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[. INTRODUCCION

El queso es un alimento extraordinario, porque tiene un valor nutricional muy
completo; es rico en proteinas, calcio y vitaminas A y D. Actualmente, existen mas de
50 razas de animales que producen leche para elaborar queso como son: vacas,
bufalas, ovejas, cabras, llamas, entre otras razas que aportan sus cualidades hasta
obtener una gran variedad de sabores, olores y colores en los quesos, esto sin
importar el método tradicional y/o artesanal para prepararse, la fabricacion en
ranchos, cooperativas o de forma industrial; hay quesos que solamente se producen

en su pais de origen.

Uno de los principales contribuyentes a la maduracion de los quesos son las
“bacterias acido lacticas” (LAB). Sin embargo, los medios alcalinos y salinos para la
cuantificacion o aislamiento de las LAB, no han sido aplicados previamente al analisis
de la microbiota en los quesos. Actualmente se sabe que el origen de estas
comunidades LAB esta tanto en intestinos de humanos como de animales, en
productos lacteos, alimentos vegetales fermentados y de agua de mar (llamadas

bacterias lacticas marinas).

El descubrimiento relativamente reciente de las llamadas bacterias lacticas marinas
y su aislamiento a partir de agua de mar y de la corteza de algunos quesos
madurados europeos ha dado lugar a una serie de investigaciones en Europa y
Japon para tratar de averiguar el posible papel de estos microorganismos en la
maduracion de esos quesos. Los géneros principales identificados son:

Marinilactibacillus y Halolactibacillus y tienen las caracteristicas de ser halofilicos.
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Durante la produccién de quesos, se les adiciona alrededor de 5% (w/w) de NaCl y
el pH se incrementa de alrededor de 5.0 hasta arriba de 7.5. Sin embargo, los medios
alcalinos y salinos para la cuantificacion o aislamiento de las LAB, no han sido
aplicados previamente al andlisis de la microbiota en los quesos. Se piensa que la
fuente de estos microorganismos puede ser la sal de origen marino que se utiliza en

la fabricacion de estos quesos (Ishikawa et al., 2006).

En México existen varios quesos con bastante sal y relativamente bajo contenido
contener este tipo de bacterias. Las bacterias acido-lacticas (LAB) juegan un papel
importante en los procesos de fermentacién lactea y carnica, y tienen una gran
influencia en la calidad y preservacion de los productos finales. Los papeles primarios
de las LAB son la produccién de acido lactico a partir de carbohidratos, dando como
resultado un decremento de pH y la protedlisis para liberar péptidos cortos y
aminoacidos libres. Estos compuestos afectan el sabor y textura de los productos. Por
lo tanto, el conocimiento de los sistemas proteoliticos y de transporte globales de
estas bacterias ha sido el principal sujeto de investigacién en las dos décadas

pasadas (Piuri et al., 2003).

El objetivo de este estudio es la cuantificacion y aislamiento de las bacterias lacticas
usando medios salinos, con la intencion de confirmar la presencia de bacterias acido
lacticas halofilicas (nombradas HALAB, quizéd de origen marino) en queso doble
crema y queso tipo cotija, asi como para conocer su papel en la maduracion de los
quesos; ademas de su caracterizacion fisiolégica (capacidad de acidificacion,

protedlisis, lipdlisis, etc.).
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IIl. ANTECEDENTES

[I. ANTECEDENTES

I1.1. Generalidades de la leche.

La leche fue uno de los primeros alimentos pecuarios utilizados por el hombre e
incluso, uno de los primeros alimentos sometidos a procesos fermentativos debido a
la facilidad con que sufre transformaciones microbianas que la acidifican; de esta
manera el hombre de la antigliedad aprendio el arte de elaborar leches fermentadas y
muy probablemente a partir de éstas, los primeros quesos (Garcia et al., 1993, Alais,

1998).

[I.2. Fabricacion de quesos.

Segun la NOM-121-SSA1-1994, los quesos son productos elaborados con la
cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales,
con o sin adicion de crema, obtenida por la coagulacién de la caseina con cuajo,
bacterias lacticas, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin
tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de
fermentos de maduracion, mohos especiales, sales fundentes (citratos y fosfatos que
ayudan a disolver las proteinas y emulsificar las grasa para suavizar los quesos) e
ingredientes comestibles opcionales, dando lugar a diferentes variedades de quesos

pudiendo por su proceso ser fresco, madurado o procesado.

Dentro del proceso de fabricacién de los quesos se lleva a cabo el salado, cuyos
objetivos son: completar el desuerado del queso, favoreciendo el drenaje de la fase
acuosa libre de la cuajada; modificar la hidratacion de las proteinas; intervenir en la
formacion de la corteza; actuar sobre el desarrollo de los microorganismos y la
actividad enzimatica, dar sabor salado para enmascarar el que aportan otras

sustancias a lo largo de la maduracion del queso (Chamorro & Losada, 2002).
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[1.3. Maduracion de los quesos.

Los quesos frescos ya estarian listos para consumir llegados a este punto, sin
embargo, a la mayoria de los quesos les queda un largo periodo de afiejamiento y
curado hasta estar completamente listos. Durante el afejamiento, nuevos
microorganismos se introducen en el queso, intensificando su sabor. Lentamente la
caseina y la grasa se convierten en una compleja red interna de aminoacidos, aminas

y acidos grasos (http: //www.es.wikipedia.org).

En México son pocos los quesos originarios madurados debido a la falta de
higiene con la que se elaboran y a la temperatura ambiental. Por estas razones los
quesos se pudren antes de un buen madurado, no obstante se tienen algunos quesos
de maduracién rapida, como el Doble Crema de Chiapas, el Sopero de Tabasco y el
Sierra del Centro del pais y de maduracion tardia como el Balancam, el Anejo, el
Cotija (Michoacan y Jalisco) y tipo cotija, el de Chincho, el Huasteco y el Bola de

Chiapas (Villegas, 1993).

La humedad es uno de los factores mas importantes en la conservacion de
quesos. Un queso humedo permitira un rapido crecimiento de las bacterias que
contenga, en unos cuantos dias la acidez habra llegado a su maximo, cambiando las
caracteristicas de la cuajada. Este es el caso de los quesos tipo cotija y doble crema,
que cuando se dejan acidificar a su maximo, toman un olor acido nauseabundo (no
putrefacto) por la gran acidez de los lactobacilos, posteriormente baja la acidez y
aumenta el aroma, adquiriendo un penetrante olor, caracteristico de estos productos

(Villegas, 1993).

[1.3.1. Queso Tipo Cotija.

Este queso es una variante del queso Ranchero y del Adobero, siendo un queso

de presentaciéon cilindrica de 11 a 40kg, seco, salado, con sabor penetrante, de
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consistencia firme y desmoronable. Se elabora principalmente en Guerrero,
Michoacan y Morelos. Para su elaboracion se emplea leche de vaca, entera o
semidescremada, fresca o acida. El cultivo lactico que se emplea debe ser muy acido

(Villegas, 1993). El proceso para su fabricacion es el siguiente:

Colado de la leche en manta

A

A

Adiciébn de 0.2 gd

e cloruro de calcio

/ 1000 mL de leche

A

A

Adicion d

el cuajo

A

A

Reposo de 30

a 40 minutos

A

A

Corte de |

a cuajada

A
Reposo hasta la separacion del suero

!

Movimiento suave por 10 minutos; verificar que
la temperatura se mantenga

A

a 34° - 38°C y la acidez de 22° a 28°D

'

Extraccion del suero y compresién de la cuajada

:

Desmoronamiento de la pasta y adicién de sal

:

Moldeado

A
Prensado con presién moderada durante 2 h.

!

Volteado y prensado con presion fuerte durante 12 h.

A

A
Maduracion.

A

7
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11.3.2 Queso Doble Crema.

Este producto, también conocido como queso de Chiapas, pertenece al grupo
de quesos de pasta blanda, fresca y prensada. Se elabora con leche de vaca (por lo
general procedente de ganado de doble propésito, cebu-pardo suizo), cruda o bronca,

entera o parcialmente descremada.

En el mercado se presenta en piezas de formato pequefio, prismatico-
rectangulares y cilindrico-planas; su peso oscila entre unos 250g y 1000g (Cervantes,

et al., 2006).

La pasta del queso crema tropical esta altamente desmineralizada debido a un
prolongado cuajado &cido-enzimatico, que ocurre en varias horas a temperatura
ambiente. El producto final, muestra una pasta blanquizca o ligeramente amarilla
(segun el contenido de la grasa), una consistencia blanda o friable, pero facilmente
tajable. Su sabor acido y salado es agradable. Algunos de los pasos mas notables en

el proceso de fabricacion de este queso son los siguientes (Cervantes, et al., 2006):

e Maduracién de la leche. La leche bronca, fresca, se deja reposar durante 3 a 5
horas a fin de que la microbiota natural se multiplique; también para descremar,

parcialmente por flotacion.

e Reposo de la cuajada o “dormido”. Después de adicionar el cuajo, se deja cuajar la
leche en quietud, durante varias horas (hasta 20) a temperatura ambiente tropical. El

propdsito es producir una cuajada acida, altamente desmineralizada.

e Cortado o “quebrado”. Después de que la leche ha cuajado, al dia siguiente de la
adicion del cuajo, y cuando sobrenada una delgada capa de suero, se procede a

cortar la cuajada con cuchillo o con una pala delgada de madera. Esta operacién
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facilita la extraccion del suero por exudacion. El corte es amplio (mayor de 2 cm.), y a

veces tosco, empleandose las manos, por ello se habla de “quebrado” de la cuajada.

e Manteado o “bolseado”. La cuajada previamente cortada se coloca, con

delicadeza, en una bolsa de algoddn o plastico.

e Amasado y salado. La cuajada “seca” se coloca en una artesa de madera y se

amasa manualmente incorporandole, al mismo tiempo, sal fina (10 — 15g/kg).

e Moldeado. Se efectua en moldes prismatico-rectangulares de madera, en ellos se
colocan adecuadamente unos pafos de tela y se introduce poco a poco la cuajada,

presionandola manualmente.

e Prensado. Se lleva a cabo en prensas rusticas de tornillo, construidas con madera

resistente.

e Acondicionamiento. Después del desaprensado, el desbordeado y el oreado, las
piezas de queso son envueltas en papel encerado, estafo y celofan transparente (rojo

o amarillo).
e |l.4. Las bacterias lacticas.

Las bacterias de las fermentaciones alimentarias son bacterias Gram (+).
Normalmente se considera como un grupo a las bacterias lacticas (LAB), que se

caracterizan por una gran produccion de acido lactico.

Tienen forma de bacilos o cocos y son catalasa (-). Sintetizan su ATP en la

fermentacion lactica de los carbohidratos.

El 4cido lactico es en algunos casos el unico producto final (homofermentacion)
y en otras ocasiones se producen ademas etanol, acetato y CO, (heterofermentacion)

(Bourgeois & Larpent, 1995).
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Metabolismo de la lactosa en las bacterias lacticas homofermentativas

Lactosa-fosfato Lactosa
Fosfo B- }\‘ /)\B—galactosidasa
alactosidasa
9 Glucosa Galactosa
Galactosa-6-fosfato
Tagatosa-6-fosfato edlat a2

- -— -1-1
Tagatosa-1-6-difosfato Glucosa-6-fosfato Glucosa-1-fosfato

Tagatosa-1-6- Fructosa-fosfato
difosfato-aldolasa Ru ta. de
Leloir
Ruta de la 1 Fructosa-1-6-dif
tagatosa (2) Triosa-fosfato l .
(2)Triosa-fosfato
(4) NAD (4) NADH
({4} Acido piruvico

Lactato
deshidrogenasa | {4) NADH sa}NAD
L

(4) Acido lactico

Fig. 1 Ruta metabdlica de la lactosa en bacterias lacticas
homofermentativas (Www.biologia.edu.ar).
Metabolismo de la lactosa en las bacterias lacticas heterofermentativas

Lactosa
/]\ﬁ-g:alactosidasa
Glucosa Galactosa
\ / Ruta de Leloir

Glucosa-6-fosfato

6-fosfo-gluconato
2NAD*

,/l N —
ATP Acid t
Xilulosa-5-fosfato cido acetico

ADP
N\

1Triosa-fosfato Acetil-fosfato
NAD* l NADH

J’ NAD+
Acetaldehido

NADH
NAD*

Fig. 2 Ruta metabdlica de la lactosa en bacterias lacticas
heterofermentativas (www.biologia.edu.ar).

NADH " 1Acido pirdvico

[1.4.1. Papel de las LAB en la fabricacion de quesos.

Las bacterias acido lacticas (LAB) modifican la composicién quimica de la leche,
mejorando la conservabilidad del producto y sintetizando moléculas aromatizantes
que aportan cualidades sensoriales apreciadas o, en algunos casos, rechazadas por

parte de la poblacion.

10
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La lipdlisis que llevan a cabo es relativamente limitada, (a excepcion del queso
tipo cotija que no es limitada) pero la pequefia cantidad de componentes que en ella
se producen tienen una gran influencia sobre el gusto y aroma. La degradacion de las
proteinas de la cuajada constituye el principal fendbmeno de la maduracion. Es el
origen del ablandamiento de la pasta, de su cambio de opacidad y color y por los
productos formados, participa en el desarrollo del sabor y del aroma. Muchas LAB

poseen enzimas proteoliticas intracelulares o ligadas a sus paredes.

Entre estas microbiotas se producen fendmenos de antagonismo: algunos
lactobacilos inhiben el desarrollo de Clostridium tyrobutyricum, Lactococcus lactis
sintetiza nisina que inhibe los Clostridium y algunas bacterias Gram (+). La
acidificacion y liberacion de peréxidos bloquean el crecimiento de microorganismos

Gram (-), eventualmente productores de putrefaccion (Bourgeois & Larpent, 1995).

I1.5. Cultivos iniciadores.

Hasta 1880 la mayor parte de los queseros confiaban para la produccion de
acido en el agriado natural de la leche. Algunos utilizaban para ello suero acido,
mientras que otros empleaban leche agriada espontaneamente procedente de su

vaca sana favorita.

En la actualidad los cultivos iniciadores, se obtienen de muy diversos origenes
(bancos de cepas mantenidos por centros de investigacion, organizaciones lecheras,
laboratorios comerciales o instituciones de ensefianza). En queseria, un cultivo
iniciador es una mezcla de uno 0 mas microorganismos cuyo crecimiento en la leche
0 cuajada produce la maduracion del queso con su actividad metabdlica. La mayoria
de los cultivos iniciadores en queseria son cultivos controlados de Lactococcus lactis

subsp. lactis y cremoris (Scott, 1991).

1"
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Bacterias acido-lacticas homofermentativas
Mesdfilas (25-30°C)

Lactococcus lactis subesp. lactis = |
Lactococcus lactis subesp. cremoris

Termofilas (37°-42°C)

Streprococcus thermophillls ——————
Lacrtobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus
Lacrtobacillus helveticus

Fig. 3 Cultivos iniciadores de bacterias acido-lacticas homofermentativas (www.biologia.edu.ar).

El desarrollo de las bacterias lacticas en la leche transforma la lactosa en acido
lactico, principalmente. Esta nueva acidez se llama acidez desarrollada y origina la
desestabilizacion de las proteinas. Dependiendo de la utilizacion que se le vaya a dar
a la leche, este tipo de acidez se puede desarrollar de forma voluntaria. El acido
lactico reduce el pH del medio facilitando toda la serie de reacciones que tienen lugar
durante la elaboracién del queso. La transformacion de la leche por fermentacion es
una de las actividades biotecnoldgicas mas antiguas. Se basa en la formacién de
acido lactico por la reaccién fundamental en la produccion de lacteos fermentados

(Amiot, 1991):

Ci2H»»O41H O —— 4 CH3 CHOH COOH
Lactosa monohidratada Acido lactico

Las enzimas de los cultivos iniciadores bacterianos, vivos o muertos, provocan
la degradacién de los diversos componentes de la leche, permitiendo la produccion

de precursores de toda una serie de sustancias que son las responsables de la

12



IIl. ANTECEDENTES

textura, el sabor y el aroma del queso. Cuando los lactococos del cultivo iniciador

mueren, libera a la cuajada diversas enzimas (Scott, 1991).

I1.5.1. Funciones esenciales de los cultivos iniciadores.

En la industria lactea, las funciones esenciales de los cultivos lacticos

iniciadores, se sintetizan como sigue:

¢ Para la produccién de acido lactico. Como resultado de la fermentacion de la
lactosa, al acido lactico imparte un sabor distintivo y fresco (acido), durante la
manufactura de leches fermentadas. En la elaboracion de queso, el acido lactico es

importante durante la coagulacion y texturizacion de la cuajada.

¢ Para la produccion de compuestos volatiles (v.g. diacetilo y acetaldehido), los

cuales contribuyen al sabor y aroma de estos productos lacteos.

e Los cultivos lacticos pueden poseer una actividad proteolitica o lipolitica, la
cual puede ser deseable, especialmente durante la maduracion de algunos tipos de

queso.

e Pueden ser producidos otros compuestos, por ejemplo alcohol, el cual es

esencial durante la manufactura de kefir y kumis.

e La condicién acida de estos productos lacteos previene el crecimiento de

patégenos y también de microorganismos alteradores (Cheesman, 1984).

Il. 5.2.- Bacterias acido lacticas no iniciadoras (NSLAB).

Muchas veces los campesinos fabrican quesos sin utilizar cultivos iniciadores, la
fabricacion del producto se realiza con las LAB que estan presentes de manera
natural en la leche; estos quesos son generalmente denominados artesanales (Cogan

et al.,, 1997). Los quesos fabricados a partir de leche sin pasteurizar y siguiendo los

13
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procedimientos tradicionales de manufactura pueden contener una diversa y rica
microbiota; la calidad de los quesos depende de la composicion de la microbiota.
Cuando los quesos son producidos siguiendo procesos tradicionales a partir de leche
cruda, la microbiota juega un papel fundamental en la fermentacion y es uno de los
parametros que mas afecta la calidad del queso. Ademas, la biodiversidad de las
bacterias involucradas en el queso puede considerarse el factor fundamental para la
conservacion de las caracteristicas tipicas de los productos de queseria tradicionales

(Demarigny et al., 1997).

Las NSLAB usualmente se incrementan desde un bajo numero en la cuajada
fresca hasta dominar la microbiota de los quesos maduros. Contrario a los
iniciadores, las NSLAB toleran los ambientes hostiles del queso durante su
maduraciéon (32-39% de humedad, 4-6% de sal, pH de 4.9-5.3 a 13°C y una
deficiencia de nutrimentos). El papel de las NSLAB en |la maduracién aun no ha sido
resuelto satisfactoriamente, aunque la inclusion de cultivos adjuntos de algunas
cepas de NSLAB o el uso de leche cruda durante la fabricacion de quesos,
incrementa el nivel de aminoacidos libres, péptidos y acidos grasos libres, lo cual
conduce a mejorar la intensidad de sabores y aromas y acelera la maduracién de los

quesos (Fitzsimons, et al., 1999; De Angelis, et al., 2001).

Aunque las NSLAB pueden ser aisladas a partir del queso, la mayoria de ellas
son inactivadas por la pasteurizacion; su presencia en quesos fabricados con leche
pasteurizada se puede deber a contaminacion después de la pasteurizacidon por la
flora presente en el aire, en el equipo utilizado, en los ingredientes, o a variedades

que sobreviven a la pasteurizacion (Martley & Crow, 1993).

14
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[1.5.3. Papel de los metabolitos de las bacterias lacticas en tecnologia quesera.

Los productos resultantes del metabolismo de las bacterias lacticas, ejercen una
serie de efectos sobre las caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas, sensoriales

y de textura de los diversos tipos de queso.

11.5.3.1. Acido lactico.

La produccién de acido lactico que realizan las bacterias del cultivo, acelera la
coagulacion de la leche por el cuajo, ya que el pH 6ptimo de actividad de las enzimas
coagulantes es inferior al pH inicial de la leche (6.5). Por otra parte, el acido lactico
ocasiona una desmineralizacién del coagulo con pérdida de Ca" en el suero en
forma de lactato de calcio soluble, lo que modifica notablemente las caracteristicas
del coagulo (Nufiez, 1985). La producciéon de acido lactico lleva aparejado un
descenso del pH a niveles préximos a 5.0, lo que regula la velocidad de las
reacciones de degradacion de proteina y grasa que tienen lugar a lo largo de la

maduracion.

GLUCOL,'SIS £ worw biologin edu.ar

¢ D@ @
H:—_CC]:—_(H)H \ / @

i : C=0
H-C-OH '
| CHS
H-C-OH P e
1 Acido pirivico
CH,OH
Glucosa 2(NAD ) 2
f’
)lfl.‘
H 4;-0 H \ £
H3 \“\ FERMENTACION
2 Acido lactico —— LACTICA

Fig. 4 Ruta metabdlica para la produccion de
acido lactico (www.biologia.edu.ar).
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Ademas, el acido lactico ejerce una fuerte accién antimicrobiana frente a la
mayoria de los microorganismos patdégenos que pueden contaminar accidentalmente
al queso, tales como Salmonella, Staphylococcus aureus, etc. La combinacion de
concentracion de acido lactico y bajo nivel de pH es el principal agente responsable
de la desaparicion de los patégenos a lo largo de la maduracion del queso (Nufez,

1985).

11.5.3.2. Péptidos, aminoacidos v productos derivados.

En la mayoria de los quesos, a partir de la segunda semana de maduracion
comienzan a descender los niveles de bacterias lacticas procedentes del cultivo. A su
muerte estas bacterias se lisan, liberando al exterior las enzimas intracelulares
localizadas en membrana y citoplasma, entre las que tienen especial importancia, las
implicadas en la degradacion de caseina. Estas enzimas, en combinacién con las
enzimas coagulantes, prosiguen la formacién de péptidos cortos y aminoacidos libres.
Estos péptidos cortos y aminoacidos forman parte del “sabor de fondo”, sobre el que

resaltan en cada queso los compuestos caracteristicos de su aroma (Nufiez, 1985).

Una protedlisis demasiado fuerte, resultante de la accion de los fermentos o de
los microorganismos contaminantes confiere al queso un gusto amargo. En el caso de
los quesos tipo suizo, Streptococcus thermophilus elimina del medio los productos
amargos originados en la protedlisis, 10 que explica que en estos quesos aparezcan
muy raramente gustos amargos a pesar de que en su elaboracién se utilizan cuajos

microbianos (Amiot, 1991).

Por lo tanto, el conocimiento de los sistemas proteoliticos y de transporte
globales de estas bacterias ha sido el principal sujeto de investigacién en las dos

décadas pasadas (Piuri et al., 2003).

16
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1) Enzimas localizadas en el exterior de la

Sistema proteolitico de los lactococcos Membrana citoplasmatica
2) Sistemas de transporte.

3) Enzimas intracelulares

Pared

membrana
celular
Caseinas

Oligopéptidos >

EP
AP . y e
i i dne=—=—+ aMminoacidos
Oligopéptidos p—

DP

AP

1P inoaci
T —— aminoacidos
Diltripéptidos DP

li éptid
N, no oligopéptidos

aminoacidos aminoacidos

Fig.5 Ejemplo de la proteolisis esquematizado por el sistema proteolitico de los lactococcos
(www.biologia.edu.ar).

[1.5.4. Fuentes de las bacterias l4cticas.

Comunmente las fuentes conocidas para las comunidades de bacterias acido
lacticas (LAB) son los intestinos humanos y animales, productos lacteos y alimentos
vegetales fermentados. En la suposicién de que las fuentes para las LAB son mas de
las que se han estudiado hasta ahora, se han llevado a cabo aislamientos de LAB a
partir de organismos marinos y se encontraron dos géneros nuevos de LAB halofilicas
(nombradas HALAB), y que han sido denominadas como Marinilactibacillus y
Halolactibacillus (Ishikawa et al., 2003; Ishikawa et al., 2005). Estos organismos son
ligeramente halofilicos, crecen preferencialmente bajo condiciones fisicoquimicas

encontradas en el agua de mar (concentracion total de sal: 3.2 - 3.8% (w/v)).

El agua marina contiene un 3% de NaCl, mas pequefas cantidades de muchos
otros elementos y minerales por tanto los microorganismos aislados del mar, tienen
normalmente requerimientos especificos para el sodio. El crecimiento de los haldfilos
requiere al menos algo de cloruro de sodio, pero la concentracién oOptima varia

bastante de un microorganismo a otro; por tanto el término moderadamente haléfilo

17
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se reserva para aquellos que requieren 6-15% de NaCl y el término discretamente

halofilo para los que requieren 1-6% de sal (Michael, T. 1978).

[1.5.5. HALAB en quesos.

La presencia de bacterias Gram (-) tipicamente marinas, tales como Halomonas
spp. y Vibrio spp. en quesos madurados fue reportada por diversos autores (Maoz et
al., 2003; Feurer et al., 2004; Bockelmann et al., 2005; & Mounier et al., 2005). Feurer
et al., (2004) aislaron la Marinilactibacillus psychrotolerans a partir de quesos suaves
hechos de leche cruda (producidos en una granja) y leche pasteurizada (producidos
industrialmente). Considerando estos descubrimientos y las caracteristicas halofilicas
de las bacterias HALAB, resulta improbable que éstas sean derivadas de la leche
cruda. Podria ser considerado que estas HALAB hayan venido de ambientes marinos
por via de la sal de mar adicionada a los quesos y hayan encontrado ahi su origen
en términos de salinidad, pH, temperatura, fuentes de carbono y los nutrimentos

organicos complejos de los quesos (Ishikawa et al., 2006).

Recientemente se ha descubierto la presencia de LAB haldfilas y alcalofilicas
(lamadas HALAB) en diversos quesos producidos en Europa, principalmente
Marinilactibacillus psychrotolerans y Alkalibacterium olivapovliticus (Ishikawa et al.,
2006). Marinilactibacillus psychrotolerans es una HALAB de habitat marino, con un
optimo de crecimiento de 2.0 — 3.75% de NaCl y pH de 8.5 — 9.0 (Ishikawa et al.,
2003). Marinilactibacillus psychrotolerans (psy.chro.to’le.rans. Gr. adj. psychros cold;
L. part. adj. tolerans tolerante; N.L. adj. psychrotolerans tolerante a temperaturas
heladas). La especie tiene todas las caracteristicas que definen a este género. Las
colonias son profundas en medio de agar son amarillas claro, opacas y lenticulares
con diametros de 2-4 milimetros. Las células son 0.4-0.5 x 2.3-4.5 um y alargadas en

cultivos mayores. Crece uniformemente a través de una columna de medio agar
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semisolido. El acido se produce de una gama bastante amplia de carbohidratos,

alcoholes de azucar y compuestos relacionados de carbono.

El genero de Marinilactibacillus tiene las caracteristicas de ser células Gram (+),
no esporuladas, bacilos rectos, produccion por separado, en pares o en cadenas
cortas, son moviles con flagelos peritricos. Catalasa y oxidasa negativos. Reduccién

de nitrato y licuefaccién en gelatina son negativos.

Membrana plasmatica
Flagelos peritricos.

Citoplasma

Pared
celular

Flagelos

Fig.6 Imagen de una bacteria con flagelos peritricos.

Hay produccion débil de amoniaco de L-arginina, es ligeramente halofilico y altamente
halotolerante; la concentracion optima de NaCl para su crecimiento es de 2.0-3.75%
(p/v) con un intervalo maximo de 17.0-20.5% (p/v) (dependiendo de la cepa). El
crecimiento ocurre entre -1.8°C y 40-45°C con una temperatura optima de 37-40°C.

El género Alkalibacterium se reportd primero como A. olivapovliticus, el cual fue
aislado a partir de aguas alcalinas de lavado de aceituna comestible y fue halofilica y
alcalofilica (Ntougias & Russell, 2001). Metaboliza carbohidratos mediante
fermentacién acido lactica. Se ha reportado la presencia de Marinilactibacillus
psychrotolerans en la corteza de quesos suaves alemanes y franceses como una
flora menor (Maoz et al., 2003; Feurer et al., 2004) y en jamones curados

deteriorados italianos, como flora dominante (Rastelli et al., 2005). Considerando el
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contenido de agua de los quesos suaves (generalmente entre 50-55% para quesos
suaves madurados), la concentracion real de NaCl en la fase acuosa de las muestras
de queso, podria ser suficientemente elevado para producir condiciones osmoéticas

favorables para el crecimiento de las HALAB (Ishikawa et al., 2006).

[1.6. Aislamiento y caracterizacion de microorganismos.

La taxonomia tradicional de los microorganismos, basada fundamentalmente en
criterios morfoldgicos vy fisioldgicos, se ha visto sometida a continuas reordenaciones
y cambios. Esto se ha debido fundamentalmente a la aplicacion de técnicas
moleculares muy potentes al estudio taxondmico como son la hibridacion DNA-DNA,
la secuenciacion de diferentes regiones del genoma bacteriano, etc. (Guillamoén et al.,

2003).

[1.6.1. Aislamiento y recuento.

La microbiologia ha requerido el aislamiento y recuento de los microorganismos
para poder llevar a cabo estudios sobre las poblaciones que se desarrollan en los
diferentes procesos industriales. Para ello es necesario disponer de medios de cultivo
donde crezcan los microorganismos fuera de su ambiente natural (Guillamoén et al.,

2003).

En esta investigacion se implementara una serie de medios de cultivo para el
aislamiento de bacterias haldfilas a partir de muestras de quesos. El medio del que se
parte para esta investigacion es el GYPF (Glucosa-Extracto de levadura-Peptona y
Extracto de pescado el cual es sustituido por extracto de carne) al 7% de NaCl, sin
embargo, la composicion de este medio debe ser adaptada para el 6ptimo aislamiento

de las bacterias lacticas halofilas presentes.
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[1.6.2. Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas.

Los métodos utilizados para la caracterizacion de las bacterias haldfilas de
nuestras muestras de quesos son las pruebas bioquimicas descritas a continuacion:
Prueba catalasa, Prueba de Oxidasa, Prueba de hidrdlisis en almidon, Prueba de
licuefaccion de gelatina, Prueba de Voges-Proskuer (VP), Prueba de hidrélisis de
caseina, Prueba de reduccion de nitrato, Produccion de gas a partir de glucosa,
Prueba de fermentacion de hidratos de carbono, Produccién de amoniaco a partir de
arginina, Determinacién de la actividad lipolitica, Determinacion de la actividad

proteolitica, Prueba de Movilidad.

11.6.2.1 Prueba catalasa.

PRINCIPIO: Probar la presencia de la enzima catalasa. Esta prueba se ha usado
como ayuda para la identificacion de bacterias.

Cuando las flavoproteinas reducidas o las proteinas con azufre y hierro reducidas
se unen con el oxigeno con la ayuda de las oxidasas presentes en la cadena
respiratoria de todas las bacterias, se forman dos compuestos toxicos: el perdxido de
hidrogeno (H20-) y el radical superdxido (Oy2).

FADH; «—» FAD+2H " +2 ¢
Flavoproteina Flavoproteina reducida

Oxidasa
O,+2e + 2H+—> H>0,

O
FADH; «—» FAD + 2H" + 2 ¢
Flavoproteina Flavoproteina reducida
Oxidasa

20,+2e+2H — 5 20, +2H"
El H,O, es un producto final oxidativo de la degradacion aerobia de las azucares.

La flavoproteina reducida reacciona de manera directa con el oxigeno gaseoso por
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via de la reduccion de electrones para formar H,O,, no por la accién directa entre el
hidrégeno y el oxigeno molecular. Las catalasas eliminan en forma catalitica los
intermediarios de la reduccién del oxigeno.

La reaccion quimica que ocurre durante la realizacion de la prueba de catalasa

es expresada en la siguiente ecuacion:

Catalasa
2H202—> 2H20 + OZT

La catalasa esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas (aerotolerantes) que contienen citocromos. Los anaerobios obligados
(estrictos) carecen de esta enzima; la mayoria de las bacterias anaerobias poseen
peroxidasa en lugar de catalasa.

Las catalasas son consideradas “hidroperoxidasas”; las catalasas (peroxido de
hidrégeno oxidorreductasas) estan presentes en los animales y vegetales. El centro
activo de la catalasa es una clase de proteinas hemo denominada citocromo, sin
embargo los lactobacilos carecen de citocromos.

Los investigadores Taylor y Achanzar evaluaron la eficacia de la fuerza del
peroxido de hidrogeno de 0.5 a 5% y establecieron que una gota al 3% de la

concentracion fue la mas efectiva (Blazevic and Ederer, 1975; Mac. Faddin, 1991).

11.6.2.2 Prueba de oxidasa.

PRINCIPIO: Determinar la presencia de las enzimas oxidasas. Basandose en la
producciéon bacteriana de una enzima oxidasa intracelular. Esta reaccion de oxidasa
se debe a un sistema de citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actua como un aceptor de

electrones en la fase terminal del sistema de transferencia de electrones.
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Los anaerobios obligados carecen de la actividad de oxidasa, no pueden vivir en
presencia del oxigeno atmosférico y no poseen un sistema de citocromo oxidasa.
Deibel y Evans mostraron que las especies de lactobacillus carecen de esta actividad
enzimatica.

El sistema citocromo oxidasa varia entre las especies bacterianas; algunos
microorganismos poseen solo una oxidasa mientras que otros pueden producir dos o
tres. Los citocromos distintos de la citocromo oxidasa terminal son enzimas b —> ¢4
—> c responsables de un resultado positivo en la prueba de oxidasa; la produccion
de estas dos enzimas difiere de los diversos géneros. La citocromo oxidasa fue

denominada con muchos otros nombres como son: Atmungsferment, citocromo c

oxidasa, citocromo @; oxidasa y citocromo g oxidasa.

Los citocromos son pigmentos respiratorios que contienen compuestos

ferroporfirina. El citocromo aas; contiene dos moléculas de hemo A y cada una

contiene un atomo de Fe (hierro), que varia en sus valencias entre Fe®* (férrico) y
Fe?" (ferroso) durante la oxidacion y la reduccion, y los atomos de Cu?* (cobre)
asociados con la actividad de citocromo oxidasa y la reaccién de electrones con el
oxigeno molecular.

Citocromo-Fe®*" + e «<—> Citocromo-Fe?*

(Oxidado-eliminacioén (reducido-ganancia
de electrones) de electrones)
(FERRICO) (FERROSO)

Los electrones provenientes del citocromo ¢ son captados por la citocromo oxidasa
oxidada, que los transfiere a una molécula de oxigeno. El oxigeno libre es necesario
para la regeneracion indirecta del citocromo ¢ oxidado. La prueba en realidad
determina la presencia del citocromo c y los resultados son positivos sélo en las

bacterias que contienen citocromo ¢ como una enzima respiratoria.
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) ) N Citocromo ) )
2 Citocromo creducido + 2H" +1%: 0, — 2 Citocromo ¢ oxidado + H>O

Oxidasa

Un resultado positivo de oxidasa consiste en una serie de reacciones, con un
componente autooxidable del sistema citocromo como catalizador final. Los sustratos
artificiales pueden ser sustituidos por los aceptores naturales de electrones en
cualquier parte dentro de la cadena de transporte de electrones donde ellos reducen
el sistema citocromo c-citocromo oxidasa. Los diversos colorantes reactivos de la
prueba de oxidasa son aceptores artificiales de electrones; el reactivo p-
fenilendiamina y el indofenol son tanto aceptores como dadores de electrones. Estos
sustratos artificiales pueden ser incoloros o coloreados, lo cual depende de su estado;

la reaccién de oxidasa final brinda un producto coloreado (Mac. Faddin 1991).

11.6.2.3 Prueba de hidrdlisis en almidon.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar el almidon
por medios enzimaticos y probar la desaparicién del almidon por el uso de un reactivo
de yodo.

El almidon es un homopolisacarido, un producto de condensacion de muchos
monomeros (unidades moleculares) de un unico tipo de monosacarido, a-D-glucosa,
que forma un polimero de muchas unidades unidas por puentes a-glucosidicos
(acetal). Los polisacaridos (CsH100s5), como el almiddn y las dextrinas por definicion
se producen por la unién de mas de seis moléculas de monosacaridos.

La estructura basica del almidén es una mezcla de dos moléculas de polisacarido
poliglucosa: amilosa lineal (10-20%) y amilopectina ramificada (80-90%), por lo
comun en una relacion 1:4 a 1:5. El almidén que solo da glucosa con la hidrélisis se

denomina glucoséan.
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El almidén es una clase de hidrato de carbono de alto peso molecular con una
solubilidad baja en su estado nativo, sélo levemente soluble en agua e insoluble en
etanol acuoso y por lo general en disolventes organicos.

Los residuos de glucosa (dextrosa) del almiddn, a-amilosa y amilopectina, son todas
moléculas de a-D-glucosa (glucopiranosa). La glucosa (CsH1206) €s un monosacarido

de 6 carbonos, una hexosa.

CH,0H @ -D - glucose
H 0. H
oH H
0 OH
"‘g” H OH
H—G—OH
H OH
HO—E—H M
H—C—0H CH,OH [ -D-glucose
H-&OH \\\\4 H 0. OH
EH,0H OH H
OH H
H

Fig.7 Molécula de Glucosa.

La diferencia estructural entre a—glucosa y f—glucosa es la posicién (proyeccién)
de los grupos OH en el carbon numero 1: o, hacia abajo y B hacia arriba. La forma
habitual encontrada en el almidon es a. En este caso la diferencia con la celulosa es
la digestibilidad. La celulosa estda compuesta de unidades de p-glucosa indigeribles; el
almidoén esta formado por unidades a-digeribles.

La glucosa que aparece de manera natural es D-isémero; sin embargo, existen
dos isébmeros o6pticos, D y L. Las dos formas son imagenes especulares pero no son
idénticas; son asimétricas y no pueden superponerse. La forma D se presenta de
manera natural; la forma L es artificial.

La forma aldehido es inestable y existe s6lo como un intermediario transitorio en
la reacciones de hidratos de carbono. Los aldehidos reaccionan con un grupo alcohol
para formar un compuesto hemiacetal inestable que no involucra una pérdida de

agua, o con dos grupos alcohol (p. €j., residuos de glucosa) con pérdida de agua por
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. . : OH
la formacion de acetal. La glucosa posee una ligadura hemiacetal a la cual
c

se une una ligadura éter (-C-O-C-) y un grupo —OH; el OH en el \OT —

hemiacetal es activado por una ligadura éter unida en el mismo sitio.

0 "
I O hor JOR
R—C—H +HOR <—> R—CH R_CH + H,0
| . Segundo “OR'
OR Alcohol
Aldehido Alcohol Hemiacetal Acetal

R’y R” en el almidon son idénticos; residuos de a, D-glucosa.

En el almidén, los puentes de oxigeno acetal (-C-O-R) que unen las unidades de
glucosa son hidrolizados con facilidad, en especial en presencia de acidos y ciertas
enzimas, por ejemplo amilasas. La hidrolasa, la enzima especifica para la hidrdlisis
del almidén, fue denominada en un principio como diastasa y en la actualidad se
denomina amilasa. Existen dos tipos de amilasas: a-amilasa o endoamilasa,
excretada por muchas bacterias, y f-amilasa o exoamilasa, presente en los vegetales
superiores. El pH 6ptimo para la actividad de la a-amilasa es de 6.9-7.2, pero varia de
55 a 6.5 con diferentes sustratos y es inestable por debajo del pH 4.5. Su
temperatura 6ptima es de 50-55°C, pero la reaccion parece satisfactoria a 37°C.

La hidrdlisis enzimatica ocurre en las uniones a-1,4-acetal y a-1,6-acetal que
mantienen junto el polimero de almidéon. La a-amilasa cataliza la hidrolisis de las
uniones a-1,4-glucosidicas (acetal) de polisacaridos como el almidon. Ataca el interior
de las cadenas de polisacarido, ya sea amilosa o amilopectina, en puntos al azar para
formar una mezcla de fragmentos de 5 a 9 unidades de la configuracion a. La amilosa
es degradada por completo por la amilasa. La hidrélisis completa del almidén requiere
otra enzima, que actua en los puntos de ramificacion 1,6 en la molécula de

amilopectina, como la oligo-1,6-glucosidasa.
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La amilasa convierte el almidon en productos distintos en las entidades que
poseen hemiacetal (dextrina, maltosa, glucosa).

El almidon también puede ser hidrolizado por hidrdélisis acida, con la formacion de
los mismos productos intermediarios y de glucosa como producto final; éste es un
ejemplo de la accion catalitica del ion hidrogeno. La hidrolisis completa del almidén

soluble forma residuos unicos de glucosa en un proceso de pasos secuenciales.

(CgH1005)n* o:amilasa o _Amilosa + Amilopectina
Almidén H,O (Color azul (Color rojo azulado
(hidrato de carbono soluble con a rojo castano
no reductor) yodo) insoluble con
yodo)

(CeH100s)x _o@milasa | Dextrinas (CeH100s)y + (CeH100s)

Almilopectina H20 Eritrodextrinas Acrodextrinas
(Color azul (incoloras con
—> violeta —> rojo yodo)

castafio con yodo)

*La molécula se torna cada vez mas pequefia a medida que progresa la hidrélisis; n es un nimero mas grande
ue X, X s mayor que y e y mayor que z.
Y/ y ey mayl

A medida que la hidrolisis progresa, el color del yodo ya no se produce mas debido a
la formacién de acrodextrinas que son incoloras. Las moléculas terminales de
maltosa son hidrolizadas de manera sucesiva con la degradacion gradual, mas o
menos completa, de los intermediarios dextrinas a maltosa y a una cantidad mas
pequefa de glucosa. Los monosacaridos como la glucosa no pueden convertirse en
hidratos de carbono mas simples por la hidrélisis.

Algunos azucares reductores y sustancias fermentables son producidos a través
de la reaccion; sin embargo, el principal mecanismo de la reaccion es la ruptura de
polisacaridos primero a dextrinas, seguida por una fase mas lenta de formacion de

maltosa (Mac. Faddin 1991).
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11.6.2.4 Prueba de licuefaccidén de gelatina.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas de
tipo proteolitico (gelatinasas) que licuan/hidrolizan la gelatina o muestran cambios
caracteristicos debido a los productos de degradacion.

La gelatina, es una proteina derivada del colageno animal, se incorpora a
diferentes medios de cultivo para determinar la capacidad de un microorganismo de
producir enzimas proteoliticas (proteinasas), detectadas por digestion o licuefaccion
de la gelatina. Las enzimas capaces de producir gelatinolisis se denominan
gelatinasas. Estas enzimas proteoliticas a menudo son importantes factores de
virulencia de algunos microorganismos. Las proteinas naturales son demasiado
grandes para entrar en una célula bacteriana; por ende, para que una célula pueda
usar las proteinas, éstas primero deben ser catabolizadas a componentes mas
pequenos. Ciertas bacterias segregan gelatinasas exocelulares para degradar las
proteinas y esta capacidad ayuda a la identificacion bacteriana. El catabolismo de las
proteinas por parte de las gelatinasas es un proceso de dos pasos; el resultado final
es una mezcla de aminoacidos aislados.

Proteina + H,O Galatinasas » Polipéptidos

Proteinasas

Galatinasas

Polipéptidos + H,O » Aminoacidos individuales
Proteinasas

La gelatina es hidrolizada por la gelatinasa en sus aminoacidos constitutivos, con
pérdida de sus caracteristicas gelificantes (Mac. Faddin 1991).
Basicamente hay cinco medios/métodos para detectar la degradacién de la gelatina
por microorganismos:
% Medio basal liquido: licuefaccion.

«» Medio sélido nutritivo: hidrdlisis.
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+« Tiras de carbdén-gelatina: hidrolisis.
% Pelicula radiografica: degradacién de la gelatina.

% Agar gelatina: alcalinizacion.

11.6.2.5 Prueba de Voges-Proskauer (VP-MR).

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de algunos microorganismos para producir
un producto final neutro, acetiimetilcarbinol (AMC, acetoina), a partir de la
fermentacion de la glucosa. Voges-Proskauer (VP-MR) es un éponimo doble; Voges
y Proskauer fueron los primeros bacteridlogos en observar una coloracion roja en los
medios de cultivo después del tratamiento con hidréxido de potasio.

La prueba de Voges-Proskauer (VP-MR) se basa en la deteccion de acetoina, un
producto final neutro derivado del metabolismo de la glucosa. La glucosa es
metabolizada a acido piravico, el principal intermediario en la glucélisis. A partir del
acido piravico, las bacterias pueden seguir muchos caminos metabdlicos; la
produccion de acetoina es una de las vias metabdlicas de la degradacion de la
glucosa en las bacterias. Los miembros de la familia Enterobacteriaceae se clasifican
de manera caracteristica como fermentadores de acidos mixtos o del acido formico lo
que indica que los productos finales de la fermentacion de la glucosa son acidos:

como el férmico, acético, succinico, ademas de etanol, hidrégeno y dioxido de

carbono. Acido lactico

] Oxalacetato » Acido succinico
Acido piravico

Acido formico —>2
T,

Acetl CoA Acido acético
\

TN

Etanol
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Los fermentadores de acidos mixtos con posterioridad pueden ser divididos en
dos grupos: a) los que producen acidos pero no 2,3-butanodiol (o 2,3-butileno glicol),
y b) los que producen 2,3-butanodiol como sus principales productos finales.

2Piruvato — Acetoina + 2 CO»

La acetoina puede ser metabolizada por uno de dos medios: a) reduccion a 2,3-
butanodiol, el cual se acumula a menos que ocurra una reoxidacién o b) raras veces
por oxidacion de diacetilo, el que puede ser metabolizado aun mas. Stahly y
Werkman encontraron que la formacion de acetoina y 2,3-butanodiol es un sistema
reversible de reduccién u oxidacion, acetoina a 2,3-butanodiol por reduccion del 2,3-
butanodiol oxidado a acetoina; la exposicién al oxigeno atmosférico y a los alcalis
revierte con lentitud la reaccion (Mac. Faddin 1991).

Oxidacion

2,3-butanodiol » Acetoina
2,3-Butanodiol deshidrogenasa

11.6.2.6 Prueba de hidrélisis de caseina.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo para hidrolizar la caseina

(http: //www.es.wikipedia.org).

Para ello los microorganismos se desarrollan en un medio que contiene caseina y

consta de dos fracciones:

1. TSA: Agar triptona de soya, el propdsito general de este medio de cultivo es
para cultivo y aislamiento de microorganismos delicados y no delicados o para
almacenamiento de cultivo. Usado para el precultivo y enumeracion de
microorganismos como E.coli. Este medio de cultivo es conveniente para el
cultivo de microorganismos aerobios y anaerobios (http:

Ilwww.es.wikipedia.org).
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2. Leche descremada: Fuente de caseina. La caseina es la principal proteina de
la leche, se encuentra fundamentalmente de forma micelar en la leche. La
micela consiste en un complejo estructural de multiples submicelas o unidades
de caseina que, a su vez, estan compuestas de cadenas de aminoacidos. Una
unidad de caseina completa estd compuesta, en peso, por aproximadamente
el 40% de a-caseina, 35% de pB-caseina, 15% de «x-caseina y 10% de
componentes minoritarios. Por tanto para que ocurra la proteolisis o
degradacion de las cadenas proteicas en sustancias mas simples, como
peptonas, péptidos y aminoacidos, se requiere de una fuente de caseina, que

en este caso la contiene la leche descremada (Scott, R. 1991).

11.6.2.7 Prueba de reduccion de nitrato.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo de reducir los nitratos
o nitritos o gas nitrogeno libre.

La reduccién de nitrato (NO3) a nitrito (NO") y a nitrégeno gaseoso (N2) por lo
comun se produce en condiciones de anaerobiosis, en las cuales un microorganismo
produce su oxigeno del nitrato. El oxigeno actua como un aceptor de hidrégeno; es
decir, el protén y el aceptor final de electrones. La mayoria de las bacterias aerobias
son anaerobias facultativas y solo pueden reducir los nitratos en ausencia de
oxigeno. Esta respiracion anaerobia es un proceso de oxidacion en el que las
sustancias inorganicas (sobre todo nitrato y sulfato, rara vez carbonato) producen
oxigeno para actuar como un aceptor de electrones a fin de proporcionar energia. En
la reduccion de nitratos, los citocromos bacterianos transportan electrones a
moléculas aceptoras especificas. Gunsalus y Stainer establecieron que el nitrato
actua como ultimo oxidante en los sistemas de citocromos. La reduccion de nitratos

caracteristicas de una especie particular es mas o menos constante.
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Reduccion de nitratos a nitritos.
NOs +2e +2H" = > NO; +H0
Nitrato Nitrito

Las posibilidades del producto final en la reduccion del nitrato son muchas: nitrito
(NOy), amoniaco (NH3;), nitrégeno molecular (N2), 6xido nitrico (NO), 6xido nitroso
(N20O) o hidroxilamina (R-NH-OH). El producto formado depende de la especie
bacteriana. El producto final mas comun es el nitrégeno molecular (un gas) formado
por la via de la reduccion del nitrito. De acuerdo con las condiciones ambientales,
estos productos por lo comun no son oxidados con posterioridad ni asimilados en el
metabolismo celular, pero son excretados en el medio circundante. La reduccién de
nitrato a nitrégeno gaseoso (N2) u oxido nitroso (N2O) se denomina desnitrificacion. El
nitrato actua como un aceptor de electrones; por cada molécula de nitrato reducido se
aceptan cinco electrones.

2NO3; +10e +12H" ———— Ny + 6H,0
Nitrato a nitrdgeno molecular.

En el proceso de desnitrificacion, puede acumularse Oxido nitroso (un
intermediario) si la concentracion de nitrato es alta; cuando la concentracién de nitrato
es baja, el 6xido nitroso es reducido con posterioridad a nitrogeno molecular. En la
reduccién de nitratos pueden ocurrir diversos procesos para la utilizacién de los
productos finales obtenidos. El amoniaco o la hidroxilamina pueden ocurrir diversos
procesos para la utilizacion de los productos finales obtenidos, pueden estar
asimilados en los componentes celulares que contienen nitrégeno (proteinas y acidos
nucleicos) para la sintesis de nuevos compuestos. Por consiguiente, en la prueba de
reducciéon de nitratos, la reduccidon se evidencia por la presencia de un producto final
catabdlico o por la ausencia de nitrato en el medio (Blazevic and Ederer, 1975; Mac.

Faddin, 1991).
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1. Si al realizar la prueba hay apariciéon de burbujas en el tubo no es necesario
afadir nitrato si el microorganismo es no fermentador.

2. Si el microorganismo es fermentador (e.g. Enterobacteriaceae), el gas
producido puede ser hidrégeno, de esta manera se debe afiadir nitrato y la

prueba ser interpretada como se describioé en el numero 1.

11.6.2.8 Produccidn de gas a partir de glucosa y pruebas de fermentacién de

hidratos de carbono.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo para fermentar
(degradar) un hidrato de carbono especifico incorporado en un medio basal y producir
acido o acido con gas visible.

Los patrones de fermentacion por lo general son caracteristicos para grupos
bacterianos especificos o especies, ademas de ayudar en la diferenciacion entre
géneros. Un ejemplo de un polisacarido es la inulina, que esta compuesta por muchos
polimeros del monosacarido de fructosa. Los alcoholes que se denominan en
conjunto “azucares” son: adonitol, dulcitol, manitol y sorbitol. Todos son alcoholes

polihidricos, que son productos de la reduccién de un monosacarido.

reduccion . . .
Glucosa —— > Sorbitol (alcohol hexahidroxilado)

Los polisacaridos, trisacaridos y disacaridos son demasiado complejos para
penetrar en una célula bacteriana para su degradacion. Si pueden ser metabolizados
por una especie bacteriana particular, primeros son catabolizados a monosacaridos
menos complejos por enzimas exocelulares para que puedan ser incorporados al
interior de la célula.

La fermentacién es un proceso metabdlico anaerobio de oxidacion-reduccién, en

el cual un sustrato organico actua como el aceptor final de hidrégeno (aceptor de
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electrones) en lugar de oxigeno. La fermentacién de sustratos organicos como los
hidratos de carbono da por resultado productos finales reducidos y oxidados.

Algunas bacterias pueden fermentar la glucosa en anaerobiosis; otras oxidan la
glucosa. Algunas pueden utilizar ambos mecanismos para su metabolismo, mientras
otras no pueden utilizar la glucosa por ningun mecanismo.

La manera y la magnitud por las cuales un sustrato es catabolizado dependen de
las especies bacterianas y de las condiciones de cultivo. La principal via fermentativa
de degradacion de la glucosa es la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP).

Los productos finales caracteristicos de la fermentacion bacteriana son: a) acido
lactico, b) acidos acético y férmico, c) acido lactico y alcohol etilico (etanol), d) etanal,
e) acetilmetilcarbinol (acetoina) y CO,, f) acido succinico a acido propiénico y CO; g)
CO.y acetona a alcohol isopropilico (isopropanol) y h) acido butirico a alcohol butilico
(butanol). Las bacterias producen clases diversas de patrones de fermentacion, de
acuerdo con los productos finales formados caracteristicos.

Las pruebas de fermentacion de hidratos de carbono pueden utilizarse para
determinar qué productos finales se han formado pero no las vias metabdlicas
utilizadas. Asimismo, el medio contiene otros constituyentes para el crecimiento que
pueden degradarse para dar diversos productos finales similares a los producidos por
la degradacion de los hidratos de carbono mientras que el microorganismo esta
utilizando alguno de los carbonos producidos por la degradacion del hidrato de
carbono para producir nuevas células.

El indicador de pH utilizado con mas frecuencia para demostrar la fermentacion del
hidrato de carbono es el rojo de fenol, ya que la mayoria de los productos finales del
metabolismo de los hidratos de carbono son acidos organicos. Con el rojo fenol, el

cambio de color ocurre cerca del pH original del medio (pH acido 6.8; medio pH 7.4).
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La peptona en el medio también es degradada por las especies bacterianas vy
produce sustancias alcalinas. El acido producido por la fermentacién de un hidrato de
carbono se observa por un cambio de pH sdlo cuando se produce mas acido por la
degradacion del hidrato de carbono que sustancias alcalinas provenientes de la
degradacion de la peptona. La observacién de un cambio de color que denota acidez
esta influenciada por dos factores: a) el indicador de pH utilizado y b) las propiedades

buffer del medio (Mac. Faddin, 1991).

11.6.2.9 Produccidn de amoniaco a partir de arginina.

PRINCIPIO: Se basa en la degradacion de la arginina por la via de la Arginina
Desaminasa (ADI) a través de la siguiente reaccion (Liu, S.Q. and Pilone, G.J. 1998):

ADI
L-Arginina —>» L-Citrulina + NH3

11.6.2.10 Determinacién de la actividad lipolitica.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de microorganismos para producir la enzima
lipasa, que cataliza la hidrdlisis de triglicéridos y diglicéridos a acidos grasos y
glicerol, evidenciada por un brillo aceitoso, iridiscente, sobre las colonias y alrededor
de ellas en el medio en placa (Smeltzer, M., Hart, M. & landolo, J., 1992).

Lipido es un término abarcativo para describir un grupo de grasas o derivados de
las grasas. Los lipidos se clasifican en tres grupos principales: a) las grasas simples
(neutras), que por hidrélisis producen ésteres de acidos grasos y alcohol; b) las
grasas compuestas, que por hidrdlisis dan productos diferentes de los alcoholes y
acidos grasos (p. ej., fosfolipidos y glucolipidos), y c) derivados grasos, que se
obtienen por la hidrdlisis de lipidos simples o compuestos. Las grasas neutras son
ésteres de glicerol y de acidos grasos de cadena larga R es una cadena carbonada

de &cidos grasos (cadena lateral alquilica de acidos grasos ) esterificada al glicerol
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(glicerina), un alcohol trihidratado (polihidrico). Los fosfolipidos son ésteres complejos
de alcohol, acido graso, acido fosférico y una base nitrogenada.

La enzima lipasa actua sobre los ésteres emulsionados de glicéridos y/o lipidos.
Los  triglicéridos  (triacilgliceroles) son  hidrolizados a  monoglicéridos
(monoacilgliceroles), glicerol y una variedad de diferentes acidos grasos saturados o
no saturados. La lipasa es especifica para las cadenas a y a1 de triglicéridos.

Cuando se hidrolizan, las unidades éster (ligaduras carbonil-oxigeno) se rompen y
elementos del agua se combinan con los fragmentos. Cuando las uniones éster de los
glicéridos son hidrolizadas, los acidos grasos se comportan como acidos carboxilicos

comunes y son insolubles en agua (Mac. Faddin, 1991).

11.6.2.11 Determinacidén de la actividad proteolitica.

PRINCIPIO: Determinar la capacidad de un microorganismo para degradar
proteinas, para esta determinacién se utilizé la prueba de hidrdlisis de caseina y

licuefaccién de gelatina.
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lll. OBJETIVOS

[1l.1. Objetivo general.

Confirmar la presencia de bacterias acido lacticas haléfilas (HALAB) de origen marino
en quesos mexicanos tipo cotija y doble crema, aislando y caracterizandolas
parcialmente y de esta manera contribuir para entender el papel de la microbiota LAB

en el proceso de maduracién del queso.

[11.2. Objetivos particulares.

« Aislar las bacterias haldfilas presentes en los quesos tipo cotija y doble crema.

% Obtener las caracteristicas fisiolégicas de las bacterias haldfilas.

+ Determinar las caracteristicas bioquimicas de las bacterias haldfilas
encontradas en los quesos.

+ Determinar la actividad proteolitica y lipolitica de las bacterias haldfilas.
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IV. JUSTIFICACION

IV. JUSTIFICACION

Recientemente se ha descubierto la presencia de un grupo de bacterias lacticas,
posiblemente de origen marino, en la corteza de algunos quesos madurados
europeos, dando lugar a una serie de investigaciones en Europa y Japén para tratar

de averiguar el posible papel de estos microorganismos en esos quesos.

En algunos estudios, se han usado métodos moleculares para cuantificar e
identificar algunas HALAB a partir de la corteza de quesos maduros alemanes y
franceses (Maoz et al. 2003; Feurer et al.,, 2004). Los géneros principales
identificados son: Marinilactibacillus, Alkalibacterium y Halolactibacillus.

Existe muy poca informacion acerca del analisis de la microbiota de los quesos
cuando se cultivan en medios salinos, con el objetivo de cuantificar o aislar las LAB

presentes en ellos.

En esta investigacion se aislaron y caracterizaron fenotipicamente las bacterias
lacticas halofilas (HALAB) presentes en muestras de dos quesos mexicanos: el queso
doble crema y el queso tipo cotija, usando medios de cultivo salinos; asi como para

conocer su posible papel en la maduracion de los quesos.
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V. METODOLOGIA.

V.1. Materia prima.

Se utiliz6 como materia prima, dos tipos de quesos que por sus
caracteristicas de sabor salado y maduracién, se consideraban factibles de contener
las bacterias acido-lacticas haldfilas de interés para la tesis, los cuales se obtuvieron

de supermercados de la Ciudad de México:

- Doble crema, en estado fresco (de origen: Pijijiapan, Chiapas) y

- Tipo caotija, rallado.

V.2. Métodos de analisis.

V.2.1 Determinacion de humedad.

Con el empleo de una termobalanza (marca Mettler, modelo LJ16 Moisture
Analyzer), se determin6 el contenido de humedad para cada queso. Se distribuyo
homogéneamente una fina capa de muestra de queso sobre un plato metalico
previamente tarado; de acuerdo a tablas de secado, al queso le corresponde una

temperatura de 160°C, hasta peso constante.

V.2.2. Determinacion de pH.

Se utilizé un potencidmetro (marca Orion, modelo 920 A) para medir en soluciones
realizadas con aproximadamente 2.5g de queso en 5mL de agua destilada (ajustada
a pH=7).

V.2.3. Determinacion del contenido de NaCl.

Utilizando un iondmetro (Cardy Compact lon Meter C-122, marca Horiba, Ltd), se

llevd a cabo la determinacion del contenido de sodio (Na*) en cada una de las

muestras de queso empleadas en la investigacion.
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V. METODOLOGIA
Los calculos llevados a cabo se realizaron de la siguiente manera:
Ejemplo:
31 x100 — 3100ppm —3100mg /L — 3100mg / Kg
- multiplicando por la dilucion (1:10):
=31000mg / Kg
=31g/Kg
=3.1g/100g
=3.1% de Na
- peso molecular del NaCl: 58.5g / gmol
Na: 22.98989 /gmol
Cl: 35.4539g / gmol
- con regla de tres:
3.1% — 23g

X — 58.5¢g - X =7.88% de NaCl

V.3. Preparacion de los medios de aislamiento de bacterias &cido-lacticas

halé6filas.

Por las caracteristicas del habitat marino de estos organismos se propuso el
término “bacteria acido lactica marina”. De acuerdo a su salinidad y alcalinidad se usé
un medio de aislamiento con 7% de NaCl y un pH de 9.5 a 10 para excluir a las LAB
comunes (CLAB), las cuales son relativamente acido tolerantes y para su cultivo el pH
optimo va de neutro a ligeramente acido permitiendo no competir a HALAB contra
CLAB (Ishikawa et al., 2003, 2005). Estudios acerca de la flora LAB usando un medio
no salino, neutral y ligeramente acido demostré microorganismos latentes y hasta

puede no estar reflejado en la microbiota actual de quesos.
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V. METODOLOGIA
El caldo de extraccion que se requiere para aislar a HALAB contiene 7% NaCl,

Glucosa - Extracto de levadura - Peptona - Extracto de pescado (GYPF) en

cantidades determinadas (Ishikawa et al., 2003; Ishikawa et al., 2006). Sin embargo

durante el transcurso de la investigacién fue modificAndose de acuerdo a los
ingredientes disponibles y a los resultados obtenidos de acuerdo a los requerimientos
de HALAB. Asi, la composicion del caldo de aislamiento y los agares para la
incubacién en placa y tubos inclinados, se realizaron de la siguiente manera:

Caldo de aislamiento GYPF al 7% de NaCl (preparada con H,O destilada a
1000mL; pH =7.5):

o 10g de glucosa.

e 5g de extracto de levadura.

e 5g de polipeptona.

e 5g de extracto de Bonito (pescado); este fue sustituido en la presente
investigacion por 5g de extracto de carne (por tanto este medio se abreviara como
GYPC en vez de GYPF).

e 1gde K;HPOs,.

e 70g de NaCl.

¢ 10mg de cicloheximida (inhibidor de levaduras).

e 10mg de colistina; este fue sustituido en la presente investigacién por 10mg de
polimixina E.

e 10mg de azida de sodio.

e 5mL de una solucién de sales, que contiene (mL™):

0 40mg de MgS0O,4-7H,0.
0 2mg de MnSO04'4H,0; fue sustituido en la presente investigacion por

1.5153mg de MnSO4"H0.
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0 2mg de FeSOy4 7H,0.

Agar base de aislamiento GYPC al 7% de NacCl:

Para el vaciado en placa y los tubos inclinados, se utilizé el caldo de aislamiento
GYPC al 7% de NaCl mas 1.5% de agar bacterioldgico.

La preparacion del caldo de aislamiento y del agar, se esterilizaron con autoclave

a 121°C por 15 minutos.

V.4. Aislamiento de bacterias acido-lacticas hal6filas a partir de muestras de

queso.

Se pesaron 0.5g de muestra del interior de cada uno de los quesos y se colocaron

en tubos.

e Se homogenizé la muestra de queso en 5mL de caldo de aislamiento GYPC 7%
NaCl.

e Se incubaron las muestras durante 4 dias a 30°C.

e Se vertieron en placas con agar GYPC-7%NaCl, 0.1mL de las suspensiones y
fueron incubadas anaerébicamente a 30°C por 24 horas.

e Paralelamente se sembrd por estria cruzada placas con agar, a fin de aislar
colonias de bacterias haléfilas de cada uno de los quesos; se incubaron a 30°C
hasta la aparicion de colonias.

e Las colonias aisladas fueron resembradas en tubos inclinados con agar GYPC-
7%NacCl, con el fin de fortalecer el crecimiento de las colonias; se incubaron a
30°C durante aproximadamente 4 dias.

e Tomando con asa una colonia aislada, se inoculd un tubo con caldo de

enriquecimiento GYPC -7%NacCl, y se incub6 a 30°C durante 24 horas.
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V.5. Caracteristicas morfoldgicas y de cultivo.

. Una vez aisladas las bacterias se inocularon en agar-GYPC-7%NaCl para
observar su crecimiento y tipo de colonia caracteristico de cada cepa.
. Se tomo una colonia y se realizaron tinciones de Gram para hacer

observaciones microscoépicas y determinar su morfologia.

V.5.1. Prueba de Movilidad.

PRINCIPIO: Determinar si un microorganismo es movil o inmovil. Las bacterias
son moviles por medio de flagelos. Los flagelos aparecen sobre todo entre los bacilos
(bacterias con forma de bastoncillo); sin embargo, una pocas formas cocoides son
moviles. Las bacterias moviles pueden contener un unico flagelo o muchos flagelos y
su ubicacion varia segun las especies bacterianas y las condiciones de cultivo. En
ocasiones, las bacterias moviles producen varias inmoviles que parecen estables y en
raras oportunidades revierten a las formas moviles. Los microorganismos inmoviles
carecen de flagelos.

Las sales de tetrazolio son monotetrazoles que contienen dos grupos base azo
(R-N=N-OH). EI grupo azo (-N=N) es un cromoforo basico que imparte color al
compuesto en el cual se encuentra. El tetrazolio (TTC) es una sal de una base
coloreada, por lo comun cloruro. EI TTC posee un anillo benceno adherido a los
atomos de nitrégeno, que puede actuar como un aceptor artificial de electrones para
las enzimas ligadas al nucleotido piridina, es decir, succinico deshidrogenasa,
citocromo oxidasa, NAD (DPN) y NADP (TPN), en la cadena bioldgica oxidativa. La
sal es reducida por el citocromo b o por el ¢ o puede competir por los electrones de la
citocromo oxidasa. La oxidacion es mediada por la reduccién de deshidrogenasas

especificas por el sistema de transporte de electrones.
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El tetrazolio es un compuesto incoloro, soluble, que es captado por las células
bacterianas y reducido en el sitio de las oxidaciones enzimaticas con la liberacion del
acido formazan, un compuesto insoluble altamente pigmentado (rojo). Cuando se
incorpora TTC al medio para movilidad es necesario un control no inoculado. Sin

embargo este reactivo inhibe ciertos microorganismos (Mac. Faddin, 1991).

reduccion N E_@
I _N—
N N Células (reductasa) C/ |
+ Bacterianas +9H \N=N + HCI
C19H15N4C| Formazan
Sal tetrazolio (TTC) Cloruro de 2,3,5- Pigmentado de rojo-insoluble-reducido.

trifeniltetrazolio Incoloro-soluble-oxidado.

Reaccion de reduccion de la sal tetrazolio con células bacterianas para
la formacién del formazan (pigmento rojo).

V.6. Caracteristicas de crecimiento en relaciéon a [NaCl], temperaturas y

tiempo 6ptimo de crecimiento.

¢ Se prepararon tubos que contenian 10mL de caldo de aislamiento GYPC, pero a
diferentes concentraciones de NaCl (estas concentraciones fueron de 0% hasta
12% de NaCl), a los cuales se les inocul6 con 1mL del caldo GYPC-7%NacCl
incubado anteriormente, para determinar su densidad 6ptica a 590nm.

¢ De acuerdo a los resultados obtenidos en el punto anterior se determiné reducir el
intervalo de concentraciones de NaCl, utilizando en este caso 0.5%, 1%, 1.5%,
2.0%, 2.5%, 3.0%, 3.5%, 4.0% y 4.5% de NaCl, determinando igualmente la
densidad 6ptica de los tubos inoculados después de 24 y 48 horas de incubacion,
todo esto por triplicado.

¢ Una vez determinada la concentracién optima de NaCl se incubo a diferentes
temperaturas (28°C, 30°C y 32°C) para obtener la temperatura adecuada para

cada cepa.
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¢ Asi mismo se realiz6 una curva de crecimiento, de 24, 48, 72 y 96 horas,
determinada por la densidad 6ptica a 590 nm.
¢ Se midi6 el pH a las 24 y 48 horas del caldo GYPC antes y después de ser

inoculado para determinar la capacidad de acidificacion.

V.7. Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas.

De aqui en adelante se define a la cepa aislada del queso tipo cotija como QC vy la
cepa aislada del queso doble crema como QDC.
Una vez que se obtuvo desarrollo microbiano se midié el pH y se realizaron las

siguientes pruebas bioquimicas.

V.7.1. Prueba de Catalasa.

1. Para la realizacion de esta prueba se inoculo en agar-GYPC inclinado con
la concentracién de NaCl establecida para cada cepa aislada tanto de QC
como de QDC vy el organismo se incubd a su temperatura 6ptima de 24 a
48 horas.
2. Se introdujo 1 mL de peroxido de hidrogeno al 3%, permitiendo el flujo
sobre el agar inclinado.
Positivo: Produccion de burbujas.
Negativo: Sin produccion de gas.
La prueba también se realizo en una caja de petri donde se eligié una colonia aislada
del cultivo caracteristica y se emulsiono con una gota de peréxido de hidrégeno, y se

interpreto como en el numero 2.

V.7.2. Prueba de Oxidasa.

Se realiz6 por el Método Indofenol.
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1. Se inocul6 en agar nutritivo (GYPC con la concentracion correspondiente a
la (s) cepa (s) aisladas de cada queso QDC y QC) inclinado, y se incubo a
la temperatura 6ptima de crecimiento del microorganismo (30°C) de 24 a 48
horas.

2. Se anadieron 3 gotas de reactivo A y reactivo B al cultivo del agar
(inclinado), y se inclinaron los tubos para mezclar los reactivos y para que
su vez fluyan sobre el cultivo.

Positivo: Color azul en el crecimiento, antes de dos minutos.
Reacciones débiles o dudosas que ocurran después de dos minutos se ignoran.
REACTIVO A: Disolver 1g de a-naftol en 100 mL de etanol al 95%.
REACTIVO B: Disolver 1g de p-aminodimetilanilina/HCIl en 100 mL de agua destilada.

Este reactivo debe ser almacenado en el refrigerador y debe ser preparado cada mes.

V.7.3. Prueba de hidrélisis de almidon.

Se prepard agar GYPC (apropiado para cada cepa con la que se trabajé) con 0.2%
de almidon soluble en placas.
1. Se inoculo en el medio de almidén y se incubo en una atmodsfera
apropiada a 30°C de noche o hasta que ocurrio suficiente crecimiento.
2. A cada una de las placas se afiadié unas pocas gotas de iodo Gram.
Positivo: Medio azul con el area alrededor incolora del crecimiento.

Negativo: Medio azul con crecimiento alrededor uniforme.

V.7.4. Prueba de licuefaccion de gelatina.

Se preparo gelatina en caldo nutritivo GYPC (con [NaCl] requerida para cada cepa) al
12% y se separo en tubos anchos. Se esterilizé en autoclave a 121°C por 12 minutos.

1. Se inoculé en la gelatina por piquete y se incub6 a 30°C por 30 dias.
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2. Para detectar la licuefaccion, se colocaron los tubos en refrigeracion por
30 minutos.
Positivo fuerte: Licuefaccion en tres dias.

Positivo Débil: Licuefaccidon después de tres dias.

V.7.5. Prueba de Voges-Proskauer y Rojo de Metilo (VP-MR).

1. Se inoculé en medio VP-MR y se incubd a 30°C por 48 horas.
2. Se tomo 1mL del cultivo y se transfirid a un tubo limpio.

3. Se anadi6 0.6 mL de a-naftol al 5% en etanol y se mezclo bien.
4. Después se afiadié 0.2 mL de KOH al 40%.y se agito.

Positivo: Color rojo durante 5 minutos.

V.7.6. Prueba de hidrolisis de caseina.

Consta de dos fracciones:
1. TSA (Agar Triptona de Soya) se disolvieron 20g en 250 mL de agua
destilada.
2. Leche descremada 10g disuelta en 250mL de agua destilada.
Cada fraccién se esterilizé por separado, la solucion de caseina se esterilizé a 115°C
durante 30 minutos, luego se dejo enfriar hasta 45°C, se mezclé y se repartid el
medio en placas petri.

Las cepas se sembraron mediante una estria central gruesa y la lectura de la
prueba se realizo observando la aparicion de un halo transparente alrededor del
crecimiento bacteriano, cuando la bacteria es capaz de hidrolizar la caseina.

El periodo de incubacion para las cepas fue de 5 dias a 30°C.

También se sembré en agar TSA al cual no se le afladioé peptona de caseina.

50



V. METODOLOGIA

V.7.7. Prueba de reduccion de nitrato.

Las bacterias pueden reducir el nitrato por mas de un proceso.
1. Se preparo caldo nitrato como medio de cultivo y se distribuyo en tubos
con campanas Durham invertidas.
2. Se inocularon las cepas en el medio nitrito y se incubaron de 24 a 48
horas a 30°C.
3. Se mezclo por partes iguales la solucion A y la solucion B y se afiadio
0.1 mL de la mezcla del cultivo.
Positivo: Ausencia del color rojo en el cultivo.
Negativo: Desarrollo del color rojo.
SOLUCION DE NITRATO A: Se disolvieron 0.8g de acido sulfénilico en 100mL de acido
acético 5N (esto es 1 parte de acido acético glacial en 2 /2 partes de agua destilada).
SOLUCION DE NITRATO B: Anadir 0.6mL de N,N-dimetil-1-naftalamina en 100mL de
acido acético 5N. Almacenar esta solucion a 4°C.
Un método rapido puede ser:
1. Inocular 0.5 mL de caldo nitrato con una gota grande del medio de
cultivo con desarrollo de las cepas a trabajar.
2. Incubar en un bafio de agua caliente a 37°C.
3. Anfadir una gota de la solucion A y una gota de la solucion B, y observar.
Positivo: Color rojo.
Si la prueba es negativa, afadir al minuto una cantidad pequefia de polvo de zinc y
agitar.

Positivo: Ausencia del color rojo.
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V.7.8. Produccion de gas a partir de glucosa.

1. Se preparo caldo GYPC a las [NaCl] determinadas para cada cepa
aislada de estudio (2.5% para la cepa aislada del queso tipo cotija y 4%
para la cepa aislada del queso doble crema).

2. Se repartio en tubos con campanas Durham y se incubo a 30°C de 24 a
48 horas.

Positivo: Presencia de burbujas en la campana.

V.7.9. Produccion de amoniaco a partir de arginina.

Se uso la prueba de la arginina desaminasa.

1. Se preparé el medio que contiene: extracto de levadura, rojo de fenol,
agar y sales.

2. La L-arginina se esterilizo por filtracién anadiéndola al medio estéril a
55-60°C.

3. La siembra se realiz6 en picadura y los tubos se cubrieron con una capa
de aceite mineral estéril de un centimetro de grosor.

4. La incubacién se realiz6 a 37°C durante 7 dias y transcurrido este
tiempo la presencia de un color rojo en los tubos indica una reaccién
positiva debida a la liberacion de aminas por descarboxilacién
(Koneman y col. 1983).

Positivo: Viraje del indicador (rosa), ocasionado por la produccion de amoniaco

a partir del aminoacido.

V.7.10. Determinacién de la actividad lipolitica, se realizo en agar de

tributirina.

1. Se preparé agar de tributirina base.
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2. Se anadi6 1 g de tributirina neutral (gliceril-tributirato) Merck (I tem 1958)
esterilizada por filtracion, al agar antes de vaciar a las placas.
3. Se inocularon las bacterias aisladas (QDC y QC) y se incubaron a 29 °C
hasta desarrollo microbiano.
Positivo: Formacion de un halo transparente alrededor de la colonia, lo cual
indica actividad lipolitica.

Negativo: No hay formacion de halo.

V.7.11 Determinacion de la actividad proteolitica.

Esta se determino mediante la prueba de hidrdlisis de caseina y licuefaccion de

gelatina.
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VI. Diagrama de Bloques

VI.1. Esquema general del aislamiento y caracterizacion de las cepas

aisladas del queso tipo cotija (QC) y queso doble crema (QDC).
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V. METODOLOGIA

VI.2. Preparacion de la leche para

inocular.

La leche para la inoculacion se
requiere al 10 %.

A4

30 g de leche descremada +
270 mL de agua destilada.

A 4

Esterilizar en autoclave a
121 °C por 15 min.

Después de inocular los tubos con
caldo se determinara crecimiento
mediante la presencia de turbidez y
tincion de Gram, y se inoculan en las
cajas con agar al 1.5 % por estria
cruzada o por agotamiento vy
posterior a esto se inocularan en
tubos inclinados con agar.

Una vez que se presenten las
colonias caracteristicas se procedera
a realizar las demas pruebas como
son determinacion de temperatura

optima, tiempo de desarrollo, etc.

VI.3 Aislamiento de las bacterias
presentes en los quesos utilizados
(queso tipo cotija y queso doble

crema).

0.5 g de queso tomado del interior
+ 5 mL de caldo GYPC.

A 4

Homogenizar en caldo GYPC con 4 % de
NaCl para QDC y 2.5% para QC.

A 4

Tomar 1 mL de la muestra anterior y homogenizar en
9 mL de caldo GYPC con el % de NaCl respectivo
para cada cepa.

A 4

Incubar a 30 °C hasta la aparicion de
turbidez lo cual indica desarrollo microbiano.

A 4
Realizar tincién de Gram.

A 4

Sembrar en placas con agar GYPC al 1.5 % con
4% de NaCl para QDC y 2.5% para QC y en
tubos con agar inclinado.

|

Incubar anaerdébicamente a
30 °C por 4 dias.

Y
Realizar tincion de Gram.

A
Observar al microscopio.
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VII. Equipo y Reactivos.

Equipo:

Termobalanza
modelo LJ16).

(Marca Mettler,

Potenciometro (Marca Orion, modelo
920 A).

londmetro para determinacion de Na*
(Cardy Compact lon Meter C-122,

marca Horiba, Ltd).

UV/Vis
Jenway, modelo 5405).

Espectrofotdmetro (Marca

Microscopio éptico.

Microcentrifuga  (Marca  Hettich,

modelo Universal 30RF).

Balanza Mettler,

modelo AE100).

digital (Marca

Autoclave (Marca Brinkmann, modelo
2540E).

Campana de flujo laminar.

Estufa de
(Marca Mapsa).

temperatura constante

Membranas de nylon.

Puntas para micropipetas

automaticas.

Micropipetas automaticas de 2, 20,
200y 1000 pL.

Material comuUn de laboratorio.

Reactivos:

« Dextrosa anhidra (Reproquifin)
CH,OH(CHOH)4,CHO, PM: 180.16.

« Extracto de levadura (Sigma) N,. 232-387-9.
 Extracto de carne (BD Bioxon) codigo 211802.
« Fosfato de Potasio monobasico (Reactivos
analiticos) KH,PO4 PM: 154.098.

« Ciclohexamida (3[2(3,5-Dimetil-2-
oxociclohexil)-2-hidroxietillglutarimida).

« Polimixina B Sulfato EEC No. 215-774-7.
 Polipeptona (Bioxon) CAT 217700.

» Agar bacterioldgico (Bioxon) codigo 215000.
« Sulfato de Magnésio (Monterre) MgSQO47H,0
PM: 246.50.

« Sulfato Manganoso (J.T.Baker) MnSO4H,0
PM: 169.01.

« Sulfato Ferroso (Monterre) FeSO47H,0

PM: 278.03.

e Cloruro de Sédio (Fermont) NaCl

PM: 58.44.

« Azida de Sdédio (Sigma) NaN3 PM: 65.0099.
« Agua oxigenada (Jaloma) anticéptico.

o Colorantes Gram (Hycel) CAT. 541.

« a-naftol (mercks reagenzien) C1oHsgO.

PM: 144.17.

e P-amino (DMPPDA/2HCI), CsH12N2*2HCI,
(Fluka) PM: 209.12.

o Almidon Soluble (Reasol).

» Gelatina (Reagenzien merck).

» Medio Voges-Proskauer (MR-VP), (Bioxon de
México).

« Hidréxido de Potasio (Fermont) PM: 56.11.

« Peptona de caseina (BD Bioxon) Ref: 232200.
« Peptona de soya (BD Bioxon) Ref: 211811.

« Tributirina neutral (gliceril-tributirato) Merck (|
tem 1958).

« Acido Sulfénilico (Sigma), CsH7NO3S minimum
99.0%, PM:173.19.

« Acido acético glacial (Baker Analyzed J.T.)
CH3;COOH, PM: 60.0520.

e L-Arginina (Merck) CgH14N4O, PM: 174.20.
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VIIl. Resultados y discusion.

VIII.1. Anédlisis de los quesos tipo cotijay doble crema.

Se llevaron a cabo las determinaciones de humedad y pH de los quesos a fin de
caracterizar las condiciones iniciales de la materia prima que se empleé en la
investigacién. Los datos se observan en la Tabla 1:

Tabla 1. Datos de humedad y pH de los quesos tipo cotija y doble crema.

Queso doble crema fresco | Queso doble crema seco Queso tipo cotija
rallado
R R, Promedio R, R, Promedio R, R, | Promedio
Peso de la muestra (g) 8.6 6.4 75 3.0 4.2 3.6 109 | 7.8 9.3
Contenido de humedad (%) | 51.2 | 53.7 52.5 247 | 275 26 45 45 45.3
pH 4.4 4.4 4.4 4.4 5.6 5.6

Destaca que el queso doble crema es un producto mas acido que el queso tipo cotija,
tanto en estado fresco como seco.

En la presente investigacion, los quesos utilizados para el aislamiento de las cepas
haléfilas o halotolerantes, fueron comprados directamente en un supermercado, de tal
manera que la obtencién de los valores de pH y contenido de humedad, son parte de
la caracterizacion de la materia prima.

Las condiciones de acidez de cada queso, son propias de las caracteristicas
organolépticas de éstos, que debido a su proceso de fabricacién implican una etapa
de descenso del pH a causa de la accidn de las bacterias LAB y HALAB y otra etapa

de maduracion antes de llegar al mercado.

VIII.2. Determinacion del contenido de NacCl.

Por su parte, la determinacion del contenido de NaCl en los quesos indicd que
ademas de ser un producto acido, el queso doble crema fresco contiene un elevado

porcentaje de sal, seguido por el queso tipo cotija.
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

Con estos datos, siendo productos lacteos de elevado contenido salino, fue posible
establecer como hipétesis la presencia de bacterias lacticas de caracter haldfilo,
responsables de la maduracion de éstos (Tabla 2).

Tabla 2. Datos del contenido de NaCl de los quesos tipo cotija y doble crema (fresco
y S€eco).

Queso doble crema Queso doble Queso tipo cotija
fresco crema seco rallado
Lectura del iondmero (Na*) 31x100 16x100 20x100
NaCl (%) 7.884 4.069 5.086

No se llevé a cabo la aplicacion de ningun método estadistico, debido a que en el
caso de la determinacién del contenido de NaCl se hizo con un equipo que en
pruebas preliminares mostré una constante repeticion en las lecturas.

VIII.3. Pruebas de acidificacion.

Se aislo una colonia bacteriana haldfila de cada uno de los quesos tanto del queso
tipo cotija como del queso doble crema y luego, se le realizaron algunas pruebas para
confirmar su caracter acidificante en el medio, de tal manera que se determiné el pH
inicial (sin inocular) y el pH final (inoculado), tanto en caldo de aislamiento GYPC-
7%NaCl como en leche descremada estéril.

Se inocularon solo las colonias bacterianas aisladas de cada uno de los quesos tipo
cotija y doble crema (una colonia aislada de cada queso).

Los resultados obtenidos fueron positivos, en el sentido que se pudo corroborar el
descenso del pH de ambos medios, tal como se muestra en la siguiente Tabla 3:
Tabla 3. Datos de pH en caldo GYPC y en leche descremada inoculados con las

cepas aisladas de los quesos tipo cotija y doble crema.

Muestra Medio pH

Inicial 24 h 48h [ dias

Queso doble

crema. Caldo de aislamiento 5. 562 5379 4180

| eche descremada 6.367 - - 3.896

Queso tipo cotija.  [Caldo de aislamiento | 5.670 5.465 4.344

Leche descremada 6.367 - - 4 659
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VIII. 4. Caracteristicas microscOpicas y macroscopicas a partir de las cepas

aisladas del queso tipo cotija (QC) y queso doble crema (QDC).

VIII. 4.1. Observaciones microscopicas:

Se realizaron tinciones de Gram para observar las caracteristicas microscépicas de
las bacterias aisladas del queso tipo cotija y queso doble crema en estudio, utilizando
un microscopio optico. La Figura 8 es la observacion microscépica de la tincién de
Gram hecha a las bacterias aisladas haldfilas de QC, en la cual se pueden observar
bacilos alargados Gram (+) que a su vez forman ramificaciones pero también se

presentan alineados.

Fig. 8 Tincion Gram de las bacterias aisladas haldfilas aisladas del
queso tipo cotija [bacterias Gram (+)].

La Fig. 9 es la observaciéon microscépica de la tincion de Gram realizada a las

bacterias haldfilas aisladas de QDC donde a diferencia de QC estos bacilos son mas
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cortos y gruesos y forman agrupaciones en vez de ramificaciones, a estos bacilos los

definimos también como bacilos de forma cilindrica.

Fig. 9 Tincién Gram de las bacterias aisladas haldfilas aisladas del
queso doble crema [bacterias Gram (+)].

VIII.4.2. Observaciones macroscopicas:
Las cepas aisladas del QDC y QC se sembraron en caldo GYPC y se incubaron a
30°C por 24 (Fig. 10) y 48 horas (Fig. 11), transcurrido este tiempo hubo desarrollo de
las cepas aisladas del QDC y QC, sin embargo a las 48 horas hay mas crecimiento,
esto se define por la presencia de turbidez (Fig. 11), las cepas aisladas de cada

queso se inocularon en tubos de cultivo con medio GYPC y se les realizé la tincion de
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

Gram (Fig. 8 y 9), y posterior a esto fueron sembradas en cajas con agar (al 1.5%)
GYPC e incubadas a 30°C por 48 horas (Fig. 12) como se describidé anteriormente y
se observo el crecimiento en las cajas para determinar sus caracteristicas fisicas,

ademas de realizar también la prueba de movilidad.

Fig. 10 Cepas del QDC y QC inoculadas en caldo GYPC a las 24 h. a) caldo GYPC sin inocular, b)
caldo GYPC inoculado con la cepa aislada de QDC y c) caldo GYPC inoculado con la cepa aislada del
QC.

Fig. 11 Cepas del QDC y QC inoculadas en caldo GYPC a las 48 h. d) caldo GYPC sin inocular, e)
caldo GYPC inoculado con la cepa de QC y f) caldo GYPC inoculado con la cepa de QDC.

Las caracteristicas del desarrollo en cajas de las colonias de las bacterias aisladas de

QC son convexas, dispersas, de color blanco opaco y lenticulares (Figura 12), las
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VIll. RESULTADOS Y DISCUSION

colonias aisladas de QDC en agar inclinado se pueden observar en la Figura 13 y su
desarrollo en caja muestra que las caracteristicas de estas colonias son convexas,
blancas opaco, lenticulares, pero a diferencia de las del QC su desarrollo es mas

abundante y las colonias estdn mas juntas (Figura 14).

Fig.13 Colonias de QDC en agar GYPC inclinado.

Fig. 14 Colonias de queso doble crema en agar GYPC a las 48 h. de inoculacion.
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De acuerdo con la prueba de movilidad el resultado sera positivo (mévil) debido a que
microorganismos moviles migran desde la linea de siembra y se difunden en el
medio, lo que produce turbidez. Pueden mostrar estrias de crecimiento velloso [Fig.
14 (g) y Fig. 15 (i)]. Y cuando al medio se le agrega TTC el resultado dara positivo
(mévil) si los microorganismos maoviles producen una nube turbia rosa [Fig. 14 (h) y
Fig. 15 (k)] que se difunde en todo el medio. Por lo tanto la prueba de movilidad dio

positiva para ambas cepas (QDC y QC) como se muestra en las figuras 14 y 15.

Fig.14 Prueba de movilidad de la cepa del queso doble crema. g) Medio sin TTC y h) Medio con TTC.

Fig.15 Prueba de movilidad de la cepa del queso tipo cotija. i) Medio sin TTC y j) Amplificacion de la
imagen j k) Medio con TTC.
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VIIL.5. Determinacion de [NaCl], Temperaturay tiempo 6ptimo de crecimiento

para cada cepa aislada.

Con el objeto de determinar la magnitud de crecimiento a diferentes concentraciones
de NaCl en el medio, se leyo la absorbancia después de 24 y 48 horas de incubacion
a 28, 30 y 32°C luego de ser inoculados con las bacterias haléfilas y también se
realiz6é una curva de crecimiento.

En una primera inoculacién, los resultados obtenidos indicaron que la cepa aislada
del QDC posiblemente tenga un caracter moderadamente haldfilo dado el tipo de
curva observada en la Figura 16. Sin embargo, el caracter real de la cepa solo podria
observarse en un medio minimo desprovisto totalmente de sal y en el cual en teoria
un microorganismo halofilico estricto no deberia mostrar crecimiento. En los medios
no definidos como el usado en este trabajo, no es posible definir claramente el
comportamiento ya que normalmente los ingredientes de los mismos tienen sal
residual. En el caso de las bacterias aisladas de QC, y tal como se aprecia en la
Figuras 17, el comportamiento es de halotolerancia.

Se obtuvo la maxima absorbancia alrededor del 2 a 4% de NaCl en el medio
(sefalado por el circulo rojo), por lo cual, posteriormente se redefinieron los intervalos

de concentracion de sal ([NaCl]) en el medio.

Cepa aislada del queso doble crema

8
et
[5}
8
2
5
1%}
3
<

4 6
% NaCl

Fig. 16 Curva de crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl para la cepa aislada del QDC a 24
y 48 horas de incubacion.

| abc | 24h. | 48h. |
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% NaCl Abs. 590 nm Abs. 590 nm
0 0.420 0.345
2 0.600 0.636
4 0.645 0.661
Ciroulo 100 —p |0 0.449 0.172
8 0.340 0.138
10 0.395 0.375

Datos de la figura 16.

Cepa aislada del queso tipo cotija

]
o
c
]
o
e
o
%]
o
<<

% NaCl

Fig. 17 Curva de crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl para la cepa aislada del QC a las
24 y 48 horas de incubacion.

QC 24 h. 48 h.

% NaCl ADbs. 590 nm | AbS. 500 nm
0 1.678 2.083
2 1.320 1.558
4 1.064 1.108
6 0.855 0.795
8 0.692 0.633
10 0.417 0.344

Datos de la figura 17.

De acuerdo a los resultados obtenidos con las nuevas concentraciones de sal
probadas, indican un 6ptimo de crecimiento de 4% de NaCl para QDC (Fig. 16) y

2.5% de NaCl para la cepa QC sefalado por el circulo rojo (Fig. 18).
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Fig. 18 Curva de crecimiento a la concentracion optima de NaCl para la cepa aislada del QC, la cual es
al 2.5% y a las 48 horas.

&= Circulo rojo

Queso | tipo cotija 24 h. 48 h.

%NaCl | Promedio | Desviacion | Promedio | Desviacion
0.0 0.0130 0.012530 0.460 0.167475
0.5 00133 0.000577 0.735 0.009866
1.0 0.0217 0.004933 0.743 0.022030
1.5 0.0240 0.011269 0.613 0.105192
2.0 0.0190 0.007550 0.722 0.011136
2.5 0.0263 0.003055 0.745 0.032047
3.0 0.0230 0.005292 0.630 0.029513
3.5 0.0187 0.005774 0.548 0.026026
4.0 0.0123 0.005033 0.514 0.012767
4.5 0.0177 0.005508 0.467 0.016258

Datos de la figura 18, los datos usados para la grafica fueron los del promedio.

Para determinar la temperatura 6ptima se realizaron diferentes curvas de crecimiento

para QDC y QC (Fig. 19), donde el resultado para ambas cepas fue de una

temperatura 6ptima de 30°C.

1,0000

0,9000
£ 0,8000
2 07000
 0,6000
20,5000
S 04000
S 03000

< 10,2000
0,1000
0,0000

Cepa aislada del queso doble crema

30°C

Temperatura (°C)

Fig. 19 Curva de crecimiento a diferentes Temperaturas para determinar la Temperatura 6ptima para la

cepa aislada de QDC con 4% NaCl.
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48 h
Temperatura DS Promedio | Temperatura DS Promedio
28°C 0,0115902 | 0,510333 28°C 0,175432 | 0,913667
30°C 0,0343560 | 0,587333 30°C 0,024947 | 0,772667
32°C 0,0051962 | 0,628000 32°C 0,014933 | 0,639000

Datos de la figura 19.

Circulo verde

Para la determinacién del tiempo 6ptimo de crecimiento se realizaron mediciones de

absorbancia por triplicado para cada cepa, determinando para QDC las 48 horas de

incubacién como tiempo éptimo ya que a este tiempo se obtuvo el maximo desarrollo

de crecimiento (Fig. 20). El promedio de las tres mediciones anteriores indica con

mas claridad que el tiempo 6éptimo de crecimiento es a las 48 horas para la cepa QDC

(Fig. 21).

Absorbancia gy -

Cepa aislada del queso doble crema 30°C 4% NaCl

48

Tiempo (h)

Fig. 20 Curva de crecimiento que como se observa el tiempo de desarrollo 6ptimo es a las 48 horas.

. 0,800000
& 0,600000 -

©
3)
c
[}
o
=
o
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<

0,400000 -
0,200000 -
0,000000

Cepa aislada del queso doble crema 30°C 4% NaCl

48

Tiempo (h)

Fig. 21 Curva de crecimiento promedio de las absorbancias de la fig. 20 en relacién al tiempo de

desarrollo 6ptimo el cual es a las 48 horas (circulo color vino).
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Queso doble crema | 30°C | 4%NaCl
Tiempo (h) Abs.1 Abs.2| Abs.3 | Promedio DS
0 0 0 0 0.000000 | 0.0000000
24 0.491 0.545] 0.514 | 0.516667 | 0.0270986
48 0.680 0.634] 0.683 | 0.665667 | 0.0274651
72 0.662 0.642] 0.653 | 0.652333 ] 0.0100167
96 0.645 0.621] 0.666 | 0.644000 | 0.0225167

Datos de la figura 20 y 21.

<= Circulo vino

Para QC se obtuvo la maxima absorbancia a las 48 horas, como lo indica en la Fig.

22. Realizando también el promedio del grafico anterior, obteniendo el tiempo éptimo

a las 48 horas también para QC Fig. 23.

Cepa aislada del queso tipo cotija 30°C 2.5% NacCl

N

o

S

S
|

Absorbanciassnm

Tiempo (h)

Fig. 22 Curva de crecimiento en relacion al tiempo de desarrollo éptimo para el QC el cual es a las 48

horas.

Cepa aislada del queso tipo cotija 30°C 2.5% NacCl

1.20000 -

£ 1.00000 -

9“’ 0.80000 -
2 0.60000 -

4+
£ 040000 |
o
2 0.20000 |
< 0.00000

Tiempo (h)

Fig. 23 Curva de crecimiento en relacion al tiempo de desarrollo 6ptimo (circulo color vino) para la cepa
aislada de QC el cual es a las 48 horas (promedio de la grafica fig. 21).
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Queso tipo | cotija 30°C 2.5% NaCl
Tiempo (h) | Abs.1| Abs.2 Abs.3 Promedio | Desviacion
0 0.037 | 0.040 0.042 0.03967 | 0.0025166
24 0.726 | 0.694 0.667 0.69567 | 0.0295353
48 0.943 ]| 1.004 0.980 0.97567 | 0.0307300
72 0.872 | 0.942 0.926 0.91333 | 0.0366788
96 0.917 | 0.906 0.882 0.90167 | 0.0178979

VIII.6. Pruebas bioquimicas.

Datos de las figuras 22 y 23.

== Circulo vino

En el Cuadro 1 se observan los resultados de las pruebas bioquimicas llevadas a

cabo para ambas cepas aisladas en esta investigacion.

Cuadro 1. Pruebas bioquimicas.

Prueba Bioguimica.

Cepa aislada del QDC.

Cepa aislada del QC.

Catalasa Negativa Negativa
Oxidasa Negativa Negativa
Hidrolisis en almidon Positiva Positiva
Licuefaccion de gelatina Positiva Negativa
Voges-Proskauer (VP) Negativa Negativa
Hidrdlisis de caseina Negativa Negativa
Reduccion de nitrato Positiva Positiva
Gas a partir de glucosa Negativa Negativa
Amoniaco a partir de arginina Negativa Negativa
Actividad lipolitica Negativa Negativa
Actividad proteolitica Positiva Negativa

La literatura reporta a Marinilactibacillus

psychrotolerans y a Alkalibacterium

olivapovliticus aislados a partir de quesos europeos (Ishikawa et al., 2003; Ishikawa et

al., 2005) con las siguientes caracteristicas (Cuadro 2):
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Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas vy fisiolégicas de las bacterias aisladas de los

quesos europeos reportados en la literatura.

Marinilactibacillus psychrotolerans
Bacilos Gram (+)

Alkalibacterium olivapovliticus
BacilosGram (+)

Catalasa (+)

Catalasa (-)

Oxidasa (-)

Oxidasa (-)

No esporulados

No esporulado

T maxima 40-45 °C

T maxima 37 °C

T 6ptima 37-40 °C

T 6ptima 27-32 °C

M©ovil con flagelos peritrico

Flagelado

Ligeramente halofilico

Anaerobio facultativo

Altamente halotolerante

Halotolerante

Psicotolerante

Psicotolerante

Alcalofilico

Alcalofilico obligado

pH optimo de crecimiento 8.0-9.5

pH éptimo 9.0-9.4

Intervalo de pH 6.0-10.0

Intervalo de pH 8.0-11.0

[NaCl] éptimo 2.0-3.75 % (p/v)

[NaCl] 6ptimo 3.0-5.0 % (p/v)

[NaCl] intervalo 0-17.0-20.5% (p/v)

[NaCl] intervalo 0-5.0-10.0% (p/v)

Forma cilindrica

Forma cilindrica

Sin embargo las caracteristicas de crecimiento de nuestras cepas aisladas de QDC y

QC fueron las siguientes (Cuadro 3):

Cuadro 3. Caracteristicas bioquimicas vy fisiolégicas de las cepas aisladas.

Cepa aislada del QDC

Bacilos Gram (+)

Cepa aislada del QC

BacilosGram (+)

Catalasa (-)

Catalasa (-)

Oxidasa (-)

Oxidasa (-)

No esporulados

No esporulado

Moderadamente halofilico

Halotolerante

Forma cilindrica

Forma alargada

T 6ptima 30 °C

T 6ptima 30 °C

Movil

Movil

Anaerobia facultativa

Anaerobia facultativa

[NaCl] 6ptimo 4.0 % (p/v)

[NaCl] 6ptimo 2.5 % (p/v)

[NaCl] intervalo 0-4.0-12% (p/v)

[NaCl] intervalo 0-2.5-10% (p/v)
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Comparando los resultados obtenidos de nuestras cepas aisladas (Cuadro 3.) con los
reportados en la literatura (Cuadro 2) no podemos decir que sean los mismos
microorganismos, sin embargo, algunas de las caracteristicas son similares pero para
definir bien el genero y el tipo de microorganismo que aislamos se requiere de
técnicas moleculares de identificacion de microorganismos, como seria PCR, por
mencionar uno.

Prueba de fermentacion de carbohidratos Cuadro 4:

Cuadro 4. Resultados de la prueba de fermentacién de carbohidratos.

Carbohidrato QDC Tiempo de fermentacion Tiempo de fermentacion
Arabinosa + 8 dias + 8 dias
Celobiosa + 24 horas + Mas de 3 dias

Fructosa + 48 horas + 48 horas
Galactosa + 24 horas + Mas de 3 dias
Glucosa + 24 horas + 24 horas
Lactosa + 48 horas + 48 horas
Malibiosa + Mas de 3 dias 24 horas
Manitol 8 dias 8 dias
Ramnosa 24 horas 24 horas
Rafinosa 8 dias Mas de 3 dias
Sacarosa 8 dias 8 dias
Sorbitol 8 dias 8 dias
Xilosa 8 dias 8 dias

Para el caso de la prueba de fermentaciéon de carbohidratos en todos los casos dio

positivo lo Unico que vario fue el tiempo que tardo en realizarse la fermentacion, por lo

tanto se podria decir que tanto la cepa aislada del queso doble crema (QDC) como la
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cepa aislada del queso tipo cotija (QC) pueden usar cualquier carbohidrato del
Cuadro 4 como fuente de carbono y quiza lo que varie es el tiempo de desarrollo.

En el caso de los positivos que se obtuvieron después de ocho dias lo Unico que se
tomo en cuenta fue el cambio de vire para determinar que se realiz6 la fermentacion
sin tomar en cuenta un tiempo de incubacion establecido.

La cepa aislada de QDC mostr6 actividad proteolitica y de licuefacciéon de gelatina, lo
cual indica que podria participar en una etapa tardia de la maduraciéon del queso
doble crema. No es probable que participe desde el inicio ya que la prueba de
utilizacién de la caseina resultd negativa.

La cepa aislada de QC aparentemente no participaria en el proceso de maduracion

del queso tipo cotija ya que no presentd actividades ni proteolitica ni lipolitica.
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IX. CONCLUSIONES

. Se logré aislar dos tipos de bacterias lacticas: una con un posible caracter
moderadamente halofilico y otra halotolerante de los quesos utilizados (queso doble
crema y tipo cotija respectivamente) encontrdndose dos cepas con caracteristicas
morfoldgicas diferentes pero con caracteristicas fisiologicas muy similares.

. Las bacterias aisladas de los dos quesos fueron inoculadas en leche a la cual
la acidificaron, y coagularon por lo que se puede decir que tienen la caracteristica de
ser bacterias 4acido lacticas.

. No pertenecen al genero de lactobacillus ya que la prueba de reduccion de
nitrato la cual identifica a este genero dio positiva, por su parte tampoco tienen las
caracteristicas de Marinilactibacillus psychrotolerans ni las de Alkalibacterium
olivapovliticus.

. Para el caso de las bacterias aisladas a partir del queso tipo cotija (QC)
presentan las caracteristicas de ser bacilos alargados Gram (+), moviles, no
esporuladas, halotolerantes, con una temperatura o6ptima de 30°C, anaerdbia
facultativa y [NaCl] 6ptimo 2.5 % (p/v). Asi mismo no presento actividad proteolitica, ni
actividad lipolitica. De acuerdo a las pruebas bioquimicas realizadas.

. Debido a que la cepa aislada del queso tipo cotija (QC) no presentd actividad
proteolitica, ni lipolitica, se presume que ésta no participa activamente en el proceso
de maduracion de este tipo de quesos.

. Para la cepa de bacterias aisladas a partir del queso doble crema (QDC)
presentan las caracteristicas de ser bacilos cilindricos Gram (+), no esporulados, con
posible caracter moderadamente halofilico, T 6ptima de crecimiento 30°C, movil,

anaerodbia facultativa, [NaCl] optimo 4.0 % (p/v) y de acuerdo a las pruebas
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bioquimicas que dieron positivas a diferencia y en comparaciéon a la del queso tipo
cotija fue la de licuefaccién de gelatina y la actividad proteolitica.

. Debido a su actividad proteolitica y de licuefaccion de gelatina, la cepa aislada
del QDC, si podria indicar participacion en una etapa tardia de la maduracién del
queso doble crema. Sin embargo no es probable que participe desde el inicio ya que
la prueba de utilizacion de la caseina resulté negativa.

. El comportamiento del pH durante la maduracién de los quesos; se comporta
con un descenso de pH debido a que las LAB siguen trabajando y produciendo acido
lactico; sin embargo después de este periodo, el pH aumenta debido principalmente a
la lisis de algunas bacterias que provocan algunas reacciones que involucran la
formacion de sustancias nitrogenadas (amoniaco), con el consecuente aumento del

pH.
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X. GLOSARIO.

Bacterias lacticas homofermentativas= Relativo a bacterias del acido lactico y que
originan acido lactico como unico producto final de fermentacion.

Bacterias lacticas heterofermentativas= Relativo a bacterias del acido lactico, capaces
de originar mas de un producto de fermentacion.

°D=Grados Dornic. Existen diversos métodos para determinar la acidez de la leche.
En México y en los Estados Unidos se emplea el sistema de expresion en términos de
acido lactico y en Europa se usan diversos sistemas como son los grados Dornic (°D)
(mL de NaOH N/9 por 100mL). La conversion de % de ac. lactico a °D puede hacerse
en base a la siguiente relacion:

% acido lactico = mLyaon X Nnaon X peso meq del &c. lactico x 100 = 1.1 °D

ml—muestra
Glucdlisis= Ruta bioquimica mediante la cual se fermenta la glucosa para producir
energia (ATP) y varios productos resultantes de la fermentacion. También se
denomina ruta de Embden-Meyerhof.
Kefir=Producto lacteo fermentado de facil elaboracion artesanal, del cual se obtiene
un filtrado que tiene un aspecto parecido al de la leche pero con burbujas y espuma
como la cerveza. En el comercio hay cultivos liofilizados de kefir cuya duracion es
casi ilimitada.
Kumis=También se conoce como nata acida, se encuentra en el comercio en forma
de gel untuoso con un ligero gusto acido.
Lipolisis= Es la hidrdlisis de los enlaces éster de los lipidos (lipdlisis) se produce por
accion enzimatica o por calentamiento en presencia de agua y tiene por

consecuencia la liberacién de acidos grasos.
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Protedlisis=Conversion de proteinas en peptonas solubles por descomposicion o

hidrdlisis.

Starters= Es un cultivo de microorganismos cuyo crecimiento en la leche o cuajada
produce con su actividad metabdlica, la maduracién del queso.

Tetrazolio= Sal de una base coloreada que por lo comun es cloruro.

Tincion de Gram= Coloracién diferencial que incorpora dos colorantes con colores

contrastantes; inventada en 1847 por Christian Gram, de alli su nombre. Las bacterias

son clasificadas como Gram positivas 0 Gram negativas, lo que depende de su

capacidad de retener o perder el colorante primario (violeta cristal) cuando se las

somete a un agente decolorante.

X.1. Abreviaturas.

CLAB= Bacterias acido-lacticas comunes.

GYPC= Medio de cultivo para aislamiento de LAB El cual contiene Glucosa, Extracto
de levadura, Peptona y Extracto de carne.

HALAB= Bacterias acido-lacticas halofilicas y alcalofilicas.

LAB= Bacterias acido-lacticas.

[NaCl]= Concentracion de NaCl (cloruro de sodio).

NSLAB= Bacterias acido-lacticas no iniciadoras.

QDC= Cepa aislada del queso doble crema.

QC= Cepa aislada del queso tipo cotija.

TSA=Agar Triptona de Soya.
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