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INTRODUCCION



Los productos lacteos fermentados.

La leche es uno de los alimentos mAs completos para los mami-
feros y es necesaria en toda dieta equilibrada. El hombre, en sus
primeros afios de vida, consume leche de su propia especie y pos-
teriormente la de otros mamiferos como vacas, cabras, ovejas, etc.
Debido a sus cualidades nutritivas y a su alto contenido de agua,
es un fluido de muy dificil conservacidén, ya que constituye un ex-
celente medio de cultivo para la mayoria de 1los microorganismos.
Esta particularidad dio lugar al desarrollo de diferentes métodos
para mejorar la conservabilidad, tales como la pasteurizacidén, la
conczantracién, el secado y la refrigeracidén. Sin embargo, mucho
antes del advenimiento de estos procesos, la observacién de al-
gunos hechos de la vida diaria, sentd las bases de una industria
de singular importancia: la de los productos lacteos fermentados.

En algunas ocasiones, la leche sufria alteraciones que le im-
partian caracteristicas organolépticas agradables y es asi como
surgidé una gran variedad de quesos y leches fermentadas con carac-
teristicas propias en diversas regiones del planeta. El hombre
advirtidé que esos productos podian ser conservados por mas tiempo
qQue el fluido que les dio origen, y aprendidé a prepararlos deli-
beradamente mediante el agregado de restos de leche acida, trozos
de vegetales, etc.

Las causas de los cambios que daban lugar a los diversos pro-
ductos lacteos permanecieron poco conocidas hasta el siglo XIX,
cuando se descubrid que las fermentaciones eran debidas a seres
vivos microscdépicos. En este punto no pueden dejar de mencionarse

los trabajos de Louis Pasteur (1822-1895) que a través de cui-



dadosas observaciones concluyé que cada proceso fermentativo es-
taba asociado al crecimiento de un determinado microorganismo y
realizé grandes aportes al conocimiento de las fermentaciones
alcohélica, 1lactica y butirica (Vallery-Radot,1945; Kosikowski,
1982; Dubos, 1985).

Con el avance de las técnicas microbiolégicas pudo establecerse
que son numerosos los géneros de microorganismos (bacterias vy
hongos) involucrados en la manufactura de productos lacteos. Entre
las bacterias pueden mencionarse los géneros Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Propionibacterium, etc y entre 1los

hongos 1los géneros Sacharomyces, Mucor, Penicillium, etc (Garvie,
1984; Marshall, 1987).

En 1la actualidad existen dos tendencias para la fabricacidén de
productos lacteos fermentados: el wuso de fermentos naturales
constituidos por 1la flora propia del lugar de produccidén y, por
otro lado, el uso de fermentos definidos obtenidos a través de
procesos en los cuales se cultivan los microorganismos deseados,
luego se mezclan en las proporciones adecuadas, Yy se agregan a la
leche. En estos 1ultimos fermentos es posible incluir bacterias
seleccionadas con aptitudes metabdlicas adecuadas para obtener
productos con determinadas caracteristicas (Driessen and De Boer,

1989).

Kl yogurt.

Segun el Coédigo Alimentario Argentino (Art. 576- Resol. 879-
5/6/85), yogur o yoghurt "es el producto obtenido por 1la

acidificacién biolégica de la leche o de la leche reconstituida



(con crema, entera, parcialmente descremada o descremada),
previamente pasteurizada, hervida o esterilizada, por la accién de
bacterias lacticas especificas, fundamentalmente Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus, a las que en forma sub-
sidiaria pueden acompanar otras bacterias &cido lacticas que por
su actividad contribuyan a la determinacién de las caracteristicas
del producto terminado...”

Debe aclararse que el término "leche'”, se refiere a la leche de
vaca, aunque pueden utilizarse leches de otros animales siempre
que se declare en el envase.

En la elaboracidén industrial de yogurt, se parte de leche a la
cual se le estandariza el contenido de grasa, s6lidos totales y se
le agregan los aditivos necesarios (azucar, estabilizantes, etc),
luego 8e homogeiniza y 8e 8omete a un tratamiento térmico
(generalmente 80° a 90°C durante 30 minutos). Posteriormente se
enfria a alrededor de 42°C, 8e inocula con un fermento compuesto
por L. bulgaricus y S. thermophilus, y se incuba a esta tem-
peratura durante 3 6 4 horas. Al cabo de este tiempo se produce la
coagulacién de la leche debido a la acidez producida por las bac-

terias, que desestabiliza las caseinas. El pH alcanzado es de

aproximadamente 4,5 unidades.

Las bacterias del yogurt.

Género Streptococcus: el género Streptococcus (Hardie, 1986) estéa
compuesto por microorganismos esféricos u ovoides, con un didmetro
menor que 2 um. Generalmente, cuando desarrollan en medio liquido

se presentan de a pares o en cadenas. En la mayoria de los casos



no son méviles. No forman esporos y son Gram (+).

La mayoria son anaerobios facultativos pero algunos requieren
COz2 para crecer y otros pueden ser anaerobios estrictos. Son
quimioorganétrofos y poseen metabolismo fermentativo. Los hidratos
de carbono son fermentados con produccidén de A&acido 1lactico como
principal producto final y sin produccidén de gas. Algunas especies
fermentan 4&cidos orgédnicos (madlico y citrico) y aminoacidos
(serina y arginina).

Son catalasa negativos y sus requerimientos nutricionales son
complejos y variables.

La temperatura oéptima de crecimiento es de alrededor de 37°C
pero las madximas y minimas varian de acuerdo a la especie.

Muchas especies viven como comensales o parasitos en el hombre
o animales, algunas s8on altamente patdgenas y unas pocas son
sapr6fitas y se encuentran naturalmente en el medio ambiente.

El porcentaje de guanina + citosina de su ADN varia entre el 34

y el 46 %

Streptococcus thermophilus: se presenta como células esféricas u
ovoides de 0,7 a 0,9 uyum de didmetro dispuestas en pares o en
cadenas.

No ha demostrado poseer antigeno especifico de grupo. El ha-
bitat primario es desconocido y se sugiere que es una variante
termorresistente de algin otro microorganismo.

Posee dos lactato deshidrogenasas que producen L-lactato, a di-
ferencia de otras bacterias lacticas que con mds de una enzima
producen DL-lactato.

El pH final que alcanza en caldo con glucosa es de 4,0-4,5, vy



también produce Acido a partir de lactosa, sacarosa y manosa. Al-
gunas cepas fermentan débilmente la maltosa.

Cuando crece en medios con lactosa, utiliza s6lo la glucosa de
este disacdrido y la galactosa es liberada al medio o débilmente
fermentada. No fermenta arabinosa, dextrina, glicerol, inulina,
manitol, ramnosa, salicina, sorbitol, almidén ni xilosa.

En agar sangre produce oa- hemdélisis o bien no hemolisa.

Produce NHa a partir de arginina. No crece en &gar con 40 % de
bilis 6 0,04 % de telurito de potasio. No reduce el tetrazolio.

Crece en caldo con 2,5 % de NaCl pero no con 4 %. No crece a pH
9,6 ni en leche con 0,1 % de azul de metileno. Sobrevive a ca-
lentamientos de 60°C durante 30 minutos. La temperatura minima de
crecimiento es de 19° a 21°C y la maxima 52°C. Crece muy bien a
37°C.

No ataca la gelatina ni la caseina. Normalmente desarrolla muy
poco en medios con peptona de carne y lo hace bien en medios con
hidrolizado de caseina.

La fuente es leche calentada o pasteurizada.

La cepa de referencia es NCDO 573 (ATCC 19258).

S. thermophilus puede ser reconocido por su rapido desarrollo
en leche a 45°C. No crece en agar bilis, lo cual lo diferencia de
S. bovis y S. equinus. Para distinguirlo de S. lactis y S. raffi-
nolactis puede considerarse el hecho de que S. thermophilus no
crece a 10°C y los primeros si.

Se ha propuesto reclasificar a S. thermophilus como S.
salivarius subesp. thermophilus (Farrow and Collins, 1984). Esta
propuesta estd basada en estudios de hibridacién de A&cidos

nucleicos y de perfiles de acidos grasos de cadena larga.



Género Lactobacillus: Los microorganismos del género Lactobacillus
se presentan en forma de células largas y delgadas, aveces cur-
vadas pero también pueden ser cocobacilos corineformes. Es comin
la formacién de cadenas. Normalmente no son méviles pero si lo

son, es a través de flagelos peritricos.

No forman esporos y son Gram (+).

El metabolismo es fermentativo y al menos la mitad de 1los
productos finales estd representada por lactato. Son microaerd6fi-
los. Generalmente no reducen NOz— ni licuan la gelatina.

Son catalasa negativos.

Svus requerimientos nutricionales son complejos y caracteristi-
cos de cada especie y, a menudo difieren en distintas cepas.

El rango de temperatura de crecimiento es de 15° a 53°C y el
optimo estd entre 30° y 40°C. Son acidiricos: su pH 6ptimo estéa
entre 5,5, y 6,2.

El contenido de guanina + citosina de su ADN estad entre 32 y

53%

Lactobacillus bulgaricus: en la bibliografia mas reciente (Kandler
and Weiss, 1986; Audet y col, 1989) estd clasificado como Lac-
tobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus debido a sus
caracteristicas feno y genotipicas.

Se presenta como bacilos de 0,5 a 0,8 um por 2 a 9 um agrupa-
dos en cortas cadenas. Sin embargo, ante condiciones adversas las
cadenas se hacen largas y curvadas, Yy se observan numerosos gra-
nulos metacromdticos que 8e tifien de color rojizo con azul de
metileno.

Fermenta unos pocos carbohidratos (glucosa, fructosa y lactosa)



produciendo principalmente &4cido lactico (forma D).

NOTA: En el presente trabajo se ha adoptado el nombre tradicional
para los microorganismos del yogurt: Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus bulgaricus.

Interaccién entre las bacterias del yogurt.

La relacidén que se establece en los cultivos mixtos entre S.
thermophilus y L. bulgaricus ha 8ido comunicada por muchos
investigadores. Segin Tamime y Robinson (Tamime and Robinson,
1985a), los primeros registros se remontan al ario 1931 (Orla-
Jensen, 1931). Posteriormente otros investigadores se ocuparon del
tema ( Bautista y co0l.,1966; Veringa y col., 1968; Galesloot vy
col.,1968; Accolas y col., 1971; Shankar and Davies, 1976; Higa-
shio y col, 1977 a y b; Accolas y col., 1980; Hemme y col., 1981;
Driessen y co0l.,1982; Radke-Mitchell and Sandine, 1984; Suzuki y
col., 1986; Radke- Mitchell and Sandine, 1986; Juillard y col.,
1987).

La explicacién de las causas de la asociacidén entre estas bac-
terias es la siguiente: el lactobacilo, a través de su actividad
proteolitica, libera aminodcidos necesarios para el desarrollo del
estreptococo que, a s8u vez, estimula el crecimiento del bacilo
debido a la produccién de lactato, que disminuye el pH y otros
compuestos como el piruvato, el COz y el formiato. Esta asociacién
,8n la cual se verifica un beneficio mituo pero no imprescindible
para ninguno de los dos microorganismos se denomina protocoopera-

cién (Driessen y col., 1982) aungue en muchos trabajos se la



denomina simbiosis.

Considerando los productos estimulatorios producidos por 8.
thermophilus, se ha visto que el piruvato también estimula a L.
bulgaricus aunque en menor medida que el formiato, pero una
combinacién de ambos potencia significativamente 1la accién
estimulatoria. Sin embargo, aunque el piruvato puede ser reempla-
zado por oxalacetato, fumarato, malato y a- cetoglutarato, no
ocurre lo mismo con el formiato ( Higashio y col., 1977a).

La accidén estimulatoria del acido férmico, es un hecho bien es-
tablecido y hay evidencias que el carbono del formiato s8e incor-
pora a las purinas del lactobacilo y que es indispensable para
una adecuada septacidn durante el desarrollo, ya qQque en su ausen-
cia o ante bajas concentraciones se forman cadenas muy largas(Su-
zuki y col., 1986). E1 Lactobacillus bulgaricus no puede
producir suficientes cantidades de formiato para la sintesis de
bases nitrogenadas debido, probablemente, a Que la reaccién en la

cual se genera estid reprimida (Suzuki y col., 1986):

piruvato + CoA PEL 3 acetil-CoA + formiato

PFL: piruvato-formiato liasa.

Tal vez los resultados obtenidos por Higashio y col. (Higashio
y col. 1977a) con respecto a la accidén estimulatoria del piruvato,
puedan explicarse considerando un desplazamiento de 1la reaccidén
que antecede hacia la derecha para dar lugar a mas cantidad de
formiato.

El requerimiento de formiato por parte de L. bulgaricus podria



ser el resultado de una pérdida de la capacidad de sintetizarlo en
cantidades suficientes, debido a 1la adaptacidén al crecimiento
jJunto con bacterias que lo produzcan (Suzuki y col., 1986). Esta
explicacién "evolutiva" no puede ser confirmada.

Con respecto al COz, 8e ha demostrado que ejerce un efecto es-
timulatorio sobre el lactobacilo y que es producido en cantidades
suficientes en cultivos de S. thermophilus (Driessen y col.,
1982).

En la seleccidn de cepas industrialmente 1wutiles de S. ther-
mophilus s8e han tenido en cuenta caracteristicas tales como la
capacidad acidificante, la produccién de sustancias espesantes y
aromas (Bouillane et Desmazeaud, 1980; Robinson, 1988) pero no se
ha considerado la capacidad de producir sustancias estimulantes
para el lactobacilo, tales como el formiato.

Existe escasa informacidén acerca de la produccidén de formiato
en cultivos de S. thermophilus en leche (Veringa y col., 1968;
Galesloot y col., 1968) y s6lo se han hallado trabajos realizados
con cultivos continuos con limitacidén de lactosa (Thomas y col.,
1984) y, més recientemente en medios a base de suero de leche
(Audet y col., 1989, 1990). Tal como lo sefialan Juillard y cola-
boradores (Juillard y col., 1987) resulta necesario un estudio méas
detallado de este aspecto del metabolismo de S. thermophilus en

especial en el medio natural para este microorganismo: la leche.



Composicién y caracteristicas nutricionales.(Shahani and Friend,

1983; Tamime and Robinson, 1985b).

La composicién del yogurt es cualitativamente similar a la de
la leche pero se observan algunas variaciones debidas a la adicién
de s86lidos no grasos y a la accidén de los fermentos utilizados.

En la s8iguiente tabla se pueden observar algunos valores

tipicos para leche y yogurt:

Tabla 1: Componentes principales de la leche y el yogurt enteros.

componente( unid./100) leche yogurt
calorias 67,5 72
proteinas (g) 3,5 3,9
lipidos (g) 4,25 3,4
carbohidratos (g) 4,75 4,9
calcio (mg) 119 145
fésforo (mg) 94 114
sodio (mg) 50 47
potasio (mg) 1562 186

A continuacién se dan algunos detalles sobre los componentes

fundamentales:

a) Hidratos de carbono:

El Gnico azicar presente en cantidades importantes es 1la
lactosa, cuya concentracién en el yogurt es de 4-5 % . Aungue
durante la fermentacidn se consume lactosa, el agregado de leche

en polvo descremada para aumentar el contenido de sdélidos no

10



grasos, explica este valor tan similar al de la leche.

A pesar de lo expuesto anteriormente, las personas con
problemas en el metabolismo de la lactosa, toleran bien el yogurt
debido a que las enzimas bacterianas presentes en el mismo siguen
desdoblédndola luego de la ingestidén y por otro lado, la estructura

del coagulo enlentece la difusion hacia las paredes intestinales.

b) Proteinas:

El contenido proteico del yogurt estd elevado con respecto al
de la leche, debido a la adicién de sdélidos no grasos.

Es importante mencionar que las proteinas del yogurt son més
digeribles que las de la leche (Breslaw and Kleyn, 1973), lo cual
podria ser debido a una hidrdélisis parcial llevada a cabo por las
bacterias de los fermentos y al hecho que el codgulo tiene una
estructura laxa que posibilita la accidn de las enzimas digesti-
tivas. EKEsto contrasta con lo que ocurre al ingerir leche, Qgque se

coagula por accidén de la acidez estomacal, dando un codagulo mucho

mads compacto y dificil de digerir.

c) Lipidos:
El contenido de lipidos varia entre 3,5 % para el yogurt entero
y 1,5 % para el parcialmente descremado. Estos contribuyen a la

palatabilidad y son fuente de Acidos grasos y de energia.

d) Vitaminas y minerales:
El nivel de iones inorgdnicos por unidad de peso es mayor que
el de la leche. Ademds, el calcio provisto por el yogurt se ab-

sorbe mejor que el de otros alimentos.
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Con respecto a las vitaminas, es8 mucho mds dificil dar valores
debido a que las mismas se ven afectadas por los diferentes pasos
del proceso industrial, asi como también por los requerimientos de
las bacterias de los fermentos. En la tabla 2 se dan algunos va-

lores de referencia.

Tabla 2: Contenido de vitaminas de la leche y el yogurt enteros.

vitamina leche yogurt
(unid. /100g)

vitamina A (UI) 148 140
tiamina (B1l)(ng) 37 30
riboflavina (B2)(ug) 160 190
piridoxina (B6)(ug) 46 46
cianocobalamina (B12)(ug) 0,39 -
vitamina C (mg) 1,5 -
vitamina D (UI) 1,2 -
vitamina E (UI) 0,13 -
adcido félico (pg) 0,25 -
dcido nicotinico (ug) 480 -
dcido pantoténico (pg) 371 -
biotina (ug) 3,4 1,2
colina (mg) 12,1 -

12



Efectos benéficos del yogurt. (Rasic and Kurmann, 1978; Tamime and

Robinson, 1985b).

Los efectos benéficos del yogurt han sido estudiados por muchos
autores. En 1910 E. Metchnikoff (1845-1916), habiendo observado la
longevidad de ciertas tribus bilgaras, propuso una teoria en la
cual sostenia que el envejecimiento se debia al pasaje de compues-
tos nocivos desde el intestino grueso al torrente sanguineo y que
estas sustancias se producfan por 1la accidédn de las bacterias
presentes en el tubo digestivo.

Estas bacterias indeseables serian eliminadas o inhibidas por
la acidez del yogurt y por otras sustancias antimicrobianas sin-
tetizadas por las bacterias de los fermentos.

Mucho se ha discutido sobre la teoria de Metchnikoff, pero ac-
tualmente s8e sabe que las bacterias intestinales producen gran
cantidad de compuestos fendlicos como el indol y el escatol y que
estas sustancias pueden relacionarse con la aparicién de tumores
en el intestino grueso. Sin embargo, se duda que la acidez del
yogurt pueda vencer el efecto neutralizante de los jugos bilia-
res. Por otro lado, se ha demostrado la produccién de glicopép-
tidos con potente accién antitumoral por parte de L. bulgaricus
(Bogdanov y col, 1962; 1975).

El efecto inhibitorio del yogurt sobre bacterias tales como K.
coli, Pseudomonas acruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus spp,
etc, ha s8ido demostrado y se ha probado la produccidén de sustan-
cias del tipo de las bacteriocinas por parte de L. bulgaricus
(Shahani and Friend, 1883).

Otro aspecto benéfico del yogurt estd relacionado con su capa-

13



cidad de reducir los niveles de colesterol en el suero (Hepner y
col, 1979).

Aunque puedan existir controversias acerca de lo anteriormente
tratado, el valor nutricional del yogurt justifica su inclusién en

toda alimentacién equilibrada.

NOTA: Se efectuaréd una introduccidén més detallada de cada tema en

los capitulos correspondientes.
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OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como principales objetivos el ais-
lamiento de <cepas de Streptococcus thermophilus a partir de
productos l&cteos, y el estudio de aptitudes metabdlicas in-
dustrialmente Gtiles. Consecuentemente con esto se 1investiga 1la
produccidn de formiato y lactato por diferentes cepas y en distin-
tas condiciones de cultivo. Asimismo, teniendo en cuenta la nota-
ble importancia del mantenimiento de la viabilidad y las caracte-
risticas metabdlicas de 1los fermentos, s8e investiga el efecto
crioprotector de lactosa, sacarosa y trehalosa para conservar sus-

pensiones bacterianas a -80°C.
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CAPITULO I: MATERIALES Y METODOS.



Materiales y métodos.

Cepas: Se utilizaron siete cepas de S.

thermophilus.

cién se detallan algunas de sus caracteristicas.

CEPA ORIGEN

CP1 fermento para yogurt (liquido)

CP2 fermento para yogurt (liofilizado)
CP3 fermento para yogurt (ligquido)

CP4 yogurt comercial

CP5 fermento para biogurt(liofilizado)
CRL 410 -

ATCC 19258 -

16

A continua-

OBSERVACIONES

aislada
aislada
aislada
aislada

alslada

en el CIDCA.
en el CIDCA.
en el CIDCA.
en el CIDCA.

en el CIDCA.

provista por CERELA.

provista por CERELA.



Medios de cultivo:

Medio de Lee (Lee y col, 1974).

triptona 10 g/l Difco

extracto de levadura 10 g/l Difco

lactosa 5 g/l Mallinckrodt
sacarosa 5 g/1 Mallinckrodt
carbonato de calcio 3 g/l Mallinckrodt
fosfato adcido de dipotasio 0,5 g/1 Mallinckrodt
purpura de bromocresol 0,02 g/1 Merck

Agar 18 g/l Biopur

El pH 8e ajusta a 7 antes de autoclavar a 121°C durante 15
minutos.

Medio 1.1.1.

triptona 10 g/1 Difco

extracto de levadura 10 g/1 Difco

lactosa 10 g/1 Mallinckrodt

El pH se ajusta a 7 antes de autoclavar a 121°C durante 15

minutos. En

1,5% (p/v) de &agar.

17
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Medio base.

triptona

extracto de leovadura

El pH se ajusta a 7 antes

minutos.

10 g/1

10 g/1

Difco

Difco

de autoclavar a

121°C durante 15

Los azucares, esterilizados por filtracidén a través de un filtro

de 0,45 pym de diédmetro de poro,

Medio API 50 CHL.

polipeptona

extracto de levadura

tween 80

fosfato adcido de dipotasio
acetato de sodio. 3 Hz20
citrato de diamonio

sulfato de magnesio . 7 H=20
sulfato de manganeso. 4 Hz0

purpura de bromocresol

El pH luego de la esterilizacién es de 6,9- 7,0.

10 g/1
5 g/1
1 ml/1
2 g/1
5 g/l
2 g/l
0,20 g/1
0,05 g/1
0,17 g/1

se agregan luego del autoclavado.

El sistema de

identificacién API, provee el medio esterilizado.
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Medio 1.1.1.8.

triptona 10 g/1 Difco
extracto de levadura 10 g/1 Difco
lactosa 10 g/1 Mallinckrodt
B-glicerofosfato de sodio 19 g/1 Mallinckrodt

El pH se ajusta a 7 y se autoclava a 121°C durante 15 minutos.

Leche 12 ¥.

Leche en polvo descremada (provista por Unién Gandarense,

S.A.C.I.A.) se reconstituye al 12 % (p/v) en agua destilada y se

esteriliza por tyndalizacidén a 100 °C.

Leche entera.

Se utilizdé leche entera esterilizada por el proceso UAT (Las

Tres Ninfias, SANCOR Cooperativas Ltda).

L.,eche entera suplementada.

A la leche entera se le agrega extracto de levadura (Difco) al

10 % (esterilizado en autoclave a 121°C durante 15 minutos) hasta

alcanzar una concentracién de 0,1 % (p/Vv).
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Aislamiento de Streptococcus thermophilus.

Para el aislamiento de las cepas se utilizd el medio de Lee.
Este medio, que contiene sacarosa y lactosa como azucares fer-
mentables y pirpura de bromocresol como indicador, basa su accién
diferencial en que S. thermophilus fermenta ambos azicares y L.
bulgaricus sdlo la lactosa. La acidez generada hace que las
colonias del coco sean amarillas (debido al viraje del indicador)
y las del bacilo blancas. Asimismo existen diferencias morfold-
gicas entre las colonias de ambas bacterias ya que las de S.
thermophilus 8s8on de alrededor de 1 mm de didmetro, elevadas,
opacas y de borde entero mientras que las de L. bulgaricus miden
de 1,5 a 2 mm de diametro, son esparcidas, translidcidas y de
borde irregular.

Se realizaron al menos dos pasajes por colonia aislada para
cada cepa hasta asegurar la pureza de las mismas mediante obser-
vacioén macroscdpica y microscdpica (frotis teriidos mediante 1la
coloracidén de Gram).

Las colonias aisladas se inocularon en leche 12% y se incuba--
ron a 42°C hasta coagulacién. Posteriormente se conservaron a

4°C.

Caracterizacion de las cepas.

Las bacterias fueron inoculadas en medio 1.1.1 s6lido , se in-

cubaron a 37°C durante 16 horas y se cosecharon lavando la super-

ficie con 1 ml de agua destilada estéril.

Las suspensiones fueron inoculadas en el medio API 50 CHL y el
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medio asi inoculado fue repartido en las celdillas que contienen
los sustratos. Posteriormente las mismas fueron selladas con va-
selina estéril.

Las incuba:iones se realizaron a 37°C durante 48 horas, re--
gistrdndose como positivos los casos en que se observd viraje
del indicador al amarillo. La excepcidn la constituye la hidré-
lisis de esculina que se pone de manifiesto por viraje a negro.

Los sustratos ensayados en este sistema fueron:

O control 26 salicina

1 glicerol 27 celobiosa
2 eritritol 28 maltosa

3 D-arabinosa 29 lactosa

4 L-arabinosa 30 melibiosa
5 ribosa 31 sacarosa

6 D-xilosa 32 trehalosa
7 L-xilosa 33 inulina

8 adonitol 34 melezitosa
9 PB-metil-D-xilédsido 35 rafinosa
10 galactosa 36 almidén

11 glucosa 37 glucdgeno
12 fructosa 38 xilitol

13 manosa 39 gentiobiosa
14 sorbosa 40 D-turanosa
15 ramnosa 41 D-lixosa
16 dulcitol 42 D-tagatosa
17 inositol 43 D-fucosa
18 manitol 44 L-fucosa
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19 sorbitol 45 D-arabitol

20 a-metil-D-mandésido 46 L-arabitol
21 a-metil-D-glucédsido 47 gluconato
22 N-acetil glucosamina 48 2-ceto gluconato
23 amigdalina 49 b-ceto gluconato

24 arbutina

25 esculina

Recuento de bacterias viables.

Los recuentos s8se realizaron plagqueando diluciones seriadas de
las muestras (triptona 0,1%) sobre la superficie de medio 1.1.1

s6lido. Las incubaciones se efectuaron a 37°C durante 24 horas.

Curvas de crecimiento.

El crecimiento de las bacterias en medio 1.1.1 o medio base
con distintos aziucares, se siguid® a través de lecturas de den-
sidad 6ptica a 550 nm y/o recuento de bacterias viables.

El crecimiento en leche se siguid® mediante recuentos de bac-

terias viables.

Ensayos de conservacién de cepas.

Las bacterias fueron inoculadas al 1% en medio 1.1.1.8 e in-

cubadas a 37°C. Los cultivos fueron cosechados en fase exponen-

cial tardia o al cabo de 16 horas de incubacién, centrifugadas a

3000 g durante 7 minutos a temperatura ambiente y resuspendidas
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en los crioprotectores en la concentracién deseada. Imediata--
mente las suspensiones fueron envasadas en porciones de 1 ml en
tubos Eppendorf y congeladas a -80°C en bafio de etanol. Los
crioprotectores utilizados fueron lactosa, sacarosa y trehalosa
(concentracidén final de 0,3 M).

Después de la resuspensidén se realizaron recuentos de bacte-

rias viables, ensayos de acidificacidén y tests de actividad.

Test de actividad. (Oberg y col, 1986)

Los test de actividad se realizaron inoculando diferentes por-
centajes de las suspensiones a ensayar en medio 1.1.1 e incubando
a 37°C durante un tiempo fijo. Al cabo de este tiempo se midid el
pH de 1los cultivos y s8e calcularon las variaciones de pH con
respecto al medio no inoculado, que fueron graficadas en funcidn

del logaritmo del porcentaje de indculo.

Ensayos de acidificacién.

Para realizar 1los ensayos de acidificacién las suspensiones

fueron inoculadas al 3% en leche 12% o medio 1.1.1. e incubadas a

37°C 6 42°C durante 4 horas. Posteriormente s8e midieron 1los

valores de pH.
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Ciclos de congelacién-descongelacidn.

ILos ciclos de congelacién-descongelacién se realizaron con-
gelando las suspensiones en bafio de etanol a -80°C durante 5
minutos y descongelando durante la misma cantidad de tiempo en

bafio de agua a 37°C.

Determinacidén de acido foérmico.

Desproteinizacidén de las muestras: Las muestras de medio o leche
fueron acidificadas con HCl0O4 (Hopner and Knappe, 1974) o TCA'
hasta alcanzar concentraciones de 2% y 4,5% (p/v) respectivamen-
te. DPosteriormente s8se colocaron durante 5 minutos a 0°C para
luego centrifugarse por 15 minutos a 1000 g (temperatura ambien-
te). Los sobrenadantes se neutralizaron hasta pH 6-7 con KHCOs,
se dejaron flocular durante 16 horas a 4°C y se congelaron a
-80°C hasta su anédlisis.

Antes de las determinaciones, las muestras fueron descon-
geladas a temperatura ambiente y centrifugadas durante 10 minutos
a 1000 g (temperatura ambiente). Con los sobrenadantes se efec-
tuaron las determinaciones enzimdticas. El mismo procedimiento se
sigui® para la desproteinizacidén de los patrones de las curvas de

calibracién.

Ensayo enzimédtico: lLas determinaciones fueron realizadas con for-
miato deshidrogenasa (Johnson y col, 1964; Quayle, 1966; Hopner

and Knappe, 1974). Esta enzima cataliza la siguiente reacciodn:

*x &cido tricloroacético.
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HCOO- + NAD* + H=20 FDH » HCOa~ + NADH + H+

» que se sigue a través de lecturas de densidad 6ptica a 340 nm.
La composicidén de la mezcla de reaccién fue: 20 pl de RB-NAD
0,05 M; 160 upl de muestra o patrdn; 800 ul de buffer fosfato
(KH2PO4 0,05 M; pH 7) y 20 pul de formiato deshidrogenasa (E.C.
1.2.1.2.; 20 unidades/ml). La unidad enzimatica de formiato des-
hidrogenasa es la cantidad de enzima que, en presencia de for-
miato y B-NAD, libera 1 umol de COz por minuto a 37°C y pH 7.

Las determinaciones se efectuaron en cubetas de cuarzo de 1 cm
de camino ©6ptico y la temperatura fue mantenida a 25°C mediante
circulacién de etilenglicol (criostato MGW. Lauda TUK 30). El
curso de la reaccion se siguid mediante un registrador (Sargent
Recorder, Model SRG) conectado al espectrofotdéometro (Shimadzu
Double Beam Spectrophotometer UV-150-02).

Antes del agregado de la enzima, se leyd la densidad 6ptica a
340 nm y posteriormente este valor fue sustraido a 1las lecturas
obtenidas.

Las velocidades iniciales de reaccién (Vi), los valores de ab-
sorbancia maximos (Am), y los valores correspondientes a Ao, se
obtuvieron de las curvas de absorbancia a 340 nm en funcidén del

tiempo (Figura 1).
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Figura 1: Curva de Azs4o0 en funcién del tiempo para la

determinacidn enzimdtica de formiato con formiato deshidrogenasa.

Concentracion de formiato= 100uM. En la figura se muestran Ao, Vi

y Am.

Para construir las curvas de calibracién, los patrones fueron

preparados en agua, medio 1.1.1 o leche, con formiato de sodio

secado con P20s.
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Determinacién de &cido lactico.

El &cido l&4ctico se determindé colorimétricamente (Barker and
Summerson, 1941).

En este método, el Aacido 1l&ctico 8e convierte cuan-
titativamente en acetaldehido al ser calentado en medio sulfirico
concentrado y luego se hace reaccionar con p-hidroxi bifenilo
para dar un color azul que se lee a 560 nm.

El procedimiento seguido fue el siguiente: a 0,1 ml de muestra
(las muestras de leche fueron desproteinizadas con TCA y las de
medio 1.1.1 no se desproteinizaron) se le agregaron 10 ml de
CuSO4.5 H20 al 2% (p/v) y 1 g de Ca(OH)=2, s8e agitd y se dejo

reposar durante 30 minutos. Este tratamiento sirve para evitar

interferenciae. Posteriormente se centrifugdé a 1500 g durante 10
minutos (temperatura ambiente). Cuando las determinaciones no se
realizaron 1inmediatamente, las muestras fueron conservadas a

-80°C. Los patrones de &cido léctico fueron tratados de la misma
manera.

Para 1la colorimetria se colocaron 200 ul de muestra cuprica
(en los casos en que se utilizaron menores volumenes, s8e llevd a
200 pl con el blanco correspondiente sometido al tratamiento
cuprico), 10 pl de CuSO4.5 H20 al 4 % (p/v) y 1,2 ml de Hz2504
concentrado. ©Se llevd a bafio de agua a 100°C durante 5 minutos
para que tenga lugar la conversidén de adcido 1lactico en acetal-
dehido. Posteriormente 8se enfridé a una temperatura < 20°C y se
agregaron 20 pul de p-hidroxi bifenilo (solucién al 1,5 % (p/v) en

NaOH 0,5 % (p/v)). El desarrollo del color se llevdé a cabo a 30°C
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durante 30 minutos y el exceso de reactivo se eliminé por calen-
tamiento a 100°C durante 90 segundos.
Las lecturas de absorbancia se efectuaron a 560 nm (Shimadzu

Double Beam Spectrophotometer UV-150-02).

Determinacion de aziucares.

Los azucares fueron determinados mediante cromatografia en
capa fina wutilizando placas de silica gel 60 de 0,20 mm de
espesor (Merck). Como patrones se usaron soluciones de azlcares
(pro-analisis) de 1 ug/ml ,como solvente de corrida se empled
n-propanol- acetato de etilo-agua (70:20:10) y como revelador una
solucidén de acido p-amino benzoico (0,7%) y &acido fosférico (3%)
disueltos en metanol. Luego de aplicada la mezcla reveladora las
placas se colocaron a 110°C durante 10 minutos para que se pro-
duzca el desarrollo del color. La cuantificacién se realizéb
mediante lecturas de reflectancia (Shimadzu Dual Wavelength TLC
Scanner CS5-910) wutilizando 1longitudes de onda de 410 y 720 nm

para la muestra y la referencia respectivamente.

Analisis estadistico.

Las lineas rectas s8se trazaron mediante cuadrados minimos
(Daniel, 1977).

En los casos en que se necesitd detectar diferencias entre
rectas se utilizaron las pruebas F y T (Volk, 1958).
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