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UTILIZACION DEL MEDIO MRS-S EN EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS LACTICAS
MESOFILAS EN LECHE DE CABRA

Aurora Pefia Rueda* Celia L. de Luces Fortes F.**

COMPENDIO

Con el fin de evaluar el MRS-S (Sorbato al 0.10%) en el aislamiento de bacterias l4cticas se cultivaron muestras
de leche de cabra cruda en MRS-S y PCA en profundidad y se incubaron en aerobiésis a 320C durante 48 horas.
Los cocos gram positivos, catalasa negativos que crecieron en MRS-S se aislaron y sometieron a caracterizacién
preliminar a través del crecimiento en agar MRS-S, MRS-T (tetraciclina 0.20 ug/ml), N-L (bacterias aromiticas),
reduccién de la leche tornasolada a 40 y 210C y crecimiento a 45 y 100C. Las cepas seleccionadas se sometieron
a caracterizacion fisiol6gica y Bioquimica. El medio MRS-S mostré6 ser efectivo con un porcentaje de inhibicién
de la flora indeseable del 86.56%, y adecuado por el aislamiento de Lactococcus. De acuerdo con los perfiles
taxonémicos se consiguié aislar de un total de 156 colonias dos Lactococcus lactis subsp. lactis y un Lactococcus
lactis biovar diacetilactis.

ABSTRACT

With the objective of evaluating the MRS-S (0.10% of sorbate) in the isolation of lactic bacteria samples of raw
goat milk were cultivated in MRS-S and PCA in deep and incubated in aerobic conditions for 48 hours at 320C.
Gram positive coccus, negative catalase which grew in MRS-S were isolated and preliminarly characterized through
the growing process in agar MRS-S, MRS-T (0.20ug/ml tetracycline), N-L (aromatic bacteria), litmus milk
reduction at 40 and 21°C and growing at 45 and 10°C. Selected strains, were subject to the physiological and
biochemical characterization. MRS-S media showed to be effective with an 86.56% of inhibition for indesirable
bacteria and adequated for Lactococcus isolation. Related to taxonomic profiles from 156 colonies were isolated
two lactococcus lactis subsp. lactis and one lactococcus lactis biovar diacetilactis.

1. INTRODUCCION

Las bacterias ldcticas poseen caracteristicas
metabélicas que se aprovechan para la
elaboracion de productos fermentados que
presentan mejores caracteristicas nutricionales y
organolépticas, como en nuestro medio no se
dispone de proveedores nacionales, se hace
necesario la formacién de bancos de cepas
ldcticas aisladas de tal forma que se logre
disminuir la importacién de dichos cultivos.

Para su aislamiento se han desarrollado
variedad de medios de cultivo los cuales deben
tener la capacidad de promover el mdximo
desarrollo de las bacterias deseadas y de inhibir

el mayor nimero de microorganismos extrafios.
Geraldine et al (1979) encontraron adecuado
para el crecimiento de Lactococcus el medio
MRS (De Man, Rogosa y Sharp) desarrollado
para Lactobacillus. Antunes (1985) modificé el
ATP (Evans y Niven) mediante la adicién de
0.10% de sorbato de potasio como agente
selectivo y furtato (1988) aisl6 bacterias lacticas
en MRS-S (MRS-sorbato) con buenos resultados.

Frente a la anterior necesidad se evalué el uso
de MRS-S (MRS + sorbato de potasio al
0.10%) en el aislamiento de bacterias en leche
de cabra con posibilidad de utilizacién en la
composicion de cultivos para la produccién de
derivados ldcteos.
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2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el trabajo se utilizaron muestras de leche
de cabra (Capra hircus) recolectadas en la
planta piloto de la Universidad Federal de
Vigosa-Brasil.

Las cepas de bacterias se aislaron por el
método de dilucién en placa utilizando el medio
agar MRS-S (MRS + sorbato de potasio al
0.10%) y simultdneamente las muestras se
sembraron en profundidad en PCA (Plata Count
Agar) con ‘la finalidad de verificar el efecto
selectivo del sorbato. Se seleccionaron las
placas en MRS-S con recuentos préximos a 30
colonias; todas estas se estriaron en agar MRS-
S e incubaron a 21°C entre 24 y 48 horas,
obteniéndose 79 cocos gram positivos, catalasa
negativos los cuales se sometieron a una
caracterizacién inicial (Cuadro 1). A través del
¢recimiento en agar MRS-S, MRS-T (MRS
adicionado de tetraciclina 0.20ug/ml) y N-L
(Pack ¢t al, 1968), reducciébn de la leche
tornasolada a 40 y 21°C, crecimiento a 45 y
10oC (Sharpe y Friyer, 1981) y el test de
creatina (Collins, 1962). Paralelamente al
aislamiento en leche de cabra se realiz6 el
aislamiento de las bacterias de un cultivo mixto
BD (contiene cepas seleccionadas de
Lactococcus lactis subsp. lactis, cremoris y
biovar diacetilactis como también leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris). Los
microorganismos que pasaron esta primera fase,
fueron sometidos a caracterizacion fisioldgica y
bioqufmica de acuerdo con los criterios de:
Abdel and Gibson (1948); Manual Bergey’s
(Buchanan and Gibbon, 1974) y Savoy de Biori

¢t al (1986).

Las cepas de bacterias l4cticas aisladas se
almacenaron en tubos de ensayo con leche en
polvo reconstituida (LPR) al 10% y esterilizada e
inoculada con alicuotas de 1% y congeladas
inmediatamente (Foster, 1962) y mantenidas asf
hasta su utilizacién posterior.

Los resultados para determinar el efecto

inhibidor del sorbato se analizaron en terminos
de media geométrica, desviacién estandard y
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porcentaje. Las demds observaciones se
evaluaron en forma cuantitativa y cualitativa de
acuerdo con la metodologfa propuesta y con los
criterios establecidos para identificacién de
bacterias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando que el recuento total en PCA
expresa el mimero de microorganismos en las
muestras de leche cruda la utilizacién del medio
MRS-S (Cuadro 2) mostré ser eficaz en la
eliminacién de la flora indeseable, con un
porcentaje de inhibicion del 86.56% y un
coeficiente de variacion del 3%.

De cinco muestreos realizados a través del
tiempo se aislaron 156 colonias (Cuadro 3) con
predominancia de cocos gram positivos, 95.5%,
bacilos, 2.56%, y levaduras, 1.28%;
corroborandd los resultados de Emmard y Vaugh
(1952) que indican el efecto negativo de los
sorbatos sobre los lactobacilos. Cerca del 50%
(79 colonias) fueron catalasa negativos,
ofreciendo el método de la probabilidad de aislar
bacterias ldcticas con caracterfsticas de coco
positivos, catalasa negativos.

Solo seis de las 79 colonias sometidas al test
inicial pasaron a la fase de caracterizacién
fisioldgica y bioqufmica (Cuadros 4 y 5)
obteniéndose dos cepas de Lactococcus lactis
subsp. lactis y una de Lactococcus lactis biovar
diacetilactis y denominadas 4C7, 5C7 y 6C2.
En virtud del crecimiento atipico en pH 9.6y a
la termorresistencia a 63°C/30 minutos los
aislados SC3, 6C1 y 6C3 se identificaron como
Lactococcus sp.

Aunque en el presente trabajo no se aislaron
bacterias ldcticas caracterizadas como
Lactococcus  lactis  subsp. cremoris y
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, la
ausencia de estas especies en las muestras
analizadas, pudo deberse al hecho de encontrarse
en proporciéon menores lo cual hizo dificil su
aislamiento, debido principalmente a las
diluciones practicadas para obtener recuentos
préximos a 30 colonias seguin la metodologfa
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Cuadro |1

Clave para la caracterizacién inicial de los cocos l4cticos*

Lact. lactis Lact. lactis Lact. lactis Leuconostoc
subsp. lactis  subsp. cremoris biovar diacetilactis mesenteroides
subsp. cremoris

Crecimiento

en Agar:

MRS-S + + + +
MRS-T - - - -
N-L - - + +
Crecimiento a:

450C - - - -
10oC = + + +
Reduccién o cuagulacion

de la leche tornasolada a:

400C + - = .
Test de la creatina - - + +°

* Propuesta por los autores
a:Adicionado de acido

Cuadro 2

Recuento total en PCA y MRS-S de muestras de leche de cabra cruda e
porcentaje de inhibicién

Muestra UFC/ml en PCA UFC/ml en MRS-S % inhibicién
0l 3.5 x 10 3.4 x 10° ' 90.29

02 5.9 x 10¢ 7.9 x 10° 88.61

03 2.8 x 10¢ 4.0x 10° 85.71

04 1.8 x 10° 2.6 x 10° 83.33

05 1.7 x 10* 2.6 x 10° 84.75

Media 3.1 x 10¢ 4.2x 10° 86.56
Desviacion

Standar + 1.7x 10° + 2.1x 10 + 2.86
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Cuadro 3

Numero de colonias aisladas en MRS-S y algunas de sus caracteristicas

Gram/Morfologia
Aislamiento Colonias

Aisladas Catalasa Cocos Bacilos Levaduras
©) (+) (+) ) +) )

(]} 39 28 6 32
02 32 32 0 32
03 32 02 30 30
04 30 11 19 27
0s 28 06 22 2

S —- O OO
QWO OoOW
S OO CoCOo
(==l

Total 156 79.0 77.0 149

FN
o
o

% 100 50.6 49.3 95.5 0.64 2.56 0 1.28

Cuadro 4

Caracterizacién de cultivos del Género Lactococeus y Leuconostoc

Crecimiento en
Especies Origen

Lactococcus y NaCl _pH Resistencia
Leuconostoc 4% 6.5% 9.2 Térmica 63°C/30 min.
| 2 | 2 l 2 1 2

Lact. lactis subsp.
Jactis 4C, L. de Cabra + €3] . (b) 2 (b) - (2
Lactococcus sp 5C, L. de Cabra + + + +

Lact. lactis subsp.

Lactis 5C, L. de Cabra + (fl—) - (b) - (b) - (a)
Lactococcus sp. 6C, L. de Cabra + + + +

Lact. lactis biovar

diacetilactis 6C, L. de Cabra + (+) - (b) - (b) - (a)
Lactococcus sp. 6C; L. de Cabra + + + +

Lact. lactis subsp.
lactis 2BD2 BD Comercial + (+) - (b) - (b) - ()
Lact. Jactis subsp

lactis 2BD4 BD Comercial + - - - -

Lact. lactis subsp.

cremoris 3BD1 BD Comercial - (©) - (b) - (b) - (a)
Lact. lactis subsp.

cremoris 3BD3 BD Comerecial - (¢) - (b) - () - (a)
Lact, lactis subsp.

lactis V1 Comercial - (¢) - (b) - (b) - (a)
Lact, lactis subsp.
lactis V2 Comercial + (+) - (¢) - (c) s (a)
Lact. lactis biovar é

diacetil V3 Comercial + (+) - ) - (b) - (@)
Leuc. mesenteroides

subsp. cremoris 2BD BD Comercial - (¢) - (L) - L) - (@)

1: Resultado obtenido a: Abd-el and Gibson (1948)

2: Citado en la literatura para la especie b: Buchanan and Gibbons (1974)
+: Crecimiento o reaccion positiva ¢ Savoy de Biori et al (1986)

-: Sin crecimicnto o reaccion negativa
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Caracterizacion de cultivos del Género Laclococeus y

Cuad

ro S

cuconostoc

Especies de Hidrolisis Fermentacién
Lactococcus de la
Arginina Maltosa Sorbirto] Manitol Trealosa

Origen 1 2 1 2 1 2 2 1 2
Lact. lactis subsp. b c
lactis 4C, L. de Cabra + (+) + (-f) { (c) (d) + (d)
Lactococcus sp
5C, L. de Cabra + + f +
Lact. lactis subsp. b A .
Lactis 5C, L. de Cabra + (+) + (+) f (c) () + (d)
Lactococcus sp.
6C, L. de Cabra + + + f +
Lact. lactis biovar c
diacetilactis 6C, L. de Cabra + (¢) + (f) f (c) (5) + (d)
Lactococcus sp. '
6C, L. de Cabra + + f +
Lact. lactis subsp. . .
lactis 2BD2 BD Comercial  + (©) + D i (© @ - @
Lact. lactis subsp b a G
lactis 2BD4 BD Comercial + (5? ) + (+) f (d) - (d)
Lact. lactis subsp. a
cremoris 3BD1 BD Comercial - ) + (+) - ©) W) - (3)
Lact. lactis subsp. c
cremoris 3BD3  BD Comercial - (b) d (¢) - (c) (w) w (d)
Lact. lactis subsp e
lactis V1 Comercial = (L) d (¢) - (¢) (w) - ()
Lact. lactis subsp ¢ <
lactis V2 Comercial + (b) (c) - (¢) @ + (d)
Lact. lactis biovar ¢ P
diacetil V3 Comercial + (-f ) (i) - ©) d) + (d)
Leuc. mesenteroides
subsp. cremoris
2BDy BD Comercial - (c) + (b) - (©) ()] - ®

1: Resultado obtenido

2: Citado en Ia literatura para la especie

+: Crecimicnto 0 reaccion positiva

-1 Sin crecimienlo o reaccidr negativa

w: Reaccion débil o lenta

d: Variable (+ para una fujua entre 11y 69%)
p: débil

a: Abd-cl and Gibson (1948)

b: Buchanan and Gibboas (1974)

¢ Savoy de Biori ¢t al (1986)
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adoptada.

Las dificultades encontradas en el aislamiento
de Lactococcus lactis subsp cremoris vy
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
son registradas en la literatura por King and
kaburger (1970), quienes con previo
enriquecimiento de la leche tornasolada lograron
aislar mayor proporcién de Lactococcus lactis
subsp lactis que de Lactococcus lactis subsp.
cremoris en muestras de diversos origenes. De
la misma forma Savoy de Biori et al (1986),
obtuvieron similares resultados utilizando leche
cruda y suerofermento.

La mejor definicién del comportamiento del
medio MRS-S en el aislamiento de bacterias
ldcticas puede conseguirse a través del estudio en
el tiempo con mayor mimero de muestras y
diferentes materias primas.

Teniendo en cuenta que las cepas aisladas
correspondieron a un ambiente particular, se
- recomienda estudiar su comportamiento para
determinar sus posibilidades tecnoldgicas en la
composicion de cultivos l4cteos meséfilos.

4. CONCLUSIONES

4.1. El medio MRS-S inhibi6 la fibra
indeseable en 86.56%, siendo adecuado
para el aislamiento de Lactococcus.

4.2. Se encontré predominancia de cocos
gram positivos.

4.3. El método ofrece una probabilidad del
50% de aislar bacterias con
caracterfsticas de coco gram positivo,
catalasa negativo.
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