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RESUMEN 

Las caseínas constituyen una familia de proteínas para las que  se han definido 

múltiples actividades biológicas. Muchas de éstas han sido localizadas en fracciones 

polipeptídicas específicas obtenidas por tratamiento lítico de la molécula con enzimas 

específicas. Algunos de estos péptidos mostraron actividad modificadora de la 

proliferación de células, la cual es dependiente de la concentración inicial del 

hidrolizado en el medio de cultivo y se manifiesta por la promoción o inhibición de la 

proliferación celular. Así por ejemplo, la suplementación con dichos péptidos permite 

reemplazar entre el 25 y el 50 % del contenido de suero fetal necesario para sostener 

la velocidad de proliferación normal para una determinada línea celular en desarrollo.  

Hasta el momento el estudio de la acción del hidrolizado y sus fracciones solamente 

se había realizado sobre líneas celulares específicas, razón por la cual en el presente 

trabajo se procedió a investigar la acción de éstos en el crecimiento de bacterias ácido 

lácticas (BAL) y sobre las propiedades tecnológicas de las mismas. 

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados en la presente investigación, se 

realizaron los siguientes estudios experimentales:  

 

# Se fraccionó el hidrolizado caseínico comercial utilizando Cromatografía de Filtración 

por geles. Se separaron cuatro fracciones, pero teniendo en cuenta los resultados 

obtenidos en estudios previos, se trabajó únicamente con una de ellas, la denominada 

fracción A. 

# Se ensayó la evolución poblacional de las cepas de bacterias ácido lácticas 

de colección propia, usando los siguientes medios de cultivo:  

             - Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con 

un     2% (p/v) de hidrolizado total de caseína (Sigma).  



           - Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un  2% 

(p/v) de hidrolizado de caseína fraccionado (fracción A). 

     - Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un 

4% (p/v) de hidrolizado de caseína fraccionado (fracción A).  

          - Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un  2% 

(p/v) de peptona de carne (medio para comparación). 

           - Caldos MRS o M17 (Merck), utilizados como medios de referencia.  

Se estudió el crecimiento de cepas de BAL pertenecientes  a los géneros 

Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus y Streptococcus, de colección propia, 

obtenidas de alimentos fermentados, fermentos comerciales y artesanales y materias 

primas alimentarias de la región: 

           Enterococcus faecalis  E24  (cepa aislada a partir de leche cruda)                   

           Enterococcus faecalis  E30  (cepa aislada a partir de leche cruda)                    

     Enterococcus faecium  E23  (cepa aislada a partir de leche cruda)                

     Streptococcus thermophilus  Ch3-4 (cepa  aislada  a  partir  de  starter   

           láctico comercial) 

 Lactococcus lactis  subsp. lactis Sf 1-1 (cepa  aislada  a  partir  de  suero          

fermento artesanal) 

Lactobacillus plantarum  Lp31 (cepa aislada a partir de embutido cárnico)        

     Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lb 92  (cepa aislada a partir         

      queso de producción industrial) 

 



# Se estudiaron propiedades tecnológicas de las mismas cepas de BAL, tales como: 

  * Actividad acidificante.        * Actividad lipolítica. 

  * Actividad proteolítica.        * Capacidad de producción de bacteriocinas. 

  * Capacidad de crecimiento en leche. 

 

Los resultados obtenidos en las diferentes experiencias realizadas permiten expresar 

las siguientes apreciaciones: 

 Comparando las cinéticas de crecimiento determinadas para todas las cepas 

de bacterias del ácido láctico en estudio, sean éstas cocos o bacilos, puede 

afirmarse que el medio más adecuado para seis de las siete cepas ensayadas 

ha resultado ser el lactosuero con la adición de hidrolizado caseínico total. La 

excepción la constituye la cepa de L. lactis subsp. lactis  Sf 1-1, para la que se 

ha comprobado que la máxima concentración celular se consigue en lactosuero 

adicionado con la fracción A al 4% (p/v); sin embargo, para esta cepa también 

se ha determinado que el lactosuero con  agregado de hidrolizado caseínico 

total permite alcanzar una población cuantitativamente semejante y en menor 

tiempo de cultivo. También se aprecia que, para la cepa de E. faecium E23, la 

de S. thermophilus Ch 3-4 y las dos de Lactobacillus, el medio que ocupa el 

segundo lugar en cuanto a conveniencia es el lactosuero con adición de la 

fracción A al 4% (p/v). 

 La actividad acidificante resultó variable de cepa a cepa, aún dentro de un 

mismo género bacteriano, y su tendencia a aumentar o disminuir, según el 

medio utilizado para la propagación, también ha sido variable para cada cepa y 

en función del tiempo al que se determinó dicha actividad. 



Sin embargo, en todos los casos se observó un mayor aumento de la acidez en 

función del tiempo cuando el medio de desarrollo era suero de quesería con 

fracción caseínica A al 4 % (p/v), detectándose en este caso los valores más altos 

de acidez total luego de 48 h y/o 5 días de incubación. 

 Un mayor grado de actividad lipolítica se observó cuando las cepas fueron 

previamente propagadas en el medio formulado en base a suero de quesería 

con la adición de la fracción A al 4% (p/v). También pudo apreciarse que en 

todos los casos el uso en la propagación previa de lactosuero con el agregado 

del hidrolizado caseínico total al 2% (p/v), se tradujo en un grado de actividad 

mayor de los respectivos sistemas lipolíticos que el determinado cuando la 

propagación de las cepas se efectuó en el medio de referencia (Caldos M17 o 

MRS, Merck). 

 Para todas las cepas ensayadas, la mayor actividad proteolítica se 

obtuvo cuando fueron previamente propagadas en los medios de 

referencia (Caldos MRS o M17,  Merck). 

Resulta absolutamente claro de los estudios realizados que, como 

quizás era lógico esperar, el desarrollo de bacterias ácido lácticas en 

lactosuero con agregado de hidrolizados caseínicos no produce ningún 

estímulo favorable sobre sus sistemas enzimáticos proteolíticos.. 

 En lo que respecta al análisis de la capacidad bacteriocinogénica, se 

estudiaron sólo 4 de las 7 cepas en ensayo en el presente trabajo, las 

que fueron seleccionadas en función de los resultados arrojados por 

estudios previos relativos a su capacidad inhibitoria del crecimiento de 

otras especies bacterianas. 

Para las cepas de E. faecium E 23 y E. faecalis E 24 se obtuvieron 

resultados comparables utilizando Caldo M17 (Merck) o lactosuero 



adicionado con el 2% (p/v) de hidrolizado caseínico total, En cambio, al 

utilizar lactosuero con el agregado del 4% (p/v) de la fracción A para el 

cultivo de estas dos cepas, los sobrenadantes libres de células 

obtenidos mostraron una actividad inhibitoria de las cepas blanco 

marcadamente disminuida, excepto en el caso del sobrenadante de 

cultivo de la cepa E 24 frente a E. coli y a Pseudomonas sp. 

Para las otras dos cepas estudiadas (E. faecalis E 30 y L. plantarum Lp 31) los 

resultados fueron diferentes, dado que en ambos casos la capacidad 

antibacteriana frente a todas las cepas blanco fue superior cuando los 

sobrenadantes libres de células de ambas cepas bacteriocinogénicas se 

obtuvieron a partir de cultivos en Caldos M17 o MRS (Merck).   

 Con respecto a la capacidad de desarrollo en leche, para las tres cepas de 

enterococos se evidenció un buen crecimiento cuando las mismas fueron 

previamente propagadas en lactosuero con el agregado de hidrolizados 

caseínicos, 

 Para las dos cepas de lactococos se observó coincidencia en cuanto a que las 

mayores concentraciones celulares en leche se obtuvieron cuando la 

propagación previa se realizó en el medio sintético de referencia. 

 Para las dos cepas de  lactobacilos estudiadas se observaron diferencias entre 

ellas, evidenciando una de ellas mejores resultados en lactosuero con el agregado 

de hidrolizados caseínicos y la otra con el uso de los medios comerciales. 

 

En función de estos resultados generales previamente expuestos en forma resumida, 

es posible formular las siguientes conclusiones: 



 Se ha demostrado el efecto promotor del crecimiento que poseen los 

hidrolizados caseínicos sobre las BAL. Se ha determinado la mayor 

conveniencia, prácticamente en todos los casos, del agregado del hidrolizado 

caseínico total, quedando en segundo lugar el uso de la denominada fracción 

A. 

 Se ha podido comprobar el efecto estimulante que poseen los hidrolizados 

caseínicos incorporados al lactosuero sobre algunas de las propiedades de 

interés tecnológico-alimentario que poseen las BAL. En particular se pueden 

destacar los efectos estimulantes verificados sobre las actividades acidificante 

y lipolítica, y sobre la capacidad bacteriocinogénica y la de crecimiento en 

leche de algunas de las cepas ensayadas. 

 

Por último y a modo de conclusión general, es posible afirmar que el empleo de 

lactosuero con el agregado de estos hidrolizados como medios de cultivo para la 

propagación industrial de BAL, plantea un uso novedoso de los mismos y una 

alternativa para reemplazar a medios de cultivo importados de alto costo. Conviene 

aquí destacar la necesidad de obtener grandes volúmenes de cultivos de estos 

microorganismos por parte de la industria láctea, así como el interés en tener 

alternativas para la utilización de medios de cultivo que en su mayoría son importados 

y costosos.  

El diseño de medios de cultivo de bajo costo a partir de subproductos  de la industria 

láctea es una alternativa tecnológica para satisfacer en parte las necesidades tanto de 

industrias que producen cultivos starters de BAL como de aquellas que en el proceso 

de elaboración requieren una propagación in situ de estas bacterias.  

No debe olvidarse que el lactosuero es un producto de desecho de la industria láctea, 

cuya eliminación presenta inconvenientes ambientales por su alta DQO y DBO. Por lo 



tanto, el uso de lactosuero enriquecido con hidrolizados caseínicos como medio para 

la propagación industrial de cepas de BAL, plantea un uso novedoso de este 

subproducto y ofrece al sector lácteo una alternativa más económica al empleo de 

medios de alto costo, logrando al mismo tiempo minimizar los impactos negativos en el 

ambiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

1.1. COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LA LECHE  

La leche es un alimento complejo de origen animal. Su composición aproximada es la 

siguiente: 5% de lactosa, 3-4 % de proteínas, 4 % de lípidos, 0,7 % de sales 

minerales, correspondiendo el porcentaje restante al agua. De estos constituyentes 

depende el valor nutricional de la leche y de los productos alimentarios que de ella se 

obtienen (Desmazeaud, M., 2000). 

Las proteínas de la leche son las proteínas animales que desde hace más 

tiempo y en mayor cantidad consume el hombre. La leche de vaca es la mejor 

conocida; su producción es la más importante, porque se la utiliza para 

reemplazar a la leche materna y como alimento proteico esencial para adultos 

(Cheftel J.C.et al, 1989). 

La función natural de las proteínas de la leche es de suministrar a los 

mamiferos jóvenes los aminoácidos esenciales requeridos para el desarrollo 

muscular y de otros tejidos que contengan proteínas (Fox P. et al, 1998).  

En la leche normal el contenido medio de proteínas es de 30-35 gramos por litro, lo 

que representa el 95 % del nitrógeno total de la leche. Alrededor del 80 % de las 

proteínas se encuentran bajo la forma de complejos macromoleculares, que contienen 

una parte mineral (especialmente fosfato de calcio) y que son conocidas como micelas 

(Cheftel J.C. et al, 1989).  

 

 



Tabla Nº 1: 

En la siguiente tabla se observan las concentraciones de las proteínas más 

importantes de la leche vacuna y humana (Cheftel J.C. et al, 1989): 

Proteínas                           Concentración (g/L) 

    Bovina     Humana 

Total caseínas  26,0   3,6 

      s1-caseína  10,0    -- 

      s2-caseína   2,6    -- 

      -caseína              9,3    -- 

      -caseína              3,3    -- 

      γ-caseína              0,8    -- 

Total proteínas solubles 6,3  67,3 

      -Lactoglobulina             3,2    -- 

      -Lactoalbúmina            1,2             1,9  

      Inmunoglobulinas           0,7   1,3 

      Seroalbúmina                 0,4   0,4 

      Lactoferrina                    0,1   1,5 

      Lactoperoxidasa            0,03    -- 

Lisozima                             0,0004                0,1 

Proteosa-peptona              1,2    -- 

Glicomacropéptidos           1,2    -- 

Otras                                  0,8                      1,1 

 



1.2. CASEÍNA  

La caseína es el componente proteico mayoritario de la leche, constituyendo un 80 % 

de la fracción proteica total. Se encuentra bajo la forma micelar y posee hasta un 8 % 

de constituyentes minerales, representando de esta manera el 27 % del calcio total de 

la leche, con una concentración de 1,2 g/L (30 mM) (Rivadeau-Dumas B., 1981).  

La caseína bovina está compuesta por cuatro componentes; s1-, s2-, - y - caseína; 

la humana consiste principalmente en - y  - caseína. 

Existe una variación considerable, en la proporción relativa de las caseínas según las 

especies (Ginger M. et al., 1999). 

Las caseínas, a causa de su estructura macromolecular tan particular, son fácilmente 

aislables por centrifugación o precipitación isoeléctrica a pH 4,6.   

Inicialmente se consideraron como una sustancia homogénea, pero Lindstrom-Lang et 

al. (1925) demostraron que estaba compuesta por dos fracciones diferentes; una que 

precipitaba en presencia de calcio, las caseínas sensibles al calcio, y otras 

responsables de la estabilidad  del precipitado, caseínas no sensibles al calcio. En 

1984, el Comité sobre Nomenclatura y Clasificación de la Asociación de Ciencia de 

Lechería Americana (American Dairy Science Association) propuso adoptar una 

nomenclatura para las caseínas bovinas, llamándolas, αs1, αs2,  β y κ- caseína, 

adoptando también esta nomenclatura para las proteínas de la leche de otras especies 

(Ginger M. et al., 1999). 

Las caseínas son una familia de proteínas fosforiladas que se encuentran en la leche 

formando agregados conocidos como micelas, siendo éstas las responsables del 

transporte de una gran parte de los minerales (calcio y fósforo) requeridos para el 

desarrollo de las distintas especies (Horne D., 2002). 



La fracción no sedimentable, llamada “proteínas solubles” o “proteínas del lactosuero”, 

está constituida por proteínas globulares. Dentro de éstas encontramos las proteosa-

peptonas (PP), que corresponden a sustancias glicoproteicas con un volumen 

molecular intermedio entre el de las proteínas y el de los péptidos (Alais Ch., 1985). 

 

1.2.1. Heterogeneidad 

Si las proteínas de la leche se someten a un fraccionamiento electroforético (en gel de 

poliacrilamida) en presencia de un agente disociante o reductor, se pueden identificar 

varias fracciones. En efecto, algunas proteínas suelen tener varios niveles de 

fosforilación (s1-caseína) o de glicosilación (-caseína), y además todas estas 

proteínas presentan polimorfismo genético.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig Nº 1: Electroferograma de caseinato de sodio en gel de poliacrilamida, realizado en buffer tris-

hidroximetilamina, 5M de úrea  a pH 8,9. (Fox P. et al., 1998) 

En la actualidad se conocen cinco variantes para la s1-caseína (A, B, C, D y E), dentro 

de éstas se las subdivide en s1-CN-9P y s1-CN-8P. Donde CN es el gen productor y, 

8 y 9 P son el número de residuos fosfatos. 



La s2-caseína posee cuatro variantes (A, B, C y D), a su vez subdivididas en s2-CN-

13P o (s2),  s2-CN-12P o (s3), s2-CN-11P o (s4), s2-CN-10P o (s6). 

Se observaron siete variantes para la -caseína (A1, A2, A3, B, C, D, E), a su vez 

subdivididas en las siguientes: γ1-[-CN-1P(f29-209)], γ2-[-CN-1P(f106-209)], γ3-[-

CN-1P(f108-209)] y PP5 [-CN-5P(f1-105)], PP5 [-CN-5P(f1-107)],  

PP8S [-CN-1P(f29-105)], PP8S [-CN-1P(f29-107)], PP8F [-CN-4P(f1-28)]. 

Una variante se observó en la -caseína conocida como -[-CN-1P] (Fox P. et al, 

1998). 

De la misma manera, dos variantes se determinaron para la -lactoalbúmina (A, B) y 

seis para la -lactoglobulina (A, ADR,  B, BDR, C, D) (Cheftel J.C. et al., 1989). 

 

1.2.2. Composición de las caseínas. 

Son proteínas ácidas, por ser ricas en ácido glutámico y aspártico. La β-caseína tiene 

un contenido de prolina notablemente alto; este aminoácido está repartido bastante 

regularmente a lo largo de la cadena peptídica, lo que hace improbable la presencia de 

estructuras ordenadas (hélice  o estructuras ) en cantidades apreciables. La s1-

caseína y la -caseína no poseen cisteína, mientras que la s2 y sus derivados, así 

como la , contienen dos residuos por molécula (Cheftel J.C. et al., 1989). 

 

 

 

 



Tabla Nº 2: Composición química de las caseinas basada en la estructura primaria. 

Acido αS1 αS2 β κ 

Asp 7 4 3 4 

Asn 8 14 8 5 

Thr 5 15 14 9 

Ser 8 6 12 11 

SerP 8 11 1 5 

Glu 25 24 12 19 

Gln 14 16 14 20 

Pro 17 10 20 35 

Gly 9 2 2 5 

Ala 9 8 15 5 

Half Cys 0 2 2 0 

Val 11 14 11 19 

Met 5 4 2 6 

Ile 11 11 13 10 

Leu 17 13 8 22 

Tyr 10 12 9 4 

Phe 8 6 4 9 

Trp 2 2 1 1 

Lys 14 24 9 11 

His 5 3 3 5 

Arg 6 6 5 4 

Pyr or Glu 0 0 1 0 

Total residuos 199 207 169 209 

Peso 

molecular 

23.623 25.238 19.006 23.988 

                

       (Swaisgood H., 1993) 



La composición en aminoácidos de las caseínas les confiere una hidrofobicidad media, 

ligeramente superior a la de la mayoría de las proteínas globulares; esta propiedad les 

permite asociarse muy fácilmente en complejos de elevada masa molecular. 

Una de las características esenciales de las caseínas es el resultado de las 

modificaciones post-translacionales; en efecto, todas las caseínas se fosforilan con 

intensidad variable a nivel de los residuos de serina y treonina. 

La -caseína bovina contiene una parte glucídica compuesta de galactosa, N-

acetilgalactosamina y ácido N-acetilneuramínico. La -caseína del calostro contiene 

además glucosamina. 

Algunas caseínas (γ1
, γ2

, γ
3) resultan de una proteólisis post-translacional de la  - 

caseína, debida probablemente a la acción de mínimas cantidades de plasmina de 

origen sanguíneo. Las peptonas encontradas en la fracción soluble constituyen la 

parte peptídica complementaria resultante de esta proteólisis limitada. 

El conocimiento de las características estructurales de las proteínas de la leche 

permite prever  ciertas propiedades físicas y químicas. Por ejemplo, la carga de la 

caseína a pH 6,6 (normal de la leche), calculada según su composición en 

aminoácidos, fósforo y glúcidos, resulta perfectamente comprobada por electroforesis 

o por las curvas de valoración ácido-base. Sin embargo, la carga de las caseínas en la 

leche puede ser modificada por la fijación de iones como el de calcio; la - caseína 

puede resultar más o menos cargada según su contenido en ácido N-acetil-

neuramínico. En efecto, cada trisacárido o tetrasacárido aporta una carga negativa y 

modifica la masa molar para la -caseína (Mercier J.C., 1981). 

Asimismo, desde el punto de vista isoiónico, los valores experimentales de las 

caseínas resultan muy próximos a los que se calculan según la composición química; 

esto indica que todos los grupos ionizados de las caseínas son accesibles, dado que 



no hay ningún valor anormal de constante de disociación. Pueden hacerse las mismas 

observaciones sobre los valores de volumen específico y de absorción a 280 nm 

(Cheftel J.C. et al., 1989). 

La caseina aporta el 0,85 % del fósforo total de la leche (900mg/L). 

αS1, β y κ-caseína contienen 1.1, 0.6 y 0,16 % de fósforo (en base molar) 

respectivamente. 

 αS1, αS2, β y κ-caseína contienen 8, 10-13, 5 y 1 mol de fósforo por mol. 

El fósforo es muy importante: 

- nutricionalmente, por sí mismo y porque puede ligar grandes cantidades de 

 Ca 2+, Zn 2+ y otros metales polivalentes.  

- aumenta la solubilidad de la caseína. 

- contribuye a la estabilidad de la caseína a altas temperaturas. 

- actúa en la coagulación (Fox P. et al, 1998). 

αS1, αS2 y β-caseína precipitan en presencia de niveles milimolares de calcio iónico, la 

κ caseína no lo hace y en mezclas con otras caseínas inhibe la reacción de 

precipitación formando, en su lugar, entidades coloidales estables (Horne D, 2002).  

Las caseinas son, en consecuencia, susceptibles a la proteólisis, además de  ser 

desnaturalizadas por acción de los ácidos o el calor siendo ésta una característica 

importante en la nutrición neonatal (Fox P. et al., 1998).  

 

 



1.2.3. Estructuras primarias, conformación y propiedades fisicoquímicas de los 

caseínas. 

El conocimiento de la secuencia de los aminoácidos de las diferentes proteínas de la 

leche suministró una gran información sobre las propiedades fisicoquímicas, y permitió 

calcular y/o prever las estructuras tridimensionales de los distintos componentes 

proteicos.  Se admite que las caseínas presentan una estructura poco ordenada, lo 

que facilita la entrada de proteasas en la molécula.  

 

1.2.4. Caseínas. Clasificación. Características estructurales. 

α S1 -caseína 

De las caseínas sensibles al calcio, las α –caseínas se caracterizan por tener una gran 

solubilidad en presencia de calcio. 

La α S1–caseína es la fracción proteica mayoritaria en la leche bovina. Es una proteína 

altamente fosforilada. La secuencia de aminoácidos ha sido determinada directamente 

o inferida a través del secuenciamiento del DNA  Contiene múltiples sitios de 

fosforilación, el sitio principal está entre los residuos 100-110 (Ginger M. et al., 1999). 

Figura N° 2: Secuencia de la α S1–caseína bovina 

MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHQGLPQEV LNENLLRFFV 

APFPEVFGKE KVNELSKDIG SESTEDQAME DIKQMEAESI 

SSSEEIVPNS VEQKHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK  

VPQLEIVPNS AEERLHSMKE GIHAQQKEPM IGVNQELAYF 

YPELFRQFYQ LDAYPSGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP 

IGSENSEKTT MPLW  

Péptido señal: 1-15 

Cadena Polipeptídica: 16-214 

                                      http://www.uniprot.org/uniprot/P02666 



La localización de las cargas y de las cadenas laterales hidrofóbicas es muy irregular. 

Esto le confiere a la molécula un comportamiento bipolar, con un polo globular mucho 

más hidrofóbico y otro polo cargado. 

Cierto número de determinaciones físicas en presencia o no de agentes 

desnaturalizantes o disociantes indican que la  α S1–caseína no se comporta como una 

proteína globular; ésto se debe a la importancia de los grupos carboxilos fuertemente 

solvatados que confieren a la molécula su comportamiento de proteína “naturalmente 

desnaturalizada” (Mercier  J.C. et al, 1971). 

Figura N° 3: Modelo molecular de la estructura terciaria de la α S1–caseína bovina 

(Kumonsinski et al, 1993). 

 

Ref: en la fig. se observan las localizaciones de los residuos de prolina (P) y fosfoserina (SP) en  

α S1–caseína bovina. 

 



En relación a la estructura secundaria de la α S1.-caseína, su estudio por Espectrocopía 

Raman (Byler et al, 1988) evidenció la presencia de un 10 % de α-hélice, 20 % de 

lámina β, 20-35 % de giros β y 33-40 % de no ordenada.  

 

α S2 -caseína 

Es la más hidrofílica de todas las caseínas; esto es debido a que es la más fosforilada 

(10-13 residuos de fosfoserina/mol) y la más rica en residuos aminoacídicos 

catiónicos. Los residuos de fosfoserina están agrupados en tres regiones (residuos 8-

16, 56-61 y 129-133), mientras que las partes hidrofóbicas se limitan a las regiones 

160-207 (zona C-terminal) y 90-120 (zona central). Esta estructura sugiere que las 

interacciones electrostáticas son muy importantes y dependen del pH. Resulta así una 

gran sensibilidad a los iones Ca2+ (Brignon G. et al, 1977). 

 

Figura N° 4: Secuencia de la α S2-caseína bovina. 

MKFFIFTCLL AVALAKNTME HVSSSEESII SQETYKQEKN 

MAINPSKENL CSTFCKEVVR NANEEEYSIG SSSEESAEVA 

TEEVKITVDD KHYQKALNEI NQFYQKFPQY LQYLYQGPIV 

LNPWDQVKRN AVPITPTLNR EQLSTSEENS KKTVDMESTE 

VFTKKTKLTE EEKNRLNFLK KISQRYQKFA LPQYLKTVYQ 

HQKAMKPWIQ PKTKVIPYVR YL 

 
Péptido señal: 1-15 

Cadena Polipeptídica: 16-222 

                                      http://www.uniprot.org/uniprot/P02663 

 

 

 

 

 



En relación a la estructura secundaria de α S2  caseína, Hoagland et al ( 2001), en 

estudios realizados por Dicroismo Circular (DC) y Espectroscopia IR por Transformada 

de Fourier (FT-IR) señalan la presencia de un 24 % de α-hélice por DC, y  32 % por 

FT-IR( región amida I); en lo referente a estructuras  lámina β, 30 y 27 % fueron 

determinados por DC y FTIR respectivamente, mientras que 24 y 31 % corresponden 

a giros β, según DC y  FT-IR. 

 

β-caseína 

La β-caseína está formada por una única cadena y su secuencia se muestra en la 

Figura 5. Tiene una carga neta de –12 a pH 6,6. Posee cinco residuos de fosfoserina; 

la hidrofobicidad y carga neta de varios segmentos de la β-caseína han sido 

analizados, encontrándose que el extremo N- terminal (residuos 1-40) contiene los 

residuos de fosfoserina y la mayor parte de los residuos cargados de la proteína. La 

región C- terminal de la proteína (residuos 136-209) contiene muchos residuos no 

polares (lo que resulta en una alta hidrofobicidad) y solamente dos cortas zonas de 

potencial estructura beta, la que fue propuesta mediante el empleo de algoritmos para 

predicción de estructura secundaria (Creamer et al, 1981). Sobre esta base se ha 

propuesto una estructura anfipática para β-caseína. 

 

 

 

 

 

 



Figura N° 5: Secuencia de la β-caseína bovina  

         

MKVLILACLV  ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESITR 

INKKIEKFQS  EEQQQTEDEL QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP     

IPNSLPQNIP  PLTQTPVVVP PFLQPEVMGV SKVKEAMAPK  

HKEMPFPKYP  VEPFTESQSL TLTDVENLHL PLPLLQSWMH  

QPHQPLPPTV  MFPPQSVLSL SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM  

PIQAFLLYQE  PVLGPVRGPF PIIV  
 
Péptido señal: 1-15 

Cadena Polipeptídica: 16-214 

 

 
                                       http://www.uniprot.org/uniprot/P02666 

 

Uno de los trabajos más recientes sobre estructura secundaria de β-caseína 

empleando Dicroismo Circular y Espectroscopía FT-IR, evidenciaron un contenido de 

α-hélice del 20 % por DC y 29 % por FT-IR; 32 y 34 % de lámina β, 28 y 32 % de giros 

β, 22 y 4 % de estructura no ordenada por DC y FT-IR, respectivamente (Farell et al., 

2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura N° 6: Modelo molecular de la estructura terciaria de la β-caseína bovina 

(Kumonsinski et al, 1993). 

 

 

Ref: en la fig. se observan las localizaciones de los residuos de prolina (P) y fosfoserina (SP) en la β-

caseína bovina. 

 

La molécula presenta un carácter anfipolar muy marcado: la parte N-terminal muy 

polar (1/3 de la molécula) y la parte C-terminal hidrofóbica, conteniendo los 2/3 

restantes de la molécula. El alto contenido en residuos de prolina regularmente 

repartidos presupone una estructura poco ordenada.  

El comportamiento de la -caseína  frente a las proteasas difiere según que la 

molécula se encuentre bajo la forma de monómero o en la micela. En la micela, la α S1-

caseína es más susceptible que la β-caseína a la hidrólisis por proteasas tales como 

pepsina, tripsina o plasmina. 



A baja temperatura (4ºC), la -caseína puede perder la estructura micelar y llegar a ser 

más sensible a la acción de las proteasas (Ali A. et al, 1980). Así las caseínas γ 

provienen de la parte C- terminal de  la -caseína, mientras que el complemento (parte 

N-terminal) está constituido por varias proteosa-peptonas (PP) (Andrews A.T.et al, 

1979; Groves M. L. et al, 1973).  

 

κ-caseína 

No conteniendo nada más que un residuo fosforilado (Ser 149), fija sólo 

algunos iones Ca++, y su solubilidad no resulta afectada por su presencia. 

Posee carácter anfipolar; su parte N- terminal es hidrofóbica y su parte C- 

terminal contiene una zona glucídica muy hidrofílica (carga –10 ó –11 a pH 

6,6); las extremidades con tri o tetrasacáridos (conteniendo el ácido N-

acetilneuramínico), contienen  por  sí  solas una carga negativa global de –16 a 

–17. 

Esta anfipolaridad se manifiesta sobre todo durante la coagulación enzimática de la 

leche por la quimosina, proteasa presente en el cuajo. La acción específica de esta 

enzima durante la reacción primaria de coagulación se traduce en la hidrólisis de un 

sólo enlace entre los residuos 105-106. El caseíno-glicopéptido liberado (106-169) 

contiene en su secuencia los residuos fosforilados y glicosilados, es muy polar y 

soluble. Por el contrario, la parte N-terminal, también llamada κ-para-caseína, cargada 

positivamente a pH 6,6, es muy hidrofóbica y poco soluble;  es la que contiene los dos 

residuos cisteína. 

La observación detallada de la secuencia de la caseína κ es muy útil para comprender 

tanto la protección que le confiere a la micela frente a los iones Ca++ como el 

fenómeno de coagulación por el cuajo.  



Figura N° 7: Secuencia de la κ-caseína bovina.         

MMKSFFLVVT ILALTLPFLG AQEQNQEQPI RCEKDERFFS  

DKIAKYIPIQ YVLSRYPSYG LNYYQQKPVA LINNQFLPYP  

YYAKPAAVRS PAQILQWQVL SNTVPAKSCQ AQPTTMARHP  

HPHLSFMAIP PKKNQDKTEI PTINTIASGE PTSTPTTEAV  

ESTVATLEDS PEVIESPPEI NTVQVTSTAV  

 
Péptido señal: 1-21 

Cadena Polipeptídica: 22-190 

 
 

                                        http://www.uniprot.org/uniprot/P02668 

 

 

En relación a la estructura secundaria de la κ-caseína, estudios realizados por 

Dicroismo Circular y Espectroscopía IR, indicaron  la presencia de 9 y 17 % de α-

hélice respectivamente; de igual modo,  40 y 35% de lámina β,  26 y 25 % de giros β,  

y 24 y 23 % de estructura no ordenada fueron determinados por ambos métodos 

(Farrell et al., 1996 – 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura N°8: Modelo molecular de la estructura terciaria de la k-caseína bovina 

(Kumonsinski et al, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ref: en la fig. se observan las localizaciones de los residuos de prolina (P) y fosfoserina (SP) en la k-

caseína bovina. 

 

La κ-para-caseína es muy hidrofóbica y muy ordenada, particularmente en las zonas 

de pliegues β, 22-32 y 40-56, las que están, probablemente, asociadas en estructuras 

antiparalelas; las zonas de giros β (56-61, 69-72, 85-88), regiones no ordenadas, 

tienen probablemente un papel importante en el momento de la coagulación, 

provocando interacciones hidrofóbicas intermoleculares (Loucheux-Lefevre M.H., 



1978). Se debe resaltar también que la zona sensible a la quimosina (102-109), 

aunque muy ordenada, es muy accesible a la enzima, porque está rodeada de zonas 

muy expuestas, que corresponden a giros β; de este modo la enzima puede situarse 

fácilmente en la superficie de la molécula. 

El hecho de que la k-caseína sea menos susceptible que las otras caseínas  a una 

proteólisis general por distintas proteasas, indica que su estructura es mucho más 

ordenada. 

El grado de organización resulta todavía más acentuado por el hecho de que 

en la leche se forma una unión disulfuro entre los residuos de cisteina, bajo la 

acción de la sulfidriloxidasa. Esta actividad enzimática resulta favorecida por la 

localización de residuos de cisteína en regiones no ordenadas o en giros β. 

Contrariamente a la k-para-caseína (producto de la acción de la quimosina sobre la k-

caseína) muy hidrofóbica, ordenada y estable, la caseína-glicopéptido (zona C-

terminal 106-169) tiene una estructura desordenada, inestable, muy dependiente de 

las condiciones del medio. Es fuertemente hidrofílica y  se estabiliza mediante 

interacciones con el agua. Se explica así que en el momento de la coagulación se 

produzcan variaciones importantes de hidrofobicidad en la superficie de la micela 

(Jolles P., 1983) (Cheftel J. C., 1989). 

 

1.2.5. Las caseínas como factores de crecimiento  

Las caseínas constituyen una familia de proteínas para las que  se han definido 

múltiples actividades biológicas. Muchas de ellas han sido localizadas en fracciones 

polipeptídicas específicas obtenidas por tratamiento proteolítico de la molécula (Nau, 

F. et al., 1995). Algunos de estos péptidos mostraron actividad modificadora de la 

proliferación de células de mamíferos (Coste, M. et al., 1992;  Sutas, Y. et al., 1996). 



Recientemente hemos demostrado que un hidrolizado enzimático comercial de 

caseína posee una significativa actividad en cultivos de la línea celular IPLB-Sf-21 

(Spodoptera frugiperda) (Comini, M. et al., 1999). Esta actividad, que es dependiente 

de la concentración inicial del hidrolizado en el medio de cultivo y se manifiesta por la 

promoción o inhibición de la proliferación, no se encuentra en hidrolizados ácidos 

totales de la misma proteína. Cuantitativamente, trabajando con una concentración de 

hidrolizado que exprese el máximo de actividad estimuladora, la suplementación con el 

mismo permite reemplazar entre el 25 y el 50 % del contenido de suero fetal necesario 

para sostener la velocidad de proliferación normal para esta línea celular.  

La hidrólisis de proteínas con diferentes proteasas inmovilizadas permite desarrollar 

procesos controlados para la obtención de péptidos con porcentajes variables de 

distintos residuos de aminoácidos (Vijayalaksmi M.A., 1989). Los métodos para 

inmovilización de enzimas tales como proteasas, lactasas y  lipasas, entre otras, han 

sido ampliamente reportados en la literatura (Whitaker, J.R., 1972). La naturaleza  

química de los  soportes, así como los métodos que pueden utilizarse para la 

inmovilización del biocatalizador, son también muy variados. Soportes de naturaleza 

inorgánica, como el vidrio de porosidad controlada (CPG), han sido ampliamente 

aplicados con resultados muy satisfactorios, pero presentan el inconveniente de tener 

un elevado costo, lo que limita su aplicación a escala industrial (Monsan, P., 1978; 

Weetal, H.H., 1993).  

Otros soportes de cerámica y vidrio sinterizado derivatizados por xilanización o por 

recubrimiento de quitosanos han sido utilizados para la inmovilización de tripsina, 

presentando la ventaja de su bajo costo (Salvetti J. L. et al., 1999) 

1.2.6. Efectos de los derivados bioactivos de la leche 

Los beneficios de la leche en la prevención de infecciones han sido reconocidos a 

través del tiempo. Muchas de sus actividades han sido atribuidas a los anticuerpos, 



pero actualmente es valorado el rol de algunas proteínas como la lactoferrina y la 

lactoperoxidasa, así como el de los complejos de los azúcares en la leche como 

agentes bioactivos. 

La leche es un alimento completo para los mamíferos recién nacidos. Ésta contiene 

altos niveles de inmunoglobulinas y otros componentes activos fisiológicamente para 

prevenir infecciones en el recién nacido. 

De forma similar, el calostro es importante en los mamíferos recién nacidos para 

actuar de manera preventiva. 

 

1.2.7. Rol fisiológico de las sustancias bioactivas del tipo caseína 

Aunque ni la caseína ni sus fracciones tienen roles fisiológicos establecidos, péptidos 

derivados de éstas han mostrado tener varias propiedades biológicas. 

Los péptidos bioactivos son producidos por proteólisis enzimática tanto in vivo como in 

vitro, a partir de caseína bovina o humana (Maubois J. L. and Leonil J., 1989; 

Yamauchi K., 1992; Schlimme E. and Meisel H., 1993; Tirelli A. et al., 1997; Jelen P. 

and Lutz S., 1998). 

Ciertos péptidos opioides son farmacológicamente similares al opium (morfina); éstos 

derivan de la caseína, y tal es el caso de la casomorfina (Shah N., 2000). 

 El péptido opioide más importante derivado de la leche bovina corresponde a 

fragmentos de la β-caseína (Meisel H. and Schlimme E., 1990). Los fragmentos 

peptídicos opioides de la β-caseína son llamados β-casomorfinas, debido a su 

comportamiento similar a la morfina. Los fragmentos de la -caseína conocidos como 

casoxinas se comportan como antagonistas opioides. Todos los péptidos bioactivos 

derivados de la -caseína bovina se comportan como antagonistas opioides. Se han 

detectado varios péptidos inmunomoduladores provenientes de la s–caseína y -



caseína. Los fosfopéptidos de la caseína (CPPs) pueden ser producidos in vitro e in 

vivo con la tripsina gastrointestinal a partir de s1-, s2- o -caseína (Naito H. et al., 

1972;  Kitts D.D. and Yuan Y. V., 1992; Tirelli A. et al., 1997).  

Otros péptidos muestran actividad antihipertensiva. Éstos están en relación con la 

casokinina (Maruyama S. and Suzuki H., 1982;  Maruyama S. et al, 1985; Gobbetti M 

et al, 2000; Minervini F. et al, 2003).  

 Fragmentos de la -caseína llamados casopiastrin, obtenidos a partir de hidrolizados 

trípticos, mostraron actividad antitrombótica por inhibición del fibrinógeno ligado a las 

plaquetas (Fiat A. M.et al., 1993). 

Péptidos opiodes relacionados con la caseína durante la digestión mostraron acción 

sobre la motilidad gastrointestinal (Daniel H. et al., 1990), afectando el tiempo de 

tránsito gastrointestinal. La casomorfina ha provocado un aumento del tiempo del 

tránsito gastrointestinal,  ejerciendo acción antidiarreica. 

Cuando los péptidos opiodes se han inyectado en el torrente sanguíneo se indujo un 

efecto dual, analgésico y sedativo, sobre el sistema nervioso. La α-lactorfina ha 

mostrado efectos contráctiles sobre el músculo liso (Antila P. et al., 1991). Diversos 

estudios sugieren que agonistas y antagonistas opioides se forman  en el intestino 

como resultado in vivo de la hidrólisis de la caseína de la leche. β-casomorphins han 

sido detectadas en el plasma de mujeres embarazadas o lactantes (Bicknell R. S., 

1985; Yen  S.S.C. et al., 1985). Similarmente, las casomorfinas han sido detectadas en 

quimo duodenal de pequeños cerdos y en intestino de humanos, como resultado de la 

digestión in vivo (Svedberg J. et al., 1985). 

 La actividad in vitro de péptidos inmunomoduladores resultantes de la hidrólisis 

tríptica y quimotríptica de la αs1 y β-caseína ha mostrado acción estimulante de la 

actividad macrofágica sobre los glóbulos rojos. Inmunopéptidos derivados de la 

caseína  han sido estimulantes de la actividad fagocítica de los macrófagos humanos y 



actúan como protectores frente a infecciones de Klebsiella pneumoniae en ratones. 

Estos péptidos pueden estimular la proliferación y maduración de células T y  células 

natural killer,  que actúan en los mecanismos de defensa de recién nacidos frente a un 

gran número de microorganismos, y particularmente frente a bacterias entéricas. La 

isracidina, fragmento 1-23 de la αs1-caseína, obtenida por acción de la quimosina, 

posee actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans. La 

inyección de isracidina en mama de oveja y vaca brindó protección contra la mastitis 

(Parker F., 1984). 

En la fisiología humana, los péptidos son absorbidos en el intestino en forma activa. Di 

y tripéptidos pueden ser absorbidos fácilmente en el intestino delgado. Se ha 

reportado la absorción de péptidos con acción antihipertensiva, Val-Pro-Pro y Ile-Pro-

Pro, provenientes de leche ácida (Yamamoto N., 1992). 

La caseína estabiliza el calcio y los iones fosfato y hace de esta manera que 

sean útiles para el recién nacido. La digestión tríptica de la caseína genera 

fosfopéptidos que en su región N-terminal contienen residuos de fosfoserina. 

Estas agrupaciones de residuos son las responsables de la interacción entre la 

caseína y el fosfato de calcio, llevando de esta manera a la formación de 

micelas de caseínas. Los fosfopéptidos de la caseína (CPP) estabilizan el 

calcio y los iones fosfato para la formación de complejos. El fosfato de calcio en 

estos complejos es biológicamente útil, tanto para la absorción intestinal como 

para la remineralización de lesiones superficiales en el esmalte dental (Cross 

K. et al., 2005). 

 

 

 



1.3. BACTERIAS LÁCTICAS DE INTERÉS ALIMENTARIO 

Numerosos productos alimentarios incluyen una fermentación láctica previa a su 

consumo, lo que les asegura características particulares de aroma y textura, y también 

seguridad alimentaria gracias a los ácidos orgánicos y a otros compuestos 

antimicrobianos producidos. Las bacterias responsables de este proceso se agrupan 

bajo la denominación de “bacterias lácticas” o “bacterias del ácido láctico”, aún cuando 

este término encierra microorganismos muy diferentes. 

 

1.3.1. Características y taxonomía generales de las bacterias ácido lácticas  

Las bacterias lácticas utilizadas en la industria alimentaria son microorganismos Gram 

positivos, catalasa  negativos, no móviles. Ellas pueden ser cocos o bacilos, 

generalmente regulares. Los cocos tienen una forma esférica más o menos alargada, 

de diámetro variable entre 0,5 y 2 m. Los géneros Streptococcus, Lactococcus y 

Enterococcus poseen células ovoides dispuestas en pares o cadenas, el género 

Leuconostoc está constituido por células lenticulares dispuestas en pares o cadenas y 

el género Pediococcus por células esféricas dispuestas en tetradas.  

Los bacilos regulares pueden tener un diámetro variable de 0,5 a 2 m y una longitud 

de 1 hasta más de 10 m. Pueden presentarse solos, en pares o en cadenas muy 

largas. Se ha considerado conveniente subdividir al género Lactobacillus en tres 

grupos, acorde a sus diferentes capacidades fermentativas: los lactobacilos 

homofermentativos estrictos, formados por células largas; los heterofermentativos 

facultativos, de células cortas, a veces redondeadas o curvadas, y los 

heterofermentativos estrictos, formados generalmente por células muy cortas, rectas y 

aisladas. 



Además de su morfología, la primera característica utilizada para diferenciarlos es su 

capacidad para producir ácido láctico a partir de los azúcares, en el caso de bacterias 

lácticas homofermentativas, o una mezcla de CO2, ácido láctico y ácido acético-etanol, 

en el caso de bacterias heterofermentativas. Finalmente, se consideran también como 

características diferenciales útiles  su temperatura de desarrollo y su tolerancia al 

oxígeno y a diferentes concentraciones de cloruro de sodio. 

 

El género Streptococcus contiene numerosas especies, pero S. thermophilus es la 

única de interés  industrial y nutricional. Sus células, de forma ovoide, se agrupan en 

cadenas largas. Es homofermentativo y produce ácido láctico L (+). Su temperatura 

óptima de desarrollo es 42-43 ºC.  

 

El género Lactococcus incluye bacterias lácticas cocoides dispuestas en cadenas de 

longitud variable. Tienen un metabolismo homofermentativo y producen 

exclusivamente ácido láctico L (+). Se distinguen por su temperatura de crecimiento 

mínima de 10ºC y óptima cercana a 30ºC, por su termosensibilidad y la capacidad de 

algunas especies para crecer en presencia de 4% (p/v) de NaCl. Estos 

microorganismos son principalmente aislados de vegetales  y de piel de animales. 

 

Las bacterias del género Enterococcus presentan un metabolismo homofermentativo y 

producen ácido láctico L (+). Se distinguen de otras bacterias por la presencia de 

antígenos del grupo D. Pueden crecer a 10ºC y a 45ºC, en presencia de 6,5% (p/v) y 

hasta 9% (p/v) de NaCl o de 40% (p/v) de sales biliares. Los enterococos son 

huéspedes normales del tracto intestinal de los animales de sangre caliente, pero 

también están presentes en nichos ecológicos extraentéricos como las plantas, los 



forrajes ensilados y los insectos. Su dispersión es muy grande, y su presencia en 

concentraciones excesivamente elevadas en los productos lácteos es frecuentemente 

un índice de falta de higiene y de buenas prácticas de manufactura. Sin embargo y 

debido a algunas de sus propiedades, son a veces indispensables en ciertas 

elaboraciones queseras, específicamente las realizadas a partir de leche cruda salada. 

 

El género Lactobacillus agrupa a numerosas especies distribuidas entre los tres 

grupos definidos a partir de su capacidad fermentativa, exigencias nutricionales y 

metabólicas y habitat: 

 - Los lactobacilos homofermentativos estrictos, caracterizados por su 

capacidad para fermentar las hexosas y no las pentosas, se adaptan bien a la leche, 

donde desarrollan fácilmente. Es el caso de Lactobacillus delbrueckii y de sus 

subespecies lactis y bulgaricus, o de Lactobacillus helveticus. Por otro lado, el tracto 

digestivo, los órganos genitales, y también  las aguas residuales, contienen 

Lactobacillus acidophilus, utilizado en ciertas leches fermentadas. 

 - Los lactobacilos heterofermentativos facultativos se caracterizan por su 

capacidad de fermentar las pentosas por vía heterofermentativa y por su mesofilia. Las 

especies más corrientes en los quesos madurados son: Lactobacillus casei, 

Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus rhamnosus. 

 - Los lactobacilos heterofermentativos estrictos se caracterizan por su 

capacidad para fermentar las pentosas y las hexosas, siempre por vía 

heterofermentativa, por producir sustancias aromáticas, así como por su débil poder 

acidificante. Pueden intervenir en la formación de aromas en los quesos madurados o 

en ciertas leches fermentadas (Desmazeaud M., 2000). 

 



1.3.2. Principales propiedades metabólicas y requerimientos nutricionales  de  

las  bacterias  ácido  lácticas. 

 

- Utilización de azúcares: 

El metabolismo de los azúcares conduce a la producción de ácido láctico y a un 

marcado descenso del pH, fenómeno necesario para la fabricación de ciertos 

productos lácteos. 

Para las bacterias lácticas mismas, este proceso es indispensable ya que les provee 

energía. 

Durante su desarrollo, estos microoganismos mantienen la fuerza motriz protónica 

elevada y un potencial fosfato rico en energía. Cuando el suministro de energía se 

detiene, los intermediarios energéticos se agotan rápidamente y luego, en el curso de 

la fase inicial del estado de privación nutricional resultante, el pool interno de 

fosfoenolpiruvato (PEP) aumenta rápidamente. De esta manera, el microorganismo se 

vuelve capaz de acumular una fuente de energía, durante un cierto período de tiempo, 

utilizando un sistema dependiente del PEP. 

Dos procesos intervienen esencialmente para generar la energía metabólica: por un 

lado aquel ligado a la fosforilación del sustrato, y por otro lado, el resultante de 

fenómenos quimiostáticos. En el proceso ligado a la fosforilación, la energía liberada 

en las reacciones de deshidrogenación, o por la actividad de liasas, es utilizada para la 

síntesis de ATP. El segundo tipo de mecanismo generador de energía reside en los 

sistemas denominados “bombas protónicas”, que transportan protones hacia el medio 

extracelular, a través de la membrana citoplasmática. La posibilidad de la transferencia 

resulta de la generación de un potencial eléctrico de la membrana  (negativo en el 

interior de la célula) y de un gradiente de pH (alcalino en el interior de la célula). La 



suma de estas dos fuerzas es la fuerza motriz protónica. La energía del gradiente 

electroquímico puede convertirse  en una energía química de tipo síntesis de ATP, o 

en gradientes iónicos. Finalmente el complejo ATPasa, ligado a la membrana y 

estimulado por los iones  Ca++ y Mg++, participa también en la transferencia de 

protones. 

Como la creación y el mantenimiento de una fuerza motriz protónica por hidrólisis del 

ATP consume mucha energía, las bacterias lácticas han desarrollado, para limitar 

estas pérdidas de energía, sistemas reguladores del flujo electrogénico del lactato, por 

ejemplo en un sistema “symport” con dos protones. Debido a que el flujo de lactato 

saliente es continuo, una fuerza motriz protónica es creada continuamente. Así cuando 

el pH del medio disminuye, el organismo en desarrollo mantiene el pH interno 

constante a un valor próximo a la neutralidad, lo que implica la formación de un 

gradiente de pH. Al final de la fase exponencial de desarrollo, el pH interno ya no 

puede mantenerse constante, aparentemente por una falta de ATP. El pH cae 

bruscamente, el gradiente de pH desaparece y las actividades enzimáticas también lo 

hacen. La fuerte acidez del medio de cultivo influye sobre la actividad de las enzimas 

proteolíticas. Ciertas bacterias lácticas (lactococos) tienen la facultad de metabolizar la 

arginina y dar ornitina, amoníaco y gas carbónico, por intermedio del sistema arginina-

desaminasa-ornitina-carbanil-transferasa y carbamato-quinasa, lo que les provee un 

mol de ATP suplementario por mol de arginina metabolizada. Las bacterias ponen en 

juego un sistema arginina/ornitina, lo que explica la presencia de ornitina en la mayoría 

de los quesos, aún cuando el compuesto no es un aminoácido de la caseína. 

Las bacterias lácticas homofermentativas convierten casi cuantitativamente la glucosa 

en exceso en ácido láctico (90%). La glucosa (o la lactosa en el caso de la leche) es 

transportada por un sistema activo, y según la especie, puede ser fosforilada mientras 

es transportada a través de la membrana celular. En este caso por ejemplo, los 

lactococos ponen en juego un sistema de fosfotransferasas (PTS) que fosforila el 



azúcar a expensas del fosfoenolpiruvato (PEP). Diferentes enzimas y proteínas 

específicas interactúan en el transporte activo. Como el PEP es a la vez un producto y 

un reactivo de la fermentación de los azúcares, este dador fosforilado de alta energía 

juega un rol clave en las etapas de transporte y metabolismo de los azúcares. Es parte 

de una cadena fundamental que conduce ya sea al transporte de azúcares o a la 

síntesis de ATP por la piruvato-quinasa. Esto es realizado por un control fino de la 

actividad piruvato-quinasa. 

Así en los lactococos y en ciertos lactobacilos, la lactosa de la leche aparece en la 

célula bajo la forma de glucosil-β-D-(1,4)-galactosil-6-P (o lactosa-P). Este compuesto 

puede ser luego hidrolizado por una β-D-fosfogalactosidasa. Por lo contrario, los 

estreptococos termófilos y otros lactobacilos transportan la lactosa bajo la forma libre, 

por intermedio de un sistema permeasa, ya que la presencia sistemática de una β-

galactosidasa ha sido demostrada. En general, los estreptococos termófilos no utilizan 

la galactosa proveniente de la lactosa y la liberan en la leche en el curso de la 

fermentación, lo que participa junto al ácido láctico producido en la inhibición de su 

propio desarrollo, ya que la galactosa es un inhibidor competitivo de la  β-

galactosidasa de estas bacterias. La consecuencia práctica en los productos lácteos 

en los cuales se produce una fermentación láctica, es que las bacterias lácticas tienen 

un rol fundamental en la inhibición de la flora perjudicial para la tecnología y de la flora 

patógena. Dos factores principales, a veces difícilmente disociables, deben tenerse en 

cuenta: el pH y  los ácidos láctico y acético producidos. Entre las bacterias no lácticas, 

son muy pocas las que pueden crecer a valores de pH inferiores a los obtenidos con 

los organismos lácticos. Así, una buena acidificación láctica implica una buena 

inhibición del desarrollo de Escherichia coli, Pseudomonas, Salmonella, Clostridium o 

Listeria monocytogenes. En general, el factor tóxico para las bacterias es la forma 

molecular (no disociada) del ácido láctico (pKa ácido láctico: 3,80). 



Por comparación, el ácido acético es mucho más inhibidor que el ácido láctico. En 

medio débilmente tamponado, los dos ácidos actúan en forma sinérgica: el ácido 

láctico contribuye a disminuir el pH de la leche, aumentando así la actividad inhibidora 

del ácido acético (pka ácido acético: 4,74). 

Evidentemente, la sensibilidad de las bacterias a los ácidos depende de otros 

parámetros del medio: tenor de sales, actividad de agua, potencial de oxido-reducción, 

secreción de una bacteriocina o de peróxido de hidrógeno, y estimulación del sistema 

lactato-peroxidasa-tiocianato de la leche por parte de las mismas bacterias lácticas 

(Desmazeaud M., 2000). 

 

- Utilización de fuentes nitrogenadas: 

Las bacterias lácticas exigen el suministro exógeno de aminoácidos para su 

crecimiento, ya que ellas son en general, incapaces de efectuar su síntesis a partir de 

una fuente nitrogenada mineral simple. Por ejemplo, los lactobacilos son auxótrofos 

para el ácido aspártico, ácido glutámico, valina, metionina, isoleucina, leucina, tirosina, 

lisina e histidina. Los lactococos son auxótrofos al menos para cuatro aminoácidos: 

histidina, isoleucina, leucina y valina. En los estreptococos termófilos, las exigencias 

se dirigen esencialmente al ácido glutámico, histidina, cistina, metionina, valina, 

leucina, triptofano y tirosina. Las necesidades en ácido glutámico e histidina son las 

más limitantes, en cualquier condición de cultivo, pero no sucede lo mismo para los 

demás aminoácidos. Así, en la leche las bacterias lácticas sólo satisfacen 

parcialmente sus necesidades de aminoácidos libres. Ellas utilizan también muy 

rápidamente los péptidos cortos, ya que se demostró que en la leche, y para el caso 

de lactococos, los aminoácidos libres presentes permitirían obtener una densidad 

celular de solamente 3.107 UFC/mL, es decir, 50 veces menor que la normal obtenida. 

Para los estreptococos termófilos, esta fracción peptídica es también limitante, porque 



para la mayoría de las cepas la adición de péptidos a la leche estimula su producción 

de ácido. Ciertos péptidos pueden servir de fuente principal de histidina, ácido 

glutámico o metionina. Otros sirven de fuente general de aminoácidos. 

El inconveniente que encuentran luego las cepas es el transporte de aminoácidos y 

péptidos a través de las envolturas celulares bacterianas. Este transporte es un 

sistema dependiente de la energía y de la temperatura, pudiendo saturarse fácilmente. 

También se ha demostrado una dependencia con el pH y con la concentración de 

sales. Se pueden distinguir tres mecanismos de transporte: 

1) Entre los sistemas de transporte ligados a la fuerza motriz protónica, el de la 

leucina está bien caracterizado. Éste cataliza el transporte de la L-leucina, L-

isoleucina y de la L-valina, en “symport” con un H+. Los lípidos de la membrana 

intervienen en este transporte. La serina y la treonina poseen un mismo 

sistema de transporte activo, diferente de aquel común a la alanina y la glicina. 

Otros aminoácidos de forma L (histidina, prolina, metionina, cisteína, tirosina, 

fenilalanina, lisina) tienen también un sistema de transporte ligado a la fuerza 

motriz protónica. 

2)  En otros casos (glutamato, glutamina, asparagina), la energía necesaria para 

el transporte está dada por las uniones fosfato ricas en energía. En este caso, 

el transporte es irreversible, contrariamente al de los transportadores ligados a 

la fuerza motriz protónica. 

3) En el caso de los lactococos, la arginina es transportada por un sistema 

“antiport”. Este sistema arginina-ornitina cataliza el intercambio estequiométrico 

a través de la membrana, de la arginina al medio exterior y de la ornitina 

intracelular. La fuerza motriz es aportada por los gradientes de concentración 

en arginina y ornitina y es regulada por la concentración de arginina. 

Para los péptidos, al menos tres sistemas de transporte han sido puestos en evidencia 

y caracterizados. El sistema Opp transporta exclusivamente oligopéptidos conteniendo 



al menos 4 aminoácidos; el sistema DtpT transporta exclusivamente di y tripéptidos; 

finalmente, un sistema llamado DtpP, transporta preferencialmente di- o tripéptidos 

hidrofóbicos. En general, se considera que el tamaño límite de un péptido 

transportable a través de la membrana celular varía entre 6 y 12 residuos, según las 

especies. 

Como las concentraciones en aminoácidos y péptidos cortos de la leche son bajas, las 

bacterias lácticas, para asegurarse un buen desarrollo, ponen en marcha enzimas 

proteolíticas para procurarse péptidos que les provean de nutrientes complementarios. 

En la leche, las caseínas son degradadas, y el 90% del crecimiento de los lactococos 

es el hecho responsable de estos procesos degradativos. En diferentes géneros de 

bacterias lácticas, una proteasa ligada a las envolturas celulares por medio de iones 

calcio realiza la primera etapa del proceso de degradación de proteínas. Es a este 

nivel que ciertas cepas pueden tener problemas de desarrollo en la leche.  

En efecto, estas cepas producen con una frecuencia elevada, variantes lentas que 

desarrollan con una velocidad de crecimiento muy inferior a la de la cepa madre. El 

crecimiento de estas variantes se detiene cuando se agotan rápidamente las 

pequeñas cantidades de aminoácidos libres y de péptidos cortos presentes en la 

leche. Estas variedades designadas prt – resultan de la pérdida de su proteasa de 

pared, lo que las hace incapaces de utilizar bien las caseínas y de beneficiarse de 

nutrientes peptídicos suplementarios. En general esto resulta de la pérdida de un 

plásmido codificante para la síntesis de una proteasa de pared. 

Los  péptidos  resultantes  de esta proteólisis, luego  de  su  transporte a  la célula, son 

hidrolizados hasta el estado de aminoácidos, por diferentes peptidasas plasmáticas. 

Las bacterias lácticas poseen endopeptidasas intracelulares capaces de atacar  a los 

péptidos en medio de la cadena. Ellas poseen también diferentes aminopeptidasas de 



gran especificidad en la hidrólisis de uniones peptídicas conteniendo un residuo de 

ácido aspártico o glutámico en posición NH2 terminal. 

Finalmente, numerosas peptidasas específicas de residuos de prolina han sido 

también  descriptas. Teniendo  en  cuenta  que  péptidos  que  contienen  prolina 

pueden generar sabor amargo, entonces todos los sistemas enzimáticos capaces de 

hidrolizar uniones donde esté presente este aminoácido pueden, potencialmente, 

mejorar el gusto de los productos lácteos; especialmente en quesos (Desmazeaud M., 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.4. PROPIEDADES TECNOLÓGICAS DE LAS BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 

 

En lo que respecta a la obtención de elevadas poblaciones de bacterias del 

ácido láctico destinadas a una posterior utilización como cultivos starters en 

distintas industrias alimentarias, no sólo es importante la densidad de población 

máxima alcanzada en un medio de cultivo dado, sino también lograr la mayor 

velocidad de multiplicación celular posible; es igualmente de interés el estado 

fisiológico en que se encuentren esas células, dado que del mismo dependerán 

las propiedades tecnológicas, que son de fundamental importancia para su 

desempeño como cultivos iniciadores en la obtención de diversos alimentos 

fermentados. Entre estas propiedades se pueden mencionar como relevantes a 

las actividades acidificante, lipolítica y proteolítica, y a la producción de 

sustancias antimicrobianas como las bacteriocinas. 

 

Actividad acidificante: 

 La  metabolización de los azúcares, fundamentalmente de la lactosa de la 

leche, dando ácido láctico como producto final, es de fundamental importancia, 

dado que provoca un marcado descenso del pH, fenómeno esencial para el 

proceso de coagulación o cuajado y también para la reducción o prevención del 

crecimiento de una microflora indeseable en el proceso fermentativo. Para las 

bacterias lácticas mismas, este proceso es indispensable, ya que constituye su 

principal fuente de provisión de energía, como ya ha sido detallado. 



La habilidad de producir fácilmente ácido láctico a partir de la lactosa de la leche no es 

solamente una característica particular de la especie o de la cepa, sino que también 

depende de las condiciones fisiológicas de las células (Carrasco et al., 1992).  

La actividad acidificante presenta importantes variaciones entre las distintas especies. 

En cultivos mixtos, la actividad acidificante es mayor que la correspondiente a un 

cultivo puro (Carrasco M. et al., 2005). 

 

Actividad lipolítica:  

Si bien la mayoría de los géneros y especies de bacterias del ácido láctico son 

escasamente lipolíticos, existen cepas de algunas especies donde esa acción 

enzimática es considerablemente más marcada. La capacidad de estas bacterias para 

liberar ácidos grasos a partir de las grasas presentes en las materias primas 

alimentarias, es también de trascendental importancia para conseguir caracteres 

sensoriales adecuados en los productos finales que se obtengan. 

Una propiedad fundamental para los enterococos, por ejemplo, es su habilidad para 

hidrolizar los triglicéridos de la leche. Este hecho juega un rol importante en el 

desarrollo del flavor y el aroma de los productos fermentados, debido a la liberación de 

ácidos grasos volátiles y a la siguiente esterificación que estos pueden sufrir (Carrasco 

et al., 1992). 

Algunos ácidos grasos de bajo peso molecular son suficientemente volátiles y 

contribuyen directamente en los cambios de flavor. 

Algunos de los problemas de la descomposición de las grasas en los alimentos son de 

origen no microbiano, pero numerosas bacterias, levaduras y mohos producen 

enzimas lipolíticas que son capaces de causar hidrólisis y oxidación, deteriorando las 

grasas cuando están presentes en algunos alimentos. El agregado de lipasas, que 



actúan sobre los triglicéridos, hace que los microorganismos puedan producir otros 

lípidos a partir de su hidrólisis con enzimas tales como la fosfolipasa C. Esta enzima 

fue aislada de Bacillus cereus y de  Pseudomonas fluorescens.  

La enzima fosfolipasa C extracelular producida por numerosas especies 

psicrotróficas Gram-negativas es estable  a la pasteurización del tipo corto 

tiempo a alta temperatura (HTST) y a ultra alta temperatura (UHT), y la  

resistencia al calor de las lipasas termoestables es similar. 

Los microorganismos que pueden producir enzimas glicosídicas conjuntamente con 

proteasas bacterianas, degradan las membranas  y exponen sus lípidos a la acción de 

las lipasas y fosfolipasas. A estas glicosidasas puede atribuírseles indirectamente la 

actividad lipolítica. Las glicosidasas de P. fluorescens, en contraste con la fosfolipasa 

C y con la lipasa producida por este organismo, son completamente inactivadas por 

las temperaturas de pasteurización de la leche. 

La oxidación microbiana de los lípidos ha sido investigada pero poco es lo conocido 

acerca de los cambios oxidativos o su importancia. 

Comúnmente los microorganismos que producen lipasas pueden ser conocidos en 

relación a  los cambios oxidativos que producen o a su importancia, pero en la 

manufactura de alimentos y en el análisis de los procesos, los microorganismos 

lipolíticos pueden ser un serio problema. La determinación del número de 

microorganismos lipolíticos presentes en una muestra de alimentos puede mostrar si 

un problema relacionado particularmente con los lípidos tiene origen microbiano o no 

microbiano (Smith J et al., 1991). 

 

 

 



Actividad proteolítica: 

Las bacterias ácido lácticas, mediante la acción combinada de proteinasas y 

peptidasas, se proveen de buena parte de los péptidos y aminoácidos libres 

que necesitan para vivir y multiplicarse. La acción de esas enzimas se ejerce 

sobre las proteínas o polipéptidos presentes en las materias primas 

alimentarias que conforman el medio de desarrollo de esas bacterias.  

Algunas bacterias responsables de la descomposición de los productos refrigerados 

son altamente proteolíticas y pueden causar defectos en el flavor. Las enzimas 

proteolíticas producidas por bacterias psicrotrofas durante el crecimiento se pueden 

mantener activas luego de tratamientos con calor del tipo HTST y UHT, y de esta 

manera reducir la calidad del alimento o del producto tratado previamente con calor. 

La detección e identificación de bacterias proteolíticas pueden ser usadas durante la 

manipulación y elaboración de alimentos crudos o en el procesamiento de leche, ya 

que pueden constituir una causa de contaminación de productos (Marshall R.T. et al., 

1992).  

La actividad proteolítica sobre sustratos constituidos por moléculas proteicas grandes 

como la caseína, está limitada en general a bacterias lácticas y es variable según las 

cepas. Ello no significa que estas bacterias no produzcan o produzcan pocas 

proteasas y peptidasas. Se ha comenzado a estudiar sistemáticamente el 

equipamiento proteásico de varios estreptococos y lactobacilos, y se ha observado 

que las enzimas o son intracelulares (plasmáticas o de membrana) o están 

fuertemente ligadas a la pared microbiana. Estas enzimas no pueden ejercer una 

proteólisis rápida y amplia en el medio, pero sin embargo las peptidasas de las 

paredes son aptas para producir péptidos y aminoácidos a expensas de la caseína. 

Estas sustancias de bajo peso molecular pueden ser transportadas al interior de la 



célula. Hay en este hecho una vía que permite el crecimiento de las bacterias lácticas 

en un medio deficitario en aminoácidos libres, como es la leche. 

La proteólisis global no ofrece un buen medio para la identificación de las especies 

bacterianas; en cambio sí pueden ser útiles con esta finalidad algunas degradaciones 

de aminoácidos específicos como, por ejemplo, la desaminación de la arginina, que 

produce amoníaco y que puede ser puesta en evidencia mediante la reacción de 

Nessler (Alais Ch., 1983).  

Las bacterias ácido lácticas son microorganismos poco autónomos desde el punto de 

vista nutricional; no obstante, éstas son capaces de hidrolizar los péptidos de la leche 

a aminoácidos libres. A su vez, el catabolismo de los aminoácidos genera productos 

como amoníaco, aminas, aldehídos, fenoles y alcoholes, que contribuyen al flavor final 

en el caso de los quesos. Estas bacterias tienen tres capacidades importantes en 

procesos complejos: en primer lugar, lo relativo a las reacciones de decarboxilación, 

deaminación, transaminación, desulfuración e hidrólisis de cadenas laterales; en 

segundo término están involucradas en la conversión de compuestos finales 

(principalmente aminas y α-cetoácidos); y en tercer lugar, la reducción de aldehídos a 

alcoholes o la oxidación de ácidos carboxílicos (Taravia F. K. et al., 2002). 

 

Producción de bacteriocinas y sustancias tipo bacteriocinas:  

Las bacterias lácticas y los productos de su metabolismo han sido consumidos desde 

tiempos inmemoriales a través de alimentos fermentados. Esta circunstancia, unida al 

hecho de que muy raramente se las haya asociado a procesos patológicos, ha 

contribuido a su designación como bacterias "seguras" o GRAS ("Generally 

Recognized As Safe") por la Organización Mundial de la Salud (Gasser, F., 1994). En 

contraposición con los aditivos químicos, los consumidores perciben a las bacterias 

lácticas como algo natural y beneficioso para la salud, por lo que su empleo en la 



conservación de los alimentos tiene gran aceptabilidad. En este sentido, se considera 

que si por bioconservación se entiende la extensión de la vida útil e incremento de la 

seguridad sanitaria de los alimentos mediante la microflora natural o sus metabolitos, 

entonces las bacterias lácticas son los candidatos ideales para su selección como 

cultivos bioprotectores (Aymerich  M. T. et al., 1998). Así, no es de extrañar que se 

haya llegado a definir bioconservación como el empleo de bacterias lácticas, sus 

productos metabólicos, o ambos, para mejorar o asegurar la calidad sanitaria de los 

alimentos (Montville T. J. et al., 1997). 

La capacidad de producir grandes cantidades de ácidos orgánicos (fundamentalmente 

ácido láctico) por fermentación de los carbohidratos presentes en los alimentos, y el 

consecuente descenso del pH, son los factores primarios en los que se basa la 

actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas. Sin embargo, en los fenómenos de 

antibiosis de las bacterias lácticas también participan activamente otros metabolitos. 

Estos compuestos antimicrobianos adicionales  han recibido una especial atención en 

las últimas décadas, tanto por parte de la comunidad científica como de las industrias 

alimentarias. Este interés se debe, por una parte, a que algunas bacteriocinas inhiben 

bacterias alterantes y patógenas que son resistentes a métodos de conservación 

tradicionales, y por otra, a que son compuestos atractivos desde el punto de vista 

tecnológico. 

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos que se sintetizan a nivel ribosómico y 

que, posteriormente, pueden sufrir modificaciones post-transduccionales. Se definieron 

como sustancias antimicrobianas de naturaleza peptídica y activas frente a bacterias 

que guardan una estrecha relación taxonómica con la especie productora (Tagg J. R et 

al., 1976). Actualmente se sabe que, si bien esta definición es válida para algunas de 

las bacteriocinas  producidas por las bacterias lácticas, existen otras con actividad 

bactericida o bacteriostática frente a microorganismos taxonómicamente distantes de 

la especie bacteriocinogénica. Por este motivo, las definiciones posteriores del término 



bacteriocina han sido más generales. Se las definió como agentes antimicrobianos de 

naturaleza peptídica cuya síntesis no es letal para la célula productora, también como 

un grupo heterogéneo de compuestos antibacterianos de naturaleza peptídica que 

varían en su espectro de actividad, modo de acción, peso molecular, determinantes 

genéticos y características bioquímicas (Koninsky J., 1982;  Klaenhammer T. R., 

1988). 

En condiciones normales, las bacteriocinas de las bacterias lácticas son activas 

únicamente frente a otras bacterias Gram-positivas. La amplitud del espectro de 

especies y cepas inhibidas depende de cada bacteriocina y oscila entre aquellas con 

un espectro muy reducido, limitado a ciertas cepas muy relacionadas 

taxonómicamente con la productora (ej. lactococcina A), y las que poseen un amplio 

espectro que incluye a microorganismos alterantes y patógenos, tales como Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum o Clostridium 

perfringens (ej. nisina, pediocina PA-1). Además, las concentraciones inhibitorias 

mínimas para las células vegetativas y las esporas sensibles varían ostensiblemente, 

dependiendo de la cepa productora, del tipo de  matriz alimentaria y de las condiciones 

del ensayo de actividad antimicrobiana (Blom et al.; 1997). Asimismo, conviene 

señalar que dentro de una especie generalmente sensible a una bacteriocina pueden 

existir cepas resistentes, e incluso se pueden seleccionar células resistentes entre la 

población de una cepa sensible. 

La estructura y composición de las membranas externas de las bacterias Gram-

negativas, mohos y levaduras impiden el acceso de las bacteriocinas más conocidas 

producidas por bacterias lácticas a su lugar de acción, las membranas plasmáticas. 

Sin embargo, aunque estos microorganismos no resulten afectados por las 

bacteriocinas en condiciones fisiológicas normales, se pueden sensibilizar si se los 

somete a tratamientos subletales que alteren la permeabilidad de sus membranas 



externas, como lo son la congelación, el calentamiento suave, la exposición a ácido 

láctico y a EDTA o la presión hidrostática (Kalchayanand et al.; 1992; Kalchayanand et 

al.; 1998; Martínez Magro M. I., et al., 2000). 

Se ha encontrado que un gran número de sustancias tipo bacteriocinas, producidas 

por bacterias lácticas, poseen un mayor espectro de acción, ya que pueden inhibir  a 

microorganismos Gram (+) y Gram (-), muchos de ellos implicados en enfermedades 

transmitidas por alimentos (ETAs), tales como: Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, 

etc.  (Klaenhammer T. R., 1988; Lauková A. et al., 1993; Okereke A. et al., 1991; 

Susani T. et al., 1995; Carrasco M. et al., 1999 ; Salvucci E. et al., 2007 ; Zelezetsky I. 

et al., 2005). 

Los compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias ácido lácticas tienen un 

rol importante en resguardar la seguridad y extender la vida útil de los alimentos. El 

aumento de la demanda por parte de los consumidores alimentarios de productos 

“naturales” o “libres de aditivos”,  ha generado un gran interés en el uso de sustancias 

inhibidoras naturales para la preservación de los diversos alimentos, pudiendo así 

reemplazar o reducir el uso de aditivos químicos (Malik R. K. et al., 1994; Vaughan F. 

E. et al., 1994; Carrasco M. et al., 1997, Lash B. et al., 2005; Delgado A. et a., 2005; 

Kang J. H. and Lee M. S., 2005; Guinane C. M., 2005; De Lima E. T. and Andreatti 

Filho R. L., 2005).  

 

 

 

 

 



1.4.1. Generalidades sobre la importancia de las bacterias ácido lácticas en la 

actividad humana 

 

La importancia práctica de las bacterias pertenecientes a este grupo es considerable, 

por varias razones: 

1) Producción de ácido y descenso del pH: es quizás la principal propiedad 

tecnológica de estos microorganismos, y es la responsable de los siguientes 

efectos y procesos:  

- Protección de los alimentos debida a la inhibición de las bacterias de la        

putrefacción o causantes de ETAs por el medio ácido generado. 

- Establecimiento de las condiciones fisicoquímicas favorables a diversas 

transformaciones en la industria láctea: desuerado de la cuajada de      quesería, 

elaboración de mantequilla, etc. 

- Fermentación láctica “aromatizante”, que permite la obtención de productos 

ácidos con un sabor deseado: nata, manteca, yogur, etc 

- Propiedades higiénicas resultantes de la acción antiséptica del ácido láctico en el 

intestino. 

- Producción industrial de ácido láctico. 

2) Otras actividades que pueden tener efectos útiles o perjudiciales: 

      - Producción  de  enzimas  que  intervienen en la degradación de las proteínas, 

favoreciendo por ejemplo la transformación de la caseína.   

      - Producción de sustancias inhibidoras, de gran interés en la bioconservación  

alimentaria. 



      - Producción de viscosidad, de gas (hinchamiento), etc, procesos requeridos o 

indeseables en distintas industrias alimentarias.  

-Valoración microbiológica de las vitaminas o de los aminoácidos, aprovechando 

las exigencias nutritivas de las bacterias lácticas (Alais Ch., 1983). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.5. CULTIVOS STARTER                           

1.5.1. Generalidades 

La conservación de los alimentos mediante la fermentación de los mismos es 

uno de los métodos más viejos conocidos por el hombre. Un ejemplo típico lo 

constituye la fermentación láctica que se utiliza en la fabricación de productos 

lácteos tales como quesos, leches fermentadas, crema ácida, manteca 

fermentada, etc. Cuando estos procesos fermentativos son llevados a cabo de 

manera artesanal, las responsables de los mismos son las actividades 

enzimáticas de ciertos microorganismos naturalmente presentes en la leche. 

Pero en la industria moderna ya prácticamente no se utilizan estos riesgosos 

procesos fermentativos espontáneos, sino que se seleccionan cuidadosamente 

las cepas microbianas que van a llevar adelante las transformaciones 

enzimáticas, y cultivos de las mismas, denominados cultivos iniciadores o 

cultivos starter, son agregados ex profeso a la materia prima para iniciar, dirigir 

y controlar el proceso fermentativo.  

Por lo tanto, los cultivos starter se pueden definir como cultivos de una o más cepas de 

una o más especies de microorganismos utilizados para la inoculación de materias 

primas con el fin de iniciar una fermentación controlada de las mismas  (Robinson 

R.K., 1987). 

Específicamente, los cultivos de bacterias usados en la manufactura de quesos y de 

distintos tipos de leches fermentadas se denominan starters lácticos (Wood, N. J., 

1977).  

Los mismos desempeñan un rol vital en la manufactura de estos productos. Así, su 

capacidad de producción de ácido láctico tiene gran influencia en las características 

sensoriales como el flavor y la textura, en el contenido de humedad, en la eliminación 



de microorganismos patógenos y sus toxinas, y en la palatabilidad. La velocidad de 

producción de ácido láctico es crítica para la tecnología de manufactura de ciertos 

productos, como por ejemplo en las unidades mecanizadas de producción de quesos. 

Además, el potencial redox negativo generado por el desarrollo de las bacterias del 

starter juega un importante papel en la preservación y en el desarrollo del flavor en 

muchos productos lácteos fermentados. 

Por otra parte, la producción de compuestos volátiles (como diacetilo y acetaldehído) y 

la acción de enzimas proteolíticas y lipolíticas, contribuyen notablemente al sabor y 

aroma característicos de los productos, y la generación de sustancias antimicrobianas 

como las bacteriocinas, aportan significativamente para asegurar la preservación de 

los mismos.  

Muchos de los cultivos starter que se utilizan actualmente se han desarrollado a partir 

de las cepas de bacterias ácido lácticas originalmente presentes como parte de la 

microbiota natural de la leche cruda, a la cual han llegado provenientes de distintos 

ecosistemas, tales como la vegetación, el tracto intestinal, etc.   

Los modernos cultivos iniciadores se han desarrollado a partir de la antigua práctica 

quesera consistente en guardar una pequeña cantidad de lactosuero de una 

fermentación exitosa para usarla como inóculo o fermento de las fermentaciones 

llevadas a cabo en los días subsiguientes (Mullan W.M.A., 2001). 

Esta práctica, así como la de dejar fermentar espontáneamente la leche, son 

excesivamente riesgosas, dado que pueden producirse efectos colaterales no 

deseables y la calidad del producto final puede variar ampliamente. Sin embargo, aún 

hoy sigue siendo una práctica común en muchos casos. 

En el curso del siglo XX y del actual, los microorganismos intervinientes en los 

procesos fermentativos alimentarios han sido estudiados profundamente, habiéndose 



establecido su comportamiento y metabolismo. Esto ha hecho posible la selección de 

los microorganismos y la predicción de sus actividades bioquímicas, lo que ha tenido 

gran trascendencia para las fábricas dedicadas a la producción de alimentos 

fermentados, especialmente lácteos, permitiéndoles lograr una aceptable uniformidad 

en la calidad de los productos finales. 

El aprovechamiento de propiedades específicas de nuevas cepas ha permitido 

incrementar el valor intrínseco de algunos alimentos (calidad alimentaria) y ha hecho 

posible lograr una alta flexibilidad con respecto a sus aplicaciones (diversificación de 

productos) (Leroy F. et al., 2006; Ammor M.S. and Mayo B., 2007). 

 Debido a que las cepas deben estar perfectamente adaptadas al microambiente 

alimentario en el que serán aplicadas, el estudio y utilización de aislados de alimentos 

naturales se muestra muy promisorio. Desde este punto de vista, los alimentos 

fermentados tradicionales son una rica fuente de nuevas e interesantes cepas de 

potencial aplicación en cultivos iniciadores (Robinson R.K., 1987; Vrije Universiteit 

Brussel – Research Group of Industrial Microbiology, 2007; Leroy F. et al., 2006; 

Ammor M.S. and Mayo B., 2007). 

1.5.2. Starters lácticos 

Para la fermentación de productos lácteos, los organismos más usados son 

Lactococcus lactis subsp. lactis,  Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc 

cremoris, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus 

helveticus,  Lactobacillus casei, etc. 

Los cultivos starter formados por una o más cepas de los primeros tres de estos 

organismos son llamados starters lácticos mesofílicos. Cuando los starters contienen 

S. thermophilus y una o más especies de la mayoría de los integrantes del género 



Lactobacillus, son llamados starters termofílicos, porque éstos tienen una temperatura 

óptima de crecimiento más elevada (de 37 a    45º C) (Wood, N. J., 1977). 

Las funciones fisiológicas de los lactococos son varias y muy importantes en la 

producción y maduración de quesos: 

- La fermentación de azúcares  genera un descenso del pH que es importante en el 

fenómeno de coagulación y en la disminución o prevención de los posibles 

inconvenientes generados por la microbiota naturalmente presente en la leche. El 

impedimento del desarrollo de patógenos se pudo observar en leche cruda o entera 

después de la pasteurización. La producción de ácido por parte de las bacterias del 

starter contribuye al flavor del queso, a la desestabilización de la caseína y así a la 

eliminación del suero para transformar la leche en queso (Sandine W., 1979). 

- La hidrólisis de las proteínas actúa sobre la textura y, particularmente, sobre el sabor 

de los quesos. 

- La síntesis de compuestos generadores de “flavor”, de gran importancia para lograr 

los caracteres sensoriales adecuados en el producto final. 

- La síntesis de agentes texturizantes, que puede influir en la consistencia del 

producto. 

- La producción de compuestos inhibidores tales como las bacteriocinas, de gran 

interés actual para la biopreservación de alimentos (Salminen S. et al., 1993). 

Los starters como tales son usados como iniciadores de la fermentación láctica, 

proporcionando  a las bacterias seleccionadas determinadas condiciones para 

favorecer su desarrollo y, de esta manera, su capacidad de  producir ácido láctico a la 

mayor velocidad posible.  

 



1.5.3. Factores que afectan la óptima performance de los cultivos  starters   

 

- Temperatura: 

La óptima performance de las bacterias ácido lácticas normalmente es coincidente con 

la óptima temperatura de desarrollo de las especies. En algunos casos puede ser 

necesario considerar otros factores. En el caso de los cultivos starter para yogurt, 

formados por cultivos mixtos que usualmente contienen L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus y S. termophilus, donde las dos especies individualmente tienen 

temperaturas de desarrollo diferentes, una temperatura de 41-42°C es recomendable 

para el mantenimiento del balance de las dos especies.  

 

- Tratamiento de la leche previo a la inoculación: 

En la estandarización de la leche para la manufactura de productos fermentados, el 

tratamiento con calor es indispensable para la eliminación de microorganismos que 

pueden producir acciones adversas en el producto. El efecto del calor genera además 

algunas alteraciones en las proteínas de la leche, las que facilitan la utilización de las 

mismas por parte de las bacterias del starter.  

Dado que las bacterias lácticas son naturalmente microaerofílicas, el calentamiento de 

la leche puede jugar un rol importante en la reducción de la cantidad de oxígeno 

presente en el producto (Auclair J.E. et al, 1959). 

Si la temperatura utilizada en el calentamiento de la leche es elevada, se induce la 

formación de ácido fórmico. La presencia de este componente puede resultar 

estimulante para el desarrollo de algunas especies de bacterias ácido lácticas.  

 

 

 



- Requerimientos nutricionales. 

En general los requerimientos nutricionales para el desarrollo de las bacterias ácido 

lácticas incluyen agua, un azúcar fermentable, una fuente de carbono y nitrógeno 

(preferentemente aminoácidos), vitaminas y otros cofactores. Todos los nutrientes 

esenciales para el crecimiento de estas bacterias están presentes en la leche. El 

problema es que éstos se presentan de manera que puede resultar dificultosa su 

utilización. Por ejemplo este es el caso de los aminoácidos esenciales localizados 

dentro de estructuras proteicas, las que deben ser hidrolizadas para lograr el 

aprovechamiento de aquellos (Thompson M. P. et al., 1974). 

El nitrógeno no proteico de la leche puede ser inadecuado para cubrir las necesidades 

de crecimiento de las bacterias ácido lácticas (Thomas T. D. et al., 1981). 

El desarrollo de L. casei es lento cuando la caseína es la fuente de nitrógeno, situación 

que se revierte cuando se utiliza peptona como suplemento en el medio de cultivo. 

Durante el crecimiento en leche L. delbrueckii subsp. bulgaricus aparentemente 

muestra preferencia por la utilización de β-caseína como fuente de nitrógeno, frente a 

otras proteínas. Esto demuestra que este tipo de proteínas tiene una importancia 

relevante en el desarrollo de estos cultivos (El Soda et al., 1978). 

 

- Factores estimulantes. 

Un numeroso grupo de sustancias puede ser considerado como productores de 

efectos estimulantes. Extracto de levadura, varias peptonas, extracto de hígado, 

macerado de maíz y jugo de tomates son algunos de estos compuestos. En general, 

estos estimulantes incluyen compuestos como peptonas, aminoácidos, vitaminas y 

otros cofactores. Por ejemplo, el macerado de maíz contiene aminoácidos y péptidos 

que son estimulantes del desarrollo de L. casei.  

El jugo de tomates contiene tanto estimulantes como inhibidores de bacterias 

ácidolácticas. Los estimulantes en estas sustancias incluyen adenina y adenosina. El 

inhibidor principal es un nucleótido que contiene adenina y xilosa.  



Otros compuestos estimulantes de las bacterias ácido lácticas son los ácido oleico y 

fórmico (Gilliland S., 2000). 

 

- Metabolitos producidos por las lactobacterias. 

El metabolito más importante producido por las lactobacterias en cultivos en leche es 

el ácido láctico. Considerando a las bacterias lácticas como ácido tolerantes, la 

cantidad de ácido láctico que se genera  es limitada por el mismo desarrollo 

microbiano. 

Al ser las bacterias lácticas catalasa negativas, metabólicamente algunas especies 

pueden producir peróxido de hidrógeno, que por lo tanto suele acumularse en el medio 

de cultivo y puede actuar como inhibidor de otras especies. 

 

- Interacciones con otras bacterias de  starter. 

En los cultivos starter para yogurt, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus 

cultivadas conjuntamente, producen ácido más rápidamente que cada una de ellas 

desarrollando en forma aislada. Durante el crecimiento en leche, L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus produce suficiente cantidad de aminoácidos libres, especialmente histidina, 

estimulando asi el desarrollo y producción de ácido por parte del S. thermophilus. A su 

vez, S. thermophilus produce ácido fórmico cuando es estimulado por L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus. También S. thermophilus produce suficientes cantidades de dióxido 

de carbono como para estimular el crecimiento y la acción de L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus (Bautista E.S. et al., 1966; Accolas J. P. et al., 1977; Pette J.W. et al., 1950; 

Galesloot T.E. et al., 1968; Driessen F. M. et al., 1982; Moon N.J. et al., 1976). 

 



- Antibióticos en leche.  

La presencia de antibióticos residuales en leche es un problema importante en la 

manufactura de los productos lácteos. Muchos starters son sensibles a los antibióticos. 

Las lactobacterias no son la excepción en lo que respecta a la sensibilidad a bajos 

niveles de antibióticos. 

 

- Bacteriófagos. 

Se debe prestar especial cuidado en la manufactura de cultivos starter en lo que 

respecta al control de bacteriófagos. Se observa un patrón específico de fagos para 

bacterias lácticas, tal como es observado con otras especies bacterianas. Algunos de 

las lactobacterias muestran lisogénesis. Dentro del grupo de los estreptococos 

lácticos, las cepas tienen un muy estrecho rango para el patrón específico al que se ha 

atribuido por causas inmunitarias la frecuente lisogénesis. En algunas especies 

atenuadas se induce la formación de placas para lactobacterias lisogénicas a través 

del tratamiento de los cultivos con mitomicina, que elimina estructuras tipo fago. En 

cambio, algunos casos que no son formadores de placas, indican una relativa baja 

actividad correlacionada con la acción lítica de estos tipos de bacteriófagos. Los 

bacteriófagos para L. casei requieren iones Ca++ para la penetración en la célula 

huésped. Estos fagos también exhiben un rango óptimo de pH entre 5,5 y 6 y una 

temperatura de 30 °C (Peaje S. E. et al., 1978; Accolas J. P. et al., 1979; Yokokura T. 

et al; 1974; De Klerk H. C. et al., 1970; Stetter K. O. et al., 1978; Watanabe K. et al., 

1972). 

 

 

 



1.5.4. Starters mesófilos y termófilos. Usos industriales.  

Los starters usados en productos lácteos pueden ser clasificados en mesófilos y 

termófilos, según su temperatura óptima de desarrollo. Los cultivos mesófilos crecen a 

temperaturas óptimas entre 10 y 40°C, con un valor medio de 30°C, mientras que los 

termófilos tienen un valor óptimo aproximado comprendido entre  40 y 50 °C. 

Los cultivos starter mesófilos, compuestos por lactococos formadores de ácidos y 

productores de flavor, son usados para la fabricación de algunas variedades de 

quesos, productos lácteos fermentados y manteca. Los starter termófilos son usados 

en la producción de yogurt y en variedades de quesos con temperaturas de cocción 

altas (Emmental, Gruyere, Comte, Grana). 

Los cultivos starter  están compuestos usualmente por diferentes especies o  por 

numerosas cepas de una misma especie, pudiendo así categorizarlos de la siguiente 

manera: 

 Starter de cepa única: constituido por una sola cepa de cierta especie 

determinada. 

 Starter de cepas múltiples: formado por diferentes cepas de una misma especie. 

 Starter mezcla de cepas múltiples: integrado por diferentes cepas de diferentes 

especies.  

 Starter de mezcla de cepas naturales: constituido por cepas y especies parcial o 

totalmente desconocidas. 

Los tradicionales starters integrados por mezclas de cepas naturales son ampliamente 

usados, especialmente en leches fermentadas y en manteca. Todas las categorías son 

conocidas como starters casearios. 

 

 



1.6. TECNOLOGÍA DE PRODUCCIÓN  DE LOS CULTIVOS INICIADORES 

UTILIZADOS EN LA INDUSTRIA LÁCTEA 

En la industria los cultivos iniciadores deben contener el mayor número posible de 

microorganismos viables, deben estar totalmente activos bajo condiciones de 

producción de lechería y deben estar exentos de contaminantes. Dando por sentado 

que la inoculación para dar inicio al proceso de obtención del cultivo se efectuará en 

condiciones asépticas y que el crecimiento se iniciará en un medio estéril, se sugiere 

que deben adoptarse uno de los dos siguientes principios para mantener la actividad 

del cultivo iniciador que se obtendrá al final del proceso: 

 Reducir y/o controlar la actividad metabólica de los microorganismos. 

 Separar los microorganismos de sus productos de desecho. 

El primer principio se efectiviza con el uso de la refrigeración, mientras que la 

separación de los desechos se lleva a cabo durante la concentración del cultivo, en la 

producción de cultivos iniciadores concentrados, ya sea que esta producción se lleve a 

cabo mediante procesos continuos o discontinuos. 

 

1.6.1. Métodos de producción 

Para disponer de una reserva de microorganismos importantes, la metodología de 

producción y conservación de los cultivos iniciadores constituye un aspecto 

fundamental. Esto evitará la inducción de mutantes que a largo plazo darán lugar a 

alteraciones del comportamiento global y de las características generales del cultivo.  

 

 



La provisión final a la industria láctea de los cultivos iniciadores plenamente activos 

puede realizarse mediante la implementación de distintas estrategias, que conducen  a 

la existencia de los siguientes tipos diferentes de starters lácteos: 

1) Cultivos iniciadores líquidos. 

2) Cultivos iniciadores deshidratados. 

 a- Deshidratados por atomización. 

 b- Liofilizados. 

 c- Concentrados liofilizados. 

3) Cultivos iniciadores congelados. 

 a- Congelados a -40º C. 

 b- Ultracongelados a -196º C en nitrógeno líquido. 

 

Cultivos iniciadores líquidos. 

El estado líquido ha sido durante mucho tiempo la forma más habitual y más utilizada 

para la manipulación de los cultivos en las fábricas de productos lácteos. Los cultivos 

iniciadores se conservan habitualmente en pequeñas cantidades y es necesario tener 

un volumen apropiado para la fabricación de cualquier producto; por ello, se requiere 

primero propagarlos de la siguiente manera: 

 

Cultivo “stock” → Cultivo “madre” → Cultivo intermedio → Cultivo para la producción. 

 



La actividad de los cultivos iniciadores depende de una serie de factores, tales como la 

velocidad de enfriamiento después de la inoculación, la acidez final alcanzada y la 

temperatura y duración del tiempo de almacenamiento.  

El medio inoculado se incuba durante un período de tiempo corto y se conserva bajo 

condiciones de refrigeración normales. La reactivacion necesita realizarse sólo cada 

tres meses. 

Esta tecnología ya ha sido totalmente abandonada en la práctica en las industrias 

lácteas de mediana o gran producción, y sólo puede encontrarse aún en pequeñas 

industrias más bien de tipo artesanal. 

 

Cultivos iniciadores deshidratados. 

Un método alternativo de conservación de cultivos iniciadores es la deshidratación. El 

desarrollo de tal proceso persigue evitar el trabajo que implica el mantenimiento de los 

cultivos “stock” en medio líquido. Asimismo, facilita el comercio de los cultivos sin que 

pierdan actividad. La deshidratación al vacío genera cultivos con 1-2 % de bacterias 

viables  y puede requerir varios subcultivos  antes de que recupere su máxima 

actividad. 

Se puede lograr una máxima viabilidad de los microorganismos del cultivo iniciador 

efectuando una deshidratación por atomización, de esta manera se logra un cultivo tan 

activo como uno líquido de 24 horas.  

Los cultivos liofilizados se preparan deshidratando el cultivo iniciador una vez 

congelado. Esto proporciona una mayor viabilidad de los microorganismos que 

componen el cultivo. 

Se ha observado que tanto el proceso de congelación como el de deshidratación 

pueden producir daños en la membrana celular de las bacterias, pero este efecto se 



minimiza mediante la adición de ciertos agentes protectores criogénicos antes del 

proceso. Estas sustancias tienen grupos que forman puentes de hidrogeno y/o iónicos 

que interaccionan con los componentes de la membrana celular, evitando así las 

lesiones. 

Se han estudiado las condiciones óptimas para la producción de cultivos iniciadores 

liofilizados y se han obtenido una serie de conclusiones en relación con la viabilidad de 

los cultivos lácticos liofilizados, siendo las siguientes las más importantes: 

1) La mayoría de la las bacterias lácticas se conservan bien por este procedimiento. 

2)  La propagación de los cultivos iniciadores en leche enriquecida con extracto de 

levadura y proteína hidrolizada permite recuperar un porcentaje mayor de 

supervivientes, y al aumentar la concentración celular del cultivo a valores superiores a 

1010 células mL-1, puede obtenerse un número de bacterias viables mayor en el cultivo 

deshidratado. 

3) Los cultivos iniciadores son menos sensibles a la congelación y deshidratación 

cuando las células se recogen en la última etapa de la fase exponencial de 

crecimiento, con excepción de L. delbrueckii subsp. bulgaricus y L. lactis subsp. 

cremoris, que son más resistentes en la primera parte de la fase estacionaria. 

 4) Los medios con un pH entre 5 y 6 son más favorables para obtener una mejor 

viabilidad celular y una mayor neutralización del medio durante el crecimiento. 

5)  El medio de suspensión más adecuado para las células cosechadas depende del 

tipo de microorganismo. 

6)  El contenido de humedad en los cultivos deshidratados debe ser inferior al 3 %. 

7)  Los cultivos deshidratados mantenidos entre 5 y 10º C presentan una mayor 

viabilidad tras el almacenamiento prolongado que los mantenidos a temperatura 

ambiente. 



8) Los cultivos deshidratados deben ser envasados al vacío a causa de la sensibilidad 

al oxígeno de los microorganismos así conservados. 

9) El material más difundido para el envasado de estos cultivos es el aluminio 

laminado; con el nylon se ha observado una disminución de la viabilidad de los 

microorganismos debido al oxígeno que difunde a través del material. 

10) Los cultivos congelados entre -20 y -30º C y deshidratados entre -10º C y  30ºC 

presentan una gran actividad una vez finalizada la liofilización. 

11) Los compuestos carbonílicos, tales como piruvato y diacetilo, reaccionan con los 

grupos amino de las bacterias deshidratadas, lo que puede acelerar su muerte. Se 

recomienda que este tipo de sustancias se separen durante la recolección de las 

bacterias. Cuando la conservación se lleva a cabo por períodos largos, el medio de 

suspensión debe ser enriquecido con azúcares no reductores, aminoácidos y/o 

semicarbacida. 

12) La temperatura de rehidratación puede ocasionar pérdida  de ribonucleótidos 

procedentes de las células lesionadas. 

  

Los cultivos iniciadores conservados por liofilización tienden a tener una conservación 

bastante prolongada, y si no son concentrados se utilizan como inóculos para la 

preparación del cultivo “madre”. Se necesitan mayores concentraciones celulares 

(cultivos liofilizados concentrados) cuando se utilizan para la inoculación directa; 

asimismo, la propagación del inóculo puede requerir un tiempo mayor que el habitual. 

 

 

 



Cultivos iniciadores congelados. 

Los cultivos iniciadores líquidos (“madre” o intermedio) pueden conservarse mediante 

congelación entre -20 y -40ºC durante algunos meses. Esta operación se realiza en los 

laboratorios centralizados y los cultivos congelados se dispersan a las lecherías, 

cuando es necesario, para su utilización como inóculo directo. La congelación y el 

almacenamiento prolongado en este estado puede dañar a ciertos lactobacilos, pero el 

uso de un medio con la concentración adecuada de leche descremada, sacarosa, 

crema fresca y cloruro de sodio permite una mayor viabilidad celular. 

Aunque se ha demostrado que la congelación a -40º C es un procedimiento útil para la 

conservación de cultivos iniciadores, la ultra congelación a –196ºC en nitrógeno líquido 

es el mejor método. Las ventajas de este método son la comodidad, seguridad de 

cultivo, fiabilidad y balance de cepas diario, mayor flexibilidad, control de fagos más 

adecuado y mejora de la calidad. Entre las desventajas podemos citar la dificultad en 

el suministro de nitrógeno líquido, el mayor costo, la mayor dependencia de los 

proveedores de cultivo y el desconocimiento  de soluciones rápidas en el caso de error 

(Robinson R.K., 1987). 

 

 

1.6.2. Medios  y condiciones de desarrollo. 

 

En la elección de un medio de desarrollo se deben considerar varios aspectos, siendo 

los más importantes el costo y facilidad de generación de un alto número de células 

con buena actividad.  

El uso de suero o permeado de quesería como medios de cultivo ha sido estudiado 

debido a sus bajos costos y al contenido de nutrientes que los hace útiles para el 

desarrollo de cepas de starters. Cuando el desarrollo máximo esperado no se logra, se 



enriquece el medio con la adición de suplementos nutricionales extras. Este agregado 

puede acarrear una precipitación indeseada en el medio y debe realizarse una 

clarificación posterior.  

La leche descremada  ha sido el medio mas comúnmente usado para lactococos, y las 

dificultades de recolección han sido superadas con la adición de citrato de sodio. 

Los nutrientes complejos tales como leche descremada, lactosuero, extracto de 

levadura y peptonas son usados para satisfacer demandas complejas de los 

microorganismos de starters. 

Con ciertos nutrientes o aditivos se puede mejorar la resistencia en los procesos 

repetidos de concentración/congelamiento/deshidratación. Los mismos son cepa 

dependientes. La actividad y el recuento celular de L. delbrueckii subsp. bulgaricus 

luego del congelamiento a -196ºC puede aumentar considerablemente si sus células 

han crecido en un medio apropiado suplementado con Tween 80. Estos mismos 

resultados se encontraron a  -17º C. El ácido oleico presente en Tween 80 fue 

identificado como un compuesto efectivo para aumentar  la estabilidad de los procesos 

que tienden a  elevar los niveles de ácido graso de 19 átomos de carbono en la 

fracción lipídica de la célula. La mayoría de los ácidos grasos de las bacterias están 

localizados en la membrana celular, y considerando que la composición de la 

membrana celular es muy importante para la subsistencia en el frío, pueden aumentar 

la flexibilidad de la membrana y la consecuente reistencia al congelamiento. 

La adición de 100 μM o 1 mM de calcio tiene influencia en la criorresistencia  de los 

lactobacilos, tanto si se encuentran dispuestos en largas cadenas de células como en 

pequeños grupos irregulares. El magnesio y el manganeso no mostraron este efecto. 

Las principales condiciones que durante la propagación afectan el crecimiento celular 

y la actividad de los cultivos son:  



 Temperatura  

 pH 

 Agitación (contenido de oxígeno) 

 Tipo de neutralización utilizada 

También el tiempo relativo de congelamiento/descongelamiento afecta la curva de 

crecimiento celular (Salminen et. al., 1993). 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS 

Teniendo en cuenta que el Grupo de Investigación del Departamento de Química 

Orgánica de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de esta Universidad ha 

logrado obtener y patentar fracciones peptídicas a partir de hidrolizados caseínicos 

con probada acción estimulante del crecimiento de células de insectos, se ha 

propuesto oportunamente llevar a cabo estudios conjuntos sobre esta temática. 

 Los mismos tendrán por objetivo general determinar la acción de esos hidrolizados 

caseínicos sobre el crecimiento y las propiedades tecnológicas de cepas de colección 

propia de bacterias del ácido láctico, cuando ellos se agregan en concentraciones 

variables a distintos medios utilizados para la propagación de estos microorganismos. 

De este modo se pretende contribuir al desarrollo de una temática de interés 

tecnológico siempre vigente, como lo es la de optimizar medios de cultivos cada vez 

más económicos para la producción de starters lácticos concentrados, teniendo en 

cuenta no sólo la consecución de altas poblaciones celulares sino también el 

mantenimiento de  un estado fisiológico celular de alta performance. 

 

Para tender al logro de este objetivo central, se plantea la investigación y estudio de 

los siguientes objetivos específicos: 

 

- Obtención y purificación de las distintas fracciones peptídicas a partir de un 

hidrolizado de caseína comercial. 

 

 



- Determinación del efecto provocado por los hidrolizados caseínicos totales y 

fraccionados sobre la cinética de crecimiento de cepas de bacterias ácido lácticas 

(Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus) de colección propia, obtenidas de 

alimentos fermentados comerciales y artesanales de la región, cuando las mismas 

desarrollan en medios de cultivo económicos, como los formulados a base de suero o 

permeado de quesería. Como referencia se utilizarán los medios comerciales de 

elevado costo aconsejados para su cultivo, como los caldos MRS y M 17. 

 

- Investigación de la influencia del agregado de los hidrolizados caseínicos totales y 

fraccionados sobre el estado fisiológico de las bacterias, mediante la determinación 

comparativa de propiedades tecnológicas de relevante interés, como lo son las 

actividades acidificante, proteolítica y lipolítica y la producción de inhibidores tipo 

bacteriocinas. 

 

- Determinación de la capacidad de crecimiento en leche de las células de las distintas 

especies de bacterias ácido lácticas propagadas previamente en los medios con 

agregado de los hidrolizados caseínicos, utilizando como referencia a las células 

obtenidas de propagaciones en los medios comerciales.  

 

 

 

 

 



MATERIALES Y METODOS 

1- Fraccionamiento de un hidrolizado enzimático de caseínas. 

Se utilizó un hidrolizado enzimático  comercial de caseínas (N-Z- CASE PLUS From 

Bovine Milk, Sigma N- 4642).  

Como primera etapa el hidrolizado se fraccionó mediante cromatografía de filtración 

por geles, con el objetivo de obtener fracciones con diferente peso molecular, y 

posteriormente las mismas fueron liofilizadas y almacenadas a -20°C. El seguimiento 

del proceso cromatográfico se realizó por medición espectrofotométrica de la 

absorbancia de cada una de las fracciones recolectadas, las que posteriormente 

fueron analizadas por cromatografía en capa delgada y finalmente por cromatografía 

líquida de alta presión.  

 

Cromatografía de filtración por geles  

Se utilizó una columna de vidrio de 2,4 cm de diámetro interno y 40,0 cm de 

largo con una placa de vidrio poroso prensado en la parte inferior y con un 

regulador de elución. Se colocaron dos prefiltros de polipropileno, uno previo al 

vidrio poroso y otro en la parte superior del lecho, y la columna se rellenó con 

Sephadex G25 Medium (Pharmacia) (30g de resina generaron un volumen 

aproximado de 150 mL de gel). Luego de equilibrada, la columna se cargó con  

400 mg de hidrolizado de caseínas comercial (Sigma) disueltos en 4 mL de 

agua. La elución se realizó con agua ultrapura grado Milli Q (velocidad de flujo: 

1 gota por segundo). 

Se utilizó Blue dextran (Sigma, St. Louis, MO, USA) para medir el volumen 

muerto de la columna.  



Se recolectaron fracciones de 1,5 mL y se midió la absorbancia de cada una de ellas a 

280 nm, en un Espectrofotómetro UV-VIS (Metrolab, modelo 1700). Las fracciones 

fueron analizadas por cromatografía en capa delgada ascendente. 

Se obtuvieron cuatro fracciones, identificadas como A, B, C y D.  

Todas las fracciones fueron concentradas al vacío, en un evaporador rotatorio       

(Bϋchii, modelo B-169) y posteriormente fueron liofilizadas (liofilizador 

semiindustrial marca Rificor modelo L-I-E 300-CRT) para su posterior 

almacenamiento y conservación. 

 

Cromatografía en capa delgada 

Soporte: Se utilizaron placas de silicagel GF 254 (Sigma) 

Sistema de solventes: n-butanol: ácido acético: agua (40:15:30). 

 Reactivo de visualización: ninhidrina (0,2 g) y 0.1 mL de piridina. Se llevó a 

100 mL con etanol absoluto.  

Luego de la aspersión con el reactivo de ninhidrina, se llevó a estufa (100 °C) 

durante 5 minutos. 

 

Cromatografía Líquida de alta presión (HPLC) 

Las fracción A obtenida mediante cromatografía por filtración por geles fue analizada y 

fraccionada por HPLC en fase reversa, en un equipo Gilson (USA). A tal fin se utilizó 

una columna de fase reversa (C18) (90 Å, 10 µm, 10 mm i.d. x 250 mm). Solvente A: 

agua conteniendo 0.1 % de TFA.  Solvente B: acetonitrilo conteniendo 0.1 % de TFA. 

Se empleó un detector UV, y la detección se realizó a 220 nm. Las fracciones fueron 

colectadas y concentradas en vacío, y posteriormente almacenadas a -20 °C.  



Identificación de los principales constituyentes de la fracción A 

Los constituyentes fueron analizados por espectrometría de masas, empleando 

la técnica Maldi–Tof (ionización: desorción por láser asistida por matriz; 

analizador: tiempo de vuelo) en un equipo  Kratos MALDI-III Analytical Kompact 

(V5.2.0). La determinación de las secuencias se realizó por Degradación de 

Edman. Estos estudios se realizaron en el Instituto GBF, Braunschweig 

(Alemania). 

 

2- Cepas de bacterias del ácido láctico utilizadas. 

Se utilizaron 7 cepas de bacterias del ácido láctico pertenecientes a la colección propia 

del Área Microbiología y Biotecnología de la FIQ (UNL). Estas cepas fueron 

seleccionadas en función de los resultados arrojados por estudios realizados 

previamente relativos a algunas de sus propiedades de interés tecnológico. 

Las mismas han sido aisladas a partir de leche cruda, productos lácteos y productos 

cárnicos producidos industrial o artesanalmente en la región santafesina. 

A continuación se detalla la ubicación taxonómica, la identificación y el origen de cada 

una de las 7 cepas utilizadas en el estudio: 

Enterococcus  faecalis              E24  (cepa aislada a partir de leche cruda)     

Enterococcus  faecalis              E30  (cepa aislada a partir de leche cruda)                   

Enterococcus  faecium              E23  (cepa aislada a partir de leche cruda)                          

Lactobacillus plantarum            Lp31 (cepa aislada a partir de embutido cárnico)                   

Streptococcus thermophilus     Ch3-4 (cepa  aislada  a  partir  de  starter láctico 

comercial) 



Lactococcus lactis  subsp. lactis      Sf 1-1 (cepa  aislada  a  partir  de  suero fermento 

artesanal)  

 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lb 92  (cepa aislada a partir queso de 

producción industrial). 

 

 3-Conservación de las cepas (Heckly R. J., 1978). 

Cada una de las cepas en estudio fue inoculada en 10 mL de medio de cultivo 

adecuado [Caldo MRS o Caldo M17 (Merck), según se tratase de bacilos o cocos 

lácticos, respectivamente] y se procedió a incubar los cultivos durante una noche a 

37°C (cultivos overnight). 

Se centrifugó el cultivo así obtenido durante 15 minutos a 3000 rpm  y se descartó el 

sobrenadante límpido. 

Las células recuperadas se lavaron dos veces con un volumen aproximadamente igual 

al del sedimento celular de solución fisiológica (solución de NaCl en agua destilada al 

0,85% p/v).   

El sedimento celular fue luego resuspendido en 2 mL de solución protectiva, 

constituida por el mismo caldo utilizado para el desarrollo al cual se le adicionó un 15% 

de glicerol. 

Estas suspensiones celulares fueron finalmente fraccionadas en tubos de vidrio con 

tapa roscada y conservadas en freezer a –20°C y en ultrafreezer a –80ºC.  

 

 

 



4- Activación de las cepas. 

Se partió de los cultivos puros conservados a –20 ó a -80°C, los que fueron 

resembrados en caldo MRS o M17 (Merck), según corresponda, e incubados durante 

24 horas a 37°C. 

Pasado este período se procedió a realizar observaciones microscópicas de cada uno 

de los cultivos activados, realizando coloraciones simples y de Gram, a fin de verificar 

las características morfológicas típicas de cada una de las cepas, así como la 

ausencia de potenciales contaminantes.  

 

5- Estandarización de los cultivos bacterianos. 

Para realizar los estudios correspondientes a la determinación del crecimiento 

bacteriano en los diferentes medios de propagación a ensayar, se procedió a 

estandarizar las poblaciones celulares iniciales de cada una de las cepas, de modo 

que en cada ensayo se partiese de una concentración celular conocida, que permitiese 

luego efectuar una comparación válida de los resultados obtenidos. 

Para ello, partiendo de los cultivos conservados se realizó una activación de cada una 

de las cepas durante dos días consecutivos. Con el último cultivo obtenido de estas 

propagaciones se procedió a realizar las diluciones adecuadas en solución fisiológica 

estéril, de modo de lograr un inóculo inicial para todos los ensayos que tuviese un 

valor de densidades ópticas de 0.80, determinado con un espectrofotómetro BOECO 

S-22 UV-VIS, a una longitud de onda de 560 nm. Este valor correspondió siempre, 

según la experiencia propia actual y previa y en forma concordante con los datos 

hallados en la bibliografía, a una concentración celular  comprendida entre valores de 

108 y109 UFC/mL. 

 



6- Determinación de las curvas de evolución de las poblaciones 

bacterianas.   

6.1-Condiciones de cultivo: 

Los cultivos se desarrollaron en cinco medios diferentes, con la finalidad de poder 

realizar los estudios comparativos posteriores relativos a la influencia de los 

hidrolizados caseínicos total y fraccionado sobre el desarrollo microbiano. 

Cuatro de los cinco medios utilizados fueron formulados de manera individual, 

utilizando como base para su preparación suero de quesería previamente tratado. El 

quinto fue un medio de cultivo comercial, especialmente aconsejado para el desarrollo 

de cocos o de bacilos lácticos, y el cuarto fue un medio a base de lactosuero con el 

agregado de peptona de carne. Ambos se utilizaron como referencia para comparar 

los resultados obtenidos con los medios a base de lactosuero adicionados con los 

hidrolizados caseínicos (Scarinci y col., 1994), (Carrasco y col., 2005). 

Todos los ensayos para determinar la evolución característica de las poblaciones 

celulares de cada una de las cepas bacterianas en estudio, se realizaron incubando 

los cultivos a 37ºC durante un período máximo de 24 horas. 

 

6.2- Preparación del suero de quesería: 

Se pesaron 70 gramos de lactosuero deshidratado comercial, y se disolvieron en  1 

litro de agua destilada. 

Esta solución, que contiene un 5% (p/v) de lactosa, fue equilibrada a pH 4,25 (punto 

isoeléctrico de la caseína) con H3PO4 al 50% (v/v). 

Luego se la sometió a un tratamiento en autoclave durante 30 minutos, calentando a 

100ºC (vapor fluente), a fin de precipitar las proteínas presentes.  



Una vez enfriada la solución se la filtró empleando papel Wathman N°2 y se le agregó 

peptona al 2 % (p/v) y MnSO4 al 0,2% (p/v). 

Posteriormente fue tratada nuevamente en autoclave a 100ºC durante 15 minutos y, 

en caso de observar la aparición de precipitado después de este segundo tratamiento 

térmico, nuevamente se repitió el filtrado. 

Una vez que se logró obtener una solución límpida (y por lo tanto desproteinizada), se 

la esterilizó en autoclave durante 20 minutos a 115ºC, o bien por filtración utilizando un 

equipo Millipore con membranas filtrantes de  0,45 m de diámetro de poro (Scarinci 

H. y col., 1997). 

 

6.3-Medios de cultivo utilizados: 

- Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un  2% (p/v) de 

hidrolizado total de caseína (Sigma).  

-Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un  2% (p/v) de 

hidrolizado de caseína fraccionado (fracción A). 

-Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un 4% (p/v) de 

hidrolizado de caseína fraccionado (fracción A).  

-Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un  2% (p/v) de 

peptona de carne (medio de referencia). 

-Caldos MRS o M17 (Merck), medios comerciales de uso muy extendido,      

especialmente recomendados para el desarrollo de bacilos y de cocos lácticos, 

respectivamente, y también utilizados como medios de referencia en este trabajo. 

 



Los cultivos finales de cada cepa en cada medio a ensayar se obtuvieron a partir de 

siembras con los respectivos precultivos, con una concentración celular que fue 

previamente estandarizada, y aplicando una relación de siembra del 0,1 % (v/v). 

 

6.4-Determinación de la cinética de crecimiento. 

Con 0.3 mL del último precultivo de cada una de las cepas, previamente estandarizado 

en lo que respecta al valor de concentración celular por medida de las densidades 

ópticas, se inoculó  un volumen final de 30 mL de cada uno de los cinco medios de 

cultivo a ensayar, previamente descriptos, y se procedió a su incubación a 37ºC 

durante un período total de 24 horas.  

Inmediatamente después de efectuada la siembra (hora cero) se tomó una alícuota de 

2 mL del cultivo y se midió el valor de densidades ópticas a 560 nm, en un 

espectrofotómetro BOECO S-22 UV-VIS. Por otra parte, se tomó otra alícuota de 1 mL 

y a partir de ella se realizaron diluciones decimales sucesivas hasta 10-7, utilizando 

agua peptonada (1g de peptona bacteriológica en 1000 mL de agua destilada) como 

diluyente. Se tomaron alícuotas de cada una de estas diluciones y se sembraron, por 

duplicado y en profundidad, en placas de Petri a las que se agregaron 15 mL de agar 

LAPTLAC5. Las placas inoculadas se incubaron durante 36 h a 37ºC, luego de lo cual se 

procedió a contar el número de colonias desarrolladas, eligiendo las placas que 

contenían entre 30 y 300 colonias. 

Durante las 24 horas siguientes y con intervalos de 2 horas, se repitieron en cada 

cultivo los  ensayos de  medidas de  DO y  de conteos microbiológicos, para  luego 

graficar los resultados y así obtener las curvas representativas de la cinética de 

crecimiento (o de evolución poblacional) de cada cepa en cada uno de los medios de 

cultivo en ensayo. 



Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se expresaron 

como promedios de los valores individuales obtenidos en cada determinación.   

7- Propiedades tecnológicas. 

A partir de cultivos de cada cepa en cada uno de los medios de propagación 

ensayados, se procedió a cosechar las células en la fase logarítmica de 

crecimiento (12 a 18 horas de incubación) y a preparar suspensiones celulares 

estandarizadas, siguiendo la metodología ya descripta.  

Estas suspensiones celulares estandarizadas se utilizaron como inóculo para la 

siembra de los distintos sustratos empleados para determinar las diferentes 

propiedades tecnológicas.  

 

7.1-  Actividad acidificante. 

10 mL de leche descremada en polvo reconstituida al 10% (p/v), se inocularon 

con 1 mL de cada una de las suspensiones celulares previamente 

estandarizadas y se incubaron a 37 ºC por términos de 12h, 24h, 48h y 5 días. 

Al cabo de esos tiempos de incubación se procedió a determinar la acidez total 

generada. 

La acidez, expresada en grados Dornic (ºD), fue determinada por titulación con 

solución  patrón  de NaOH (N/9).  La  actividad  acidificante  se expresó como  de 

acidez promedio de tres medidas realizadas en los distintos períodos de tiempo, 

enfrentadas contra blanco de acidez determinado sobre leche sin cultivar (Carrasco y 

col., 1992). 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se expresaron 

como promedios de los valores individuales obtenidos en cada determinación.   



7.2- Actividad lipolítica. 

Se prepararon cultivos a partir de 10 mL de leche descremada en polvo reconstituida 

al 10% (p/v), que se inocularon con 1 mL de cada una de las suspensiones 

bacterianas previamente estandarizadas y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. 

Luego de la incubación se tomaron alícuotas de 3 mL de cada cultivo y se las sometió  

a una extracción de los ácidos grasos libres mediante tratamiento con 10 mL de  una 

mezcla de solventes (isopropanol: éter de petróleo: H2SO4 4N, en una relación 40: 10: 

1). 

Una vez generadas dos fases, se procedió a separar la superior (generalmente  7,5 

mL) y se la tituló con KOH 0.02 N, utilizando fenolftaleína metanólica como indicador.  

Para el cálculo de la concentración de los ácidos grasos libres se utilizó la siguiente 

expresión: 

 

 

 

 

Donde: 

 T: Volumen neto de la  titulación (mL). 

 N: Normalidad de la solución de KOH metanólico (meq/mL). 

P: Proporción de la fase superior titulada (volumen de la alícuota / volumen 

total de la fase superior). 

3: Volumen de leche (mL). 

          T x N x 103 

          P x 3  



 El contenido de ácidos grasos libres se expresó como μequivalentes / mL 

(Deeth and Fitz Gerald, 1975). 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se expresaron 

como promedios de los valores individuales obtenidos en cada determinación.   

 

7.3- Actividad proteolítica.   

Se realizó según el denominado Test del aldehído ftálico (OPA).  

De cultivos en leche de 24 horas de incubación, obtenidos a partir de 10 mL de leche 

descremada en polvo reconstituida al 10% (p/v), que se inocularon con 1 mL de cada 

una de las suspensiones bacterianas previamente estandarizadas, se tomó una 

alícuota de 2,5 mL a la que se le agregaron  0,5 mL de H2O destilada y se la trató con  

5 mL de TCA (ácido tricloroacético). Se agitó la mezcla con vórtex y luego de dejarla 

reposar durante 10 minutos se la filtró con papel Whatman Nº2. Se tomó una fracción 

de 100 µL del filtrado y se la hizo reaccionar con 2 mL del reactivo de OPA durante 2 

minutos a temperatura ambiente. Finalmente se determinó la absorbancia de la mezcla 

de reacción en espectrofotómetro BOECO S-22 UV-VIS, a una longitud de onda de 

340 nm, efectuando  las lecturas contra blanco de reactivo. 

 Composición del reactivo de OPA:  

25 mL de tetraborato de sodio 100 mM, 100 μL de β-mercaptoetanol, 2,5 mL de SDS 

(dodecil sulfato de sodio) al 20% (p/p) y 40 mg de OPA (aldehído  ftálico) disueltos en 

1 mL de metanol. El volumen final del reactivo se ajustó a 50 mL mediante la adición 

de la cantidad necesaria de agua destilada. 

 



Para el cálculo de los resultados se utilizó la siguiente fórmula (Church y col. 

1983). 

 

 

 

Donde: 

         n:  Número de enlaces peptídicos hidrolizados en el tiempo de reacción. 

         ∆A: Variación de la absorvancia observada experimentalmente a 340nm. 

          ε: Absortividad molar de grupos α y ε amino medidos a 340 nm ( M-1 cm-

1). 

         M: Concentración molar de proteínas (Mol/ L). 

         F: Factor de dilución. 

 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación.  

 

 

 

 

 

n= ∆ A 340nm / ε M F 

 



7.4- Determinación de la capacidad de producción de bacteriocinas. 

Se determinó según la siguiente secuencia: 

7.4.1-Obtención de los sobrenadantes libres de células: suspensiones 

bacterianas previamente estandarizadas de cada una  de las cepas en estudio  

se cultivaron en 50 mL de medio de cultivo adecuado (Caldo M17 o Caldo 

MRS) (Merck) a 37ºC y durante una noche (cultivo overnight). Para obtener los 

sobrenadantes libres de células los cultivos fueron centrifugados a 6000 rpm 

por un período de 15 minutos a una temperatura de 5 ºC. Los sobrenadantes 

fueron concentrados  10 veces,  utilizando destilación a presión reducida en 

rotavapor a 70ºC, y luego esterilizados por filtración con sistema Millipore, 

empleando membranas de 0,20 μm de diámetro de poro. Los sobrenadantes 

fueron conservados a -20 ºC. 

7.4.2-Determinación de la capacidad inhibitoria: se determinó aplicando el 

ensayo  de  difusión  en agar. Se  prepararon  placas  de  Petri con 20 mL de 

Agar Nutritivo (Merck), inoculados con 1 mL de cultivo estandarizado de 

bacterias blanco previamente seleccionadas y propagadas durante una noche 

(cultivo overnight).  

A la placas así acondicionadas se les realizaron pocillos u orificios  de 7 mm de 

diámetro, en los cuales se sembraron 60  μL del sobrenadante obtenido del 

cultivo de cada microorganismo en estudio. 

Luego de 24 horas de incubación a 37ºC se determinó la medida en milímetros 

de las zonas translúcidas correspondientes a los halos de inhibición. 

Como bacterias blanco se emplearon cepas de especies Gram positivas y 

Gram negativas reconocidas como alteradoras de alimentos y/o causantes de 

enfermedades de transmisión alimentaria, todas pertenecientes a la colección 



propia del Área Microbiología y Biotecnología de la FIQ (UNL) (Carrasco M. y 

col.,1997) (Simonetta A.y col.,1998) (Martínez Magro M. y col., 2000). Las 

mismas se detallan a continuación: 

-Bacillus cereus DBFIQ Bc 28  -Bacillus subtilis DBFIQ Bs 11 

-Escherichia coli DBFIQ Ec 9  -Pseudomonas sp. DBFIQ P 55 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación.   

 

8- Capacidad de crecimiento en leche. 

 La capacidad de desarrollo en leche, medida como concentración celular 

máxima alcanzada por cada cepa en ensayo, luego de 24 h de incubación en 

dicho medio a 37ºC, se determinó de acuerdo a la técnica de Kanasaki (1975) 

modificada por Thomas y Turner (1977). 

Para la activación de los microorganismos se procedió del siguiente modo: 

Las siete cepas en estudio fueron activadas por propagación durante 24 horas, 

a 37ºC,  en los Caldos MRS o M17 (Merck), según lo más conveniente para 

cada tipo de microorganismo en particular. Luego los cultivos fueron 

centrifugados a 3000 rpm durante 15 minutos, las células resuspendidas en 

solución fisiológica, y las concentraciones celulares de estas suspensiones 

fueron estandarizadas en un valor de DO de 0.80, determinado a 560 nm de 

longitud de onda en un espectrofotómetro BOECO S-22 UV-VIS.  



Con 1 mL de cada una estas suspensiones estandarizadas se procedió a 

inocular 9 mL de algunos de los medios de cultivo en estudio en el presente 

trabajo, los que se incubaron durante 24 h a 37ºC. Para realizar los ensayos se 

seleccionaron tres de los cinco  medios de propagación previamente 

estudiados, habiéndose elegido a aquellos que arrojaron los mejores resultados 

en lo que respecta al crecimiento de las cepas de bacterias ácidolácticas, los 

que se detallan a continuación:   

-Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un     2% 

(p/v) de hidrolizado total de caseína (Sigma). 

-Suero de quesería en polvo (comercial) rehidratado y adicionado con un 4% 

(p/v) de hidrolizado de caseína fraccionado (fracción A). 

-Caldos MRS o M17 (Merck). 

Luego de recuperar las células de cada una de estas propagaciones por 

centrifugación a 3000 rpm durante 15 minutos, de lavar tres veces los 

sedimentos bacterianos con solución fisiológica estéril y de estandarizar su 

concentración en un valor de D.O. de 0.80 (determinado a 560 nm de longitud 

de onda en espectrofotómetro BOECO S-22 UV-VIS, siguiendo la metodología 

ya descripta), se procedió a sembrar alícuotas de 10 mL de leche descremada 

en polvo reconstituida al 10% (p/v) con 1 mL de las suspensiones 

estandarizadas de cada propagación. Estos cultivos en leche se incubaron a 

37ºC durante 24 h, procediendo al cabo de este tiempo de incubación a evaluar 

la concentración celular alcanzada por cada  cepa en estudio, mediante 

medidas de la turbidez. 

 



 

La metodología utilizada en esta última etapa fue la aconsejada por Kanasaki 

(1975), luego modificada por Thomas y Turner (1977): 

A 0.5 ml de cada cultivo en leche, adecuadamente homogeneizado, se lo hizo 

reaccionar con 4,5 mL de solución de EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) al 

0.2 % (p/v) en agua a pH controlado en un valor de 12  mediante el agregado 

de NaOH 20 M. La mezcla reaccionante fue agitada vigorosamente y luego se 

procedió a la determinación de su turbidez, expresada como valores de DO 

leídos a temperatura ambiente y a 480 nm de longitud de onda, en un 

espectrofotómetro BOECO S-22 UV-VIS. 

Los valores de DO determinados de este modo son proporcionales  a la 

concentraciones celulares bacterianas presentes en la mezcla de reacción, y 

por lo tanto en 0,5 mL de cada cultivo en leche ensayado. 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación.   

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Los hidrolizados de proteínas y los extractos de proteínas completas son 

habitualmente incorporados en los medios de cultivo como aditivos, para 

promover el crecimiento de células eucariotas (Coste, M. et al., 1992; Sutas, Y. 

et al., 1996;Medigan M.T.et al, 2004). 

 Integrantes del grupo de trabajo asociado a esta Tesis han demostrado 

previamente que un hidrolizado enzimático comercial de caseína bovina, y en 

particular una fracción obtenida a partir de él, ha sido capaz de promover el 

crecimiento de la línea celular de insecto IPLB-Sf21 (Spodoptera frugiperda). 

Además, se pudo observar que la hidrólisis ácida completa de estas fracciones 

producía una pérdida total de la actividad, evidenciando que la capacidad 

promotora estaría asociada a la presencia de péptidos procedentes de las 

diferentes caseínas (Claus J.C. et al., 2003)  

Dado que el conocimiento sobre la potencial actividad promotora de estos 

péptidos sobre el crecimiento de diferentes organismos procariotas no ha sido 

aún explorado, en esta Tesis se ha evaluado el efecto de la adición del 

hidrolizado completo y de una fracción en particular, identificada como fracción 

A, a medios de cultivos destinados a la propagación de bacterias ácido lácticas 

para su posterior utilización en la preparación de cultivos starters para la industria 

alimentaria.  

 

 



1.- Fraccionamiento del hidrolizado caseínico. 

El primer paso empleado para el fraccionamiento del hidrolizado enzimático de 

caseínas fue la Cromatografía de Filtración por geles. La única información 

disponible sobre el hidrolizado de partida consistía en saber  que se trataba de 

un hidrolizado obtenido por tratamiento con tripsina y quimotripsina. Sobre la 

base de esta información, y analizando las secuencias de las caseínas, se 

consideró oportuno comenzar el fraccionamiento empleando una columna de 

Sephadex G25 (rango de fraccionamiento 1000 a 5000 Da). Los resultados se 

presentan en la Figura N°9, donde se muestran las cuatro fracciones obtenidas, 

identificadas como A, B, C y D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 9: Fraccionamiento por Sephadex G25. 

 

 

 

 

Referencias: Tubos 1-15, Fracción A; tubos 16-22, Fracción B; tubos 23-30, Fracción 

C; tubos 31-45, Fracción D 
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Los métodos de fraccionamiento posteriores fueron aplicados en forma 

exclusiva sobre la fracción A.  

Dado que trabajos anteriores (Claus J.C. et al., 2003) han evidenciado que esta 

fracción contiene péptidos que promueven el crecimiento de células de insecto 

en cultivos celulares, se decidió evaluar qué efecto tendría la misma fracción 

sobre el crecimiento de bacterias ácido lácticas.  

En la Figura N°10 se muestra un análisis por HPLC analítico de la fracción A, 

donde se puede constatar la complejidad de la muestra. Los compuestos 

bioactivos  eluyeron con un porcentaje de ACN comprendido entre el 20 y el 

30%. Tal como se pudo constatar posteriormente, varios de los picos que 

eluyeron con 0.5 % de ACN correspondían a los mismos péptidos pero 

agregados, razón por la cual no fueron prácticamente retenidos por la columna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 10: Análisis por HPLC analítico en fase reversa (C18) de la  fracción A.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



Los análisis por espectrometría de masas y el posterior secuenciamiento por 

Degradación de Edman permitieron determinar que la fracción A contiene al 

menos tres péptidos de muy bajo peso molecular (rango 926.5-1151 Da), dos 

de ellos procedentes de la βA2 caseína (regiones 89-95 y 160-169), y el tercero 

procedente de la κ caseína (región 177-183). Dichos péptidos tienen las 

siguientes secuencias: 

- Región 89-95 de la βA2 caseína: IPPLTQT 

- Región 160-169 de la βA2 caseína: HQPHQPLPPT 

- Región 177-183 de la  κ caseína: PPEINTV 

Teniendo en cuenta el bajo peso molecular de los péptidos identificados en 

esta fracción, y las características de las secuencias, resulta claro que los 

mismos aparecen como consecuencia de la acción enzimática de tripsina y 

quimotripsina, así como de otras enzimas proteolíticas no especificadas por el 

proveedor del hidrolizado comercial (Sigma). 

Uno de los principales componentes de esta fracción es el péptido 

HQPHQPLPPT procedente de la βA2 caseína, cuya actividad promotora sobre 

el crecimiento de células de insecto fue demostrada anteriormente (Claus J.C. 

et al., 2003). 

 

 

 

 



2.- Determinación de la cinética de crecimiento de las cepas de bacterias 

ácido lácticas 

 

2.1.- Curvas de desarrollo microbiano para Enterococcus faecalis E24. 

En la Figura N° 11 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo, para esta cepa bacteriana. Se pueden apreciar 

comparativamente las distintas curvas obtenidas en función de los ensayos 

realizados con cada uno de los cinco medios de cultivo estudiados.  

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron  

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5 .  

En la Figura se aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares 

(determinados a tiempo cero) oscilaron en torno al orden de 106 UFC/mL.  

Se puede también observar que el valor más elevado de concentración celular 

se obtuvo cuando E. faecalis E 24 se hizo desarrollar en lactosuero adicionado 

con hidrolizado caseínico total, alcanzándose el valor máximo (del orden de 

1011 UFC/mL) luego de 12 h de cultivo. También puede apreciarse que las 

adiciones al lactosuero de la fracción A al 2 y al 4 % (p/v), dieron valores 

significativamente inferiores a los obtenidos con el hidrolizado total. 

Concentraciones celulares máximas considerablemente mayores se obtuvieron 

cuando el medio fue adicionado con peptona de carne. 

 Para estos tres últimos medios (lactosuero adicionado con fracción A al 2 y al 

4 %, y con peptona de carne), los tiempos en los que se lograron los valores 

máximos de concentración celular fueron variables entre las 12 y las 18 horas. 

Con el medio de referencia (Caldo M 17) se obtuvo el valor máximo de 



concentración celular (del orden de 109 UFC/mL) más próximo al logrado con 

lactosuero adicionado  con el hidrolizado total, luego de 6 horas de cultivo. 

Los valores obtenidos muestran una cinética de crecimiento particular y 

considerablemente variable de la cepa en estudio según el medio de cultivo en 

el que se realiza la propagación. Sin embargo, resulta claro que el medio más 

conveniente es el lactosuero adicionado con el hidrolizado caseínico total, con 

el que se logró una concentración celular máxima superior en dos ciclos 

logarítmicos a la alcanzada con el medio de referencia, aunque el tiempo de 

incubación demandado para alcanzar este valor máximo fue mayor.  

En la Figura  N° 11 (b), se representan las evoluciones de los valores de DO en 

función del tiempo, correspondientes a los ensayos realizados con cada uno de 

los medios de cultivo en estudio. 

Los valores de DO evaluados a 560 nm mostraron una aceptable correlación 

con los valores correspondientes obtenidos mediante conteo en placa. Al 

comparar las dos metodologías utilizadas para evaluar la evolución de las 

poblaciones bacterianas, se observa la misma tendencia en la cinética de 

crecimiento de la cepa, determinada en cada medio aplicando estos dos 

métodos de cuantificación. Las diferencias observadas son atribuibles al 

aumento de la concentración de los detritos celulares así como a la 

permanencia de las células muertas en el medio de cultivo, los que influyen 

notablemente en las determinaciones de DO. 

En la Tabla N° 3 se detallan los valores numéricos determinados en los 

diversos ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se 

observan en las Figuras N° 11 (a) y 11 (b). 

 



Figura N° 11 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Enterococcus 

faecalis E24 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo ensayados 
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CALDO M 17  
LACTOSUERO+PEPTONA DE CARNE               LACTOSUERO+FRACCION A2%  
LACTOSUERO+FRACCION A 4%                       LACTOSUERO+HIDROLIZADO DE CASEINA 

 

 

LACTOSUERO + PEPTONA DE CARNE LACTOSUERO + FRACCIÓN A 2% 
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Figura N° 11 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de Enterococcus 

faecalis E24 en función del tiempo en los distintos medios de 

cultivo ensayados. 
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Tabla N° 3: Valores de DO y de concentraciones celulares de Enterococcus faecalis  

E24 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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2.2.- Curvas de desarrollo microbiano para Enterococcus faecalis E30. 

En la Figura Nº 12 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo. Se pueden apreciar comparativamente las distintas curvas 

obtenidas para Enterococcus faecalis E30 en función de los ensayos realizados 

con cada uno de los cinco medios de cultivo estudiados.  

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron 

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5 . 

En la Figura se  aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares 

(determinados a tiempo cero) oscilaron en los órdenes de 105 y 106 UFC/mL.  

En las curvas obtenidas se puede observar que los mejores valores de 

concentración  celular se obtuvieron cuando E. faecalis E30 se hizo desarrollar 

en lactosuero adicionado con  hidrolizado caseínico total, alcanzándose el valor 

máximo  (5,2x1010 UFC/mL) luego de 12 h de cultivo. 

También puede apreciarse que las adiciones al lactosuero de la fracción A al 2 

y al 4 % (p/v), dieron valores muy inferiores al anterior, y con sus máximos a las 

6 y 12 horas de cultivo, respectivamente. En cambio, con lactosuero con el 

agregado de peptona de carne, se obtuvieron concentraciones celulares 

considerablemente mayores a éstas (1,1x1010 UFC/mL), que resultaron 

próximas a las alcanzadas con lactosuero con hidrolizado caseínico total y 

superiores a las logradas con el medio de referencia (Caldo M17), para el cual 

el valor máximo fue de 7,0x108 UFC/mL. Además, con peptona de carne, la 

mencionada concentración celular máxima se alcanzó con sólo 6 horas de 

incubación, mientras que con Caldo M17 se logró luego de 18 horas. 



Estos valores confirman la aseveración realizada en el ítem anterior en cuanto 

a que la cinética de crecimiento es particular y considerablemente variable para 

la cepa en estudio según el medio de cultivo en el que se realiza la 

propagación. Pero también queda ahora confirmado que la cinética de 

crecimiento es particular para cada cepa, independientemente de la especie a 

la que pertenezca, dado que dos cepas de E. faecalis han mostrado 

variaciones significativas en su desarrollo. 

Lo que resulta coincidente entre estas dos cepas de E. faecalis es que el medio 

más apropiado para alcanzar la máxima concentración celular es el lactosuero 

adicionado con el hidrolizado caseínico total, pero en el caso de la cepa E30 el 

segundo lugar no lo ocupa el Caldo M 17 sino el lactosuero con peptona de 

carne, que además de mostrar un valor máximo de concentración celular 

próximo al logrado con el mejor medio, también ha permitido alcanzarlo en un 

tiempo de incubación mucho menor que el verificado para el Caldo M 17. 

En la Figura  N° 12 (b), donde se representan las evoluciones de los valores de 

DO en función del tiempo correspondientes a los ensayos realizados con cada 

uno de los medios de cultivo en estudio, se aprecia, al igual que en el caso 

anterior, una aceptable correlación con los valores correspondientes obtenidos 

mediante conteo en placa. Si bien en este caso también se observa la misma 

tendencia en la cinética de crecimiento en cada medio, de igual modo se 

aprecian diferencias atribuibles al aumento de la concentración de los detritos 

celulares así como a la permanencia de las células muertas en el medio de 

cultivo, que impactan significativamente en las determinaciones de DO. 



En la Tabla N° 4 se detallan los valores numéricos determinados en los 

diversos ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se 

observan en las Figuras N° 12 (a) y 12 (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura N° 12 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Enterococcus 

faecalis E30 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo 

ensayados. 
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Figura N° 12 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de Enterococcus 

faecalis E30 en función del tiempo en los distintos medios de 

cultivo ensayados. 
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LACTOSUERO + PEPTONA DE CARNE LACTOSUERO + FRACCION A 2% 
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Tabla N° 4: Valores de DO y de concentraciones celulares de Enterococcus faecalis 

E30 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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2.3.- Curvas de desarrollo microbiano para Enterococcus faecium E23. 

Al igual que en los casos anteriores, en la Figura Nº 13 (a) se observa la 

representación de la evolución del número de unidades formadoras de 

colonias, expresado en escala logarítmica, en función del tiempo. Se pueden 

apreciar comparativamente las distintas curvas obtenidas en función de los 

ensayos realizados con cada uno de los cinco medios de cultivo estudiados. 

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron 

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5. 

En ellas se aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares 

(determinados a tiempo cero) oscilaron en torno a 106 - 107  UFC/mL. 

En las curvas trazadas a partir de los resultados experimentales obtenidos se 

puede observar que los mejores valores de concentración celular se obtuvieron 

cuando E. faecium E23 se hizo desarrollar en lactosuero adicionado con 

hidrolizado caseínico total, alcanzándose dicho valor máximo (9,9x109 

UFC/mL) luego de 12 h de cultivo. 

También puede apreciarse que la adición al lactosuero de la Fracción A  al       

4 % (p/v) dio valores muy similares a los logrados con la adición de hidrolizado 

caseínico total, y con su máximo (9,6x109 UFC/mL), alcanzado luego de          

12 horas de cultivo. En cambio, con el lactosuero con agregado de peptona de 

carne, se obtuvo una concentración celular máxima menor que las anteriores, 

que resultó muy próxima a la alcanzada con el medio de referencia (Caldo 

M17), la que fue de 7,6x108 UFC/mL; ambas se verificaron luego de 12 y 18 

horas de incubación respectivamente. En estos dos últimos casos los valores 

de concentración celular fueron superiores al logrado con el agregado de 



 

fracción A al 2% (p/v) (5,17x107 UFC/mL); además, en este medio en particular, 

la concentración celular máxima se alcanzó con sólo 6 horas de incubación. 

En función de estos resultados se puede afirmar que, en cuanto a conveniencia 

se refiere, el segundo lugar es ocupado por el lactosuero con adición de 

fracción A al 4 % (p/v), que además de mostrar un valor máximo de 

concentración celular próximo al logrado con el mejor medio, también ha 

permitido mantenerlo entre las 12 y las 18 horas de incubación. 

En la Figura  N° 13 (b) se representan las evoluciones de los valores de DO en 

función del tiempo. Nuevamente en ella se aprecia una aceptable correlación 

con los valores correspondientes obtenidos mediante conteo en placa, aunque 

con diferencias atribuibles, como en los resultados obtenidos para las cepas 

anteriormente estudiadas, al aumento de la concentración de los detritos 

celulares así como a la permanencia de las células muertas en el medio de 

cultivo. 

Con respecto a la cinética de crecimiento de las tres cepas de Enterococcus 

estudiadas hasta aquí, se puede decir que es particular para cada una de ellas 

y para cada medio de cultivo en el que se realiza la propagación. Sin embargo, 

en función de los resultados obtenidos, se puede asegurar que el medio que 

permite conseguir los mejores valores de desarrollo microbiano para el género 

Enterococcus es el lactosuero con el agregado de hidrolizado caseínico total. Si 

bien estos valores han mostrado significativas diferencias entre sí, ya que han 

variado entre 1,8x1011 y 9,9x109 UFC/mL, siempre han sido los máximos 

alcanzados y siempre se han logrado luego de un período de 12 horas de 

incubación, independientemente de cuál sea la cepa en estudio. Por el 

contrario, la evolución de la cinética de crecimiento en los otros medios 



 

ensayados, tanto en lo que se refiere a valores máximos de concentración 

celular como al tiempo de cultivo en que se los ha alcanzado, ha sido variable y 

característico para cada una de las tres cepas en particular. 

En la Tabla N° 5 se detallan los valores numéricos determinados en los 

diversos ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se 

observan en las Figuras N° 13 (a) y 13 (b). 



 

Figura N° 13 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Enterococcus 

faecium E23 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo 

ensayados. 
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Figura N° 13 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de los 

cultivos de Enterococcus faecium E23 en función del tiempo en los distintos 

medios de cultivo ensayados. 
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Tabla N° 5: Valores de DO y de concentraciones celulares de Enterococcus faecium E 

23  determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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2.4.- Curvas de desarrollo microbiano para Lactococcus lactis subsp. 

lactis Sf1-1. 

En la Figura Nº 14 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo. Se pueden apreciar comparativamente las distintas curvas 

obtenidas en función de los ensayos realizados con cada uno de los cinco 

medios de cultivo estudiados. 

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron  

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5. 

En dicha Figura se aprecia que los valores iniciales de concentraciones 

celulares (determinados a tiempo cero) oscilaron entre 105 y 106 UFC/mL, y 

que el máximo desarrollo microbiano para los diferentes medios ensayados se 

observó entre las 6 y 18 horas de cultivo, tiempos en los que se obtuvieron 

valores del orden de 108 -109 UFC/mL. 

Siguiendo el trazado de las diferentes curvas se puede observar que el mejor 

valor de concentración celular se obtuvo cuando L. lactis subsp. lactis Sf 1-1 se 

hizo desarrollar en lactosuero adicionado con fracción A al 4% (p/v), 

alcanzándose dicho valor máximo (1,0x109 UFC/mL) luego de 18 horas de 

cultivo. Este valor es muy próximo al logrado con lactosuero con el agregado 

de hidrolizado caseínico total luego de sólo 12 h de cultivo (8,0x108 UFC/mL), 

así como al máximo logrado con este medio al cabo de 18 h de incubación 

(8,3x108 UFC/mL). También puede apreciarse que los dos medios de cultivo 

mencionados  dieron valores similares a los obtenidos con el medio comercial 

de referencia (Caldo M17), aunque con este último el máximo valor resultó algo 

más elevado (9,3x108 UFC/mL) que el obtenido con la adición de hidrolizado 



 

caseínico total y se logró a las 12 horas de incubación. La curva de crecimiento 

obtenida para esta cepa en lactosuero adicionado de peptona de carne mostró 

una evolución similar a las correspondientes a lactosuero con el agregado de 

hidrolizado total y a Caldo M17, aunque luego de alcanzar la máxima 

concentración celular a las 12 h, se produce un rápido y marcado descenso de 

la misma. El crecimiento en medio adicionado con fracción A al 2% (p/v) mostró 

valores inferiores de máximo desarrollo (1,0x108 UFC/mL), obtenidos a las 6 

horas de cultivo.  

Los valores obtenidos muestran una cinética de crecimiento particular y 

relativamente variable de la cepa en estudio según el medio de cultivo en el 

que se realiza la propagación, diferenciándose claramente las obtenidas en 

lactosuero con 2 y 4 % (p/v) de fracción A de las obtenidas con los otros tres 

medios de cultivo estudiados. Si se considera solamente la máxima 

concentración celular alcanzada, resulta claro que el medio más conveniente 

es el lactosuero adicionado con la fracción A al 4% (p/v), pero si se tiene en 

cuenta el tiempo de cultivo es evidente que el Caldo M17 y el lactosuero con 

agregado de hidrolizado caseínico total y con peptona de carne son más 

convenientes, dado que permiten alcanzar poblaciones cuantitativamente 

semejantes seis horas antes. Por lo tanto, con esta cepa no son tan definitorias 

las diferencias a favor de un medio de cultivo en particular. 

Los valores de DO evaluados a 560 nm mostraron una aceptable correlación 

con los valores propios del conteo en placa, con las limitaciones propias de la 

comparación entre ambos métodos, debidas a las causas ya expuestas para 

los casos anteriormente descriptos. Esto se puede observar en la Figura Nº 14 

(b), donde se muestra la evolución de las DO en función del tiempo. 



 

En la Tabla N° 6 se detallan los valores numéricos determinados en los diversos 

ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se observan en las Figuras 

N° 14 (a) y 14(b). 

 

  



 

Figura N° 14 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Lactococcus lactis 

subsp. lactis Sf1-1 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo ensayados. 
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Figura N° 14 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de los cultivos de 

Lactococcus lactis subsp. lactis Sf 1-1 en función del tiempo en los distintos medios de 

cultivo ensayados. 
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Tabla N° 6: Valores de DO y de concentraciones celulares de Lactococcus lactis 

subsp. lactis Sf1-1 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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2.5.- Curvas de desarrollo microbiano para Streptococcus thermophilus 

Ch3-4 

En la Figura Nº 15 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo, para esta cepa bacteriana. Se pueden apreciar 

comparativamente las distintas curvas obtenidas en función de los ensayos 

realizados con cada uno de los cinco medios de cultivo estudiados. 

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron  

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5.  

En la Figura se aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares  

(determinados a tiempo cero) oscilaron entre 105 y 106 UFC/mL.  

Asimismo, se puede observar que el mejor valor de concentración celular se 

obtuvo cuando S. thermophilus Ch 3-4 se hizo desarrollar en lactosuero 

adicionado con hidrolizado caseínico total, alcanzándose dicho valor máximo  

(6,0x109 UFC/mL) luego de 12 h de cultivo. 

También puede apreciarse que la curva que muestra la cinética de crecimiento 

de esta cepa en el medio formulado mediante la adición al lactosuero de la 

fracción A al 4 % (p/v), es prácticamente idéntica a la obtenida con lactosuero 

adicionado con el hidrolizado total, con la diferencia de que presenta valores 

levemente inferiores a los obtenidos con este último medio, para los mismos 

tiempos de cultivo.  

Por otra parte, se observa que para los otros tres medios ensayados también 

se obtuvieron curvas de evolución poblacional con trazados similares entre sí, 

aunque con diferentes valores de concentraciones celulares. La adición al 



 

lactosuero de peptona de carne al 2 % (p/v) dio valores más elevados, con su 

máximo (3,9x108 UFC/mL) a las 18 horas de cultivo. En cambio, con el medio 

de referencia (Caldo M17), se obtuvieron concentraciones celulares máximas 

menores a éstas, que resultaron a su vez mayores que  las alcanzadas con el 

agregado al lactosuero de fracción A al 2% (p/v), a las 18 y 12 horas de 

incubación, respectivamente.  

Al igual que en los casos anteriores, los valores obtenidos muestran una 

cinética de crecimiento particular de la cepa en estudio según el medio de 

cultivo en el que se realiza la propagación; sin embargo, para esta cepa se 

comprobó la existencia de una gran similitud en la evolución poblacional para 

dos grupos de medios de desarrollo: lactosuero con hidrolizado caseínico total 

y con fracción A al 4% (p/v), por un lado, y Caldo M17 y lactosuero con peptona 

de carne y fracción A al 2% (p/v), por el otro. En todos los casos, el máximo 

desarrollo microbiano se observó entre las 12 y 18 horas de cultivo, tiempos en 

los que se obtuvieron valores del orden de107 -109 UFC/mL. 

Los valores de DO mostraron una aceptable correlación con los valores propios 

del conteo en placa, con las diferencias cuyas causales ya han sido 

explicitadas para los ensayos anteriormente tratados.  

Esto se puede apreciar en la Figura Nº 15 (b), donde se analiza la evolución de 

las DO en función del tiempo. 

En la Tabla N° 7 se detallan los valores numéricos determinados en los diversos 

ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se observan en las Figuras 

N°15 (a) y 15 (b). 

 



 

Figura N° 15 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Streptococcus 

thermophilus Ch3-4 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo 

ensayados. 
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Figura N° 15  (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de los 

cultivos de Streptococcus thermophilus Ch3-4 en función del tiempo en los 

distintos medios de cultivo ensayados. 

Referencias:  

 

CALDO M17  

LACTOSUERO + PEPTONA DE CARNE LACTOSUERO + FRACCION (A) 2% 

LACTOSUERO + FRACCION (A) 4%  SUERO + HIDROLIZADO DE CASEINA 
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Tabla N° 7: Valores de DO y de concentraciones celulares de Streptococcus 

thermophilus Ch3-4 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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Con los valores hasta aquí expuestos, pueden ahora obtenerse resultados 

comparativos relativos a las cinco cepas de cocos lácticos ensayadas en el 

presente trabajo. Si bien debe reiterarse lo ya expresado acerca de que la 

cinética de crecimiento es particular para cada cepa y para cada medio de 

cultivo en el que se realiza la propagación, se pueden realizar también algunas 

otras observaciones de índole general. 

Por una parte, se aprecia que el medio más adecuado para la propagación de 

las tres cepas del género Enterococcus es el lactosuero con el agregado de 

hidrolizado caseínico total, con el cual se han logrado valores máximos de 

concentración celular comprendidos entre 1,8x1011 y 9,9x109 UFC/mL, siempre 

luego de un período de 12 horas de incubación. 

Por otro lado, para la cepa de L. lactis subsp. lactis  se ha comprobado que la 

máxima concentración celular (1,0x109 UFC/mL), considerablemente más baja 

que las menores obtenidas para Enterococcus, se consigue luego de 18 h de 

propagación en lactosuero adicionado con la fracción A al 4% (p/v); sin 

embargo, para esta cepa también se ha comprobado que el Caldo M17 y el 

lactosuero con  agregado de hidrolizado caseínico total y con peptona de carne 

permiten alcanzar poblaciones cuantitativamente semejantes en sólo 12 h de 

incubación. 

Por último, para la cepa de S. thermophilus, el valor máximo de concentración 

celular (6,0x109 UFC/mL) resultó más próximo a los menores obtenidos para 

Enterococcus que el correspondiente a L. lactis subsp. lactis, y al igual que con 

aquellos microorganismos se logró con el agregado al lactosuero de hidrolizado 

caseínico total, y luego de 12 h de propagación. Pudo también comprobarse 



 

para esta cepa que tanto el valor máximo como la cinética de crecimiento 

correspondientes al lactosuero con el 4% (p/v) de la fracción A, resultaron muy 

similares a los obtenidos con el agregado del hidrolizado caseínico total. 

En función de lo expuesto puede afirmarse, a modo de primera conclusión parcial, que 

para la mayoría de las cepas estudiadas pertenecientes a géneros integrados por 

cocos lácticos, la estrategia más recomendable a aplicar para conseguir elevadas 

poblaciones celulares en los menores tiempos de incubación posibles, es el empleo de 

lactosuero con adición de hidrolizado caseínico total. 

Sin embargo, los resultados obtenidos también han demostrado la imposibilidad de 

realizar generalizaciones contundentes, lo que refuerza el concepto preexistente en 

este tema acerca de que cada cepa debe ser estudiada en particular, para determinar 

sus condiciones óptimas de propagación y así poder establecer los parámetros más 

adecuados para efectuar la misma, cuando se pretende obtener cultivos starters de 

bacterias ácido lácticas para uso alimentario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2.6.- Curvas de desarrollo microbiano para Lactobacillus plantarum Lp31. 

En la Figura N°16 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo. Se pueden apreciar comparativamente las distintas curvas 

obtenidas en función de los ensayos realizados con cada uno de los cinco 

medios de cultivo estudiados. 

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron  

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5. 

En ella se aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares  

(determinados a tiempo cero) oscilaron entre 105 y 106 UFC/mL. También se 

aprecia que el máximo desarrollo microbiano con los distintos medios se logró 

entre las 6 y 18 horas de cultivo, tiempos en los que se obtuvieron  valores del 

orden de 108 UFC/mL.  

En las curvas se puede observar que los mejores valores de concentración 

celular se obtuvieron cuando L. plantarum Lp31 se cultivó en lactosuero 

adicionado con  hidrolizado caseínico total, alcanzándose dicho valor máximo 

(9,0x108 UFC/mL) luego de 18 h de cultivo. También puede apreciarse que la 

adición de la fracción A al 4 % (p/v) al lactosuero, si bien mostró una cinética 

diferente a la correspondiente al medio anterior, dio  valores similares a los 

obtenidos cuando se adicionó el hidrolizado total, con un máximo de 8,7x108 

UFC/mL, logrado luego de 18 h de incubación. Valores máximos inferiores pero 

de orden similar entre sí, y cinéticas de crecimiento prácticamente idénticas, se 

observan cuando Lp31 desarrolló en el medio comercial (caldo MRS) y en 

lactosuero con la adición de peptona de carne, lográndose en ambos casos el 

máximo desarrollo a las 18 horas de cultivo. Con respecto al medio de cultivo 



 

que tiene adicionada la fracción A al 2 % (p/v), se observa que el máximo valor 

es sensiblemente inferior que los correspondientes a los otros medios, y que se 

logra a las 6 horas de cultivo, produciéndose luego una disminución progresiva 

de la concentración celular hasta las 18 horas de incubación. 

Los valores obtenidos muestran una cinética de crecimiento particular y 

considerablemente variable de la cepa en estudio según el medio de cultivo en 

el que se realiza la propagación. Sin embargo se puede observar que, aunque 

con valores variables y propios de cada medio, la cinética de desarrollo de este 

microorganismo en los cuatro medios nombrados en primer término, responde 

a un patrón similar de crecimiento, cosa que en cambio no se verificó cuando el 

agregado de fracción A disminuyó al 2 % (p/v).  

Los valores de DO mostraron una aceptable correlación con los valores propios 

del conteo en placa, pudiendo las diferencias atribuirse, al igual que en los 

restantes casos, al aumento de detritos celulares así como de células muertas 

no lisadas presentes en el medio. 

Esto se puede observar en la Figura Nº 16 (b), donde se representa la 

evolución de las DO en función del tiempo de cultivo. 

En la Tabla N° 8 se detallan los valores numéricos determinados en los diversos 

ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se observan en las Figuras 

N° 16 (a) y 16 (b). 

 

 

 

 

 



 

Figura N° 16 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Lactobacillus 

plantarum Lp31 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo 

ensayados. 
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Figura N° 16 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de los cultivos de 

Lactobacillus plantarum Lp31 en función del tiempo en los distintos medios de cultivo 

ensayados. 
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Tabla N° 8: Valores de DO y de concentraciones celulares de Lactobacillus plantarum  

Lp31 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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2.7.- Curvas de desarrollo microbiano para Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus Lb92. 

En la figura Nº 17 (a) se observa la representación de la evolución del número 

de unidades formadoras de colonias, expresado en escala logarítmica, en 

función del tiempo. Se pueden apreciar comparativamente las distintas curvas 

obtenidas en función de los ensayos realizados con cada uno de los cinco 

medios de cultivo estudiados. 

En todos los casos los valores de concentraciones celulares se obtuvieron  

realizando conteo en placas, utilizando como medio de cultivo agar LAPTL5. 

En ella se aprecia que los valores iniciales de concentraciones celulares 

(determinados a tiempo cero) oscilaron entre 105 –106 UFC/mL. 

 El máximo desarrollo microbiano se observó entre las 12 y 18 horas de cultivo, 

tiempos en los que se obtuvieron valores del orden de 108 -1010 UFC/mL. 

En las curvas se puede observar que los mejores valores de concentración 

celular se obtuvieron cuando L. delbrueckii subsp. bulgaricus Lb92 se cultivó en 

lactosuero adicionado con hidrolizado caseínico total, alcanzándose dicho valor 

máximo (2.3x1010 UFC/mL) luego de 18 h de cultivo. También puede 

apreciarse que la adición de la fracción A al 4 % (p/v) al lactosuero dio valores 

muy similares a los obtenidos con el hidrolizado total, con una concentración 

máxima de 1.2x1010 UFC/mL, valor que también se logró al cabo de 18 h de 

incubación. Valores inferiores a los anteriores pero con cinéticas de crecimiento 

prácticamente idénticas entre sí, se observaron cuando la cepa Lp31 desarrolló 

en medio comercial (Caldo MRS) y en lactosuero con la adición de peptona de 

carne, logrando el máximo desarrollo a las 18 horas de cultivo. Con respecto al 

medio de cultivo que contiene la fracción A al 2 % (p/v), se observa que el 



 

máximo valor resultó mayor que el alcanzado con caldo MRS o con lactosuero 

con peptona de carne, y que se logró a las 12 horas de cultivo, produciéndose 

luego una progresiva disminución de la concentración celular hasta las 18 

horas de incubación. 

Los valores obtenidos muestran una cinética de crecimiento particular y 

considerablemente variable de la cepa en estudio según el medio de cultivo en 

el que se realiza la propagación. Sin embargo, se puede observar que, aunque 

con valores distintos de concentraciones celulares, la cinética determinada para  

los cuatro primeros medios nombrados responde a un patrón similar de 

evolución; en cambio, ésta se modificó cuando el agregado de la fracción A 

disminuyó al 2 % (p/v). Puede apreciarse que el lactosuero con agregado de 

hidrolizado caseínico total resultó ser también para esta cepa el medio de 

propagación más adecuado, y que en segundo lugar se ubicó el lactosuero 

adicionado con  la fracción A al 4% (p/v). Los otros medios ensayados sólo 

permitieron obtener concentraciones celulares máximas sensiblemente 

menores en el mismo tiempo de cultivo, excepto el lactosuero con agregado de 

fracción A al 2 % (p/v), que permitió lograr el máximo desarrollo al cabo de sólo 

12 h de propagación.  

Los valores de DO mostraron una aceptable correlación con los valores propios 

del conteo en placa, verificándose una vez más diferencias atribuibles a las 

causas ya detalladas anteriormente. 

Esto se puede observar en la Figura Nº 17 (b), donde se analiza la evolución 

de las DO en función del tiempo. 

En la Tabla N° 9 se detallan los valores numéricos determinados en los diversos 

ensayos, a partir de los cuales se trazaron las gráficas que se observan en las Figuras 

N° 17 (a) y 17 (b). 



 

Figura N° 17 (a): Evolución de las concentraciones celulares de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus  Lb92 en función del tiempo en los distintos 

medios de cultivo ensayados. 
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CALDO MRS 

LACTOSUERO + PEPTONA DE CARNE LACTOSUERO + FRACCION A 2% 

LACTOSUERO + FRACCION A 4%  SUERO + HIDROLIZADO DE CASEINA 
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Figura N° 17 (b): Evolución de los valores de Densidades Ópticas de los 

cultivos de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Lb92 en función del 

tiempo. 
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Tabla N° 9: Valores de DO y de concentraciones celulares de Lactobacillus delbruckii 

subsp.  bulgaricus Lb92 determinados en los distintos ensayos efectuados. 
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Con los valores de cinética de crecimiento obtenidos para las dos cepas 

estudiadas que integran el género Lactobacillus, se puede afirmar que ambas 

presentaron evoluciones poblacionales particulares para cada medio de cultivo, 

pero prácticamente idénticas si se compara el desarrollo de cada cepa en el 

mismo medio. La única excepción a la afirmación realizada en primer término la 

constituyen el Caldo MRS y el lactosuero con agregado de peptona de carne, 

dado que en ambos medios las dos cepas mostraron curvas de crecimiento 

prácticamente superpuestas. Cabe aquí aclarar que el número de cepas de 

Lactobacillus estudiado es sumamente exiguo, por lo que de los resultados sólo 

se puede inferir una cierta tendencia, que de ningún modo es generalizable a 

todos los integrantes de este género, que además es el más complejo entre los 

que constituyen las denominadas bacterias del ácido láctico. 

En función de los resultados logrados, se puede decir que el medio que permite 

conseguir los mayores valores de concentración celular para estas cepas es el 

lactosuero con el agregado de hidrolizado caseínico total. Si bien estos valores 

han mostrado importantes diferencias entre sí, ya que han variado entre 

2.3x1010 y 9.0x108 UFC/mL, siempre han sido los máximos alcanzados y 

siempre se han logrado luego de un período de 18 horas de incubación.  

También es conveniente destacar que el lactosuero con el agregado de la 

fracción A al 4% (p/v) ha proporcionado para estas dos cepas valores máximos 

de concentración celular muy similares a los obtenidos con el hidrolizado 

caseínico total, comprendidos entre 1.2x1010 y 8,7x108 UFC/mL, igualmente 

logrados al cabo de 18 h de propagación.  

Comparando las cinéticas de crecimiento determinadas para todas las cepas 

de bacterias del ácido láctico en estudio, sean éstas cocos o bacilos, puede 



 

 

afirmarse que el medio más adecuado para seis de las siete cepas ensayadas 

ha resultado ser el lactosuero con la adición de hidrolizado caseínico total. La 

excepción la constituye la cepa de L. lactis subsp. lactis Sf1-1, para la que se 

ha comprobado que la máxima concentración celular se consigue en lactosuero 

adicionado con la fracción A al 4% (p/v); sin embargo, para esta cepa también 

se ha determinado que el lactosuero con  agregado de hidrolizado caseínico 

total permite alcanzar una población cuantitativamente semejante y en menor 

tiempo de cultivo.   También se aprecia que, para la cepa de E. faecium E23, la 

de S. thermophilus Ch 3-4 y las dos de Lactobacillus, el medio que ocupa el 

segundo lugar en cuanto a conveniencia es el lactosuero con adición de la 

fracción A al 4% (p/v). 

 

En función de lo expuesto sobre los estudios de cinética de crecimiento, se 

puede afirmar que, para la mayoría de las cepas de bacterias del ácido láctico, 

la estrategia más recomendable a aplicar para conseguir elevadas poblaciones 

celulares es el empleo de lactosuero con adición de hidrolizado caseínico total, 

seguida por la utilización de lactosuero con agregado de la fracción A al 4% 

(p/v). 

 

Conviene nuevamente reiterar aquí que la cinética de crecimiento es particular 

para cada cepa y para cada medio de cultivo en el que se realiza la 

propagación, y que los resultados obtenidos han demostrado la imposibilidad 

de realizar generalizaciones contundentes. Todo esto ratifica el concepto 

preexistente acerca de que cada cepa debe ser estudiada en particular, para 



 

 

determinar sus condiciones óptimas de propagación y así poder establecer los 

parámetros más adecuados para efectuar la misma, cuando se pretende 

obtener elevadas poblaciones celulares destinadas a la preparación de cultivos 

starters de bacterias ácido lácticas para uso alimentario. 

De acuerdo con nuestro conocimiento, la probable capacidad del hidrolizado 

caseínico total y de la fracción del mismo que ha sido denominada como 

fracción A, para actuar como promotoras del crecimiento de bacterias del ácido 

láctico, no ha sido estudiada previamente por otros investigadores. Sin 

embargo y a pesar de ello, pueden realizarse comparaciones de los resultados 

aquí obtenidos con los logrados en estudios previos relativos al uso de medios 

de cultivo alternativos para la propagación de estas bacterias, formulados en 

base a suero de quesería con el agregado de nutrientes complementarios. 

Así por ejemplo, se puede afirmar que los resultados obtenidos con la cepa de     

L. lactis subsp. lactis  Sf 1-1 son similares a los logrados con otra cepa de este 

mismo microorganismo por Garat et al. (1983, 1984) y por Carrasco et al. 

(1986). Estos autores demostraron la conveniencia del uso de lactosuero con el 

agregado de un 2 % (p/v) de triptona y de un 0,2 % (p/v) de MnSO4, frente al 

empleo del medio sintético propuesto por Elliker et al. (1956), y aconsejado por 

Bergére (1968) y por Gilliland (1977), ampliamente utilizado en esa época para 

el cultivo de bacterias del ácido láctico para la formulación de starters. También 

Scarinci et al. (1997), trabajando en la optimización de la propagación de una 

cepa de L. lactis subsp. lactis y de una de L. lactis subsp. cremoris, 

demostraron la superioridad de un medio preparado a partir de suero de 

quesería con el agregado de triptona y de MnSO4, frente al medio LAPT-L5, 



 

 

recomendado por Peral de Portillo et al. (1988) para el cultivo de estos 

microorganismos. 

De igual modo, los mismos autores mencionados en el párrafo anterior 

(Scarinci et al., 1997)  también pudieron comprobar la superioridad del medio 

preparado a partir de lactosuero con respecto al medio LAPT-L5, para la 

obtención de cultivos de una cepa de S. thermophilus con la más alta 

concentración celular. Es de destacar que el valor máximo alcanzado por estos 

autores con la cepa ensayada, aún en el caso de propagaciones con pH 

controlado en un valor constante de 6,5, mediante el agregado automático de 

NH4OH al 14 % (v/v), fue levemente inferior al logrado en el presente estudio, 

sin aplicar control automático de pH. Por otra parte, Carrasco et al. (2005) 

también informan haber obtenido para tres cepas de S. thermophilus 

propagadas en caldo LAPT-L5, valores de concentraciones celulares máximas 

inferiores en más de un ciclo logarítmico a los logrados en el presente trabajo 

con la cepa de S. thermophilus propagada en lactosuero adicionado con el 

hidrolizado caseínico total.  

En lo que respecta a las cepas de Enterococcus, los resultados logrados en el 

presente estudio son comparables a los obtenidos por Scarinci et al. (1994). 

Estos autores consiguieron la más alta población celular luego de 12 h de 

cultivo empleando un medio preparado a base de lactosuero con el agregado 

de triptona y de MnSO4, demostrando la superioridad de dicho medio frente a 

los aconsejados por Richardson et al. (1977, 1979), Wright y Richardson 

(1982), Sandine (1979) y Peebles et al. (1969). Cabe aclarar que la 

concentración celular máxima conseguida con el medio a base de lactosuero 

para la cepa de Enterococcus faecalis estudiada por Scarinci et al. (1994), fue 



 

 

sensiblemente menor que las logradas en el presente estudio con las tres 

cepas de Enterococcus ensayadas.  

En lo que respecta a la cepa de L. plantarum Lp31, los resultados 

determinados son parcialmente coincidentes con los obtenidos por Bainotti et 

al. (1986), dado que estos autores demostraron la conveniencia de la utilización 

de un medio a base de lactosuero con el agregado de un 1,5 % (p/v) de 

extracto de carne comercial y de un 2 % (p/v) de D(+)-glucosa, para la 

propagación de una cepa de esta especie perteneciente a la colección ATCC. 

Sin embargo, esta conveniencia sólo resultó válida desde el punto de vista 

económico, debido al bajo costo del suero de leche, ya que la concentración 

celular máxima lograda resultó igual, pero no superior, a la alcanzada con el 

medio comercial de Man, Rogosa y Sharpe (caldo MRS). 

Por último, los resultados obtenidos con la cepa de L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus  muestran igual tendencia que la demostrada por Scarinci et al. 

(1997) al comparar el uso del medio a base de lactosuero frente a la utilización 

del caldo LAPT-L5, para una cepa de la misma subespecie y una de L. 

helveticus. Merece destacarse que los valores máximos de concentración 

celular alcanzados para las dos cepas en estudio en la investigación 

precedente, fueron francamente inferiores (un ciclo logarítmico) que los 

logrados en el presente estudio utilizando el aditamento de hidrolizado 

caseínico total y de la fracción A al 4 % (p/v), aún con la ventaja de que los 

investigadores citados trabajaron con control de pH a un valor de 6,5, mediante 

el agregado automático de NH4OH al 14 % (v/v). Asimismo, los valores de 

concentraciones celulares máximas obtenidos en el presente trabajo 

empleando lactosuero con el agregado del hidrolizado caseínico total y del 4 % 



 

 

(p/v) de la fracción A, también superaron ampliamente a los logrados por 

Carrasco et al. (2005)  para tres cepas de la misma subespecie propagadas en 

caldo LAPT-L5.  

 

Para realizar una discusión final en función de los requerimientos de fuente de 

nitrógeno que sean fácilmente asimilables por las bacterias lácticas, se puede 

hacer alusión a lo expuesto por Desmazeaud M. (2000),  

Quien muestra en detalle las necesidades relativas a los distintos aminoácidos 

de las diferentes especies de microorganismos que constituyen las 

denominadas bacterias ácido lácticas. Se puede observar que, en el caso de 

los lactobacilos, las necesidades externas de provisión de aminoácidos están 

orientadas hacia nueve de estos, entre ellos el ácido glutámico y la isoleucina, 

encontrados en dos de los péptidos que constituyen la fracción A. Esto justifica 

el efecto promotor del crecimiento de las cepas del género Lactobacillus 

observado para la fracción A, como así también el mayor efecto promotor 

verificado para el hidrolizado caseínico total, dado que en el mismo se 

encuentran los aminoácidos mencionados junto a otros tales como  ácido 

aspártico, valina, metionina, leucina, tirosina, lisina e histidina, que pueden 

favorecer aún más el desarrollo de las cepas integrantes de este género. 

Para el caso de los lactococos y según el mismo autor, las necesidades se 

remiten a cuatro aminoácidos, dos de los cuales, histidina y leucina, se 

encuentran en el decapéptido integrante de la fracción A en estudio. Además, 

en una de las dos fracciones provenientes de la βA2 caseína, y que por lo tanto 

integran la denominada fracción A, observamos también la existencia de 



 

 

isoleucina y valina, otros de los aminoácidos indicados como esenciales para 

los cocos lácticos.  

Por su parte, los estreptococos lácticos termófilos son auxotrofos para ocho 

aminoácidos, dos de los cuales, histidina y leucina, están presentes en el 

decapéptido, y otros dos, ácido glutámico y valina, en el péptido proveniente de 

k-caseína, aunque cistina, metionina, triptofano y tirosina también se describen 

como constituyentes del hidrolizado total de caseínas. 

En función de los requerimientos aminoacídicos analizados se puede deducir 

que,  para la mayoría de los casos estudiados, el crecimiento de las cepas de 

bacterias ácido lácticas ha sido estimulado por el hidrolizado total de caseínas 

debido a que éste es más rico en  aminoácidos y péptidos cortos, los que 

resultarían entonces fácilmente asequibles para las células de estos 

microorganismos cuando se las cultiva en un medio al que se ha agregado el 

citado hidrolizado total. Sin embargo, no se puede dejar de considerar la 

importancia observada en la estimulación del desarrollo bacteriano cuando el 

medio de cultivo a base de lactosuero fue enriquecido con un 4% (p/v) de la 

fracción A; debe aquí destacarse que con este agregado se ha superado al 

hidrolizado comercial cuando se analizó el rendimiento en células de la cepa de 

L. lactis subsp. lactis, subespecie integrante del género con la menor cantidad 

de aminoácidos requeridos exógenamente.  

 

 

 

 



 

 

3.- Propiedades tecnológicas de las cepas de bacterias ácido lácticas. 

Se estudiaron las propiedades de mayor interés en tecnologías alimentarias, 

según se ha descrito en la Sección Materiales y Métodos, de las siete cepas 

previamente propagadas en los caldos MRS o M17 (Merck), según se tratase 

de bacilos o de cocos lácticos, respectivamente, y en los medios formulados en 

base a suero de quesería con el agregado de un 2 % (p/v) del hidrolizado total 

de caseína y de un 4 % (p/v) de la fracción A. Los Caldos MRS o M17 (Merck) 

se emplearon como medios de referencia, y los otros dos se seleccionaron por 

ser los que arrojaron los mejores resultados en las experiencias efectuadas 

para determinar la cinética de crecimiento de las poblaciones celulares.  

 La capacidad de producción de sustancias antimicrobianas tipo bacteriocinas 

se estudió solamente en cuatro cepas de bacterias ácido lácticas. Las mismas 

fueron seleccionadas en función de ensayos previos, mediante los cuales se 

determinó su real actividad inhibitoria frente a distintas especies y cepas 

bacterianas utilizadas como blancos.  

 

 

 

 

 

 



 

 

3.1.- Actividad acidificante: 

Para su determinación se utilizó solución de NaOH N/9 (factor: 0,9151), a fin de 

efectuar las valoraciones de la acidez generada por cada una de las cepas. 

Los resultados se expresaron como acidez en grados Dornic (ºD), equivalente 

a gramos de ácido láctico presentes en 100 mL de la leche en la que se hizo 

desarrollar a cada una de las cepas, de acuerdo con la siguiente expresión:        

 

 

 

 

donde 20 corresponde al factor de dilución relativo al volumen de leche 

utilizado en la titulación con NaOH (se utilizaron 5 mL y se lo refirió a 100 mL 

de leche). 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación. 

Los valores promedios obtenidos para cada uno de los tiempos ensayados y 

para cada cepa se  detallan en las siguientes Tablas, donde se indica con la 

abreviatura HT la utilización como medio de propagación de lactosuero con el 

agregado de un 2 % (p/v) de hidrolizado caseínico total, como A 4% el empleo 

de lactosuero con la adición de un 4 % (p/v) de la fracción A, y como Vol (mL) 

el volumen de la solución de NaOH gastado en la titulación.  

 

          ºD= volumen gastado de NaOH x 20 x factor. 



 

 

Tabla N°10: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Enterococcus faecium 

E23. 

E. 

faecium 

E23 

Vol. 

(mL) 

ºD Vol. 

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

M17 1,5 27,47 1,9 34,78 3,6 65,89 5,3 97,01 

HT 1,5 27,47 2,0 36,61 4,0 73,22 5,6 102,50 

A 4% 1,5 27,47 2,1 38,44 4,2 76,88 7,1 129,96 

 

 

Tabla N° 11: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Enterococcus faecalis 

E24. 

E. 

faecalis 

E24 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

M17 1,4 25,63 1,7 31,12 3,9 71,39 6,9 126,30 

HT 1,2 21,96 1,5 27,46 4,7 86,03 7,8 142,77 

A 4% 1,0 18,30 1,6 29,29 5,1 93,35 7,7 140,94 

 



 

 

Tabla N° 12: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Enterococcus faecalis 

E30. 

E. 

faecalis 

E30 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

 

ºD 

 

 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

M17 4,0 73,22 4,9 86,69 5,0 91,52 7,4 135,45 

HT 3,6 65,89 4,5 82,37 5,0 91,52 7,9 144,60 

A 4% 3,2 58,57 3,8 69,55 5,2 95,18 8,0 146,43 

 

 

Tabla N° 13: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Lactococcus lactis  

subsp. lactis Sf1-1. 

L. lactis 

subsp. 

lactis 

Sf1-1 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol. 

(mL) 

 

ºD Vol. 

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

M17 1,3 23,79 1,3 23,79 4,0 73,22 5,0 91,52 

HT 1,3 23,79 1,3 23,79 4,2 76,88 5,1 93,35 

A 4% 1,2 21,96 1,5 27,46 5,1 93,35 7,5 129,96 



 

 

Tabla N° 14: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Streptococcus 

thermophilus Ch3-4. 

S. 

thermophilus 

Ch3-4 

Vol. 

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

M17 1,8 32,95 1,9 34,78 3,6 65,89 5,3 97,01 

HT 1,6 29,29 2,0 36,61 4,0 73,22 5,6 102,50 

A 4% 1,3 23,80 2,1 38,44 4,2 76,88 7,1 129,96 

 

 

Tabla N° 15: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus Lb92. 

L. 

delbrueckii 

subsp. 

bulgaricus 

Lb92 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol. 

(mL) 

 

ºD Vol. 

(mL) 

ºD Vol. 

mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

MRS 1,5 27,47 2,1 38,44 3,7 67,72 5,7 104,33 

HT 1,4 25,63 2,6 47,59 3,7 67,72 6,3 115,32 

A 4% 1,9 34,78 3,2 58,57 4,1 75,05 6,0 109,82 



 

 

Tabla N° 16: Actividad acidificante correspondiente a la cepa de Lactobacillus 

plantarum Lp31. 

L. 

plantarum 

Lp31 

Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD Vol.  

(mL) 

ºD 

 12 horas 24 horas 48 horas 5 días 

MRS 1,1 20,13 2,5 45,76 3,1 56,74 5,9 107,99 

HT 1,3 23,79 2,5 45.76 3,6 65,89 5,9 107,99 

A 4% 1,5 27,46 2,6 47,59 3,9 71,39 6,2 113,48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

A modo de comentario general relativo al conjunto formado por todos los 

valores obtenidos, puede decirse que la actividad acidificante resultó variable 

de cepa a cepa, aún dentro de un mismo género bacteriano, y que su 

tendencia a aumentar o disminuir  según el medio utilizado para la propagación 

también ha sido variable para cada cepa y en función del tiempo al que se 

determinó dicha actividad. 

En todos los casos se observó un mayor aumento de la acidez en función del 

tiempo cuando el medio de desarrollo era suero de quesería con fracción 

caseínica A al 4 % (p/v), detectándose en este caso los valores más altos de 

acidez total luego de 48 h y/o 5 días de incubación. 

Sin embargo, los valores correspondientes de acidez son similares a los 

encontrados cuando las cepas fueron previamente propagadas en lactosuero 

con el agregado de un 2 % (p/v) de hidrolizado caseínico total, aunque estos 

resultaron algo inferiores cuando se los determinó luego de 5 días de 

incubación, excepto para L. delbrueckii subsp. bulgaricus Lb92 y para E. 

faecalis E24, cepas para las cuales la adición del hidrolizado total  permitió 

superar levemente la acidez alcanzada con respecto a la observada con el 

agregado de la fracción A. 

Cabe también aclarar que cuando la acidez se determinó luego de un período 

de incubación corto (12 h), para la mayoría de las cepas de cocos lácticos se 

lograron mejores valores cuando previamente se las propagó en lactosuero 

adicionado con el hidrolizado total o en el medio comercial de referencia, que 

cuando se utilizó la fracción A.  



 

 

En lo que respecta a las cepas de E. faecium E23 y de E. faecalis E24, los 

valores de actividad acidificante determinados a las 12 y 24 horas son 

comparables con los encontrados en investigaciones previas (Scarinci H. y col., 

1994; Carrasco M. y col., 1992; Neviani E. y col., 1982; Neviani E. y Mucchetti 

G., 1982; Battistotti B. y Bottazzi V., 1974; Schmidt J. y Lenoir J., 1972); en  

cambio, los valores determinados al cabo de 5 días de incubación para estas 

cepas fueron netamente superiores a los informados por los investigadores 

mencionados, especialmente cuando se utilizó lactosuero con la adición del 

hidrolizado total o de la fracción A como medio de propagación previa. Por otra 

parte, E. faecalis E30, la cepa con mayor velocidad de acidificación de las tres 

de enterococos estudiadas, mostró ya desde el comienzo de la experiencia (12 

h de incubación) una actividad acidificante mucho mayor que la informada en 

las investigaciones previas de referencia. Cabe agregar también aquí que los 

resultados obtenidos confirman las afirmaciones realizadas por 

Sarantinopoulos y col., 2001, Suzzi y col., 2000  y Villani y Coppola, 1994, 

acerca de que el mayor potencial acidificante detectado en el género 

Enterococcus corresponde a cepas de E. faecalis de origen alimentario. 

En el caso de Lactococcus lactis  subsp. lactis Sf1-1, los resultados obtenidos 

se pueden comparar con los informados por Scarinci H. y col., 1994, quienes 

estudiaron 15 cepas de esta misma subespecie. En la comparación se observa 

que los valores iniciales de acidez (12 y 24 h de incubación) determinados por 

estos investigadores son notablemente mayores que los obtenidos para la cepa  

Sf1-1. Sin embargo, luego de 48 h de incubación la situación se modifica y los 

valores obtenidos para la cepa en estudio en el presente trabajo son similares a 

los de referencia cuando se utiliza Caldo M17 (Merck) o lactosuero con la 



 

 

adición del hidrolizado caseínico total, y francamente superiores cuando se 

emplea lactosuero con fracción A como medio de propagación. Cabe aclarar 

que los resultados informados por Scarinci H. y col., 1994, son similares a los 

obtenidos por otros investigadores tales como Thomas T., 1985, Stadhouders 

J., 1986, Alais C., 1985, Sandine W., 1979, etc. 

En lo que respecta a la cepa de Streptococcus thermophilus Ch3-4, se puede 

observar que ha manifestado una actividad acidificante sensiblemente mayor 

cuando previamente se la propagó en lactosuero adicionado con la fracción A o 

con el hidrolizado caseínico total, excepto para los tiempos iniciales de 

incubación (12 y 24 h), en los que la propagación en Caldo M17 (Merck) mostró 

valores muy próximos a los alcanzados con lactosuero suplementado. Los 

resultados obtenidos para esta cepa son comparables a los informados por 

Scarinci y col.,1994, y por los otros autores mencionados en el párrafo 

precedente, pero sólo en lo que se refiere a la evolución de la actividad 

acidificante en función del tiempo de incubación; por lo contrario, no existe 

coincidencia en lo que respecta a los valores de acidez determinados, pues los 

informados para las cepas estudiadas por estos investigadores son muy 

superiores a los detectados para la cepa evaluada en el presente trabajo. En 

cambio, si se comparan estos resultados con los informados por Carrasco y 

col., 2005, para tres cepas de S. thermophilus, puede apreciarse que estos 

autores detectaron para sus cepas una mayor actividad acidificante que la 

determinada para la cepa Ch3-4 a las 24 h de incubación; sin embargo, luego 

de 5 días de cultivo esta cepa mostró valores de capacidad de acidificación 

superiores a los valores de referencia, cuando había sido previamente 



 

 

propagada en lactosuero con el agregado del hidrolizado caseínico total y, 

especialmente, de la fracción A.  

En lo que se refiere a las dos cepas del género Lactobacillus ensayadas en el 

presente estudio, además de lo ya explicitado al comienzo de esta discusión 

puede agregarse que, si los valores obtenidos se comparan con los informados 

por otros autores tales como Scarinci H. y col., 1994, Thomas T., 1985, 

Stadhouders J., 1986, Alais C., 1985, Sandine W., 1979, Carrasco y col., 1991, 

Soncini y col., 1982, Egan A., 1983, Miccino J., 1983  y Zaika y Kissinger, 1979, 

se observa algo muy similar a lo ya detallado para S. thermophilus Ch 3-4: 

coincidencia en la evolución de la actividad acidificante en función del tiempo 

de incubación, y diferencias muy importantes en los valores de acidez 

determinados, pues los informados para las cepas estudiadas por estos 

investigadores superan ampliamente a los detectados para las cepas 

evaluadas en el presente trabajo. Si los resultados se comparan con los 

informados para L. delbrueckii subsp. bulgaricus por Carrasco y col., 2005, se 

aprecia que también en el caso de los lactobacilos estos autores detectaron 

para sus cepas una mayor actividad acidificante que la demostrada por las del 

presente estudio a las 24 h de incubación, pero luego de 5 días de cultivo sus 

resultados fueron coincidentes con los aquí expuestos. 

 

 

 

 

   



 

 

3.2.- Actividad lipolítica: 

Siguiendo la técnica descripta previamente se obtuvieron los resultados detallados en 

la Tabla N° 15, expresados como microequivalentes de ácidos grasos libres por 

mililitro de leche. 

Las lecturas se realizaron contra blanco de reactivo (leche estéril). 

Para el cálculo se utilizó la siguiente fórmula (Deeth H., 1975): 

 

 

 

 

Donde: 

 T: Volumen neto de la  titulación (mL). 

 N: Normalidad de la solución de KOH metanólico (meq/mL). 

P: Proporción de la fase superior titulada (volumen de la alícuota  / volumen 

total de la fase superior). 

3: Volumen de leche (mL). 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación. 

 

 

 

          T x N x 103 

           P x 3 



 

 

Tabla N° 15: Actividad lipolítica de las cepas de bacterias ácido lácticas 

desarrolladas en los medios de cultivo seleccionados. 

Microorganismo Medio A B P C μeq/mL 

 

Enterococcus faecium E23 

M17 7,5 7,7 0,97 2,2 12,09 

HT 2% 7,5 8,0 0,94 2,5 14,70 

 A 4% 7,5 8,0 0,94 2,6 15,41 

 

Enterococcus faecalis E24 

M17 7,6 7,6 1,0 2,2 11,70 

HT 2% 7,5 7,5 1,0 2,9 16,37 

 A 4% 3,0 14,0 0,21 0,7 19,24 

 

Enterococcus faecalis E30 

M17 7,5 7,5 1,0 3,1 16,96 

HT 2% 7,5 8,2 0,91 3,3 20,35 

 A 4% 7,5 8,6 0,87 3,4 22,29 

Lactococcus lactis 
subsp. lactis 

Sf1-1 

M17 7,5 7,8 0,96 2,0 10,86 

HT 2% 7,5 7,6 0,98 2,2 11,93 

 A 4% 7,5 7,7 0,92 2,0 11,46 

Streptococcus thermophilus 

Ch3-4 

M17 7,5 9,3 0,81 2,1 13,58 

HT 2% 7,5 8,5 0,88 2,6 15,99 

 A 4% 7,5 8,3 0,90 3,0 22,29 

Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus   

Lb92 

MRS 7,5 7,7 0,97 2,0 10,72 

HT 2% 7,5 7,8 0,96 2,2 12,25 

 A 4% 7,5 7,5 1,0 2,0 10,72 

Lactobacillus 

 plantarum   

Lp31 

MRS 7,5 7,5 1,0 1,6 7,63 

HT 2% 7,5 7,6 0,99 2,0 10,43 

A 4% 7,5 7,6 0,99 1,9 9,76 

 

Referencias: A: Volumen fase superior titulado (en mL). 

                       B: Volumen total fase superior (en mL). 

                       P: Proporción de la fase superior titulada 

                       C: Volumen de la solución de KOH metanólico utilizado en la titulación (en mL). 



 

 

De los resultados obtenidos y detallados en la Tabla Nº 15, analizándolos de 

manera general, se deduce que, para la mayoría de las cepas estudiadas, los 

valores indicadores de un mayor grado de actividad lipolítica se obtuvieron 

cuando dichas cepas fueron previamente propagadas en un el medio formulado 

en base a suero de quesería con la adición de la fracción A al 4% (p/v). 

También puede apreciarse que en todos los casos el uso en la propagación 

previa en lactosuero con el agregado del hidrolizado caseínico total al 2% (p/v), 

se tradujo en un grado de actividad de los respectivos sistemas lipolíticos 

mayor que el determinado cuando la propagación de las cepas se efectuó en el 

medio de referencia (Caldos M17 o MRS, Merck).  

Estas observaciones permiten afirmar que la presencia de hidrolizados 

caseínicos en el medio utilizado para la propagación de cepas de bacterias 

ácido lácticas  ejerce un efecto estimulador de las enzimas responsables de su 

capacidad lipolítica. Esta afirmación se afianza plenamente, al igual que las 

efectuadas antes para la actividad acidificante, si se tiene en cuenta que las 

determinaciones de las diversas propiedades tecnológicas se realizaron 

partiendo de concentraciones estandarizadas de células obtenidas de las 

propagaciones previas, lo que deja de lado todo tipo de especulación 

relacionado con el número de células participantes en cada ensayo efectuado 

para determinar estas propiedades de interés tecnológico. 

Si los resultados se analizan de modo más particularizado,  se pueden realizar 

las siguientes deducciones: 

- Para las tres cepas de enterococos resultó conveniente el agregado de 

los hidrolizados caseínicos en estudio a fin de incrementar la actividad 

de sus respectivos sistemas lipolíticos, siendo más conveniente la 



 

 

adición de la fracción A que la del hidrolizado total; esta ventaja ha 

resultado más notable para las dos cepas de E. faecalis, las que 

habitualmente poseen sistemas lipolíticos  cuantitativamente más 

importantes que las de E. faecium. 

- Entre todos los cocos lácticos estudiados, la cepa de S. thermophilus 

presentó la diferencia más notable a favor de la utilización durante la 

propagación de lactosuero adicionado del 4% (p/v) de la fracción A. 

Además, en estas condiciones de propagación previa, la capacidad de 

lipólisis de esta cepa igualó a la de la cepa más lipolítica de E. faecalis. 

- La cepa de L. lactis subsp. lactis presentó, como era previsible, la menor 

capacidad  lipolítica, y ésta sólo resultó levemente incrementada por el 

uso de lactosuero adicionado con fracciones caseínicas durante la etapa 

de propagación. 

- Las dos cepas de lactobacilos en ensayo mostraron escasa actividad 

lipolítica, similar o aún menor que la correspondiente a L. lactis subsp. 

lactis, y para ambas resultó más conveniente el agregado del hidrolizado 

total que el de la fracción A. 

- En particular para la cepa de L. delbrueckii subsp. bulgaricus, el 

agregado de la fracción A no mostró ninguna diferencia con respecto al 

uso del medio de referencia, y para la cepa de L. plantarum, la menos 

lipolítica de todas las estudiadas, la diferencia detectada en relación a 

estas dos condiciones de propagación resultó poco significativa. 

Los resultados obtenidos para las cepas de enterococos muestran ciertas 

similitudes con los oportunamente informados por Carrasco y col., 1992, y por 

Mucchetti y col., 1982, ya que si bien estos investigadores utilizaron otra 



 

 

metodología de trabajo para evaluar 61 cepas de diferentes especies de 

Enterococcus, también ellos concluyeron que la habilidad de estos 

microorganismos para liberar ácidos grasos a partir de los triglicéridos de la 

leche es sumamente variable de cepa a cepa, aún dentro de la misma especie. 

Por otra parte y en coincidencia con los resultados aquí expuestos, también 

demostraron que las cepas más lipolíticas detectadas pertenecían a la especie 

E. faecalis. 

De igual modo, Sarantinopoulos y col., 2001, comprobaron la capacidad de 

cepas de enterococos para hidrolizar triglicéridos, demostrando que las cepas 

más lipolíticas eran las de origen alimentario o veterinario, pertenecientes a la 

especie E. faecalis, seguidas en orden decreciente por las cepas de E. durans 

y E. faecium. 

Asimismo, Foulquié Moreno y col., 2006, sostienen que si bien las bacterias 

ácido lácticas son generalmente consideradas como débilmente lipolíticas, 

debe tenerse en cuenta que esta actividad metabólica juega un importante 

papel en la generación de aromas especiales en alimentos fermentados, sobre 

todo en diferentes quesos; entre estas bacterias, las pertenecientes al género 

Enterococcus contribuyen significativamente a la hidrólisis de la grasa de leche. 

En este trabajo de revisión también se señala que diferentes investigadores 

han informado que los enterococos poseen una marcada actividad lipolítica, 

generalmente superior a la comprobada para representantes de los géneros 

Lactococcus y Lactobacillus; asimismo se destaca que en muchos casos esa 

actividad varía muy significativamente en función del ecosistema del que se 

han aislado las cepas, siendo incluso muy notable esa variación para distintas 

variedades queseras, típicas de diferentes regiones del mundo. 



 

 

Por otra parte, también se observan para las otras bacterias del ácido láctico 

estudiadas en este trabajo, coincidencias de tipo general con los resultados 

obtenidos por Carrasco y col., 1995, Accolas y col., 1980, Thomas T., 1985, y 

Carini S., 1984. Así por ejemplo, estos autores demostraron que la actividad 

lipolítica es marcadamente más elevada en cepas de S. thermophilus que en 

cepas de L. lactis subsp. lactis y de L. lactis subsp. cremoris, y que esta 

diferencia se vuelve más notable cuando las determinaciones de esta 

propiedad se realizan a 42ºC.  También comprobaron que la capacidad 

lipolítica detectada en cepas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus es inferior que 

la determinada en cepas de S. thermophilus, y similar a la correspondiente a 

cepas de L. lactis subsp. lactis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3.3.- Actividad proteolítica: 

La actividad proteolítica se evaluó aplicando el ensayo espectrofotométrico con 

aldehído ftálico (OPA), sobre cultivos de los microorganismos en leche. 

 Los resultados corresponden a lecturas de DO realizadas a 340 nm contra  

blanco de reactivo (leche estéril). 

Para el cálculo de los resultados se utilizaron  las siguientes fórmulas (Church y 

col., 1983). 

 

 

 

Donde: 

         n’: Número de enlaces peptídicos hidrolizados en el tiempo de reacción. 

        ∆A: Variación de la absorbancia observada experimentalmente a 340nm. 

      ε: Absortividad molar de grupos α y ε amino medidos a 340 nm ( M
-1

 cm
-1

). 

       M: Concentración molar de proteínas (mol/ L). 

        F: Factor de dilución.   

 

 

 

 

n’=∆A 340nm / ε.M.F 

F 

 



 

 

Se realizaron los cálculos según un valor promedio de peso molecular (PM) de 

las caseínas  (αs1:23.000 g/mol; β: 25.000 g/mol; k: 19.000 g/mol). 

En función de estos valores, el PM promedio de las caseínas es de 22.000 

g/mol. 

Según datos del proveedor, la leche descremada en polvo tiene una 

concentración de 35 gramos de proteína cada 100 gramos de leche 

deshidratada, y teniendo en cuenta que para el ensayo ésta ha sido 

reconstituida al 10 % (p/v), resulta que:  

  M= 0,00159 mol /L. 

            F= 0,005. 

Además, según Church y col., 1983, el valor de  ε  es: 

           ε= 6000 M-1 cm-1.   

y  

 

 

 

Donde: 

 % H: Porcentaje de hidrólisis. 

n’ : Número de uniones peptídicas hidrolizadas en el tiempo de reacción. 

n: Número inicial de uniones peptídicas . 

       

 

      % H =  n’ . 100 /  n 

 



 

 

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se 

expresaron como promedios de los valores individuales obtenidos en cada 

determinación. Los mismos se detallan en la Tabla N° 16. 

Tabla N° 16: Actividad proteolítica, expresada como porcentaje de hidrólisis de 

péptidos (% H), número de enlaces peptídicos hidrolizados (n’), y valores 

experimentales de absorbancia, para las cepas de bacterias ácido lácticas 

desarrolladas previamente en los medios de cultivo seleccionados.   

Microorganismo MRS / M17 Hidrol. Total  

2 % (p/v) 

Frac. A 

4 % (p/v) 

 Abs.  n’ % H Abs. n’ % H Abs. n’ % H 

 

E. faecium  E23 

 

0,630 

 

14,25 

 

7,1 

 

0,153 

 

3,21 

 

1,6 

 

0,156 

 

3,27 

 

1,6 

 

E. faecalis  E24 

 

0,660 

 

13,83 

 

6,9 

 

0,182 

 

3,81 

 

1,9 

 

0,103 

 

2,16 

 

1,1 

 

E. faecalis  E30 

 

0,890 

 

18,65 

 

9,3 

 

0088 

 

1,84 

 

0,9 

 

0,109 

 

2,28 

 

1,1 

L. lactis subsp. 
lactis  Sf1-1 

 

0,079 

 

1,65 

 

0,8 

 

0,059 

 

1,24 

 

0,6 

 

0,015 

 

0,31 

 

0,1 

 

S. thermophilus 

 Ch3-4 

 

0,237 

 

4,96 

 

2,5 

 

0,116 

 

2,43 

 

1,2 

 

0,194 

 

4,06 

 

2,0 

L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus  

Lb92 

 

0,511 

 

10,70 

 

5,4 

 

0,048 

 

1,00 

 

0,5 

 

0,062 

 

1,30 

 

0,6 

 

L. plantarum   

Lp31 

 

0,268 

 

5,61 

 

2,8 

 

0,197 

 

4,13 

 

2,1 

 

0,013 

 

0,27 

 

0,1 



 

 

Los resultados obtenidos, detallados en la Tabla Nº 16, permiten realizar las 

siguientes deducciones: 

- Para todas las cepas ensayadas, la mayor actividad proteolítica, luego de 24 

horas de incubación en leche, se obtuvo cuando fueron previamente 

propagadas en los medios de referencia (Caldos MRS o M17,  Merck). 

Para explicar este fenómeno se puede plantear que, al propagar estos 

microorganismos en lactosuero adicionado con hidrolizados proteicos, los 

mismos sufren un acostumbramiento a la disposición directa e inmediata de 

caseínas hidrolizadas a péptidos menores más fácilmente metabolizables, que 

se traduce en una inhibición parcial (y muy probablemente sólo temporaria) de 

sus sistemas enzimáticos proteolíticos. Cuando estas bacterias son luego 

obligadas a desarrollar en leche, deben pasar por un período de adaptamiento 

a las nuevas condiciones, período en el cual sus enzimas proteolíticas están 

aún muy poco activas. Lo más probable es que este período sea breve, y que 

luego las bacterias alcancen sus niveles normales de actividad proteolítica. 

Como los presentes ensayos se realizaron cultivando las cepas en leche 

durante sólo 24 horas, el retorno a su actividad enzimática normal no ha podido 

ser comprobado en esta experiencia. Por ello resultaría aconsejable continuar 

con el estudio de esta propiedad. 

Estos resultados y la hipótesis planteada a partir ellos son coincidentes con los  

obtenidos al estudiar la cinética de crecimiento de las BAL, donde se observó 

que la disponibilidad de péptidos pequeños se tradujo en un mayor crecimiento 

de la masa microbiana. 

-En lo que respecta a la intensidad de la actividad proteolítica en sí misma, 

independientemente del medio de propagación utilizado previamente, puede 



 

 

apreciarse que, tal como era dado esperar, las cepas de enterococos fueron las 

que exhibieron la máxima capacidad para hidrolizar las caseínas de la leche. Al 

igual que en la determinación de la actividad lipolítica, se destaca 

especialmente la cepa de E. faecalis E30, que exhibió la máxima capacidad 

hidrolítica de proteínas. 

En lo que se refiere a los otros cocos lácticos, L. lactis subsp. lactis Sf1-1 

mostró la menor actividad proteolítica detectada en este trabajo. En cambio, S. 

thermophilus CH3-4 mostró valores intermedios entre los máximos y mínimos 

detectados, similares a los observados para la cepa de L. plantarum.   

Entre las dos cepas de lactobacilos, la más destacada resultó ser la de L. 

delbrueckii subsp. bulgaricus, para la cual se detectó el valor de actividad 

proteolítica más próximo al alcanzado por las cepas de enterococos, y 

considerablemente superior a los determinados para las otras cepas en 

estudio. En cambio y tal como ya se ha detallado, L. plantarum Lp31 mostró 

valores inferiores, similares a los correspondientes a S. thermophilus CH3-4. 

Los resultados obtenidos se pueden comparar de modo relativo con los 

informados por otros investigadores. Así por ejemplo, Carrasco y col., 1989, 

estudiaron 61 cepas de enterococos y demostraron que, luego de incubarlas en 

presencia de una solución de caseinato de sodio por períodos comprendidos 

entre 24 y 48 h, los mayores porcentajes de las mismas presentaron una 

actividad proteolítica exocelular comprendida entre valores considerados 

medios y altos. También observaron una actividad considerablemente  mayor, 

a las 24 h, de las cepas de E. faecalis en comparación con las de E. faecium, 

diferencia que se volvió mucho más notable al cabo de 48 h de incubación. 



 

 

Asimismo, en todos los tiempos ensayados las cepas de E. durans resultaron 

sólo débilmente proteolíticas. 

Por su parte, Sarantinopoulos y col., 2001, en coincidencia con Foulquié 

Moreno y col., 2006, Dovat y col. 1970, Arizcun y col., 1997,  y Suzzi y col., 

2000, informaron que la mayoría de una importante cantidad de cepas de 

enterococos examinadas luego de ser propagadas en leche descremada, 

exhibieron sólo una baja actividad proteolítica exocelular. En 55 cepas (el 

42,6% del total) no se detectó capacidad hidrolítica de las caseínas de la leche; 

52 cepas (40,3%) mostraron una escasa actividad y sólo 22 cepas (17,1%) 

resultaron poseedoras de una considerable actividad de proteasas. También 

observaron, en coincidencia parcial con los resultados del presente trabajo, que 

las cepas más proteolíticas fueron las de E. faecalis de origen alimentario, 

seguidas en orden decreciente de actividad por las de E. durans y E. faecium. 

También Carrasco y col., 1995, estudiaron la actividad proteolítica exocelular 

de 38 cepas de bacterias ácido lácticas (L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. 

cremoris, S. thermophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus y L. helveticus). En 

su trabajo demostraron que la máxima actividad caseinolítica exocelular, en 

períodos de incubación de 24 y 48 h, correspondió a las cepas de 

Lactobacillus, seguidas en orden de importancia por las de Lactococcus, 

resultando en cambio muy poco proteolíticas las de S. thermophilus. Estos 

resultados, coincidentes con los de Rajagopal y Sandine, 1990, coinciden 

también con los de la presente investigación en lo que respecta a la 

considerable actividad enzimática detectada para las cepas de L. delbrueckii 

subsp. bulgaricus, la que resultó superior a la determinada para los lactococos. 

En cambio, no existe coincidencia en cuanto a la intensidad de la actividad 



 

 

caseinolítica de los cocos lácticos entre sí, pues mientras en el presente trabajo 

la cepa de S. thermophilus Ch 3-4 resultó netamente superior a la de L. lactis 

subsp. lactis Sf1-1, en los trabajos de referencia se comprobó lo contrario. 

Cabe aclarar que, tratándose de estudios realizados sobre cepas diferentes, no 

hay razón para esperar que las coincidencias en las comparaciones sean una 

constante. 

Asimismo, Carrasco y col., 2005, en coincidencia con Moon y Reinbold, 1976, 

observaron que tres cepas de L. delbrueckii subsp. bulgaricus propagadas 

previamente en un medio sintético recomendado para el cultivo de bacterias 

ácido lácticas (LAPT-L5, lactosa 0,5%), demostraron al cabo de 24 h de cultivo 

en leche una actividad proteolítica netamente superior (relaciones 

comprendidas entre 2 a 1 hasta aproximadamente 10 a 1) a la determinada 

para tres cepas de S. thermophilus propagadas en el mismo medio sintético. 

Puede apreciarse en este caso que, aún tratándose de cepas diferentes, se 

determinó una relación entre las actividades caseinolíticas detectadas para 

ambas especies que resulta coincidente con la determinada en el presente 

trabajo, siempre que se trate de cepas propagadas previamente en medios de 

cultivo sintéticos especialmente aconsejados para el desarrollo de estos 

microorganismos. 

Por su parte, Carrasco y col., 1991, Egan A., 1983, Soncini y col., 1982, y 

Miccino J., 1983, observaron que la gran mayoría de numerosas cepas de L. 

plantarum estudiadas mostraron una escasa actividad proteolítica luego de 2 

días de incubación a 30ºC, si bien el sustrato y la metodología de ensayo 

empleados fueron muy distintos a los utilizados en el presente trabajo. 

 



 

 

3.4.-Producción de sustancias antimicrobianas tipo bacteriocinas: 

Se estudiaron sólo 4 de las 7 cepas en ensayo en el presente trabajo, las que 

fueron seleccionadas en función de los resultados arrojados por estudios 

previos relativos a su capacidad inhibitoria del crecimiento de otras especies 

bacterianas (Simonetta y col., 1997, Carrasco y col., 1997, Simonetta y col., 

1998, Carrasco y col.,1999, Carrasco y col., 2002, Moragues y col.,2003, Müller 

y col., 2001, Müller D., 2007). 

Las 4 cepas seleccionadas son las que se detallan a continuación:  

- Enterococcus faecium (E23)   

- Enterococcus faecalis (E24)  

- Enterococcus faecalis (E30)  

- Lactobacillus plantarum (Lp 31). 

Se utilizaron como medio de propagación Caldos MRS o M17 (Merck), suero 

de quesería adicionado con hidrolizado total de caseína al 2% (p/v) y suero 

adicionado  con la fracción A al 4 % (p/v). 

Como cepas blanco para detectar la presencia de sustancias antibacterianas 

en los sobrenadantes libres de células obtenidos de los cultivos de las 4 cepas 

seleccionadas, se utilizaron las siguientes, todas de origen alimentario y 

pertenecientes a la colección propia: 

- Bacillus cereus DBFIQ Bc 28                   Bacillus subtilis DBFIQ Bs11 

- Escherichia coli  DBFIQ Ec 9                  Pseudomonas sp.  DBFIQ P55 

 

Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla N°17. 

 



 

 

Tabla N° 17: Actividad inhibitoria de los sobrenadantes libres de células 

obtenidos de cultivos de cuatro cepas de bacterias ácido lácticas.  

 

 

MICROORGANISMO 

 
Medio de 

cultivo 

B. cereus 

DBFIQ 

Bc28 

B. subtilis 

DBFIQ  

Bs11 

E. coli 

DBFIQ 

Ec 9 

Pseudomonas 

sp.  

DBFIQ P55 

Diámetro de los halos de inhibición (en mm) 

 

E. faecium  

E23 

M17 17 20 17 19 

HT 2% 16 16 15 17 

 A 4% 9 10 12 14 

 

E. faecalis 

 E24 

M17 17 20 16 17 

HT 2% 17 20 17 19 

 A 4% 11 16 15 16 

 

E. faecalis  

E30 

M17 18 19 19 19 

HT 2% 9 11 14 15 

 A 4% 9 10 12 17 

 

L. plantarum   

Lp31 

MRS 16 19 15 17 

HT 2% 10 12 13 15 

A 4% 10 6 14 12 

 



 

 

A partir del análisis de los valores expuestos en la Tabla, se pueden formular 

las siguientes deducciones: 

- Para las cepas de E. faecium E23 y E. faecalis E24 se obtuvieron 

resultados comparables utilizando Caldo M17 (Merck) o lactosuero 

adicionado con el 2% (p/v) de hidrolizado caseínico total, dado que los 

diámetros de los halos de inhibición detectados resultaron similares. En 

cambio, al utilizar lactosuero con el agregado del 4% (p/v) de la fracción 

A para el cultivo de estas dos cepas, los sobrenadantes libres de células 

obtenidos mostraron una actividad inhibitoria frente a las cepas blanco 

marcadamente disminuida, excepto en el caso del sobrenadante de 

cultivo de la cepa E24 frente a E. coli y Pseudomonas sp. 

- Para las otras dos cepas estudiadas (E. faecalis E30 y L. plantarum 

Lp31) los resultados fueron diferentes, dado que en ambos casos la 

capacidad antibacteriana frente a todas las cepas blanco fue superior 

cuando los sobrenadantes libres de células de ambas cepas 

bacteriocinogénicas se obtuvieron a partir de cultivos en Caldos M17 o 

MRS (Merck).   

Si bien no se dispone de pruebas experimentales que permitan justificar 

fehacientemente las diferencias observadas en este ensayo, se puede inferir 

una probable justificación de las mismas en base a los siguientes hechos: en 

los trabajos previos ya citados que permitieron seleccionar las 4 cepas 

utilizadas en el presente ensayo, en los que los sobrenadantes siempre se 

obtuvieron a partir de medios sintéticos (caldos M17 o MRS), se determinó 

mediante pruebas enzimáticas que todos los sobrenadantes libres de células 

estaban compuestos por sustancias de naturaleza proteica o peptídica a las 



 

 

cuales se podía atribuir la actividad antagonística frente a las bacterias blanco; 

sin embargo, hasta el presente no se ha llegado a determinar la composición 

aminoacídica de esas proteínas o péptidos, y menos aún a secuenciarlos. Por 

lo tanto, es lícito suponer que algunas de las cepas bacteriocinogénicas hayan 

encontrado disponibles los aminoácidos para sintetizar sus péptidos inhibidores 

tanto en el medio sintético M17 (Merck) como en el lactosuero adicionado de 

los hidrolizados caseínicos, mientras que para otras los aminoácidos 

necesarios sólo se hallaban disponibles (o al menos más fácilmente disponibles 

o en concentraciones mayores) en los Caldos M17 o MRS (Merck). 

 

Si se comparan los resultados obtenidos en la presente experiencia con los 

correspondientes a trabajos previos realizados con las mismas cepas 

bacteriocinogénicas, ya citados al comienzo de este ítem, y en los que dichas 

cepas fueron siempre propagadas en medios sintéticos, se puede comprobar 

que los valores, expresados como diámetros (en mm) de los halos de 

inhibición, son muy similares en todos los casos. Esto permite aseverar que las 

cepas en estudio han mantenido inalterada su capacidad bacteriocinogénica en 

el transcurso del tiempo y también en función de los distintos períodos de 

conservación, y que las diferencias aquí observadas sólo son atribuibles a los 

medios de propagación empleados. 

Por el contrario, resulta muy difícil comparar los presentes resultados con otros 

obtenidos por el mismo grupo de trabajo o por otros investigadores, si se 

considera la utilización del lactosuero adicionado de hidrolizados caseínicos 

como medio de propagación de las bacterias bacteriocinogénicas. Esto es 



 

 

debido a que prácticamente no se han podido localizar en la bibliografía 

disponible estudios sobre esta temática. 

Es posible, por ejemplo, efectuar una comparación relativa con los resultados 

obtenidos por Burgos R., 2000, quien llevó a cabo un estudio similar al 

presente. En dicha investigación la autora realizó una caracterización preliminar 

de sustancias antibacterianas producidas por una cepa particular de L. 

plantarum propagada en un medio a base de lactosuero, llegando a determinar 

que en el sobrenadante libre de células de los cultivos de esta cepa estaba 

presente una sustancia inhibitoria que podía caracterizarse a priori como una 

bacteriocina. En este trabajo de referencia se utilizó como medio de 

propagación suero de quesería, al que se le adicionaron un 0,25 % (p/v) de 

peptona y un 0,1 % (p/v) de Tween 80. Se pudo comprobar que tanto la 

concentración de sustancia inhibitoria producida como las características 

fisicoquímicas y enzimáticas de la misma eran comparables a las obtenidas 

cuando el microorganismo se propagaba en Caldo MRS (Merck). Por lo tanto, 

los resultados logrados en ese estudio no concuerdan con los del presente 

trabajo, donde la cepa de L plantarum Lp31 mostró una capacidad 

considerablemente mayor de producir sustancias antibacterianas cuando se la 

propagó en Caldo MRS (Merck). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que 

esta comparación tiene sólo un valor relativo, dado que las cepas de L. 

plantarum utilizadas en ambos estudios son distintas, como así también lo es la 

naturaleza de los hidrolizados proteicos agregados al lactosuero en cada uno 

de los casos. 

 



 

 

3.5.- Capacidad de crecimiento en leche: 

Esta determinación se realizó con las siete cepas de bacterias del ácido láctico 

en estudio. 

 Se utilizaron como medios de propagación Caldos MRS o M17 (Merck), y 

lactosuero adicionado con hidrolizado total de caseína al 2% (p/v) y con 

fracción A al 4 % (p/v). 

Luego de esta etapa de propagación, se cosecharon las células, se 

estandarizaron las suspensiones celulares y se estudió su capacidad de 

crecimiento en leche  evaluando el grado de turbidez alcanzado (medido como  

D.O. a 480 nm), el cual es representativo de la concentración celular. 

Los resultados obtenidos se observan en la Tabla N°18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla N°18: Capacidad de crecimiento en leche, expresada como valores de D.O. 

determinados a 480 nm, según la técnica de Kanasaki (1975), modificada por Thomas 

y Turner (1977). 

 

 

MICROORGANISMO 

 
 

MRS/ M17 

 

         HT 2% 

 

FRAC. A 4% 

 

E. faecium E23 

 

0,430 

 

0,309 

 

0,422 

 

E. faecalis E24 

 

0,412 

 

0,506 

 

0,393 

 

E. faecalis E30 

 

0,346 

 

0,377 

 

0,403 

L. lactis subsp. lactis 

Sf 1-1 

 

0,534 

 

0,504 

 

0,365 

S. thermophilus 

Ch3-4 

 

0,258 

 

0,176 

 

0,191 

L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus  Lb92 

 

0,514 

 

0,735 

 

0,273 

 

L. plantarum  Lp31 

 

0,575 

 

0,390 

 

0,470 



 

 

A partir del análisis de los resultados expuestos en la Tabla se pueden realizar 

las siguientes observaciones: 

- Para las tres cepas de enterococos se evidenció una buena capacidad 

de desarrollo en leche cuando las mismas fueron previamente 

propagadas en lactosuero con el agregado de hidrolizados caseínicos, 

pero con diferencias específicas entre cepa y cepa. E. faecium E23 y E. 

faecalis E30 mostraron valores de concentración celular en leche 

comparable y francamente superior, respectivamente, a la lograda con el 

medio de referencia M17 (Merck), cuando la propagación previa se 

realizó en lactosuero con un 4% (p/v) de la fracción A; como diferencia 

entre estas dos cepas se aprecia que, para la última, la propagación en 

lactosuero con el 2% (p/v) de hidrolizado caseínico total resultó algo más 

ventajosa que la realizada en el medio sintético, mientras que para la 

primera el Caldo M17 (Merck) fue netamente superior que el suero de 

leche con agregado de hidrolizado total. Por su parte, la cepa E24 de E. 

faecalis se diferenció de las anteriores dado que para ella resultó 

decididamente más favorable, para obtener los mayores valores de 

concentración celular en leche, la propagación previa en suero con el 

2% (p/v) de hidrolizado caseínico total. 

- Para las otras dos cepas de lactococos se observó coincidencia en 

cuanto a que las mayores concentraciones celulares en leche se 

obtuvieron cuando la propagación previa se realizó en el medio sintético. 

Las diferencias entre ellas se consistieron en que, para L. lactis subsp. 

lactis  Sf1-1, el segundo lugar de conveniencia (y bastante próximo al 

Caldo M17) lo ocupó el suero con agregado de hidrolizado caseínico 



 

 

total, estando muy alejado el suero adicionado con la fracción A en 

cambio, para S. thermophilus Ch3-4 ese segundo lugar de conveniencia 

correspondió al lactosuero con la fracción A, siendo éste relativamente 

próximo al tercer lugar ocupado por el suero con hidrolizado total. 

- Para las dos cepas de lactobacilos estudiadas también se observaron 

diferencias notables. Para L. delbrueckii subsp. bulgaricus se comprobó 

una tendencia general similar a la de E. faecalis E24, con una diferencia 

muy importante en concentraciones celulares en leche a favor de la 

propagación previa en lactosuero con el agregado del hidrolizado total, 

seguida en segundo lugar y con valores muy alejados por el cultivo 

previo en Caldo MRS (Merck). En cambio, L. plantarum Lp 31 mostró 

una tendencia general similar a la observada para E. faecium E23 y para 

S thermophilus Ch3-4, con una amplia ventaja a favor del uso de Caldo 

MRS en la propagación previa, seguida en segundo lugar de 

conveniencia por el lactosuero con el agregado de la fracción A. 

 

En modo concordante con lo anteriormente dicho en lo que respecta a la 

capacidad de producción de bacteriocinas, si bien tampoco en este caso se 

dispone de pruebas experimentales que permitan justificar fehacientemente las 

diferencias observadas en el ensayo, se puede inferir una probable justificación 

de las mismas en base a los siguientes hechos: de las siete cepas ensayadas 

sólo una, la de L. plantarum Lp31, mostró una diferencia notablemente superior 

en lo que respecta a la concentración celular alcanzada en leche cuando la 

propagación previa se realizó en Caldo MRS (Merck); en los seis casos 

restantes las concentraciones celulares alcanzadas en leche resultaron 



 

 

superiores, o al menos sin diferencias demasiado importantes, a las logradas 

con la propagación previa en los medios sintéticos de referencia, cuando dicha 

propagación previa se realizó en lactosuero con el agregado de algún 

hidrolizado caseínico; en este punto debe destacarse que, en general, las 

cepas de L. plantarum no encuentran en la leche su medio óptimo de 

crecimiento, mientras que las seis cepas restantes pertenecen a especies o 

subespecies de bacterias ácido lácticas que sí encuentran en la leche un medio 

muy apropiado para su desarrollo. También se debe tener en cuenta que en el 

presente ensayo se realizó una estandarización de las suspensiones celulares 

que fueron inoculadas en la leche, por lo que las diferencias en las densidades 

de población observadas al final de la experiencia no pueden atribuirse a 

diferencias existentes en las concentraciones celulares iniciales con que se 

inoculó la leche, sino sólo a diferencias en los estados fisiológicos y en las 

capacidades bioquímicas de cada cepa según cual haya sido el medio de 

propagación utilizado previamente. En este sentido se puede especular con los 

procesos de adaptamiento que deben superar los microorganismos en general 

cuando se cambia el medio de desarrollo; siendo el lactosuero adicionado con 

los hidrolizados caseínicos un medio de cultivo más similar a la leche que los 

medios sintéticos, los fenómenos de adaptamiento no incidirán demasiado 

sobre el desarrollo bacteriano al pasar de suero a leche, y de este modo se 

obtendrán concentraciones celulares mayores o al menos comparables con las 

que se logran cuando la propagación previa se realiza en un medio sintético 

especialmente formulado para el cultivo de estas bacterias.   

De todos modos y cualesquiera sean las causas que puedan justificar los 

valores obtenidos, lo que resulta absolutamente claro del análisis de los 



 

 

mismos es que el desarrollo previo en lactosuero con agregado de hidrolizados 

caseínicos de la gran mayoría de las bacterias ácido lácticas ensayadas, se 

traduce en una posterior capacidad de crecimiento en leche superior, o al 

menos comparable, a la que se logra aplicando una propagación previa en los 

medios sintéticos comerciales utilizados como referencia. 

También en forma concordante con lo expresado en el ítem inmediato anterior, 

resulta imposible comparar los presentes resultados con otros obtenidos por el 

mismo grupo de trabajo o por otros investigadores, lo que se debe a que no se 

han podido localizar en la bibliografía disponible consultada estudios 

comparativos de la capacidad de crecimiento en leche para bacterias ácido 

lácticas luego de su propagación previa en lactosuero con el agregado de 

hidrolizados caseínicos y en medios sintéticos comerciales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

CONCLUSIONES 
 
 

En primer lugar y teniendo en cuenta la finalidad central de la ejecución de la 

presente investigación, se puede afirmar que se llevó a cabo el trabajo 

experimental que permitió dar cumplimiento a los objetivos oportunamente 

planteados para el desarrollo de esta Tesis: 

- Obtener y purificar distintas fracciones peptídicas a partir de un hidrolizado de 

caseína comercial. 

- Determinar el efecto provocado por los hidrolizados caseínicos total y 

fraccionado sobre la cinética de crecimiento de cepas de bacterias ácido 

lácticas (BAL) (Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus) de 

colección propia, obtenidas de alimentos fermentados, fermentos comerciales y 

artesanales y materias primas alimentarias de la región, cuando las mismas 

desarrollan en medios de cultivo económicos, como los formulados en base a 

suero de quesería.  

- Investigar la influencia del agregado al medio de propagación de los 

hidrolizados caseínicos totales y fraccionados, sobre el estado fisiológico de las 

bacterias, mediante la determinación comparativa de propiedades tecnológicas 

de relevante interés, como lo son las actividades acidificante, proteolítica y 

lipolítica y la producción de inhibidores tipo bacteriocinas. 

- Determinar la capacidad de crecimiento en leche de las células de las 

distintas especies de bacterias ácido lácticas propagadas previamente en los 

medios con agregado de los hidrolizados caseínicos. 

 



 

 

Por otra parte, mediante la concreción de los objetivos planteados también se 

ha realizado un aporte que puede contribuir, brindando soluciones novedosas, 

a intentar resolver un antiguo doble problema de la industria láctea y de las 

industrias dedicadas a la producción de fermentos o cultivos starters para 

distintas aplicaciones alimentarias: - el uso de medios de cultivo de elevado 

costo, generalmente importados, para la propagación industrial de las cepas 

seleccionadas de BAL; - la disposición final del suero de quesería, un desecho 

de las industria láctea cuya eliminación genera importantes problemas de 

contaminación del medio ambiente. 

En efecto, se ha podido demostrar que utilizando lactosuero con el agregado 

de hidrolizados caseínicos en la concentración adecuada, se obtienen mejores 

cinéticas de crecimiento de las cepas de BAL que cuando se emplean medios 

comerciales. Al mismo tiempo se ha logrado una mejor expresión de algunas 

de sus actividades enzimáticas que determinan propiedades tecnológicas 

claves de estos microorganismos para su empleo en producciones 

alimentarias, especialmente en la elaboración de alimentos lácteos y cárnicos 

fermentados.  

Esta conclusión general se fundamenta en las conclusiones parciales obtenidas 

a lo largo del desarrollo de la investigación, que ha continuación se detallan: 

 

 Partiendo de un hidrolizado tríptico comercial de caseína (Sigma), se 

procedió a su fraccionamiento, obteniéndose cuatro fracciones 

diferenciadas. Se eligió una de ellas, la denominada Fracción A (que en 

un trabajo previo demostró su actividad estimuladora del crecimiento de 



 

 

una línea celular de insectos), que al ser analizada demostró estar 

integrada por al menos tres péptidos de muy bajo peso molecular, dos 

de ellos procedentes de la βA2 caseína, y el tercero procedente de la  

 k-caseína. Dichos péptidos presentaron la siguiente composición:  

- Región 89-95 de la βA2 caseína: IPPLTQT 

- Región 160-169 de la βA2 caseína: HQPHQPLPPT 

- Región 177-183 de la kappa-caseína: PPEINTV 

Dado que uno de los principales componentes de esta fracción es el 

péptido HQPHQPLPPT procedente de la βA2 caseína, cuya actividad 

promotora sobre el crecimiento de células de insecto fue previamente 

demostrada, se concluyó que esta fracción péptidica debía ser 

ensayada, así como el hidrolizado caseínico total, porque ambas podrían 

llegar a presentar el mismo efecto sobre cepas de BAL de interés 

alimentario. 

 

 Realizados los estudios de cinética de crecimiento de las siete cepas de 

BAL seleccionadas en los cinco medios de desarrollo propuestos, y en 

función de los resultados logrados, se puede asegurar que el medio más 

adecuado para seis de las siete cepas ensayadas ha resultado ser el 

lactosuero con la adición de hidrolizado caseínico total. La excepción la 

constituye la cepa de L. lactis subsp. lactis Sf1-1, para la que se ha 

comprobado que la máxima concentración celular se consigue en 

lactosuero adicionado con la fracción A al 4% (p/v). Sin embargo, para 

esta cepa también se ha determinado que el lactosuero con  agregado 



 

 

de hidrolizado caseínico total permite alcanzar una población 

cuantitativamente semejante y en menor tiempo de cultivo.    

También se aprecia que, para la cepa de E. faecium E23, la de S. 

thermophilus Ch3-4 y las dos de Lactobacillus, el medio que ocupa el 

segundo lugar en cuanto a conveniencia es el lactosuero con adición de 

la fracción A al 4% (p/v). 

Por lo tanto, se puede concluir que la estrategia más recomendable a 

aplicar para conseguir elevadas poblaciones celulares, superiores a las 

logradas con los medios comerciales de referencia, para las cepas de 

bacterias del ácido láctico, es el empleo de lactosuero con adición de 

hidrolizado caseínico total al 2 % (p/v), seguida por la utilización de 

lactosuero con agregado de la fracción A, y que la concentración más 

adecuada de ésta es al 4% (p/v). 

 En lo que respecta a una de las propiedades tecnológicas de mayor 

interés de las BAL empleadas en la obtención de alimentos fermentados, 

su actividad acidificante, puede concluirse que los hidrolizados 

caseínicos agregados al lactosuero han producido una estimulación de 

esta actividad enzimática. 

           En todos los casos se observó un mayor aumento de la acidez en 

función del tiempo cuando el medio utilizado para la propagación previa ha 

sido suero de quesería con fracción caseínica A al 4 % (p/v), detectándose 

en este caso los valores más altos de acidez total luego de 48 h y/o 5 días 

de incubación. Debe también destacarse que los valores correspondientes 

de acidez son similares a los encontrados cuando las cepas fueron 

previamente propagadas en lactosuero con el agregado de un 2 % (p/v) de 



 

 

hidrolizado caseínico total, aunque éstos resultaron algo inferiores cuando se 

los determinó luego de 5 días de incubación, excepto para dos cepas, para 

las cuales la adición del hidrolizado total  permitió superar levemente la 

acidez alcanzada con respecto a la observada con el agregado de la fracción 

A. 

 

 A partir de los resultados obtenidos al estudiar la actividad lipolítica de 

las BAL se concluye que, para la mayoría de las cepas, los valores 

indicadores de un mayor grado de lipólisis se obtienen cuando las 

mismas son previamente propagadas en el medio formulado en base a 

suero de quesería con la adición de la fracción A al 4% (p/v). También 

puede apreciarse que en todos los casos el uso en la propagación previa 

en lactosuero con el agregado del hidrolizado caseínico total al 2% (p/v), 

se tradujo en un grado de actividad de los respectivos sistemas 

lipolíticos mayor que el determinado cuando la propagación de las cepas 

se efectuó en el medio comercial de referencia normalmente aconsejado 

para cada una de ellas (Caldos M17 o MRS, Merck).  

Estas observaciones permiten afirmar que la presencia de hidrolizados 

caseínicos en el medio utilizado para la propagación de cepas de bacterias 

ácido lácticas ejerce un efecto estimulador de las enzimas responsables de 

su capacidad lipolítica. 

 

 En lo referente a la actividad proteolítica, resulta claro de los estudios 

realizados que el desarrollo de bacterias ácido lácticas en lactosuero con 

agregado de hidrolizados caseínicos no produce ningún estímulo 



 

 

favorable sobre sus sistemas enzimáticos proteolíticos (al menos en el 

período de 24 horas en el que se incubó en leche para determinar la 

capacidad de proteólisis sobre las caseínas). 

Los resultados obtenidos demuestran que, para todas las cepas 

ensayadas, la mayor actividad proteolítica se obtuvo cuando fueron 

previamente propagadas en los medios comerciales de referencia 

indicados como más adecuados para cada una de ellas (Caldos MRS o 

M17, Merck). 

Una explicación de estos resultados se puede encontrar en el hecho de 

que, al propagar las BAL en lactosuero adicionado con hidrolizados 

proteicos, las mismos sufren un acostumbramiento a la disposición 

directa e inmediata de caseínas hidrolizadas a péptidos menores más 

fácilmente metabolizables, que se traduce en una inhibición parcial (y 

probablemente sólo temporaria) de sus sistemas enzimáticos 

caseinolíticos. Cuando estas bacterias son luego obligadas a desarrollar 

en leche, deben pasar por un período de adaptamiento a las nuevas 

condiciones, período en el cual sus enzimas proteolíticas están aún poco 

activas. Lo más probable es que este período de adaptación a las 

nuevas condiciones de desarrollo sea breve, y que luego las bacterias 

alcancen nuevamente sus niveles normales de actividad proteolítica. 

Por otra parte estos resultados coinciden con los obtenidos al estudiar la 

cinética de crecimiento de estos microorganismos, dado que la 

presencia en los medios de desarrollo  del hidrolizado caseínico total o 

de la fracción A estarían aportando los péptidos cortos fácilmente 

metabolizables que favorecen el crecimiento y multiplicación de las BAL. 



 

 

 Los resultados obtenidos del estudio de la capacidad bacteriocinogénica 

de cuatro cepas de BAL en las que previamente se había confirmado 

esta propiedad, permiten formular conclusiones que no son generales 

sino dependientes de cada cepa en particular. 

Así, para dos de las cepas de Enterococcus se obtuvieron resultados 

comparables utilizando Caldo M17 (Merck) o lactosuero adicionado con 

el 2% (p/v) de hidrolizado caseínico total; al utilizar lactosuero con el 

agregado del 4% (p/v) de la fracción A para el cultivo de estas dos 

cepas, los sobrenadantes libres de células obtenidos mostraron una 

actividad inhibitoria en general marcadamente disminuida. 

En cambio, para las otras dos cepas estudiadas (una de Enterococcus y 

una de L. plantarum), la capacidad antibacteriana frente a todas las 

bacterias blanco fue superior cuando los sobrenadantes libres de células 

de ambas cepas bacteriocinogénicas se obtuvieron a partir de cultivos 

en los medios comerciales (Caldos M17 o MRS, Merck). 

Por lo tanto, se puede concluir que la conveniencia o no de la presencia de 

hidrolizados caseínicos en el medio de propagación para que las BAL 

expresen su capacidad de producción de bacteriocinas dependerá de cada 

cepa en particular. Es lícito suponer que esto se debe a que algunas de las 

cepas bacteriocinogénicas encuentran disponibles los aminoácidos para 

sintetizar sus péptidos inhibidores tanto en los medios sintéticos comerciales 

como en el lactosuero adicionado de los hidrolizados caseínicos, mientras 

que para otras los aminoácidos necesarios sólo se hallan disponibles (o al 

menos más fácilmente disponibles o en concentraciones mayores) en los 

primeros. 



 

 

 En lo que respecta a la capacidad de desarrollo en leche por parte de las 

cepas de BAL previamente propagadas en lactosuero con hidrolizados 

caseínicos y en medios sintéticos comerciales, del análisis de los valores 

experimentales obtenidos resulta claro que el desarrollo previo en 

lactosuero con agregado de hidrolizados caseínicos de la gran mayoría 

de las bacterias ácido lácticas ensayadas, se traduce en una posterior 

capacidad de crecimiento en leche superior, o al menos comparable, a la 

que se logra aplicando una propagación previa en los medios sintéticos 

comerciales utilizados como referencia. Sólo la cepa de L. plantarum   

Lp 31 mostró una diferencia notable cuando la propagación previa se 

realizó en Caldo MRS (Merck); a este respecto debe recordarse que, en 

general, las cepas de L. plantarum no encuentran en la leche su medio 

óptimo de crecimiento, mientras que las seis cepas restantes pertenecen 

a especies o subespecies de BAL que sí encuentran en la leche un 

medio muy apropiado para su desarrollo. En este sentido se puede 

especular con los procesos de adaptamiento que deben superar los 

microorganismos en general cuando se cambia el medio de desarrollo; 

los resultados obtenidos para la mayoría de las cepas estudiadas 

pueden explicarse teniendo en cuenta que, siendo el lactosuero 

adicionado con los hidrolizados caseínicos un medio de cultivo más 

parecido a la leche que los medios sintéticos, los fenómenos de 

adaptamiento no incidirán demasiado sobre el desarrollo bacteriano al 

pasar de suero a leche, y de este modo se obtendrán concentraciones 

celulares generalmente mayores que las que se logran cuando la 

propagación previa se realiza en un medio sintético. 



 

 

Fundamentada así la conclusión general alcanzada en base a las conclusiones 

parciales que se pueden formular para cada etapa de la investigación 

realizada, sólo resta hacer hincapié en la importancia práctica potencial que 

tiene la misma para las industrias productoras de alimentos fermentados y para 

las asociadas a ellas. 

Cabe aquí reiterar que el suero de quesería es considerado como un producto 

de desecho de la industria láctea, cuya eliminación genera problemas 

ambientales por su alta demanda química y biológica de oxígeno (DQO y 

DBO). Como solución racional a este problema, en la actualidad muchas 

industrias proceden a secar el lactosuero para destinarlo a la alimentación 

animal o a ser usado como aditivo en ciertos alimentos.  

Por otra parte, el elevado costo y la necesidad de importación de los medios de 

cultivo comerciales utilizados para la propagación de cepas seleccionadas de 

BAL, constituyen otro problema económico que deben afrontar las industrias 

alimentarias que las utilizan en sus procesos productivos. 

Por lo tanto, el diseño de medios de cultivo de bajo costo a partir de un 

subproducto lácteo adicionado con hidrolizados caseínicos, que han 

demostrado ser tanto o más adecuados en muchos aspectos que los medios 

comerciales, es una alternativa tecnológica interesante. Ésta podrá satisfacer 

en parte las necesidades de las industrias que elaboran y comercializan 

fermentos y de aquellas que los utilizan, sobre todo cuando éstas últimas 

deben realizar una propagación in situ de las BAL en forma previa a su uso 

como agentes de maduración alimentaria. 



 

 

De este modo, la utilización de lactosuero y de hidrolizados caseínicos para 

formular medios económicos para la propagación industrial de BAL, plantea un 

uso tecnológico novedoso de estos elementos y ofrece a los sectores 

industriales involucrados una alternativa más económica al empleo de medios 

de propagación de elevado costo y de imprescindible importación. 

Por otra parte, se ha tratado también de lograr la aplicación de un concepto 

micro-ecológico que permita considerar a cada cultivo microbiano como un 

verdadero ecosistema donde la vida de las poblaciones está regida por una 

gran complejidad de fenómenos, aún insuficientemente estudiados y cuyo 

impacto es de difícil apreciación. La real aplicación de este concepto será sin 

dudas benéfica, no sólo para resolver mejor ciertos problemas prácticos, sino 

también para comprender más lógicamente sus orígenes. 

Por último, si bien puede aducirse que los hidrolizados caseínicos empleados 

en la presente investigación también son importados y de elevado costo, debe 

tenerse en cuenta que ésta ha sido una primera experiencia para determinar su 

influencia en la propagación de BAL, partiendo del conocimiento previo de su 

actividad promotora del crecimiento de líneas celulares de insectos. Al haber 

determinado con datos experimentales la conveniencia de su utilización y 

sabiendo que estos productos se obtienen mediante hidrólisis tríptica (tripsina, 

quimotripsina, etc.) de la caseína de leche bovina, queda abierta la posibilidad 

para la ejecución de nuevos trabajos de investigación experimental. Los 

mismos deberán centrarse en el estudio de las condiciones óptimas de 

obtención de estos hidrolizados y en su adecuado fraccionamiento para su 

utilización como aditivos capaces de transformar al lactosuero en un medio de 

cultivo muy adecuado para la propagación de cepas de BAL. De este modo se 



 

 

logrará una reducción de costos aún más significativa y una menor 

dependencia de productos de importación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

APENDICE 

MEDIOS DE CULTIVO 
 

 

Caldo M17  

Composición( g/L): 

Digerido pancreático de caseína       5,0 

Peptona de soja         5,0 

Extracto de res         5,0 

Extracto de levadura        2,5 

Ácido ascórbico         0,5 

Sulfato de Magnesio        0,25 

β-glicerofosfato disódico                19,0 

pH final:                   6.9 ± 0.2 

 

Preparación: 

Suspender 37,25 g de polvo en 950 mL de agua destilada. La esterilización se 

efectúa en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. Enfriar a 50 ºC. Agregar 50 

mL de una solución estéril de lactosa al 10 % p/v y mezclar bien. 

Para preparar el correspondiente medio sólido, se adiciona la cantidad necesaria 

de agar bacteriológico de modo de obtener una concentración del 1,2 % p/v. 

 

 

 

 

 



 

 

Caldo MRS  

Composición (g/L): 

Peptona de proteasa Nº 3       10 

Extracto de res         10 

Extracto de levadura        5 

Dextrosa          20 

Polisorbato 80 (Tween 80)       1 

Citrato de amonio        2 

Acetato de sodio         5 

Sulfato de magnesio        0,1 

Sulfato de manganeso        0,05 

Fosfato dipotásico         2 

pH final:                   6.5 ± 0.2 

 

Preparación: 

Suspender 55 g de polvo en 1000 mL de agua destilada y mezclar bien. Calentar 

hasta hervor agitando fuertemente de modo de disolver completamente el polvo. 

Para preparar el correspondiente medio sólido se adiciona la cantidad necesaria 

de agar bacteriológico, de modo de obtener una concentración del 1,2 % p/v. La 

esterilización se efectúa en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. 

 

 

 

 

 



 

 

Agar LAPT L5 

Composición (g/L): 

Peptona de carne                           15 

Peptona de caseína       10 

Extracto de levadura        10 

Polisorbato 80 (Tween 80)       1 

Lactosa         5 

pH final:                   6.5 ± 0.2 

 

Preparación: 

Suspender los componentes en 1000 mL de agua destilada y mezclar bien. 

Calentar hasta disolución total agitando fuertemente. Para preparar el 

correspondiente medio sólido se adiciona la cantidad necesaria de agar 

bacteriológico, de modo de obtener una concentración del 1,2 % p/v. La 

esterilización se efectúa en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. 
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