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I. INTRODUCCION

La necesidad de mantener gran numero de cultivos durante largos periodos
de tiempo, requiere del conocimiento de los mejores métodos para logrario. Es
evidente que se necesita mucho tiempo para acumuiar datos sobre |a eficacia de
un meétodo determinado para conservar la viabilidad de un cultivo. No todas las
especies responden de igual modo, lo cual significa, sencillamente que lo gque se
consigue conocer respecto a un cultivc no puede aplicarse a los deméas. El
meétodo de conservacion y mantenimiento debe conservar todos los caracteres de
la especie tal como son en el original. Ademas existen otras consideraciones de
orden practico, como son la cantidad de trabajo y atencion que exigen,
instalaciones de almacenamiento, y factores similares. Las bacterias que se usan
de manera ocasional o con rareza, deben obtenerse cuando se requieren y no
mantenerlas en el laboratorio. Las que son de uso constante pueden conservarse
por periodos cortos mediante subcultivos seriades en refrigeracién, por periodos
largos por algunos de los procedimientos de desecacion, congelacidn y cubriendo
los cultivos con aceite mineral, pero si se quiere conservar indefinidamente se

utiliza |a liofilizacion.

La presente investigacién persigue como fin determinar el mejor método
para la conservacion de bacterias acidolacticas (Streptococcus lactis,
Streptoccocus cremoris, Lactobacilius. bulgaricus, Lactobacillus

acidophilius.) que son de gran importancia para la industria lactea.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. BACTERIAS ACIDOLACTICAS.

2.1.1. Caracteristicas de las Bacterias Acidolacticas.

Las caracteristicas mas importantes comunes a todas son, que se trata de
bacterias esféricas o alargadas, gram positivas, inmoéviles, asporuladas,
microaercfilas, anaerobias, fermentan distintos azucares produciendo acido
lactico, no desprenden oxigeno del perdxido de hidrogeno por no poseer catalasa
y reaccionan negativamente a la prueba de reduccion de los nitratos. Por lo
contrario, responden rapida e intensamente a las pruebas de azul de metileno y
de la resazurina. Existen dos grupos cuya diferencia principal entre ambas esfriba
en que las Streptococcaceae son bacterias de forma redondeada, que se
presentan aisladas o unidas en cadenas mas o menos largas, mientras que las
Lactobacillaceae poseen forma de bastoncito, también aisladas o en cadenas.

(Demeter, 1971 y Alais, 1970).

Habitualmente, estos organismos se dividen en dos grupos: los que
producen primordialmente acido lactico, partiendo de hidratos de carbono
fermentables y que se conocen con el nombre de grupo de los
homofermentativos; en el grupo de los heterofermentativos figuran los organismos
que, ademas de acido lactico producen acido acético, etanol, glicerol, anhidrido
carbdnico (bidxido de carbono) y otras sustancias. Estas bacterias se hallan
esparcidas en la naturaleza., Se ha encontrado que las albergan ciertas plantas,

algunos alimentos, los utensilios lecheros, el estiércol y la saliva.(Foster, 1957).



2.1.2. Importancia de las Bacterias Acidolacticas.

Las lactobacterias son de gran importancia en la microbiologia aplicada.
Son esenciales para la produccion de acido lactico, col agria, encurtidos y
ensilaje. En la industria lechera son indispensables para la produccion de yogurth,
guesos y mantequilla conteniendo cultivos. La acidificacidon impide o retrasa la
proliferacidn de organismos protecliticos y esta reaccion puede considerarse

como una forma de conservacion del alimento. (Foster, 1957).

Las bacterias lacticas no son solo indispensables para la fabricacion de
productos lacteos, juegan también un importante papel en la produccidn de otros
alimentos, estimulantes y forrajes. Aqui se utilizan generalmente diversas
especies de lactobacterias bacilares, mientras en la industria de la leche se sirve,

junto a estas, predominantemente, de especies de forma esférica.

Finalmente, debe mencionarse que el acido lactico puro se utiliza hoy
ampliamente como sustancia auxiliar. Asi en curtiduria, en la industria textil, en la
industria de materiales sintéticos. En la industria de la alimentacién se emplea en
cantidades considerables sustituyendo a los acidos de frutas para la fabricacion
de limonadas, zumos y jarabes de frutas. Ademas se utiliza para fines

terapéuticos en Medicina y como aditivo en cosméticos. (Demeter, 1971).

BIBLIOTECA Agronomia U.AN.L



2.1.3. Clasificaclén de las Bacterias Acidolacticas.

En los diagramas 1 y 2 se muestra la clasificaciébn de las Bacterias
Acidolacticas (Bottazzi, 1984).

FAMILIA Lactobacillaceae

\)

GENERO Lactobacillus

\J

. 2
HOMOFERMENTATIVOS HETEROFERMENTATIVOS
\2 \ 2 2

TERMOFILOS MESOFILOS TERMOFILOS MESOFILOS

\ { s {

L.acidophillus L. casef L. fermentum L. brevis
L. salivarius L. plantarum L. cellobiosus L. reuteri
L. helveticus L.viridescens

L. bulgaricus

L. Lactis

Diagrama 1. Distribucion principal del género Lactobacilius.



FAMILIA Streptococcaceae

\)

\ \2 2

GENERO Strepfococcus GENERO Leconostoc GENERO Fedicoccus
HOMOFERMENTATIVOS - HETEROFERMENTATIVOS HOMOFERMENTATIVOS
Mesdfilo

I e — ]
Mesofilo Mesofilo Termofilo Leuc. mesenteroides Mesdfilo Terméfilo
‘L Termofilo J’ Leuc. cremoris P. penfosaceus P. acidilactici
S. lactis i’ S. termofilos Lewc. lactis

8. cremoris S. faecium

Diagrama.2.-Distribucién principal del género Streptococcus.
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2.2, GENEROS DE MAYOR IMPORTANCIA LACTOLOGICA

Los géneros de mayor importancia lactolégica, dentro de ambas
subfamilias, son: Streptococcus, Leuconostoc y Lactobacillus. Una propiedad
trascendental para fines tecnolégicos de las distintas especies de estos géneros
es el distinto mecanismo de la fermentacidn de azucares: mientras unas, las
denominadas especies " homofermentativas”, producen mas del 80% de acido
lactico a partir del aziucar fermentado (ademas originan un pequefo porcentaje
s6lo de COz2. acido acético y alcohol), las otras, denominadas especies"”
heterofermentativas ", fermentan los azucares produciendo menos del 90% (por lo
menos el 50%) de acido |lactico; ademas forman acido aceético, alcohol y COz en
mayores cantidades. La-pureza del sabor pude estar mas o menos negativamente

influenciada por estos productos secundarios.

Las especies del género Streptococcus son todas homofermentativas, las
del génerc Leuconostoc todas heterofermentativas, mientras que en el género

Lactobacillus existen especies homo y heterofermentativas (Demeter, 1971).

2.2.1. Streptococcus.

Estas especies constituyen habitualmente la flora dominante de la leche, de
la crema y de los quesos frescos. Pude decirse que no existe leche cruda sin
Streptococcus. Apesar de su nombre, los Strepfococcus adoptan
frecuentemente la forma de diplococos; pocas especies dan cadenas largas. Es
necesario hacer constar que algunos Streptococcus producen, en medio
gelosado, células que adoptan una forma ligeramente alargada, que puede

prestarse a confusion.
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Respecto a los Latobacillus, y aparte sus carcateres morfolégicos , los
Streptococcus se distinguen por una acidificacién moderada de la leche (de 0.5 a
1% de acido Jactico para las especies homofermentativas), aunque la produccion
de acido se inicia a mayor velocidad. El pH alcanza justamente el punto
isoeléctrico de la caseina (4.6). La actividad proteolitica de los Streptococcus es
en general débil, su equipc enzimatico no contiene proteinas ni peptidasas

activas, en la mayor parte de las especies.

Dentro del género Streptococcus se encuentra el grupo de los
Streptococcus lacticos (S. lactis y S. cremoris) que son bacterias lacticas
mesofilas, homofermentativas, pertenecientes al grupo serolégico N. Estos
Streptococcus son |os agentes habituales de la coagulacién de [a leche
abandonada a la temperatura ambiente; constituyen los fermentos lacticos
cultivados entre 20°C y 30°C, zona de optimo crecimiento. Se desarrollan adn a
10°C, a veces a menos, pero no a 45°C; son facilmente destruidos por
calentamiento moderado, como el de la pasteurizacién baja (63°C-30 minutos);

son sensibles a la sal, al 6.5%, y no poseen caracter patégeno.

2.2.1.1. Streptococcus cremoris.

Este Streptococcus es mas labil y dificil de cultivar que las otras especies
de este género; depende estrechamente de la leche, ya que no puede utilizar
otros glusidos mas que la Iactosa- y sus dos componentes. Es muy sensible a
diversos agentes guimicos, como la sal; no se desarrolla o lo hace muy mal a
37°C, no obstante, algunas cepas pueden desarrollarse a temperaturas muy

bajas, hasta 3°C. Parece que no posee proteinasa y no desamina la arginina. Su
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morfologia es bastante caracteristica; suele presentarse en la leche, bajo la forma

de largas cadenitas (Alais, 1970).

2.2.1.2. Streptococcus lactis

Existe originalmente en materias vegetales, pero hoy ha llegado a ser el
mas tipico " habitarite " de la leche y de todos los aparatos €n contacto con ella no
desinfectados correctamente. Aunque muere por pasteurizacion corta y alta,
puede existir por esa razén frecuentemente tambien en leche pasteurizada como

germen reinfectante. Es el causante principal de la disminucién de la estabilidad

de la leche debida a temperaturas superiores a 10°C. (Demeter, 1971)

Cuadro 1.- Caracteristicas mas importantes de S. cremoris y S. lactis

—

S. cremoris S. lactis
Taxonomia

Orden Eubacteriales Eubacteriales
Familia Lactobacillaceae Lactobacillaceae
Tribu Sireptococceae Streptococceae
Género Streptococcus Streptococcus
Especie cremoris lactis
Grupo Grupo lactico del Grupo lactico del

género Strepfococcus género Streptococcus
Familia sindnima

Lactobacteriaceae Lactobacteriaceae




Caracteristicas celulares

Morfologia

Tincién

Encontradas

Tamafio

Héahtat

Esféricas

Gram positiva

En largas cadenas,
a veces en pares

0.6 a 1.0u de diametro

Leche cruda y
productos lacteos

Esféricas, muchas
células alargadas

Gram positiva

En pares y cortas
cadenas

05a1pu

Leche y productos
lacteos

Caracteristicas del cultivo

Colonias en agar
nutritivo.

Gelatina stab.

Caldo de glucosa.

No crece sobre medio
artificial.

Pequena, redonda,
gris y firme.

Filiforme, contadas
en el cultivo.

Turbia.

Serologia

Antigenos agrupados

Tipificado

Contiene grupos,
antigeno del grupo N
de S. lactis

Muchos tipos
seroldogicos

Unas especies
especificas del suero
pueden estar
praduciendo el llamado

grupo N
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Utilizaclén industrial

Productos

Procesos

Usado en comercio por
ser un productor de
acido

Produccion de
D—Acido lactico

Usado como iniciador
para el sauerkraut.
Importante en el
madurado y curado del
queso Chedar.

Caracteristicas bioguimicas

Produccion de
antibidtices

Productos quimicos
finales

Produccion de
enzimas

Produce un antibidtico
el cual es diferente de
Nisin producido por

' 8. lactis

Si fermenta azucar
esta presente, utiliza
acido citrico
produciendo acido
acético, diacetil y
bidxido de carboneo

Proteinasa producida
sobre el sustrato de
a—caseina, pH 6ptimo
6.5

Caracteristicas fisiolégicas

Accién Bioquimica

Hidrélisis del almidén

Hemolisis

Amoniaco

Tirosine

Negativa
Alfa (ligero) hasta
Gama (no) hemolisis

No formado para 4%
de Peptona o Arginina

Negativa

Negativa, puede
mostrar un poco
verde ligero

Formado de 4% de
Peptona

No descarboxilada
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Licuefaceién o
digestion de 1a
proteina
Gelatina

Sangre

No hay licuefaccién

No hay hemolisis sobre
la placa de sangre

No hay licuefaccién

Reacciones indicadoras

Leche litmus Acido, reduccion Reduccion completa
completa antes de antes de coagulada,
coagulado; linea roja acido, los cultivos
sobre el exiremo; jovenes reducen el
separacion de la teche indicador con fa tira
cuajada al hacerse roja sobre el extremo;
viscosa; no hay no hay digestion © gas
digestion de caseina
Factores de crecimiento

Oxigeno Anaerobios facultativos Anaercbios facultativos
Temperatura
Optima 30°C Crece a 10°C; 40°C
Minima 10°
Maxima 37°C No crece a 45°C;

Tiempo de muerte
térmica

pH

Tolerancia
Azul de metileno

Penicilina
Cloruro de sodio

Bilis

65°C a 70°C; pueden
sobrevivir a 60°C por
30 minutos

pH final en caido de
glucosa 4.6 a4.0;
inhibido a 8.2 y 9.6

Tolera 0.01% y puede
tolerar 0.1%; rara vez
puede tolerar 0.3%
Sensible

No crece en caldos
conteniendo 4%, no
inhibido con 2%
Crece en agar sangre
con 4.0% de bilis

Algunas clases pueden
sobrevivir a 60°C por
30 minutos

Crece a pH 9.2;
excepto a 9.6

Tolera hasta 0.3%

Crece a 2% y 4% de
solucién salina; puede

no crecer a 6.5%

No inhiben el crecimiento;
no tiene accion el litio
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Faermentacion de
reacclones

®Monosacaridos
Arabinosa
Xilosa
Giucosa

& Disacaridos
Lactosa
Sucrosa
Maltosa
Trialosa

#®Polisacaridos

Rafinosa

Inufina

# Alcoholes y
polialcoholes

Glicerol
Manitol
Sorbitol

@ Glucosidos
Esculin

Salicin

No fermentada
No fermentada

Acido

Acido
Rara vez fermentada
Puede ser fermentada

Variable

Rara vez fermentada

No fermentada

No fermentado
Rara vez fermentado

No fermentado

No hidrolizado

Variable

Variable

Acido

Acido

Acido

No acido; algunas
clases variables

No acido

No acido
No acido

No acido
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2.2.2, Lactobacilius
Las diferencias mas importantes para la tecnologia lactoldgica entre este
género y los Streptococcus esta en su mayor poder acidificante y en su
capacidad proteolitica mas intensa. Mientras que las concentraciones absolutas
de acido lactico formado por las especies de Streptococcus en la leche alcanza
siempre menos del 1% y el valor del pH no es inferior a 4.3-4.5, las especies del
género Lactobacilius acidifican la leche hasta un pH de 3.2-3.5 y un contenido en

acido lactico del 1 hasta mas del 3%. (Demeter, 1971)

Los Lactobacillus estan muy difundidos. En la leche cruda son mucho
menos abundantes que los Streptococcus; por el contrario dominan en diversos
tipos de quesos, especialmente en los que se fabrican a temperaturas
relativamente altas (superiores a 40°C), tras un cierto tiempo. Los Lactobacillus
tienen un papel importante en la preparacion de diversas leches fermentadas
(yoghurth, leche aciddfila, etc.) en las fermentaciones de preductos vegetales;
ensilado, "choucroute”, escabeches; en la fermentacion malolactica de los vinos, y
en las salazones. Se encuentran presentes en la saliva, en las caries dentarias, en

el intestino del hombre y de los animales, etc. (Alais,1970)

El género Lactobacillus se divide en dos grupos: los homofermetativos y
los heterofermentativos. El grupo de los homofermentativos (L. acidophillus y L.
bulgaricus) es aquel que se observa cuando es metabolizada la glucosa, pero no
necesariamente cuando se metabolizan las pentosas, ya que algunos
homolacticos producen acidos acético y lactico cuando se utilizan pentosas. Asi
mismo, el caracter homofermentativo de los homolacticos pueden modificarse en

algunas cepas alterando las condiciones culturales tales como la concentracién de
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glucosa, pH y limitacién de nutrientes. Los homolacticos obtienen el doble de

energia de una determinada cantidad de glucosa que los heterolacticos (Jay,

1978)

2.2.2.1. Lactobacillus acidophillus

Esta ampliamente distribuido y se encuentra en la leche y productos lacteos
y es un comensal del tracto digestivo de los animales. Se utiliza para hacer la
"leche acidificada" y se supone esta relacionado con la caries dental del hombre.
Existe con relativa frecuencia en el intestino de nifios y adultos, sobretodo ¢on una
alimentacion, en la que predominen la leche, azucar de leche y dextrina. Por eso
muchos cientificos admiten,- que este microorganisme sea un componente
necesario de la flora intestinal normal del hombre (no demostrado hasta el
presente). Esto conducira a la fabricacion de diversos productos lacteos, que
contendrian este germen, a los que se atribuye un efecto curativo en trastornos
intestinales patoldgicos, hecho éste tampoco comprobado de una manera general.

(Demeter, 1971)

2.2.2.2. Lactobacillus bulgaricus

Existe en la leche cruda, también en algunos quesos duros; junto con
Streptococcus termophillus, sirve para la fabricaciéon de yogurth tipico, asi como
de ofras formas de leche agria, especialmente de las de los paises templados;
igualmente se utiliza para la acidificacion de setas.(Demeter, 1971)

El Lactobacillus bulgaricus no forma mas que un grupo serologico (E) y
produce el tipo de acido lactico (D). Sin embargo se distingue por sus limitadas
aptitudes para fermentar los azticares; no puede utilizar mas que la lactosa y sus

componentes. (Alais, 1970)
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Cuadro 2.- Caracteristicas mas importantes de L. acidophillus y

i. bulgaricus

L. acidophillus

L. bulgaricus

—
—

i

Taxonomia
Orden Eubacfteriales Eubacteriales
Familia Lactobacillaceae Lactobacillaceae
Tribu Lactobaciileae Lactobacilleae
Género Lactobacillus Lactobacillus
Especie acidophiflus bulgaricus
Tipo X o R, el cual produce
colonias asperas;eY o §, el
cual produce colonias lisas;
la clase R puede dividirse hasta
formar S pero la regresion es
dificil
Caracteristicas celulares
Morfologia Bastones terminacién Bastones, cortos con
redondeada terminacion redondeada
Movilidad Sin movilidad Sin moevilidad
Tincidn Gram pasitivas, los cultivos Gram positivas, los cultivos
viejos pueden volverse gram viejos pueden mostrar
negativas porciones no tefidas
Encontradas Separadas, en pares y cortas | Frecuentemente en cadenas
cadenas
Tamafio 0.6a09por15a60p

Habitat

Productos lacteos

Productos lActeos
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Caracteristicas del cultivo

Sembrar en agar o en agar
tomate

Sembrar en agar inclinado

Sembrar en caldo

Geiatina
Colonias en agar suero
Suero gelatina

Papa

Colonias de larga superficie y
de forma retorcida; el centro es
obscuro y espesao; las colonias
obscuras son irregulares con
fina radiacién

Escaso crecimiento, seco

Fino sedimento viscoso
después de 48 hrs

No crece a 20°C

Circular hasta irregular
No hay licuefaccion

Golonias blanco amarillentas:
algunas veces no crece

Caracteristicas fisiolégicas

Accion bioquimica
Leche

Azucar

Indole de produccién

Nitrito

Coagulacién desde el fondo
hacia arriba; crecimiento lento

i- acido lactico y acidos
organicos volatiles

Coagulacién a 37°C; no hay
gas; no hay descomposicion de
caseina; alta actividad

Negaiiva

No hay formacién de nitrato

Licuefaccion de la proteina
Gelatina

No hay licuefaccion

8IBLIOCTECA Agrononﬁa UAN!
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Fermentacidn de reacciones

$Monosacaridos

Arabinosa
Ramnosa
Xilosa

Glucosa
Fructuosa
Galactosa
Manosa
Sorbosa

®Disacaridos
Lactosa
Sucrosa
Maltosa
Trialosa

#Polisacaridos

No fermentada
No fermentada
No fermentada
Acido, sin gas
Acido

Acido

Acido

Acido, sin gas

Acido, sin gas

Acido

Fermentacién variable

No fermentada

No fermentada

No fermentada
Acido

(fria) no fermentada
Acido

No fermentada
Acido

Variable
Usualmente no acida

Rafinosa Fermentacion variable
Dextrin Algunas clases, accion ligera
Manitol No fermentada
Ducitol No fermentada
Factores de crecimiento
Oxigeno Microaerofilicos Aerbbicos
Temperatura
Optima 37°C 45° a 50°C; organismos de alta
temperatura
Maxima 43° a 48°C
Minima 22°C
No crece 20° a 22°C
Nutricién Careciendo el medio de

pH

carbohidratos; no hay
cracimiento

Crece en medio acido
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Utilizacion industrial

Productos Acido lactico

Procesos Leche de acidophillus Manufactura suero de
manteca, queso crema,
quesas relacionados, yogurth,
otras leches fermentadas.
Cultivos usados para impedir el
desuerado del suero de
manteca durante la
pasteurizacion de crema acida
Usado hasta madurar y formar
gas en quesos . Fermentacion
normal en ensilaje

Utilizaciéon médica

Terapia de varios disturbios
gastrointestinales; la clase R
empleada usualmente

Patogenicidad

No es patégeno para animales
de laboratorio

2.3. METODOS DE CONSERVACION

2.3.1. Conservacion en Refrigeracién
Los cultivos bacterianos pueden mantenerse vivos en los tubos de medio en que
se cultivan transfiriéndolos periédicamente a un medio reciente. Los intervalos de
tiempo entre una y otra transferencia varfan con el microorganismo. Muchas de

las bactertas se conservan viables durante semanas o meses en medios con agar
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nutritive. Cuando se emplea este procedimiento para mantener una coleccion de
cultivos, hay que cerciorares previamente de tres condiciones: el medio adecuado
para cada especie, la temperatura, y el lapso de tiempo a que deben hacerse las
transferencias al medio nuevo. Por ejemplo, Bacillus spp se conserva en agar
nutritivo con tiempos de transferencia de 12 meses o mas, almacenado a 10°C.

(Pelczar, 1978)

Uno de los problemas que presenta este métode es en el almacenaje ya
que los cultivos pueden desarrollar caracteristicas alteradas en subcultivos

prolongados. (Norton, 1981)

2.3.2. Conservacion cubriéndo los cultivos con Aceite Mineral

Muchas bacterias pueden conservarse en buenas condiciones cubriendo su
cultivo en agar inclinado con aceite mineral esterilizado. El aceite debe cubrir por
completo la superficie inclinada, para asegurar lo cual convienen que sobrepase
como un centimetro el extremo superior del declive. El mantenimiento de la
viabilidad por este procedimiento varia con [as especies, pero por lo general es de
varios afios. Algunas especies se conservan en buen estado durante 15 a 20
afos. Este método tienen la singular ventaja de que permite tomar a voluntad una
muestra de cultivo bajo el aceite con el alambre de inoculacion, para sembrarlo en

un medio nuevo, conservando protegido el cultivo original. (Pelczar, 1978)

2.3.3. Conservacion en Congelacion
Aunque la congelacién impide el crecimiento de los microbios, no siempre
determina su muerte. De hecho la congelacidn es uno de los mejores medios de

conservar muchos cultivos microbianos para posterior estudio y es utilizada
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extensamente en los laboratorios de investigacion. En general las células grandes
son mas sensibles a la congelacién que las pequerias y las desprovistas de
paredes celulares mas sensibles que las que las poseen. Incluso en organismos
que soportan la congelacién, generalmente mueren algunas células cuando se
congela un cultivo, probablemente debido a |a formacién de cristales de hielo en el
protoplasma y consiguiente destruccion de la integridad celular. Si una célula
sobrevive a la congelacién interna puede permanecer viable en estado de
congelacion durante largos periodos de tiempo. Esto es realmente una situacion
de vida suspendida, sclamente cuando se deshiela el cultivo puede recompensar

el metabolismo. (Brock, 1973)

La cristalizaciéon del agua por congelacién no puede dudar perturbar el
estado coloidal de la célula. Por otra parte, la mortalidad de la célula puede ser
debido a "muerte salina" o a la concentracion excesiva de cristales asi como la
separacion del solvente puro de la solucién. La congelacién y descongelacion
pueden volverse mas destructivas por alterar el estado coloidal del protoplasma

de la célula (Weiser, 1968)

Una vez congeladas, las células sobrevivientes conservan su viabilidad
indefinidamente si la temperatura es mantenida debajo del punto de congelacién

de las diferentes sales presentes (ca -20°C para NaCl).{Delbecco, 1968)

2.3.4. Conservacion por Liofilizacién
En estado seco la capacidad germinativa de muchas bacterias, y a caso la
mayoria se conservan durante afos. En las colecciones de conservacién de

bacterias, las células vegetativas se secan por lo general en estado congelado
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(liofilizacion) y se conservan a temperatura ambiental o a temperatura baja en el

vacio. (Schlegel, 1979)

En este procedimiento, volimenes pequenos de un cultivo vivo son
colocados en vasos de vidrio. Estos son rapidamente congelados a una muy baja
temperatura esto se logra introduciendolos en una mezcla de hielo seco (diéxido
de carbono soélido) y alcohol (-78°C). Luego se conectan a la conduccion de alto
vacio y las células permanecen firmemente congeladas hasta que toda el agua se
pierde, después los vasos de vidrio son sellados a bajo vacio. (Norton, 1981, y

Pelczar, 1978)

Este procedimiento es el mas eficaz para la conservacion de cultivos.
Muchas especies bacterianas permanecen viables y sin alteracion durante mas de
20 anos conservadas por este método. Las importantes ventajas que presenta
esta técnica son el largo plazo de supervivencia, a la menor oportunidad para
cambios en los caracteres del cultivo, y el pequerio volumen de los viales de
conservacion. En un pequefio espacio pueden almacenarse cientos de cultivos

liofilizados. (Pelczar, 1978)

2.3.5. Conservacion por Desecacidn de cultivos

Son satisfactorios dos métodos. Para desecar por el método de Stamp, se
hace una pequena cantidad de gelatina al 10% en caldo nutritivo y se ahade
0.25% de acido ascérbico. Se aflade una suspensién densa de gérmenes antes
de que el medio gelifique (de manera que se obtenga una densidad final alrededor
de 10 organismos/ml). Se sumergen hojas de papel encerado en cera, se

escurren y se dejan solidificar Se desecan en un desecador de vacio con



22
petoxido de fésforo. Pueden utilizarse en lugar de papel encerado placas de petri
recubiertas de una solucién al 20% de silicona en éter de petrdleo y desecados en

el horno de aire caliente.

El método de Rayson difiere ligeramente. Se usa caldo suero al 10% o
caldo gelatina y se distribuyen en gotas sobre discos de unos 10 cm de diametro
cortados en papel celofan y esterilizados dentro de placas de petri Se secan en un
desecador de vacio sobre petédxido de fosforo. Se guardan en frascos de tapén a

rosca, en el frigorifico. (Collins, 1989)



. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, ubicada en el kildbmetro 17.5 de la carretera Marin-Zuazua en el municipio

de Marin, Nuevo Leon.

La duracién aproximada fue de 7 meses, iniciando en Febrero de 1996 para

terminar en Agosto del mismo afio.

Se utilizaron métodos tradicionales de conservacion de microcrganismos
reportados previamente por diferentes autores (Pelczar, 1978 y Collins, 1989). Las
modificaciones a los métodos para adaptarios a la disponibilidad de material y

equipo se explicaran posteriormente.

3.1. MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo que se utilizaron en esta investigacion fueron; cultivo en
agar lactico y cultivo en caldo lactosado, los cuales se prepararon en el laboratorio

de biotecnologia microbiana y cuyas diferencias se observan a continuacion

(cuadro 3).

8IBLIOTECA Asyonomia U.A.N.{
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Cuadro 3.-Preparacion de medios de cultive para un litro de Agua.

Agar Lactico

(medio sélido)

Caldo lactosado

(medio liquido)

Agar de Soya
Triptocaseina
Caldo de Soya
Triptocaseina
Extracto de Levadura

Gelatina Bacteriolégica

Glucosa
Sacarosa
Lactosa
Cloruro de Sodio
Acetato de sodio
Acido Ascérbico

Agar Bacteriolégico

20 gr

1.5gr
Sagr
15 gr

e

— o —

3.2. BACTERIAS LACTICAS

20gr

Sar

Sgr
509r
59r
4gr
1.5gr
Sqgr

En esta investigacion se utilizaron las siguientes bacterias lacticas: S.

lactis, S. cremoris, L. bulgaricus v L. acidophillus; obtenidas del cepiario del

laboratorio de biotecnologia microbiana de la Facultad de Agronomia en la

Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.
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3.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS
En esta investigacion fue necesario hacer pruebas bioquimicas para poder

diferenciar a Streptococcus cremoris de Streptococcus lactis.

Las pruebas bioquimicas diferenciales que se utilizaron fueron las
reportadas para estas especies (Morris, 1860). Una de las pruebas consistieron en

el crecimiento en caldo lactosado con NaCl. (Cuadro 4)

Se prepararon 4 matraces modificados (matraz Erlen Meyer 50 ml con tubo
de ensayo para lectura de espectrofotometro) para cada bacteria con 10 ml de
caldo lactosado y su respectiva concentracion de NaCl (0%, 2%, 4%, 6.5%); a
cada concentracién se le hicieron dos repeticiones. Después se procedid a
sembrar con 8. cremoris y S. Jactis respectivamente; se incubaron a 35°C por 24
hrs, y se determind su crecimiento midiendo la turbidez como densidad optica a
686 nm, en un espectrofotometro marca Spectronic 21DUV, modelo Milton Roy

332279.

Cuadro 4.-Comportamiento general del crecimiento de S. factis y S.
_cremoris bajo diferentes concentraciones de NaCl (Morris, 1960)

Crecimiento en Densidad Optica

NaCl Control S. lactis S. ecremoris
0% 0 v v
2% 0 v v
4% 0 v e
6.5% 0 0 0

|
r
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Oftra prueba consistio en el crecimiento en agar lactico con azul de metileno

(Cuadro 5)

Se prepararé agar lactico para las 6 concentraciones de azul de metileno
(0, .01, .1, .2, .3, .5), luego se llenaron 2 cajas de petri para cada concentracién (2
repeticiones) se inocularon las 2 especies de bacterias y se dejaron en incubacién

a 35° C por 24 hrs. Se reporta el crecimiento bacteriano.

Cuadro 5.-Comportamiento general del crecimiento que deben mostrar
S. lactis y S. cremoris bajo diferentes concentraciones de
azul de metileno (Morris, 1960).

% de Azul de Metileno Control S. lactis S. cremoris

(Solucion al 4%)

0 0% 0 v v
.01 .0625% 0 v v
A 625% 0 v v

2 1.35% 0 v ?+
3 1.875% C v 0

5 3.75% 0 0 0

Las bacterias identificadas se aislaron en medio de cultivo (agar lactico) y

se almacenaron en refrigeracion a 4°C para su uso posterior.
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3.5. METODOS DE CONSERVACION
3.5.1. Conservacién en Refrigeracion

3.5.1.1. Medio Liquido

Se prepararocn 4 matraces con 35ml de caldo lactosado (Cuadro 3)
para cada una de las 4 bacterias lacticas (S. lactis, S. cremoris, L. buigaricus,
L. acididophillus) los cuales fueron sembrados respectivamente y se dejaron
incubando a 35°C por 24 hrs. Para cada uno de los matraces se llenaron 7 tubos
estériles con 4 ml de caldo lactosado con los microorganismos y se conservaron

en refrigeracion a 5°C.

3.5.1.2. Medio Sdlido -
Se prepararon 7 tubos con agar lactico (Cuadro 3) inclinado para
cada una de las bacterias lacticas, inoculandolos respectivamente. Se incubaron a

35°C por 24 hrs, para posteriormente pasarse a conservar en refrigeracion a 5°C.

3.5.2. Conservacion en Congelacion
3.5.2.1. Medio Liquido
Al igual que en el tratamiento anterior se inocularon los matraces que
contenian medio liquido (caldo lactosado) con cada una de las bacterias lacticas y
se repartieron 4 ml de muestra en 7 tubos de ensayo estériles de cada uno de los
matraces y se procedio al tratamiento de congelacion (-20°C), pero previo a este

se bajo la temperatura poco a poco de 5°C a 0°C y al final -20°C.
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3.5.2.2. Medio Sdlido
Luego de tener 7 tubos con agar lactico inclinado ya inoculado de
cada una de las bacterias lacticas, se pasaran a conservar en congelacion a -20°C

siguiendo el tratamiento descrito previamente.

3.5.3. Conservacion por Desecacidn de cultivos

Se utilizaron 4 matraces con 15 ml de caldo lactosado (Cuadro 1) con
cultivos frescos de 24 hrs de las bacterias lacticas. Luego se prepard agar (2 gr de
agar bactericlogico en 50 ml de agua) para cada uno de los matraces. Se
prepararon 7 cajas de petri las cuales contenian un disco de papel enceradc del
tamano de la caja y esterilizado junto con ella. La mezcla de caldo lactico con
bacterias y el agar como agente gelificante se distribuyé en pequefios circulos en
cada caja, aproximadamente de medio centimetro, incubandose y secandose
posteriormente a 35°C. Ya secas las hojuelas se despegan asepticamente y se
guardan en bolsas de plastico estériles (una para cada caja), se etiquetaron y se

almacenaron en refrigeracién a 5°C.

3.3.4. Conservacion cubriendo los cultivos con Aceite Mineral

Se prepararon 7 tubos con agar lactico (Cuadro 3) inclinado para cada una
de las bacterias lacticas, se sembraron y se incubaron a 35°C por 24 hrs, luego se
agregd aceite mineral estéril hasta cubrir la parte superior del declive y

posteriormente se dejaron en refrigeracién a 5°C.

3.5.5. Conservacién por Liofilizacién
Se prepararon 50 ml de caldo lactosado (Cuadro 3) para cada una de las

cuatro bacterias lacticas, se sembraron respectivamente una en cada matraz y se

QIBLICTECA Asronomia U, AN T
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incubaron a 35°C por 24 hrs; para posteriormente bajaries la temperatura
gradualmente como sigue de 5°C, a 0°C, y después -20°C. Luego se conectaron
los matraces al liofilizador marca Lyph-Lock 4.5L, modelo Labconco 77510 y se
aplicé el alto vacio (menos de .01mmHg), después de haberse completado |a
desecacion se recuperaron las muestras para cada bacteria, conservandolas en
cada matraz a temperatura ambiente. De estos matraces se tomaron muestras

para analisis posteriores

3.4. REACTIVACION DE BACTERIAS

3.4.1. Reactivacion de bacterias Congeladas, Refrigeradas y con
Aceite Mineral

Se tomaron muestras de las bacterias conservadas bajo estos tres métodos
y se reactivaron sembrando 5 repeticiones en cajas de petri con agar lactico. De
las 7 repeticiones se reactivaron 5 de ellas a [as 3 semanas, 6 semanas, 9
semanas y a las 14 seman_as, en el dltimo tratamiento se reactivaron las 7
repeticiones (2 de ellas sirviendo de control de tratamiento desde su incubacion

hasta el final).

3.4.2. Reactivacion de bacterias Desecadas y Liofilizadas

Para estos tratamientos fue necesario primero reactivar las bacterias
lacticas en caldo lactosado; para posteriormente en cajas de petri con agar lactico
sembrarlas con una asa y determinar cualitativamente la presencia de bacterias

|acticas. Las 7 repeticiones se muestrearon de acuerdo a lo descrito previamente.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. PRUEBAS BIOQUIMICAS

Para la realizacidn de esta investigacion se hicieron dos pruebas bioguimicas
diferenciales para identificar a S. lactis de S. cremoris, las cuales consistieron en
crecimiento en caldo lactosado con diferentes concentraciones de NaCl y
crecimiento en agar lactico para diferentes concentraciones de azul de metileno;
estas mostraron que las dos especies que se tenian correspondian con las que se
querian ftrabajar, ademas de que sus caracteristicas morfoldgicas observadas

mediante tincidén correspondian a cada una de ellas (Ver tabla 1 en caracteristicas

celulares)

4.2, INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.2.1. Metodologia

Para la realizacion de esta investigacion fue necesario usar una escala

cualitativa para clasificar los resultados (ver cuadro 6)

Cuadro 6. Escala cualitativa para clasificar los resultados

Escala Clasificacion
1 Casi nulo

2 Muy poco

3 Poco

4 Regular




5 Abundante
6 Muy abundante
7 Demasiado abundante

Los resultados se analizaron comparando las medias de calificacién de los
diferentes tratamientos. Debido a que l|la variable analizada no cuenta con
distribucién normal, no se realizé comparacion estadistica; esta comparacion no es
necesaria debido a que los resultados son muy contrastantes entre los diferentes

métodos de conservacion y bacterias.

4.2.2. Comparacion de siete métodos de conservacion de bacterias

En esta grafica 1 se muestra el comportamiento de los siete métodos de
conservacion durante los cuatro muestreos, donde se observo que en los métodos
de conservacion con aceite mineral, congelacion y refrigeracién en medio solido se
mantuvieron constantes; mientras los métodos de congelacion y refrigeracion en
medio liquido disminuyeron la viabilidad de las bacterias durante los muestreos. Los
métodos que respondieron mejor fueron liofilizaciéon y desecaciéon de cultivos siendo

este Ultimo el mas satisfactorio.

4.2.3. Comparacion de cuatro bacterias acidolacticas durante cuatro
muestreos

En la grafica 2 se muestra el comportamiento de las cuatro bacterias
acidolacticas, donde se observa que Lactobacillus bulgaricus y acidophillus se
mantuvieron constantes durante los muestreas con buena viabilidad, siendo el mas
viable L. bulgaricus. Los Streptococcus cremoris y lactis no respondieron tan

satisfactoriamente pues decrecieron su viabilidad a medida que el tiempo pasaba.
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4.2.4. Comparacién de sies métodos de conservacién para cuatro
bacterias acidolacticas a las tres semanas de almacenamiento.

La grafica 3 muestra que a las tres semanas el mejor método de
conservacion para todas las bacterias fué desecacion de cultivos siguiendole el
método de liofilizacién para el caso de los Lactobacilius, mientras para los
Streptococcus los metodos de congelado y refrigerado en medio liquido. En el
caso de L. acidophillus no funcion6 bajo el método de congelacion en medio
liguido, para los Streptococcus el método que no les favorecid fue el de
conservacion en aceite mineral;, mientras que L. bulgaricus respondi6 bien a casi

todos los métodos de conservacion.

4.2.5. Comparacion de siete métodos de conservacion para cuatro
bacterias acidolacticas a las seies semanas de almacenamiento.

La grafica 4 muestra que los mejores métodos de conservacion para
todas las bacterias a las seis semanas fueron desecacién de cultivos y
liofilizacion. El método que no resultd bueno para los Steptococcus fue el de
conservacion con aceite mineral, mientras que para L. acidophillus lo siguid
siendo el congelado en medio liquido. Al igual que en el resultado de las 3
semanas L. bulgaricus siguid respondiendo bien a los métodos de

conservacion a las seis semanas.

4.2.6. Comparacion de siete métodos de conservacién para cuatro
bacterias acidolacticas a las nueve semanas de almacenamiento.
Se muestra en la grafica 5 que a las nueve semanas los métodos de

desecacion de cultivos y liofilizacién siguen siendo los mejores y que los demas

ACLICT™CA Az noris U.AT!



Grafica 3: Comparacién de 7 métodos de conservacion para 4

bacterias acidolacticas a las tres semanas de almacenamiento
: Viabilidad
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Gréfica 4: Comparacion de 7 métodos de conservacion para 4
bacterias acidolacticas a las seis semanas de almacenamiento
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Gréfica 5: Comparacion de 7 métodos de conservacion para 4
bacterias acidolacticas a las nueve semanas de almacenamiento
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métodos permanecieron casi constantes para el caso de los Lactobacillus;

mientras para los Streptococcus siguen disminuyendo su viavilidad.

4.2.7. Comparacion de siete métodos de conservacién para cuatro
bacterias acidolacticas a las catorce semanas de almacenamiento.

En la ultima grafica se observaba que para estas bacterias las catorce
semanas (grafica 6) el mejor meétodo de conservacidn sigue siendo la
desecacion de cultives, seguido del liofilizado y para lo cual hay informacion
que asf lo acredita. (COLLINS, 1989)

Los Streptococcos resultaron ser los que no tan facil se adaptaban a
los métodos de conservacion y se comprobé con lo publicado por algunos
autores. (CARPENTER, 1989)

El método que tuvo menor aceptacién fué el de congelacién en medio
liquido, ya que la cristalizacion del agua por congelacién perturba el estado
coloidal de la célula y congelar y descongelar varias veces termina por destruir
la célula, por lo cual cabe mencionar que se obtuvo informacién al respecto

que comprobaba lo antes mencionado. (WEISER, 1962)
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Grafica 6: Comparacion de 7 métodos de conservacion para 4
bacterias acidolacticas a las catorce semanas de
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V. CONCLUSIONES

El método de conservacion que resultd mejor para todas las bacterias
durante los cuatro muestreos fue la desecaciéon de cuitivos seguida de Ia

liofilizaciéon.

Con respecto a los deméas métodos cabe mencionar que hay variacion

en los resultados para cada una de las bacterias.

Los métodos que resultaron no ser tan buenos fueron congelacidn y

refrigeracion en medio liquido.

Los Lactobacillus resultaron funcionar mejor para estos meétodos de
conservacion que los Streptococcus; siendo L. bulgaricus el que mejor se

conservo.



VI. OBSERVACIONES

Es importante mencionar que algunos de los métodos presentaron
desventajas que no los hacen tan recomendables como es en el caso del
método de refrigeracién en medio sélido que después de las tres semanas se
comenzaba a secar la superficie del cultivo haciendo dificil sacar muestra al

momento de reactivar.

El método de aceite mineral presentd problemas de coloracién en el
cultivo al igual que algunas muestras de refrigeracion en medio sélido que se

obscurecieron.

El método de congelacién en medio liquido resultd no ser muy bueno
debido a que al descongelar y congelar de cada muestreo disminuia la
viabilidad de las bacterias, va que las dos repeticiones gque se mantuvieron sin
descongelar hasta el Oltimo muestreo, mostraron mas viabilidad para el caso

de los Lactobacillus



Vil. RESUMEN

Las bacterias acidolacticas son, probablemente, el grupo de bacterias de
maxima importancia para la industria de la leche, asi como de una gran
variedad de productos. Es entonces por esto que se le ha tratado de buscar el
mejor método para su conservacion.

En esta investigacion se evalud la conservacion de bacterias [acticas en
base a siete métodos que corresponden a: conservacion cubriendo los cultivos
con aceite mineral, refrigeracion en medio liquido, refrigeracion en medio
sélido, congelacién en medio liquido, congelacion en medio sélido, desecacion
de cultivos y liofilizacion.

Se utilizaron cuatro tipos de bacterias acidolacticas (L. bulgaricus, L.
acidophillus, S. cremoris y S. lactis); de las cuales se tenian siete
repeticiones de cada una para cada uno de los métodos de conservacién. De
las siete repeticiones se reactivaron cinco de ellas a las 3 semanas, 6
semanas, 9 semanas y a las 14 semanas se reactivaron las siete repeticiones
(donde 2 de las repeticiones sirvieron de control desde su incubacion hasta el
final).

E! método que funciondé mejor fue la desecacién de cultivos, luego le
siguid la liofilizacion que también tuvo buena aceptacidn. Las bacterias que
resultaron conservarse mejor fueron los Lactobacillus en especial L.
bulgaricus. El método que tuvo menor aceptacidén fue el de congelacion en

medio liquido.
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IX ANEXO

Tabla 1. Medias de los métodos de conservacion durante los cuatro

muestreos.
Método 3 Selp_;anas =§ Ser=nana:s___ 9 Semanas g Semanas

M1 4.06 4.01 4 3.92
M2 4.39 3.37 3.15 2.03
M3 5 4.33 3.40 241
M4 4.50 443 447 4.06
M5 3.81 3.57 3.70 3.77
M6 5.75 6.90 6.20 6.50
M7 5 4.80 5.05 4

Nota: M1-Aceite mineral, M2-Congelacién en medio liquido, M3-Refrigeracion en

medio liquido, M4-Congelacién en medio solido, M5-Refrigeracion en

s6lido, M6-Deshidratacidén, M7-Liofilizacion.

Tabla 2. Medias de las bacterias durante los cuatro muestreos.

medio

S —
S—

Bacteria | 3Semanas | € Semanas | 9 Semanas | 14 Semanas
L. bulgaricus 9.71 5.82 5.94 5.65
L. acidophillus 5.22 5.26 5.24 4.93
S. cremoris 3.78 2.98 2.82 2.34
S. lactis 3.85 3.86 3.12 2.30




IX ANEXO

Tabla 1. Medias de los métodos de conservacion durante los cuatro

muestreos. _

Método 3 Semanas =6 Semanas 9 Semanas | 14 St.emanalsr.=
M1 4.06 4.01 4 3.92
M2 4.39 3.37 3.15 2.03
M3 2 4.33 3.40 241
M4 4.50 443 4.47 4.06
M5 3.81 3.57 3.70 3.77
M6 5.75 6.90 6.20 6.50
M7 5 4.80 5.05 4

Nota: M1-Aceite mineral, M2-Congelacion en medio liquido, M3-Refrigeracion en

medio liguido, M4-Congelacion en medio sélido, M5-Refrigeracibn en  medio
solido, M6-Deshidratacion, M7-Liofilizacion.
Tabla 2. Medias de las bacterias durante los cuatro muestreos. .
Bacteria 3 Semanas | 6 Semanas | 9 Semanas | 14 Semanas
L. bulgaricus 5.71 5.82 5.94 5.65
L. acidophillus 522 5.26 5.24 4.93
S. cremoris 3.78 2.98 2.82 2.34
S. lactis 3.85 3.86 3.12 2.30




Tabla 3. Medias de las bacterias en cada uno de los métodos de

conservacion a las 3 semanas de almacenamiento.
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Bacteria M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
L. bulgaricus 6 B 5 5 5 7 7
L. acidophillus 6 2.56 5 5 S 6 7
S. cremoris 2 5 5 4 2.25 5 3
S. lactis 224 5 5 4 2.72 5 3
Tabla 4. Medias de las bacterias en cada uno de los métodos de
- =conservaci6n a las 6 semanas d_g almacenamiento. —
Bacteria wm | m2 | m3 | me | ms | ms | mr
L. bulgaricus 6 5 5 6 5 7 6.80
L. acidophillus 6 2.48 9 5 5 7 6.40
S. cremoris 2 2 2.32 2.72 2.08 6.80 3
S. lactis 2.04 4 5 4 2.20 6.80 3
Tabla 5. Medias de las bacterias en cada uno de los métodos de
conservacién a las 9 semanas de almacenamiento.
Bacteria M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
L. bulgaricus 6 5 5 5.80 5.80 7 7
L. acidophillus 6 2.08 4.60 5 5 7 7
S. cremoris 2 2 2 3.36 2 5.20 | 3.20
S. lactis 2 3.52 2 3. 72 2 5.60 3
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Tabla 6. Medias de las bacterias en cada uno de los métodos de
conservacion a las 14 semanas de almacenamiento.

Bacteria M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
L.bulgaricus 6 4.60 4 6 6 7 6
L. acidophiflus | 5.64 1.48 3.64 5.80 ) 7 6
S. cremoris 2 1 1 2.40 2.04 6 2
S. lactis 2.04 1.04 1 2.04 2.04 6 2

12673







