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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto bactericida de
Lactobacillus casei var. Rhamosus sobre E. coli en queso mantecoso elaborado en condiciones
de laboratorio, para lo cual se utilizé6 el método de recuento en placa y los resultados se
expresaron en UFC/g. Se trabajaron tres ensayos problema y uno control, donde se adicioné al
qgueso mantecoso en la etapa del amasado por separado tres poblaciones iniciales de
Lactobacillus casei var. Rhamnosus (103, 10° y 10° UFC/mL) sobre una poblacién inicial de
Escherichia coli ATCC 25922 (103 UFC/mL) en cada ensayo problema, mientras que para el grupo
control solo se inoculd una poblacién inicial de Escherichia coli ATCC 25922 (10° UFC/mL) para
comparar el crecimiento con cada ensayo del grupo problema. Las muestras fueron
almacenadas a una temperatura de 8 + 2 2C por 15 dias, realizandose analisis microbiolégicos a
diario. El método de recuento bacteriano en placa permitid conocer que la poblacion inicial de
10° UFC/mL de Lactobacillus casei var.Rhamnosus agregada al queso mantecoso en la etapa del
amasado, ejercié un efecto bactericida sobre la poblacién 10> UFC/mL de E. coli puesto que
redujo a dicha bacteria hasta una poblacion de 10 UFC/g en el dia 15 de la investigacion.

Palabras clave: Queso mantecoso, L. Rhamnosus, E. coli, bactericida, poblacién.

ABSTRACT

The present research aims to determine the bactericidal effect of Lactobacillus casei var.
Rhamosus About E. coli in buttery cheese made in laboratory conditions. For which is the
method used in plate count and the results expressed in UFC / g.

Three trials control problem one worked and where the buttery cheese added at the stage of
mixing three separate populations of Lactobacillus casei var. Rhamnosus (10°, 10° and 10° CFU /
ml) in a population of Escherichia coli ATCC 25922 (10° UFC/mL) in each problem test, while
control group para Lone population of Escherichia coli ATCC 25922 (103 UFC/ mL) Compare for
Growth Problem With each test group. Samples Were stored a temperature 8 £ 2 ° C for 15 days,
microbiological analyzes carried out daily. Method of bacterial plate count allowed to know that
the population 10° UFC/mL of Lactobacillus casei var. Rhamnosus bactericidal effect exerted on
Population 10° UFC/mL of E. coli since Bliss bacteria reduced to a population of 10 UFC/ g is the
15th Research.



Keywords: Quesi mantecoso, L. rhamnosus , E. coli , bactericide, Population
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INTRODUCCION

La seguridad alimentaria se relaciona directamente con la protecciéon de la salud de los
consumidores, para tal fin se debe garantizar la inocuidad de los alimentos evaluando y
analizando la calidad microbioldgica de los microorganismos indicadores de alteracién,
higiene y patdgenos de los alimentos que son analizados para evaluar y dar resultados sobre

criterios microbioldgicos (NTS N° 071 - MINSA/DIGESA-V.01.2008).

El queso mantecoso es rico en vitaminas, proteinas y minerales que son requeridos para
nuestra alimentacion y el buen funcionamiento de nuestros sistemas; sin embargo, los
guesos mantecosos artesanales también son los de mayor riesgo potencial de intoxicacidn e
infecciones alimentarias, debido a que en la produccion muchas veces se utiliza materia
prima contaminada con bacterias como Escherichia coli 6 son manipulados en condiciones
antihigiénicas. Los nutrientes que contiene permiten un rapido crecimiento de los
microorganismos que alteran los alimentos y generan un riesgo para el consumidor, es por

ello la preocupacion de asegurar la inocuidad del mismo.

El Lactobacillus rhamnosus aporta no solo acido lactico al alimento si no también
bacteriocinas que de acuerdo a la poblacién en el producto podria otorgar efectos
bactericidas sobre Escherichia coli, responsables de infecciones alimentarias y del deterioro
acelerado del alimento. La adicidn de Lactobacillus casei var. Rhamnosus en la produccion de
gueso mantecoso regula la carga inicial de bacterias presentes en el producto, mejorando la
condicidn sanitaria del queso, permitiendo que no se utilice conservantes ni preservantes,

prolongando el periodo de almacenamiento del producto.

En la presente investigacion se usé Lactobacillus casei var Rhamnosus, quien posee la
capacidad de producir bacteriocinas, como principal producto bactericida. La presencia de
este antibacteriano inhibe y controla el crecimiento del Escherichia coli ATCC 25922 presente

en el queso mantecoso



El problema que realmente existe es la presencia de Escherichia coli en quesos
mantecosos artesanales que se producen en la provincia de Trujillo, departamento de La
Libertad por ser un alimento altamente perecedero debido a su elaboracién, composicién

y comercializacién en condiciones inadecuadas.

Los quesos elaborados artesanalmente, han sido causa frecuente de diversas infecciones
alimentarias, cuando son consumidos después de estar expuesto a condiciones no
apropiadas durante su proceso de elaboracion o en el almacenamiento. Estas
enfermedades alimentarias son producidas principalmente por microorganismos tales
como: Escherichia coli. Salmonella, coliformes, Staphylococcus aureus, entre otros
consideradas entre las principales causas de intoxicacion alimentaria a nivel mundial y
substancialmente en Latinoamérica y el Caribe (Caldaz, 2008; Diaz-Rivero y Gonzalez,
2001; Cristébal y Maurtua 2003; Espinoza, 2003; Mercado, 2007; Citado por Acevedo et
al,, 2013).

El efecto de esta situacién puede ocasionar enfermedades de transmisién alimentaria
(ETA’S), como gastroenteritis por Escherichia coli (enterohemorragica), una enfermedad
caracterizada por una abundante diarrea de caracter hemorrdgico, dolores abdominales,

fiebre y en los casos mas severos, la toxina puede provocar anemia e insuficiencia renal.

De lo anteriormente expuesto esta investigacidn propone contrarrestar las causas de
diversas infecciones alimentarias producidas por Escherichia coli, inoculando el probiético
Lactobacillus casei var Rhamnosus en el proceso de elaboracién del queso mantecoso
elaborado en condiciones de laboratorio, lo que permitira crear un efecto bactericida

contra Escherichia coli.

Arias et al., (2013) probaron la eficiencia de las cepas probidticas Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium animalis para antagonizar los
patégenos resistentes a antibidticos Salmonella enteritidis var Thyphimurium vy
Escherichia coli 0157:H7. Las tres cepas probidticas mostraron poseer un efecto
antagoénico contra las cepas patdégenas Salmonella Thyphimurium y E. coli 0157:H7
resistentes a antibidticos. En la prueba de “Well Diffusion”, L. acidophilus y L. rhamnosus

presentaron reducciones estadisticamente semejantes entre ellas (P >0.05) de 37-41 mm



para E. coli 0157:H7 y de 32 — 41 mm para Salmonella Thyphimurium, mientras que B.

animalis mostrd reducciones menores (P0.05).

Del Campo et al., (2008) aislaron 350 cepas de bacterias acido lacticas (BAL), a partir de
35 muestras de quesos frescos, fueron probadas en contra de cuatro microorganismos
patégenos, tres Gram+ (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes) y un Gram- (Salmonella agona). Sélo 25 cepas mostraron capacidad
antagénica, el mayor efecto inhibidor fue debido al pH, por la produccién de acidos
organicos. 8 de ellas, mostraron un efecto inhibidor diferente al pH, Todas las cepas
mostraron actividad antagdnica en contra de bacterias Gram+. Salmonella Agona, no fue
inhibida en su desarrollo, por ninguna de las cepas de bacterias dcido lacticas. Tres cepas
gue mostraron inhibicidn con el sobrenadante, se trataron con enzimas proteoliticas, y se

determiné que el factor inhibidor es de origen proteico.

Duran et al., (2010) realizaron ensayos en quesos de capa dando como resultado que
estaban contaminados con Escherichia coli, un indicador de contaminacion fecal, adem3s
evidenciaron una manipulacién higiénica deficiente durante la elaboracién del producto,
en cuanto a los resultados del espectro inhibitorio demostraron la sensibilidad de
microorganismos patégenos (Escherichia coli), frente a Lactobacillus. Las bacteriocinas
ejercieron su poder antimicrobiano ante microorganismos relacionados o presentes en su
ambiente, disminuyendo la presencia de causantes del deterioro y/o de patdogenos en los

alimentos.

Roldan et al., (2011) demostraron que la cepa de L. casei ensayada podria ser utilizada
como herramienta biotecnoldgica util para impedir el desarrollo de E. coli 0157:H7 en
caso de contaminacién de un producto alimentario, especialmente carnico, con este
patégeno, como también han informado previamente otros investigadores. Estos
resultados fueron alentadores, ya que cepas de BAL aisladas a partir de un ecosistema
regional, pueden convertirse en una herramienta biotecnoldgica util para controlar E. coli
0157:H7 en la produccion de alimentos seguros, libres de patdégenos emergentes.
Ademas, esta potencial aplicacion en la biopreservacién alimentaria podria lograrse tanto
mediante la incorporacion del sobrenadante libre de células (SLC) a diferentes matrices
alimentarias o a peliculas poliméricas comestibles utilizadas para el envasado de
alimentos, mediante la integracidn de las cepas de BAL seleccionadas a los fermentos
utilizados en la elaboracién de alimentos tales como productos carnicos, lacteos o

vegetales fermentados.



Fernandez et al., (2014) caracterizaron investigaciones sobre metabolitos inhibidores de
crecimiento microbiano y concluyeron en que el efecto inhibitorio de las bacteriocinas
depende del tipo de bacteriocina, de la matriz alimentaria, de las condiciones del
experimento y del microorganismo a inhibir; una de las principales dificultades para
utilizar bacteriocinas para la inhibicion de microorganismos en alimentos son los costos
en cuanto a la produccidn, su poca termotolerancia y su espectro antibacterial, lo cual
varia dependiendo de la bacteriocina. Observaron en los resultados de estudios
realizados, la importancia de utilizar las bacteriocinas en los productos alimenticios, ya
gue pueden aplicarse directamente sobre el alimento e incluirse en la formulacién del

producto, sin alterar las caracteristicas sensoriales.

Gutiérrez y Acosta, (2008) encontraron que Lactobacillus casei presentd actividad
antagdnica contra E. coli, pues la zonas de inhibicidon leidas como variable de respuesta
fueron mayores de 2 mm hasta en la dilucion10 en tres ensayos realizados en el tiempo,
sin embargo en el dia 15 Ila actividad bactericida del extracto disminuyo
considerablemente con respecto a la del dia 5. Los anadlisis de Unidades de Actividad
mostraron que el extracto de este aislado es activo aun en diluciones altas, lo cual significa
gue los extractos tiene actividad aun a muy pequefias concentraciones. El aislado nativo
de L. casei produjo sustancias antimicrobianas contra bacterias Gram negativa como E.

coli pudiendo utilizarse probablemente como un bioconservante natural en alimentos.

Larrea et al., (2007) determinaron el efecto bacteriostatico y bactericida del Lactobacillus
casei frente a Escherichia coli, a través de la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) de la suspensién de esta cepa
en condiciones de laboratorio, encontrado que para obtener un efecto bacteriostatico del
Lactobacillus casei sobre el Escherichia coli se necesita un CMI de 64 pL/mL, mientras que
para obtener un efecto bactericida se necesité un CMB de 256 pL/mL capaz de lograr una

lisis celular y una reduccién del 99.99% de la poblacién inicial.

Alvarez (2011) realizé un estudio de la aplicacién de las concentraciones de Lactobacillus
casei ATCC 393™ inoculadas al queso fresco, determind que es necesario la presencia de
esta bacteria en poblaciones por encima de 10° UFC/mL para obtener un efecto
considerable en la inhibicién de Escherichia coli ATCC 25922™. Siendo asi, la inoculacion
de 10° UFC/mL de Lactobacillus casei al queso fresco, permitié controlar la poblacién
presente de Escherichia coli ATCC 25922™ durante los 10 dias de experimentacién

mostrando un efecto bacteriostatico. Mientras que la inoculacién de 10° UFC/mL de



Lactobacillus casei ATCC 393™, permitié la reduccidn poblacional de Escherichia coli ATCC
25922™ presente en el producto hasta valores permitido por la NTS N2 071
DIGESA/MINSA, mostrando un efecto de tipo bactericida.

Se entiende por queso el producto blando, semiduro, duro y extra duro, madurado o no

madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcidn entre las proteinas de

suero y la caseina no sea superior a la de la leche, obtenido mediante:
(a) coagulacidn total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada,
leche parcialmente desnatada /descremada, nata (crema), nata (crema) de suero o
leche de mantequilla/manteca, o de cualquier combinacién de estos materiales, por
accién del cuajo u otros coagulantes idéneos, y por escurrimiento parcial del suero que
se desprende como consecuencia de dicha coagulacidn, respetando el principio de que
la elaboracién del queso resulta en una concentracion de proteina lactea (especialmente
la porcién de caseina) y que por consiguiente, el contenido de proteina del queso debera
ser evidentemente mas alto que el de la mezcla de los materiales lacteos ya
mencionados en base a la cual se elaboré el queso; y/o (b) técnicas de elaboracion que
comportan la coagulacion de la proteina de la leche y/o de productos obtenidos de la
leche que dan un producto final que posee las mismas caracteristicas fisicas, quimicas y

organolépticas que el producto definido en el apartado (a). (Codex Alimentarius, 2011).

El queso contiene de forma concentrada la mayoria de los nutrientes de la leche, con
excepcion de la lactosa. Esto se debe en gran parte a la perdida de agua se produce
durante la elaboracién del queso.

La hidrolisis de la caseina en productos intermedios aumenta la digestibilidad de la
proteina. Los procesos tecnoldgicos empleados en la elaboracién del queso no alteran
el valor nutritivo de la proteina de la leche. El contenido en minerales del queso es mayor
que en la leche, destacando la cantidad de calcio, que en quesos maduros puede ser de
alrededor de 10 veces mayor. También destacan los contenidos de fosforo y cinc. La
biodisponibilidad de todos estos minerales no se ve afectada por los procesos de
elaboracion del queso. El contenido en vitaminas hidrosolubles de los distintos quesos
es variable en funcidn de las pérdidas en el suero y de la sintesis y utilizacidn por los

microorganismos. Mataix et al., (1994); citado por Gil (2010).



Tabla 1. Composicién Nutricional de algunas variedades de queso

NUTRIENTE/100G BURGOS PARMESANO BOLA BRIE CAMEMBERT GRUYERE MANCHEGO

Energia (kcal) 174 393 349 319 297 401 420
Proteina (g) 15 40 29 19,3 20,9 29 32
Grasa (g) 11 25 25 26,9 23,7 31 32
Hidratos de 4 2 2 Trazas Trazas 1,5 1
carbono (g)
Ca (mg) 186 1.350 760 540 350 850 1.200
P (mg) 600 990 520 390 310 600 550
Zn (mg) 0,5 4 4 2,2 2,7 4 4
Na (mg) 1.200 760 980 700 650 610 670
K (mg) 200 150 160 100 100 120 80
VitaminaB12 (ug) 0,5 1,5 1,4 1,2 1,1 1,5 1,5
Vitamina B2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,5 0,4 0,3
(mg)
Vitamina A (mg) 320 343 305 285 230 159 357
(Equivalentes
de retinol)
Niacina (mg) 1,2 1,1 5,9 5 5,9 6 8,2
(Equivalente de
niacina)

Fuente: Mataix et al., (1994); citado por Gil (2010)

Clasificaciéon de los quesos

Los quesos se clasifican de acuerdo a su composicién y caracteristicas fisicas en los siguientes
tipos:

Segun el contenido de humedad.

Tabla 2. Segun su consistencia y caracteristicas de maduracién.

HSMG % Denominacién Caracteristicas de maduracion
<51 Extraduro Madurado
49-56 Duro Madurado por mohos
54-69 Firme/Semi duro No madurados/Frescos
> 67 Blando En salmuera

Fuente: Codex alimentarius, (2011)

1.3.1.1.1  Segun el contenido de grasa lactea:



Debera declararse en forma aceptable el contenido de la grasa de la leche en el
pais en que se vende al consumidor final, bien sea, ) como porcentaje por masa,
II) como porcentaje de grasa en el extracto seco, o Ill) en gramos por racidn
cuantificada en la etiqueta, siempre que se indique el nimero de raciones.

Tabla 3. Declaracidn del contenido de grasa lactea

Extra graso si el contenido de GES es superior o igual al 60%

Graso si el contenido de GES es superior o igual al 45
% e inferior al 60 %

Semigraso si el contenido de GES es superior o igual al 25
% e inferior al 45 %

Semidesnatado si el contenido de GES es superior o igual al 10

(Semidescremado) % e inferior al 25 %

Desnatado si el contenido de GES es inferior al 10 %

(Descremado)

Fuente: Codex Alimentarius, (2011)

El queso mantecoso o cremoso es aquel blando del tipo fresco, no madurado ni escaldado, con un
contenido relativamente alto de grasa, de textura homogénea, cremosa, no granulada, preparado
a partir de crema sola o mezclada con leche y cuajada con cultivos lacticos y opcionalmente con
adicion de enzimas. Los quesos deberan elaborarse exclusivamente con leche pasteurizada y bajo
estrictas condiciones higiénico-sanitarias. La apariencia, textura, color, olory el sabor de los quesos
deberan ser los caracteristicos y deberan estar libres de sustancias y caracteres sensoriales
extrafios. La grasa y las proteinas lacteas de los quesos frescos no podrdn ser sustituidas por
elementos de origen no lacteo. El queso mantecoso es definido por el instituto de investigacidn de
tecnologia industrial y de normas técnicas, como producto fresco, de pasta blanda y mantecoso,
elaborado con leche entera y reconstituida, pasteurizada o no, que presenta una pasta de textura

cerrada y consistencia suave, color blanco o ligeramente amarillento (Cuevas, 2004).

Valor nutricional del queso mantecoso por 100gr

Tabla 4. Valor nutricional del queso mantecoso

Nutrientes Cantidad
Energia(kcal) 396
Proteina(g) 28
Grasa Total (g) 30
Glacidos(g) 3.30
Calcio (mg) 1076
Hierro (mg) 1.50

Fuente: Fundacidn universitaria iberoamericana, (2012)



Segun el MINAGRI/SIEA, la produccién de queso mantecoso a nivel nacional en el afio 2013,
segln ubicacién de las plantas fue 882.74 Toneladas y la venta 878.74 Toneladas, a nivel regional
en la libertad el afio 2012 la produccidon de Queso mantecoso fue 0.21 Toneladas y la venta 0.21

Toneladas.

Tabla 5. Produccién de queso mantecoso por aio, segun Ubicacion de las plantas
procesadoras: afio 2012.

Departamento Queso Mantecoso (TN)
Arequipa 0.57
La Libertad 0.21
Pasco 0.65
Puno 15.81
Cajamarca 440.42
Total 457.65

Fuente: MINAGRI/SIEA, (2012)

En cuanto a la Vida util de queso mantecoso La temperatura de conservacién esde 4 —7 2 C. Al
ser refrigerados los quesos pueden durar aproximadamente dos semanas y mucho mas tiempo
si son congelados (3 a 4 semanas) ITDG (2008)
).

Requisitos microbioldgicos para el queso mantecoso.

Tabla 6. Criterios de calidad microbioldgica para queso mantecoso

Agente Categoria Clase n C Limite por g.
microbiano m M
Coliformes 5 3 5 2 5x10? 10°
Staphylococcus aureus 5 3 5 2 10 102
Escherichia coli 6 3 5 1 3 10
10 2 5 0 Ausencia/25¢g -—

Listeria monocytogenes

Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia/25g -—--

Fuente: NTS N° 071 - MINSA/DIGESA-V.01. (2008)

Las enfermedades diarreicas transmitidas por los alimentos y el agua causan la muerte de 2

millones de personas al afio, en su mayoria nifios.



La inocuidad de los alimentos, la nutricidn y la seguridad alimentaria estdn inextricablemente
relacionadas.

Los patdgenos de transmisién alimentaria pueden causar diarrea grave o infecciones
debilitantes, como la meningitis. La contaminacidon por sustancias quimicas puede provocar
intoxicaciones agudas o enfermedades de larga duracién, como el cdncer. Las enfermedades
transmitidas por los alimentos pueden causar discapacidad persistente y muerte. Algunos
ejemplos de alimentos insalubres son los alimentos de origen animal no cocinado, las frutas y
hortalizas contaminadas con heces y los mariscos crudos que contienen biotoxinas marinas

(OMS, 2014).

El género Escherichia consta de al menos cinco especies, siendo Escherichia coli la que se aisla con
mdas frecuencia. E. coli fue descubierto en 1885 por Theodor Escherich, quien lo denomind
inicialmente Bacterium coliy forma parte de la familia Enterobacteriaceae y esta presente en gran
cantidad en el tracto gastrointestinal y es la enterobacteria que con mds frecuencia causa pielitis,
pielonefritis, endocarditis, sepsis bacteriana, meningitis neonatal, infeccién del tracto urinario y
gastroenteritis entre los viajeros que visitan paises con deficientes condiciones sanitarias; ademas
ciertos serotipos producen en los nifios una diarrea epidémica grave y a veces mortal. Son la causa
de la diarrea de verano esporadica, no epidémica, en niflos durante el segundo y tercer veranos de
su vida. Este tipo de diarrea esta causada por productos metabdlicos irritantes producidos por el
colibacilo y no por verdadera infeccion (Méndez, 2005).

Morfologia.

Escherichia coli es un bacilo grueso, corto de 0.4 a 0.7 micras de grosory de 1 a 4 micras de longitud.
Fermentan la glucosa, lactosa, maltosa y otros azlcares con produccion de acido y gas. Alrededor
del 50% de las cepas fermentan sacarosa; a éstas se les denomina E. coli communior, mientras que
el otro 50% que no fermentan este azucar se les llama E. coli mommunis. El acido formado por la
fermentacién de los carbohidratos es principalmente acido lactico con pequenas cantidades de
acidos formico y acético. Se producen bidxido de carbono e hidrégeno en cantidades
aproximadamente iguales (Méndez, 2005).

Escherichia coli es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y de otros animales de
sangre caliente. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una grave

enfermedad de transmision alimentaria (OMS, 2015).



Las cepas de E. coli poseen una serie de factores de virulencia de los que carecen las cepas no
patdgenas de E. Coli, asi las primeras pueden adherirse a las células humanas, pueden invadir los
tejidos humanos y pueden producir toxinas. Segln que tipo de factores de virulencia posea una
determinada cepa patdgena, las que afectan el tracto intestinal pueden clasificarse en cepas
enterotoxigenas, enteroinvasivas y enteropatdgenas. Las cepas enterotoxigenas de E. coli son la
causa principal de la diarrea del viajero y de las diarreas infantiles en paises en vias de desarrollo.
Estas cepas poseen adhesinas que les permiten fijarse al epitelio intestinal y ademas contienen
pldsmidos que codifican enterotoxinas que son responsables de la diarrea. Se conocen dos
enterotoxinas, una que se destruye por el calor, o toxina termolabil, y otra que lo resiste, o toxina

termorresistente (Ingraham et al., 1998).

Todas son miembros de la familia Enterobacteriacea, bacterias Gram negativas y no esporuladas.
Es decir, de sencilla destruccidon con el calor de la pasteurizacién. En la tabla mostrada a
continuacién podemos observar los principales pardmetros que regulan el desarrollo (Michanie,
2003).

Tabla 7. Pardmetros que regulan el desarrollo de Escherichia coli

PARAMETRO MiNIMA OPTIMA MAXIMA
Temperatura 7-8 35-40 44-46
pH 4.4 6-7 9.0
Actividad de agua (aw) 0.95 0.99 -

Fuente: Michanie, 2003

Cientos de miles de personas se enferman cada afio a causa de la E. coli, y se producen cientos de
muertes. En los Ultimos afios, ha habido un aumento de los brotes con un efecto significativo en los
sistemas de salud y la produccién agricola. Entre las fuentes mas frecuentes de infecciones
transmitidas por los alimentos figuran los productos lacteos y los zumos (jugos) no pasteurizados,
la carne elaborada y cocida de manera insuficiente, las frutas y las hortalizas crudas y la

manipulacién y el almacenamiento insalubres de los alimentos preparados (FAO, 2015).
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Existen también microorganismos que se les conoce como “ amigos”, tal es el caso de los
probidticos son microorganismos vivos que se pueden formular en muchos tipos diferentes de
productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos. Las especies de
Lactobacillus y Bifidobacterium son los mas utilizados como probidticos, pero la levadura
Saccharomyces cerevisiae y especies de Bacillus se utilizan también como probidticos. Bacterias de
acido lactico (LAB), incluyendo especies de Lactobacillus, que han sido utilizados para la
conservacion de los alimentos por fermentacion durante miles de afios, pueden servir una doble

funcion al actuar como agentes de fermentacién de alimentos y, ademds, potencialmente impartir

beneficios para la salud (WGO, 2011)

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representadas por varios géneros con
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y metabdlicas en comun. En general las BAL son cocos o
bacilos Gram positivos, no esporulados, no moéviles, anaerdbicos, microaerofilicos o aerotolerantes;
oxidasa, catalasa y benzidina negativas, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y
producen acido lactico como el Unico o principal producto de la fermentacién de carbohidratos (.
Ademas, las BAL son acido tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3.2,
otras a valores tan altos como 9.6, y la mayoria crece a pH entre 4 y 4.5, permitiéndoles sobrevivir
naturalmente en medios donde otras bacterias no aguantarian la aumentada actividad producida
por los acidos organicos (Carr et al., 2002; Vazquez et al., 2009, Citado por Ramirez et al, 2011).
Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20 géneros: Lactococcus,
Lactobacillus,  Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Camubacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenooccus, Vagococcus y Weiella son los principales miembros de
las BAL, siendo Lactobacillus el mas grande de estos géneros (Bousar, Cerning y Desmazeaud, 1997,
Devlieghere, Vermeiren y Debevere, 2004; Galvez, 2007; Jagnow et al., 1991, Citado por Parra,
2010).

Segun la fermentacién de la lactosa las BAL se clasifican en homofermentativas (produce solo acido
lactico) y heterofermentativas (produce acido lactico y otras sustancias) y segun la temperatura de

crecimiento en mesofilos y termdfilos (Bertrand et al., 2003; Citado por Parra, 2010).

Produccidn de Metabolitos de las bacterias acido lacticas.

Las BAL producen una serie de sustancias llamadas metabolitos que pueden cumplir funciones en
los alimentos entre las que se destacan:

Sustancias antimicrobianas.

Las BAL producen varios componentes antimicrobianos los cuales inhiben el crecimiento de

organismos esporadicos relevantes. Recientemente estd demostrado que la adicidn de levaduras
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fermentadas por Lactobacillus plantarum inhibe el crecimiento de Fusarium (Vazquez y Murado,
2008; citado por Parra, 2010).

Peréxido de Hidrégeno es un componente antimicrobiano compuestos proteinicos biolégicamente
activos, producto del metabolismo primario y/o secundario, que tienen la capacidad de ser
bactericidas o bacteriostaticos frente a microorganismos sensibles de la misma especie o
estrechamente relacionados. Las bacteriocinas son compuestos sintetizados ribosomalmente
producidos por bacterias con el fin de inhibir el crecimiento de otras bacterias. Estas pueden ser
miradas como antibidticos, pero difieren de estos de diferentes formas: Las bacteriocinas son
sintetizadas ribosomalmente, las células productoras son inmunes a estas, su estructura
polipeptidica de mayor peso molecular, tienen un modo de accién diferente y tienen un espectro
de accién menor por lo que solo tienen la capacidad de inhibir bacterias estrechamente
relacionadas a la cepa productora (Fernandez, 2000; citado en Revista Colombiana “Teoria y praxis

investigativa” , 2009).

Lactobacillus rhamnosus es un componente principal de la poblacion de lactobacillus que habitan
naturalmente el tracto gastrointestinal de humanos y animales (Mitsuoka, 1992). Este organismo
ha sido estudiado extensamente y se ha encontrado que posee un nimero de propiedades que
constituyen las bases para implementar su uso en salud y en investigacion clinica (Casas et al., 1998;
Citado por Calderédn et al., 2007). Son Bacilos Gram positivos no méviles de 0.8-1.0 x 2.0-4.0 um,
extremos cuadrados, aparecen individualmente o en cadenas. Aislado de productos lacteos, aguas
residuales y muestras clinicas humanas. Desde hace 20 afios se emplea en productos farmacéuticos
y alimenticios (De Vos et al., 2009; citado por Amorocho, 2011)

Dentro de las caracteristicas asociadas a esta bacteria, se encuentra que no posee actividad
antimicrobiana contra otras bacterias acido lacticas y posee una buena adhesién a las
glicoproteinas del ileon humano y a los productos con fibra de la dieta. También, es tolerante al pH
bajo y a los fluidos pancreaticos y biliares. Esta bacteria es aerotolerante, posee excelente viabilidad
en yogurt durante cuatro semanas de almacenamiento a 42C vy es util en su produccién, ya que es
capaz de crecer durante la fermentacidbn y ademds proporciona buenas propiedades
organolépticas.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado actividad antimicrobiana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aéreos, Bacillus seresy Clostridium perfringens in vitro; asi como una actividad anti-
Listeria cuando es aplicada como cultivo iniciador bioprotector de carne en embutidos secos, en

etapas iniciales del proceso de maduracion (Citado por Calderén et al 2007).
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L. rhamnosus Gorbach — Goldin (LGG) se multiplica en la superficie del colon y reduce el nimero de
bacterias patdgenas en el tracto gastrointestinal (Salminen y Donohhue, 1996; Isolauri et al 2002).
Produce una sustancia antimicrobiana que inhibe la multiplicacién de enteropatégenos, incluyendo
Clostridium difficile, Salmonella, E. coli, S. aureus, C. albicans, C. perfringens y S. mutans (Bennet,
1996, Salminen y Donohhue, 1996, Isolauri, et al 2002, Calderdn, et al 2007, Warren, et al 2007;
citado por Amorocho, 2011).

Debido a la gran cantidad de quesos artesanales tipo mantecoso contaminados con bacterias
patdgenas como Escherichia coli, que se expenden en los mercados de la provincia de Trujillo, las
enfermedades de transmision alimentarias que causan estas bacterias patdgenas en la poblacion
trujillana y pérdidas econémicas de productores y comercializadores por multas y decomiso de sus
productos por atentar contra la salud de los consumidores, se tiene la necesidad de buscar
alternativas para contrarrestar las enfermedades de transmisién por alimentos causadas por
Escherichia coli, y perdidas econdmicas en productores y comercializadores. El Unico ingrediente para
la producciéon de quesos es la leche, el cual, debido a su procesamiento, va adquiriendo una
microbiota entre la que se incluyen microorganismos patégenos como E. coli. Considerando que el
gueso mantecoso es un excelente medio para el crecimiento de microorganismos patégenos debido
a su alto contenido en agua, pH dptimo y la gran variedad de nutrientes que éste posee. Este trabajo
tiene como fin reducir el nimero de Escherichia Coli, por lo tanto prevenir las enfermedades
transmitidas por esta bacteria, mediante la incorporacién de diferentes concentracion de

Lactobacillus casei var. Rhamnosus.

1.1. Formulacion del problema.

¢Qué poblacidn de Lactobacillus Casei var. Rhamnosus tendra efecto bactericida sobre Escherichia
Coli ATCC 25922 inoculados en queso mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio

durante el almacenamiento?
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1.2. Objetivos
1.2.1. General.

Determinar el efecto bactericida de diferentes poblaciones de Lactobacillus Casei var.
Rhamnosus sobre una poblacion de Escherichia Coli ATCC 25922 inoculados en queso

mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante el almacenamiento
1.2.2. Especificos.
e Elaboracién de queso mantecoso en condiciones de laboratorio

e Inocular una poblacién de 10° UFC/mL de la cepa Escherichia coli ATCC 25922 durante la

etapa de amasado del proceso de elaboracion del queso mantecoso.

e Inocular la cepa Lactobacillus casei var Rhamnosus en poblaciones de 103, 10° y 10°
UFC/mL a las muestras de queso mantecoso previamente contaminadas con Escherichia

Coli.

e Analizar a diario durante un periodo de 15 dias, los efecto de las diferentes poblaciones
de Lactobacillus casei var. Rhamnosus sobre los quesos contaminados con Escherichia

coli.

1. MARCO METODOLOGICO
2.1. Hipétesis

A mayor poblaciéon de Lactobacillus casei var Rhamnosus mayor serd el efecto bactericida
sobre Escherichia coli ATCC 25922 inoculado en queso mantecoso elaborado en

condiciones de laboratorio durante el almacenamiento.
2.2. Variables:
Variable dependiente:
Poblacién de E. coli ATC 25922, (10% UFC/mL)
Variable independiente:
Poblaciones de Lactobacillus casei var. Rhamnosus, (103, 10°, 10° UFC/mL)

Tiempo de almacenamiento (8 + 2 °C), 15 Dias (360 Horas)
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2.3. Operacionalizacién de las Variables

Variable Definiciéon Conceptual Definicion Indicadores  Escala de
Operacional medicion
Bacilo Gram negativos, Usando escalas de UFC/mL Razén
gruesos, cortos de 0.4a McFarland se
0.7 micras de grosor y preparé la
de 1 a 4 micras de poblaciéon de 10°
9 longitud. Fermentan la  UFC/mL de
E.» E. coli glucosa, lactosa, Escherichia  coli
e ATCC252 maltosa y otros ATCC 25922 y se
§- azUcares con inoculé 1ml/100g
o produccidon de acido y de masa, durante
gas, su PH 6ptimo de la  etapa  del
desarrollo es de 6-7 con amasado del
un PH minimo de 4.4y queso mantecoso.
maximo de 9.
Bacilos Gram positivos, Usando escalas de UFC/mL Razon
no moviles de 0.8-1.0 x McFarland se
2.0-4.0 um, extremos prepard
cuadrados, aparecen poblaciones de
individualmente o en 103, 10% 10°
Lactobacilos cadenas, UFC/mL de
casei Var. heterofermentativos, Lacobacillus  var.
Rhamnosus  producen Rhamnosus y se
bacteriocinas, perdxido inoculé 1ml/100g
de hidrogeno y acidos de masa, durante
grasos la etapa  del
g amasado del
% queso mantecoso.
s Es el periodo en el cual Se realizd los Dias Intervalo
by se producen cambios analisis de las
F_;’ fisico-quimicos y muestras y
microbiolégicos en el recuento
. qgueso mantecoso bacteriano cada
Tiempo de ,
Almacenamie eIabo.rgdo en dla. durante un
nto cond|C|on'es de pferlodo de 15
laboratorio dias, las muestras
almacenado estuvieron a
temperatura de

refrigeracion (8 +
2°C)
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2.4. Metodologia

Se aplicard el método experimental, el tipo de estudio es aplicado y se desarrollard un Disefio

experimental puro.

16



2.5. Disefio experimental

Analisis microbiologico |

Inoculacion de 108 UFC/ mL |

J—
% grasa

Densidad

LECHE ENTERA FRESCA—— Acidez

. Prueba de Reductasa

l -

de E. coli ATCC 25922 ‘

(Queso mantecoso)

AMASADO

l
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M1

Inoculacién de 102, 108y 10° UFC/mL de

Lactobacillus Casei var. Rhamnosus

| |
T

T9

v
| 4
T10 | T11 || T12 || T13 | T14 T15 T16

Leyenda:

MT= Muestra testigo= 10 UFC/mL de E. coli
T1= Muestra 1 = 10% UFC/mL E. coli + 10° UFC/mL

L. casei var Rhamnosus.

T2= Muestra 2 = 103 UFC/mL E. coli + 10 UFC/mL

L. casei var Rhamnosus.

T3= Muestra 3 = 108 UFC/mL E. coli + 10° UFC/mL

L. casei var Rhamnosus.

Figura 1. Disefio experimental de la investigacion
Fuente: Elaboracién propia
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9 dias (216 horas)
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2.6. Poblacién y muestra

Poblacion.

Para la elaboracién del queso mantecoso se utilizé leche entera cruda, del

establo lechero “Las Pampas” del distrito de Simbal, provincia de Truijillo,

departamento de la Libertad. El cual cuenta con 170 vacas en produccién y un

promedio diario de 4680 litros de leche por dia.

Muestra.

Se realizdé un muestreo no probabilistico, se tomd una muestra de 120 Litros

de leche entera cruda, lo que equivalié a 12 kg de Queso mantecoso.

2.7. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica

Observacion directa.

Instrumentos de recoleccién de datos.

En los anexos 5 y 6 se presentan los formatos para el registro de datos en

cuanto a la calidad fisicoquimica y microbioldgica de la leche entera cruda y del

recuento de Escherichia coli (UFC/g) en queso mantecoso durante 15 dias de

almacenamiento a temperatura de 8 + 2 °C.

2.8. Métodos de Analisis de datos.

Para el analisis de los datos obtenidos se empled el software estadistico IBM

SPSS Statistics en el cual se analizo:

El analisis de varianza de un factor para conocer si por lo menos el
promedio de una de las muestras difiere de las demas en cuanto a su valor
esperado. Donde se rechazd la hipdtesis nula, Ho: Las medias de las 4
muestras son iguales (no existe diferencia significativa), con un 95% de
confiabilidad, puesto a que el valor de la significancia fue de: 0.000.

Se utilizé la prueba de rango post hoc HSD de Tukey de comparaciones
multiples, donde el promedio de la muestra testigo (MT) y el promedio de
la muestra 3 (M3) estadisticamente son las que presentan mayor
diferencia significativa (p=0.00), con un nivel de significancia de 5 %.

Por intermedio de los Subconjuntos homogéneos HSD de Tukey se
encontrd que en el subconjunto 3 estan incluidos 2 grupos (MTy M1) cuyas
medias no difieren significativamente (Significancia = 0.259), de igual

modo en el subconjunto 2 estan incluidos 2 grupos (M1y M2) cuyas medias
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no difieren significativamente (Significancia = 0.164), y en el subconjunto
1 estd incluido un solo grupo (M3) que difiere de los anteriores y que
obviamente no difiere de si mismo (Significancia = 1.00), demostrandose
estadisticamente con un 95 % de confiabilidad que en la muestra 3 (M3)

se utilizé el mejor tratamiento.

Ill.- RESULTADOS

3.1. Calidad de leche entera cruda.

Tabla 8. Control de calidad fisicoquimica y microbioldgica de leche entera cruda
- (NTP: 202. 001: 2003)

Caracteristicas
fisicoquimicas

Turno de Fecha
Proveedor ~ de Hora de ordefio
ordefio .
ordefio

Materia grasa (g/1009g)

3.4

Densidad (g/ml)

1.031

“Las :
Mafiana 02/10/15 5:00 -Am Acidez expresada en g. de
Pampas” acido lactico (g/100g)

0.16

Prueba de la
Reductasa con azul de
metileno

Buena

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 9 muestra los analisis fisicoquimicos de las muestras de leche de vaca entera
cruda del establo proveedor. La prueba de la reductasa indicé valores cualitativos con la
calificacion de ‘buena’. El contenido de grasa de la leche oscilé entre 3,40 y 3,50 %. La
densidad de la leche estuvo entre 1,031y 1,032 g/mL.

Por lo expresado, y en funcidn de los valores presentados, en la presente investigacion
se empleé como materia prima la leche entera cruda, del establo lechero “Las Pampas”
del distrito de Simbal, provincia de Trujillo, por considerarse de mejor calidad

fisicoquimica y microbioldgica.

3.2. Comportamiento de Escherichia coli en muestra testigo (MT)
Se determind la curva de crecimiento de Escherichia coli en el queso mantecoso
mediante la técnica de recuento bacteriano en placa a diario, durante un periodo

de 15diasaT®=8+2°C
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Figura 2. Curva de crecimiento de E. coli inoculado en muestra testigo de queso
mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante 15 dias a temperatura
8+2°C.

En la figura 3 se muestra la curva de crecimiento de la poblacién 10® UFC/mL de E.

Curva de crecimiento E. coli (MT)

MT

LOG UFC/G
o N B o o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
DiAS

coli inoculado en queso mantecoso que alcanzé una poblacién final de 1.16x10°

UCF/g, aumentando aproximadamente hasta en 4 ciclos logaritmicos desde su

poblacién inicial de 2.73x10% UFC/g.

3.3. Comportamiento de Escherichia coli en muestra 1 (M1)

Figura 3. Curva de crecimiento de E. coli inoculado en muestra 1 de queso
mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante 15 dias a temperatura
8+2°C.

Curva de crecimiento E. coli (M1)

Log UFCl/g
o N SN (o))

M1

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias

En la figura 4 se muestra la curva de crecimiento de la poblacién 10° UFC/ml de E.
coli en queso mantecoso a la cual se le agregd una poblacién de 10° UFC/mL de
Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé una poblacidn
promedio final de 1.38x10° UCF/g, aumentando aproximadamente hasta en 3 ciclos

logaritmicos desde su poblaciodn inicial de 2.67x102 UFC/g.
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3.4. Comportamiento de Escherichia coli en muestra 2 (M2)

Figura 4. Curva de crecimiento de E. coli inoculado en muestra 2 de queso
mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante 15 dias a temperatura
8+2°%.

Curva de crecimiento E. coli (M2)

Log UFC/g
OFRLNWMOIIO®

M2

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
En la figura 5 se muestra la curva de crecimiento de la poblacién 10° UFC/ml de E.
coli en queso mantecoso a la cual se le agregd una poblacién de 10° UFC/mL de
Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé una poblacién
promedio final de 7.1x10% UCF/g, aumentando hasta 1.4 ciclos logaritmicos desde

su poblacidn inicial 2.73x10% UFC/g.

3.6. Comportamiento de Escherichia coli en muestra 3 (M3)

Figura 5. Curva de crecimiento de E. coli inoculado en muestra 3 de queso
mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante 15 dias a temperatura
8+2°C.

Curva de crecimiento E. coli (M3)
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En la figura 6 se muestra la curva de crecimiento de la poblacién 10* UFC/ml de E.
coli en queso mantecoso a la cual se le agregd una poblacién de 10° UFC/mL de

Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé una poblacidn
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promedio final de 10 UCF/g, reduciendo hasta 1.4 ciclos logaritmicos desde su

poblacidn inicial 2.73x102 UFC/g.

3.7. Comportamiento de Escherichia coli en muestra 1, 2 Y 3, incluido la muestra

testigo.

Figura 6. Curvas de crecimiento de E. coli inoculado en MT, M1, M2 y M3 de queso
mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio durante 15 dias a temperatura
8+2°C.

Curvas de crecimeinto de E. coli, en
MT, M1, M2, M3

MT M1 M2 M3

Log UFCl/g
N BN [ep) [0}
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
En la figura 7 se muestran las curvas de crecimiento de las poblaciones de E. coli en
los diferentes tratamientos y en la muestra testigo de queso mantecoso, donde E.
coli en la muestra testigo alcanzé una poblacién maxima de 1.16x10° UCF/g,
aumentando aproximadamente 4 ciclos logaritmicos desde su poblacidn inicial
2.73x10% UFC/g. asi como una poblaciéon minima de 10 UCF/g en la muestra 3,
reduciendo hasta 1.4 ciclos logaritmicos desde su poblacién inicial de 2.73x10?

UFC/g.

3.8 Evaluacidn estadistica.
3.8.1. Anadlisis de la varianza de un factor (anova)
Se formulan las siguientes hipétesis:
e HO: Las medias de las 4 muestras son iguales (no existe diferencia
significativa), con un 95% de confiabilidad.

e H1:Porlo menos el promedio de una de las muestras difiere de las demas
en cuanto a su valor esperado, con un 95% de confiabilidad.
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Tabla 9 Andlisis de varianza aplicada a los resultados de la muestra testigo y de los
diferentes tratamientos utilizados

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 57.859 3 19.286 21.103 0.000
Intra-grupos 54.836 60 914
Total 112.695 63

Tal como se observa en la tabla 4, el valor de la significancia es p=0.000 (p<0.05) esto
indica que por lo menos el promedio de una de las muestras difiere de las demas en
cuanto a su valor esperado. Por lo tanto se rechaza HO y se acepta H1 con un nivel de

significancia de 5 %.

3.8.2. Pruebas post hoc HSD de Tukey

Tabla 10. Prueba de rango post hoc de comparaciones multiples

nT Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior Limite superior
MT M1 0.259 -.2663 1.5200
M2 0.001 4443 2.2307
M3 0.000 1.6662 3.4525
M1 MT 0.259 -1.5200 .2663
M2 0.164 -.1825 1.6038
M3 0.000 1.0393 2.8257
M2 MT 0.001 -2.2307 -.4443
M1 0.164 -1.6038 .1825
M3 0.003 .3287 2.1150
M3 MT 0.000 -3.4525 -1.6662
M1 0.000 -2.8257 -1.0393
M2 0.003 -2.1150 -.3287

*_ La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Tal como se observa en la tabla 5, la prueba de rango post hoc de
comparaciones multiples, el promedio de la muestra testigo (MT) y el
promedio de la muestra 3 (M3) estadisticamente son las que presentan mayor

diferencia significativa (p=0.00), con un nivel de significancia de 5 %.

3.8.3. Sub conjuntos homogéneos HSD de Tukey
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Tabla 11. Subconjuntos homogéneos HSD de Tukey

T N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
M3 16 3.1988
M2 16 4.4206
M1 16 5.1313 5.1313
mMT 16 5.7581
Sig. 1.000 0.164 0.259

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 16,000.

Se ofrece una clasificacién de los grupos basada en el grado de parecido existente entre
sus medias. Asi en el subconjunto 3 estan incluidos 2 grupos (MT y M1) cuyas medias no
difieren significativamente (Significancia = 0.259), de igual modo en el subconjunto 2
estan incluidos 2 grupos (M1 y M2) cuyas medias no difieren significativamente
(Significancia=0.164), y en el subconjunto 1 esta incluido un solo grupo (M3) que difiere
de los anteriores y que obviamente no difiere de si mismo (Significancia = 1.00),
demostrandose estadisticamente que en la muestra 3 (M3) se utilizd el mejor

tratamiento.

IV. DISCUSIONES

En el presente trabajo de investigacidn se seleccioné y utilizé a Lactobacillus var.
Rhamnosus debido que ha sido estudiado extensamente y se ha encontrado que posee

efecto antagdnico contra la E. coli 0157:H7 resistente a antibidticos. Arias, et al (2013).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens in vitro;
asi como una actividad anti-Listeria cuando es aplicada como cultivo iniciador bioprotector
de carne en embutidos secos, en etapas iniciales del proceso de maduraciéon (Calderén et

al 2007).

Alvarez, (2011) demostré los efectos bacteriostaticos y bactericidas de Lactobacillus casei
sobre E. coli ATCC 25922 en queso fresco a los cuales sometid a temperatura de
refrigeracion 8 + 2 °Cy los evalué en funcion del tiempo por 10 dias, en donde se aprecio
que Lactobacillus casei llegd a su fase estacionaria aproximadamente a los 5 dias de ser
inoculado, manteniéndose en funcién del tiempo para luego tener una lenta y no muy

significativa muerte hasta los 10 dias que durd dicha investigacién. Demostrandose que
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Lactobacillus casei soporta y se adecua a la temperatura de refrigeracion 8 + 2 °C, no

afectando considerablemente su crecimiento.

Esto se plasma en los resultados obtenidos en la presente investigacion donde las
muestras de queso mantecoso estuvieron sometidas a temperatura de refrigeracion 8 + 2
°C, demostrandose que Lactobacillus Rhamnosus siendo una bacteria termdfila, se adapta
a la temperatura 8 + 2 °C durante los 15 dias que durd la investigacion en la cual se

comprobd el efecto bactericida que tiene Lactobacillus casei var. Rhamnosus sobre E. coli

Los posibles beneficios de consumir queso mantecoso con Lactobacillus casei var.
Rhamnosus en poblaciones que puedan causar beneficios al ser humano 107 UFC/mL
(FAO/OMS, 2003) se basa en que la mayoria de informacidn disponible sobre los efectos
de Lactobacillus Rhamnosus HNOO1 en humanos se refiere a su capacidad de reforzar las
defensas del individuo, mas particularmente en sujetos con inmunosupresién leve. En
efecto, varios ensayos clinicos realizados en adultos mayores han mostrado en forma
reiterada que el consumo de productos con DR20 estimula la actividad citotdxica de las
células NK (Natural-Killer), las cuales estan involucradas en la defensa del organismo
frente a tumores e infecciones virales, y la actividad fagocitica de los monocitos y
neutrdfilos provenientes de la sangre periférica; dicho efecto es ain mayor en los sujetos
de mas de 70 afios, es decir, en aquellos con mayor grado de inmunosupresion. (Gill H, et

al 2001; Sheih, et al 2001., citado por Caceres R, Paolay Gotteland R, Martin, 2010).

En la figura 3 se reporta el crecimiento de E. coli en la muestra Testigo (MT) en la cual una
poblacidn inicial 102 UFC/mL de E. coli fue agregada en queso mantecoso elaborado en
condiciones de laboratorio a 8 + 2 °C durante 15 dias, para conocer con qué facilidad se
reproduce dicha bacteria y tomarlo como patrén de referencia al momento de comparar
los recuentos y tratamientos. Alvarez (2011) realizé un estudio sobre los efectos de
Lactobacillus casei sobre E coli en queso fresco sometido a temperatura 8 + 2 °C durante
10 dias de evaluacién, para tal sentido elaboré queso fresco al que denomino grupo
control al cual le agrego 10° UFC/mL de E coli, en la cual dicha bacteria alcanzé una
poblacion maxima aprox. de 5.7 log UFC/g hasta el dia 10 que durd su investigacion,
mientras que en la presente investigacidn E. coli hasta el dia 10 alcanzé una poblacién
aprox. de 6.3 log UFC/g, siendo la diferencia menos de 1 logaritmo, a pesar de utilizar
distintos tipos de quesos y utilizar E. coli ATCC 25922 en ambas investigaciones,

aparentemente E. coli se desarrolla y crece mejor en el queso mantecoso.
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E. coli alcanzé una poblacién promedio final (dia 15) de 1.16x10° UCF/g, aumentando
aproximadamente hasta en 4 ciclos logaritmicos desde su poblacidn inicial (dia 0) de
2.67x10? UFC/g. demostrandose que E. coli se reproduce con facilidad en el queso
mantecoso, esto se deberia a que el queso mantecoso no estuvo expuesto a conservantes
o inhibidores de crecimiento bacteriano y que es un excelente medio para el crecimiento
de microorganismos indicadores de higiene, debido a su alto contenido en agua, pH éptimo
y la gran variedad de nutrientes que éste posee (Mataix et al., (1994); citado por Gil (2010).
Al respecto Cristébal y Maurtua (2003), analizaron quesos frescos artesanales
comercializados a nivel ambulatorio donde encontraron la presencia de Lactobacillus sp,
comerciales (10° UFC/g) la cual no favorecid a la reduccién de bacterias coliformes ni
patégenas como el Escherichia coli.

Determinandose en la presente investigacion que el queso mantecoso, libre de
conservantes o inhibidores de crecimiento bacteriano fue una buena fuente de crecimiento
y reproduccién para E. coli y que las bacterias 4cido lacticas comerciales utilizadas en la
elaboracion de queso mantecoso no causan ningun efecto que inhiba el crecimiento de E.

coli o se encuentran en poblaciones reducidas.

En la figura 4 reporta el crecimiento de E. coli en la muestra 1 (M1) en la cual una poblacién
inicial 103 UFC/mL de E. coli fue agregada en queso mantecoso elaborado en condiciones de
laboratorio a 8 + 2 °C durante 15 dias, a la cual en conjunto se le agregd una poblacién de
10® UFC/mL de Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé una poblacién
promedio final (dia 15) de 1.38x10° UCF/g, aumentando aproximadamente hasta en 3 ciclos
logaritmicos desde su poblacidn inicial (dia 0) de 2.67x10? UFC/g. Al realizar el analisis
estadistico por intermedio de las comparaciones multiples HSD de Tukey entre la muestra
testigo (MT) y la muestra 1 (M1) estadisticamente no se encontré diferencia significativa
(significancia=0.259; P>0.05), no demostrandose ningun efecto inhibitorio considerable.
Esto se deberia a la poca poblacién de Lactobacillus casei var Rhamnosus agregada y por la
acumulacién de desechos metabdlicos de las propias bacterias. La produccién de acidos
organicos, H,0,, bacteriocinas y otros compuestos por parte de Lactobacillus casei, Madrid

(1996); citado por Alvarez (2011).

En la figura 5 se reporta el crecimiento de E. coli en la muestra 2 (M2) en la cual una
poblacién inicial 102 UFC/mL de E. coli fue agregada en queso mantecoso elaborado en
condiciones de laboratorio a 8 + 2 °C durante 15 dias, a la cual en conjunto se le agregd una

poblacién de 10° UFC/mL de Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé

26



una poblacién promedio final (dia 15) de 7.1x10° UCF/g, aumentando aproximadamente
hasta en 1.4 ciclos logaritmicos desde su poblacién inicial (dia 0) de 2.73x10% UFC/g. Al
realizar el andlisis estadistico por intermedio de las comparaciones multiples HSD de Tukey
entre la muestra testigo (MT) y la muestra 1 (M2) estadisticamente si se encontré diferencia
significativa (significancia=0.001; P<0.05), obteniéndose un efecto bacteriostatico leve. Esto
se deberia a que la poblacién agregada de Lactobacillus casei var Rhamnosus fue duplicada
y agregada al queso mantecoso, al respecto Mejia et al (2007), indican que aparentemente,
a bajas concentraciones el efecto es bacteriostatico afectando tan sélo un cierto nimero de

células.

En la figura 6 se reporta el crecimiento de E. coli en la muestra 3 (M3) en la cual una
poblacién inicial 103> UFC/mL de E. coli fue agregada en queso mantecoso elaborado en
condiciones de laboratorioa 8 + 2 °C , ala cual en conjunto se le agregé una poblacion de
10° UFC/mL de Lactobacillus casei var. Rhamnosus, en donde E. coli alcanzé una poblacidn
promedio final (dia 15) de 10 UCF/g, disminuyendo hasta en 1.4 ciclos logaritmicos desde
su poblacidn inicial (dia 0) de 2.73x10? UFC/g. Al realizar el andlisis estadistico por
intermedio de las comparaciones multiples HSD de Tukey entre la muestra testigo (MT) y
la muestra 3 (M3) estadisticamente se encontré la mayor diferencia significativa
(significancia=0.000; P<0.05), demostrandose asi un efecto bactericida considerable. Esto
se debe a que las bacteriocinas por lo general, actian destruyendo la integridad de la
membrana citoplasmatica a través de la formacidn de poros, lo que provoca la salida de
compuestos pequeios o altera la fuerza motriz de protones necesaria para la produccion

de energia y sintesis de proteinas o acido nucleicos, citado por; Gonzalez et al, (2003).

En la figura 7 se muestran las curvas comparativas de crecimiento de E. coli que fueron
agregadas al queso mantecoso en poblaciones de 10° UFC/mL frente a las 3 poblaciones
de Lactobacillus casei var. rhamnosus (103, 10° y 10’ UFC/mL), y la muestra testigo a la
cual no se le adiciond ninguna poblacidn de Lactobacillus casei var rhamnosus.

La poblacién agregada al queso mantecoso 10° UFC/mL de Lactobacillus casei var
rhamnosus en la muestra 3 logré que E. coli tenga un recuento final en placa (dia 15) de
10 UFC/g. Mientras que en la muestra testigo que no tuvo ninguna poblacion de
Lactobacillus casei var rhamnosus, E. coli alcanzo una poblacién final (dia 15) de 1.16x10°
UFC/g, de acuerdo con Yue et al., (2013). Lactobacillus rhamnosus CCPI 20975 produce
una bacteriocina 6502-Da, llamado bacteriocina RC 20975, El principal modo de accién de

bacteriocina 20.975 RC parece ser la formacidn de poros , como se indica por K* flujo de
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salida de las células metabdlicamente activas de A acidoterrestris. Contrastando con
Kaktcham Pierre Marie, (2011) Lactobacillus rhamnosus 1K, produce una bacteriocina
activa contra deterioro de los alimentos y las bacterias Gram-positivas y Gram-negativos
patégenos incluyendo Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus
cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella pneumoniae y Shigella

flexneri.
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V.- CONCLUSIONES

e Por medio del método de recuento de supervivencia bacteriana en placa se determiné que
Lactobacillus casei var. Rhamnosus causa efecto bactericida sobre Escherichia coli presente
en queso mantecoso elaborado en condiciones de laboratorio almacenado a 8 °C.

e Se determind que es necesario la inoculacién de Lactobacillus casei var. Rhamnosus en
poblaciones de 10° UFC/mL por cada 100 g. de masa de queso mantecoso para causar

efecto bactericida sobre Escherichia coli.

VI. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios sobre el efecto bacterida de Lactobacillus casei var.
Rhamnosus frente a otras bacterias responsables de enfermedades de

transmisidn alimentaria presentes en el queso mantecoso.

e Comparar los efectos de Lactobacillus Rhamnosus con otras cepas que causen
efectos bactericidas sobre E coli para conocer cual género y variedad es la que

tiene mayor efecto bactericida sobre E. coli.

e Obtener el sobrenadante libre de células (SLC) de Lactobacillus casei var.
Rhamnosus para purificarlo, aislarlo y caracterizar las posibles bacteriocinas
presentes en el SLC. Utilizarlo como antimicrobiano en concentracién minima
bactericida (CMB) sobre diferentes bacterias responsables de enfermedades de

transmisidn alimentaria y del deterioro de los alimentos.
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ANEXOS

Anexo 1

Determinacion del porcentaje de grasa por la técnica Gerber
(NTP 202.028:1998).

Se transfirid con una pipeta 10 + 0,2 mL de acido sulfurico enfriado entre 15,5y
21,1 °C (densidad: 1.813 g/ml — 1.817 g/mL) a cada butirdmetro de Gerber.
Se adiciond 11 mL de leche a una temperatura no mayora 24 +0.12C y1lmLa
1.1 mL de alcohol isoamilico (densidad: 0,810 g/ml — 0,812 g/mlL).
Se insertaron los tapones y sujetaron los butirémetros por los extremos agitando
la mezcla de los liquidos. Cuando la cuajada estuvo disuelta por completo se
continud la agitacion por 10 a 15.
Se invirtieron los butirémetros varias veces y luego se colocaron en la centrifuga
a 1000 rpm por cinco minutos, y se realizé la lectura del porcentaje de grasa del
butirémetro.
El resultado obtenido fue: Materia grasa (g/100g) = 3.4, encontrandose dentro

de los requisitos de buena calidad fisico-quimico que estipula la norma.

Anexo 2

Determinacion de la densidad por el Método de Lactodensimetro (NTP:
202.028:1998)

Se tomd una muestra de 200 + 5 mL de leche fresca y se vertid en una probeta

transparente de 250 ml.

se introdujo el lactodensimetro de la forma que la leche reosé la probetay se

realizé la lectura del lactodensimetro.

Se utilizd el lactodensimetro Quevenne, calibrado para leer la densidad

directamente a 15 °C

Se realizé una correccion sumandole o restandole el factor 0,0002 a la densidad

leida, por cada grado de temperatura respectivamente mayor o menor a 15 °C.

El resultado obtenido fue: Densidad a 15 °C (g/mL) = 1.031, encontrandose

dentro de los requisitos de buena calidad fisico-quimico que estipula la norma.
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Anexo 3

Determinacion de la acidez por el Método volumétrico
(NTP: 202. 116: 2000)
Se tomd 9 mL de leche fresca utilizando una pipeta aforada de 10 mLy se colocé
en un matraz de 100 mL.
Se agreg6 3 gotas de fenolftaleina (al 1% p/p) y se agitdé para homogenizar la
mezcla.
Se realizd la valoracidn agregando gota a gota el NaOH estandar (0.1N) estandar

a la muestra de leche en estudio hasta que la muestra se torné de color Grosella.
Luego se realizd la lectura del gasto de NaOH, y se calculé la acidez titulable.

El resultado obtenido fue: Acidez expresada en g. de acido lactico (g/100g) = 0.16,
encontrdndose dentro de los requisitos de buena calidad fisico-quimico que

estipula la norma.

Anexo 4

Prueba de la reductasa con azul de metileno
(NTP: 202. 014: 1998)

Se tomé 10 mL de la muestra de leche fresca en estudio y se colocé en un tubo
de ensayo previamente esterilizado.
Se agregé 1 mL de azul de metileno (1 tableta con 8,8 mg de tiocianato de azul
de metileno) en 200 mL de agua destilada estéril dentro de cada tubo, e incubd
en Bafio Mariaa 37 +0,5 °C.
Se controld el tiempo a partir del momento en el que se dejé en el tubo con la
muestra de leche en Bafio Maria y se realizd observaciones a intervalos regulares
(cada media hora).
Después se comparé el color resultante con una escala cuyos colores tendran los
siguientes valores comparativos:
N A° |, de color azul; calificacién: muy buena = tiempo de decoloracién: 5 horas
0 mas.
N A° I, de color azul-violeta; calificacion: buena = tiempo de decoloracién: 2 a 5

horas.
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¥ N A° lll, de color rojo-violeta; calificacidn: suficiente = tiempo de decoloracién:
20 minutos a 2 horas.

v N A° 1V, de color rojo; calificacién: insuficiente = tiempo de decoloracién: hasta
20 minutos.

¥ N A°V, incolora: calificacién; mala = tiempo de decoloracién: menos de 20

minutos.
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Anexo 5

Tabla 12. Recuento de Escherichia coli (UFC/g) queso mantecoso durante 15 dias de almacenamiento a temperatura de 8 + 2 °C.

Valor
Queso oiadis TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (DIAS)
mantecoso tico
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 [ 13 | 14 | 15
MEDIA | 2-73E | 2.67E | 5.37E | 7.70E | 1.30E | 2.13E | 2.57E | 2.67E | 2.75E | 2.44E | 2.33E | 2.26E | 1.84E | 1.77E | 1.72E | 1.16E
10° UFC/mL +02 | +03 | +04 | +05 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06 | +06
deE.coli [ = [153E [5.77E | 3.21E | 1.00E | 0.00E | 153E | 1.15E | 5.77E | 5.00E | 1.22E | 153 | 2.08E | 4.04E | 6.43E | 2.89E | 8.59E
: +01 | +01 | +03 | +04 | +00 | +05 | +05 | +04 | +04 | +05 | +05 | +05 | +04 | +04 | +04 | +05
10° UFC/ml | o= | 2.67E | 2.57E | 3.83E | 3.50E | 4.40E | 4.47E | 4.27E | 422E | 4.03E | 3.87E | 3.87E | 3.31E | 3.00E | 2.52E | 1.87E | 1.38E
de E. coli + +02 | +03 | +04 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05 | +05
3
10 U'L:C/mL oE |153E |5.77E | 1.15E | 1.00E | 1.73E | 5.77E | 1.53E | 2.89E | 1.53E | 1.50E | 6.08E | 7.77E | 1.00E | 1.06E | 5.77E | 6.81E
RhammosUs +01 | +01 | +03 | +04 | +04 | +03 | +04 | +03 | +04 | +04 | +03 | +03 | +04 | +04 | +03 | +03
10° UFC/mI | o= | 2.73E | 2.40E | 3.23E | L11E | 8.67E | 7.87E | 7.70E | 7.07E | 6.47E | 6.00E | 5.30F | 4.33E | 3.12E | 2.19E | 1.39E | 7.10E
de E. coli + +02 | +03 | +04 | +05 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +04 | +03
6
10 ULFC/m' oE |577E | 1.00E | 2.52€ | 1.00E | 5.77E | 5.77E | 1.00E | 5.77E | 1.53E | 1.00E | 1.05E | 1.53E | 1.06E | 1.01E | 1.73E | 1.00E
Rhammosus +00 | +02 | +03 | +03 | +03 | +02 | +03 | +02 | +03 | +03 | +03 | +03 | +03 | +03 | +02 | +02
10° UFC/ml | == [ 2.73E | 2.23E | 1.10E | 1.55E | 1.31E | 1.15E | 9.20E | 7.53E | 5.20E | 353 | 1.88E | 9.77E | 4.83E | 1.80E | 4.67E | 1.00E
de E. coli + +02 | +03 | +04 | +04 | +04 | +04 | +03 | +03 | +03 | +03 | +03 | +02 | +02 | +02 | +01 | +01
9
10 ULFC/m' bE |577E | 252E | 1.00E | 5.00E | 1.15E | 4.36E | 2.00E | 5.77E | 1.00E | 5.77E | 6.81E | 1.15E | 5.77E | 1.00E | 5.77E | 0.00E
Rhammosus | +00 | +02 | +03 | +02 | +02 | +02 | +02 | +01 | +02 | +01 | +01 | +01 | +00 | +01 | +00 | +00

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 6

Escala nefelométrica de Mc Farland

) A

ESCALA NEFELOMETRICA DE MC FARLAND

NEFELOBAC

Indicacbes:

A escala nefelomélrica de Mc Fardand & o padrio de lurvagio mais freguentemente ulilizado nos
laboratdrios de microbiologia, para delerminar a inlensidade da mulliplicagio em meios de cultivo
liquidos.

Esla mullipicacdo se manilesia nos meios liguidos por um aumento das paniculas (baciédas) que se
opdem a livre passagem da luz, provocando lurvagio ou opacidade no meio. Quanlio maior © ndmero de
baclérias, maior serd a opacdade do meso de cullura.

Caracteristica dos componentes:

O NEFELOBAC é preparado de scordo com a lormula nefelomélrica de Me Farland. Consiste em uma
sérnie de 11 lubos numerados de 0.5 a 10, com dilerenles quantidades de cloreto de bdrio e acido
sullirico para se obler dilerentes concentragdes de sullato de bério, que correspondem a dilerentes
conlagens bacteriana. A equivaléncia deslas conlagens estl expressa na labela abaixo:

Tubo ot 05 1 2 3 K 5 6 7 8 9 10

NE sprox.

bae (x 10% 15 3 6 9 12 15 18 21 24 i 30

Assim o Wubo n? 5 corresponde a 150 mihdes de bactérias por mL de meio @ o lubo nf 10 coresponde a
3 bihdes de baclénias por mL de meio.

Procedimento:

Comparar a olho nu 0 lubos de NEFELOBAC com © lWubo de cultura bacteriana. Anles, agitar
vigorosamenie os tubos do NEFELOSAC, pois em repouso o sulfalo de bdrio lende a precipilar. Também
homogenezar o tubo com a cullura bacleriana, para ter uma suspensio (luvagio) unilorme.
Recomendamos fazer as leituras comparativas dos tubos, colocando-os contra um lexlo impresso, de
forma que a maior ou menor claridade das lelras vistas alravés dos 1ubos indique maior ou menor

lurvagio.

Observacdo: Nio romper © lacre, abrir 0 Irasco ou Iransierir para oulro recipiente, pois tal pratica ndo
assequra transferénda @ manutengio da correla concenlragio de sullalo de bério.

Precaucdes: Apds a validade deve ser descanado conforme as recomendagdes vigentes para residuos

Apresentacio: Caixa com 11 lrascos.
Conservacio: Manler o produto ém lemperalura ambiente (103C-30°C).
Validade: 12 meses.

Referéncias Bibliograficas:
1. Lennette, EH; Balows, A.. Hausler, WJ; Shadomy, HJ — Manual of Clinical Microbiology.
American Society for Microbiology. Washinglon, D.C., 1985,
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CNPJ 45.857.176/0001+00 - Insc. Est. 110485842111
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Anexo 7

Figura 7. Diagrama referencial para el desarrollo de la investigacion
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Anexo 8

Imagenes del desarrollo de la investigacion
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-
"BACILOR"
Cultivo Liofilizado de Lactobacillus
casei variedad rhamnosus 1.5g 1

Polvo para suspension bebible

Laboratoires Lyocentre
24, avenue Georges Pompidou
15004 AURILLAC - FRANCIA

Lote N°: Vito :
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