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FERMENTOS DE CEPAS MULTIPLES PARA
UTILIZACION EN LA INDUSTRIA QUESERA:
CARACTERIZACION Y SELECCION

RESUMEN

Se realizé un estudio comparativo de los parametros de crecimiento
de cepas microbianas mes6filas utilizadas como fermentos en la indus-
tria lactea. Los parimetros estudiados fueron tiempo de coagulacién,
acidez titulable, pH, procduccién de diacetilo, hidrolisis de la arginina
y utilizacién del citrato.

De acuerdo a sus propiedades bioquimicas se seleccionaron dife-
rentes cepas individuales que, combinadas entre si en distintas propor-
ciones, permitieron obtener fermentos miltiples con -caracteristicas
especificas en cuanto a produccién de icido, aroma y gas.

Estos fermentos miliiples permitiran, de acuerdo a las exigencias
del mercado, seleccionar la combinacién de cepas microbianas con la
que se podria obtener las caracteristicas deseadas de acidez, sabor,
aroma y formacién de ojos durante la elaboracién del queso.

MULTIPLE STARTER CULTURES FOR THE DAIRY INDUSTRY:
CHARACTERIZATION AND SELECTION.

SUMMARY

A comparative study was conducted on the growth parameters of
mesophilic microbial strains utilized as starters in the dairy industry. The
parameters studied were coagulation time, titratable acidity, pH, diacetyl
production, arginine hydrolysis and citrate utilization.

Based on biochemical reactions, individual strains were selected
and combined in different proportions so as to obtain multiple starter
cultures with specific characteristics regarding aroma, acid and gas
production. o e

These multiple starters will permit, based on market demands, the
selection of microbial strain combinations with the characteristics of
acidity, taste, aroma and eye formation desired during cheese pro-
duction.



INTRODUCCION

El LATU cuenta actualmente con un Banco de Fermentos como
centro de identificacién, almacenamiento y distribucién de cepas micro-
bianas para la industria lictea. Este servicio contribuye con las indus-
trias nacionales, tanto como proveedor de cepas puras de fermentos de
calidad probada y estandarizada, asi como en calidad de centro consultor
ante problemas ocasionados durante el manejo y/o fallas en la eficiencia
de los fermentos lacticos. El Banco suministra cepas microbianas ga-
rantizadas de uso industrial, con historial de produccién comprobado

y verificado en la Planta Piloto del LATU.

El objetivo de este trabajo es el de seleccionar por sus propiedades
bioquimicas, y a partir de un cultivo mixto comercial, diferentes cepas
individuales que, combinadas entre si, permitan obtener las caracteris-
ticas deseadas de acidez, aroma y produccién de gas durante la indus-
trializaciéon del queso.

Se incluyen técnicas de rdpida ejecucién que permiten una facil
identificacién de los fermentos lacticos a partir de cultivos comerciales
y que pueden ser empleadas en los laboratorios de control de las plantas
industrializadoras.

El fermento miltiple seleccionado estid compuesto por: Streptococcus
lactis, cuya principal funcién es la produccién de acido lictico a partir
de los aziicares presentes; Streptococcus cremoris, incluido también por
su capacidad de producir dcido lactico; Streptococcus lactis subespecie
diacetylactis, seleccionado por su particular metabolismo, ya que a par-
tir de la lactosa y del citrato produce diacetilo y anhidrido carbénico,
responsables del sabor, aroma, textura y ojos caracteristicos, y final-
mente Leuconostoc cremoris, cuya principal funcion es la produccién
de aroma.

Las propiedades bioquimicas estudiadas fueron: tiempo de coagu-
lacién, acidez titulable, pH, produccién de diacetilo, hidrélisis de la
arginina y utilizacién del citrato.



MATERIAL Y METODOS

1 — Aislamiento de cepas individuales

Se seleccioné un cultivo mixto de fermentos licticos mesé6filos
comerciales (CHR Hansen BD, CH — normal 01) que contenia 70 a
75 Y0 Streptococcus cremoris, 15 a 20 % Streptococcus lactis subespecie
diacetylactis, 1 a 5 % Streptococcus lactis y 5 a 10 % Leuconostoc cre-
moris, segin especificacion del fabricante. Este cultive se rehidraté
en un matraz que contenia 1.000 ml de leche en polvo descremada,
reconstituida al 11 % y previamente esterilizada a 110°C durante 15
minutos, y se incubé a 23°C. Al cabo de 24 horas se transfirié
1 ml del cultivo a un ratraz conteniendo 100 ml de leche estéril
y se incubé nuevamente a 23°C por 24 horas. Al término de la
incubacién se rayaron placas de agar infusién cerebro corazén (agar
BHI) (1) con el cultivo sin diluir y con sus diluciones al décimo y al
centésimo, que se incubaron porteriormente 7 dias a 21°C. Se selec-
cionaron las colonias que presentaron caracteristicas morfolégicas dife-
rentes (tamailo, brillo, textura y color) (4), se transfirieron a tubos
con 10 ml de caldo BHI y se incubaron a 21°C hasta que presentaron
turbidez. Con estos cultivos se rayaron nuevamente placas con agar
BHI, repitiendo este proceso tres veces hasta obtener colonias puras.

2 — Determinacién de los pardmetros de crecimiento

2.1. Tiempo de coagulacion

Se establecié como tiempo de coagulacién la formacién de coagulo
en la leche dentro de las primeras 72 horas de incubacién. —Se clasi-
ficaron como formadores rapidos de 4dcido aquellos microorganismos
que coagularon la leche antes de las 48 horas, moderados los que lo
hicieron dentro de las 72 horas, y productores lentos de icido los que no
coagularon en este periodo.

Para la determinacién de este pariametro, se transfirié 0,1 ml del
cultivo de las cepas puras en caldo BHI a tubos conteniendo 10 ml de
leche en polvo reconstituida al 9 %. Los tubos se incubaron a 21°C
durante 72 horas, efectuando las lecturas cada 4 horas.

2.2, Acidez titulable

La acidez se expresé como el porcentaje de acido lactico libre pro-
ducido. Para esta determinacién, 1 ml de cada cultivo puro en caldo
BHI fue transferido a matraces conteniendo 100 ml de leche, reconsti-
tuida como en 2.1, e incubados a 21°C por 16 horas sin agitacién. Al
término de la incubacién se determing el titulo de dcido lictico, pesando
20 ml de la suspensiéon de cada cultivo y titulando con hidréxido de
sodio (Na OH) 0.1 N y fenolftaleina, de acuerdo con la férmula:

% Acido lactico libre = ml NaOH x Normalidad x 0,09008 x 100

peso de la muestra (g)




Este procedimiento se repitié para todas las cepas aisladas, que
se agruparon de acuerdo a la cantidad de 4cido lictico producido dentro
de las 16 primeras horas. Se determiné la acidez titulable también a
las 48 horas.

2.3. Determinacién del pH

Las determinaciones del pH se efectuaron en cultivos de 24 horas
de los fermentos en leche reconstituida al 9 %, utilizando un peachi-
metro Corning 130.

2.4. Produccién de diacetilo

Para este anilisis se utilizé el método de Barrit (2,5).

A 1 ml del cultivo en leche del fermento problema (48 horas a 30°C),
se afiadieron 0,6 ml de una solucién de alfanaftol al 5 % en alcohol
etilico absolute y 0,2 ml de hidréxidoe de potasio al 40 %. Se agité
vigorosamente, se dejé reposar y se consideré6 como resultado positivo
el desarrollo de color rojo.

2.5. Hildrélisis de la arginina y utilizacién del citrato

Se utilizé el caldo diferencial para estreptococos licticos (3) que
contiene leche como tinica fuente de carbohidratos (lactosa), arginina
y citrato de sodio como sustratos especificos y purpura de bromocresol
como indicador de pH. Se ajust6 el pH del medio a 6,2 = 0,05. Se
inocularon tubos conteniendo 7 ml del caldo diferencial y campanas
de Durham con una ansada de los cultivos incubados 18 horas de cada
una de las cepas. Se incubaron a 30°C, efectuando las lecturas a las
24, 48 y 72 horas.

Streptococcus lactis hace virar el caldo inicialmente al amarillo,
por la produccién de acido lictico, y luego al violeta, por la liberacién
del amoniaco producto de la hidrélisis de la arginina.

Streptococcus cremoris produce un amarillo profundo, ya que
no hidroliza la arginina y solamente produce icido lictico.

Streptococcus lactis subespecie diacetylactis libera anhidrido
carbénico (CO:) por la fermentacién del citrato de sodio, que se acu-
mula en la campana de Durham, y da un color violeta por la desami-
nacién de la arginina, més profundo que el violeta producido por el
Sptreptococcus lactis.

Leuconostoc cremoris no cambia el color del caldo y no produce
CO: o solamente pequefia cantidad.
3 — Morfologia

Se confirmé la pureza de las cepas con observacion microscépica
utilizando las tinciones de Gram (modificacién Hucker) y nigrosina (1).



4 — Seleccién de cepas

Se clasificaron las cepas agrupindolas en tres categorias de acuerdo
a los parametros de crecimiento. El primer grupo fue constituido por
los formadores rapidos de 4cido lactico (0,70 — 0,85 en 48 horas),
coagulacién en 48 horas y pH de 4,5 — 5,0. El segundo grupo por
los formadores moderados de acido (0,31 — 0,69 en 48 horas), coagu-
lacién a las 72 horas y pH de aproximadamente 5,5. El tercer grupo
fue integrado por los no formadores de acido o formadores lentos (0,20
~— 0,30 en 48 horas), coagulacién posterior a las 72 horas y pH de
aproximadamente 6,0.

Finalmente se clasificaron las cepas segan las posibilidades de hi-
drolizar la arginina, de utilizar el citrato de sodio y de producir CO:, y
se identificaron como S. cremoris, S. lactis, S. lactis subesp. diacetylactis
y Leuconostoc cremoris.

5 — Preparacién de la cepa miltiple

Se seleccionaron cepas puras de cada uno de los grupos, eligiendo
3 cepas de cada grupo para minimizar el efecto de los bacteriéfagos.
Estas cepas se cultivaron hasta el estado de viabilidad pico, inoculando
tubos conteniendo 10 ml de leche estéril reconstituida al 9 % y se
incubaron de 8 a 24 horas a 21°C. Se repiti6 este procedimiente 3
veces. El estado de viabilidad pico se determiné mediante el tiempo
de coagulacién, acidez titulable, y pH. A un frasco conteniendo 100 ml
del medio de leche se agregaron 0,1 ml de cada una de las cepas indi-
viduales seleccionadas, obteniéndose las diferentes cepas combinadas o
fermentos multiples.

Las cepas individuales se combinaron en distintas cantidades obte-
niendo tres tipos de fermentos multiples denominados Recombinante
Cremoris, Lactis y Diacetylactis segin fuera la mayor proporcién de
la cepa seleccionada.

Estas tres cepas combinadas fueron entonces usadas para inocular
el medio de leche en proporcién de 1 % de inéculo a medio. Se incu-
baron a 20 — 21°C sin agitar y se determinaron los parimetros de creci-
miento. Se considerd estado de viabilidad pico el momento en que los
cultivos mixtos llegaron a pH 4,3 — 4,6 y el porcentaje de 4cido a 0,8 —
1,3, habiéndose detenido el aumento de acidez y los cambios visibles.
Esto ocurrié entre las 12 y 24 horas.

6 — Congelacion

Una vez obtenido el pico de viabilidad, se agregé 1 ml del cultivo
de las cepas multiples a 2 ml de leche reconstituida al 9 % contenidos
en viales de vidrio con tapa de rosca resistentes a las bajas temperaturas.
Se congelaron los viales por inmersiéon en nitrégeno liquido en una
garrafa Apollo SX-18 (MVE Cryogenies). Luego de 24 horas en el ni-
trégeno liquido se retiraron los viales y se almacenaron a —70°C.

|
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7 — Comportamiento Post-congelacién

Se efectuaron determinaciones de los parimetros de crecimiento
en las tres cepas miiltiples a las 48 horas y a los 30 dias de manteni-
miento a —70°C.

RESULTADOS

En el Cuadro I se detallan los resultados de las determinaciones
de los paridmetros de crecimiento de las cepas aisladas a partir del cul-
tivo comercial. Se obtuvieron 50 cepas individuales que fueron clasi-
ficadas como descrito en Material y Métodos.

Dentro de las 50 cepas aisladas, 20 % de ellas se consideraron
pertenecientes al grupo denominado R (formadores rapidos de acidez),
presentando acidez titulable entre 0,70 y 0,85, coagulacién en 48 horas
y pH de aproximadamente 5,0. El 54 % de las cepas fue clasificado
como M (formadores moderados de acidez), con acidez titulable de
0,31 a 0,69, coagulacién a las 72 horas y pH de aproximadamente 5,5.

El 14 % restante pertenece al grupo de los formadores lentos de acido,
con acidez titulable de 0,20 a 0,30 sin coagulacién a las 72 horas

y pH de aproximadamente 6,0. Las cepas restantes (12 %) no perte-
necian a ninguno de los tres grupos, dando resultados intermedios.

CUADRO 1

Parimetros de Crecimiento de las Cepas Aisladas

Clasificacién % de Cepas Add:; l:it:_]::ble (’:I(‘)i :gll]):ci((lii pH 24 horas
Rapidos (R) 20 0,70 - 0,85 | <48 h 5,0
Moderados (M) 54 031 - 0,69 <72 h 5,5
Lentos (L) 14 020 - 030 >72 h 6,0

En el Cuadro II se clasificaron las cepas aisladas en S. cremoris,
S. lactis, S. lactis subesp. diacetylactis y Leuconostoc cremoris, de acuer-
do a la posibilidad de hidrolizar la arginina, de fermentar el citrato y
de producir diacetilo, con confirmacién microscépica. De las cepas
puras obtenidas, 64 % fueron S. cremoris, 20 % 8. lactis, 4 % Leuco-
nostoc cremoris y 4 % 8. lactis subesp. diacetylactis.



CUADRO II

Clasificacién de las Cepas Aisladas

Organismos aislados Reacciones en el Caldo Diferencial 5
Produccion
Gidi Hidrélisis de| Fermentacién|de Diacetilo
Tdentificacion Cantidad % I"«I-. 11" la Arginina | del Citrato 72 horas
i 48 hs 48 . 72 hs.
S. cremoris 32 64 o — — ==
S. lactis 10 20 iz ok e =
S. lactis
subespecie
diacetylactis 2 4 + + + -
L. cremoris 9 4 s/¢ s/¢ - - ¥
s/¢c = sin cambio

En el Cuadro III se muestra la seleccién de cepas efectuada con
el objeto de formar los fermentos multiples. En el primer recombi-
nante se agruparon tres S. cremoris, clasificados como formadores ra-
pidos de icido, tres S. lactis moderados, los dos S. lactis subesp. diace-
tylactis aislados y los dos Leconostoc cremoris aislados. Esta cepa
fue determinada Cremoris por ser estos Streptococcus los de mayor ac-
tividad. El segundo recombinante, denominado Lactis, fue integrado por
cinco S. lactis moderados, ya que no se pudieron aislar S. lactis rapidos,
tres S. cremoris rapidos, los dos Leuconostoc cremoris y los dos S. lactis
subesp. diacetylactis. Finalmente para el tercer recombinante, se em-
plearon los dos S. lactis subesp. diacetylactis, tres S. cremoris moderados,
tres S. lactis moderados, v los dos Leuconostoc cremoris.

CUADRO III

Seleccién y Recombinacién de las Cepas en Fermentos Multiples

Nimero de Cepas de
Denominacion del g S ) S. lactis subesp.}] L. cre-
Fermente Multiple s TS s = diacetylactis moris
1. Cremoris 3R 3 M 2 2
2. Lactis 3 R > M 2 2
3. Diacetylactis 3 M 3 M 2 2




El Cuadro IV presenta los pardmetros de crecimiento de las tres
cepas multiples luego de congeladas, a las 48 horas y a los 30 dias de
mantenimiento a baja temperatura. Se detallan los valores obtenidos
de acidez titulable, pH, tiempo de coagulacién y produccién de diacetilo.
Todas las cepas multiples coagularon totalmente en menos de 24 horas,
obteniendo a su vez los valores miximos de acidez titulable en 16 horas
y pH de 4,5 a las 24 horas. Solamente el recombinante Diacetylactis
dié reaccién positiva en la prueba de produccién de diacetilo.

CUADRO 1V

Pardmetros de Crecimiento de los Fermentos Recombinados
determinados a las 48 horas y 30 dias post-congelacién

Fermeno Maliple |2 T it 2em| Gt e | R ¢

1. Cremoris 0,94 0,94 4,5 <24 h Negativo

2. Lactis 0,94 0,97 4.5 <24 h Negativo

3. Diacetylactis 0,94 0,95 4.5 <24 h Positivo
CONCLUSION

De acuerdo a los resultados anteriores, y utilizando el sistema de
seleccion de cepas multiples descrito en esta publicacién, con técnicas
sencillas de rapida ejecucion en laboratorios industriales, se podra pre-
parar la combinacién de fermentos que permita, de acuerdo a las exi-
gencias del mercado, obtener las caracteristicas deseadas de acidez, sabor,
aroma y formacién de ojos durante la elaboracién del queso.
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