepas. Se ha observado, por ejemplo, que
las enzimas esenciales para el crecimiento en leche

(especificamente las enzimas del metabolismo de la lactosa y las
proteinasas) son inestables y que su inestabilidad parece estar
relacionada con la amplia cantidad de plasmidos que se encuentra
presente en estos microorganismos (McKay 1982; Davies y Gasson
1981; Gasson 1983).

No obstante que la genética de 1los estreptococos lacticos ha
permanecido ignorada por mucho tiempo, se han venido realizando
estudios sobre la misma habiéndose encontrado variantes de S.
lactis subsp. lactis y S.lactis subsp. cremoris que carecian de
la habilidad para fermentar lactosa. 2Algunos autores sugirieron
que habia condiciones del ambiente y de manejo que hacian
susceptibles a las cepas de perder esta capacidad, tales como el
subcultivo, o los efectos de la temperatura o de algin agente
mutagénico (H202, A4cido lActico en exceso), o0 la produccién en
cultivo continuo, ademds del estado fisiolégico de 1las cepas
(Okulitch, 1936 vy _1939; Yawger, 1937 y Hunter, 1939;Bibal,
1988). ’

Existe un buen nimero de factores que afectan adversamente el

desarrollo de los ini¢iadores, siendo las condiciones de tensién

las que mas contribuyen a causar variaciones (Gilliland,1985). Con
el control de algunos de estos factores , tales como la

temperatura, el pH, el medio de cultivo y el mantenimiento de las
cepas, se puede contrarrestar la‘heterogeneidad y minimizar los

cambios.

\

Entre los fenbmenos que ﬁés se han analizado con respecto a 1la
heterogeneidad que existe en los cultivos iniciadores estan la



produccién de 4cido y 1la sensibilidad a Dbacteritfagos, sin
embargo es posible que esta heterogeneidad se manifieste en otras
caracteristicas que son mads dificiles de evaluar, debido a que

los procedimientos necesarios no son del todo factibles o ain no
se encuentran disponibles.

McKay desde 1970 realiz6 algunos estudios sobre la inestabilidad
del metabolismo de la lactosa examinando sus posibles causas,
habiendo encontrado una relacién de esta capacidad con material
extracromosomal. Al poco tiempo se comenzaron estudios sobre la
actividad proteolitica, encontrindose también una relacién de la
actividad con elementos extracromosomales (Mckay, 1983).

Se ha observado también que otras propiedades de los
estreptococos lacticos, Gtiles para el procesamiento de lacteos,
tales como resistencia a fagos, utilizacién de citrato vy
sacarosa, produccidén de nisina vy de mucilago, se pierden
facilmente, y cuya inestabilidad parece estar también relacionada
con la pérdida de plasmidos durante el crecimiento de las
bacterias, (Larsen, 1978; Kempler, 1979;Gasson, 1984;Steele,
1986;Vedamuthu, 1986;Buchman, 1988).

La presencia de plasmidos en estas bacterias ha quedado bien
establecida (Cords, 1974; McKay, 1976; Efstathiou, 1976; Davies,
1981), y aunque generalmente tienen un gran numero de plasmidos,
la mayoria de estos parecen cripticos y s6lo para unos pocos se
ha demostrado que codifican para funciones conocidas (Gasson,
1987).

Se tienen tres rasgos bien documentados codificados por
plasmidos, los cuales son importantes para el crecimiento en
leche: el catabolismo de lactosa con produccién de &cido lactico;
la presencia de una potente proteinasa ligada a la pared celular,
y la utilizacién de citrato para la generacién de compuestos del



sabor tales como diacetilo, segun se sefiala en el
cuadro 3(Gasson, 1987).

Los genes para el metabolismo de 1la lactosa y la actividad
proteinasa esté&n codificados por el plasmido pLp712, de 56.5
kilobases del S. lactis 712 (Gasson, 1982, 1983). Este plasmido
se ha caracterizado extensivamente por mapas de restriccién y por
aislamiento y mapeo de fragmentos obtenidos del plasmide.
Correlacionando la posicién de los diferentes fragmentos con su
efecto sobre los fenotipos de lactosa y proteinasa, fue posible
localizar los determipantes genéticos para estos rasgos en el
mapa de restriccién (Gasson, 1987). Una caracterizacién similar
se realiza con S. cremoris H2, encontridndose que el plasmido
ppI-21, de 63 kilobases tiene 1los genes que codifican para el
metabolismo de la lactosa y la actividad proteinasa (Yu, 1989).

La relacién entre plasmidos especificos y rasgos fenotipicos ha
sido implicada generalmente de la asociacién entre pérdida de la
funcién y pérdida de plasmidos. La conclusiétn a que se llegd
inicialmente sobre esta implicacién fue el resultado de una
evidencia confusa y contradictoria para la localizacién del gen
relevante (McKay 1982; Davies y Gasson 1981; Gasson 1983). La
frecuencia en la pérdida de los plasmidos mayores es tal, que es
posible que no exista relaciétn entre 1la pérdida de estos
plismidos y de la funcién en su totalidad. De cualquier manera se
ha aceptado que debe buscarse mayor evidencia para confirmar que
un plasmido especifico es portador de genes para una propiedad en
particular. Se cuenta con técnicas de transformacién, por lo que
algunos de los genes que codifican para algunas caracteristicas
metabbdlicas se han clonado y expresado en cepas curadas,’
. confirmando que dichas caracteristicas estan codificadas en
plasmidos.



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

La inestabilidad de las cepas y el papel que tienen los plasmidos
en ésta queda aun por resolverse, aunque por otro lado, se ha
encontrado que el mayor numero de plasmidos que se pierde
corresponde particularmente a los de pocas coplas, pero los
perfiles en general quedan suficientemente inalterados y
permanecen caracteristicos y reconocibles (Davies y Gasson,
1981), «con lo que se tiene una herramienta valiosa para la
identificacién de 1los estreptococos 1lacticos (Davies et al.,
1981), ademids de ser util para evaluar la estabilidad de los
iniciadores mezclados en la practica (Andresen, 1984).

Hasta el presente, las bacterias aisladas de un cultivo iniciador
se caracterizan solamente por pruebas morfolégicas y
fisiolégicas, y en ocasiones por su sensibilidad a fagos. Las
pruebas fisiolégicas establecen diferencias a nivel de especie y
la reacci6én a fagos puede dar diferencias entre cepas, siempre
que haya fagos hom6logos disponibles (Josephsen, 1988). Sim
embargo se han encontrado fagos con 14 morfologias dlto:cntoa,due

10 .



- concretamente reaccionan con Lactococcus. Para caracterizar los
cultivos iniciadores se han realizado pruebas con estos fagos y
tipificando las cepas pero se encontrb6 que la identificacién de
una cepa aislada es muy dificil por este método (Gasson, 1984;
Gilliland, 1985). Es posible que la relacién fago-huésped sea
hipervariable y que el uso de esa propiedad como determinante de
la cepa pueda resultar en la proliferacién de cepas que difieran
solamente en su sensibilidad a fagos. Por 1lo tanto, la
distincién de cepas basada en esta propiedad puede ser menos que
ideal y potencialmente confusa a menos que se correlacione con
otras determinantes genéticas. Los perfiles de plasmidos pueden
proporcionar una alternativa mas util (Andresen, 1984; Josephsen,
1988) .

Por medio de un analisis de perfiles de plasmidos a wun iniciador
utilizado en la manufactura de queso Cheddar, se demostr6 que con
este tipo de analisis es posible diferenciar las bacterias, que
de otro modo no podrian lograrse en una mezcla compleja de cepas
iniciadoras como las utilizadas cominmente en la industria lactea
(Josephsen, 1988).

Se han desarrollado recientemente nuevas aplicaciones para los
perfiles de plasmidos. El aislamiento e identificacién de cepas
de Acetobacter, responsables de la fermentacién del vinagre, es
sumamente difficil, sin embargo se encontré que la caracterizacién
de la microflora del vinagre es posible mediante el aislamiento
de los plasmidos y su resolucién por electroforesis en geles de
agarosa (Teuber, 1987). Asimismo, en plantas de procesamiento de
aves, se pudo investigar 1la fuente de contaminacién por
Staphylococcus aureus y pudieron ser identificadas 1las cepas
endémicas por ©perfiles de plasmidos (Dodd, 1988). Se ha
sugerido establecer un banco de referencia de iniciadores
lacticos con sus respectivos perfiles de plasmidos facilitando
asi la identificacién de las diversas cepas (Collins, 1955 y

1



Sandine, 1985, citados por Gilliland, 1985), lo que ilustra como
la determinacién de perfiles de plasmidos proporciona una
alternativa Util en la identificaciétn de cepas.

La aplicacién de 1las técnicas de clonacién de genes a
estreptococos lacticos puede estar dirigida ya sea al
mejoramiento de las propiedades existentes o a la construccién de
cepas que sinteticen eficientemente nuevos productos lacteos o no
lacteos. La primera opcién complementa de manera racional los
métodos clasicos existentes para el mejoramiento de cepas al
establecer propiedades favorables y suprimir 1las indeseables.
Ademas de lograr la estabilizacién de las propiedades ventajosas,
lo cual es de particularv relevancia para las funciones léacteas
codificadas por plésmidos. La segunda alternativa implica el uso
de los estreptococos lacticos como organismos de produccién, los
cuales sintetizarian eficientemente nuevas proteinas heterélogas
(Vos, 1986). Sin embargo, la aplicaciétn de estas tecnologias de
clonacién en los estreptococos lacticos s6lo puede alcanzarse con
un conocimiento basico de los procesos esenciales de la biologia
molecular, asi como de la fisiologia y expresién de 1las
caracteristicas de interés del grupo. Muchos de 1los estudios
genéticos realizados sobre estreptococos lacticos se originaron
en el interés microbiolégico y se enfocaron hacia 1la presencia y
funciones de 1los plasmidos (Davies 1981; McKay 1983;'Gésson
1984), lo que ha aumentado el numero de laboratorios interesados
en estas bacterias.

Actualmente, la primera generacién de vectores bifuncionales de
clonaciétn ya se ha desarrollado; algunas cepas modelo son
transformables y los genes de S.lactis subsp. lactis del
metabolismo de la lactosa se estudian a nivel molecular y
se ha buscado la posibilidad de expresarlos en diferentes
especies bacterianas como E. <coli y B. subtilis (Vos, 1986),
lo que permitird obtener mayor informacibn sobre su

12



regulacién y expresion (Venema, 1987).

Se ha encontrado que una gran variedad de sistemas de
transferencia de genes funcionan en estos microorganismos (Kondo,
1985) . Algunos sistemas pueden ocurrir en 1la naturaleza
(conjugacién, transduccién), mientras que otros sélo operan en el
laboratorio y hacen uso de protoplastos (fusién, transfecciébn y
transformacién) o la transformaciétn por electroporacién. Los
sistemas naturales asi como la fusiétn de protoplastos son
relevantes para la construccién de nuevas cepas laActicas.
Ademas, en algunos casos se puede lograr la integraciédn de los
genes de interés en el cromosoma, con miras a la estabilizacién
de las caracteristicas para las que codifican (Vos, 1986; Gasson,
1986; Kondo, 1985).

La conservacién de los iniciadores es otro punto critico para la
estabilidad de 1los mismos, considerando que los cultivos deben
mantener su viabilidad, capacidad de produccién de acido y otras
caracterisiticas por periodos prolongados de almacenamiento, en
los niveles adecuados para la manufactura de produgctos de
calidad. Actualmente, los cultivos concentrados estan
desplazando la forma tradicional de 1los cultivos "madre"™ y el
subcultivo regular, por la posibilidad de utilizarlos en forma
directa e inmediata sobre las tinas de elaboracién de 1los
productos lacteos. Considerando ademaés, que son mas
controladas las condiciones de producciétn, se manejan volumenes
minimos y se disminuyen los problemas de tipo laboral y de
rotacién de cultivos. No obstante, existe la desventaja
del almacenamiento en grandes espacios para su mantenimiento a
temperaturas de congelacién. La congelacibn de estos cultivos
puede ser desde 0°C hasta -196°C, logrando esta temperatura con
nitrégeno liquido. Otra forma de conservarlos es por
liofilizacién, sin embargo, la viabilidad y la capacidaa de
producir &cido se ven mAs afectadas que en la congelacién aunque

13



" ofrece ventajas de conservar en refrigeracién y requiere menores
volumenes de transporte y almacenamiento, no obstante que estos
cultivos no sean de inoculacién directa (Gilliland, 1985).

La refrigeracién como método de conservacién propone como ventaja
el bajo costo, con respecto a los anteriores, sin embargo, los
periodos de almacenamiento se reducen a 20 dias (Pérez-Gavilan,
1984). Con el fin de evitar el alto costo de 1las cepas
concentradas en forma liofilizada o congelada, Goldhaber (1982)
estudié la refrigeracion como método de conservacién, almacenando
bacterias lacticas a 4°C en el medio de produccién , a base de
caseinato, para luego emplearlas directamente en la elaboracién
de quesos tipo manchego. Habiéndose comprobado posteriormente la
efectividad de este métpdo de conservacién por Fuentes (1987),
quien verificé que las cepas S. lactis subsp. lactis BM 147 y S.
lactis subsp. cremoris BM 149 conservan, en el medio de
producciébn, a esa temperatura y por 24 dias, 108 niveles de
viabilidad y actividad aceptables para la industria lactea.

Conjuntando todo lo anterior, se demuestra una franca busqueda de
que la manufactura de productos lacteos y principalmente quesos,
pueda convertirse en una operaciétn totalmente controlada con el
empleo de cepas estables o con la seleccién cuidadosa de cepas
especializadas en diferentes actividades. En este sentido, 1los
logros alcanzados han permitido mejorar las técnicas de
identificacién vy con la posibilidad de disefiar iniciadores
lacticos mediante la ingenieria genética se puede obtener mayor
informaci6bn sobre la regulacién y expresiotn de las actividades
metabolicas de interés, facilitando asi la manipulacién y el
mejoramiento genético de los iniciadores. Sin embargo, 1la
implementacién de esta metodologia se encuentra ain en desarrollo
ya que el conocimiento de 1la fisiologia y genética de los
estreptococos lé&cticos aun no rinde completamente los resultados
deseados.
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El estudio de las funciones codificadas por plasmidos hace que
cada vez sea mas sencillo controlar las caracteristicas
funcionales asociadas a las fermentaciones, buscando el
mejoramiento de los 1iniciadores de uso comercial. En este
‘sentido, se han venido realizando diversos estudios relacionados
con la produccién y aplicacién de iniciadores lacticos (Reynoso,
1981; Goldhaber, 1982; Pérez-Gavilan, 1984; Pérez-Gavilan, 1985;
Fuentes, 1987; Olivares, 1988; Terrones, 1989; Enriquez, 1989),
con una presentacién simple cuya utilizacién sea de forma
directa, de producciétn nacional, que mantenga su viabilidad y
tenga capacidad para producir acido l&ctico suficiente durante su
utilizacién, ademés de conferir a los productos las
caracteristicas sensoriales de preferencia y aceptabilidad por
parte del consumiqor nacional. Considerando que los trabajos que
se han realizado en el 4rea, no hacen referencia a la relacién
de los plasmidos con la produccién de acido lactico durante la
produccién de los iniciadores ni hay reportes sobre el cambio del
perfil de plasmidos durante el almacenamiento de estos cultivos,
en el presente trabajo se propone el siguiente objetivo.
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OBJETIVO

Obtener los perfiles de plasmidos de las cepas
Streptococcus lactis subsp. lactis BM 147 y Streptococcus lactis
subsp. cremoris BM 149 en geles de agarosa, para su utilizacién
como patrones especificos de identificacién y analizar su
posible correlacién con los cambios en la capacidad de producir
&cido 1lactico (actividad) y pH durante 1la produccién y
almacenamiento de los cultivos.
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MATERIALES Y METODOS

- MICROORGANISMOS

Las cepas utilizadas fueron Streptococcus lactis subsp. lactis BM
147 y Streptococcus lactis subsp. cremoris BM 149, ambas cepas
pertenecientes a la coleccién del ceparic del IIBM-UNAM. Se
mantuvieron en leche descremada por subcultivo bisemanal de
acuerdo con Sellars (1985).

Las cepas se diferenciaron morfolégicamente sembrando por
agotamiento en Agar Reddy modificado e incubando a 30°C por 48
hs en atmésfera de anaerobiosis (Reddy,1972). El medio permite
diferenciar en placa donde S. lactis subsp. lactis presenta
colonias grandes y blancas y, por la producci6tn de acido lactico,
contorno verde amarillo mientras que S. lactis subsp. cremoris
presenta colonias pequefias y amarillas con fondo amarillo.

CONDICIONES DE PRODUCCION Y ALMACENAMIENTO

La produccién, a nivel piloto, de los caldos de fermentacién fue

en fermentaciones por lote en medio industrial (MI), cuya

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

extracto de levadura 1% y glucosa 2.5%, con control automatico de

PH y temperatura, neutralizando con NaOH 20%(S5N). La metodologia

fue la propuesta por Goldhaber, 1982, seguida por Fuentes, 1987
y modificada por Enriquez, 1989, como se sefiala en el cuadro 5.

Los caldos de fermentacién fueron enfriados y colectados en
envases estériles y posteriormente fueron almacenados en
frio (4°C) por un periodo de 28 dias. El producto obtenido

corresponde a cepas puras que pueden emplearse en forma directa
en la tina de cuajado de quesos.
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El equipo utilizado fue:

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

-Jarra de 14 litros de cristal refractario con cabezal New
Brunswick Scientific Co., Modelo F14-1002.

-Bomba peristaltica Masterflex,Modelo 7013, adaptada a un
controlador automidtico de pH.

-Electrodo para medicién de pH marca Ingold,para jarra de 14
litros,esterilizable, Modelo 761-351.

La produccién a nivel de laboratorio fue en matraces de 500 ml,
sin control de pH, utilizando el mismo medio y la metodologia

para la obtencién de iné6culos de los fermentadores.

ACTIVIDAD, pH y CUENTA TOTAL

Para la determinacién de actividad %, se " utilizé6 leche
descremada al 11% de ST, pasteurizada a 62°C/30 min. Se inoculé
al 1% e incub6é a 29°C por 6 horas. Muestras de 9 ml fueron

tituladas con NaOH 0.1N, utilizando fenoftalefna como indicador.
El gasto de NaOH se expresa en % de actividad y significa la
capacidad de producciéon de acido lactico por partebde la cepa
(Sellars, 1985).

Asimismo, el Acido 1lActico producido durante el crecimiento,
como metabolito primario de la fermentacién, se determiné tomando
muestras de los caldos de fermentacién y titulando con NaOH 0.1N.
Los resultados se expresaron en acido l&ctico producido & . En
las fermentaciones con control de pH, el consumo de NaOH 5N se
expresé en gramos de acido producido.
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La medicién de prSQfhi;q;gonofuﬁfpotenciqmétfo Corning Modelo 103
con' €lectrodo- tipo convencional combinado. .

La cuenta total de micrborganiShos iniciadores se hizo de acuerdo
al 'Método miérobiolbgico ‘cuantitativo de vaciado en placa,
en agar APT (Merck), expresado en UFC/ml (unidades
formadoras de colonias: por mililitro),

PERFIL DE PLASMIDOS

La extraccién de plasmidos se realizé de acuerdo con el protocolo
propuesto por Anderson y McKay (1983), para bacterias lacticas,
basado en el subcultivo en medio Elliker modificado. Para las
condiciones experimentales del proyecto, se ajustaron los
volumenes de los amortiguadores a 100 ml, wutilizando 10 mM de
DL-treonina y 5 mg/ml de lisozima. Las extracciones realizadas
con DL-treonina presentaron perfiles nitidos, mientras que con
L-treonina se detect6é la presencia de RNA. Para eliminarlo, se
intent6 el uso de RNasa; sin embargo, el rendimiento disminuyé en
un 50%, haciendo las preparaciones mas inestables y reduciendo
considerablemente el tiempo de conservacién, lo cual
afect6 mads a la cepa BM 147 que a la BM 149.

Los perfiles se obtuvieron por electroforesis en geles de agarosa
al '0.8% (Meyers, 1976). Se hicieron algunas pruebas con
diferentes porcentajes de agarosa, mayores voltajes y otros
volumenes de muestra, determinandose finalmente que con un
volumen de muestra de 20 ul, 0.8% de agarosa y 100 V, es posible
observar mejor las bandas de menor taméﬁo.

En el caso de extracciones para caldos de fermentacién
almacenados por varios dias se buscé que el numero de células
alcanzado en 1la fase de subcultivo correspondiera al alcanzado
por las células no almacenadas. Para lo cual se dejaron crecer en

19



Elliker modificado, 4 h para caldos Jjévenes, 5 horas para caldos
de 8, 16 y 20 dias y 6 h para caldos de 28 dias.

Por otra parte, se hicieron extracciones partiendo directamente
de los caldos de fermentacién, sin el subcultivo en Elliker
modificado, eqFontréndose dificultades para la separacién de la
biomasa del medio por métodos convencionales. Con el fin de
tener el numero de células requerido (10E8) se hizo dilucién en
Elliker modificado y lavado con amortiguador de tris 0.1M del
caldo de fermentacién y se procedié como en el caso anterior.

DISERO EXPERIMENTAL

Con el fin de conocer el comportamiento de las cepas durante la
fermentacién y a diferentes condiciones de cultivo se realizaron
cinéticas de crecimiento y produccién de Aacido lactico, a nivel
laboratorio y en fermentador instrumentado de 14 1t. De cada
fermentacién se tomaron muestras cada dos horas y se 1les
determiné UFC/ml, 4&cido 1lactico producido, actividad % y pH.
Con estos resultados y la metodologia propuesta por Goldhaber
(1982) se estandarizaron las condiciones de produccién de 1los
caldos de fermentacién sefialadas en el cuadro 5.

Para determinar el comportamiento durante la produccién vy
almacenamiento de 1los caldos de fermentacién, se hicieron
fermentaciones con control de pH y de acuerdo con 1lo sefialado en
el cuadro 5. Se tomaron muestras cada 2 h, las cuales fueron
enfriadas y almacenadas a 4°c por 28 dias. El dia de la
fermentacién y cada 4 se les determiné pH, UFC/ml y actividad %.

Considerando esta informacién y para obtener los perfiles de

plasmidos durante las diferentes fases de la fermentaci6n y el
almacenamiento, se hicieron dos fermentaciones ma&s para cada
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cepa. Se seleccionaron las 4, 8 y 10 h para la cosecha y los
dias 0, 10 y 20 del almacenamiento para tomar las muestras que se
correlacionaron con el perfil de plasmidos. En las diferentes
horas de cosecha y 1los diferentes tiempos de almacenamiento, se
determiné pH, UFC/ml, actividad % y se obtuvo el perfil de
plasmidos.

DISERO ESTADISTICO

Se realizaron disefios de experimentos completamente aleatorios,
por triplicado para la determinacién de caracteristicas
fenotipicas. Para la produccién y almacenamiento de caldos de
fermentacién se consideré el tiempo como variable independiente
pero no aleatorizable. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante un anélisis de varianza para disefios completamente
aleatorizados, con comparaciones a priori.
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RESULTADOS

I.Condiciones de produccién.

En la figura 1 se presentan los resultados de 1las cinéticas de
crecimiento y produccién a nivel laboratorio. Para la cepa BM
147, la méxima concentracién de biomasa se obtiene a 1las 10 h
mientras que para BM 149, se obtiene a las 12 h. No obstante
haberse alcanzado la fase estacionaria, 1la produccién de &acido
continua por 2 h mas. A las 12 h la cuenta total de BM 147
disminuye un ciclo logaritmico , en cambio la cuenta para BM 149,
se mantiene constante. Con estos datos podemos observar que
entre las 8 y 1las 12 horas se tiene una alta poblacién viable
para wutilizarse como 4in6bculo en 1la producciédn de caldos de
fermentacioén.

Los resultados de las cinéticas realizadas en Jarras de
fermentacién de 14 litros (figuras 2 y 3), sefialan que el control
de pH favorece significativamente (P<0.05) el aumento de las
UFC/ml, de la actividad % y la produccién de 4cido lactico para
ambas cepas. En la fermentacién con control de pH (CpH) desde las
4 horas se tiene mayor concentracitn de biomasa que en las
fermentaciones sin control de pH (SpH). En ese tiempo la
fermentacién CpH permanece en fase exponencial mientras que en la
SpH, es cuando se inicia la fase estacionaria, etapa que se logra
en CpH hasta las 6 horas. En las fermentaciones SpH el & de -
actividad es de 0.6% para BM147 vy 0.4% para BM149, mientras que
en las CpH, para ambos casos se  obtiene 0.7%. Se observa un
comportamiento comparable entre las cinéticas sin control de pH
de laboratorioc y de fermentador. Las velocidades especificas de
crecimiento (u) para la cepa BM147 son de 0.4 en ambas
fermentaciones y para la cepa BM149 de 0.3, aunque la fase
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estacionaria se alcanza a las 8 horas para el caso de
laboratorio, y a nivel piloto, la fase estacionaria se alcanza a
las 6 horas.

II. Comportamiento durante la produccién y almacenamiento de los
caldos de fermentacién

"En las figuras 4 y 5 se presentan los resultados obtenidos en 1la
produccién de los caldos de fermentacién, con control de pH y
temperatura, cosechando cada 2 h y almacenando a 4°C por 28
dias, para las cepas BM 147 y BM 149 respectivamente. En el
caso de la cepa BM147, con respecto a la actividad, la muestra
cosechada a las 2 h de fermentacién se mantiene constante los
primeros 12 dias, a los 16 disminuye a 0.3% y continua bajando
hasta 0.18% al final del almacenamiento. Los caldos de 4 y 6 h
tienen una clara tendencia a bajar durante todo el
almacenamiento mientras que el de 8 h mantiene la actividad
durante 16 dias, a los 20 disminuye a 0.50% y al final del
almacenamiento es de 0.,29%.

El pH de los caldos de fermentacién durante el almacenamiento
presenta una caida dréastica, 1los primeros 4 dias del
almacenamiento, siendo este descenso menor conforme aumenta el
tiempo de cosecha. Asi, la caida para la muestra de las 2, 4 y 6
h es similar pero mds marcada que para el caldo de fermentacién,
el cual disminuye de 6.70 a 5.99 los primeros dias. Sin embargo,
después de la caida, el pH permanece constante hasta el final del
almacenamiento. Asimismo, encontramos que menores tiempos de
fermentacién llevan a un problema de almacenamiento afectando la
actividad de las cepas y el pH de los caldos de fermentacion.

En el caso de 1la cepa BM 149, las fermentaciones duraron 10 hy
las diferentes muestras observaron un comportamiento similar, en
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% actividad y pH, a las de la cepa BM 147. En este caso, la
actividad de la muestra de 8 h y del caldo de fermentacién (10 h)
fue de 0.68% y disminuyé el dia 28 a 0.33%. El pH se mantuvo por
arriba de 6.3 durante todo el periodo del almacenamiento aunque
para las muestras de las 2, 4 y 6 h el pH tuvo una caida mayor.

Las figuras 6, 7 y 8 se sefiala el comportamiento de las muestras
cosechadas a las 4, 8 y 10 h de fermentacién y almacenadas por 20
dias para cada cepa en estudio. Dichas muestras se
correlacionaron con el perfil de pléasmidos. Se distingue
claramente que la actividad es mayor a las 8 y 10 h y su caida es
menor que en la muestra de las 4 h, durante el almacenamiento,
mientras que a menores tiempos de cosecha, 1las caidas son mas
dréasticas. Esto comprueba lo que se obtuvo con los experimentos
anteriores. La viabilidad del caldo de fermentacitn de la cepa
BM 147 se mantiene por 20 dias, mientras que la BM 149 presenta
una caida de 1 ciclo logaritmico entre el dia 10 y el dia 20. El
PH observa un comportamiento similar al seflalado en las figuras
anteriores para los diferentes tiempos y para ambas cepas,
observandose la caida durante los primeros dias del
almacenamiento y luego permanece constante hasta el final del
periodo.

III. Perfil de plasmidos en la producci6én y almacenamiento

siguiendo el protocolo de Anderson y McKay (1983), con las
modificaciones especificadas en material y métodos, se obtuvo el
perfil de plasmidos para S. lactis subsp. lactis BM 147 que
presenta 6 bandas y para S. lactis subsp. cremoris BM 149, 8
bandas (Figura 9).

En las figuras 10 y 11 se presentan los perfiles obtenidos a
diferentes tiempos de almacenamiento y diferentes horas de
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cosecha. En este caso se utilizé la extraccién directa del
caldo de fermentacién para obtener una imagen del perfil de
§lésmidos de la poblacién total. En las figuras se puede ver que
con este método de extraccioédn, las bandas de bajo peso molecular
disminuyen en intensidad y el perfil de plasmidos presenta
patrones similares a las 4 y 8 h de fermentaciétn pero a las 10 h
no se detectan las bandas de bajo peso molecular.

Para descartar que la desaparicién de las bandas fuera por el
efecto del método de extraccién, se obtuvo paralelamente el
perfil con el método de subcultivo. En las figuras 12 y 13 se
observa que aparecen todas las bandas en 1los caldos de
fermentacién no almacenados y que durante el almacenamiento de
éstos, se pierden bandas. Para el caso de la cepa BM147, las
preparaciones de 1los caldos cosechados a las 8 y 10 hy
almacenados por 20 dias, sélo presentan 4 bandas en las muestras
diluidas, desapareciendo las bandas dos y cuatro, mientras que
en las muestras de Elliker modificado sélo desaparece 1la banda
dos. En las muestras diluidas de la cepa BM 149, sb6lo se tienen 2
bandas y el barrido correspondiente a la hidrélisis de las
bandas de mayor peso molecular. BEn las muestras de Elliker
este barrido es también notorio aunque aqui s8i se perciben
algunas bandas de alto peso molecular.
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DISCUSION

Con el fin de minimizar la 4inestabilidad de 1las bacterias

lacticas se han disefnado diversas técnicas para su manejo y

almacenamiento, relacionadndose asimismo esta caracteristica con

la presencia de material extracromosomal. Tomando como base los

antecedentes directos a este trabajo, mencionados en el cuadro 5,

se establecieron las condiciones de manejo de inéculos.
Por otra parte se trabajé en la deteccién de 1la pérdida de
actividad durante el almacenamiento.

Con la estandarizacién en el manejo de inéculos, de acuerdo a la
metodologia planteada, practicamente se eliminé la posibilidad de
que la variacién en la actividad de las cepas fuera por
diferentes formas de manejo.

El porciento de in6culo y el tiempo de incubacién de éste, son
factores importantes a considerar en el éxito de una fermentacién
y su posterior almacenamiento. In6éculos con tiempos de
incubacién mayores a 12 h, no varian su actividad pero si
incrementa el tiempo de crecimiento alargando la fase lag y por
tanto, el de la fermentacién a mas de 10 h. {(Datos no
mostrados, Enriquez et al., 1989). Las cinéticas de crecimiento
de 18 h reportadas por Fuentes (1987), fueron reducidas al
utilizar in6bculos de 5% y con 12 h de incubacién, permitiendo
asi disminuir los tiempos de fermentacién a 8 - 9 h ya que las
células permanecen menos tiempo en una atmésfera de Aacido
lactico.

Asimismo encontramos que la 3a. resiembra es lo mds adecuado para
lograr cepas mas estables . y obtener resultados reproducibles.
Experimentos realizados con cepas con una o dos resiembras
prolongéron el tiempo de incubacién, hasta 24 hs y no se lograron
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actividades mayores de 0.3% (cuadro 5). Sin embargo, debe
también tomarse en consideracién que el efecto de las resiembras
puede causar la degradacién de plésmidos. Algunos autores
encontraron cepas curadas espontdneamente por la resiembra
constante y por el efecto de la temperatura (Sinha, 1989;
Efstathiou, 1976). De hecho, Sinha ha propuesto esta forma de
curacién como un método alternativo a los métodos quimicos u
otros métodos fisicos para obtener cepas libres de plasmidos de
una manera mas sencilla.

La neutralizacién del &cido producido durante 1la fermentacién
constituye un factor critico, aunque su valor es funcién del
propbsito de la fermentacib6tn, sea para produccién de biomasa o
para obtencién de metabolitos. El rango de pH entre 6.3 y 6.9 se
ha reportado como el adecuado para lograr un crecimiento 6ptimo
de las bacterias lacticas y obtener maximas concentraciones de
biomasa (Gilliland, 1977 vy Bibal, 1988). El control de pH por
tanto, permite tener hasta 10 veces m&s UFC/ml(10E10) y mayor
actividad que cuando se trabaja sin control de pH (figuras 2 y 3).

Algunos autores consideran que la acumulacién de acido lactico es
la causa fundamental por la cual se inhibe el crecimiento y se
reduce la actividad. El crecimiento a pH menor de 5.0, causa
dafios en las células, que sl bien no se expresan inmediatamente,
si repercuten en la disminucién de la velocidad de crecimiento y
en la reducciétn de la actividad especifica de la mayoria de las
enzimas de las vias metabblicas. Ademds se pierde el control de
la composiciébn iénica intracelular, 1llevando por lo tanto a una
inactivacién total de la Hexocinasa y a la falta de sintesis de
proteinas y de 4cidos nucléicos (Harvey, 1965). La recuperacién
de estas células lleva tiempo, aunque se cultiven a pH mayor de
5.0 y con control de pH, prolongando por lo tanto los tiempos de
fermentacién. No obstante, la elevada concentracién de sélidos
de leche o derivados de la misma en el medio de cultivo,
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incrementan la capacidad amortiguadora del medio y se favorece el
crecimiento de los iniciadores, limitando la inhibicién por acido
(Chavarri et al. 1988). La presencia de ciertos compuestos
en el medio de cultivo, como el extracto de levadura o la
glucosa, puede favorecer el crecimiento de las bacterias l&cticas.

Estos compuestos favorecen un crecimiento acelerado y una
mayor concentracién de biomasa al final de 1la fermentacién.
Sin embargo, no se debe olvidar que la presencia de compuestcs
como la glucosa y/o galactosa en el medio, como fuente de
carbono, ademis de acelerar el crecimiento, también favorece la
aut6lisis (Vegarud, 1983).

El crecimiento cesa a concentraciones de 70 g/l de acido léactico,
aunque con medios menos ricos, el crecimiento se detiene a
concentraciones menores de &cido (19 - 33 g/l), siendo por tanto
la inhibicién del crecimiento por 4cido fuertemente dependiente
de la composicién del medio (Bibal, 1989).

En fermentaciones con control de pH y una adecuada composicién
del medio, el crecimiento llega a un punto en que también se
inhibe. Sin embargo, se logran incrementos en el numero de
células con la neutralizaciétn con NaOH, datos que coinciden con
lo reportado por Cox y Stanley, 1978.

La produccién celular se detiene antes que 1los nutrientes se
agoten y antes de que se detenga la produccién de acido. Los
maximos valores de UFC/ml y de acido producido se logran después
de 5 - 6 h de fermentacién, decreciendo la produccién de acido
después de la 6a. hora por autoinhibicién, causada probablemente
por los altos niveles de metabolitos formados en la fermentacién,
tales como lactato de sodio, acido lactico digsociado, o
D-leucina, los cuales causan dafic a la célula (Chavarri et al.,
1988) .
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Los resultados obtenidos en las cinéticas con y sin control de pH
son consistenées con lo reportado por Bibal, 1988 y Chavarri,
1988. Asimismo, Gilliland seflala que la posible causa de la
inhibici6n del crecimiento en fermentaciones con control de pH,
es la acumulacién de D-leucina ya -que las concentraciones de
lactato acumulado que se requieren deben ser mayores a las
logradas en una fermentacién de 12 - 14 h (Gilliland, 1977).

Ademas sefiala la posible presencia de H202 como compuesto
inhibidor. Se ha demostrado por lo tanto, que la inhibicién del
crecimiento no sélo se da por la acumulacién de lactato sino que
también influye la composiciétn del medio, el agotamiento de
nutrientes y la acumulacién de otros inhibidores (Bibal, 1989),
constituyendo asi un fenétmeno muy complejo y aun en estudio por
diversos grupos.

La cosecha de 1los cultivos antes de 1las 8 h de fermentacién ,
momento en que se detiene el consumo de NaOH, no es recomendable,
ya que implica tener células en plena actividad y por tanto
produciendo altas cantidades de &cido, lo que las hace inestables
al almacenamiento.

Con las modificaciones al protocolo de extraccién y adecuaciones
al medio de producciétn vy a las diferentes etapas de
almacenamiento de los caldos de fermentacién, se obtuvieron los
perfiles de plasmidos para las cepas en estudio, coincidiendo el
numero de bandas con lo reportado por otros autores para otras
cepas (Davies, 1981 y McKay, 1983). El perfil de 6 bandas de la
cepa BM 147 (figura 9), coincide con el sefialado para las cepas
712, C2 y ML3 de S. lactis, cuyos pesos moleculares corresponden a
5.2, 11, 18 y 33 Mdal. La cepa BM 149 practicamente
coincide con el perfil de la cepa S. cremoris 924. Las
diferencias que se dan en los perfiles de las diferentes cepas
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pueden estar relacionadas con las diferentes condiciones y
ambientes de manejo (Davies, 1981).

Las cinéticas de almacenamiento y 1los perfiles de plasmidos
obtenidos nos permiten especular que hay una relacién entre la
produccién de acido y los plasmidos, ademds de que el pH del
medio puede causar daflos en las células a nivel de éstos. Es
posible que durante el almacenamiento de los cultivos se presente
una hidrélisis de material extracromosomal manifestada en 1la
presencia de extenso barrido y en la desaparicién de bandas
especificas. Las condiciones adversas tienen como
consecuencia una alta concentracién de células muertas y por
tanto, la presencia de nucleasas. En las dos cepas tienden a
desaparecer bandas de alto peso molecular, lo que guarda
correlacién con lo reportado por Yu et al. (1989) y Gasson
(1983) que localizan los genes de la B-galactosidasa en plasmidos
de alto peso molecular. Estos resultados coinciden con el hecho
de que son los plasmidos de mayor tamado 1los que tienden
m&s facilmente a hidrolizarse y pocos autores presentan
fotografias de ellos (Morlon-Guyot, 1989) aunque el método de
extraccién es un'faqtor importante a considerar para su obtencién.

Lo observado en los geles con subcultibo en Elliker modificado
(figuras 12 y13), nos permite sefialar que no se plerden todas las
bandas durante el almacenamiento y que la ausencia de las
bandas en 1los geles con el método de dilucién se debe a 1la
dificultad para obtener perfiles de una poblacién total y con
una alta concentracién de células muertas.

Los resultados de las cinéticas obtenidas son consistentes con
los estudios rdportados en la literatura y coincidimos al seflalar
que el efecto del pH del medio en la viabilidad y actividad
de los iniciadores es un fenétmeno complejo y dependiente de
diversos factores. Como los perfiles de pléasmidos son
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especificos para cada cepa y sefialan diferencias en el numero de
bandas entre las cepas en estudio, existe la posibilidad de

utilizar el perfil de estas cepas como un patrén de
identificacién y diferenciacién siendo ademas, atil para
evaluar la estabilidad de las cepas y complementar las

pruebas bioquimicas y morfolégicas tanto en el manejo como
en la produccién y almacenamiento de los cultivos, como lo
sugieren Davies et al.,1981, Josephsen, 1988 y Andrensen, 1984.

Quedan aun por resolver los problemas de extraccién a partir de
medios complejos y sin. subcultivo, buscando separar de una
poblacién total, las células viables con el minimo de manejo.
Por otra parte, hay que tener un conocimiento m&s amplio sobre la
fisiologia y genética de los iniciadores l&cticos y definir los
requerimientos nutricionales adecuados para conocer los efectos
negativos que pueden ejercer sobre el crecimiento. Es
conveniente continuar los estudios de la relacién de plasmidos
con la fisiologia para determinar realmente cual es el efecto
del pH y de los metabolitos obtenidos en la fermentaciotn.
Asimismo, Profundizar en ias causas de la produccién de acido
durante el almacenamiento y evitar que el pH disminuya en ese
periodo, adem&s de encontrar las concentraciones de lactato y
otros metabolitos a las cuales se inhibe el crecimiento y
analizar su efecto sobre el perfil de plasmidos. De igual
manera, hay que buscar ain la forma de estabilizar las cepas y que
no pierdan los plasmidos donde esté codificada su capacidad de
producir A4cido lactico.

Algunos grupos que han trabajado por muchos afilos con estos
cultivos han vertido su experiencia en el estudio de otras
especies utilizadas como iniciadores (Gilliland, 1988). No
obstante, actualmente se realizan estudios sobre el crecimiento
en cultivo puro y mixto de 1los inicladores lécticos (Boquien,
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1988) y sobre 1la composicién de los medios de produccién
(Exterkate, 1987; Chavarri, 1988), ademids de la caracterizacién
molecular y genética de los genes codificadores para actividades
metabélicas de interés (Inamine,1986) y la obtencién de vectores
integrables (Venema,l1987). '

El fin primordial que se persigue y que continuard en estudio,
esté relacionado con el desarrollo de los iniciadores, buscando
siempre que las caracteristicas deseables en cuanto a
metabolismo, cinéticas de crecimiento y produccién, condiciones
de cultivo, tensiones ambientales y aspectos de transferencia de
masa se conjuguen en forma ma&s definida.
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CUADRO 1

DESARROLLO HISTORICO DE LOS CULTIVOS INICIADORES

(Adaptado de Gasson, 1981; Tzeng, 1985; Xondo, 1985)

ARo CULTIVO SISTEMA DE FERMENTACION OTROS DESARROLLOS
Hasta  Cultivo "Madre" Medio: leche
1930 Botella estéril
Queso de una sola cepa Ordedar en 1a botella e inocular
iniciadora en el cultivo con un producto
Nueva Zelsndia anterior
Mezcls mGltiple de cultivos Produccién de queso en pequefia
iniciadores en rotacién escals
1940 Uns o més cepas de S. lactis Medio: leche descremada
y/o L. cremoris deshidratads
1950 Iniciador mezclado (composi~ En botellas de’'4 onzas para
cién aln desconocida) propegar el inicia O
granel para inocular las
tinas de cuajado
1960 Cultivos mesofflicos congele- Medio inhibidor de fagos con
dos con O sin concentracién fosfato y otros sgentes
quelantes
Tanque a granel
Tinss wiltiples para vaciar el
queso con tiempos controlados
Cultivos Italianos Medio a base de suero o leche
S. thermophilus descremada
L. bulgsricus Tanque s granel
L. helveticus Sistems mGitiple
1970 Mezcla miltiple de cepas Medio inhidbidor de fagos para Presencis de pliemmidos en
Cepas mbltiples cultivos italianos Estreptococos del grupo N
Cepas wezcledss Tanque & granel con cr ° Primeros sobre la
Cepas pares natural simbiético asociado relacién de las actividades
Cepas solas setabSlicas con plésmidos
Transduccidn y conju!:clbn
1980 Cultivos como los enteriores Medio amortiguado Técnicas de ingenieria gené-
y también cepas con mayor Se inicia sistema {ersentador tica @ inmuncldgicas
resiatencia a fagos con control externo de pH, Caracterizacidn moleculsr y
con hidréxido de amonio y genética de plésmidos y
otros neutralizantes, con cromosoma
varios grados de autoseti- Transformacién por electro-
zacibn poracién
Sistems integrado Fusién de protoplastos
Sistems con control interno Mapas de restriccidn de
de pH plésmidos
Medio de fosfato Construccibn de vectores
Neutralizaciéh de un paso multifuncionales e
integrables
Perfiles de plésmidos para
identificacién de cepas
en cultives aixtos
Inmovilizacién y microencap-
sulacién de células
inicimdoras
1990



de Ac. lactico

w
«n

CUADRO 2

CIASIFICACION Y DIFERENCIACION DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

Lactobacillus (forma bastoncillo)

Crecimiento a 10°C
Crecimiento a 40°C
Crecimiento a 45-50°C
Fermentan ribosa

Gas a partir de gluconato
Grupo seroldgico
Configuracion del dc. lictico

BACTERIAS
Feruentacidn

Streptococcus (forma esférica u avoide')

Crecimiento a 10°C
Crecimiento a 40°C
Crecimiento a 45-50°C
Uso de citrato y produccida

. de CO, y diacetilo
NH3 a partir de arginina
Grupo seroldgico
Configuracitn del &c. lactico

(Adaptado de Bergey 1986/Tamine 1983)

Fermentacién de glucosa y lactosa

Homofermentativas
Termobacterias Estreptobacterias
+ +
- +
- +
- +
- +
E/A -
D(-) /DL -
L. bulgaricus L. casei
L. lactis L. plantarum

L. helveticus

L. acidophilus

Homofermentativas
Streptococcus
Lactococos
Enterococos Mesofilicos
+ +
+ +
+ -
- +
- +
- N
- L(+)
S. fasecium S. lactis subsp. lactis

Heterofermentativas

Betabacterias
L. fermentun
L. brevis

Permentacidn de glucosa y lactosa

Heterofermentativas
Leuconostoc cremoris

Termofilicos

+
+

L#+)
S._thermophilus

S. lactissubsp. ¢remoris



CUADRO 3

"PRINCIPALES VIAS DE PRODUCCION DE SABOR EN LA FABRICACION DE QUESOS

CITRATO LACTOSA PROTEINAS LIPIDOS

Fermentacidn dcido lactico péptidos cetonas
dcido acético aminodcidos lactonas
diacetilo aminas aldehidos
acetaldehido compuestos dcidos grasos
etanol sulfurados

bcido propidnico

Tioésteres

(Law, 1984)
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B CUADRO 4
TECNICAS DE EXTRACCION DE PLASMIDOS

AUTOR/ARO

MICROORGAN]SMO CONDICTONES DE EXTRACCION

ANALISIS

Guerry, 1973

Método general Lisozima 5 wg/ml!
para bacterias S0S
NeC1

Centrifugecién
Grediente CsCl-EB

Centelleo

Microscopie
electrénica

Cords, 1974

Estreptococos Lisozime 5 mg/ml (1 mg)
del grupo N 379C/1.5 h
SOS ST 0.4 ;1 25°C
NaCl 5 N
49C/noche/centrifugar
Centrifugacibn por
gradisnte de CsCl-EB

Centelleo

Microscopis
electrénica

K Lisozime 10 -/ll (2.5 ng)

¢
1978

del grupo N 37°C/
Dlll.ﬂ pirocarbonsto
%l SN

49C/bafio hielo
centrifugsr
Gradiente CoCl-EB
Cloroformo
KA ese 1 ng/al/) h/37%C

Diklisis TES

Electroforesis
en sgarosa

Larsen, 1978

S. cremoris Lisozima 0.6 mg/ml
h/37°C

1.5

Sbs

NaCl 5 M
49C/bato hielo
centrifugar

Gradiente CsCl-EB

ME/Kleinschaide

Eckh . 1978

E Lisozime

del grupo N RNA asa
Tris-boretos/EDTA
Azul bromofenol
Sbs

0°C
Lisis directamente sobre
el gel de agarosa

Electroforesis
en agarosa

Lablanc, 1979

Estreptococos Lisozime 40 ag/ml (28.8 mg)
A D, F, ¥ 379c/20"
$Ds 202
559C/15 seg (5 veces)
Inverasiones
Oesnaturalizacién alcalina

NaOH
Neutralizar con Tris-HC1 7.0

Electroforesis
en sgarosa

NaCl - fenpl
Cloroformo
. RNA asa 2 mg/ml/] h/37°C
Gasson, 1960 5. lactis Lisozima 10 mg/ml (40 mg) Electroforesis
' soc/s! en sgarosa
centrifugar
elo
SD6 1%
Duu; glroc-rbonno
hielo/centrifugsr
Cloroforse
Aaderson, 1983 Protocolo de Lisczime Electroforesis
extraccidn + Sbs en agarosa
para 600 ml y Desnaturalizacién slcalins .
10 ml de Femol-cloroformo
cultivo
Orberg, 1964 Estreptococos Lisozima 20 mg/ml / 0°C Electroforesis
del grupo N Mutalisina 379C/3' en agarose

Tris-HC1

Acido triisopropil
naftalen sulfénico

Desnaturalizacién alcaline

Neutralizar con acetsto Ne

Fenol - NaCl

Cloroformo -

RNA asa 10 mg/m1/20' /J7°C
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CUADRO ' 5
NETODOLOGiA PARA LA PRODUCCION DE INICTADORES#**

PARAMETRO CONDICIONES

INOCULOS
Medio de cultive leche descremada
Volumen de indculo 1% v/v
Temperatura de incubacibén -  299C
Edad del inéculo 8 - 12 horas
Reactivacidn y la. resiembra: 18-24 hs
nimero de resiembras 2a. resiembra: 18 hs

3a. resiembra: 12 hs

PRODUCCION

Medio de cultivo Medio industrial
(Goldhaber, 1982)

Volumen de indculo 5% v/v
Volumen operativo 10 1t
Temperatura 29°¢

pH 6.9 - 7.0
Agente neutralizante NaOH 20%
Agitacién 200 rpm
Tiempo de fermentacién 8 horas

*#Datos experimentales obtenidos por Cérdova A., M.S. y
Enriquez F., M.L., durante ¢l desarrollo de los proyec~
tos de investigacidn, considerando los trabajos de Gold-
haber y Fuentes para la produccién de los caldos de
fermentacién.
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10.-

11.-

12.-

13.-

APENDICE 2

TIGURAS

Cineéticas de Crecimiento y Produccién de Acido Lactico
(Laboratorio): BM 147 y BM 149

Cinéticas de Crecimiento y Produccién (Fermentador),con y
sin control de pH: BM 147

Cinéticas de Crecimiento y Producciédn (Fermentador), con y
sin control de pH: BM 149

COmportamientb de la actividad (%) durante el
almacenamiento de los caldos de fermentacién cosechados
cada 2 h: BM 147 y BM 149

pH durante el almacenamiento de los caldos de fermentacién
cosechados cada 2 h: BM 147 y BM 149

Actividad (%) durante el almacenamiento de los caldos de
fermentaciéon. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: 0, 10 y
20 dias. BM 147 y BM 149

pH durante el almacenamiento de los caldos de fermentacién.
cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: 0, 10 y 20 dias.
BM 147 y BM 149

UFC/ml durante el almacenamiento de los caldos de
fermentacién. cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: 0, 10 y
20 dias. BM 147 y BM 149

Perfil de Plasmidos de BM 147 y BM 149

Perfil de Plasmidos de S. lactis subsp. lactls BM 147:
dilucién y lavado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O,
10 y 20 dias

Perfil de Plasmidos de S. lactis subsp. cremoris BM 149:
dilucién y lavado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento: O,
10 y 20 dias :

Perfil de Plasmidos de S. lactis subsp. lactis BM 147 en
Elliker modificado. Cosecha: 4, 8 y 10 h/Almacenamiento:
0, 10 y 20 dias

Perfil de Pl&smidos de S. lactis subsp. cremoris BM 149
en Elliker modificado. Cosecha: 4, 8 y 10 h.
Almacenamiento: 0, 10 y 20 dias ‘



- CINETICAS DE CRECIMIENTO
(Laboratorio)
" S.lactis subsp lactis BM147
T
a0 oL

o8

06

UFC/mi (a}

:

% AC. LACTICO PRODUCIDO ()

) —1 s k.
ot ° ; 8 12 % 20

d
1

TIEMPO (h)

S. lactis subsp. cremoris BM149
A1) .

o8

3
UFC/ml (a)

£

% AC. LACTICO PRODUCIDO (w)

i A e '

~ 4
4 8 12 16 20

TIEMPO (h)
Figura l.- Cinéticas de crecimiento y produccién
de 4cido lictico a nivel laboratorio
de las cepas BM 147 y BM 149.
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Figura 2.~ Cinéticas de crecimiento y produccién de &cido

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

TIEMPO (h

Figura 3.- Cinéticas de crecimiento y produc ién de 4cido
a nivel fermentador, con y sin control de pH
para la cepa BM 149.

S. lacti's subsp. cramoris BMAG9 (¢ )
=~ T (Sin control de pH)
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" ALMACENAMIENTO S, lactis subsp lactis
B8M 147

FITTT

L
o2
S
1 1 1 j1 ‘
O ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris
o " BM 149 :
O T
> osL
=
(8
I os
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oz

! 1 1

8 16 249

A

Dias almacenamiento

Figura 4.- Comportamiento de la actividad durante el 43
almacenamiento de los caldos de fermentacidn
cosechados rada 2 h. Cepas BM 147 'y BM 149,



ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. lactis
BM 147 '

ocoepOp»
QOHN
= = = =

2

1 1 I 4
L}

ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris
BM 149 _

7.0

6.0

pH

5.0 L

4.0

1 1 | —

8 16 24 .

Dias almacenamiento

Figura 5.- Comportamiento del pH durante el almacenamiento
de los caldos de fermentacidn cosechados cada
" 2 h. Cepas BM 147 y BM 149. 44



ALMACENAMIENTO S /actis subsp. lactis

BM147
O.8r— 04 hn
®8 h
O 1©h
o6}

’; oz
o~
e
1 ! i
T ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris
(o] T BM149
T O8L
2
° o.eL
< .
o4
o2
1 1 :
0] 1c° 20°

Dias almacenamiento

Figura 6.- Actividad durante el almacenamiento de los caldos
de fermentacidén cosechados cada 2 h. Cepas - :
BM 147 y BM 149, cosechados a las 4, 8 y 10 h. 45



ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. lactis

i BM 147
7.0L g4 h
®e8 h
O 10 nh
8.0
pH
5.0 .
40L
X
1 1 |

1

ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris

| BM149
T
7.0
6oL
pH
50L
40|

y/4
"

1 1

10° 20°

i
L]

Dias almacenamiento g

Figura 7.~ pH durante el almacenamiento de los caldos
de fermentacidn de las cepas BM 147 y BM 149
cosechados a las 4, 8 y 10 h.
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ALMACENAMIENTO S. lactis subsp. lactis

. BM 147
10ML 04 h
es h
oh

@@N

P T

N
T 1 ) |
L}

E
. ALMACENAMIENTO S lactis subsp. cremoris
O - BM 1499
w o'
>
10™
10°
w\
T [ 1 -
10° 20°

Dias almacenamiento

Figura 8.- Viabilidad durante el almacenamiento de los
caldos de fermentacidn de las cepas BM 147 y
BM 149, cosechados a las 4, 8 y 10 h.
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S. lactis subsp. lactis BM147

<3

4

<5

<6

S. lactls subsp. cremorls BM149

<7
<8

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



S. lactis subsp. lactis BMA47

liora de
4 h 8 h 10 h cosecha
P — R —— [ —
cdia de alma-
1¢ 10¢ 20¢ 12 100 20¢ 1¢ 102 209 canamiento

Figura 10.- Perfil de pldsmidos durante el almacenamiento.
Extracciones realizadas por dilucidn del caldo
de fermentacidén y siguiendo el método modifica--
do de Anderson como se especifica en materlales
y métodos.
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S. lactis subsp. cremoris BM149

hora de
4h 8 h 0h cosecha
— — ————
@ 1¢ 200 19 209 dia de alma-
1 % cenamiento
<
£
<
2
&
<
<
<

Figura 1ll.- Perfil de pldsmidos durante el Almacenamiento.
Extracciones realizadas por dilucidn del caldo
de fermentacién y como se especifica en mate-
riales”y ‘métodos’ : :
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S. lactis subsp. lactis BM147

ler. 10° 200 dia de alma-
cenamiento
) . o ‘ ’ hora de
4 8 10 4 8 10 4 8 10 cosecha

N

Figura 12.- Perfil de pldsmidos durante el almacenamiento.
Extracciones a partir de subcultivos en Ellikex
modificado (4h/32°C).
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S. lactis subsp. cremorls BM149
dia de alma-

ler. 10°¢ 200 cenamiento
————— | ee————————— T
4 8 10 4 8 10 4 8 10 hora de
cosecha

Figura 13.- Perfil de pldsmidos durante el Almacenamiento.
Extracciones realizadas a partir de subcultivos
en Elliker modificado (4h/32°C).
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