CAXANIARSA

Caracteristicas Bacteriologicas de los Quesos Producidos
Artesanalmente en la Ciudad de Cajamarca, Provincia de Cajamarca,
Departamento de Cajamarca

Bacteriological Characteristics of Artisanal Cheeses Produced in the City of
Cajamarca, Cajamarca Province, Cajamarca Department

Rodolfo Ratl Orejuela Chirinos', Juan Gerardo Arrelucea Acosta', Anel Mily Gallardo
Rabanal'

Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Cajamarca, Cajamarca, Pera

Resumen

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue, aislar Lactobacillus sp. de
los quesos (madurados) y determinar su efecto bactericida. En este estudio, se aislaron
Lactobacillus sp. pertenecientes al grupo de las bacterias 4acido lacticas (BAL) en quesos
madurados elaborados de manera artesanal e industrial de fabrica de Léacteos de la ciudad
de Cajamarca, a base de leche cruda de vaca. La identificacion fue realizada por medio
de protocolos microbiologicos especificos para Lactobacillus sp. En el presente estudio
los grupos de Lactobacillus aislados se les cultivo en caldos selectivos hasta obtener
concentraciones de lactobacillus mayores a 10 UFC / mL. y se les enfrento a patdgenos
comunes de los quesos madurados, S. aureus y E. coli Enteropatogena, para determinar
los efectos bactericidas de estas concentraciones de Lactobacillus sp. En este
enfrentamiento se observo el efecto bactericida de estos lactobacillus presentes en estos
quesos madurados. Por lo que, en un futuro cercano se podria inocular estas
concentraciones de Lactobacillus sp. como microrganismos funcionales en elaboracion

de quesos madurados y garantizar su inocuidad y alargar su vida 1til.
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Abstract

The objective of this research work was to isolate Lactobacillus sp. of ripened
cheeses and determine their bactericidal effect. In this study, Lactobacillus sp. belonging
to the group of lactic acid bacteria (LAB) in matured cheeses made in an artisanal and
industrial way at a dairy factory in the city of Cajamarca, based on raw cow's milk.
Identification was carried out through specific microbiological protocols for

Lactobacillus sp. In the present study, the isolated Lactobacillus groups were cultured in
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selective broths until lactobacillus concentrations greater than 106 CFU/mL were

obtained. and they were confronted with common pathogens of ripened cheeses, S. aureus
and Enteropathogenic E. coli, to determine the bactericidal effects of these concentrations
of Lactobacillus sp. In this confrontation, the bactericidal effect of these lactobacillus
present in these matured cheeses was observed. Therefore, in the near future these
concentrations of Lactobacillus sp. could be inoculated. as functional microorganisms in

the production of ripened cheeses and guarantee their safety and extend their useful life.

Keywords

Matured cheese, Lactobacillus sp. bactericidal effect

Introduccion

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen parte del microbiota natural de la
leche, son un grupo de microorganismos de gran importancia por la generaciéon de una
serie de componentes o metabolitos de efectos bactericida, asi como, en la mejora del
sabor y la mejora en sus caracteristicas nutricionales. Actualmente en la Industria
Alimentaria los metabolitos de efecto bactericida de estos microorganismos, son
utilizados como conservadores biologicos o bioconservadores, como también son usados
estos microrganismos de manera directa o adicionandolos en concentraciones mayores a
10° UFC /mL. prolongando la vida 1til del alimento, asi como, en la bioseguridad o

inocuidad del del alimento, especialmente en el control de patdgenos (Orejuela, 2023).

Lo relevante es que estos microorganismos persisten en el lactosuero como
subproducto en la elaboracion del queso, que bien podria ser utilizado en la obtencion de
estos microorganismos funcionales, aprovechando el uso de este efluente, que genera
efectos negativos al ambiente, o utilizarlo en la elaboraciéon de otros productos
alimenticios. Estas bacterias tienen un gran potencial para este fin, ya que son seguras
para el consumo (status GRAS: "generalmente reconocidas como seguras", otorgado por
la Food and Drug Administration-FDA) y predominan en el microbiota de muchos

alimentos.

La actividad antimicrobiana se basa en la produccion de 4cidos
(fundamentalmente acido lactico, propidnico y acético, alterando la concentracion de
iones hidrogeniones en el interior de las células indeseables desnaturalizando el ADN de
las bacterias y la produccion de bacteriocinas que son péptidos de cadena corta que se

comportan como antibidticos alterando la pared celular y su ADN. Estas bacterias
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funcionales, también generan otros metabolitos de efecto bactericida como los

acetaldehido, diacetil, metabolitos activos del oxigeno (perdxido de hidrogeno y radicales

libres), CO».

Los quesos denominados madurados como el Queso tipo Suizo, Dambo, Gouda,
El queso parmesano, son los de mayor demanda en la ciudad de Cajamarca. Su tradicional
elaboracién mayormente es artesanal, pocas son las industrias Lacteas en Cajamarca, que
tienes procesos de elaboracién cerrada o automatizada. En algunos establecimientos
productores de queso madurado usan leche de vaca sin pasteurizar y sin el agregado de
bacterias funcionales, con manipulacion directa y sin proteccion. Factores que influyen
en la calidad higiénico sanitaria del queso madurado lo que ha conllevado a que estos

quesos mayormente sean decomisados por los entes estatales fiscalizadores.

Material y métodos
Area de estudio

El estudio se realiz6 en la ciudad de Cajamarca, provincia y departamento de
Cajamarca, Peru, ubicada a 2720 m s. n. m. La fase experimental se desarrolld en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos y Aguas del Departamento Académico de

Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Cajamarca.
Muestras

Se analizaron seis quesos madurados elaborados a partir de leche bovina,
procedentes de establecimientos semindustriales y artesanales de produccion lactea de la
ciudad de Cajamarca. Las muestras se utilizaron para el aislamiento de cepas de
Lactobacillus spp. y para la evaluacion de su actividad bactericida. Los quesos
seleccionados presentaron un pH de 4.5 + 0.2 y fueron recolectados, conservados y
transportados bajo condiciones higiénicas adecuadas hasta su procesamiento en

laboratorio.
Medios de cultivo, reactivos y equipos

Para el aislamiento y purificacion de bacterias acido lacticas se emplearon agar
MRS y caldo MRS (Man-Rogosa-Sharpe; Merck), asi como caldo MRS Lactobacilli
(Difco). Ademas, se utilizd un agar MRS modificado para la evaluacion de la actividad
de las bacterias acido lacticas, cuya formulacion incluy6 peptona de caseina, extracto de

carne, extracto de levadura, acetato de sodio, sulfato de magnesio, sulfato manganoso,
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Tween 80, vitamina B12, lactosa y agar bacteriolégico. También se prepar6é un caldo

MRS modificado con la misma composicioén, excepto agar bacterioldgico, al que se
adicionaron vitamina B12, glucosa y caldo nutritivo a doble concentracion como fuente

de nitrégeno.

Para el aislamiento e identificacion de Escherichia coli enteropatogena y
Staphylococcus aureus se utilizaron agua peptonada bufferada, caldo peptona, caldo
Muller-Kauffmann tetrationato/novobiocina, agar y caldo de soya tripticasa, caldo BHI,
caldo lactosa, agar Salmonella-Shigella, agar Triple Sugar Iron, agar urea, caldo urea,
caldo lisina descarboxilasa, agar LIA, agar citrato de Simmons, caldo triptosa-triptéfano,
caldo EC, agar MacConkey, agar EMB y agar Baird Parker. Para la identificacion
bioquimica y seroldgica se emplearon reactivos de Kovac, reactivos para la prueba de
Voges-Proskauer, indicador rojo de metilo, kit de coloraciéon Gram, galeria API 20E
(bioMérieux), sueros comerciales con anticuerpos frente a antigenos O y suero sanguineo

de congjo.

Los procedimientos microbioldgicos se realizaron con el apoyo de autoclave,
horno, estufas de incubacion reguladas a 37 £ 1 °C y 42 + 1 °C, baio Maria con capacidad
de operacion entre 42 y 47 °C, peachimetro calibrado con exactitud de 0.1 unidades de

pH, pipetas graduadas y automaticas, tubos, frascos y placas de Petri.
Aislamiento e identificacion de Lactobacillus spp.

El aislamiento e identificacion de Lactobacillus spp. se realizd6 mediante una
metodologia adaptada de Khalil (2016) y de los criterios descritos en el Manual de
Bergey, octava edicion. Para el aislamiento se emplearon caldo MRS y agar MRS, medios
selectivos cominmente utilizados para bacterias acido lacticas. A partir de las seis
muestras de queso madurado se efectud el procesamiento microbioldgico correspondiente
para la recuperacion de cepas de bacterias acido lacticas, seguido de su purificacion y
evaluacion de pureza mediante resiembras sucesivas en los medios antes descritos. La
identificacion se sustent6 en las caracteristicas bacterioldgicas y bioquimicas de las cepas

aisladas.
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Tabla 1

Muestra de Queso madurado de leche bovina de las plantas lacteas

semiindustriales y artesanales de la cuidad de Cajamarca

Industria semi industrial y
N° de muestras queso fermentado
artesanal
IND. SI'1 02
IND. SI 2 02
IND. ART 02

De cada queso madurado se tomé cantidades de 50 g colocados en matraces
estériles, a los cuales se les adicion6 450 mL de Caldo MRS enriquecido con Vitaminas
B12, mas Lactosa y caldo nutritivo rico en bases nitrogenadas el cual fue sometido a bafio
maria a temperatura de 42 °C + 1°C por 12 horas, con fines de crecimiento inicial (fase
de adaptacion y crecimiento moderado) y de cierto grado de fermentacion. Después de
un crecimiento inicial y de la cinética de fermentacion se determind su concentracion

celular.

Resultados y discusion

De cada queso madurado contenido en el matraz enriquecido se obtuvieron 25 mL
colocandolo en un matraz conteniendo 225 ml. de caldo MRS enriquecido con Vitaminas
B12, mas Lactosa y caldo nutritivo rico en bases nitrogenadas. Se tom6 1 ml del
homogenizado, y se afiadié consecutivamente a tubos conteniendo 9 ml de diluyente
caldo MRS enriquecido hasta alcanzar las diluciones hasta 10® e incubados a temperatura
de 36 °C £ 1°C en atmosfera microaerdfila (5% de O2) por 24 a 48 horas. Luego de cada
una de las diluciones, se tomd ImL y se sembraron por la técnica de inoculacion en
superficie y extension con varilla de vidrio o aza de Dylgrasky en placas conteniendo agar
MRS enriquecido para Lactobacillus sp. Se incubaron a 36 °C = 1°C por 24 a 48 horas en
atmosfera microaerofila (5% de Oz). Después de este tiempo, se realizo el recuento de

unidades formadoras de colonias (ufc/mL), obteniéndose cc celulares de 10°y 108,
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Tabla 2

Resultado obtenido en el recuento de unidades formadoras de colonias de

Lactobacillus sp.

Dilucion Cuantificacion UFC/mL
10! Incontable -
102 Incontable -
1073 Incontable -
10 Contable 30 a 300
107 Contable 30 a 300
10°¢ Contable 30 a 300
107 Contable 30 a300
108 Contable 30 a 300
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Figura 1. Esquema de diluciones seriadas para contaje de Lactobacillus sp. viables en

concentracion de células de 10%y 108

Pureza e identificacion preliminar de Lactobacillus spp.

Luego del crecimiento colonial en agar MRS enriquecido con vitamina B12 y
glucosa, se seleccionaron colonias aisladas para evaluar su pureza e identificacion

preliminar. Las colonias presentaron caracteristicas macroscopicas diferenciales en
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cuanto a tamafio, color y morfologia, lo que permitié6 su seleccion para pruebas

confirmatorias.

Las cepas analizadas mostraron reaccion Gram positiva, con morfologia bacilar
observada al microscopio. Asimismo, resultaron negativas a las pruebas de catalasa y
oxidasa. En conjunto, estas caracteristicas fueron compatibles con el género
Lactobacillus. Adicionalmente, se observo formacion de colonias de coloracion

blanquecina y, en algunos casos, colonias pardas irregulares puntiformes.
Conservacion de cepas de Lactobacillus spp.

Las cepas puras obtenidas en diferentes concentraciones fueron conservadas en
caldo MRS suplementado con vitamina B12, lactosa, compuestos nitrogenados y glicerol
al 20% como crioprotector. La conservacion en viales para criopreservacion a —20 °C
permitié mantener la viabilidad celular, minimizando el dafio asociado a los procesos de

congelacion y descongelacion.

Aislamiento e identificacion de Escherichia coli enteropatéogena 'y

Staphylococcus aureus

En las muestras de queso madurado se realizé el aislamiento e identificacion
microbiologica de Escherichia coli enteropatdogena y Staphylococcus aureus mediante
procedimientos microbiologicos convencionales, complementados con pruebas

bioquimicas y serologicas.

En el caso de E. coli, el crecimiento en agar EMB permitid identificar colonias
tipicas caracterizadas por presentar centro oscuro con brillo metalico, rasgo compatible
con este microorganismo. Estas colonias fueron seleccionadas y purificadas para su
posterior confirmacién bioquimica y serologica. La obtencion de cultivos puros permitid

su caracterizacion microbioldgica posterior.
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Figura 2. Esquema de diluciones seriadas. - para contaje de microorganismos viables

del enteropatdgeno E. coli y S.aureus

Confirmacion de Escherichia coli enteropatogena

La confirmacion de Escherichia coli enteropatdgena se realizd mediante pruebas
bioquimicas, seroldgicas y tincion de Gram. Las cepas evaluadas mostraron un patroén
compatible con E. coli enteropatdgena, caracterizado por fermentacion de lactosa,
dextrosa y sacarosa con produccion de gas y ausencia de sulfuro de hidrégeno en agar
TSI. Asimismo, presentaron descarboxilacion de lisina en medio LIA, produccion de

indol, reaccién positiva a rojo de metilo y prueba de catalasa positiva.

Por otro lado, las cepas no utilizaron citrato como fuente de carbono y no
hidrolizaron la urea, lo que reforz6 su identificacion bioquimica. La tincion de Gram
evidencid microorganismos Gram negativos con morfologia cocobacilar. De manera
complementaria, la prueba serologica con antisuero polivalente A, B o C de EPEC mostr6

aglutinacion positiva, confirmando su correspondencia con E. coli enteropatogena.
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Conservacion de cepas enteropatogenas

Las cepas puras de Salmonella sp. y E. coli enteropatdogena fueron conservadas en
caldo TSB suplementado con glicerol al 20% y almacenadas en viales de criopreservacion
a —20 °C. Previamente a cada ensayo, las cepas fueron reconstituidas e incubadas en su

medio 6ptimo, manteniendo su viabilidad para las pruebas posteriores.
Aislamiento e identificacion de Staphylococcus aureus

En las muestras de queso madurado se aislaron colonias sospechosas de
Staphylococcus aureus en agar Baird Parker, las cuales presentaron morfologia
caracteristica, con coloraciéon negra o gris y zonas parcialmente opacas. Las colonias
seleccionadas fueron sometidas a prueba confirmativa de coagulasa, obteniéndose
reaccion positiva por formacion de codgulo firme, hallazgo compatible con S. aureus con

potencial patogénico.

El recuento de colonias se realizdo conforme a los criterios establecidos por la
Comision Internacional de Especificaciones Microbioldgicas para los Alimentos,

permitiendo cuantificar el desarrollo bacteriano en las muestras analizadas.
Conservacion de cepas de Staphylococcus aureus

Las cepas puras de S. aureus fueron conservadas en caldo TSB suplementado con
glicerol al 20% y almacenadas a —20 °C en viales de criopreservacion. Antes de cada

ensayo, las cepas se reactivaron en su medio 6ptimo de crecimiento para asegurar su

viabilidad.

Actividad bactericida de Lactobacillus spp. frente a Escherichia coli

enteropatogena y Staphylococcus aureus

La actividad bactericida de Lactobacillus spp. se evalud frente a E. coli
enteropatdogena y S. aureus mediante la técnica de enfrentamiento entre células. Después
del periodo de incubacidn, se observaron zonas translicidas alrededor del crecimiento de
Lactobacillus spp., interpretadas como evidencia de inhibicion del crecimiento de las

bacterias patogenas.

La presencia de halos de inhibicion mayores de 1 mm por lado se considerd
indicativa de actividad bactericida de las cepas de Lactobacillus spp. aisladas frente a los

patogenos evaluados. Estos hallazgos sugieren que las bacterias acido lacticas
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recuperadas de los quesos madurados presentan capacidad antagénica frente a

microorganismos de importancia sanitaria.

Aislamiento, pureza y conservacion de los Lactobacillus sp. obtenidas a partir
del lactosuero dulce de leche bovina y su enfrentamiento a patégenos comunes en

quesos madurados.

Al queso madurado en proporciones apropiadas (referencia 25 g en 225 mL) se le
agrego caldo suplementado con glucosa y vitamina B12, caldo nutritivo a doble
concentracion como fuente rica en nitrégeno y carbohidratos, es Optimo para el
crecimiento de Lactobacillus. Asi mismo, las condiciones de fermentacion determinadas
por la temperatura de crecimiento que fue de 36°C + 1°C, en un ambiente de
microaerobiosis con un tiempo de crecimiento de 24 a 48 horas y el pH inicial y final que
generalmente estuvo entre 5.5 a 5.8, més la agitacion controlada y aireacion, etc., han
influenciado en la produccion de grandes biomasas de Lactobacillus sp. (Francis y Gaona,
2002). Después de la obtencion de los Lactobacillus en concentraciones celulares de 109,
108 UFC/mL a partir del queso madurado de leche bovina y verificada su pureza,
considerandose la morfologia tipicas de los Lactobacillus sp., (colonias blancas
puntiformes), Gram positivos (a la coloraciéon Gram) y las pruebas fenotipicas de su
tipificacion mediante pruebas bioquimicas (prueba de la catalasa, oxidasa, fueron
enfrentados entre células de forma asociada a los patogenos Escherichia coli
Enteropatogenos y S. aureus, aislados en concentraciones celulares mayores de 10° (10%)

determinandose la accion bactericida de estos Lactobacillus sp aislados.

Tabla 3

Sensibilidad microbiana - enfrentamiento entre células

Halo de inhibicion

Variables Tratamientos Codigo
® mm
cc celular UFC
lular UFC
CC de BAL Lactobacillus cece u ar R | S
Patdgenos
Sp

CC de BAL 10* S. aureus 10° - - 4

E. coli EP 10° - - 5
CC de BAL 10° S. aureus 10° - -

E. coli EP 10° - -
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CC de BAL 108 S. aureus 10° - - 8
E. coli EP 10° - - 7
Controles
(blanco sin
bacterias de CP sin BAL S. aureus 10° Ausencia
Lactobacillus CPsin BAL  E. coli EP 10° i i Ausencia
spp), Caldo
Peptonado

Nota: Resistente, I.- Intermedio,; S.- Sensible; ©® mm.- Diametro en milimetros.
Enfrentamiento entre células. Diametro Mayor a Imm = sensible
Monzoén (2010), en su investigacion util para aislar Lactobacillus sp a partir del

lactosuero dulce obtenido en la produccion de quesos frescos de leche de vaca
pasteurizada adicionandole caldo MRS, para el desarrollo de Lactobacillus sp. El
lactosuero fue esterilizado mediante autoclavado a 121°C y luego se adicion6 la cepa de
Lactobacillus sp (tabasco) e incub6 esta mezcla a 37°C por 24 horas. Después del periodo
de incubacion se obtuvo una masa de Lactobacillus de 6.24 x 108 UFC/mL. Esta cepa de
trabajo demostrd un buen crecimiento y buena capacidad de adaptacion al suero de leche
de vaca, resultante en La elaboracion de los quesos frescos y madurados. Por lo que este
investigador abrid la posibilidad de utilizar este residuo industrial, asi como, también los

quesos frescos y madurados como sustrato en la obtencion de los Lactobacillus sp.

Caballero et al. (2015), que en su estudio aislaron las bacterias lacticas mas
representativas del lactosuero fresco de leche bovina, donde Lactobacillus sp. alcanzd el
87.18% de las bacterias totales aisladas. En otro estudio similar realizado por el mismo
investigador todas las especies de lactobacilos encontrados, demostraron tener la

capacidad de generar metabolitos bactericidas contra Gram positivos y Gram negativos.
Observacion

En el enfrentamiento entre células, se combinaron ambos microorganismos
patogenos S.aureus, y E. coli EP en concentraciones de 10° , respectivamente, los cuales
se enfrentaron a las células de Lactobacillus sp en concentraciones de 10® estos de manera
asociada, se encontro una accion bactericida bien marcada, como lo demuestra el halo de

inhibiciéon mayor a Imm. que corresponde a la Tabla N°1
La accion bactericida

Basado en los procesos bioldgicos de comunicacion entre células denominado

Quorum sensing o procesos de autoinducciéon en poblaciones bacterianas, la
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comunicacion entre bacterias o autoinduccion especialmente en poblaciones muy densas

de bacterias, dan lugar a la generacion de moléculas de sefial, llamadas “autoinductores”,
que son muy variadas de acuerdo a su entorno o habitat en que se encuentran y su
estructura va a depender de la especie bacteriana que lo produce. Estos son liberados a su
habitat o entorno, a medida que aumenta la densidad poblacional, lo que conlleva a activar
otras vias de sefializacion que inducen la expresion de genes especificos, que modifican
el comportamiento de la poblacion que las genera, alteran el comportamiento de otras
colonias dentro de un ambiente compartido. De esta manera, las bacterias pueden realizar
acciones de forma coordinada, como las relacionadas a la eliminaciéon de organismos
indeseables, por la generacion o produccion de metabolitos antibacterianos, asi como

también, generar procesos entre de ellos de sinergismo.

Estas moléculas sefiales que se generan a través de las interacciones entre ellas,
muchas de ellas son con caracteristicas especificas predominando las acilhomoserin
lactonas (AHLs), que modulan la expresion de genes especificos. dando lugar a una serie
de reacciones bioquimicas regulando a la célula para obtener caracteristicas de beneficio,
de adaptacion, proteccion mutua, fortalecimiento de sus mecanismos de accidon
antagonica frente a otros microrganismos y comportamientos de sinergismo. Lo que
demuestra que este proceso de Quorum sensing es activo y significativo cuando se genera
un quorum de grandes masas de Lactobacillus sp, que relacionado con el presente trabajo
en el que hemos utilizados grandes densidades poblacionales de LB, ha generado una
serie de moléculas sefiales en estas interacciones simbioticas, que han dado lugar a la
generacion de una serie de componentes de efectos bactericida eliminando floras
patdgenas interrumpiendo en estos microorganismos sus procesos de desarrollo cuando
se enfrentan en un mismo ambiente, o cuando estos metabolitos libres de células son
obtenidos por centrifugacion y enfrentados directamente a los microorganismos

indeseables (Sturme et al., 2007).

Segun (Sturme et al., 2007), esta funcidon estd cominmente mediada por sistemas
reguladores de dos componentes (TCS), que consisten en una proteina quinasa de
histidina localizada en la membrana (HPK) que monitorea uno o maés factores
ambientales, y un regulador de la respuesta citoplasmatica (RR), que modula la expresion

de genes especificos.

Todas estas potencialidades de las bacterias Lactobacillus sp. que involucran el

mecanismo de quorum sensing, pueden ser utilizadas el control bioldgico de patdgenos
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en los alimentos. Durante el efecto bactericida es conocido que en la fermentacion

microbiana generadas por las moléculas sefales se reduce las cantidades de carbohidratos
disponibles y en este proceso se genera una serie de reacciones bioquimicas dando lugar
a la generacion de compuestos y moléculas con actividad antimicrobiana, como los &cidos
organicos mayormente con caracteristicas de acidos débiles (4cido acético, lactico,
propionico, butirico, péptidos antimicrobianos, perdxidos y otros). Que alteran y

destruyen la cinética de crecimiento de las bacterias indeseables (Viping, 2015).

Existe informacion sobre el efecto bactericida de manera individual de diferentes
cepas de Lactobacillus sp. contra bacterias indeseables gran positivas y grandes negativas
obtenidos de sustratos que son diferentes al lactosuero dulce de leche bovina como
residuo efluente en la produccion del queso fresco, del cual hemos obtenido un
conglomerado de estereotipos de Lactobacillus sp. los cuales fueron asociados en grandes
densidades para generar un efecto sinérgico bactericida frente a los patdgenos en estudio
de la presente investigacion encontrandose una alta intensidad de la actividad bactericida
de estos LB, demostrado en las pruebas de sensibilidad microbiana. Este resultado de este
efecto sinérgico nos da a entender que no hubo un antagonismo entre estos
microrganismos funcionales muy probable atraida a un proceso interaccion entre células

para veneficio mutuo (Viping, 2015).

La alta produccion diversificada de los metabolitos de accion bactericida por los
lactobacillus aislados, como lo son los péptidos antimicrobianos o bacteriocinas, el 4cido
lactico, el perdxido de hidrogeno y el diacetilo, han demostrado ser eficaces en la
eliminacion de las bacterias patogenos en estudio. Estos efectos bactericidas, generan
alteraciones bioquimicas ocurridos en las diferentes estructuras de las bacterias
indeseables, como, por ejemplo, en el caso de los péptidos de cadenas cortas conocidos
como bacteriocinas, el blanco primario de este compuesto parece ser la membrana
plasmatica, alterando su permeabilidad selectiva de la membrana de las células
vegetativas sensibles, provocando la inmediata e inespecifica liberacion de iones,
compuestos de bajo peso molecular y algo mas tarde del ATP intracelular, ocasionando
la disipacion completa o parcial de la fuerza proton motriz (PMF) dando lugar a
desordenes metabolicos secundarios, que en Ultimo término, inhiben la generacion de

energia y la sintesis de macromoléculas.

En el caso de la accion bactericida del peroxido de hidrogeno se le atribuye su

efecto altamente oxidante, mediante la peroxidacion de los lipidos de la membrana y la
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destruccion de la estructura molecular basica de proteinas celulares debido a procesos

ionizacion alterando la gradiente electroquimica de la célula patéogena. En el caso del
diacetilo este metabolito actia desactivando enzimas microbianas por bloqueo o por
modificaciéon de la zona catalitica. La generacion de &cido lactico por estos
microorganismos, el cual es catalogado como acido débil, tiene una gran capacidad de
difusion en las células patdgenas en estudio, actian alterando la gradiente electroquimica
en el interior de estas las células bacterianas, desnaturalizando el ADN, como también,
las proteinas de la membrana citoplasmaticas, todos estos efectos antagonicos suponen

una muerte celular (Monteville et al., 1995).

Con respecto a los acidos organicos débiles de efecto bactericida generado por
este conglomerado de Lactobacillus (acido lactico, acético y propionico), demostraron
ser estable durante la inhibicion de los microrganismos indeseables presentes en la leche
fresca, debido a la sostenibilidad de la gradiente electroquimica direccionada aun pH
acido generado. La actividad antimicrobiana de los acidos orgéanicos débiles (4cido
Lactico, propionico y acético), siendo la fraccion no disociada de los acidos organicos la
que posee una mayor actividad inhibidora debido a su naturaleza lipofilica, ya que pueden
atravesar la membrana celular y disociarse en el citoplasma, ejerciendo efectos de
interferir en funciones celulares, como la translocacion de sustrato y la fosforilacion
oxidativa, asi mismo, la disociacion de los 4cidos organicos provoca el incremento de
protones en el interior celular, lo que conlleva un exceso de protones en el citoplasma de
la bacteria indeseable incrementa la capacidad tampodn del citoplasma, dando lugar a que
los protones se transportan hacia el exterior de la célula mediante la bomba de protones,
reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la célula. Cuando estas reservas se
agotan, la bomba de protones se detiene y se provoca el descenso del pH interno, lo cual
causa a su vez desnaturalizacion de las proteinas y desestabilizacion de otros
componentes estructurales y funcionales de las células, (alteracion de la gradiente
electroquimica en la célula indeseable) interfiriendo asi con la viabilidad, lo que se

corrobora por lo encontrado por (Ouwehand et al., 1999).

Conclusiones

Los Lactobacillus sp. aislados de los quesos madurados en concentraciones
celulares mayores a 10 UFC/mL., presentaron efecto bactericida frente a los patogenos
S. aureus y E. coli Enteropatogena que son comunes en quesos madurados a base de leche

de vaca, elaborados de manera artesanal e industrial, en la ciudad de Cajamarca.
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