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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas se llevan utilizando para la fabricacion de alimentos
desde hace miles de afios. El uso mas representativo es para la produccion de

productos lacteos fermentados, como es el queso.

Estas bacterias cobran importancia tras la fermentacion de azucares al producir
acido lactico y bacteriocinas, las cuales son muy utilizadas en la industria

alimentaria y farmacéutica para prevenir microorganismos patégenos.

En este ensayo se intenta detectar la presencia de bacterias acido lacticas en

diferentes tipos de quesos, para observar la produccién o no de bacteriocinas.

ABSTRACT

The lactic-acid bacteria have been used to food manufacturing since thousands
of years. The most representative use is production of fermented milk products,

like cheese.

This bacteria become important after the fermentation of sugars by producing
lactic-acid and bacteriocins, which are widely used in the alimentary industry and

the pharmaceutical one to prevent pathogenic microorganisms.

This essay try to achieve isolation of acid lactic bacteria in different types of

cheese, to observe the production or absence of bacteriocins.



1. INTRODUCCION

1.1. Alimentos Lacteos

La leche y sus derivados forman un grupo de alimentos con un gran valor
nutricional, ya que poseen magnificas cualidades. Son alimentos que poseen
una elevada cantidad de proteinas con un elevado valor biolégico, minerales y
vitaminas, pero el aporte nutricional mas importante de este grupo de alimentos
es el calcio, por su facil asimilacion. Este conjunto de nutrientes son de vital
importancia para las etapas de desarrollo y crecimiento, pero lo son también para
el mantenimiento de la masa muscular y 6sea del ser humano a lo largo de sus

diferentes etapas de la vida.

En la actualidad, el grupo de alimentos de los lacteos tienen el mayor indice de

consumo a escala mundial.

Los productos lacteos estdn compuestos por sustratos de crecimiento
microbiano muy distintos a los de la leche liquida, ya que en algunas situaciones
carecen de algunos nutrientes, los cuales si estan presenten en la leche, y en
otras ocasiones estan muy concentrados o poseen un pH y una actividad de

agua menor.

Nos centraremos en el queso, el cual es un producto alimenticio sélido o
semisolido que se obtiene separando los componentes solidos de la leche, la
cuajada, de los liquidos, el suero. Cuanto mas suero se extrae, mas compacto

es el queso. (Iziar y J.Alfredo, 1999)
1.1.1. Elaboracion del Queso
Para la elaboracién del queso se siguen los siguientes pasos, cada uno de ellos

son importante s a la hora de elaborar un queso, y la obtencion de los diferentes

tipos de quesos dependera de los tiempos o los contenidos de los pasos.



1) La obtencion de la leche es la etapa inicial en la fabricacion de quesos.
Su contenido microbiano influye marcadamente en la calidad del queso
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

2) Ajuste del contenido graso de la leche. Algunos quesos se elaboran con
leche descremada y en ciertas variedades se incorpora grasa vegetal
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

3) Homogenizacién de la leche. La reduccion del didmetro de los glébulos de
la grasa durante el proceso de homogenizacion, se traduce en una cuajada mas
débil asi como en una disminucion de la sinéresis del suero, beneficio para
quesos cremosos, y menos pérdida de grasa (Ferndndez, 2000; Keating y
Rodriguez, 2002).

4) Pasteurizacion de la leche. Es un procedimiento general para lograr la
inactivaciéon de microorganismos patdgenos; una proporcion considerable de la
poblacion general microbiana es eliminada, lo que facilita el progreso de la
fermentacion (Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

5) Adiccién de cultivos iniciadores. En la elaboracion de algunos quesos se
utilizan cultivos microbianos que inducen cambios importantes en las
caracteristicas sensoriales del producto. Generalmente la leche se somete a una
fermentacién con cepas seleccionadas de BAL u hongos, o0 en algunos casos
bacterias propionicas. El producto puede ser madurado por semanas 0 meses.
Los cultivos iniciadores consisten en una sola especie o0 mezclas de ellas
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

6) Coagulacién. Uso de renina o cuajo (encima obtenida de la mucosa del
cuarto estdbmago de terneras), la coagulacién es completada al cabo de 30 min
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

7) Separacién de la cuajada y el suero. Esta separacién se acelera por
calentamiento, disminucién del pH y manipulacion del coagulo (Fernandez, 2000;
Keating y Rodriguez, 2002).

8) Corte de la cuajada. Segun la forma de corte previo al desuerado, la
textura del queso resultara afectada debido a que modifica la sinéresis inicial
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

9) Desuerado. La cantidad de suero expulsado depende también de la forma
de cortar la cuajada, de agitarla, y de la acidez y temperatura prevalentes
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).



10) Moldeado. ElI moldeado tiene por finalidad dar al queso determinado
formato y tamafio de acuerdo con sus caracteristicas y de acuerdo con la
tradicion y exigencias del mercado. En general, al colocar la cuajada en los
moldes se revisten éstos de tela o pafio para facilitar la salida de algo de suero
y formar la corteza. Los pafios deben ser colocados de tal modo que no
provoquen marcas ni arrugas en la superficie del queso. El formato y tamafio del
queso tiene mucha influencia sobre la calidad del producto (Fernandez, 2000;
Keating y Rodriguez, 2002).

11) Maduracion. Es el proceso en el que evolucionan cambios fisicos,
quimicos y sensoriales como consecuencia de la actividad de los cultivos
microbianos agregados (Ferndndez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

12) Empacado. Una vez fabricado, el queso es empacado; se utiliza papel
parafinado, envolturas plasticas, cajas de cartdn, plastico o latas metalicas
(Fernandez, 2000; Keating y Rodriguez, 2002).

1.1.2.  Microbiologia de Alimentos Lacteos

La leche que no ha sido manipulada con ningun tratamiento posee una flora
microbiana que suele estar compuesta por la mayoria de las bacterias de estos
géneros: Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Propionibacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas vy
Bacillus las cuales estan presentes tanto en la piel de la vaca y ubres como en
las tuberias de ordefio y los utensilios utilizados. A parte de los citados géneros
pueden aparecer coliformes y algunas bacterias patégenas como son Brucella,
Campylobacter, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aureoginosa, Salmonella o Staphylococcus aureus, provenientes principalmente

de infecciones animales (Nickerson, 1985).

Al igual que la leche, el queso puede padecer deterioros a causa de la gran
variedad de componentes organicos, como a un elevado contenido en agua, y a
un pH proximo a la neutralidad. Los tipos de deterioros mas importantes que se
pueden observar en la leche son fermentaciones, protedlisis, mucosidad,

diferentes coloraciones, y la emisién de sabores y aromas anormales.



Con los quesos frescos se le da importancia a la presencia de coliformes, o de
cualquier materia extrafia, actuando éstos como indicadores del ambiente
sanitario en el que fueron producidos y madurados dichos quesos. Estos quesos
tienen mucha menos susceptibilidad a ser deteriorados por agentes microbianos
que la leche, aguantando el desarrollo de numerosos microorganismos que
padecen un deterioro mas o menos importante, a causa de su menor contenido

en agua (Hicks y col. 1982).

Los quesos mas dispuestos al deterioro microbiolégico son los que poseen un
pH y humedad mas o menos elevado y un contenido salino bajo. En la etapa de
maduracion se produce ocasionalmente deterioros a causa de la actividad de
anaerobios esporulados como Clostridium butyricum y Clostridium tyrobutyricum,
los cuales producen quesos inflados, o cuando est4 presente Clostridium

sporogenes que induce el queso a un estado de putrefaccion (Hicks y col. 1982).

La descomposicién del queso puede ser a causa de la gasificacion, la cual es

debida a la actividad de coliformes y levaduras. (Massa y col. 1992).

Al igual que la leche, los quesos pueden mostrar olores desagradables,
mucosidad, presencia de hongos y originar sabores desagradables, a causa de

los microorganismos presentes en las leches alteradas.

1.1.3. Tipos de Quesos Estudiados

En la actualidad se conocen una gran variedad de tipos de quesos que se
pueden clasificar segun su maduracion y dureza en ocho grupos: (Gil Martinez,
2006).

a) Queso muy duro

Posee un tiempo de maduracion entre ocho meses y dos afos. El mas conocido
internacionalmente es el parmesano, el cual es un queso semigraso, con una
tonalidad amarilla y un tiempo de maduracion superior a tres afios. Otros quesos
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de este grupo son el provolone, (fabricado a partir de leche de bufala) y en el
caso de Espafia, encontramos el queso manchego de Castilla la Mancha. Para
su preservacion, se recomienda evitar su resecacion, aplicando trapos hiumedos

para taparlos y mantenerlos en lugares frescos.

b) Queso duro

Posee un periodo de maduracién entre 4 y 10 meses. El mas conocido es el
Emmental, junto al Cheddar representativo de Inglaterra. En Espafia es tipico el
queso rondefio de Malaga o el queso de lIdiazabal del Pais Vasco. Su

conservacion es idéntica a la que se realiza con el queso muy duro.

C) Queso semiduro

Incluye entre un 49-57% del extracto seco, con un tiempo de curacion
comprendido entre 3y 5 meses, lo que le da una textura mas blanca y suave que
el queso duro. El queso mas importante de este grupo es el Gouda proveniente
de Holanda. En Espafia es reconocido el queso Acehuche de Caceres. Se

conservan igual que los quesos muy duros y duros.

d) Queso blando cremoso 0 mantecoso

Posee un contenido de extracto seco entre 44 y 55%, dando lugar a quesos
blandos y cremosos. El queso mas importante de este grupo es el Butterkase de
Alemania. En Espafia pertenecen a este grupo el queso de Sierra Morena de
Sevilla, el queso Torta de Casar de Caceres y el queso de tetilla de Galicia.

Se incorporan a este grupo los quesos con moho, nombrados como de vena
azul, a los cuales se les inocula un hongo que le proporciona la tonalidad verde-
azul tan representativo de este grupo, el cual no es dafino para la salud en su
consumo. Los mas importantes de este grupo son el queso roquefort de Francia
y el gorgonzola de Italia. Es Espafia es tipico el queso cabrales de Asturias. Son

conservados en refrigeracion, donde se ralentiza el proceso de curacion.

e) Queso blando con moho



Este tipo se distingue al resto por su curacién, ya que los citados anteriormente,
se les realiza la cura por todo el queso a la vez, mientras que este tipo se realiza
desde fuera hacia dentro a causa de unas bacterias especiales como Penicilium
candidum. Los mas representativos son el camembert y el brie. En Espafia es
tipico el queso pasiego de Cantabria.

Se conserva de la misma forma que los quesos blandos.

f) Queso fresco

Este tipo de quesos no necesita de curacion, ya que se utilizan directamente los
ingredientes frescos y coagulados de la leche. EI mas representativo de este
grupo es el quark y la mozarella. En Espafia es tipico el queso de Burgos.

Se conserva en refrigeracion en 4°C, considerando delicadamente la fecha de
caducidad establecida.

9) Queso de leche agria

Se fabrica con leche desnatada y fermentos lacticos, siendo tipico de Alemania.
En Espafia es representativo de este grupo el requeson de Madrid. Se conserva

del mismo modo que el queso fresco.

h) Queso fundido

Una vez el queso alcanza una temperatura de 80 o 90°C, se vuelve liquido y
puede ser moldeado y se queda sin corteza. Esta elevada temperatura fulmina
a las bacterias que realizan la curacién por lo que el resultado de la fundicién no
se vuelve a transformar ni endurecer, pudiéndose conservar durante mucho mas
tiempo. Los métodos de conservacién son semejantes a los del queso fresco y

el queso de leche agria.



1.2. Bacterias Lacticas

Las bacterias lacticas (BAL) son un conjunto de microorganismos formado por
diferentes géneros, los cuales tienen semejantes caracteristicas como la
fisiologia, morfologia y el metabolismo. Estas bacterias se relacionan a habitats
con abundancia en nutrientes como por ejemplo carnes, bebidas y en nuestro

caso los lacteos. (Barakat y col. 2000; Carr y col., 2002).

Son bacterias Gram-positivas, no esporuladas, catalasa-negativas, oxidasa-
negativas, sin citocromos, no aerobias pero aerotolerantes, aciduricas y
exclusivamente fermentativas con el ac. lactico como principal producto final

durante la fermentacion de azUcares (Axelsson, 1998).

Principalmente las BAL son mesdfilas, pero podemos encontrar géneros que son
aptas para crecer y desarrollarse a temperaturas muy bajas hasta 5°C y otros
qgue llegan a alcanzar temperaturas tan elevadas como 45°C. Respecto al pH
idéneo para su crecimiento, encontramos algunas que pueden crecer a un pH de
3, otras oscilan entre 6 y 9, pero la gran mayoria estan adecuadas a un pH de 4
y 4,5 (Jay, 1994).

1.3. Bacteriocinas

En la definicion original, el término bacteriocina se refiri6 a las proteinas,
caracterizadas por su biosintesis letal, actividad intraespecifica y capacidad de
adsorcion a receptores de membrana especificos (Tagg et al.,, 1976).
Actualmente las bacteriocinas se definen como: "macromoléculas que contienen
proteinas que pueden ejercer una actividad bactericida hacia bacterias
taxonomicamente relacionadas con la cepa productora” (Jack et al., 1995). La
mayoria de las bacteriocinas se producen durante la fase exponencial de
crecimiento y se ha observado que su cantidad en el medio de cultivo, es
directamente dependiente de la cantidad de biomasa producida ( De Vuyst y
Vandamme, 1994).



Debido a la amplia variedad de bacteriocinas, es necesaria una clasificacion.
Klaenhammer propone una clasificacion de las bacteriocinas producidas por las
bacterias lacticas basandose en las siguientes caracteristicas: la composicion
quimica, la estructura secundaria y el mecanismo de accion ( Klaenhammer,
1993).

Las bacteriocinas se dividen en:

1. Lantibidticos o péptidos pequefios (peso molecular <5 kDa) que contienen
tipos de aminoacidos inusuales, tales como lantionina (Lan), la B-metil-lantionina
(Melan) y aminoacidos como la deshidroalanina (DHA) y el deshidrobutirina
(DHB); son representantes de esta clase la Nisina, la Lacticina 3147 producidas
por cepas de Lactococcus lactis y la Stafilococcina C55 producidas por una cepa
de Staphylococcus aureus (Navaratna et al., 1998);

2. Péptidos pequefios (peso molecular <5 kDa), estables al calor, no contienen
tipos de aminoacidos inusuales, activos en la membrana de las células diana
(Holck et al, 1992; Muriana y Klaenhammer, 1991)

3. Proteinas grandes (peso molecular> 30 kDa) labiles al calor, como la
Helveticina J, que se caracteriza por un peso molecular de 37 kDa y desactivada
después de un tratamiento térmico a 100 °C durante 30 minutos (Joerger y
Klaenhammer, 1986);

4. Bacteriocinas complejas, activas soOlo si van vinculadas a uno o mas
componentes no proteicos, tales como hidratos de carbono o lipidos cadenas,
tales como la Plantaricina S. En los dltimos afios, los estudios de bioquimica y
de la genética de las bacteriocinas, se han centrado principalmente en los
miembros de la primera y la segunda clase, dada la abundancia de estos
péptidos y sus posibles aplicaciones tecnoldgicas, mientras que, las menos
estudiadas son de la cuarta clase (McAuliffe et al., 2001).

Las bacteriocinas son producidas como metabolitos primarios; de hecho, se
observd que sus cantidades en el medio de crecimiento es directamente
dependiente de la cantidad de biomasa producida (De Vuyst y Vandamme,
1994). La variacion de algunas condiciones de cultivo, tales como la temperatura,

tiempo de fermentacién, aireacion y pH, pueden tener efectos importantes en la
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produccion de bacteriocinas. El desarrollo a temperaturas elevadas puede
eliminar completamente la produccion de bacteriocinas (Dajani y Taube, 1974),
lo que conduce a veces a la pérdida irreversible de sus propiedades.

Las bacteriocinas actian contra microorganismos no deseados o patdégenos,
estrechamente relacionados con el deterioro de los alimentos y causantes de
enfermedades, por esta razon, se utilizan en diversas aplicaciones como son la
biopreservacion, la extension en la vida util, la accion antimicrobiana clinica y el
control de la fermentacién de la microflora. (Marcos et al., 2013). La adicion
directa de bacteriocinas purificadas o semipurificadas ofrece una mejor
herramienta de control para los productos, ya que se puede alcanzar una mejor
distribucion y se evitan los cambios fisicos, quimicos y organolépticos que

producen los procesos fermentativos.

. OBJETIVOS

Los objetivos principales a realizar en este trabajo son:

-Desarrollar un analisis microbiolégico de una gran variedad de quesos con el fin

de estudiar la presencia o ausencia de bacterias lacticas.

-En el caso de encontrar presencia, comprobar su morfologia con la tincién de

Gram.

-Examinar la actividad antimicrobiana que producen las cepas aisladas frente a
la presencia de Enterocuccus faecalis S-47 y Listeria innocua 4030 mediante el

ensayo de crecimiento en cruz.
-Con las cepas resistentes frente a Enterocuccus faecalis S-47 y Listeria innocua

4030 obtenidas, analizar la produccién de bacteriocinas examinando el halo de

inhibicion mediante las técnicas de ensayo en gota y ensayo en pocillos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.

Alimentos utilizados en el trabajo

Se recogieron 11 muestras diversas de diferentes tipos de quesos, los cuales 4

provenian del pequefio comercio y los 7 restantes de grandes superficies.

Las 11 muestras se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Relacion de quesos utilizados en el trabajo.

Queso Azul [GS]

Queso Havarti [GS]

Queso Tierno Mezcla (Oveja, Cabray Vaca) [PC]

Queso Semicurado Mezcla (Oveja, Cabray Vaca) PC

Queso Semicurado Oveja PC

Queso Fresco [GS]

Queso de Cabra [GS]

Queso Maasdam [GS]

Queso Gorgonzola [GS]

Queso Emmental [GS]

Queso Tierno Mezcla (Oveja) PC

[PC]: Pequefio comercio

[GS]: Grandes superficies
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3.2. Material de Laboratorio

El material utilizado en el laboratorio durante el trabajo es el siguiente:

-Microscopio

-Placas de Petri

-Asa de siembra

-Pinzas estériles

-Guantes

-Centrifuga

-Pocillos

-Matraces (varios volimenes)
-Micropipetas (varios volumenes)
-Pipetas

-Puntas de micropipetas
-Tubos Eppendorf

-Tubos de ensayo

-Bolsas pequenias estériles

3.3.

3.3.1. MRS AGAR

-Balanza
-Stomacher
-Autoclave
-Mechero Bunsen
-Estufa

-Gradillas

-Portas y cubre objetos
-Solucion salina
-Safranina

-Lugol

-Cristal Violeta
-Alcohol

-Aceite de inmersién

Medios de cultivo utilizados

Se trata de un medio selectivo para la produccion de bacterias lacticas, como

son las lactobacilos. EI medio incluye peptona y glucosa, encargadas del

crecimiento bacteriano, y citrato, el cual inhibe el crecimiento de bacterias Gram

().
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Composicion:

Compuesto g/L
Agar 10,00
Extracto de carne 8,00
Extracto de levadura 4,00

di-Amonio Hidrégeno Citrato 2,00

Magnesio Sulfato 0,20
Manganeso (ll) Sulfato 0,05
Peptona Bacteriologica 10,00
D (+)-Glucosa 20,00
di-Potasio Hidrégeno Fosfato 2,00
Sodio Acetato 5,00
Tween 80 1,00
pH 6,2+0,2

Preparacion:

Se prepararon 800MI del medio, segun las recomendaciones del
fabricante, para el cual utilizamos 49,6 gr de MRS y 800 mL de agua destilada
estéril, realizando la mezcla en un matraz que pudiese albergar dicho volumen,
pesando con una balanza la cantidad exacta. Tras mezclar y agitar metemos el
matraz en el autoclave a 115°C durante 20, para después dejarlo en un bafio
térmico a unos 50°C para bajar la temperatura. Tras atemperarse, el contenido
del matraz de vierte sobre las placas Petri en condiciones de esterilidad, junto al
mechero Bunsen para evitar posibles contaminaciones. Tras esto dejamos
enfriar y al cabo de unos minutos se solidifica, momento en el que dejamos las

placas en la camara fria hasta el momento de ser necesitadas.

3.3.2. MRS Tamponado

Se utiliza para la produccion de bacteriocinas.

13



Composicion:

Compuesto g/L en 600mL (g)
MRS agar 62,00 37,20

Fosfato dibasico 10,00 6,00

Fosfato monobasico |4,30 2,58

Preparacion:

Se prepararon 600 mL del medio, para el cual pesamos en la balanza las
cantidades recomendadas por el fabricante, disolvimos en un matraz junto a 600
mL de agua destilada y autoclavamos. Finalmente repartimos el medio en placas

de Petri antes de su solidificacion.

3.3.3. MRSBROTH

Se trata de un medio selectivo para el desarrollo y crecimiento de bacterias

lacticas, el cual esta en estado liquido.

Composicion:

Compuesto g/L
Extracto de carne 8,00
Extracto de levadura 4,00
Proteosa peptona 10,00
Acetato de sodio 5,00
Citrato de triamonio 2,00
Sulfato de magnesio 0,20
Sulfato de manganeso 0,05
Fosfato dipotasico 2,00
D(+)-Glucosa 20,00
Polisorbato 80 1,00

pH 6,2+0,2 a 25°C
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Preparacion:

Se necesitan 200 mL de este medio, por lo que utilizamos 10.4 g segun las

recomendaciones del fabricante, utilizando la balanza para su peso exacto, se

mezcla en un matraz junto a 200 mL de agua destilada esterilizada. Se lleva la

mezcla a ebullicion para su completa disolucién, y se vierte sobre los tubos.

Posteriormente se autoclava.

3.34. BHABLANDO

Dicho medio se utiliz6 como sobrecapa tras haber inoculado las bacterias

indicadoras en las placas Petri para el crecimiento de bacteriocinas.

Composicion:

Componente g/L En 200 ml (g)
Agar 17,00 1,60
Fosfato dibéasico 10,00 2,00
Fosfato monobasico | 4,30 0,80
BHI 35,00 3,00
pH 7.2

Preparacion:

Se necesitan 200 mL de este medio, por lo que pesamos las cantidades

recomendadas por el fabricante en una balanza para ese volumen, lo llevamos

al microondas unos minutos hasta su fundicion para mas tarde repartirlo a razén

de 6ml por tubo. Se autoclava y una vez finalizado se mantienen en la cAmara

fria hasta su uso.
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3.4. Procesado de alimentos

De cada tipo de queso seleccionado para ser estudiado, se pesaron 5 g de cada
uno, y se sumergieron en bolsas herméticas estériles en las cuales habiamos
introducido previamente 45mL de solucion salina al 0,9%. Todas las bolsas con
el contenido completo se llevaron al Stomacher para su trituracion y

homogeneizacion.

Posteriormente junto al mechero para evitar posibles contaminaciones, se
realizaron diluciones decimales con 100 pL de la solucion original en un

eppendorf junto a 0,9 mL de solucidn salina estéril.

Ambas soluciones, la original y la diluida son sembradas en placas Petri con
medio MRS, utilizando 100 pL de las muestras. La placa 0 posee 100 pL de la
solucion original, y la placa 1 contendra 100 uL de la muestra diluida. Tras haber

sembrado todas las placas, se dejaran en la estufa a 30°C durante 24-48h.

3.5. Crecimiento Bacteriano

Después de entre 48-72 horas de incubar las placas Petri en la estufa a unos
30°C se puede percibir el crecimiento de bacterias, con una gran variedad de
colonias que aparecen en los medios preparados; con una punta de micropipeta
y junto al mechero para evitar posibles contaminaciones, cogemos cada una de

las colonias para inocularlas en MRS liquido.

Se picaron una representacion de las bacterias lacticas, las cuales segun el
comerciante crecen en el medio como una colonia con tonalidad blanca y de

tamafio pequenio.

Solo las colonias de estas caracteristicas fueron seleccionadas para inocular, el

resto que tuviese diferente tonalidad o tamafio fueron descartadas.
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3.6. Tincion de Gram

Una vez seleccionadas las colonias se confirmé mediante la tinciéon de Gram la

morfologia y caracteristicas de las bacterias lacticas.

Esta tincibn nos permite examinar y diferenciar con exactitud, mediante los
diversos colorantes y el microscopio, las bacterias Gram negativas de las Gram
positivas. La clave de esta tincion esta en la capa de peptidoglicano que poseen
las bacterias en su pared, ya que en las bacterias Gram positivas es mas gruesa,
lo que permite al afiadir el cristal violeta, que se quede dentro y le dé la tonalidad
azul/morado, al contrario que las bacterias Gram negativas, la capa de
petidoglicano es mas delgada, y al afiadir alcohol arrastra consigo el colorante
gue no ha conseguido adherirse a la pared. Por lo que para distinguir las
bacterias Gram positivas (las cuales estan ya tefiidas) de las Gram negativas
(estén sin tefiir) se les aflade Safranina para tefir las bacterias Gram negativas
de color rojo y sea mas facil localizarlas en el microscopio, y contrastarlas con
las positivas. De esta forma también se puede diferenciar la morfologia que

presentan las bacterias (bacilos, cocobacilos y cocos).

Preparacion de la tincidn:

-Se deposita una gota de agua destilada en el portaobjetos, y mediante un asa

de siembra se extiende la colonia a ensayar.

-Fijamos con calor del mechero.

-Cubrimos la muestra con cristal violeta durante 2.
-Se retira el cristal violeta y se afiade Lugol durante 2.

-Se decolora con el uso de alcohol al 96% durante 30", tras los cuales se retira

con agua.
-Se afiade safranina durante 3", se lava con agua y se deja secar.

-Examinamos la muestra en el microscopio con 100x, afiadiendo una gota de

aceite de inmersién para ver las posibles morfologias de la muestra.

17



3.7. Produccion de bacteriocinas

Para los ensayos de produccion de bacteriocinas se utilizaron tanto un cultivo
overnight en MRS en cada cepa mantenida en semilla como las semillas en MRS
de cada cepa guardadas. Se ensayo0 la produccion de bacteriocinas mediante
tres ensayos: en cruz, en gota y en pocillos. En ambos casos se utilizaron Listeria
innocua 4030 y Enterococcus faecalis S-47 como cepas indicadoras, las dos

proporcionadas por el grupo de microbiologia de la Universidad de Jaén.

3.7.1. Ensayo en Cruz

El ensayo se realizdé en placas de Petri con MRS tamponado, las cuales se
subdividieron en dos grupos, de 15 placas cada uno, en el que se diferenciaban
en la cepa indicadora utilizada (uno con Listeria innocua y otro con Enterococcus
faecalis S-47). En cada placa se siembran 5 cepas con una cruz por cada una
de ellas. Se incuban en la estufa durante 24h a 30°C, y tras aparecer las cruces
se extiende una sobrecapa de 6 mL de BHA blando, fundida y atemperada con
60 pL de la bacteria indicadora sobre la placa de MRS tamponado. Se incuba

otras 24h y se observan los halos de inhibicion alrededor de las cruces.

3.7.2. Ensayo en gota

Se obtiene un cultivo overnight en medio MRS liquido de cada una de las cepas
a ensayar, se cogen 5 L del sobrenadante, que son llevados a una placa Petri
con MRS tamponado depositdndose en forma de una gota de unos 5-6 mm. Se
depositan unas 5 gotas por placa, de diferentes cepas, separadas bien entre
ellas. Se incuba en la estufa a 30°C durante 24 horas. Tras crecer las gotas, se
le afiade una sobrecapa de BHA tamponado en la que van 60 pL de la cepa
indicadora Listeria innocua o Enterococcus faecalis. Se incuba 24 horas a 372C,

y tras esto se pudo examinar el halo de inhibicion que presenté cada cepa.

3.7.3. Ensayo en pocillos
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Del cultivo overnight de cada cepa se recogen 800 pL que se centrifugan a
13.000 rpm durante 10", separando asi el medio de cultivo y restos celulares que
guedan en el fondo, de las bacteriocinas que se encuentran en la parte superior
del sobrenadante. Mas tarde, a la vez que se van fundiendo las sobrecapas que
utilizaremos posteriormente, las cuales se dejan en el bafio para reducir su
temperatura hasta su uso, colocamos en las placas preparadas de MRS
tamponado las torres de acero inoxidable esterilizadas, con unas dimensiones
de 8mm de didmetro, 1 cm de alto y con una capacidad de 85 L. Situamos entre
5y 6 torres por placa, a una distancia suficiente para no interferir los resultados
obtenidos entre distintas muestras, y se marca cada uno para poder ser

identificados mas tarde.

Una vez situadas las torres, colocamos 60 pL de las bacterias indicadoras,
Listeria innocua o Enterococcus faecalis, junto a 6 mL de la sobrecapa de BHA
blando, para mas tarde afiadirlo a la placa y extenderlo con precaucion por toda
la placa de manera uniforme sin sobrepasar los limites de las torres. Tras haber
solidificado la sobrecapa, procedemos a retirar con cuidado las torres mediante
el uso de pinzas esterilizadas, dejando tras de si un pocillo, el cual sera rellenado
con 85 pL de los sobrenadantes de cada muestra. A continuacion se llevan a la
estufa a 37°C durante 24h; tras este plazo podremos examinar la presencia o
ausencia del halo de inhibicion y sus dimensiones. Todo este proceso se realiza
dos veces, una para la bacteria indicadora Listeria innocua y otra para la

Enterococcus faecalis.
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4. RESULTADOS

Tras realizar todos los procedimientos descritos anteriormente, comenzamos a

analizar y examinar los resultados obtenidos para establecer una evaluacion.
4.1. Presencia o ausencia de bacterias lacticas

Una vez sembrada una placa original (0) con el queso homogeneizado con la
solucién salina, y otra placa diluida (1) con la muestra original diluida con solucion

salina, son llevadas a la estufa a 30°C durante 48h a la espera de algun

crecimiento.
Cepa |Queso 48 horas
A Azul +
B Havarti +
Tierno Mezcla (Oveja, Cabra,
C Vaca) +
D Semicurado Mezcla +
E Semicurado Oveja +
F Fresco &
G Cabra +
H Maasdam +
I Gorgonzola +
K Emmental +
L Tierno Mezcla (Oveja) +

Tabla 2. Presencia o ausencia de colonias en las placas de MRS agar, tras 48

horas de la siembra.

Como se observa en la tabla 2, tras haber transcurrido 48 horas, en la totalidad
de las placas se ha producido crecimiento, por lo que no es necesario dejar las

placas en incubacion por mas tiempo.
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Esto es debido al elevado contenido de bacterias lacticas presentes en los
diferentes tipos de quesos, las cuales proliferaron rapidamente en las

condiciones éptimas proporcionadas por la estufa.

Una vez identificadas el tipo de colonias que nos indica el medio de cultivo como
posibles bacterias lacticas, recogemos las colonias de cada placa con las
caracteristicas tipicas tonalidad blanquecina y un tamafio pequefio. Estas son
sembradas en MRS liquido para dejarlas crecer y ser examinadas mediante la

tincion de Gram en el microscopio.

4.2, Identificacion mediante tincién de Gram

Una vez crecidas las colonias que se han obtenido en MRS liquido, utilizamos la
tincién de Gram para examinar que tipo de cepas son, que morfologias presentan

y diferenciar entre que bacterias son Gram positivas 0 Gram negativas.

Los datos obtenidos tras la observacion microscopica se muestran en una serie
de tablas agrupadas por los distintos tipos de quesos (tablas 3-13). En la gran
mayoria presentaban morfologia de bacilo, la cual es tipica de las bacterias BAL,

junto a algunos cocos puntuales. (Fig.1).

Figura 1: Tincién Gram positiva al microscopio
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Queso Cepa Morfologia | Tincion
Al Bacilo Gram (+)
A2 Bacilo Gram (+)
Azul :
A3 Bacilo Gram (+)
A4 Bacilo Gram (+)

Tabla 3. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Azul

Queso Cepa Morfologia | Tincién
Bl Bacilo Gram (+)
B2 Bacilo Gram (+)

Havarti B3 Bacilo Gram (+)
B4 Bacilo Gram (+)
B5 Bacilo Gram (+)

Tabla 4. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Havarti

Queso Cepa Morfologia | Tincion
C1 Bacilo Gram (+)

Tierno Mezcla (O, |C2 Bacilo Gram (+)

C, V) C3 Bacilo Gram (+)
C4 Bacilo Gram (+)

Tabla 5. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Tierno Mezcla (O,C,V)

D1 Bacilo Gram (+)
D2 Bacilo Gram (+)
Semicurado Mezcla | D3 Bacilo Gram (+)
D4 Bacilo Gram (+)
D5 Bacilo Gram (+)

Tabla 6. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Semicurado Mezcla
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El Bacilo Gram (+)
E2 Bacilo Gram (+)
Semicurado Oveja |E3 Bacilo Gram (+)
E4 Bacilo Gram (+)
E5 Bacilo Gram (+)

Tabla 7. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Semicurado Oveja

F1 Bacilo Gram (+)

F2 Bacilo Gram (+)
Fresco :

F3 Bacilo Gram (+)

F4 Bacilo Gram (+)

Tabla 8. Tincion de Gram de las distintas cepas de queso Fresco

Gl Bacilo Gram (+)

G2 Bacilo Gram (+)
Cabra :

G3 Bacilo Gram (+)

G4 Bacilo Gram (+)

Tabla 9. Tincion de Gram de las distintas cepas de queso de Cabra

H1 Bacilo Gram (+)

H2 Bacilo Gram (+)
Maasdam :

H3 Bacilo Gram (+)

H4 Bacilo Gram (+)

Tabla 10. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Maasdam
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11 Bacilo Gram (+)
12 Bacilo Gram (+)
Gorgonzola 13 Bacilo Gram (+)
14 Bacilo Gram (+)
15 Bacilo Gram (+)

Tabla 11. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Gorgonzola

Queso Cepa Morfologia | Tincion
K1 Bacilo Gram (+)
K2 Bacilo Gram (+)

Emmental K3 Bacilo Gram (+)
K4 Bacilo Gram (+)
K5 Bacilo Gram (+)

Tabla 12. Tincién de Gram de las distintas cepas de queso Emmental

H1 Bacilo Gram (+)
H2 Bacilo Gram (+)
Tierno Oveja H3 Bacilo Gram (+)
H4 Bacilo Gram (+)
H5 Bacilo Gram (+)

Tabla 13. Tincidon de Gram de las distintas cepas de queso Tierno Oveja

En resumen, en la totalidad de cepas hemos obtenido la presencia de bacilos,
exceptuando en dos cepas donde se obtuvo Gram (-), en E5 y F4

correspondientes al queso semicurado de oveja y al queso fresco.

Si tenemos en cuenta el numero de posibles bacterias lacticas aisladas de cada
gueso, como se muestra en la figura 2 el mayor porcentaje de aislados se obtuvo
en el queso Havarti, Semicurado mezcla, Gorgonzola, Emmental y Tierno Oveja.

Destacando por menos el queso fresco.
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Presencia o Ausencia de Bacilos

oIIIII IIIII

> & NG @ 2 >

¥ & o\ & OAQ/\ ‘\Q’c) & sb’b N & <‘
NS N N\ “ < S o & &

PO T &

Qo (_)QJ S

&

&

:\\

IS

w

N

[ERN

M Bacilos Ausencia

Figura 2. Representacion grafica de la presencia o ausencia de bacilos en las distintas

muestras

4.3. Deteccion de bacterias productoras de bacteriocinas

Tras haber obtenido todas las cepas de bacterias Gram (+) de los diferentes tipos
de muestras, procedemos a analizar la actividad antimicrobiana a través de
presencia de halo de inhibicibn que aparecera en el contorno de las cepas
ensayadas frente a las indicadoras utilizadas, Listeria innocua 4030 vy

Enterococcus faecalis S-47.

Para analizar esta actividad y asi averiguar el grado de inhibicién producido por
nuestras cepas frente a las bacterias indicadoras, se llevaron a cabo tres

ensayos diferentes:

4.3.1. Ensayo en cruz

Se sembraron en forma de cruz las cepas a ensayar, unas cinco cruces por
placa, y una vez crecidas se le afiadié una sobrecapa de BHA blando con las

bacterias indicadoras ya incluidas, lo que nos permite observar el halo de
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inhibicién que producen las distintas cepas frente a las bacterias indicadoras. Se
observo la presencia o ausencia del halo, con (+) para la presencia y (-) para la
ausencia, y para mostrar el grado de inhibicion se utilizaron mayor nimero de
(+), proporcional al dicho grado. En las figuras 3 y 4 se muestran el resultado

obtenido en algunas cepas.

Figura 4. Resultado del halo de inhibicién frente a Enterococcus faecalis
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Listeria Enterococcus
Queso Azul innocua faecalis
Al ++ -
A2 ++ ++
A3 ++ +
Ad + -

Tabla 14. Ensayo en cruz, analisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

azul

En todas las cepas del queso azul (tabla 14) se obtuvo actividad antimicrobiana,
especialmente en la A2 y A3, ya que en las A1 y A4 solo mostraron actividad

frente a Listeria innocua.

Listeria Enterococcus
Queso Havarti innocua faecalis
Bl - -
B2 - -
B3 +++ ++
B4 +++ ++
B5 - -

Tabla 15. Ensayo en cruz, analisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

Havarti

En las cepas de queso Havarti (tabla 15), tan solo mostraron actividad
antimicrobiana las cepas B3 y B4, con un excelente grado de inhibicién, frente a

las dos bacterias ensayadas.
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Queso Tierno Mezcla (O, | Listeria Enterococcus
C,V) innocua faecalis

C1l ++++ ++++

C2 +++ ++

C3 +++ ++

C4 +++ ++

Tabla 16. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

tierno mezcla (O,C,V)

En el queso tierno mezcla (O,C,V), (tabla 16) todas las cepas mostraron actividad

antimicrobiana, con un elevado grado de inhibicién en todas ellas y frente a las

dos bacterias ensayadas.

Tabla 17. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso semicurado

mezcla

En el queso semicurado mezcla (tabla 17) se obtuvo actividad antimicrobiana en

todas las cepas con un elevado grado de inhibicion en todas ellas, exceptuando

la D2 que obtuvo un menor halo que el resto.
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El +++ +
E2 +++ +++
E3 +++ ++
E4 +++ ++
E5 + +++

Tabla 18. Ensayo en cruz, analisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso semicurado

oveja

En el queso semicurado oveja (tabla 18) se obtuvo actividad antimicrobiana en

todas las cepas con un elevado grado de inhibicién en todas ellas.

Tabla 19. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

fresco

En el queso fresco (tabla 19) tan solo se obtuvo actividad antimicrobiana en la

cepa F1, y un minimo halo en la cepa F3 frente a Enterococcus faecalis.

G1 +++ ++
G2 ++++ ++
G3 +++ ++
G4 - -

Tabla 20. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

cabra
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En el queso de cabra (tabla 20) se obtuvo una elevada actividad antimicrobiana

en todas las cepas menos la G4 que no tuvo ninguna actividad.

H1 + -
H2 - -
H3 - -
H4 ++ +

Tabla 21. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

Maasdam

En el queso Maasdam (tabla 21) solo se obtuvo actividad antimicrobiana en la
cepa H1 (frente a Listeria innocua) y en la cepa H4 (frente a ambas bacterias)

con una ligera mayor actividad.

Tabla 22. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

Gorgonzola

En el queso Gorgonzola (tabla 22) se obtuvo una alta actividad en todas las
cepas presentes frente a ambas bacterias indicadoras, con unos halos de
grandes dimensiones. La cepa que menor actividad presento fue la I3.
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K1 ++ +
K2 +++ +
K3 +++ ++
K4 +++ +
K5 ++ +

Tabla 23. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

Emmental

En el gqueso Emmental (tabla 23) se obtuvo actividad antimicrobiana en todas las
cepas, con mayor actividad frente a la Listeria innocua que frente a Enterococcus

faecalis, y la cepa K3 es la més actividad presenta.

Tabla 24. Ensayo en cruz, andlisis de la actividad antimicrobiana de BAL en queso

tierno mezcla

En el queso tierno mezcla (tabla 24) se obtuvo una muy elevada actividad en
todas las cepas, con unos halos similares tanto entre cada cepa como frente a

las distintas bacterias indicadoras.

4.3.2. Ensayo en gota

Para este ensayo se utilizaron las muestras que mostraron actividad

antimicrobiana en el ensayo en cruz, 41 cepas.
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El objetivo de este ensayo es estudiar la presencia o ausencia de bacteriocinas

y la actividad antimicrobiana frente a las cepas indicadoras Listeria innocua y

Enterocuccus faecalis. Se sembraron las placas de MRST con 5 pL de las

muestras en medio liquido. Tras 24h se comprueba el crecimiento de cada una

de las gotas. Mas tarde se le afiade BHA blando con las cepas indicadoras

inoculadas y se llevan a la estufa a 37°C durante 24h para observar el grado de

inhibicién producido por las cepas obtenidas en las distintas muestras de quesos,

donde medimos el diametro del halo producido por la inhibicion.

Figura 5. Resultado del halo de inhibicién en el ensayo en gota.

En la figura 5 y en las tablas (25-35) se muestra el resultado de la inhibicion

producida por las cepas, donde aparecen halos de distintos diametros.

Listeria innocua

Enterococcus faecalis

Cepas Presencia|Halo (mm) |Presencia|Halo (mm)
Al - 0 - 0

A2 + 9 + 10

A3 + 8 - 0

A4 - 0 - 0

Tabla 25. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicidon en queso Azul
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Como se observa en la tabla 25, la cepa A2 de queso Azul presenta halos de
inhibicién frente a las dos bacterias indicadoras, y la cepa A3 tan solo frente a

Listeria innocua.

Listeria innocua Enterococcus faecalis

Cepas Presencia|Halo (mm) |Presencia|Halo (mm)
B3 + 11 - 0
B4 + 13 + 7

Tabla 26. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibiciobn en queso

Havarti

Se observa en la tabla 26 podemos ver que las cepas B3 y B4 de queso Havarti
presentan halos frente Listeria innocua, pero solo la cepa B4 también presenta

frente a Enterococcus faecalis.

Listeria innocua Enterococcus faecalis
Cepas Presencia|Halo (mm) |Presencia|Halo (mm)
Ci + 13 + 9
Cc2 + 14 + 9
C3 + 12 + 9
C4 + 7 + 8

Tabla 27. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicién en queso Tierno
Mezcla (O,C,V)

En cuanto al queso tierno mezcla (tabla 27), las cepas presentaron halo de
inhibicion, con similares diametros entre si, excepto la cepa C4 que presento un

menor diametro.
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D1 + 12 + 9
D2 + 13 + 12
D3 + 15 + 15
D4 + 12 + 7
D5 + 10 + 8

Tabla 28. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicion en queso

Semicurado mezcla

En la tabla 28 se observa que las cepas de queso semicurado presentaron halos
de inhibicion, donde la cepa D3 obtuvo el mayor grado con el diametro mas

elevado seguida de la cepa D2. El resto fueron aproximadamente similares.

El + 14 + 7
E2 + 15 + 8
E3 + 17 + 8
E4 + 15 + 8
ES + 14 + 7

Tabla 29. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicion en queso

Semicurado Oveja

Como se observa en la tabla 29 de queso de oveja, las cepas presentaron halos
de inhibicién, donde todas obtuvieron diametros similares, excepto la cepa E3

que obtuvo un mayor diametro frente a Listeria innocua que el resto.
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+ 15 + 8

Tabla 30. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicion en queso

Fresco

Con respecto a la Unica cepa de queso fresco, tabla 30, presenté halo de

inhibicion similar a la media obtenida en el resto de cepas.

Gl + 15 - 0

G2 + 14 - 0

G3 + 17 - 0
Tabla 31. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicion en queso de
Cabra

En la tabla 31 se observan los resultados del queso de cabra, las cepas sélo
presentaron halo frente a Listeria innocua, ya que no aparecié ningun halo frente

a Enterococcus faecalis.

H1 +

15 - 0
H4 + 16 + 10

Tabla 32. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibiciébn en queso

Maasdam

En el queso Maasdam se observa (tabla 32) que ambas cepas presentaron halos
de inhibicién frente a Listeria innocua, pero solo la cepa H4 presento frente a
Enterococcus faecalis.
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Tabla 33. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicién en queso de

Gorgonzola

Para el queso Gorgonzola, tabla 33, todas las cepas presentaron halo de
inhibicion frente ambas bacterias indicadoras, donde la cepa I1 mostr6 el mayor
diametro frente a Listeria innocua, y la cepa I3 mostré el menor diametro frente

a Enterococcus faecalis.

K1 + 20 + 13
K2 - 0 -

K3 + 17 +

K4 + 10 + 12
K5 + 7 + 7

Tabla 34. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibiciébn en queso

Emmental

En la tabla 34 vemos los resultados del queso Emmental, donde que todas las
cepas menos la K2 presentaron halos de inhibicion frente a ambas bacterias
indicadoras. La cepa K3 presenté el mayor grado de inhibicién, y la cepa K5 fue
la que menor grado presento.
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L1 + 12 + 9

L2 + 10 + 8

L3 + 10 + 9

L4 + 12 + 9

LS + 12 + 7
Tabla 35. Resultados en el ensayo en gota del halo de inhibicién en queso Tierno
Mezcla (O)

Por ultimo, en la tabla 35, se reflejan los resultados del queso tierno, donde todas
las cepas presentaron halos de inhibicion frente a ambas bacterias indicadoras

con similares diametros.

Como resumen de los resultados obtenidos en el ensayo en gota, hemos
encontrado de las 41 cepas ensayadas 38 posibles productoras de bacteriocinas

frente a Listeria innocua, y 32 frente a Enterococcus faecalis.

4.3.3. Ensayo en pocillos

Con las cepas aisladas que dieron positivo en el ensayo en cruz 41, se tomo
parte del sobrenadante una vez centrifugado y se utilizé para realizar el ensayo
en pocillos.

En la figura 6 y tablas (36 y 37) se muestran los resultados obtenidos de la
actividad antimicrobiana producida por las cepas aisladas frente a las bacterias

indicadoras Listeria innocua y Enterococcus faecalis.
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Figura 6. Resultado en el ensayo con pocillos

En todos los resultados obtenidos, los halos fueron similares, aproximadamente
de 10 mm, por lo que se muestran a continuacion las cepas que produjeron halo

y frente a qué indicadora.

Listeria

A2 D2 I3
B3 D5 K4
B4 E3 K5
Cc2 G2 L1
C3 12 L2

Tabla 36. Resultado halo de inhibicion frente a Listeria innocua

S-47

Al D2 H1
A3 D4 12
B4 D5 15
C1 E2 K3
C2 E5 K5
C3 Gl L2

Tabla 37. Resultado halo de inhibiciéon frente a Enterococcus faecalis
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Se aprecia un descenso muy importante en el nimero de cepas que han
mostrado un halo representativo en el ensayo de pocillos, comparado con el
anterior ensayo de gotas. Para mayor comprension se muestra en la siguiente

figura 7 la comparacion entre los distintos ensayos.

COMPARACION DE ENSAYOS "

32

18

15

S-47 LISTERIA
B Pocillos ® Gotas

Figura 7. Comparacién ensayos con pocillos y con gotas frente a L. innocua y E. faecalis.

La diferencia entre ambos ensayos es muy notable, tanto en el nimero de cepas
que dieron positivo, como en el diametro que mostraron en cada halo de
inhibicion, ya que en el ensayo de los pocillos, todos los diametros fueron de 10
mm, mientras que en el ensayo de gotas fueron desde 9 mm hasta 20 mm, mas

del doble de lo obtenido en el otro ensayo.
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5.

DISCUSION

En este trabajo hemos podido aislar bacterias lacticas de diferentes tipos de
quesos, como han descrito otros autores la microbiota de los quesos es muy
importante en las fases de formacion de estos (Fernandez, 2000) y dentro de
esta microbiota juegan un papel muy importante las bacterias lacticas, que
participan de las caracteristicas organolépticas que le podemos atribuir los
diferentes tipos de quesos (Keating y Rodriguez, 2002).

A parte de las bacterias presentes en la leche que va a dar lugar a la formacién
de los quesos, las bacterias lacticas también se utilizan como cultivos iniciadores
en diferentes tipos de quesos de ahi que se hayan podido encontrar bacterias

lacticas en todos los quesos que hemos ensayado.

En un estudio reciente de quesos frescos de cabra artesanales se han podido
identificar y caracterizar bacterias lacticas (BAL) y levaduras nativas, aisladas de
quesos frescos de esta zona productora. De cada una de las bacterias lacticas
aisladas: Lactocacillus delbruekii subsp. bulgaricus, Lb. casei subsp.
pseudoplantarum, Lb. plantarum var. arabinosus, Lb. plantarum var. plantarum,
Lb. casei subsp. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. fermentum, Lb.
brevis var. brevis, Lactococos sp. se ha podido determinar su participacion en la
coagulacion ( Olarte et al., 2000), su capacidad acidificante. , actividad lipolitica

(Suzzi et al., 2001) y actividad proteolitica. (Ancasi et al., 2015).

Otra cuestion importante es la capacidad de conservacion las bacterias lacticas
aisladas de quesos o productos lacteos. En estudios anteriores se han podido
identificar bacterias lacticas con propiedades antimicrobianas en diferentes tipos
de quesos (Topisirovic et al., 2006), en nuestro trabajo también hemos podido
identificar diferente cepas aisladas de quesos con propiedades antimicrobianas.
Como han descrito otros autores la mayoria de las bacteriocinas se producen
durante la fase exponencial de crecimiento y se ha observado que su cantidad
en el medio de cultivo, es directamente dependiente de la cantidad de biomasa
producida (De Vuyst y Vandamme, 1994), este quizas puede ser uno de los
motivos por el cual nos han salido diferentes resultados en los distintos ensayos,

como comenta el autor es mas facil detectar la produccion de bacteriocinas en
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un crecimiento solido donde la biomasa es mayor que cuando se centrifuga y se

ensaya solo el sobrenadante como es el caso del ensayo por pocillos.

Otra cuestion a tener en cuenta es la variacién de algunas condiciones de cultivo,
tales como la temperatura, tiempo de fermentacion, aireacion y pH, pueden tener
efectos importantes en la produccion de bacteriocinas. El desarrollo a
temperaturas elevadas puede eliminar completamente la produccién de
bacteriocinas (Dajani y Taube, 1974), lo que conduce a veces a la pérdida
irreversible de sus propiedades. Nosotros hemos trabajado en iguales
condiciones y con un medio inicial, para poder identificar las cepas productoras
se deberia de encontrar el medio 6ptimo, el pH y las condiciones para cada una

de las cepas de bacterias lacticas que hemos encontrado.

CONCLUSION

Con los resultados obtenidos podemos deducir que:

1. Se ha podido detectar la presencia de bacterias lacticas en los
siguientes quesos: Azul, Havarti, Tierno Mezcla (Oveja, Cabra, Vaca),
Semicurado Mezcla, Semicurado Oveja, Fresco, Cabra, Maasdam,

Gorgonzola, Emmental, Tierno Mezcla (Oveja).

2. El mayor numero de bacterias lacticas se puede encontrar en queso
Tierno Mezcla (Oveja, Cabra, Vaca), Semicurado Mezcla, Semicurado

Oveja, Gorgonzola, Emmental, Tierno Mezcla (Oveja).

3. El ensayo mas efectivo para la obtencion de bacterias productoras de

bacteriocinas en el ensayo en cruz.

4. En el ensayo en cruz, aparecen halos de inhibicion frente a
Enterococcus faecalis, y Listeria innocua, en todas las cepas

ensayadas.
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En el ensayo en gota, aparecen halos de inhibicion frente a ambas
baterias indicadoras, pero el diametro de los halos es superior frente

a Listeria innocua.

En el ensayo en pocillos, aparecen halos de inhibicidn frente a Listeria
innocua y Enterococcus faecalis, pero en general se obtienen menos

halos que en el resto de ensayos.

Los quesos con una actividad antimicrobiana mas elevada son el

Semicurado Mezcla, Gorgonzola, Emmental y Tierno Mezcla (Oveja).
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