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RESUMEN

La calidad microbiológicade la lechede cabrapresentólos siguientesniveles

medios(expresadosen log ufc/ml): 5.61 microorganismostotales,3.91 Gramnegativos,

2.83 psicrotrofos Gram negativos,2.82 enterobacteriáceas,2.80 coliformes, 2.37

coliformes fecales, 4.18 estafilococosy 2.67 estafilococoscoagulasapositivos. Todos

los gruposmicrobianos,salvo los psicrotrofosGram negativos,alcanzaronsus niveles

máximosen veranoy los mínimos en invierno.

La actividad lactoperoxidasade Ja lechecruda de cabradió un valor medio de

1.55 U/ml. Los nivelesmediosde tiocianatofueronde 4.03 ppm. Seobservóun efecto

significativo del individuo y del tiempode lactaciónsobrelos nivelesde lactoperoxidasa

y de tiocianato.Los valoresmediosde la actividadlactoperoxidasaen la lechede cabra

de las razasVeratay Murciano-Granadinadurantela lactación fueron de 0.95 y 2.15

U/mí, respectivamente.El contenidomedio de tiocianatoresultóserde 5.76ppm para

la raza Verata y de 3.20 ppm para la Murciano-Granadina.Se encontróun efecto

significativo de la razasobrelos nivelesde lactoperoxidasay de tiocianato.

La activacióndel sistemalactoperoxidasaen lechecrudade cabrainhibió tanto

a microorganismostotalescomo a psicrotrofosa temperaturasde refrigeración,siendo

mas efectiva sobre psicrotrofos. A 40C y 8”C se encontraron valores de

microorganismostotales significativamentemás bajos en la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivado, con diferenciasmáximasde 0.8-0.9unidadeslogarítmicasa

los 4-6díaspara 40C y de 0.6-1.1unidadeslogarítmicasa los 2-4díaspara 80C. Las

diferenciasmáximaspara psicrotrofosse observarona 40C a los 3-4 días,con valores

1.3-1.6 unidades logarítmicas inferiores en leche con el sistema lactoperoxidasa

activado. A 20<’C el sistemano inhibió el desarrollode microorganismostotales. Sin

embargo,el crecimientodepsicrotrofosresultósignificativamenteafectado,conniveles

0.7-1.2unidadeslogarítmicasinferioresen la leche tratadaa las 24-48horas.

El sistemalactoperoxidasaresultóbactericidapara Pseudomonasfluorescensa

temperaturasde refrigeración y a temperaturaambiente. La población de Ps.

fluorescens se redujo tras activar el sistema lactoperoxidasa1.7 y 1.8 unidades
logarítmicasa 40C y 80C, respectivamente,duranteel primer día. A 40C sealcanzó

el nivel mínimo de Ps. fluorescensa los 2 días,manteniéndoseprácticamenteestable

hasta los 5 días. Las diferencias máximas entre la leche control y la leche con el

sistemalactoperoxidasaactivadoseobservarona los 5 días(5.2unidadeslogarítmicas)
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a 4”C y a los 3 días (4.8 unidadeslogarítmicas) a 8”C. La activacióndel sistema

lactoperoxidasapermiteel controldel desarrollode Ps. fluorescensen lecherefrigerada

durante5-6 días a 40C y durante3-4díasa 8W. EJ sistemaJactoperoxidasaredujo los

nivelesde Ps. fluorescensen lechea 20t’C en 0.8 unidadeslogarítmicastras 8 horas,

siendo la máxima diferencia entre la leche tratada y la control de 1.8 unidades

logarítmicasa las 24 horasde incubación.

El desarrollode Escherichia cotí en lechede cabrafue muy reducidoa 4W,

detectándosevalores ligeramenteinferioresen la leche con el sistemalactoperoxidasa

activado. El sistemalactoperoxidasainhibió el crecimientode E. cotí a 8<~C y a 20W.

A 8<’C los niveles de estemicroorganismoen la leche con el sistemalactoperoxidasa

activado fueron significativamentemás bajos durante los primeros 5 días, siendo la

diferencia máxima de 1 unidad logarítmicaa los 3 días. Aunque no se observóuna

reducción inicial en la leche tratada, sí se comprobó una fase de latencia más

prolongadade E. cotí. Tambiéna 200C se observóun retrasoen el crecimientode E.

cotí en la leche con el sistemalactoperoxidasaactivado, condiferenciasde 0.8 y 1.2

unidadeslogarítmicasa las 8 y 24 horas,respectivamente.

El sistema lactoperoxidasade la feche de cabramostróun efecto ligeramente

bactericidasobreListeria monocytogenesa 40C y 80C. Al activarel sistemaen leche

a 40C, los nivelesde estepatógenodescendieronhastael día 9 para las cepasScottA

y 5069y hastael día 3 para la cepaNCTC 11994. A 80C descendieronhastael día7,

3 y 1, respectivamente.Despuésde 10 días a 40C los nivelesde L. tnonocytogenesen

la leche con el sistema lactoperoxidasaactivado eran 1.6, 1.5 y 1.1 unidades

logarítmicasinferioresa los de la lechecontrolpara las cepasScottA, 5069 y NCTC

11994, respectivamente.A 80C estasdiferenciaseran de 1.9, 0.8 y 0.4 unidades

logarítmicas.A 200C no seregistróefectobactericida,aunquese comprobóun retraso

en el desarrollode L. rnonocytogenesde 0.6-1.2unidadeslogarítmicasa las 24 horas

y de 0.31 .3 unidadeslogarítmicasa los 3 días.

La activación del sistema lactoperoxidasano afectó significativamenteal

comportamientode Staphylococcusaureusa temperaturasde refrigeración.Tantoa4W

como a 8W el desarrollo de Staph. aureus fue muy reducido, no observándose

actividad antimicrobianatras activar el sistema. Sin embargo a 200C, aunqueel

crecimientode Staph.aureusfue muy reducido,sedetectóun efectosignificativo. Las

diferenciasentre la lechecontrol y la tratadafueron significativassolamentea las 24

horas, no alcanzandoenningúncaso las 0.3 unidadeslogarítmicas.
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1. JNTROI)UCCIÓN

1.1. PRODUCCIÓN,CARACTERÍSTICAS Y UTILIZACIÓN DE LA LECHE

DE CABRA

1.1.1. Producción

La producciónmundialde lechede cabra,8.1 millonesde toneladasen 1987,

sesitúa en cuarto lugarde la produccióntotal de lechedetrásde la de vaca,búfala

y oveja. Europaese] principaJproductordespuésde Asia, siendo Francia,Grecia

y Españalos paíseseuropeosque más leche de cabraproducen.Tantoen España

comoen cl resto del mundola evoluciónes ascendente:401 millones de litros en

1988, 414 en 1989y 473 en 1990 (MAPA., 1993).Las ComunidadesAutónomas

que más lechede cabraprodujeronen 1990 fueronAndalucía,con 221 millonesde

litros, Castilla la Mancha,con 73 millones de litros, Canariascon 55 millones de

litros y Castilla-León,con 29 millones de litros.

El desarrollodeestesectorviene condicionadoporunaseriede factoresque

afectantanto a la producciónde lechede cabracomoa suutilización. Estos factores

son los siguientes:

- La ganaderíaestáorientadaprincipalmentehacia la carne.

- Las regionesdondese crían las cabrassuelensermontañosaso con suelos

poco fértiles que sólo permitenel mantenimientode estos animales,cuya

alimentaciónes la vegetaciónnaturalexistentey escasosforrajes.

- El númerode productoselaboradosa partir de lechede cabraes reducido,

consistiendofundamentalmenteen quesosartesanales.

Estasrazonesexplicanla bajaproducciónde la lechedecabracomparadacon

la de otras especies.Sin embargo, la crecientedemandade quesosde cabra, la

adopciónde sistemasganaderosintensivos, la mayor investigacióntanto de las

característicasde la lechecomo de las característicasde los quesosy la ausenciade

limitacionesen la producciónde lechede cabraporpartede la ComunidadEuropea

han hechoque éstaaumentegradualmente.
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Debido a las característicasdel relieve de las zonasque mantienenganado

caprinosedan una seriede problemasen la recogidade la lecheque influirán sobre

la calidadmicrobiológicade ésta:

El númeroelevadode ganaderoscon rebañospequeñosy bajos nivelesde

producción.

La dispersiónde los ganaderosy la falta de infraestructura(canalizaciónde

aguacorriente,electricidad,carreteras)paraconservary transportarla leche.

- La naturalezaestacionalde la producción: la mayorproducciónse da en los

mesesde marzoajunio, por lo que frecuentementese tiene que recogerla

lechedos vecesal día.

- Las pobrescondicioneshigiénicasy deequipamientode los establos,debidas

al generalmentebajo nivel económicoy cultural de los ganaderos.

1.1.2. Características

Los datossobrelacomposiciónquímicade la lechedecabraenEspañasegún

Martín Hernándezet al. (1988) son los siguientes: Extracto seco total: 12.04-

17.48%;Grasa:3.70-7.40%;Proteína:3.11-3.75%;Caseína:2.40-3.11%;Cenizas:

0.75-0.95%; pH: 6.33-6.61. Estos datos son similares a los de otros países

productores.De todos los componenteslos que presentanmayorvariaciónson la

proteínay la grasa(Juárezet al., 1991).

Los factoresque afectana la composiciónde la lecheson los siguientes:

- La raza(Parkash& Jenness,1968), sobretodo en el casode lagrasa(Ramos

& Juárez,1981).

- La variaciónestacional.

- La lactación.

- La alimentación.
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Estos dosúltimos factoreshansido estudiadospordiversosinvestigadores.

Se han detectadovariacionesdel extracto seco total duí-ante la lactación (Boro~,

1986), y una disminución de la cantidadde grasa y proteína a los 5 mesesdel

períodode lactación,para volver a aumentaral final de éste.Otros investigadores

encontraronla mayorconcentraciónde grasa,proteínay salesmineralesen Ja época

de menorproducción(octubrea febrero)para decaerdespuésde marzo,que es la

época de mayor producción (Barbosa& Miranda, 1986). En cuanto al factor

alimentación,una dieta pobre en grasa haceque la leche tengaa su vez un bajo

contenidoen grasa(Le Jaouen,1972), mientrasque el contenidoen nitrógenode la

dietano pareceafectaral de la leche(Vignon, 1976).Cuandose aumentala cantidad

de energíade la dieta aumentala producción,aunqueno pareceque tengaefecto

sobrela composición(Jenness,1980).

1.1.2.1.Lípidos

Los glóbulosde grasade diámetromenor que 3 micrassonmás abundantes

en la lechede cabraque en la de vaca(Le Mens, 1985).Estos glóbuloscarecende

aglutininasen la lechede cabra.Por lo demás,tanto la composicióny propiedades

de la membrana del glóbulo como la composición lipídica en su interior son

similaresen ambostipos de leche(Jenness,1980).

El estudiode los ácidosgrasoslibres en leche de cabray de vacaha sido

llevadoa cabopordiversosinvestigadores.La cantidadde ácidosgrasosde cadena

cortay media(C8, C10, C12), volátilese insolubles,esmayoren lechede cabraque

en lechede vaca(Juárez& Ramos, 1986), asícomo la de ácidocaprílicoy cáprico

queproporcionanel aromacaracterísticoa los quesosde cabra(Juárezet al., 1991).

Las frentesde variaciónde los lípidos en generaly de los ácidosgrasosen

particular son la dieta, los factores genéticos, el período de lactación y el

almacenamiento.El factor más importantees la dieta (Morand-Fehr& Sauvant,

1980),tanto si sevaría la energíacomo la cantidado naturalezade los lípidos. Por

otra parte, seha visto que hay mayorcantidadde ácidosgrasosde cadenacortay

mediaen el calostroque en la leche (Klobasa& Senft, 1970).
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1. 1 .2.2. Compuestos nitrogenados

La leche de cabratiene un contenidomás alto en nitrógeno no proteico,

menorcantidad de proteínacoagulabley de caseínas,aunquemayor cantidadde

casemasoluble que la lechede vaca (Grappinet al., 1981). Estascaracterísticas

determinanel que el coágulode la leche de cabra sea menosfirme, aunquede

formaciónmásrápida,con un mayordesueradoy de menorcohesióny rendimiento

(Juárezet a]., 1991).

La composiciónde las micelasde caseínaessemejanteen la lechede cabra

y de vaca,perovaríasu tamañomedio. Las micelasdecaseínade la lechede cabra

tienenmás calcio y fósforoinorgánico,estánmenossolvatadas,pierdenla caseína

/3 más rápidamentey son menosestablesfrente a la temperatura(Jenness,1980).

Segúnestemismoautor, la lechede cabracontienecaseína¡, caseínafi y caseína

a~2. Por otra parte,se ha comprobadoque hay individuos que producenlechecon

un 20-25 % de caseínaa~1, mientras que otros producenleche carente de esta

caseína(Re.meufet al., 1989).En todo caso, la relaciónc41fi caseínaesmásbajaen

la lechede cabraque en la de vaca.

Otrasproteínaspresentesen la lechede cabrason las proteínasdel suero: 13

lactoglobulina,a lactoalbúminay seroalbúmina.En cuantoa las enzimas,hay menos

ribonucleasa,lipasa y xantinaoxidasaen La lechede cabraque en la lechede vaca

(Jenness,1980).Otrasproteínasmenoressonla lactoferrina,transferrina,prolactina,

inmunoglobulinay lisozima.

1.1.2.3.Salesminerales

Estánpresentesfundamentalmenteen la leche de cabrael sodio, potasio,

calcio, magnesio,fósforo y cloro. El calcio, fósforo, potasio y cloro son más

abundantesen la lechede cabraqueen la leche de vaca (Morand-Fehr& Flamant,

1983; Jenness,1980). En general,la concentraciónde elementosmineralesdecrece

durante las siete primeras semanasde lactación (Maraval & Vignon, 1982).

Elementostraza como el hierro, cobre, zinc y manganesose encuentranen

proporcionessemejantesen la lechede cabray de vaca.

Finalmente, la leche de cabracontienemenos ácido N-acetilneuramínico,

ácidoorótico, folato y vitaminas~2 y ~ que la lechede vaca(Jenness,1980).
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1.1.3. Utilización

La mayorpartede la lechede cabrase utiliza para la fabricaciónde quesos,

con Greciaa la cabezade los paíseseuropeosseguidade Francia,España,Italia y

Portugal. i)e los 473 millones de litros de lechequeprodujo Españaen 1990, 37 se

consumierondirectamenteen la explotación,46 se destinarona la fabricaciónde

queso en la explotación y 389 se comercializaron, de los cuales 364 fueron

entregadosa las industriaslácteasparala elaboraciónde quesos(M.A.P.A., 1993).

1.1.3.1. Quesosdecabra

En Españase fabrican25 variedadesde quesode cabrapuroy 21 a partir de

mezclasde lechede cabracon leche de vacay/o de oveja.

Los quesosde lechede cabrasepuedenagruparen tres grandestipos (Juárez

et al., 1991):

- Quesosfrescos(Alicante, Cádiz,La Vera).

- Quesosde pastablanda(Cáceres,Córdoba).

- Quesos de pasta prensada semiduros o duros (Acehuche, Valdeteja,

Majorero, los Ibores).

Los quesosfrescossefabricana partir de leche crudasin añadirfermentoo

a partir de leche pasteurizadacondosisbajasde fermentoy seconsumentras 2-10

días. Los quesos de pasta blanda se fabrican a partir de leche pasteurizada,

añadiendofermentosmesófilos, aromatizantesy acidificantes,e incorporándoles

esporasdel hongo Penicillium candidumque sedesarrollasuperficialmente.Estos

quesosseconsumentras 15-45 díasde maduración.Los quesossemidurosdepasta

ligeramenteprensadase fabricana partir de leche cruda a la cual se añadecuajo

animal extraído del estómagodel cabrito. Estos quesosse moldean y prensan

ligeramente,consumiéndosetras una maduraciónde 90 días o más tiempo si se

conservanen aceite.
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1.1.3.1.1.Características químicas

La composición química de algunos quesos de cabra ha sido estudiada por

diversos autores.

TABLA 1.

y Palmero.

Composiciónquímica de los quesosde cabra de los Ibores, Málaga

QUESO HUMEDAD” GRASA’ PROTEÍNA” CENIZAS”

Málaga’ 49.3 24.1 21.3 4.3

lbores2 37.1 35.3 21.7 5.6

Palmero3 35.6 30.8 28.1 3.7

¼g/lOOg queso

½ Marcos et al.
2. Mareos et a].

~: Gómez et al.

(1983)

(1984)

(1991)

El quesode los Iboresesun quesosemiduro,extragraso(55.9g de grasapor

100 g de extractoseco) y de gran valor energético.Mas Mayoral et al. (1991)

estudiaronel quesode los Ibores y comprobaronun alto contenidoenextractoseco

y grasa a los 60 días de maduración (65% y 43% respectivamente). Igualmente, el

alto porcentaje de sal y el bajo pH (pH 5) al final de la maduraciónconducena un

queso con poca proteolisis y de pasta muy seca.

meses

grasa.

Fontecha et al. (1990) estudiaron el quesoMajorero, que presentó a los 3

de maduración un 83.4% de extracto seco total y dentro de éste el 57.6% de

El pH al final de la maduración fue de 5.4.

Los grados de humedad de los quesos de cabra varían desde el

correspondiente a un queso duro (Palmero) hasta el correspondiente a un queso

blando(Málaga).La actividadde aguadelquesode Málagaesde 0.97, mientrasque

la del queso Majorero es tan sólo de 0.77 (Fontecha et al., 1990).
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Los quesos duros o semiduros tienen un contenido en nitrógeno soluble

alrededor del 20% del nitrógeno total. l1ontecha et al. (1990) encontraron un valor

de nitrógeno solubJe de 33.8% para eJ queso Majorero. Los quesos blandos

presentan dcl 10 al 20% de nitrógeno soluble.

EJ contenido en cloruro sódico varía en los quesos de cabra españoles desde

1.33 g/100 g de queso, en el Palmero (Gómez et al., 1991), hasta 3.77 g/100 g de

queso. en el de los Ibores (Marcos et al., 1984).

En cuanto a los macrominerales, el contenido de fósforo y de potasio del

queso de los Ibores es de 433 y 143 mg/lOO g de queso, respectivamente (Marcos

et al., 1984). Estos valores son similares a los de otros quesos de cabra. El calcio

y el magnesio se encuentran en cantidades de 500-700 mg/lOO g de queso y de 20-

40 mg/lOO g de queso, respectivamente. Los microminerales están representados por

el zinc, hierro, cobre y manganeso. En el queso de los Ibores el zinc y el hierro

tienen valores de 2.8 y de 0.6 mg/lOO g de queso, respectivamente, valores

similares a los de otros quesos españoles de cabra (Marcos et al., 1984).

Martín-Hernández & Juárez (1989) estudiaron el contenido en sales de quesos

frescos, semiduros, Majorero y blando con flora superficial, comprobando en éstos

últimos una desmineralización de calcio, fósforo, magnesio y zinc en el centro del

queso. Se detecté una migración de calcio y fósforo a la superficie debido a las

condiciones ácidas creadas por el crecimiento de P. candidum.

1.1.3.1.2. Características microbiológicas

Se ha investigado la evolución de la flora microbiana a lo largo de la

maduración de varios tipos de queso fabricados a partir de leche cruda

Fontecha et al. (1990) estudiaron el queso Majorero fabricado a partir de

leche cruda y consumido tras una maduración de 3 meses. La flora predominante

está constituida por estreptococos lácticos (Lactacoccuslactis subsp. lactis y

Lactococcuslactis subsp. cremoris), seguidos de varias especies de Lactobacillusy

de Leuconostoc.Los enterococos alcanzan valores elevados al principio de la

maduración, descendiendo gradualmente a partir de los 30 días.
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En el queso de Valdeteja de León, fabricado a partir de leche cruda y

consumido a las 3 ó 4 semanas de maduración (Gutierrez et al., 1988), la evolución

de los nivelesde estreptococoslácticos, leuconostoesy lactobacilos,micrococosy

enterohaeteriáceases similar a la del queso Majorero. Sin embargo, los mohos y

levaduras aumentaron durante la maduración, desde niveles de io~ ufc/g en la

cuajadahasta 106 ufc/g al final de la maduración.

El quesode Acehuehede Cáceres, fabricado a partir de leche cruda y

consumidotanto fresco(4-10días)comodespuésde 45 díasde maduración,presenta

altos niveles de enterobacteriáceas (10v ufc/g al 4’> día) y de coliformes (1O~ ufc/g

al j50 día),así como de estafilococoscoagulasapositivos (>10~ufc/g). Los mohos

y levaduras crecen hasta alcanzar 106 ufc/g en profundidad a los 30 días (Corisco

et al. ,1990>.

El quesode los Iboresfabricado en Extremaduraa partir de lechecruda de

cabra presenta la peculiaridad del tratamiento superficial, tras 15 días de

maduración, con pimentón y aceite. Mas Mayoral et al. (1991) evaluaron sus

características microbiológicas, comprobando niveles bajos de enterobacteriáceas y

de coliformescon valores inferioresa 102 ufc/g despuésde los primeros30 díasde

maduración.

Finalmente, en el queso de Gredos fabricado a partir de leche cruda y

consumido fresco durante la primera semana o conservadoen aceitetranscurridos

15 días de la elaboración,Medina et al. (1992) detectaron a los 4 días niveles

superioresa 106 ufc/g de enterobacteriáceasy de coliformes y de 1O~ ufc/g de

coliformesfecales. Los estafilococoscoagulasapositivospresentabanaltosniveles

a los 4 días que semantuvieronhastalos 15 días,descendiendoluego hastael final

de la maduración. Las enterobacteriáceas,coliformes y coliformes fecales

decrecierona partir de los 15 días,mientrasque los enterococosse mantuvieronen

niveles prácticamente constantes.
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1.2. CALIDAD MICROBIOLÓGICA DE LA LECHE DE CABRA

Los estudios sobre la calidad microbiológica de la leche de cabra son escasos,

tanto en Españacomo en otros países, debido entre otras causasa la menor

importancia económica de su producción respecto de la leche de vaca.

Debido a las diversascondicionestécnicasy de práctica higiénica de las

regiones productoras, es lógico encontrar una gran variación en la calidad

bacteriológicade la lechecrudade cabra,queen generalha demostradoserpobre.

Por otra parte, las diferenciascomposicionalesde la leche de cabra y de vaca

muestran la necesidad de establecer unos estándares específicos para la primera

(Hinckley, 1991).

Segúnla Directiva 92/46/CEE,el contenidoen gérmenestotalesde la leche

de cabrano podráexceder,a partir del 1 de enerode 1994, de 5x105/ml si la leche

o los productoselaboradosno recibentratamientotérmico y de 1x106/ml si reciben

dicho tratamiento.

1.2.1. Calidad microbiológica general

En los trabajospublicadoshastala fechasecompruebauna gran variación

de los nivelesde microorganismostotales,que van desde i0~ hasta106 ufc/ml.

Varo et al. (1977) estudiaronla incidencia de distintosgruposmicrobianos

en la leche cruda de cabrasen régimende semiestabulación,encontrandovalores

entre 1 .0x104 y 5.4x107 ufc/ml de microorganismostotales. Estos altos niveles

concuerdancon lamediade2.Oxl& ufc/ml obtenidaporBarbosa& Miranda(1986).

Porotra parte,Mariscal (1987),estudiandolacalidadmicrobiológicade la lechede

cabrade variasregionesde Andalucía,encontróque el 94% de las muestrasdaban

un recuentode microorganismostotales superiora 1 .5x 106 ufc/ml.

Jensen& Hughes(1980)encontraronen el 58.8% de las muestrasvalores

superiores al limite recomendado para la leche cruda de vaca. Utilizando el límite

estándarpara la lechecrudade vaca,de 5.0x106ufc/ml de totales,Cox & MacRae

(1989)encontraronqueel 22% de las muestraslo superaban.Porotro lado, Roberts

(1985) da cuenta de un 79% de muestras en las que los niveles no sobrepasan
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10> ufe/mí. En esta misma línea se sitúan los resultadosde Tirard-Collet et al.

(1991).

Los psicrotrofosresultanser los microorganismospredominantes,oscilando

entre 3.0x102 y l.7x107 ufe/mí (Varo et al.. 1977). Igualmente, Cox & MacRae

(1989) dan cuenta de altos valores de psicrotrotbs.

En cuantoa otros microorganismos,Barbosa& Miranda (1986)obtuvieron

los siguientesresultados:SOxiO> ufe/míparabacteriaslácticas,2.0x100ufe/mí para

bacterias proteolíticas y 2.0x103 ufe/mí para levaduras y mohos. Varo et al. (1977)

encontraronnivelesmáximosde levadurasde 2.1x105ufc/ml y escasaincidenciade

mohos. El nivel de microorganismosproteolíticos alcanzabaun máximo de 10~

ufc/ml, no produciendo ni olores ni sabores anormales en la leche. Los

microorganismos lipolíticos de la leche de cabra se encontraban en niveles

comprendidosentre2.0x104y 1.9x10’ufc/m].

1.2.2. Incidencia de microorganismos de interés sanitario

Varo et al. (1977)obtuvieronausenciade coliformes en algunasmuestras,

mientras que en otras alcanzaban 1 .5x í0~ ufc/ml. Autores como Jensen & Hughes

(1980)y Cox & MacRae(1989) tambiéninformande altos nivelesde coliformes.

Porotra parte,Roberts(1985>encontróqueel 71% de las muestrasteníamenosde

iO~ coliformes/mí y Tirard-Collet et al. (1991) obtuvieron menos de io~
coliformes/mí en la totalidadde las muestras.

La presenciade Escherichiacoli se confirma en el 60% de los casos (Barbosa

& Miranda, 1986; Jensen& I-Iughes, 1980). Roberts(1985)encontrómenosde 10

ufe/mí de estabacteriaen el 90% de los casos.

Los datos obtenidos sobre los estafilococos no ofrecen mayor consenso.

Mientras que unos autores detectan la presencia de Staphylococcusaureus en

porcentajescercanosal 60% (Barbosa& Miranda, 1986; Mariscal, 1987),otros lo

bacenen el 5% (Roberts, 1985; Jensen& Hughes,1980).

Cbubb & Orchard(1985)aislaronde la parteexternade la ubrey de la leche

mayoritariamente estafilococos coagulasa positivos, muchos de ellos hemolíticos. Sin

embargo,ningunade las cabrasmostrabasignosdemamitisy no sehallócorrelación
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alguna entreel aislamientode los estafilococosy la cantidadde neutrófilosen la

leche. La leche vendidapor las plantaslecherasconteníaentre5.4x102 y 4.9x104

estafiLococos/ml.Según estosautores,aunqueStaph. aureus es el patógeno más

asociado a la mamitis caprina, se sabe que ésta puede ser causada por estafilococos

coagulasa negativos. Además de Staph.aureus,otrosestafilococospuedenproducir

enterotoxinas.

Varios autores han estudiadola incidencia de las diferentesespeciesde

estafilococosen la leche de cabra.De Buyseret al. (1987) encontraronque Staph.

epiderinidis y Szaph. capraeeran las especiespredominantesen la lechede cabra

producidaenFrancia.Ryan & Greenwood(1990)concluyeronque los estafilococos

coagulasanegativoseranlas principalesbacteriasresponsablesde la infecciónde las

ubres, seguidas de Staph. aureus, estreptococosy coliformes. Finalmente

Kalogridou-Vassiliadou(1991)obtuvodel total de estafilococosaisladosde la leche

de cabraporcentajessimilaresde Staph.aureus,Swph.epidermidisy Staph.capitis.

Harvey & Gilmour (1988)aislaronde la lechedecabracrudaprincipalmenteStaph.

aureus, Sraph. epidermidis y Staph. sinzulans.Tan sólo Staph. aureus producía

enterotoxinas: concretamente el 35% de los aislamientos produjo enterotoxina C.

Estos resultados concuerdan con los de De Buyser et al. (1987), aunque estos autores

dan un mayorporcentajede Staplz. aureusproductoresdeenterotoxina.

El consumode leche cruda de cabra ha sido relacionadocon brotes de

campilobacteriosis(Harris et al., 1986). Por su parte, Roberts (1985) aisló

C’ampylobacterjejunien solamenteuna de las 2493 muestrasanalizadas.

La presenciade Yersinia enterocolitica varía segúnlos distintos autores.

Mientras que Roberts (1985) aisló este microorganismode un 0.08% de las

muestras, Jensen & Hughes (1980) lo hicieron del 12.8%. Walker & Gilmour (1986)

aislaron del 26% de muestras de leche de cabra, vendida al por menor,

microorganismosdel géneroYersinia,de los cualesla mayoríaera Y. enterocolitica

seguida de Y. intermedia.

En cuantoa otros patógenos,Roberts(1985)detectóSalmonellaspp. en un

1.2% de las muestras y no aisló Bruceltade ningunamuestra.
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1.3. EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA

En 1924, l-lanssenobservóque la leche reciénordeñadaresultababactericida

frente a Bacillus ¡yphosa y B. paratyphosa, correlacionando este efecto con la

presencia de enzimas oxidantes en la leche. Posteriormente, Wright & Tramer

(1958)encontraronque la enzimalactoperoxidasaestabaimplicadaen la inhibición

de estreptococoslácticos utilizados como fermentosen la fabricacióndel queso.

Portman & Auclair (1959) observaroncómo al inactivarse la lactoperoxidasa

desaparecíael efecto inhibitorio de la leche, mientrasqueañadiendolactoperoxidasa

pura serestablecíala actividadinhibitoria de la leche anteriormenteinactivada.

1.3.1. Componentes

El sistema lactoperoxidasase componede la enzima lactoperoxidasa,que

catalizala reacciónde oxidacióndel jón tiocianatoporel peróxidode hidrógeno.La

necesidaddel substratoperóxidode hidrógenofue establecidaporJago& Morrison

(1962),y la del ión tiocianatoporReiter et al. (1963: 1964).

1.3.1.1.Lactoperoxidasa

La lactoperoxidasaperteneceal grupode enzimasde las peroxidasas,que

junto con la catalasay la peróxido dismutasareducenel peróxido de hidrógeno

graciasa una variedad de donantesde electronesy protegena las células del

metabolismotóxico del oxígeno.Las peroxidasasestánampliamentedistribuidasen

los tejidos de los mamíferos, encontrándose en las glándulas mamarias, salivares

(Slowey et al., 1968), lacrimalesy tiroides, así como en la mucosaintestinal y en

el mucuscervical (Shindleret al., 1976).

La peroxidasaaisladade la lecheesquímicae inmunológicamentesimilar a

lasalivar,i-ecibiendoambaselnombrede lactoperoxidasa.La lactoperoxidasasalivar

del bebéactúadesdelos primerosdíasdespuésdel parto, compensandola pequeña

cantidadpresenteen la leche humana.El bebésecretae ingiere continuamentela

saliva que pasa al estómago e inicia su actividad antibacreriana. Por el contrario, el

ternerocareceprácticamentede lactoperoxidasasalivar. La saliva del ternerosólo

llega al abomasocuandova acompañadade leche,que constituyela fuenteprimaria

de lactoperoxidasa en este animal.
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Cuandolas ubresestáninfectadas(>106leucocitos/mí),aumentala actividad

peroxidasa debido a que los leucocitos liberan mieloperoxidasa y peróxido de

l)idrógeflo.

1.3.1.1.1.Características

La lactoperoxidasafue purificada por Theorell & Ákesson(1943). Es una

glicoproteina con un peso molecular de 78000 y un grupo hemo (Theorell &

Pedersen,1944). El contenidoen hierro es de 0.068-0.071%y en carbohidratode

9.9-10.2%(Carlstróm, 1969). El grupo hemo es una protoportirina IX (Sievers,

1979).

Al ser la lactoperoxidasaunaproteínacargadapositivamentea pH neutro,se

puedeaislarpor cromatografíade intercambiocatiónico (Martín-Hernándezet al.,

1990; Yoshida& Xiuyun, 1991).

La lactoperoxidasase inactivaparcialmentepor pasteurizacióncortaa 740C

(Wright & Tramer, 1958).Se inactivatotalmentesi se calientadurante15 minutos

a 750C. Sin embargo,si se calienta15 segundosa 800Csólo se reducesu actividad

enun 40% (Griffiths, 1986). La lactoperoxidasaresistela acidez,hastaun pH igual

a 3 (Wright & Tramer, 1958),y la acciónproteolíticadel jugo gástrico(Gothefors

& Marklund, 1975).

En cambio, esta enzima se inactiva irreversiblementepor un excesode

peróxidode hidrógeno(10mM), al destruirlos radicalessuperóxidoe hidroxilo el

grupohemo(Kohler et al., 1986). Igualmentese inactivapor la luzen presenciade

riboflavinay oxígeno(Martín-Hernándezet al., 1990)o poruncrecimientoexcesivo

de microorganismos(Kiermeier & Kaiser, 1 960b).

La actividadinhibitoria de la lactoperoxidasasepuederevertir añadiendoal

medio compuestoscon grupossulfhidrilo (Aune & Thomas, 1977).

1.3.1.1.2. Niveles

La leche de las diversasespecieshastaahora estudiadaspresentaactividad

lactoperoxidasaendistintosniveles.
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Se han utilizado distintos sustratos para valorar Ja actividad de la

lactoperoxidasa: pirogalol, 0-dianisidina, 0-fenilendiamina. Debido a su

inestabilidady a que algunode ellosespeligrosoparala saludse hansustituidopor

ABTS (2,2‘-azino-di-(3-etilbenztiazolina-6-ácidosulfónico).

Los resultadosobtenidospor métodosdistintosno puedencompararse.Así

porejemplo,los valoresdadosporKiermeier & Kaiser (1960a)parala lechede vaca

con el substrato0-fenilendiaminason de 1.7-17.6U/mí, mientrasque Stephenset

al. (1979)obtienenparala lechede vaca0.74-3.89U/ml con ABTS.

La actividad lactoperoxidasa,valorada con ABIS, en leche de distintas

especieses la siguiente:

Vaca 1.4 U/ml (Stephenset al., 1979)

BúfaJa 0.9 U/ml (Hárnulv& Kandasamy,1982)

Oveja 0.8 U/ml (Medinaet al., 1989)

Cabra 2.6 U/mí” (Reiter, 1985)

Cobaya 22.0 U/ml (Stephenset al., 1979)

dato extraídode una únicamuestra.

Se ha determinadoun límite de 0.02 U/ml para la capacidadinhibitoria de

la lactoperoxidasa,en presenciade tiocianato y peróxido de hidrógeno (Reiter,

1981). Pararevertir estacapacidadinhibitoria, senecesitaríauna actividadcatalasa

de 120 U/ml no fisiológica (Bjórck, 1978).

La lactoperoxidasa,normalmentepresenteen niveles de 10 a 30 gg/ml,

constituyee] 1 % de las proteínasdel suero de leche de vaca (Reiter, 1985). La

cantidadnecesariade enzimaparaqueel sistemalactoperoxidasaseaeficienteesde

0.5-1.0¡.tg/ml (Bjtirck, 1978).Enlechede vaca,Kernet al. (1962)establecieronque

la actividadlactoperoxidasadependíadelciclo sexual,períodode lactación,estación,

dieta y raza.

En leche de oveja, Medina et al. (1989) obtuvieron valores de actividad

lactoperoxidasadesde un mínimo de 0.14 U/ml hastaun máximo de 2.38 U/mI,
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detectandoun efecto individuo, raza y épocade muestreosobre los niveles de

actividadenzimática.

En general,la actividad lactoperoxidasaes ba.ja en el calostro, alcanzaun

tnáximo a los 4-5 díaspostpartum,para disminuir rápidamentey estabilizarseel

restodel períodode lactación.

¡.3.1.2.Tiocianato

El ión tiocianato se encuentra ampliamente distribuido en tejidos y

secrecionesanimales.Se localiza en las glándulasmamarias,salivares,tiroides, y

en el estómago(secretadopor las célulasparietalesal igual queel ácidoclorhídrico),

riñón y fluidos biológicos comoel plasmao el líquido cefalorraquideo.

Las fuentesdetiocianatosonlos glucosinolatosy los glucósidoscianogénicos.

Lasespeciesdel géneroBrassica(familia Cruc¡ferae)como lacoliflor, berzay nabo

sonricas en glucosinolatos,queformantiocianatotras hidrólisis (Wood, 1975).Los

glucósidoscianogénicosse encuentranen el maíz, la cañade azúcar,los guisantes

y las habas. Al hidrolizarseformancianuro,que reaccionacon grupostiosulfato y

productosmetabólicosdeaminoácidosazufradosparaconvertirseen tiocianato.Esta

reaccióndedetoxificaciónescatalizadapor la enzimarodanasaque se encuentraen

hígado,riñón y tiroides.

1.3.1.2.1. Niveles

La cantidadde ión tiocianatodependede la dieta. Tanto en la saliva como

en el jugo gástricodel hombrese registranaltascantidadesde tiocianato, 50-300

ppm y 40-50ppm, respectivamente.

Se han encontradoconcentracionesde 0.45 mM en el abomasode terneros

apanede las cantidadesingeridasen la leche,que puedenoscilarentre0.02 y 0.25

mM si las vacasconsumenpastosnaturalesen los que hay trébol (contienecianuro).

Las vacasalimentadascon piensosdanmenorescantidadesde tiocianatoen la leche

(Reiter& Hárnulv, 1984). Segúnestosmismos autores,se ha comprobadoque las

ubresinfectadas(=lOe’ leucocitos/mí>tienenmáscantidadde tiocianatoen la leche

al difundir éstedesdeel plasmasanguíneo(Korhonen,1973).
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La lechebovinacontienede 1 a 10 ppm de tiocianato(Boulangé,1959). Esta

cantidadvaríacon la estación,alimentacióny estadode la ubre. Un suplementoen

la dietade 3 g/díade tiocianatono consiguióaumentarla cantidadde 10 ppm de este

jón en la leche(Piironen& Virtanen, 1963>.

Los nivelesde tiocianatoen la lechede ovejavariandesdeun mínimo de 0.4

ppm hastaun máximo de 20.6 ppm, con diferenciassignificativasentreindividuos

y tiempo de muestreo(Medina eta]., 1989>.

Un excesode tiocianato en el organismopuedeproducir bocio al interferir

con el metabolismodel iodo, Sin embargo,tanto la cantidadde leche ingeridacomo

la concentraciónde tiocianatoen la lecheno llegan al límite necesariopara poder

afectara la función tiroidea.Serequeriríandosisde 400mg de tiocianatoparapoder

producir alteracionesen dicha función. Igualmente, se necesitaríancantidades

superioresa 20 ppm en el plasmahumanopara interferir con el metabolismodel

iodo (IDE., 1988). Por otra parte,el tiocianatoeleva los nivelesde nitrosaminas,a

pH<3.5, en presenciade nitritos y aminas.Como el pH del jugo gástricoaumenta

con la ingestión de la leche graciasa su capacidadtampón, no hay peligro de

formaciónde tumores.

1.3.1.3.Peróxidode hidrógeno

El peróxidodehidrógenoesun agenteoxidante,conefectobactericidacontra

E. cok a concentracionesde 10-20 mM. En cambio, sólo se necesitan

concentracionesde 0.01-0.02mM para catalizar la oxidacióndel ión tiocianato,

bromuroo ioduro porel sistemalactoperoxidasa.

La lecheno contieneperóxidode hidrógeno,ya que las cantidadesdel orden

de nanomolesgeneradaspor los leucocitospolimorfonuclearesy difundidas a la

leche son rápidamenteinactivadasporacciónde la catalasay peroxidasa(Reiter&

Hárnulv, 1984). La xantinaoxidasa,presenteen la leche, puedeproducir peróxido

de hidrógeno,pero los substratos(purinas,aldehídosy NADH2) se encuentranen

pequeñas cantidades.

Las fuentes naturales de peróxido de hidrógeno son los leucocitos

polimorfonuclearesy el metabolismode las bacterias lácticas, Gram positivas y

catalasanegativas,como lactobacilos,lactococosy estreptococos,que producenen
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condiciones aerobias suficiente peróxido de hidrógeno como para activar el sistema

lactoperoxidasa y autoinhibirse (Carlsson et al., 1983). Aunque es difícil de

comprobarb presenciade peróxidode hidrógenoen la saliva y el jugo gástrico,

debido a su rápida utilización, hay bacteriasque lo producenen ambos casos

<Marshall el al., 1982).

Para activar el sistema lactoperoxidasahay que añadir exógenamenteel

peróxido de hidrógeno. Este se puede aportar químicamente,diluido o en forma

sólida. Los peróxidos metálicosde sodio, magnesioo calcio no son establesy

liberan e] peróxidode hidrógenoaún conservadosen atmósferainerte, inactivando

Ja enzima(Monnom et al., 1989).

El peróxidode hidrógenose puedeaportartambiénenzimáticamentegracias

a la acciónde enzimascomo la glucosaoxidasao la xantinaoxidasa.La primera

cataliza la siguiente reacción:

H20 + glucosa + 0~ 4 ácido glucónico + J4~O~

El peróxido de hidrógeno se consume rápidamentegracias al sistema

lactoperoxidasa y no excede la concentración de 10 ¡íM.

Sandholmet al. (1988)activaron la lactoperoxidasacontrapatógenosde Ja

mamitis, graciasal sistemaglucosaoxidasa/glucosa.Se ha comprobadoun mayor

efectocon un aportecontinuode peróxido dehidrógenoque medianteuna adición

única(Pruitt & Reiter, 1985).

1.3.2. Modo de accióndel sistemalactoperoxidasa

1.3.2.1Productosde oxidacióndel ión tiocianato

La acciónantimicrobianadel sistemalactoperoxidasase atribuyeaproductos

intermediosde la oxidacióndel tiocianato.Estosproductosson, fundamentalmente,

el ión hipotiocianito(OSCNj y los anionesde mayoroxidacióncomoel del ácido

cianosulfliroso(HO2SCN)y eJ del ácido cianosulfúrico(HO3SCN).

E] metabolito principal es el hipotiocianito (Aune & Thomas, 1977),

encontrándose en equilibrio con el ácido hipotiocianoso, con p~=5.3 (Hogg &
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Jago, 1970). El ión hipotiocianito es bactericida en concentracionesde jtmol/l

(MarshalJ & Reiter, 1980), comprobándose su acumulación en Ja reacción de

oxidacióndel tiocianatocatalizadapor la lactoperoxidasa(Bjórck & Claesson,1980).

Además, el ión hipotiocianito no enziínático inhibe a Streptococcusmutans

(Hoogendoornet al., 1977).

Los otros iones de mayor nivel de oxidación se forman cuando el peróxido

de hidrógenoseencuentraen mayorproporciónque el tiocianato(Reiter& Hárnulv,

1984) y son aún menosestablesque el hipotiocianito.Todos estos iones, producto

de la oxidacióndel tiocianato,resultanser termolábilesy sedescomponenporcalor

a 600C, durante15 minutos(Bjórck et al., 1975).

Bjórck & Claesson (1980) comprobaron que mientras que el ión

hipotiocianito es solamentebacteriostáticopara E. cotí, los iones del ácido

cianosulfurosoy cianosulfúricoson bactericidasparaestemisma especie.

Los productosfinalesde laoxidacióndel tiocianato,CO
2, NH4

1 y 5042¾son

inertes.

1.3.2.2. Acción sobrela célulabacteriana

Los productosintermediosde oxidacióndel tiocianato tienenlos siguientes

efectossobrela célulabacteriana:

- Inhibenel crecimiento.

- Inhibenla toma de oxígeno.

- Inhibenla producciónde ácidoláctico.

- Inhiben la acción enzimáticade la hexoquinasa(Oram & Reiter, 1966;

Adamson& Pruitt, 1981) y de la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa

(Carlssonet al., 1983).

El modo de acción del sistema lactoperoxidasase ejerce a través de la

oxidación de gruposSU de enzimasy proteínas(Aune & Thomas, 1978; Thomas

& Aune, 1978). Sin embargo,la enzimaD-laetatodeshidrogenasaindependientede
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514 también resulta inhibida (Law & John, [981), por lo que parece que la

lactoperoxidasaafecta, cii este caso, al gradientede protonesde la membrana

bacteriana.

La membranacitoplasmática bacteriana se altera y pierde potasio y

aminoácidos al medio. Se inhibe 1-a toma de glucosa, de bases nitrogenadas y de

aminoácidos,por todo lo cual quedabloqueadala síntesisde proteínasy de ácidos

nucleicos (Marshall, 1978). Otros autores dan cuenta de daños estructurales en Ja

membrana bacteriana, con pérdida o toma defectuosa de nutrientes (Mickelson,

1977; Pmitt & Reiter, 1985).

La lactoperoxidasa inhibe la actividad lipasa lipoproteinica y, en

consecuencia,la íipoiisis en la leche. Se ha comprobadoque el hipotiocianito, en

concentraciones comparables a las producidas por la lactoperoxidasa, tiene los

mismos efectos; la cisteina revierte la inhibición (Ahrné & Bjórck, 1985).

Pruitt et al. (1979) mostraron que la lactoperoxidasa se une a la superficie

celular de Strep. rnutans.

Los microorganismosGrampositivos,catalasanegativos,comoestreptococos

y lactobacilos, se autoinhiben en ambienteaerobio (Oram & Reiter, 1966) al

producir peróxido de hidrógeno. El sistema lactoperoxidasaresulta para ellos

bacteriostático.Marshall & Reiter (1980)comprobaronque la paredcelularde los

estreptococosesunabarreraprotectoramáseficaza la penetraciónde hipotiocianito

que la membranaexternade E. cotí.

Los microorganismos Gram negativos, catalasa positivos, como

Pseudomonas,coliformes,Salmonellay Shigella,muerenenpresenciadel sistema

lactoperoxidasa si el peróxido de hidrógeno se suministra química o

enzimáticamente.Estaacciónbactericidadependedel pH del medio, del tiempode

incubacióny de la temperatura(Bjórck el al., 1975).

Oram & Reiter (1966) encontraronque en las cepas de estreptococos

resistentesesmásalta que en las cepassensiblesla actividadde la enzimaNADH2

oxidasa, que cataliza la oxidación de NADH2 por el jón hipotiocianito dando

tiocianato.
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Bjórck et al. (1979) estudiaron el nivel de microorganismos totales en leche

cruda cuyo sistema lactoperoxidasa fue activado y comprobaron que la duración de

la fase de latencia dependía de la temperaturade la leche y del nivel inicial de

contaminación.Porotraparte,las bacteriasque se encuentran en la fase estacionaria

son tnas sensibles al sistema lactoperoxidasa que las células que se encuentran en la

fase de crecimiento y que son metabólicamente activas (Sandholm et al., 1988). A

su vez, son más susceptibles de inhibición las células que crecen anaeróbicamente

que las que realizanmetabolismoaerobio(Pruitt & Reiter, 1985).

1.3.3. Acción en vivo del sistemalactoperoxidasa

Reiteret al. (1980)demostraronla acciónen vivo del sistemalactoperoxidasa

contra E. colí en el fluido abomasalde terneros.La lechecrudaque tomabanlos

terneros era la fuente de Jactoperoxidasa y tiocianato, mientrasque el peróxidode

hidrógenolo proporcionabanlos lactobacilosque colonizanel esófago,estómagoy

duodeno,aunqueen concentracionessubóptimas.

Reiter et al. (1970) y Mc Donald & Anderson (1981) realizaronvarios

experimentos para comprobar la actividad en vivo del sistema lactoperoxidasa contra

bacteriaspatógenasque producenmamitis. Se ha visto que al principio del periodo

de secadola lactoperoxidasaes muy activa contra Strep. ¿¡herís, uno de los

principalescausantesde la mamitisjunto con E. colí. El sistemalactoperoxidasano

inhibe, en cambio, a Staph. aureus.

Estos resultadosconcuerdancon los obtenidospor Marshall et al. (1986),

cuyos experimentosmostraron que las secrecionesde las glándulas mamarias

recogidas14 díasantesy 7 díasdespuésdel secado,así comotras el parto, inhibían

el crecimiento de Strep. uberís. Sin embargo, las secrecionesrecogidas21 días

después del secado no eran inhibitorias frente a este microorganismo. Parece que el

sistemalactoperoxidasajuegaun papel,envivo, a la hora de protegerla glándula

mamarialactantede la infecciónporStrep. uberis, volviéndoseineficazcuandoésta

involuciona.

Finalmente,seha detectadohipotiocianitoenla salivahumana(Mandelet al.,

1983) y se sabe que las bacterias lácticas parcialmente resistentes a la

lactoperoxidasa,presentesen la cavidad oral, producenperóxido de hidrógeno

(Carlssonet al., 1983).
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Se han realizado numerososexperimentospara demostrarque el sistema

lactoperoxidasa no es tóxico para los animales. Según Reiter & Hárnulv (1984), las

células del hígado expuestas al sistema Jactoperoxidasa no modifican su capacidad

dc respiración. Mientras que los eritrocitos se Jisan al ser expuestosa Ja

mieloperoxidasa/H202/CI, no lo hacen frente a la lactoperoxidasa/H202/SCNt

Parece, pues, que la membrana de las células eucariotas constituye una barrera

eficaz frente a los productos de oxidación de! tiocianato.

Mientras que cantidades de 3.4 ppm de peróxido de hidrógeno reducen en un

80% la incorporaciónde timidina por los fibroblastoshumanos,cantidadesde hasta

22.2 ppm de hipotiocianito no tienen este efecto. Además, el ión hipotiocianito no

es mutagénico, al contrario que el peróxido de hidrógeno (White et al., 1983). Por

lo tanto, el sistema lactoperoxidasa protege a las células eucariotas de los efectos

tóxicosdel peróxidode hidrógeno.

Los compuestosque intervienenen el sistemalactoperoxidasa(H202, SCNj

OSCN) tienencortavida y sonsensiblesa la pasteurización.Los productosfinales

de la reacciónson inocuos. Sólo los iones de mayoroxidación (O2SCNj resultan

tóxicosparalas célulasde los mamíferos(Reiter, 1985),peroéstosseproducensólo

cuando las concentraciones de peróxido de hidrógeno exceden a las de tiocianato.

1.3.4. Aplicacionesdel sistemalactoperoxidasa

Paraactivarel sistemalactoperoxidasason suficientesunasconcentraciones

tan bajas de tiocianato y de peróxido de hidrógeno como 12 ppm y 8 ppm

respectivamente,lo que lleva a unaconcentraciónequimolaróptima de 0.25 mM de

estosdoscompuestos(Bjórck, 1978).

Las aplicacionesdel sistemalactoperoxídasason las siguientes:

- Mantenerla calidadmicrobiológicade la leche.

- Aumentar la producción animal.

- Mejorar la higiene bucalen el hombre.
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Se puedemantenerla calidad microbiológicade la leche tanto refrigerada

como en malas condiciones de recogida, a temperatura ambiente. En el primer caso,

la Lactoperoxidasa evita el crecimiento de psicrotrofos, principalmente Pseudomonas,

género productor de lipasas y proteasas resistentes a Ja pasteurización que alteran Ja

calidad del queso(Reiter & Marshall, 1979).

En cuanto a la producciónanimal, Reiter et al. (1981) comprobaronel

aumentodc pesode Jos ternerosalimentadoscon lechecruda a la que se le había

añadido tiocianato y peróxido de hidrógeno. Se piensa que la lactoperoxidasa puede

favorecer la colonización del intestino por la flota láctica, en detrimento de bacterias

patógenas como E. ccli, Salmonellao CY¡mpylobacter.

Rotgans& Hoogendoorn(1979)encontraronque el sistemalactoperoxidasa

reducela apariciónde caries.

Como conclusión,podemosdecir que:

- Se da una distribución amplia de los componentes del sistema

lactoperoxidasa, tanto en el hombre como en los animales.

- Se da un efectoen vivo del sistemalactoperoxidasa.

— El sistema lactoperoxidasaproduce un daño selectivo a la membrana

bacteriana, pero no a las células eucariotas de los mamíferos.

- El sistemalactoperoxidasaesun sistemaantibacterianonatural,seleccionado

en la evolución de los mamíferos, que defiende las superficiesmucosas

(tracto gastrointestinal) de infecciones bacterianas y que protege a las células

del peróxidode hidrógeno,ya seaproducidopor los propiostejidosanimales

o por las bacterias.
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¡.4. EL SISTEMA LACTOPEROXIDASAEN LA MEJORA DELA CALIDAD

MICROBIOLÓGICA DE LA LECHE Y DE LOS PRODUCTOS

lÁCTEOS

En 1957, la FAO (57/11/8655,Roma) establecióel uso del peróxido de

hidrógeno, en cantidades de 300-500 ppm, para conservar la leche cruda. Sin

embargo, el manejo del peróxido de hidrógeno requiere grandesprecauciones,ya

que es un agente oxidante potente. Se ha comprobado que afecta, en esas cantidades,

a ciertas propiedades de la leche y que altera el sabor y la textura del queso, con

pérdidas en el valor nutritivo de Las proteínas. En muchos países estáprohibida la

adiciónde peróxidode hidrógenoa la leche.

Posteriormente,sedemostróque pequeñasconcentracionesde peróxidode

hidrógeno activaban el sistema lactoperoxidasa, dando lugar a un efecto

antibacterianosi se añadíauna cantidadequivalentede tiocianato (Bjórck et al.,

1975; Reiter et al., 1976; BjÉ5rck, 1978). Bjórck (1978)establecióque 15 ppm de

tiocianatoeransuficientesparamejorarla calidad microbiológicade la lechecruda

durantesualmacenamiento.Reiteret al.(1964)comprobaronel efectoantibacteriano

del sistema lactoperoxidasasobre microorganismosGram positivos y Bjórck et

al.(1975) y Reiter et al.(1976) demostraron la marcadainhibición del sistemasobre

los microorganismos psicrotrofos Gram negativos.

La accióndel sistemalactoperoxidasaes especfficacontralas bacterias.Las

proteínas de la leche contienen pocos grupos SH, siendo éstos inaccesiblesy poco

reactivos en la leche no calentada.

1.4.1. Mejora de Ja calidad microbiológica de la leche cruda

La eficacia del sistema lactoperoxidasaen la mejora de la calidad

microbiológicade la lechecrudadependede varios factores:

- Número y tipo de microorganismos.

- Naturaleza de la alimentación y del entorno ambiental.

- Concentraciones molares de tiocianato/peróxidode hidrógeno.
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Temperaturade la leche.

- liempo de aplicación del sistema después del ordeño.

- Actividad catalasapositiva de los microorganismos.

El efecto antibacteriano del sistema lactoperoxidasaes inversamente

proporcional a la temperatura y directamente proporcional a la calidad

microbiológicainicial de la leche(Hárnulv & Kandasamy.1982). El mayorefecto

antibacterianodel sistemalactoperoxidasaa bajastemperaturaspuededebersea que

el productode oxidación del tiocianatoes másestable(Bjórck, 1978).

1.4.1.1. Lechecruda refrigerada

Entre los microorganismospsicrotrofoscapacesde multiplicarsea 7 oc y a

temperaturasinferiorespredominael géneroPseudomonas.Su crecimientolimita el

almacenamientode la leche cruda a temperaturasde refrigeración. Mientras que

estos microorganismos son sensibles a la pasteurización, no lo son sus enzimas

lipolíticas y proteoliticas (Bjórck, 1978).

Según Bjórck (1978>, Ja lechecruda(sin activarel sistemalactoperoxidasa),

con buenacalidadmicrobiológica, se mantiene48 horas a 50C sin crecimientode

psicrotrofos. Cuando se activa el sistema lactoperoxidasa, ajustando las

concentracionesde tiocianato y de peróxidode hidrógenoa 0.25 mM, seconsigue

alargarel períodode almacenamientode la lechecrudaa 40C hastalos 5 días, sin

crecimientode la flora psicrotrofa(Bjórck, 1978).

El sistemalactoperoxidasaesbactericidacontraFseudomonasfluorescensy

E. cotí en la leche (Bjórck et al., ¡975). A 50C, Ev. fluorescensno semultiplica

hastapasadas72 horas(Bjórck, 1978).

Zajacet al. (1983a)mantuvieronla lechecrudadurante104 horasa 4’C sin

incremento en los niveles de bacteriastotales,coliformesy psicrotrofos,tras activar

el sistemados veces,a las 48 y 96 horasdespuésdel ordeño.

Martínez et al. (1988) almacenaronla lechecrudaa 40C durante4, 6 y 8

días; posteriormentela pasteurizarony la volvieron a almacenara 8 y 160C. En
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todos los casos, la leche tratadacon el sistemalactoperoxidasaactivadoa las 48

horas del ordeño y despuésde la pasteurización,se manteníamás tiempo sin

alterarse.La vida mediade la lechepasteurizada,cuandoel almacenamientode la

<echecrudasobrepasabalos dosdías,se prolongógraciasal sistemalactoperoxidasa.

La activacióndel sistemalactoperoxidasa,unido a la pasteurizacióninmediatade la

lechea 630(7/30minutos,alargaa 20 días Ja vida mediade la JecheaJmacenadaa

lOT.. Mientras que en la leche control el crecimiento de la flora superviviente

comienzaa los 4 díasde la pasteurización,en la leche tratadano lo hacehastalos

12 días(Kamau et al., 1991).

Finalmente,las propiedadesfisico-quimicasde la lecheno se ven afectadas

por el sistema laetoperoxidasa.No se produceresistenciade Ps. fluorescensa

repetidostratamientos,ni se ha detectadoacumulaciónalgunade cepasresistentes

(Bjórck, 1978).

1.4.1.2.Lechecruda a temperaturaambiente

La mejorade la calidadmicrobiológicade la lechecrudamedianteactivación

deJ sistemalactoperoxidasa,en condicionesadversasde recogiday transportey a

temperaturaambientede hasta380C, seha probadoen varios países:Pakistán,Sri

Lanka, India, Egipto, Méjico, China y Kenia.

El efecto bactericida del sistema lactoperoxidasaes dependientede la

temperaturay perdura4 horasa 300C (Bjórck et al., 1975). Bjórck et al. (1979)

realizaronexperimentoscon lechecrudade vaca,en el laboratorioy en el campo,

en Kenia. La activacióndel sistemalactoperoxidasa,llevando la concentraciónde

tiocianato a 15 ppm y añadiendo7.5 ppm de peróxido de hidrógeno,permitíaun

mayor tiempo de almacenamientode la leche a temperaturaambiente.El efecto

antibacterianodel sistemalactoperoxidasapermitió almacenarla lechecrudadurante

7 u 8 horas,a 300C. Estosresultadosconcuerdancon los obtenidospor Kamau &

Kroger (1984). Por debajode estatemperaturael efecto es más duradero,de tal

maneraque unido a un sistemade refrigeraciónpor aguapermitiría almacenarla

lecheduranteuna noche, si se consiguebajar la temperaturaa 15-200C.

Hái-nulv & Kandasamy (1982) estudiaron los efectos del sistema

lactoperoxidasaen la conservaciónde la leche cruda de vaca y de búfala, en Sri

Lanka. Detectaronun efectobactericidasobrepartede la flora a 300C, y una fase
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de latenciaqueduró 6 horas. El comportamientode 1-a lechede vacay de búfala fue

similar.

Sin embargo,Guptaet al. (1986),en India, encontraronque paraconservar

la lechede búfala, a 300C, se necesitabanmayorescantidadesde tiocianato y de

peróxidode hidrógenoque para la de vaca. Mientras que la concentraciónóptima

de tiocianato/peróxidode hidrógenofue de 30/15 ppm parala lechede vaca, en el

caso de la leche de búfala fue de 65/35 ppm. Estosautoresaplicaban,además,una

segundadosis a las 4 horas de 25/15 ppm. En India, Thakar & Dave (1986)

consiguenmayorestiemposde almacenamientode la lechede búfalaa 230C, 300C

y 370C con una concentraciónde tiocianato/peróxidode hidrógenode 30/30 ppm.

Chakrabortyet al. (1986) conservaronla leche de búfala a 370C durante 12-18

horas, activando el sistema lactoperoxidasacon dosis de 75/50 ppm de

tiocianato/peróxidode hidrógeno.Una segundadosis de 35 ppm de peróxido de

hidrógeno a las 10 horas reactiva el sistemay reduce la excesivacantidad de

tiocianato. Mezclandola lechede la mañana,tratadade estamanera,con la de la

tarde sin tratar se rebaja a 15 ppm el tiocianato y permite una única recogida de la

leche al día.

1.4.2. Eliminación de microorganismospatógenosen los alimentos

1.4.2.1. MicroorganismosGrampositivos

Varios autores estudiaron el efectoantibacterianodel sistemalactoperoxidasa

frentea estreptococos(Wright & Tramer, 1958; Portmann& Auclair, 1959; Jago

& Morrison, 1962). El sistemaes bacteriostáticofrente a estos microorganismos

(Oram & Reiter, 1966; Mickelson, 1979; Marshall & Reiter, 1980), exhibiendo

algunosestreptococosciertaresistencia(Oram& Reiter, 1966; Hoogendoorn,1976;

Tenovuoet al., 1981). El sistemalactoperoxidasase ha mostradoefectivo contra

Sírep. pyogenes,patógeno humano, y contra Strep. agatactiae, patógeno que

producemamitis (Mickelson, 1966 & 1976>.

Thomaset al (1983) estudiaronel efectodel sistemalactoperoxidasasobre

Strep. murans, patógenooral, catalasanegativo,capazde producir cierta cantidad

de peróxi(lo de hidrógeno. La inhibición dependíade la cantidad de peróxido de

hidrógenoproducido, del pH y del contenido en grupos SH celulares.Todas las

cepasfueron inhibidas al añadirseel peróxidode hidrógenoexógenamente.
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1.4.2.1.1. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes,microorganismo patógeno para el hombre y los animales,

esubicuo en la naturaleza,encontrándoseen el suelo, la vegetacióny el agua.Esta

bacteria ha sido aislada de la leche en un 4.2% de las muestras analizadas en

EstadosUnidos (Lovett et al., 1987) y en un 45% en España(Domínguezet al.,

1985). La listeriosis en humanos produce septicemia, meningitis o aborto, afectando

principalmente a embarazadas, recién nacidos e individuos inmunodeprimidos.

En EstadosUnidos,Canadáy Europase han producidorecientementebrotes

de listeriosis ligados al consumo de alimentos de origen vegetal y animal: ensalada

de col (Schlech et al., 1983), leche (Fleming et al., 1985) y queso(Linnanet al.,

1988). E! riesgo de contaminación de alimentos por este microorganismo se debe a

su relativamente alta resistencia al calor (Bradshaw et al., 1987), que según ciertos

autores le permite resistir la pasteurización (Doyle et al., 1987; Fernández et al.,

1987), y a su capacidad de crecimiento a temperaturas de refrigeración(Donnelly

& Briggs, 1986).

Varios autoreshan estudiadoel efectodel sistemalactoperoxidasasobreL.

monocytogenes.Se ha demostradoque el sistemalactoperoxidasaesbacteriostático

para distintas cepas de L. monocytogenes,en distintos medios de cultivo y

temperaturasde incubación(Earnshaw& Banks, 1989; Siragusa& Johnson,1989;

Bibi & Bachmann,1990).Siragusa& Johnson(1989)detectaronunarelacióninversa

entrela temperaturay la duraciónde la fasede latencia: de 73 a 98 horas a 50C y

de 2.8 horasa 300C. Bibi & Bachmanr¡(1990)encontraronunostiempossuperiores,

de más de 100 horas a 80C y de 6 horas a 300C. La extensiónde la fase

bacteriostáticadependedel nivel inicial del inóculo del patógeno(Denis & Ramet,

1989).

Otros autores han encontrado un efecto bactericida del sistema

lactoperoxidasasobrelas células de L. monocytogenes,que dependede la cantidad

de inóculo inicial, medio de cultivo y temperaturade incubación. Así, Denis y

Ramet (1989) dan unos valoresD, en leche UHT, de 8 días a 40C y de 5 días a

15 0C, mostrandola relacióndirectade la efectividaddel sistemaconla temperatura,

en su acciónbactericida.
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Se requiereun tiempo mayorpara la inactivacióntotal de las bacteriasen

leche UHTque en caldo tripticasa soja, debido a la influencia del medio (minerales,

adsorción a proteínas, viscosidad y actividad del agua de la leche) sobre la actividad

enzimática (i)enis & Ramet, 1989).

EI-Shenawy et al. (1990) detectaron un efecto bactericida que dependía del

nivel inicial del inóculo. Las células se inactivaban totalmente en 2-4 horas, a 35”C,

cuando los niveles del inóculo eran bajos, disminuyendo el efecto bactericida cuando

eran altos. La actividad bactericida del sistema lactoperoxidasa frente a L.

mono(ytogenesen leche cruda de vaca a temperaturas de refrigeración y a

temperaturaambienteha sido comprobadapor Gaya et al. (1991), siendodicha

actividad dependientede la cepa,el tiempo y la temperaturade incubaciónde la

leche.

Además de su efecto bactericida sobre L. monocytogenes, el sistema

lactoperoxidasafavorece la destruccióntérmicade este patógeno(Kamauet al.,

1990ay 1990b).

1.4.2.1.2.Staphylococcus aureus

Staph. aureuses un microorganismo patógeno que causa mamitis, pudiendo

pasar a la leche desde las ubresdel ganadoinfectado o desdeel entorno, en el

momentodel ordeño. El crecimientoóptimo de estabacteriase da entre300C y

370C. La producción de enterotoxinas puede tener lugar entre los 100C y los 450C,

con un máximocercade los 400C. Mientrasque Staph.aureuses destruido por la

pasteurización,sus enterotoxinasresistenestetratamientotérmicoy puedenseruna

causade intoxicacionespor alimentos(Pereiraet al., 1982).

La actividad del sistema lactoperoxidasasobre Staph. aureus ha sido

investigada por Kamau et al. (1990a). Se detectó un efecto bactericida después de

la activación del sistema, seguido de un crecimientobacteriano,para alcanzar

finalmente niveles semejantes a los controles. El tiempo necesario para alcanzar la

mitad de Jos nivelesmáximosa lOt fue 36 horassuperiorcon el sistemaactivado,

siendo2.4 horas superior a 370C. Además, se ha comprobadoque el sistema

lactoperoxidasaaumentala destruccióntérmica de Staph. aureus (Kamau et al.,

1990b).
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1.4.2.1.3. Badilas cercas

/ajaceta!. (1981)estudiaronel efectodel sistemalactoperoxidasasobrelas

células vegetativasy Jas esporasde B. cereus, microorganismoque suele estar

presenteen la lechecruda.Estosautoresencontraronqueel sistemalactoperoxidasa

erabactericidacontralas célulasvegetativasde fi. cereus,teniendomuy pocoefecto

contra sus esporas,debido probablementea la inaccesibilidadde la membrana

citoplasmáticade estasúltimas.

1.4.2.2. MicroorganismosGramnegativos

El sistemalactoperoxidasaesefectivocontrabacteriasGrani negativascomo

Ps. fluorescens y E. cotí (Bjórck el al., 1975; Reiter et a]., 1976), S. íyphimuriuín

(Reiter et al., 1976)y Y. enterocolítica(Farraget al., 1992).

1.4.2.2.1. Versinia enterocolitica

Tanto en Europa como en EstadosUnidos se han dado varios brotes de

yersiniosisligadosal consumode lechepasteurizada.Yersiniaenterocolitícaha sido

aisladaa partir de lechecruda (Schiemann,1979).

Farrag et al. (1992) detectaron un efecto bactericida del sistema

lactoperoxidasasobreY. enterocolitica en lechecruda, que dependíade los niveles

iniciales del patógeno y de la temperatura de incubación. A 300C, la reducción

comienzaa las 2 horasy esmáxima 12 horasdespuésde la activación,a partir de

las cuales se reanudael crecimiento. A 40C, el máximo efecto bactericida se

producea los 5 díasde la activacióndel sistemalactoperoxidasa.

1.4.2.2.2.Campylobacterjejuni

Campylobacterjejuniesun patógenoquecausaenteritisagudaenel hombre

(Blaseret al., 1980). Una <tente importantede infección es la carnede aves de

corral (Shankeret al., 1982), pero el consumo de leche cruda también se ha

relacionadoconbrotesdeestaenfermedad(Porter& Reid, 1980;Robinson& Jones,

1981; Tayloret al., 1982). C. jejuní ha sido aisladodel tractointestinalbovino, pero

no ha podido ser aisladofrecuentementede la leche cruda. La leche puedeser

contaminadaa travésde las heceso de las ubresmamfticas,ya que se conocela
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capacidadde varias cepasde estepatógenode producir mamitis en las vacas.La

pasteurización a 720C durante 15 s destruye completamente a C. j4uni

Varios autores han estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre este

microorganismo.La activacióndel sistemalactoperoxidasaen la lechecrudadevaca

m-educe drásticamenteel número de células viables de C. jejuní, siendo el efecto

bactericidamayor a 300C que a 70C (Beumeret al., 1985). El mismo efecto se

consiguecuandose añadelactoperoxidasaa la leche esterilizada.En cambio, la

inactivacióndel sistemalactoperoxidasapermite la supervivenciay multiplicación

de C. ¡ejuní. El efecto bactericidade] sistemalactoperoxidasasobreC. jejuní en

leche UHT fue máximo a 370C y PH 6.6, decreciendoa menortemperaturay pH

(Boreh et al., 1989).

1.4.2.2.3. Enterobacteriáceas

El efectodel sistemalactoperoxidasacontramicroorganismosentéricosque

puedencontaminarlos preparadosde leche infantil, produciendodiarreasque llegan

a sermortales,principalmenteen paisesen vías de desarrollo,ha sido investigado

por varios autores.

En la leche infantil, rehidratadacon aguade lago y suplementadacon el

sistemalactoperoxidasaactivado,no crecenlas enterobacteriáceasy los coliformes

permaneceninhibidosdurante48 horasa 300C (Banks& Board, 1985).

Igualmente,Earnshawet al. (1990)encontraronun efectobacteriostáticodel

sistema lactoperoxidasa sobre E. cok. El efecto fue bactericida sobre S.

¿yphimuriu,n.Cuandoseaumentabael aportede peróxidodehidrógenoañadiendo,

ademásdel sistema glucosa/glucosaoxidasa,peróxido de urea, se aumentabael

efectobactericidasobre8. typhímuriurny sereducíantambiénlos nivelesde E. cvii.

Los estudiosllevadosa caboporWray & McLaren(1987)sobreel efectodel

sistemalactoperoxidasacontra8. typh¿murium,en lechecrudaacidificadae in vivo,

confirmanlos anterioresresultados.Estosautoresmostraronque las cepasrugosas

eranmás susceptiblesde inhibición que las lisas. Farraget al. (1992)detectaronun

efecto bactericidadel sistema lactoperoxidasasobreE. colí en leche cruda,que

dependíade los niveles iniciales del microorganismo y de la temperaturade

incubación.A 300C, el efectobactericidafue máximoa las 6 horasde la activación
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para un nivel de inóculo alto y a las 12 horaspara un nivel bajo. Pasadaslas 24

horas, el microorganismocrece hastaalcanzarlos valores de los controles. En

cambio, a 4~C la reducción de E. cotí fue máxima a los 5 días de la activación del

sistema lactoperoxídasa.

1.4.3. Aplicaciones en la fabricación de quesos

1.4.3.1.Efecto del sistemalactoperoxidasasobre la fabricación del quesoy otros

productos lácteosfermentados

La activacióndel sistemalactoperoxidasapermiteconservarla lechecruda

duranteperíodoscortos de tiempo a temperaturaambiente,antesde serprocesada.

Zalí et al. (1983ay 1983b)fabricaronquesosCottagey Cheddara partir de

leche conservadadurante8 días con el sistemalactoperoxidasay posteriormente

pasteurizadaa 730C/16s. El quesoCottage fabricado a partir de leche tratada

produjo un 2% másde rendimientoque el control.Las característicasorganolépticas

de los quesos Cottage y Cheddar tratados fueron diferentes a Jas de los controles,

aunque no fueron defectuosas (Zalí et al., 1 983a). El queso Cheddar fabricado a

partir de leche tratadapresentóuna cuajadamásdébil y con producciónde ácido

más lenta que en el control, tardando el suero 2 horas más en llegar a la acidez

deseable para moler la cuajada (Zalí et al., 1983b).

En la fabricaciónde quesofresco, Lara et al. (1987) encontraronque el

tiempo de coagulaciónde la leche tratada fue mayor que el de la leche control,

debido a una menoracidificación. El rendimientoen humedady extractoseco fue

mayor para el queso de leche tratada que para el control, ya fuera fabricado a partir

de leche crudao de lechepasteurizada.Los nivelesde totales,pH y aparienciadel

queso de leche tratada fueron aceptables. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos por Zalí et al. (1983a).

Pseudomonasesun géneroqueproducealteracionesenquesoCottage,junto

con las enterobacteriáceasque tambiéncontaminanesteproducto.Earnshawet al.

(1989)activaronel sistemalactoperoxidasaen e] quesoCottagemedianteadiciónde

sus tres componentes. El sistema se mostró eficaz a la hora de reducir los niveles

de Pseudonzonas,E. cotí y S. Iyphimuriuín, incrementandola vida media y la
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estabilidad de] queso. E] tratamiento no afecté ni al PH ni a las propiedades

sensoriales del queso.

En cuantoa otros productoslácteosfermentados,la mantequillafabricadaa

partir de leche tratadacon el sistemalactoperoxidasaresultótenerun saborextraño

y amargo(Zalí et al., 1983b). Por su parte,el yogurt fabricado a partir de leche

tratadacon el sistemalactoperoxidasano presentódiferenciassignificativas,en la

composiciónquímica o en las propiedadesorganolépticasfrente al yogurt control

(Zalí et al., 1983b; Mehanna& Hefnawy, 1988).

1.4.3.2.Efecto del sistemalactoperoxidasasobrelos fermentoslácticos

Mientras que la leche pasteurizadadurante 30 minutos a 95”C es

lactoperoxidasanegativa, cuando se pasteurizaa temperaturamás baja y tiempo

corto (72“(7/15 s) permaneceel 55% de la actividad lactoperoxidasa,resultando

inhibitoria para la mayorpartede los fermentoslácticos.

Las distintas cepas pueden tener una sensibilidad diferente al sistema

Lactoperoxidasa, resultando unas claramente inhibidas, mientras que otras son

resistentes o incluso son estimuladas por él (IDF, 1991).

La inhibición del sistema lactoperoxidasasobre los fermentos lácticos

dependede:

- La cantidadde peróxidode hidrógenoproducidopor las distintas cepas.

- La composiciónde la leche.

Se sabeque la producciónde peróxido de hidrógenopor los lactococos

dependede la relaciónentre la actividadde enzima NADITI oxidasa,que genera

peróxido dehidrógeno,y la actividadde NADH peroxidasa,que lo destruye(IDF,

1991).

Guirguis & Hickey (1987)encontraronque la mayorpartede las cepasde

bacterias lácticas termófilas ensayadas eran sensibles a la inhibición por el sistema

lactoperoxidasa (sólo tres resultaron resistentes), variando su grado de

susceptibilidadsegúnsu capacidadde generarperóxidodehidrógeno.Mientrasque
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Lb. ocidophilus y tres cepas de Lb. bulgaricus se inhibían en presencia de

lactoperoxidasa y liocianato, Lb. helvetic’us,Strep. rl¡errnophilus y una cepa de Lact.

lacús requerían para ser inhibidos una fuente externa de peróxido de hidrógeno.

Al activar el sistemalactoperoxidasade la lechecruda,añadiendotiocianato

y peróxido de hidrógeno, se redujo la actividad de un cultivo mixto de cepas

termófilas, retrasándose 4.5 horas el tiempo de coagulación (Valdez et al., 1988).

Roginski u al. (1984a) encontraron que la leche de verano inhibe menos que

la de invierno, debido a que tiene más compuestos con grupos SH termolábiles que

contrarrestan el efecto del sistema lactoperoxidasa. Por otro lado, no se sabe si

existeuna relacióndirectaentrela cantidadde tiocianatoen la lechey la inhibición

por eJ sistema lactoperoxidasa.Roginski et al. (1984b)encontraron,incluso, un

efecto estimulador del tiocianato sobre el crecimiento de los fermentos lácticos

mesófilos cuando se encontraba en concentraciones molares mayores que las del

peróxido de hidrógeno.
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1.5. OBJETIVOS DE LA TESIS

La píoducciónmundialde lechede cabrasesitúaen cuarto lugar detrásde

la de vaca,búfalay oveja, aumentandoen los últimos años.Europaesel principal

productor después de Asia, y Francia, Grecia y España los países europeos que más

leche de cabraproducen.La calidadmicrobiológicade la leche de cabra presenta

una gran variación debido a los diversos factores de producción que influyen en ella:

número elevado y dispersión de ganaderos con rebaños reducidos, naturaleza

estacional de la producción e infraestructura deficiente, con pobres condiciones

higiénicas de los establos.

Debido a las circunstancias arriba mencionadas, el presente trabajo pretende

contribuir a la mejora de la calidad microbiológica de la leche cruda de cabra

mediante la activación del sistema lactoperoxidasa, sistema inhibitorio presente de

forma naturalen la leche, así comoestudiarsu actividadfrentea microorganismos

indicadores, microorganismos causantes de alteraciones y microorganismos

patógenos.

Los objetivos de esta Tesis son los siguientes:

- Evaluar la calidad microbiológicade la leche cruda de cabra,mediantela

recogidade muestrasde diversosganaderosy en distintas épocasdel año.

- Estudiar el sistema lactoperoxidasa en leche cruda de cabra, así como la

influencia de la raza, del individuo y de la épocade lactación sobre los

nivelesde los componentesdel sistemalactoperoxidasa.

- Investigar la influenciade la activacióndel sistemalactoperoxidasasobrela

calidad microbiológica global de la leche cruda de cabra mantenidaa

temperaturas de refrigeración y a temperatura ambiente.

- Investigar la influencia de la activación del sistema lactoperoxidasa sobre la

supervivencia de microorganismos causantes de alteraciones,

microorganismos indicadores y microorganismos patógenos a temperaturas

de refrigeracióny a temperaturaambiente.
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2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. EXPERIENCIAS REALIZADAS

2.1.1. Estudio de la calidad microbiológica de la leche de cabra

Se ha investigado la calidad microbiológica de la leche de cabra procedente

de un total de 15 ganaderosdurantelas cuatroestacionesdel año, mediantedos

tomas de muestras por estación. Se ha determinado el efecto de la estación sobre

dicha calidadmicrobiológica.

Las tomas de muestras se efectuaron sobre la leche entregada a una Centra]

Lecherade laprovinciadeÁvila. Las muestrasindividuales,correspondientesacada

ganadero,serecogieronen frascosestériles,registrándose[atemperaturade la leche

y la presencia o ausencia de aguaoxigenadaenel momentode la toma de muestra.

Las muestras fueron transportadas en nevera con hielo fundente hasta el

laboratoriodonde fueron analizadasinmediatamente.El tiempo transcurridoentre

la recogidade la lechey el análisisenel laboratoriono sobrepasólas 4 h.

Se determinóel PH de cadamuestra,se hicieron las diluciones necesarias y

se sembraronen los distintos medios de cultivo, por duplicado. Los medios y

condiciones de incubaciónserecogenen el apartado2.2.1.2.

Seefectuarondeterminacionesde microorganismostotales,Gramnegativos,

psicrotrofos Gram negativos, estafilococos, enterobacteriáceas,coliformes,

coliformes fecales, Brucelia y Listeria (ver apanado2.2.1.2.).

Para establecerla proporción de Staph.aureusentrelos microorganismosque

crecieronen el medio ETGPA, se realizó el test de la coagulasa(Baird-Parker,

1979)sobre lO coloniasde cadamuestra.

La presenciadeL. monocytogenesse investigó además, tras añadir 25 ml de

lechea 225 ml de caldode enriquecimiento,medianteuna pruebade hibridaciónde

sondas de DNA.
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2.1 .2. Estudio del sistema lactoperoxidasaen la leche de cabra

Sehanestudiadolos nivelesde lactoperoxidasay de tiocianatode la lechede

cabrade dos razasespañolas,Veratay Murciano-Granadina,así comode un rebaño

cruzadode razasmúltiples. El estudiose realizó durante5 mesesde lactacióndesde

el momentodel parto. Se determinóla influenciade la raza, individuo y tiempode

lactaciónsobrelos componentesdel sistemalactoperoxidasa.

Serecogieronmuestrasde lechede 10 cabrasde cadauno de los tres rebaños

analizados (Verata, Murciano-Granadina y cruzado de razas múltiples). Las muestras

se tomaron durante las primeras 24 h después del parto y a los 3, 7, 15, 30, 45, 60,

75, 90, 105, 120, 135 y 150 d. Las muestras, recogidasindividualmenteen el

ordeño de la mañana,semantuvierona 40C hastasu posterioranálisis.

La actividad lactoperoxidasase determinóparacadamuestraporduplicado,

según el método descrito por Marshall et al. (1986) (ver apartado 2.2.1).

Los niveles de tiocianato se determinaronpara cadamuestrapor duplicado

siguiendoel método de Bjórck et al. (1975)(ver apartado2.2.2).

2.1.3. Efecto de la activacióndel sistemalactoperoxidasa sobre los niveles de
microorganismos totales y psicrotrofos Gram negativosen leche de cabra

Se ha estudiadoel efectode la activacióndel sistemalactoperoxidasasobre

los niveles de microorganismos totales y sobre la flora psicrotrofa Gram negativa

presenteen leche cruda de cabra mantenida durante 7 d a temperaturasde

refrigeración(40C y 8’C) y durante2 d a temperaturaambiente (200C). Los

experimentos se realizaron por duplicado.

La leche fue recogidade un tanquede mezclade los ordeñosde la nochey

de la mañana, y transportada al laboratorio a temperatura de refrigeración. En un

lapso de tiempo no mayorde 2 h se inició el experimento.

Se repartieron 100 ml de leche cruda en frascos estérilesde 250 ml de

capacidad,marcadoscon los diferentes tiemposde incubación.La activacióndel

sistema lactoperoxidasase efectuómediantela adición de 1 ml de una solución

acuosa25 mM de tiocianatosódico, estéril, y de 1 ml de una solución acuosa25
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mMde peróxido de hidrógeno al 30% en agua estéril, preparada en el momento de

la activaci~l1.

Los frascos activados junto con los frascos control, a los que no se había

adicionado tiocianato sódico ni peróxido de hidrógeno, fueron incubados a 40C, 80C

y 200C en baños termostatizados.

Se tomaronmuestrasde lecheantesde activarel sistema, correspondientes

a las O h, a las 8, 24 y 32 h y a los 2, 3, 4, 5, 6 y 7 d de la activacióndel sistema

lactoperoxidasa para las muestras incubadas a 40C y ST y a las 8, 24, 32 h y 2 d

de la activacióndel sistemalactoperoxidasaparalas muestrasincubadasa 200C. Se

determinóel pH y se efectuarondeterminacionesde microorganismostotales y

psicrotrofos Gram negativos. Una alícuota de la muestra de leche O h se utilizó en

el ensayode la actividadlactoperoxidasay de tiocianato.

2.1.4. Aislamiento de Esclierichia coli, Pseudomonas flaorescens y

Staphylococcas aureas de leche cruda de cabra

Con el fin de disponerde aislamientosde E. cok, Ps. fiuorescensy Staph.

aureus de leche cruda de cabra para su inoculaciónen leche en las siguientes

experiencias de efecto del sistema lactoperoxidasa sobre microorganismos

indicadores, alterantes y patógenos, se procedió al aislamiento e identificación de

miembros de dichas especiesa partir de las muestrasde leche cruda de cabra

estudiadas. La metodología empleada se indica en el apanado 2.2.2. del presente

trabajo.

2.1.5. Efecto del sistema lactoperoxidasa en ¡eche de cabra sobre la

supervivencia de algunos microorganismos causantes de alteraciones
(Pse udomonas fluoresceus) e indicadores (Escherichia col)

2.1.5.1.SobrePseudomonas fluorescens

Se ha estudiadoel efecto del sistemalactoperoxidasasobrela supervivencia

de Ps. fluorescensinoculadaen lechecrudadecabradebajacontaminación,durante

7 d a temperaturas de refrigeración (4”C y 80C) y durante 3 d a temperatura

ambiente (200C). Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Se utilizó leche de la mejor calidad bacteriológicaposible. Para ello, el

ordeño se eíectuó sobre un recipiente previamente flameado con alcohol y tras

limpiar cuidadosamente las ubres. La leche fue transportada al laboratorio a

temperatura de refrigeración. En un lapso de tiempo no mayor de 2 h se inició el

experimento.

El inóculo consistió en una mezcla de los cultivos de tres cepasde Ps.

fluorescens,previamenteaisladase identificadasa partir de lechede cabray que no

mostraron inhibición cruzada. La concentraciónfinal de Ps. fluorescensfue de

aproximadamentel0~ ufc/ml de leche.

La activación del sistema lactoperoxidasa se efectuó según lo indicado en el

apartado2.1.3. Los frascosfueron incubadosa 40C, 80C y 200C.

Se tomaronmuestrasa las O h, antesde la inoculacióny de la activacióndel

sistema lactoperoxidasa, a los 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 d para 40C y ST. y a las 8 h, 1,

2 y 3 d para 20”C. Se determinó el pH y seefectuaronrecuentosde Ps. fluorescens

y de microorganismostotalesporduplicado.Una alícuotade la muestrade O h fue

utilizada para un posteriorensayode actividad lactoperoxidasay de tiocianato.

2.1.5.2.Sobre Escherichia cdi

Se ha estudiadoel efectodel sistemalactoperoxidasasobrela supervivencia

de E. coil inoculadaen lechecrudade cabrade bajacontaminación,mantenida7 d

a temperaturasde refrigeración(40C y 80C) y 3 d a temperaturaambiente(200C).

Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se utilizó lecheobtenidasegúnlo indicado enel apartadoanterior.

El inóculo consistióen una mezclade los cultivos de tres cepasde E. cotí,
previamenteaisladase identificadasa partir de leche decabray que no mostraron

inhibición cruzada.Se inocularon0.2 ml de una dilución 102 de cultivo a frascos

estériles con 100 ml de leche cruda para obtener una concentración final de E. cotí

de aproximadamenteio~ ufe/mí de leche.
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La activacióndel sistemalactoperoxidasaseefectuésegúnlo indicadoen el

apartado2.1.3. Los frascosfueron incubadosa 40C, 50(7 y 200C.

Se tomaronmuestrasa las O h, antesde La inoculacióny de la activacióndel

sistemalactoperoxidasa,a los 1, 2, 3, 4, 5. 6 y 7 d paralos frascosincubadosa 40C

y 80C y las 8 h, 1, 2 y 3 d de incubaciónpara los frascosa 200C. Se determinó

el pH y se efectuaronrecuentosde Fi. cvii y de microorganismostotales por

duplicado, lina alícuotade la muestrade O h fue utilizada paraun posteriorensayo

de actividad lactoperoxidasay de tiocianato.

2.1.6. Efecto del sistema lactoperoxidasaen leche de cabra sobre algunos

microorganismos patógenos (Listeria monocytogenes y Staphylococcas

aureus)

2.1.6.1.Sobre Listeria monocytogenes

Se haestudiadoel efectodel sistemalactoperoxidasasobreel comportamiento

de tres cepasde L. monocytogenes(ScottA, Ohio 5069 y NCTC11994) inoculadas

individualmenteen leche cruda de cabrade baja contaminación,durante 10 d a

temperaturas de refrigeración (40C y 80C) y 3 d a temperatura ambiente (200C).

Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se utilizó leche obtenida según lo indicado en el apartado 2. 1.5. 1.

Las cepasde L. monocyrogenesfueron inoculadas individualmente en frascos

estériles con 100 ml de leche antes de la activación del sistema lactoperoxidasa. La

concentraciónfinal de L. monocytogenesfue de aproximadamenteíO~ ufc/ml de

leche.

La activacióndel sistemalactoperoxidasase efectuósegúnlo indicadoen el

apartado2.1.3. Los frascosfueron incubadosa 40C, 80C y 200C.

Se tomaronmuestrasa las O h, antesde la inoculacióny de la activacióndel

sistema lactoperoxidasa, a los 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 d para los frascos

incubadosa 40C y 80C y a las 8 h, 1, 2 y 3 d paralos frascosincubadosa 200C.

Se determinóel pH y se efectuarondeterminacionesde L. monocytogenesy de
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microorganIsmos totales por duplicado, lina alícuota de la muestra de O h fue

utilizada para un posterior ensayo de actividad lactoperoxidasa y de tiocianato.

2.1.6.2. Sobre Staphylococcas aureus

Se ha estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre el comportamiento

de Staph. aureus en leche cruda de cabra de baja contaminación,durante7 d a

temperaturasde refrigeración(40C y 80C) y 3 d a temperaturaambiente(200C).

Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se utilizó lecheobtenidasegúnlo indicadoen el apartado2.1.5.1.

El inóculo consistióen una mezclade los cultivos de tres cepasde Staph.

aureus, previamenteaisladasa partir de leche de cabra y que no mostraron

inhibicióncruzada.La concentraciónfinal de Staph.aureusfue de aproximadamente

10~ ufc/ml de leche.

La activacióndel sistemalactoperoxidasaseefectuósegúnlo indicadoenel

apartado2.1.3. Los frascosfueron incubadosa 40C, ST. y 200C.

Se tomaronmuestrasa las O h, antesde la inoculacióny de la activacióndel

sistemalactoperoxidasa,a los 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 d para40C y ST. y a las 8 h, 1,

2 y 3 d pal-a 200C. Se determinóel pH y seefectuarondeterminacionesde Staph.

aureusy de microorganismos totales por duplicado. Una alícuota de la muestra de

O h fue utilizada para un posterior ensayo de actividad lactoperoxidasay de

tiocianato.
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2.2. METODOLOGÍA EMPLEADA

2.2.1. Análisis microbiológicos

2.2.1.1. 1)ilucioncs decimalesde la leche

Paraobtenerla dilución 10’ se pasó 1 ml de leche a un tubo con 9 ml de

agua peptonada estéril al 0.1%. Las diluciones sucesivas se realizaron pasando 1 ml

de la dilución anterior a un tubo con 9 ml de agua peptonada estéril al 0.1%.

2.2.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo y métodosde análisis utilizados para los distintos

grupos microbianos fueron los siguientes:

Totales viables
Se determinaronen Plate CountAgar (AmericanPublic HealthAssociation,1978).

Temperatura/tiempode incubación:300C/72h.

Siembra: 0.0492 ml en espiral (Spiral System, Interscience, Saint Nom-La Breteche,

Francia).

Se cuentatoda la placao sectores,segúnla cantidadde colonias.

Psicrotrofos Gram negativos

Se determinaronen Plate Count Agar adicionadocon 100 UI/mí de penicilina G

(Richard, 1981).

Temperatuta/tiempode incubación:70C/10d.

Siembra: 0.0492ml en espiral.

Se cuentatoda la placao sectores,segúnla cantidadde colonias.

Gram negativos

Sedeterminaronen Gram NegativePMK agar (PlateCountMonensinKCI, Biolife,

Milan, Italia).

Temperatura/tiempode incubación:300C/24h.

Siembra: 0.0492 ml enespiral.

Se cuentatoda la placao sectores,segúnla cantidadde colonias.
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Estafilococos

Se determinaronen agarETGPA(Egg Yolk Tellurite Glycine PiruvateAgar, Difco,

Detroit, Michigan. EEUU) (Baird-Parker.1979).

Temperatura/tiempode incubación:370C/48h.

Siembra: 0.0492 ml en espiral.

Se cuentanlas coloniasde color negrobrillante.

Enterobacteriáceas
Se determinaronen agarVRBA (Violet Red Bile Agar, Oxoid LTD, Basingstoke,

Hampshire, Reino Unido) (American Publie Health Association, 1978), adicionado

con un 1% de glucosa (VRBGA) (Mossel et al., 1962).

Temperatura/tiempode incubación:370C/24h.

Siembra: 1 ml en placa enprofundidad,con doblecapadel mismo medio.

Se cuentanlas coloniasde color rojo oscuro con diámetro igual o superior a 0.5

mm.

Coliformes
Se determinaronen VRBA.

Temperatura/tiempode incubación:370C/24h.

Siembra: 1 ml enplacaen profundidad,condoble capadel mismo medio.

Se cuentanlas colonias de color rojo oscuro con diámetro igual o superiora 0.5

mm-

Coliformes fecales
Sedeterminaronen VRBA.

Temperatura/tiempode incubación:450C/24h.

Siembra: 1 ml en placa enprofundidad,condoble capadel mismo medio.

Se cuentanlas coloniasdecolor rojo oscurocon diámetroigual o superiora

0.5 mm.

Bracella

Se determinó en medio selectivo de Bruceila spp. (Oxoid), adicionado con

suplemento antibiótico para el aislamiento selectivo de Brucella spp. (Oxoid),

previamenteincubado a 3’70C/10-15 mm, y adicionado con suero de caballo

inactivadoa 560C/30 mm (Oxoid).

Temperatura/tiempode incubación:370C/7-10denatmósferade CO
2(BBL GasPak

CO2System,BectonDickinson Microbiology Systems,Cockeysville,MD, EEUU).
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Siembra: 0.0492ml enespiral.

Se determinóla presenciao ausenciade coloniasseme¡antesa gotas de rocío.

LiMeña

Se determinó en medio selectivo de Listeria spp. adicionado con suplemento

selectivode Listería spp. (formulación Oxford, Oxoid).

Temperatura/tiempode incubación:370C/48h.

Siembra:0.0492ml en espiral.

Se determinóla presenciao ausenciade colonias negrascon el centrohundidoy

aplanadassobreel agar.

2.2.1.3.Detecciónde estafilococoscoagulasapositivos

Se aislaron 10 colonias por cada muestraa partir de las placasde agar

ETGPA. Los aislamientosfueron sembradosen caldo BHI (Brain Heart Infusion,

Difeo), e incubadosa 370C/24h.

Se realizó el test de la coagulasa(Baird-Parker, 1979) poniendoen un tubo de

ensayode 7 mm por 100 mm, 0.5 ml de plasmade conejo (CoagulasePlasme

EDTA, Difeo), al cual se añadieron2 ó 3 gotasde cultivo. Los tubos se incubaron

a 370C durante4 h. La coagulacióndel plasmaindica la presenciade coagulasa.

2.2.1.4.Detecciónde Listeria spp. mediantesondasde hibridaciónde DNA

Se utilizó el Gene-TrakListeria Assay (Gene-TrakSystems,Framingham,

Massachusetts,EEUU). Decadamuestrade lechese añadieron25 ml a 225 ml de

caldo de enriquecimientoPEB (PhosphatedBuffered Listeria EnrichmentBroth,

Gene-TrakSystems)y se incubó durante24 h a 30”C.

Pasadoel tiempo de incubación,se empapóuna torundaen cadafrasco de

PEB, para recogerla mayor cantidadde medio. Seguidamentese sembrócon la

torundala superficie de una placa de medio LCA (Lithium Chloride Ceftazidime

Agar, Gene-TrakSystems),y se incubó durante24 h a 370C.

A las 24 h, serecogióconuna torundala mayorcantidadde cultivo crecido

posible, resuspendiéndoseen un tubo con 1 ml de PBS (PhosphateBufferedSalme,
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Gene-TrakSystems)estéril, medianterotación de la torundadurante

líquido. Se í-ecupeíóla máximacantidadde líquido, antesde desechar

Sobre0.5 ml de estaresuspensióndel cultivo sc realizóel ensayo

siguiendoel protocolodel fabricante.

2.2.2. Aislamientoeidentificaciónde Escherichia coli, Pseudomonas

y Staphylococcas aureus a partir de lechecruda de cabra

5 seg en el

la torunda.

Gene-Trak,

flaorescens

2.2.2.1. Escherichia colí

Se procedió al aislamientode varias colonias de color rojo oscuro, con

diámetro igual o superior a 0.5 mm, a partir de placasde VRBA que habíansido

incubadasdurante24 h a 45 ‘C, correspondientesa variasmuestrasde lechecruda

decabra.Dichascoloniasfueronsembradasen estríade YGA (agarglucosaextracto

de levadura)con la siguienteformulación:

Extracto de levadura

Extracto de carne

Sg

5

Peptona

g

Sg

Glucosa

Fosfato disódico

Agua destilada

Sg

Sg

11

Los aislamientosfueron incubados

del mismo medio

durante24 h a 370C y purificadosen

Se realizaronlas siguientespruebasde identificación:

Morfología: Se comprobó en preparación en fresco a partir de estrías en YGA
incubadas a 370C/24h.

Tinción de Gram: Se realizó a partir de estríasen YGA incubadasa 370C/24h.

placas

Material y Métodos 44



Producciónde catalasa:Se comprobó en un porta con una gota de 11707 de 10

volúmenesa la que seañadióuna masade cultivo celularcrecidodurante24 h en

agar YGA. La producciónde burbujasindica presenciade catalasa.

Presenciade citocromo oxidasa: Sedeterminó segúnel métododeKovacks(1956>.

Se impregnó un papelde filtro con una solución de N, N, N’. N’, tetrametil 1-4

fenilendiamoniodicloruro en aguaal 1% sobreel que se depositaroncélulas de un

cultivo de 24 h de la cepaen estudio. La apariciónde un colorazul-violeta intenso,

en menosde lO seg. indica la presenciade citocromo oxidasa.

Utilización de citrato comoúnicafuentede carbono:Se comprobóen estríasde

SimmonsCitrateAgar (Difeo). La incubacióntranscurrióa 370Cdurante1-7 d. La

utilización de citrato conducea una alcalinizacióndel medio, virandoel indicador

a azul.

Producciónde H
28: En picadurasde Kligler Iron Agar (Difco) incubadasa 37

0C

durante24 h. La producciónde H
2S se manifiestapor un ennegrecimientodel

medio.

Producciónde indol: Se determinóen aguacon triptona al 2% (p/v). Despuésde

incubar a 37
0C durante24 h, se añadió a cada tubo unas gotas de reactivo de

Kovacks. La formaciónde un anillo color rojo en la superficiedel tubo indica la

presenciade indol. El reactivode Kovacssepreparóde la siguientemanera:

Paradimetilaminobenzaldehido 5 g

Alcohol amílico 75 ml

Acido clorhídrico 25 ml

Se disolvió el aldehidoen alcohol en un bañoa 600C y, tras enfriamiento,

se añadióel ácido clorhídricogota a gota.

Reaccióndel rojo demetilo: Sedeterminóencaldoglucosafosfato(Harrigan& Mc

Cance, 1976) incubadodurante48 h a 370C. Pasadoel tiempo de incubaciónse

añadieronal cultivo unasgotasde reactivode rojo de metilo al 0.5% en etanol de

600. La apariciónde color rojo al cabode unossegundosse interpretacomoprueba

positiva -
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Prueba de Voges Proskauer: Se efectuó en caldo glucosafosfato incubadodurante

48 h a 37C(7~ Pasadoel tiempo de incubaciónse añadieronal cultivo unasgotasde

<y-naftol en solucion etanólicaal 6% seguido de unasgotas de KOH al 16%. La

presenciade acetoinasemanifiestapor la apariciónde un anillo rojo en la superficie

del cultivo.

Los bacilosGramnegativos,catalasapositivos,citocromooxidasanegativos,

citrato negativos,no productores de H25, indol y rojo de metilo positivosy Voges

Proskauernegativosse seleccionaroncomo E. cotí.

2.2.2.2. Pseudonzonasfluorescens

Se procedió al aislamientode varias colonias a partir de placasde Plate

Count Agar con penicilina incubadasdurante10 d a 7
0C, correspondientesa varias

muestrasde lechecrudade cabra.Las coloniasfueronsembradasenestríasde TSA

(TrypticaseSoy Agar, BBL), incubadasdurante24 h a 300C y purificadasenplacas

de] mismomedio.

Se procedió a su examenmorfológico, tinción de Gram, producciónde

catalasa,presenciade citocromooxidasa,segúnlo indicadoenel apanado2.2.2.1.

y se examinó la producciónde fluorescenciaen medio de King B (King et al.,

1954).

Fluorescenciaen medio King B: Se prepararonplacasdel medio de King B de la

siguienteformulación:

Proteosapeptona 20 g

K
2HPO4 1.5 g

MgSO4.71120 1.5 g

GliceroJ 10 g

Agar 15g

Agua destilada 1 1

Las placasfueron inoculadasen zig-zagcon los aislamientose incubadas48

h a 30
0C. La fluorescenciase detectótras la observaciónbajo luz ultravioleta.
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1 ~osbacilosGram negativos,catalasapositivos,citocromo—oxidasapositivos

y productoresde fluorescenciaen el mediode King E fueronseleccionadoscomo Ps.

J1uore~ en

2.2.2.3.Staphylococcus aureus

Se procedióal aislamientode varias colonias, de color negro brillante, a

partir de placasde agarETGPA incubadasdurante48 h a 370C, de variasmuestras

de leche cruda de cabra. Dichas colonias fueron sembradasen estríasde TSA e

incubadasdurante24 h a 370C. La purificación se efectuéen placasdel mismo

medio.

Serealizó su examenmorfológico, tinción de Gramy produccióndecatalasa

segúnlo indicadoen2.2.2.1.Se examinó,además,la producciónde coagulasasegún

lo indicadoen2.2.1.3.y la producciónde termonucleasade los cultivos previamente

seleccionados.

Examende la actividadtermonucleasa:Sedeterminóa partirde los sobrenadantes

de los cultivos obtenidossegúnDonnelly et al. (1967). Las cepasfueroncultivadas

en frascosde 250 ml de capacidad,en los que se introdujo un tubo de diálisis con

100 ml de caldoBHI de dobleconcentración.Tras su esterilizaciónseañadieron18

ml de solución fisiológica tamponadacon fosfato estéril (0.02M) sobre la que se

inoculó el cultivo. El inóculo se preparóa partir de un cultivo sobre agar YGA

incubado24 ti a 370C. Se incubó24 ti a 370C enagitación.El cultivo concentrado

secentrifugó 10 mm a 39000 g.

La actividadtermonucleasase determinóenDNaseTestAgar (I)ifco) según

lbrahim (1981>.El mediofue hervido20 mm y enfriadoa470C. La pérdidadepeso

se ajustécon aguadestiladay 3 ml de azul de toluidina (SigmaChemicalCo., St.

Louis, MO, EEUU) 0. 1M. El medio se dispensóen volúmenespequeñosy se

guardóa temperaturaambiente.Para su reutilízaciónse fundió y sepipetearon5.5

mJ demedioa placasPetrí de 9 cm de diámetro.Seenfriarona 40C y sepracticaron

pocillos de 5.5 mm de diámetro. Se calentaronlas placasa 500C y se eliminó el

líquido sobrantede los pocillos a los que se añadieron30 ¡tI de sobrenadante.Las

placasfueroncubiertasconparafilm paraevitarel excesode evaporacióndurantela

incubacióna 500C/4 h. La formaciónde haloscolor rosaalrededorde los pocillos

indica la presenciade actividadtermonucleasaen el sobrenadantedel cultivo.
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Se seleccionaroncomo Staph. aureus los aislamientoscon morfología de

cocos, Gram positivos, catalasa positivos y productores de coagulasa Y

teririonucleasa.

2.2.3. Preparaciónde inóculos para los ensayosde inhibición por el sistema

lactoperoxidasa

Se comprobóen primer lugar la ausenciade inhibición entre las tres cepas

seleccionadasde cada especie mediante una siembra en líneas cruzadasen la

superficiede placasde los mediosadecuados.

Las tres cepasde E. cali se sembraronindividualmenteen caldo YG y se

incubarondurante24 h a 370C. Seguidamentese realizó una resiembraa 200C

durante48 h, traslo cualel cultivo seencontrabaen las condicionesadecuadaspara

iniciar el experimento.

El inóculo de Ps. fluorescens se preparó sembrando las tres cepas

individualmenteen medio TSB que se incubódurante24 h a 300C. Se realizóotra

resiembraa TSB y se incubé durante48 h a 200C, tras lo cual el cultivo se

encontrabaen las condicionesadecuadaspara iniciar el experimento.

El inóculo de Staph. aureus se preparó sembrando las tres cepas

individualmenteen medioTSB que seincubódurante24 h a 370C, realizándoseuna

resiembraen el mismo medio con incubacióna 200C durante48 h.

Unavezcrecidaslas trescepasde cadaespecie,semezclarony seprepararon

las diluciones adecuadaspara que al sembrar la leche estéril se obtuviesen

aproximadamenteitt uit/ml.

El inóculo de L. monocytogenesse preparóen TSB con el 0.6%de extracto

de levadura,incubadodurante24 ha 370C, realizándoseuna resiembraen el mismo

medio con incubacióna 200C durante48 h.
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2.2.4. Análisis químicos

2.2.4.1. Ensayo de la actividad Iactoperoxidasa

La actividad lactoperoxidasase determinópor duplicadosegúnMarshall et

al. (1986),siguiendola oxidaciónde ABTS (ácido2,2’ -azinodi-3-etilbenztiazolina-6-

sulfónico,Sigma> a 412 nm. Paraello, se añadieron30 ¡tI de lecheo de unadilución

adecuadaen tampónacetato0.1 M (pH 4.5) a 2.95 ml de una solución 1 mM de

ABTS en tampón acetato, previamentedispuesto en una cubeta de 3 ml de

capacidad.Trasmezclar,seañadieron30 ¡tI de una solución10 mM de peróxidode

hidrógeno,en tampónacetato.

La oxidacióndel ABIS se siguió mediantela determinaciónde los valores

de absorbanciaa 412 n.m, durante5 mm, utilizando un espectrofotómetroBeckman

IIYU 7.

Unaunidaddeactividadenzimáticasedefinecomolacantidadde enzimaque

cataliza la oxidación de un micromol de substrato(ABTS) por minuto, a 200C en

tampón acetato0. 1M a una concentraciónde ABTS ímM y H
202 0.1 mM, y es

equivalentea un cambioen la absorbanciaa 412 nm de 32.4 porminuto (Shindler

et al., 1976).

Se calculó la pendientede la rectade regresiónobtenidade los valoresde

absorbanciadurantelos 5 mm de reacción,a partir de la cual se obtuvo la actividad

lactoperoxidasaen U/mí, siendoel coeficientede extinciónmolar del productode

oxidacióndel ABTS de 32400M’ cuy’ (Shindleret al., 1976).

2.2.4.2.Determinaciónde tiocianato

El ión tiocianatose determinóutilizando el reactivoférrico (FeÍ) de Sórbo

(1953). La preparacióndel reactivoconsisteenmezclar16 g deFe(N03)3.9H20con

50 ml de HNO3 2M. La leche sedesproteinizómezclando6 ml con 3 ml de ácido

tricloroacético al 20%. A los 30 mm se efectuó la filtración de ias muestras

utilizando filtros Whatman40, se mezclaron 1.5 ml de filtrado con 1.5 ml del

reactivo, y se midió la formación del complejo férrico coloreado a 460 tun,

utilizando un espectrofotómetroBeckmanDU 7.
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1 ~aconeentracionde tiocianato se calculé a partir de una curva patrón

preparadacon las siguientesconcentracionesde tiocianatosódico: 1, 5.. 10, 15, 20

y 25 ppm.

2.2.5. Análisis estadístico

Los resultadosobtenidosen las distintasexperienciassesometierona análisis

de varianz-amediantelos programasBMDO7D y BMDOSV (Sigstat, Provo, UT,

EEtJU). Los análisis de regresiónse efectuaronutilizando los programasCurve y

Regress(Sigstat).Las comparacionesde mediasserealizaronmediantelos testsLSD

y ‘L’ukey (Steel& Torne, 1980).
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3. RESULTAI)OS Y DISCUSION

3.1. CALII)AI) MICROBIOLÓGICA DE LA LECHE DE CABRA

3.1. 1. Niveles de los principales grupos microbianos

Se ha estudiadola calidadmicrobiológicade la lechede cabrasobreun total

de 83 muestrasde lecherecogidasdurantelas cuatroestacionesdel año, procedentes

de un total de 15 ganaderosde la provinciade Avila, efectuandodosmuestreospor

estacion.

El valor mediodel pH de las 83 muestrasde lechedecabrarecogidasdurante

las cuatroestacionesfue de 6.83, conuna desviacióntípica de 0.12 y un intervalo

de variaciónde 6.59-7.26.

La temperaturade la leche, tomadaen el momentode la recogidade las

muestras,osciló entre 40C y 360C.

Se detecté la presenciade peróxido de hidrógeno en cuatro muestras

correspondientesa la estaciónde veranoy a cuatroganaderosdiferentes,con las

siguientesconcentraciones:0.5, 0.5, 2.0y 5.0 ppm.

La Tabla 1 muestralas medias,las desviacionestípicas y los intervalos de

variaciónde los gruposmicrobianosestudiadosen la leche de cabra,durantetodo

el año, sobreel total de 83 muestras.Los nivelesde microorganismostotalesviables

dieronuna inediade 5.61 unidadeslogarítmicas,conuna variaciónqueosciléentre

3.30 y 7.78 log ufe/mí. Estos resultadosconcuerdancon los obtenidospor otros

autores,que dan cuentade una gran variaciónde los nivelesde totalesdesdeí0~

hasta ío~ ufc/ml (Varo et al., 1977). La media encontradano llega al valor de

2.0x106ufe/mí obtenidopor Barbosa& Miranda (1986). En leche reciénordeñada

de oveja se han encontradoniveles de microorganismostotales frecuentemente

superioresa l0~ ufe/mí y de J0~ ufc/mJ en ]echea su Jiegadaa Ja industria (Nuñez

et al., 1984).

La ComunidadEconómicaEuropeaha publicadorecientementela normativa

microbiológicaparala lechecrudade cabra,estableciendolímitesmáximosde lxItP

ufe/mí parala lechedestinadaa la producciónde leche tratadatérmicamenteo a la
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Tabla 1. Niveles* de los principalesgruposmicrobianosde la lechede cabra.

Grupomicrobiano Media SD Intervalo

Totalesviables 5.61 1.15 3.30-7.78

Gram negativos 3.91 1.40 1.30-6.83

Psicrotrofos Gram negativos 2.83 1.19 1.30-4.98

Estafilococos 4.18 0.71 270-6.66

Estafilococoscoagulasa+ 2.67 1.36 1.30-6.15

Enterobacteriáceas 2.82 1.25 1.00-5.81

Coliformes 2.80 1.23 1.00-5.38

Coliformes fecales 2.37 1.14 1.00-5.40

* Valoresmediosobtenidosa partir de 83 muestras,porduplicado,correspondientes

a 15 ganaderosy recogidasdurantelascuatroestaciones,expresadosen log ufc/ml.
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elaboraciónde productosa basede leche tratadatérmicamente,y de 5xI03 ufc/ml

para (a leche destinadaa la elaboraciónde productos a base de leche cruda

(l)irectiva 92/46/CEE.l)iario de la ComunidadEuropeaN” E 268, 14 Scpt. 1992).

De acuerdocon nuestrosresultados,un 60% de las muestrasanalizadaspresentaron

nivelesde microorganismostotales =106 ufc/ml y un 54% niveles=5x10-5 ufe/mí.

Excluyendolas bacteriaslácticas,el grupopredominantede microorganismos

resultó serel de los estafilococos,con una mediade 4.18 unidadeslogarítmicasy

una variaciónde 270-6.66log ufe/mí. Otrosautoreshan encontradouna variación

menorde los nivelesde estafilococos:5.4x102 4.9x104ufc/ml (Chubb & Orchard,

1985). Bautista et al. ([986) comprobaron niveles medios de 5.9x104

estafilococos/mlen lechede ovejaa su llegadaa la industria, siendodichosniveles

200 vecesmás bajosen lechereciénordeñada.

Los estafilococoscoagulasapositivosdieronvaloresaltos,conunainedia de

2.67 log ufe/mí y un intervalo de 1.30-6.15 log ufc/ml. Un 43% de las muestras,

36 de las 83 ensayadas,teníanestafilococoscoagulasapositivos,proporcióncercana

a la encontradapor Barbosa& Miranda (1986) y por Mariscal (1987). En leche

cruda de oveja, Bautista et al. (1986) encontraronun 31% de cepas coagulasa

positivasentre los aislamientosde estafilococos.

Los recuentosmedios en agar PMK correspondientesa microorganismos

Gram negativosascendierona un valor de 3.91 log ufe/mí. Podríadeducirsede este

dato que la flora Gram positiva, fundamentalmentela flora láctica, es mayoritaria

en la leche crudade cabra.

Los nivelesde psicrotrofosGram negativosdetectadosfueron de 2.83 log

ufe/mí, con un intervalo de 1.30-4.98log ufe/mí, más bajos que los valores de

3.0x1024.7x102ufe/mí detectadospor Varo et al. (1977),y muchomásbajosque

los 106 ufc/ml encontradosen lechede ovejaa su llegadaa la industriapor Nuñez

et al. (1984).

Las enterobacteriáceas,coliformesy coliformesfecalessehanencontradoen

los siguientesnivelesmedios, respectivamente:2.82 log ufe/mí, 2.80 log ufc/ml y

2.37 log ufc/ml. Aunque hubo muestras con niveles muy bajos de estos

microorganismos,otrasalcanzaronvaloresde5.81 log ufc/ml deenterobacteriáceas,

5.38 log ufe/mí de coliformesy 5.40 ]og ufe/mí de coliformes fecales,resultados
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que estánen la líneade los altos valoresofrecidosparaestosgruposporVaro et al.

(1977). En cl 48% de los casosse detectó la presenciade E. cotí, proporción

cercanaa la obtenida por otros autores(Barbosa & Miranda, 1986; Jensen&

Hughes. 1980>. Resultadossimilares han sido obtenidosen ¡nuestrasde leche de

oveja recogidascii granjaspor Gayaet al. (1987>.

No se detectóla presenciade Brucella spp. ni de Listeria spp. enningunade

las muestrasanalizadas.

L. ¡nonocywgenesha sido aisladade un 0.8%demuestrasde lechede cabra

de Inglaterray Gales porGreenwoodet al. (1991). De un total de 208 muestrasde

leche de cabra procedentesde 115 ganaderosde Castilla-León,se aislóL.

monocytogenesde la lecheprocedentede 18 ganaderosy L. innocua de la leche

procedentede [3 ganaderos(Gayaet al., datos no publicados).

3.1.2. Variación estacional

Todos los gruposmicrobianosestudiadosalcanzaronsus nivelesmáximosen
veranoy sus nivelesmínimosgeneralmenteen invierno.

La oscilación de la temperaturade las muestrasde leche en las distintas

estacionesfue la siguiente: 220C-360C(verano), 70C-34”C (otoño), 40C-300C

(invierno) y 170C-340C(primavera).

Los nivelesde los principalesgruposmicrobianosen las distintasestaciones

se muestranen las Tablas 2, 3, 4 y 5, para verano, otoño, invierno y primavera,

respectivamentey su variaciónestacionalen las Figuras 1, 2 y 3.

Los valoresmediosdel pH en las cuatroestacionesse recogenen la Tabla

6. El pH de las muestrasde veranoresultó significativamente(P<0.001) inferior

al detectadoen invierno. Los valoresde PH de las ¡nuestrasde verano,primavera

y otoño no resultaronsignificativamentediferentesentresi.

la media de los nivelesde microorganismostotalesen las cuatroestaciones

fue la siguiente:6.28 log ufc/ml (verano),5.61 log ufc/ml (otoño), 5.09 log ufc/ml

(invierno) y 5.36 log ufe/mí (primavera). Los nivelesmás elevadosse obtuvieron

en las muestrasde verano,seguidosde otoño, primaverae invierno. Se comprobó
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Tabla2. Niveles4de los principalesgruposmicrobianosen la lechede cabradurante

el verano.

Gnipo microbiano Media SD Intervalo

Totalesviables 6.28 0.99 4.30-7.81

Gram negativos 4.90 1.27 2.30-6.83

PsicrotrofosGram negativos 2.75 1.27 1.30-4.89

Estafilococos 4.47 0.69 3.08-5.64

Estafilococoscoagulasa+ 3.56 1.29 1.30-5.60

Enterobacteriáceas 3.59 1.32 1.00-5.81

Coliformes 3.50 1.26 1.00-5.38

Coliformes fecales 3.08 1.30 1.00-5.40

* Valoresmediosobtenidosa partir de 24 muestras,por duplicado, expresados en

log ufe/mí.
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Tabla 3. Niveles’ de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

el otoño.

Grupomicrobiano Media SD Intervalo

Totalesviables 5.61 1.01 3.30-7.23

Gram negativos 3.68 1.18 1.30-5.68

PsicrotrofosGram negativos 3.01 1.02 1,30-4.34

Estafilococos 4.27 0.54 315-5.49

Estafilococos coagulasa + 2.25 1.10 1.30-4.42

Enterobacteriáceas 2.54 1.04 1.00-4.90

Coliformes 2.62 1.05 1.00-4.79

Coliformes fecales 2.26 1.07 1.00-4.34

* Valores mediosobtenidosa partir de 19 muestras,porduplicado,expresadosen

log ufe/mí.
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Tabla 4. Niveles de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

el invierno.

Grupomicrobiano Media SD Intervalo

Totalesviables 5.09 0.93 3.30-6.89

Gram negativos 3.25 1.48 1.30-5.91

Psicrotrofos Gram negativos 3.01 1.28 1.30-4.99

Estafilococos 3.75 0.41 2.61-4.64

Estafilococoscoagulasa+ 2.30 1.13 1.30-4.32

Enterobacteriáceas 2.06 0.91 1.00-4.04

Coliformes 2.05 0.91 1.00-3.95

Coliformes fecales 1.72 0.74 1.00-3.11

* Valores mediosobtenidosa partir de 21 muestras,por duplicado,expresadosen

log ufe/mí.
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Tabla 5. Niveles de los principales grupos microbianos en la lechede cabra durante

la primavera.

Grupo microbiano Media SD intervalo

Totalesviables 5.36 1.33 3.30-7.68

Gram negativos 3.60 1.03 1.30-5.48

PsicrotrofosGram negativos 2.56 1.20 1.30-4.66

Estafilococos 4.23 0.92 3.08-6.68

Estafilococoscoagulasa+ 2.37 1.47 1.30-6.15

Enterobacteriáceas 2.99 1.15 1.00-5.08

Coliformes 2.91 1.21 J.00-4.98

Coliformes fecales 2.29 0.91 1.00-4.48

* Valores mediosobtenidosa partir de 19 muestras,por duplicado,expresadosen

log ufe/mí.
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Tabla 6. Valores’ del pH de la lechedecabraen las distintasestaciones.

Estación Media SI)

Verano 6.79 0.07

Otoño 6.81 0.07

Invierno 6.97 0.11

Primavera 6.74 0.07

* Valoresmediosobtenidosa partir de 83 muestras.
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Figura 1. Variación estacionalde totales viables, Gram negativosy psicrotrofos

Omm negativosen la lechede cabra.
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Figura 2. Variación estacionalde estafilococosy estafilococoscoagulasapositivos

en la lechede cabra.
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Figura 3. Variación estacionalde enterobacteriáceas,coliformesy coliformesfecales

en la lechede cabra.
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la influencia sii~nificativa (P<0.01) del efecto estación sobre el nivel de

microorganismostotalescn la leche, trasrealizarel análisisdc varianza.Los niveles

de totales en veranoresultaronsignificativamentemáselevadosque los de otoño

cP<0.00l). primavera ([‘<0.001) e invierno (P<0.00l). Bautisia el al. (1986),

estudiandola variaciónestacionalde los microorganismostotalesen lechede oveja

recién ordeñada,comprobaronque los niveles más elevadosde microorganismos

totalesse detectabanen otoño, siendosignificativamentesuperioresa los obtenidos

en veranoe invierno. Estos autoresatribuyensus resultadosal empleode 1-IQO, en

veranoparaconservarla lechey a] descuidoen otoño de las prácticashigiénicasen

la granja,asociadoal descensode la producciónde leche.

Los microorganismosGram negativossiguen la misma tendenciaque los

totalescon los siguientesvalores:4.90log ufc/ml (verano),3.68 log ufe/mí (otoño),

3.25 log ufc/ml (invierno) y 3.60 Iog ufc/ml (primavera).Se detectarondiferencias

significativas (P<0.001) entre estaciones, siendo los niveles de verano

significativamentesuperioresa los de otoño (P<0.00l), primavera (P<0.001)e

invierno (P<0.001).

El grupode los psicrotrofosGramnegativossigue unavariacióndiferente al

presentarniveles más altos de bacteriasen otoño e invierno (3.01 log ufe/mí) y

nivelesmásbajos en veranoy primavera(2.75 y 2.56 log ufe/mí respectivamente).

Sin embargo,en los psicrotrofos Gram negativosno se detectarondiferencias

significativas entre las cuatro estacionestras realizar el análisis de varianza

correspondiente.

Los estafilococossiguenuna evoluciónsimilar a la de la flora total durante

las cuatro estaciones.Se comprobó la existencia de diferencias significativas

(P <0.05) entre estaciones,con los valores más altos en los mesesde verano,

significativamentesuperioresa los de otoño (P<0.001), primavera (P<0.001)e

invierno (P<0.001). En lechede oveja, la variaciónestacionalde los estafilococos

siguió la tendenciaindicada anteriormentepara microorganismostotales, con los

nivelesmás altos en otoño, significativamentemáselevadosque los detectadosen

invierno, veranoy primavera(Bautistaet al. 1986).

Los nivelesdeestafilococoscoagulasapositivostambiénresultaroninfluidos

(P<0.01)por la estación,con valoressignificativamentemáselevadosen los meses

de veranoque en otoño (P<0.01),primavera(P<0.0I) e invierno (P<0.001).
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1 ~asenterobacteriáceas,coliformesy coliformes fecalesmuestranigualmente

los valoresmáximosen verano(3.59 log ufe/mí, 3.50 log ufc/ml y 3.08 log ufe/mí

respectivamente),mientrasque el invierno es la estación que presentalos niveles

mínimos (2.06 log ufe/mí de enterobacteriáceas,2.05 log ufc/ml de coliformesy

1.72 log uit/ml de coliformesfecales).En el casode las enterobacteriáceasy de los

coliformes, los nivelesde bacteriassonmayoresen la primavera(2.99 y 2.91 log

ufc/ml respectivamente)que en el otoño (2.54 log ufe/mí y 2.62 log ufe/mí,

respectivamente).Los niveles de enterobacteriáceasen las muestras(le leche de

veranoresultaronsignificativamentemáselevadosqueen invierno(P<001)y otoño

(P<0.05), mientras que no diferían significativamente de los detectadosen

primavera.Resultadossimilaresse obtuvieroncon los coliformes y los coliformes

fecales en cuanto a su variación estacional,con valores significativamentemás

elevadosen veranoqueen invierno (P<0.001)y otoño (P<0.05),y que no diferían

significativamentede los nivelesen primavera.

1.~os niveles de significacióndel efecto estaciónsobre los distintos grupos

microbianosserecogenen la Tabla 7.

La variación estacional observada en el presente trabajo para

microorganismostotales y otros gruposmicrobianos,con nivelesmáximos en los

mesesde verano,coincide con otros trabajosrealizadoscon lechede vaca. Soler

(1989)encuentraniveleslogarítmicosmediosde microorganismostotalesde 6.52/ml

en la leche de 990 granjasde Mallorca, así como la existenciade diferencias

significativas entre estaciones, con los nivelesmáximosenveranoy los mínimosen

invierno.

Lamayorcontaminaciónmicrobianaenlos mesesdeveranopuedenatribuirse

a las temperaturas más elevadas, que favorecen el crecimiento de los

microorganismos en los utensilios de ordeño, especialmenteen condiciones

deficientes de higiene y desinfección.

Resultados y Discusión 64



Tabla 7. Nivel de significación del efecto estación sobre los distintos grupos
microbianos en leche de cabra.

Grupomicrobiano

Totalesviables

Gram negativos

PsicrotrofosGram negativos

Estafilococos

Estafilococoscoagulasa+

Enterobacteriáceas

Coliformes

Coliformes fecales

P<0.001

** II,<00l

4, P<o.05
NS, no significativo

Estación

**

NS

*

**

**
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3.2. EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE DE CABRA

3.2.1. Componentesdel sistemalactoperoxidasa en lechede cabra durante la

lactación

3.2.1.1. Lactoperoxidasa

Se han estudiadolos nivelesde lactoperoxidasaen la lechede 10 cabrasde

un rebañocruzadodc razasmúltiples, mediantediversastomasde muestrasa lo

largo dcl períododc lactación.

Los valoresmediosde lactoperoxidasaen los trece tiempos analizadosse

recogenen la Tabla 8, representándosesu evoluciónen la Figura 4. Sedetectaron

niveles máximos de lactoperoxidasade hasta 3.55 U/ml en una muestrade leche

correspondientea 75 d de lactación, mientras que los niveles más bajos

correspondierona las muestrastomadasen los primerosdíasdespuésdel parto. El

valor medio total fue de 1.55 U/ml.

El valor medio de la actividad lactoperoxidasaen la leche de cabrafue

superioral encontradoen lechede otrasespecies,Así, sehandescritovaloresde 1.4

U/ml en la leche de vaca (Stephenset al., 1979), 0.9 U/ml en la lechede búfala

(Hárnulv & Kandasamy,1982) y 0.8 U/ml en la leche de oveja (Medina et al.,

1989).

Mediante análisis de varianza, se detectaronefectossignificativos de los

individuos (P<0.001l)y del tiempo de lactación (P<0.001)sobre los niveles de

lactoperoxidasa(Tabla 9).

La evolucióndel contenidoen lactoperoxidasade la lechede cabradurante

la lactación,tras realizarlacomparaciónde mediascorrespondiente,fue la siguiente:

los niveles de lactoperoxidasafueron significativamentemás bajos a las 0-24 h

después del parto que a los 3 (P<0.00l), 7 (P<0.05), 30, 45, 60, 75, 90, 105,

120, 135 y 150 d (P<0.001).

Los datosobtenidosparaleche decabraa lo largo del períodode lactación

no se ajustana lo observadopor Reiter (1985). Segúnesteautor, el contenidode

lactoperoxidasaesbajo encalostrobovino, aumentandorápidamentepara alcanzar
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Tabla 8. Niveles de lactoperoxidasa(U/mí) en lechede cabra durante la lactación.

Lactoperoxidasa

])ias tras el parto Media SD Intervalo

O

3

7

15

30

45

60

75

90

1.05

120

135

150

0.50

1.63

1.26

1.24

1.71

1.74

.82

1.91

1.77

1.74

1.78

1.35

1 .67

0.30

0.58

0.41

0.43

0.65

0.64

0.53

0.82

0.89

0.94

0.80

0.75

0.81

0.08-1.00

0.80-2.39

0.53-1.92

0.65-1.89

0.69-2.73

0. 59-2.93

0.. 82-2.74

1.01-3.55

0.66-3.37

0.04-2.85

0.57-2.80

0.05-2.37

0.52-2. 89

* Valores mediossobre 10 cabras,condosdeterminacionespor muestra.
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Figura 4. Evolución de la actividad lactoperoxidasaen leche de cabra durante la
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Tabla 9. Niveles de significación de los efectos individuo y tiempo de lactación

sobrelos componentesdel sistemalactoperoxidasa.

Componentes del sistema Individuo Tiempo de lactación

Lactoperoxidasa

‘1’iocianato ***

*** P<0.001
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un máximo a los 4-5 d y descendiendoposteriormentea un nivel constantedurante

el resto de la lactación.

3.2.1.2.Tiocianato

Los nivelesde tiocianatoen lechede cabraa lo largodel períodode lactación

se recogenen la Tabla 10. Las concentracionesde tiocianatoen la leche de cabra

alcanzanuna mediade4.03ppm, variandoenmuestrasindividualesdesde0.67hasta

11.17 ppm.

Se han detectadoniveles de tiocianatoen la lechede vacade 3.2-4.6ppm

(Bjórck et al., 1979) y hasta de 15 ppm en la leche de vacas alimentadas con pastos

naturales que contenían trébol (Reiter, 1985). Por otra parte, la mediaobtenidade

los nivelesde tiocianatoen la lechedeovejafue de 10.3 ppm(Medinaet al., 1989).

Los niveles de tiocianato relativamente bajos encontrados en la leche de cabra

puedendeberseal régimenalimenticio del rebaño.

El análisis de varianzasobre los niveles de tiocianato detectódiferencias

significativasentreindividuos(P<0.001)y entredíasde lactación(P<0.001)(Tabla

9).

3.2.2. Influencia de la raza, individuo y tiempo de lactación sobre los

componentesdel sistemalactoperoxidasaen leche de cabra

Se ha investigado la influencia de la raza sobre los componentes del sistema

lactoperoxidasa en leche de cabra de dos razas de importancia económica en nuestro

país: Verata y Murciano-Granadina.Dicho estudio se ha realizado sobre dos

rebaños,uno de cadaraza, de cadauno de los cualesse seleccionaron10 cabras,

cuyosnivelesde lactoperoxidasay tiocianatofueronevaluadosendiversastomasde

muestrasa lo largo del períodode lactación.

3.2.2.1. Lactoperoxidasa

Los niveles de lactoperoxidasaen leche de cabra de las razas Verata y

Murciano-Granadinadurante la lactación se indican en las Tablas 11 y 12,

respectivamente.
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Tabla 10. Niveles* de tiocianato (ppm) en leche de cabra durante la lactación.

Tiocianato

Dias tras el parto Media SD Intervalo

0 5.62 2.12 2.91-8.85

3 5.77 1.44 3.82-8.17

7 7.30 2.43 2.88-11.17

15 8.09 1.96 3.94-10.03

30 3.87 1.43 2.08- 6.63

45 3.73 1.18 1.99-5.66

60 4.79 1.13 3.32-6.92

75 2.50 0.27 2.08-2.80

90 2.15 0.29 1.71-2.63

105 3.24 0.85 1.73-4.38

120 1.91 0.27 1.64-2.56

135 1.47 0.38 0.77-2.11

150 1.93 0.63 0.67-2.84

* Valores mediossobre10 cabras,condosdeterminacionespor muestra.
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Tabla 11. Nivele& de lactoperoxidasa(U/mí) en leche decabra Veratadurantela

lactacion.

Lactoperoxidasa

Díastras el parto Media SD Intervalo

o

3

7

15

30

45

60

75

90

105

120

135

150

0.03

0.93

1.23

0.59

0.81

0.73

0.63

0.82

1.00

1.41.

1.24

1.46

1.44

0.11

0.88

0.64

0.36

0.40

0.33

0.23

0.39

0.37

0.27

0.28

0.34

0.30

0.00-0.46

0.01-2.46

0.40-2.80

0.05-1.12

0.09-1.23

0.28-1.37

0.30-1.04

0.01-1.53

0.68-1.87

0.96-1.93

0.88-1.74

0.67-1.92

0.73-1.82

• Valores mediossobre 10 cabras,con dos determinacionespor muestra.
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labIa 12. Niveles de Jactoperoxidasa(U/mí> en lechede cabraMurciano-Granadina

durantela lactación.

Lactoperoxidasa

Díastras el parto Media SD Intervalo

o

3

0.20

1.41

1.04

1.65

7

15

30 2.08

45 2.45

60

75

90

105

120

135

150

3.24

3.47

2.92

2.67

2.48

2.28

2.07

0.20

0.40

0.48

0.63

0.94

0.91

0.85

0.74

0.47

0.51

0.511

0.45

0.54

0.00-0.62

0.66-1.98

0.1 5-1.86

0.48-2.84

1.03-4.17

1. 19-4.66

2. 15-5.03

2.02-5.03

2.02-3.73

1.59-3.42

1.24-3.16

1.29-2.96

1.09-2.98

Valores mediossobre 10 cabras,con dosdeterminacionespor muestra.
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En las Figuras 5 y 6 se representa la evolución de la actividad

lactoperoxidasaduranlela lactación.

Los nivelesde lactoperoxidasaen la lechede cabraalcanzaronuna mediade

0.95 U/ml en la raza Verata y de 2.15 U/ml en la raza Murciano-Granadina.La

mediatotal de las dos razasdió un valor de 1.55 li/mí, igual al obtenido para el

rebañocruzadode razasmultiples.

Comoseha indicadoen el apartadoanterior, el contenidode lactoperoxidasa

de la lechede cabraessuperioral descritoen lechesde vaca, búfalay oveja. Los

valores individuales máximos de lactoperoxidasa en la leche de cabra fueron de 2.80

lJ/ml para la raza Verata y de 5.03 U/ml para la raza Murciano-Granadina,

superioresa los obtenidosen lechede ovejaque sesituaronentre0.14 y 2,38U/ml

(Medina et al., 1989). El máximo contenidode laetoperoxidasaseha detectadoen

conejillos de indias con un valor de 22 U/ml (Stephens et al., 1979).

Mediante análisis de varíanza se encontraron efectos significativos de la raza

(P <0.001), del individuo (P <0.001) y del tiempo de lactación (P <0.001) sobre los

niveles de lactoperoxidasa (Tabla 13).

Los valoresmás bajos de lactoperoxidasa en la leche de cabra de las razas

Veratay Murciano-Granadinasedieronen las primeras24 h despuésdel parto: 0.03

U/ml para la raza Verata y 0.20 U/ml para la raza Murciano-Granadina.Estos

valores eran significativamente diferentes de los obtenidos en cualquier otro tiempo

de lactación.

Los nivelesde lactoperoxidasaen la lechede cabra evolucionandurantela

lactacióndemaneradistintaa como lo hacenlos de la lechede vaca (Reiter, 1985>.

Las concentracionesmás bajasseobtuvierondurantelas primeras24 h despuésdel

parto en ambasrazas. En la raza Verata, la lactoperoxidasaaumentódesde0.03

U/ml en las primeras24 h hasta0.59-1.00U/ml en los tres primerosmesesde la

lactación,con la excepcióndel valor de 1.23 U/ml a los 7 d. Los nivelesmás altos

de lactoperoxidasase detectaronal final del período de lactación. En la raza

Murciano-Granadina,la actividad lactoperoxidasacreció desde0.20 U/ml en las

primeras24 h hasta3.24 U/ml (60 d) y 3.47 U/ml (75 d) enel períodomedio de

la lactación, deci-eciendo posteriormente hasta 2.07 U/ml a los 150 d.
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Figura 5. Evolución de la actividad lactoperoxidasa en Leche de cabra Verata

durantela lactación.
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Figura 6. Evolución de la actividad lactoperoxidasaen leche de cabra Murciano-

Granadinadurantela lactación.
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Tabla 13. Niveles de significación de los efectos raza, individuo y tiempo de

lactación sobre los componentes del sistema lactoperoxidasa.

Componentes del sistema Raza Individuo Tiempo de lactación

Lactoperoxidasa ***

Tiocianato *** ***

*** P<0.0o1
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En cuanto‘a las diferenciasdetectadasentre individuos, los nivelesmáximos

de lactoperoxidasaen la raza Murciano-Granadinacorrespondieronal mismo

individuo en todos los tiempos de lactaciónsalvo en dos, mientrasque en la raza

Verata cuatro individuos compartieron la mayor actividad lactoperoxidasa durante

los cinco mesesde lactación,Un individuo de la razaMurciano-Granadinadió a los

60 y a los 75 días la máximaactividadlactoperoxidasa(5.03U/mí).

3.2.2.2.Tiocianato

Los nivelesde tiocianatoen leche de cabrade las razasVerata y Murciano-

Granadinadurantela lactaciónse recogenen las Tablas14 y 15, respectivamente.

El contenido medio de tiocianato en la leche de cabra de Fa raza Verata fue

de 5.76 ppm (Tabla 14), mientras que el de la raza Murciano-Granadina fue de 3.20

ppm (Tabla 15>. La media total de las dos razas dió un valor de 4.5 ppm. El

máximo nivel de tiocianato detectado correspondió a una muestra individual de raza

Verata a los 90 días y fue de 15.85 ppm.

El contenidode tiocianatoen la lechede vacase sitúaen los intervalos 1-10

ppm (Wood, 1975), 3.2-4.6ppm (Bjórck et al., 1979) y 1.6-7.0ppm (Hárnulv &

Kandasamy, 1982). En la leche de búfala se dan valores de 5.4 ppm (Hárnulv &

Kandasamy, 1982), 2.6 ppm (Chakraborty et al., 1986) y 5.5-6.0 pprn (Thakar &

Dave, 1986). Finalmente, en la leche de oveja se han encontrado altas

concentracionesde tiocianato,con una mediade 10.3 ppm (Medinaet al., 1989).

Los contenidos de tiocianato relativamente bajos en la leche de cabra pueden

deberseal tipo de alimentación.Las cabrasde ambas razas fueron alimentadas

fundamentalmentecon pastosnaturalesy su dieta no fue controlada.Porestarazón

esdifícil separarel efectorazadel efectoderivadode la alimentación‘en los niveles

de tiocianato.

El análisis de varianza detectó el efectosignificativo de la raza (P<O.O01),

individuo (P<0.001>y tiempo de lactación (P<0.O01)(Tabla 13). Como se ha

indicado, el efecto raza puede deberseen parte a la influencia de la distinta

alimentaciónen los dos rebaños.
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Tabla 14. Nivele< de tiocianato (ppm) en leche de cabra Verata durante la

Lactacion.

Tiocianato

l)ías tras el parto Media SD Intervalo

o 5.06 2.48 2.38-11.17

3 3.49 0.90 2.36-4.93

7 3.74 1.63 2.31-7.81

15 5.89 2.95 2.86-10.93

30 5.57 2.02 3.05-9.20

45 5.24 2.67 2.40-11.53

60 7.94 2.03 4.96-11.42

75 4.84 1.51 2.37-7.70

9(1 8.46 3.52 3.57-15.85

105 5.67 2.23 1.46-10.00

120 5.08 2.12 2.44-8.35

135 5.98 2.69 2.51-12.61

150 7.91 2.12 3.55-12.12

por muestra.* Valores mediossobre 10 cabras,con dosdeterminaciones
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Tabla 15. Nivele< de tiocianatoen leche de cabraMurciano-Granadinadurantela

lactacion.

Tiocianato

Díastras el parto Media SD Intervalo

o

3

7

15

30

45

60

75

90

105

120

135

150

2.53

2.41

1.62

3.58

3.09

2.98

2.79

3.34

2.89

4.07

4.23

4.01

4.08

0.55

0.72

0.70

1.12

0.72

0.76

0.67

0.75

1.07

0.64

0.86

0.63

0.99

1.58-3.52

1.57-4.27

0. 76-3.41

2. 40-6.50

2.08-4.16

1.81-4.17

1.96-4.47

2.30-4.70

1.61-5.37

3. 13-5 .21

2.91-5.57

2.93-4.88

2. 90-6. 52

* Valoresmediossobre10 cabras,con dosdeterminacionespor muestra.
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En la razaVeratase detectaronnivelesmediosde tiocianatode alrededorde

8 ppm en los días 60, 90 y 150 del períodode lactación, mientrasque el restode

los díaspresentóvaloresde 5-6 ppm, cori la excepciónde los días 3 y 7 en que se

encontraronlos valores mínimos de 4 ppm. En la raza Murciano-Granadinalas

concentracionesmediasde tiocianato se situaronentre2.5 y 3.5 ppm hastalos 90

díasdel periodode lactación,a partir de los cualesaumentaronhastaun máximode

4 pprn.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio sobre los componentes

del sistema lactoperoxidasaen lechede cabra, la activacióndel sistemapuedeser

una forma de conservarla leche cruda a temperaturaambientey de mejorar su

calidadbacteriológicaa temperaturasderefrigeración,mediantela adicióndeniveles

bajos de tiocianato y de peróxidode hidrógeno(—0.3 mM). La concentraciónde

lactoperoxidasapresentede forma natural en la leche de cabrano seríaun factor

limitante, ya que la actividadlactoperoxidasaen lechede cabraes incluso superior

a la encontradaen lechede otrasespecies.

Ya que la producciónde leche de cabraennuestropaísseha incrementado

durantelos últimos años,y dadoque la refrigeraciónno puedeaplicarseen diversas

zonas, la activacióndel sistemalactoperoxidasasupondríael empleode un método

antibacteriano natural que podría mejorar considerablemente la calidad

microbiológicade la lechede cabra.
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3.3. ACTIVACIÓN DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LA LECHE

CRuDA DE CABRA. EFECTO SOBRE LOS MICROORGANISMOS

TOTALES Y PSICROTROFOS GRAM NEGATIVOS DURANTE LA

CONSERVACIÓN DE LA LECHE A TEMPERATURAS DE

REFRIGERACION Y A TEMPERATURA AMBIENTE

3.3.1. Comportamiento de los microorganismos totales y psicrotrofos Gram

negativos(E?,-) a temperaturas de refrigeración (40C y 8<’C)

3.3.1.1. Microorganismos totales

La evoluciónde los nivelesde microorganismostotalesen la lechecrudade

cabra control y con el sistema lactoperoxidasaactivado a lo largo de 7 días de

conservacióna 40C y a 80C se muestraen las Tablas16 y 17, respectivamente.El

númerode microorganismostotalesa las O h fue de 6.14 log ufc/ml. Tras efectuar

el análisis de varianza,sehandetectadoefectosaltamentesignificativos(P<0.001)

de la activacióndel sistemalactoperoxidasa,así como de la temperaturay tiempo

de incubaciónsobrelos microorganismostotalesa 40C y ST (Tabla 18).

La actividadlactoperoxidasay el contenidoen tiocianatomediosde la leche

antes de activar el sistema lactoperoxidasafueron de 1.18 U/ml y 2.98 ppm,

respectivamente,ligeramenteinferioresa los valoresmediosindicadosenel capítulo

anterior.

A 40C (Tabla 16), tantoen la lechecontrol comoen la lecheconel sistema

lactoperoxidasaactivado,el númerodemicroorganismostotalessemantuvoestable

durantelas primeras8 h, traslas cualesse inició el crecimiento.La regresiónlineal

entreel tiempo y el logaritmode los totales(Oh-3d; ~9=0.988)permitió establecer

queen la lechecontrola 4”C erannecesarias55.6 h paraqueel logaritmode totales

aumentase1 unidad.

En lecheconel sistemalactoperoxidasaactivadoel crecimientode los totales

fue máslento que en la lechecontrol. De acuerdocon la regresiónlineal (Oh-5d;

¿=0.957)entreel tiempo y el logaritmo de totales en la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadoa 40Cseprecisaban95.2 h paraqueel logaritmode totales

se inerenmentaraen 1 unidad. A partir de las 32 h se detectarondiferencias
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Tabla 16. Niveles* de microorganismostotales (Iog ufe/mí)en lechecrudade cabra

control (C) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 40C.

Incubación C A

8h 6.15 6.13

24 h 6.54 6.48

32 h 6.63 6.40’

2 cl 7.00 6.60’

3d 7.36 6.77’

4 d 7.84 6.99a

5 d 8.27 7.5O~

6d 8.62 779~

7 d 8.69 8.46’

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

~~Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondienteen lechecontrol.
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Tabla 17. Niveles de microorganismos totales (log ufc/ml) en lechecruda de cabra
control (C) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 80C.

Incubacion C A

8 h 6.19 6.0811

24h 6.71 6.4711

32 h 6.91 6.7911

2 d 7.59 7.0111

3 tI 8.04 6.95~

4 tI 8.42 77911

5 d 8.78 8.6211

6 d 8.84 8.6111

7 cl 8.98 8.8211

* Valores mediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamenteinferior (P<0.01)al correspondienteen lechecontrol.
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Tabla 18. Niveles de significación de los factores principalessobre los grupos

microbianosestudiadosa 40C y 80C.

Factor Totales PsicrotrofosG

Activación LP ***

Tiempo ***

Temperatura ***

*** P<0.001
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significativas(1> <0.01)entrelos valoresde la lechecontrol y los de la lechetratada,

con niveles inferiores en la leche con el sistema lactoperoxidasaactivado. Las

máximas diferencias,próximas a 0.8 log ufc/ml, correspondena los 4-6 d de

incubacióna 40C. Al final de la incubación,la lechecon cl sistemalactoperoxidasa

activadoalcanzó8.46 log ufc/ml, frente a 8.69 log ufc/ml en la lechecontrol.

A 80C (Tabla 17), la lechecontrol presentaigualmenteuna pequeñafasede

latencia hastalas 8 h. momentoa partir del cual se inicia el crecimiento.Segúnla

regresiónlineal (Oh-2d; ¿=0.972),en lechecontrol a 8”C erannecesarias32.6 h

para que el logaritmo de totales se incrementaseen 1 unidad. En la leche con el

sistemalactoperoxidasaactivadola duraciónde la fasede latenciaes la misma que

en la lechecontrol. De acuerdocon la regresiónlineal (Oh-4d; ¿=0.909),en leche

con el sistema lactoperoxidasaactivadoa 80C se precisaban61.4 h para que el

logaritmode totalesaumentase1 unidad. Sin embargo,el crecimientoes menory

a partir de las 8 h los nivelesen la lechetratadasonsignificativamentemenoresque

los de la leche control. La máxima diferencia, de 1.09 unidadeslogarítmicas,se

encontróa [os 3 cl de incubación.A los 7 d estadiferenciase habíareducido,con

nivelesde 8.98 log ufc/ml en la lechecontrol y 8.82 log ufe/mí en la lechetratada.

A la vista de los resultadosobtenidos,podemosconcluir que el sistema

lactoperoxidasainhibe parcialmenteel crecimientode los microorganismostotales

a temperaturasde refrigeraciónen la leche cruda de cabra. El efecto no es

bactericidani se detectauna extensiónde la fasede latencia,pero sí se produceun

menorcrecimientoen la leche con el sistemalactoperoxidasaactivado.A 80(2 el

efecto inhibitorio máximo ocurreantesque a 4”C.

Los valores de pH de la leche resultaron influidos significativamente

(P<0.001)por la activación del sistemalactoperoxidasa,la temperatura y el tiempo

de incubación. A partir de los 4 d, la diferencia entre leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadoy lechecontrol esde 0.30 unidades.A los 7 d a 40C, los

valoresde pH fueron de 5.80 en leche con el sistemalactoperoxidasaactivadoy

5.04 en lechecontrol. A 80(2, la mayordiferenciase detectó a los 3-4 días, con

valores de pH en leche con el sistema lactoperoxidasaactivado 0.75 unidades

superioresa los comprobadosen leche control. El PH a los 7 cl en leche con el

sistemalactoperoxidasaactivadofue de 4.83, mientrasque en lechecontrol fue de

4.74-
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3.3.1.2. Psicrotrofos Gran negativos

Las Tablas 19 y 20 muestranlos nivelesdepsicrotrofosG- durante7 cl de

incubacióna 40C y a 80(2, respectivamente,de la lechecrudade cabracontrol y con

el sistemalactoperoxidasaactivado. Los nivelesde psicrotrofosen leche a las O h

fueron de 4.75 log ufc/ml. Se han detectadoefectos altamente significativos

(P<O.00l) de la activación del sistemalactoperoxidasa,y de la temperaturay

tiempo de incubaciónsobrelos nivelesde estosmicroorganismos(Tabla 18).

En la leche control a 40C (Tabla 19) se inició el crecimiento desde los

primerosmomentosde la incubación.Segúnla regresiónlineal (Oh-2d; ¿=0.999)

hacíanfalta 33.7 h paraqueel logaritmo de psicrotrofosG- aumentase1 unidad.En

la leche con el sistemalactoperoxidasaactivadotambiénse inició el crecimiento

desdelas primerashorasde la incubaciónpero éstefue más lento. De acuerdocon

la regresiónlineal (Oh-3d; r2=0.939)erannecesarias91.9 h paraque el logaritmo

de psicrotrofosG- se incrementaseen 1 unidad,

Cuandosecomparanlos nivelesde psicrotrofosG- en la lechecontrol y en

la tratadase detectandiferenciassignificativas a partir de las 8 h de incubación.

Desdelos 2 d hastalos 7 d los nivelesde psicrotrofosG- sonpor lo menos1 unidad

logarítmicamenoresen la lechetratadaque en la lechecontrol, siendomáximaslas

diferenciasa los 3 d (1.56 log ufc/ml). A los 7 d los niveleserande 7.67 log ufc/ml

en la leche control y 6.68 log ufc/ml en la leche tratada.

La pauta de crecimiento en la lechecontrol a 80C (Tabla 20) essimilar a la

de 40(2 aunquecon un aumentomás rápido de la poblaciónde psicrotrofos G-.

Según la regresión lineal (Oh-24h; r2=0.979) hacían falta 20.8 h para que el

logaritmo de psicrotrofos G- aumentase1 unidad. Cuando se activa el sistema

lactoperoxidasaa 80C el crecimientocomienzadesde las primeras horas de la

incubación,pero es menor que en la leche control. De acuerdocon la regresión

lineal (Oh-3d; ¿=0.910)se requerían61.3 h para que el logaritmo de psicrotrofos

se incrementaseen 1 unidad. A partir de las 24 h se detectarondiferencias

significativas(P<0.01) entre los niveles de psicrotrofosG- de la leche control y

tratada.La diferenciamáximatiene lugar a los 4 d (1.40 log ufc/ml). A los 7 d los

psierotrofosG- alcanzaron7,94 log ufc/ml en la lechecontrol frentea únicamente

6.70 log ufe/mí en la leche tratada.
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Tabla 19. Nivelestde microorganismospsicrotrofosGram negativos(log ufc/ml>

en lechecrudade cabracontrol (C) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A)

a 40(2,

Incubación C A

8h 4.94 4.8511

24 h 5.43 5.0511

32 h 5.67 5.0211

2d 6.16 5.1511

3d 6.85 5.29~

4d 7.00 5.6911

5d 7.17 6.2011

6d 7.64 6.5711

7d 7.67 6.68~

* Valoresmediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespor muestra.

11 Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondienteen lechecontrol.
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‘Fabla 20. Niveles’ de microorganismos psicrotrofos Gram negativos (log ufe/mí)

en leche crudade cabracontrol ((2) y con el sistema lactoperoxidasaactivado(A)

a

Incubación C A

8 h 4.97 4.94

24 b 5.87 5.0811

32 h 6.29 5.2111

2d 6.49 5.27”

3d 7.38 6.06”

4d 7.57 6.14’

5d 7.67 6.4211

6d 7.87 6.86”

7d 7.94 6.70”

* Valoresmediosde dosexperiencias,con dos determinacionespormuestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondienteen leche control.
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III sistema lactoperoxidasase mostró efectivo en la inhibición de los

microorganismospsiciotrofosU— a temperaturasde refrigeraciónen la lechecruda

de cabra. No se detectó ningún efecto bactericida, al igual que para los

microorganismostotales,ni tuvo lugaruna fasede latenciaen la lechecontrol ni en

La tratada,al contrario de lo que se observópara los microorganismostotales. La

inhibición consistióen un crecimientomás lento de las bacteriaspsicrotrofasG- en

la leche con el sistema lactoperoxidasaactivado. En la presenteexperienciase

comprobóqueel sistemalactoperoxidasaesmásefectivocontralos microorganismos

psicrotrofosU que contra los totales.

Bjórck (1978) encontróun efecto bactericidadel sistema lactoperoxidasa

sobre los psicrotrofos en leche cruda de vacaconservadaa 5”C. Los niveles se

redujeronde 5.8 a 5.0 log ufc/ml a los 2 d y se mantuvieronconstantesdurantelos

primeros5 d. Por su parte,la poblaciónbacterianade la lechecontrol no creció en

las primeras48 h. En un trabajoposteriorrealizadoen Kenia, Bjórck a al. (1979)

conservaronla leche a 150C durante30 h sin crecimientode microorganismos

totales,partiendode una poblacióninicial de 2.5x105 ufc/ml y detectandoun ligero

descensode éstaen las primeras 12 h.

Mediante sucesivasactivacionesdel sistema lactoperoxidasa,Zajac et al.

(1983b)mantuvieronestableslos nivelesde microorganismostotales y psicrotrofos

durante104 h en lechede vacaconservadaa 40C. Estoocurrió tanto en la lechede

alta calidadmicrobiológica(5.5x104totales/mly 8.0x103psicrotrofos/ml)como en

la de bajacalidadmicrobiológica(3,4x105totales/mly 8.5x104psicrotrofos/ml).Los

resultadosmostraronun crecimientode ambosgruposmicrobianosa lo largo de la

incubación,interrumpidoporunareduccióndel númerodebacteriasdespuésde cada

activacióndel sistemalactoperoxidasa(a las 48 y 96 h). En otro trabajo, Zajacet

al. (1983a)activaronel sistemalactoperoxidasaa las 0, 24 y 48 h y encontraron

parecidosresultadosa 4”C. A 100C,partiendode 5.9 log totales/mí,obtuvieronuna

reduccióna las 24 h de aproximadamente0.5 unidadeslogarítmicasy mantuvieron

estosnivelesdurante72 h. El comportamientode los psicrotrofosfue similar al de

los microorganismostotales.

Incluso a J40(2 y partiendode una lechedemuy bajacalidadmicrobiológica

(próximaa 7 log ufc/ml), Kamau & Kroger (1984)encontraronun descensoen el

númerode microorganismostotales hasta6 log ufc/ml a las 2 h, manteniéndose
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estable su número hasta las 6 h, tras las cuales se inició el crecimiento, para

sobrepasarla cifra inicial a las 16 h de incubación.

3.3.2. Comportamientode los microorganismostotalesy psicrotrofosGram

negativosa temperaturaambiente(200C)

3.3.2.1.Microorganismostotales

En la Tabla 21 semuestranlos nivelesde los microorganismostotalesen la

leche cruda de cabra durantesu conservacióna 200C a lo largo de 2 días. La

activacióndel sistemalactoperoxidasano influyó significativamentesobrelos niveles

de microorganismostotalesen la lechede cabramantenidaa200C (Tabla22),cuyos

nivelesaumentarontantoen la lechetratadacomo en la lechecontroldesdeel inicio

de la incubación.En la leche control se requerían12.8 h para que aumentase1

unidadel logaritmo de totales segúnla regresiónlineal (Oh-24h; ¿=0.966).En la

leche tratadaerannecesarias13.1 h, segúnla correspondienteregresiónlineal (Oh-
24h; kz~0.979).

Tampocoel pH de la leche resultó influido por la activacióndel sistema

lactoperoxidasa.A las 8 h se registraronvalores de 6.42 en lechecon el sistema

lactoperoxidasaactivadoy 6.23 en lechecontrol, y a las 24 h el pH fue de4.52 y

4.42, respectivamente.A los 2 d dichos valoresfueronde 4.23 y 4.22.

3.3.2.2.PsicrotrofosGram negativos

En laTabla23 semuestrael crecimientode los microorganismospsicrotrofos

G-durantela conservaciónpor 2 díasde la lechecrudadecabraa 200(2 Sedetectan

efectos altamente significativos (P<0.001> de la activación del sistema

lactoperoxidasay del tiempo de incubación sobre los niveles de este grupo

microbiano(Tabla 22).

Los psicrotrofosG- crecieronen la lechecontrol hastaun valor máximo de

6.63 log ufe/mí a las 32 h. Según la regresión lineal (Oh-24h; ¿=0.947) se

requerían17.9 h para que el logaritmo de psicrotrofosG- aumentase1 unidad.A

partir de las 32 b la población de psicrotrofos G- disminuyó, al ser estos

microorganismossensiblesa nivelesbajosdel PH (4.42a las 24 h). En la lechecon

el sistemalactoperoxidasaactivadolos psicrotrofosG- tambiénalcanzarona las 32

Resultadosy Discusión 91



Tabla21. Nivele?de microorganismostotales(log ufe/mí)en lechecrudadecabra

control (C) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 200C.

Incubación C A

Sh 7.10 7.01

24 h 8.08 8.03

32 b 8.60 8.62

2d 9.16 9.10

* Valores mediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespor muestra.

Resultadosy Discusión92



Tabla 22. Niveles de significación de los factores principales sobre los grupos

microbianosestudiadosa 200(2.

Factor Totales PsicrotrofosG

Activación LP NS

Tiempo

NS, no significativo

Tabla 23. Niveles* de microorganismospsicrotrofos Gram negativos(ufc/ml) en

leche cruda de cabracontrol ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a

200(2.

Incubación C A

Sh 5.50 5.07”

24 h 6.15 5.37”

32 h 6.63 5.40”

2d 5.92 5.24”

* Valores mediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespormuestra.

“Dato significativamente(P<0.Ol) inferior al correspondienteen leche control.
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h su nivel máximo,pero éstefue de 5.40 log ufe/míúnicamente.Al igual que en la

lechecontrol, a partir de las 32 h descendióel nivel de psicrotrofos6- debido a la

acidificacióndel medio por las bacteriaslácticas.

A temperaturaambienteel sistemalactoperoxidasainhibió parcialmenteel

crecimientode los microorganismospsicrotrofosG-, pero no así el de los totales.

Sin embargo, no se ha podido detectar un efecto bactericida ni siquiera

bacteriostáticoen los tiempos de incubaciónestudiados.

Bjórck et al. (1979) obtuvieron mejores resultadoscomo respuestaa la

activación del sistema lactoperoxidasaen leche cruda de vaca: a 200(2 se

mantuvieronlos nivelesde microorganismostotalesen 3.O-4.0x105ufe/mí durante

15 h. En cambio, en la lechecontrol los totales eran2 y 1 unidadeslogarítmicas

superioresa los nivelesen la leche tratada a las 18 y 24 h de la incubación,

respectivamente.A temperaturassuperioresla fasede latenciaen la leche tratadase

prolongódurante12 h a 250(2y 6 h a 300C, siendo la poblaciónbacterianaen este

último caso tan sólo el doblede la inicial a las 9 h. Zajacet al. (1983a),activando

el sistema lactoperoxidasaal inicio y a las 24 h de conservaciónde lechecrudaa

170C, observaronun crecimientoconsiderablede los microorganismostotales y

psicrotrofosa las 24 h. A las 48 h, en la leche tratadalos nivelessobrepasaronen

2 unidadeslogarítmicas los valores iniciales de 2.7x106 totales/ml y de 1. 1x106

psicrotrofos/ml.pero semantuvieron2 y 3 unidadeslogarítmicas,respectivamente,

por debajode los correspondientesa la lechecontrol.

Por otra parte,Kamau & Kroger (1984), 2 h despuésdeactivarel sistema

lactoperoxidasaen leche cruda a 200(2, observaron una reducción de los

microorganismostotalesdesde1O~ hastavalorespor debajode 1O~ ufc/ml. Pasadas

las 2 h comenzóel crecimiento y se alcanzóel valor inicial al cabo de 10 h de

incubación.A las 16 h el nivel de totalesen la leche tratadaeracasi II log ufc/ml

menorqueen la lechecontrol.A 300C,el sistemalactoperoxidasaredujoigualmente

el número de microorganismosen aproximadamente2 unidades logarítmicas,

alcanzándoseel valor inicial a las 8 h, mientrasque a las 16 h se igualaron los

niveles de totales en la leche control y tratada. Según estos autores, la calidad

microbiológica de la leche de vaca se conservamedianteactivación del sistema

lactoperoxidasa>16 h a 140(2, 12-14 h a 200(2 y 8-10 h a 300(2.
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Otros investigadoÉ-eshan estudiadocl efectodel sistemalactoperoxidasaen

la conservaciona temperaturasmáselevadasde la calidadmicrobiológicade la leche

de especiesdistintas de la vaca. 1-Iárnulv & Kandasamy(1982) encontraronun

comportamientosimilar en leche de vaca y de búfala frente a una activacióndel

sistema lactoperoxidasacon concentracionesnormalesde tiocianato y peróxidode

hidrógeno y observaronuna extensiónde la fase de latencia de unas 6 horas a

temperaturaspor encima de los 300(2. Por el contrario, Gupta et al. (1986)

determinaronque la mínima dosis de tiocianato:peróxidode hidrógeno para

conservarla calidad microbiológicade la leche cruda a 300(2 durante8 h era de

10:10ppmen lechede vacay de 25:10ppm en lechede búfala. Chakrabortyet al.

(1986)consiguieronuna reducciónde totalesde 1 unidad logarítmicaa las 11 h de

incubación,en leche cruda de búfala a 370(2, con una población inicial de 5 log

totales/mlañadiendo75 ppm de NaSCNy 50 ppm de 11202 a las 3 h y una segunda

dosisde 11202 de 35 ppm a las 10 It Sin embargo,la dosismásutilizada de 15:10

ppm sólo incrementóla vida mediade la leche en 3 h. Thakar& Dave. (1986), en

leche de búfalacon nivelessuperioresa 6.5 log ufe/mí, no encontraronreducción

algunade los microorganismostotalesa23, 30 y 370(2 con 10 ppm de NaSCNy 10

ppm de H202, tan sólo un menorcrecimientoque en la lechecontrol. En cambio,

las concentracionesde 20:20 y 30:30 redujeronla poblacióntranscurridas8, 6 y 4

h a 23, 30 y 370(2 respectivamente,comenzandoluego el crecimientocon una

velocidadsemejantea la de la leche control. Los nivelesde totales alcanzaronel

valor inicial despuésde 12, 8 y 6 h a las temperaturascitadas.
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3.4. ACTIVACIóN DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE

CRUI)A DE CABRA INOCULAI)A CON ALGUNOS

MICROORGANISMOS CAUSANTES DE ALTERACIONES

(PS EUDOMONASELUORESCENS)E INDICADORES (ESCIIER¡CHL4

COL))

3.4.1. Efecto de la activacióndel sistemalactoperoxidasaen leche cruda de

cabrasobrelos nivelesde Ps. fluoresceusdurantela conservaciónde la

lechea temperaturasde refrigeracióny a temperaturaambiente

3.4.1.1.Comportamientode Ps. fluorescensa temperaturasde refrigeración

La leche empleadaen estosexperimentosteníaun nivel medio de totalesde

2.Oxi(J~ ufc/ml y un nivel de psicrotrofosG- inferior a 102 ufc/ml.

La actividad lactoperoxidasay el contenidode tiocianato de la leche, antes

de activar el sistema Lactoperoxidasa, fueron de 2.54 U/ml y 5.16 ppm,

respectivamente.Comose indicó enMaterialy Métodos, la leche fue inoculadacon

una mezclade tres cepasde Ps. fluoresceas previamenteaisladasde lechedecabra,

a un nivel de aproximadamente1O~ ufe/mí. Los nivelesde Ps. fluorescensdurante

la incubación que se indican seguidamentehan sido corregidospara un nivel de

inóculo de 4 log ufe/mí.

En la Tabla24 se muestrala evoluciónde lapoblaciónde Ps. fluorescensa

lo largo de 7 días a 40(2 En la leche control a 40(2 se observóun crecimiento

continuadoy sin fase de latencia, con un incrementosuperior a las 4 unidades

logarítmicasa partir de los 6 d. Segúnla regresiónlineal (Oh-2d;¿=0.959)a 40(2

se requerían 28. 1 h para que el nivel de Ps. jluorescensaumentase1 unidad

logarítmica.Al activarel sistemalactoperoxidasa,la poblaciónde Ps. fluorescens

seredujo en másde 1.5 log ufc/ml el primer díay alcanzóel valor mínimode2.23

log ufc/ml a los 2 d. Se mantuvoestablehastalos 5 d, momentoen que inició el

crecimientoparasobrepasara los 6 d el valor inicial. La mayordiferenciaentrelos

nivelesde la lechecontrol y tratadafue de 5.18 unidadeslogarítmicas,a los 5 d.

Segúnla regresiónlineal (Sd-7d; ¿=0.935),a 40(2 en la leche tratadaserequerían

161.8 h para que el númerode Ps. fluorescensaumentase1 unidadlogarítmica.

En la Tabla 25 seindican los niveles de Ps. fluorescens durante la
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Tabla24. Niveles* de Ps. fluorescensy totales(log ufc/ml) en lechecrudadecabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 40(2

Incubación

Ps. fiuorescens Totales

(2 A (2 A

íd 4.55 2.31” 4.75 2.93”

2 d 5.71 2.23” 5.91 2.74”

3 cl 6.63 2.58” 6.95 3.11”

4d 7.14 2.56” 7.37 3.78’

5 d 7.71 2.53” 7.96 3.67”

6 d 8.13 4.43” 8.24 4.51”

7d 8.15 5.14’ 8.30 5.26”

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamenteinferior (P<0.01) al correspondienteen leche control.
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Tabla 25. Niveles de Ps. fluorescensy totales(log ufe/mí)en lechecrudade cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 80(2.

Incubación

Ps. .f7uorescens Totales

(2 A (2 A

1 d 4.95 2.15” 5.00 2.70’

2 d 6.53 2.35” 6.60 2.86”

3 a 7.63 2.83” 7.87 3.23”

4 cl 7.99 4.26” 8.11 4.45’

5 cl 8.15 5.85’ 8.29 5.92’

6 d 8.49 6.81” 8.69 7.0311

7 d 8.58 7.15” 8.67 7.40’

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamenteinferior (P<0.01)al correspondienteen lechecontrol.
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conservaciónde Ja leche cruda de cabra a ST. El comportamientode Ps.

Jluorescensen la leche control a 80(2 es semejanteal observadoa 40(2 con un

incrementosuperfora las 4 unidadeslogarítmicasal cabode 5 díasde incubacion.

Según las regresioneslineales, Ps. fluorescens aumentaba1 unidad logarítmicaa

8”(2 en la leche conttol despuésde 19.0 h (Oh-2d;r2r0.980)y en la leche tratada

despuésde 111.0 li (ld-5d; ¿=0.894).En la lechecon el sistemalactoperoxidasa

activado se obtuvo una reducción de la población de Ps. fluorescensde casi 2

unidadeslogarítmicasel primerdíade incubación,seguidade un ligero crecimiento

de la poblaciónbastalos 3 d. A partir de estemomentola velocidadde crecimiento

aumentay a los 4 d la población de Ps. fluorescenssobrepasael nivel inicial. La

diferenciamáximaentrelos nivelesde Ps. fluorescensde la lechecontrol y con el

sistema lactoperoxidasaactivado se observó a los 3 d y era de 4.80 unidades

logarítmicas Todavíaa los 7 d los niveles de Ps. fluorescensen la leche con el

sistemalactoperoxidasaactivadoeran aproximadamente1.5 unidadeslogarítmicas

menoresque en la lechecontrol.

Se han detectado, mediante análisis de varianza, efectos altamente

significativos (P<0.001) de la activación del sistema lactoperoxidasa,de la

temperaturay del tiempode incubaciónsobrelos nivelesde Ps. fluorescens(Tabla

26). El sistemalactoperoxidasase mostróbactericidaparaPs. fluorescensa 40(2 y

a 80(2. Los niveles de Ps. .fluorescensse mantuvieronpor debajodel nivel inicial

durante5 d a 40(2 y 3 d a 80(2. Aunque las diferencias en los niveles de Ps.

.fluorescensentre la leche control y la tratadafueron del mismo orden a ambas
temperaturas,las diferenciasmáximassedieron 2 díasantesa 80(2 que a 40(2•

Los nivelesde microorganismostotales en leche a las O h eran de 4.30 log

ufc/ml. El comportamientode los microorganismostotales a las temperaturasde

refrigeración,tanto en la leche control comoen la tratada,fue paraleloal de Ps.

fiuorescens,ya que estaespecieera la población dominante.En ningún casose

detectóuna fasede latenciaenel crecimientode los microorganismosestudiadosen

la leche control. El tiempo necesariopara que los totales aumentasen1 unidad

logarítmicaa 40(2 fue de 40.2 h en la lechecontroly de 192.8h en la leche tratada,

mientrasque a 50(2 estos tiemposfueron de 27.6 h y de 122.7 h, respectivamente.

El pH resultó influido significativamente(P<0.01) por la activación del

sistemalactoperoxidasa.En la leche tratadalos valoresde pH se mantuvieronentre

6.97 y 6.76 a 40(2 y entre6.98 y 6.66 a 80(2 durantelos 7 díasde incubación.
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Tabla 26. Niveles de significación de los factores principales sobre los grupos
microbianosestudiadosa 40(2 y 80(2.

Factor Ps. fluorescens Totales

ActivaciónLP

Tiempo

Temperatura

*** P<0.001
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3.4.1 .2. Comportamiento dc Ps. fluorescens a temperatura ambiente

La evolución de los niveles de Ps. jiuorescensen la leche cruda de cabra

conservadaa 200(2 sc ¡nuestraen la ‘fabla 27. Se detectaronefectosaltamente

significativos(P<O.0O1)de la activacióndel sistemalactoperoxidasay del tiempo

de incubaciónsobre Ps. fluorescens,tras la realizacióndel análisis de varianza

(Tabla 28).

El crecimientode Ps. fluorescensen la leche control tuvo lugar desdeel

principio de la incubación, alcanzándoseel valor máximo a los 2 d (7.74 log

ufe/mí). Entre los 2 cl y los 3 d, sin embargo,seprodujo un descensoen el número

de Ps. fluorescensdebidoposiblementea la acidificaciónde la lecheporlas bacterias

lácticas, que a los 2 d habíanalcanzado9.25 log ufe/mí. En lechecon el sistema

lactoperoxidasaactivadolos niveles de Ps. fiuorescensdescendieroncasi 1 unidad

logarítmica en las primeras8 h de incubación. A partir de las 8 h comenzóel

crecimiento,hastallegar a 10’ ufc/ml a los 2 d. Según la regresiónlineal, en la

lechecontrol (Oh-íd; r2~0.946)se requerían9.1 h paraun incrementode 1 unidad

logarítmicay en la leche tratada (Sh-2d; ¿=1.000)eran necesarias27.4 h. La

diferenciamáximaentrelos nivelesde Ps. fluorescens de la lechecontrol y tratada

fue de 1.82 unidadeslogarítmicasa las 24 h. A los 3 cl la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadoconteníamásPs. fluorescens que la lechecontrol,a causa

de la mayor inhibición de Ps. fiuorescenspor bacteriaslácticasque tenía lugaren

la segunda.

En cuantoa los microorganismostotales,en la lechecontrol alcanzaron6.81

unidadeslogarítmicasa las 24 h y 9.25 a los 2 d (Tabla 27). Al activar el sistema

lactoperoxidasase consiguióuna reduccióndel númerode totalesa las 8 h, pero se

inició seguidamenteel crecimientohastaalcanzar5.43 log ufc/ml a las 24 h. De

acuerdocon las correspondientesregresioneslineales,erannecesarias15.9 h en la

lechecont¡-ol y 21.4 h en la leche tratadaparaque los totalesaumentasen1 unidad

logarítmicaa 2.00(2. Los microorganismostotales tienenpuesun comportamiento

similar al de Ps. fluorescensperoconun mayorcrecimientoa partirde las 8 h, que

reflejael hechode que las bacteriaslácticaspasana serla poblacióndominanteen

detrimentode las pseudomonas.

Se comprobóla existenciade diferenciassignificativasentreelpH dela leche

conel sistemalactoperoxidasaactivadoy la lechecontrol. Esta diferenciasehizo
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Tabla 27. Niveles’ de It-. fluorescensy totales(log ufe/mí)en lechecrudade cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 200(2.

Ps. fluorescens Totales

Incubación (2 A (2 A

8 h 4.27 3.15” 4.40 3.30”

1 cl 6.51 4.69” 6.81 5.43”

2 d 7.74 6.95” 9.25 8.17”

3d 5.87 6.85 8.98 9.30

Valores mediosde dos experiencias,condosdeterminacionespor muestra.
Dato significativamenteinferior (P<0.01)al correspondienteen lechecontrol.

Tabla 28. Niveles de significación de los factores principales sobre los grupos

microbianosestudiadosa 200(2.

Factor Ps. J7uorescens Totales

Activación LP

Tiempo

P<0.001
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patenteal cabo de 2 d de incubación,con un valor de pH de 6.41 en leche con el

sistema lactoperoxidasaactivadoy 4.86 en leche control. A los 3 U el pH fue de

4.49 y 4.39. respectivamente.

El sistemalactoperoxidasaresultóbactericidaparaPs. /luorescensen la leche

crudade cabraa 200(2. Esteefecto se detectóa las 8 h, aunqueposiblementetenga

su máximaexpresiónantes. Se deducede nuestrosresultadosuna relaciónentrela

temperaturade incubación y el tiempo en el cual se obtiene el máximo efecto

bactericida,y entre la temperaturade incubacióny la duraciónde tal efecto.

Bjórck et al. (1975) ufilizaron un sistema enzimático de producciónde

peróxido de hidrógeno para activar el sistema lactoperoxidasafrente a Ps.

fluorescens. El sistemalactoperoxidasaresultóbactericidafrente a Ps. fluorescens

EF 1998 en lechecruda de vacainoculadacon estemicroorganismoe incubadaa

300(2. La poblacióninicial de pseudomonaspasóde másde 6 a menosde 3 unidades

logarítmicasa las4 h de incubación,manteniéndoseestablehastalas 10 h paraluego

crecer con una velocidad semejantea la de la leche control. A las 24 h de

incubacióntodavía se encontrabamuy por debajodel nivel inicial. Estos autores

encontraronque a 30~(2 el efecto bactericidafrente a Ps. fluorescensdel suero

tratado con tiocianato0.26 mM, glucosaal 0.3% y la enzima glucosaoxidasa

inmovilizada desaparecíaa las 4 h, explicándoseasí el que tras ese tiempo las

bacteriascomenzasensu multiplicación. A 50(2, el efectodurabahasta24 h, aunque

Hogg & Jago(1970)encontraronqueel compuestobactericidaenun medio sintético

era estable durante varios días a bajas temperaturas.Al ensayarel sistema

lactoperoxidasasobreotros microorganismosGram negativosaisladospreviamente

de leche e inoculadosen concentracionesde 2-4x10<’ ufc/ml en el suero,al cual se

añadióglucosa/glucosaoxidasay el restode los componentesnecesarios,seregistró

la muertedel 91 % del inóculo a las 4 h de incubacióna 300(2

En estudiosposteriores,Bjórck (1978)comparóel efectobactericidaa 300(2

y a 50(2 del sistemalactoperoxidasafrentea una poblacióninicial de 106 ufc/ml de

Ps. JZuorescensEF 1998 en un medio semi-sintético,al que añadió5 gg/ml de

lactoperoxidasay 0.25 mM de tiocianato y de peróxidode hidrógeno.A 300(2, el

máximo efectobactericidase observóa las 4 h, comenzandoluegoel crecimiento

parasobrepasarel nivel inicial a las 25 h. A 50(2, la reducciónmáxima del nivel

inicial seprodujo mástarde,pero antesde las 24 1t manteniéndosela poblaciónpor

debajode 2 log uit/ml hastalas 72 h.
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3.4.2. Efecto de la activación del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de
cabra sobre los niveles de E. coli durante la conservaciónde la leche a

temperaturas de refrigeración y a temperatura ambiente

3.4.2.1. Comportamiento de E. coli a temperaturas de refrigeración

La actividadlactoperoxidasay el contenidode tiocianatode la lecheempleada

en las dos experiencias,antesde activar el sistemalactoperoxidasa,fue de 2.59

U/ml y 4.92 ppm, respectivamente.El nivel de microorganismostotales antesde

inocular la leche era de 4.26 log ufc/ml y el de E. colí de 2.87 log ufc/ml.

El comportamientode E. coli durantela incubaciónde la leche cruda de

cabracontrol y con el sistemalactoperoxidasaactivado, a 40(2 y a 80(2, semuestra

en las Tablas29 y 30, respectivamente.Los datos han sido corregidospara un

inóculo de E. cotí de 4 log ufe/mí. Medianteanálisisde varianzasehan detectado

efectos altamente significativos (P<0.001) de la activación del sistema

lactoperoxidasa,de la temperaturay deltiempode incubaciónsobrelos nivelestanto

de E. coli como de los microorganismostotales(Tabla 31).

A 40(2 (‘Fabla29), no sedetectócrecimientode E. cvii ni en la lechecontrol

ni en la lecheconel sistemalactoperoxidasaactivado.En la lechecontrol seprodujo

un incrementode 0.32 unidadeslogarítmicasentrelas O y las 24 h. En la lechecon

el sistemalactoperoxidasaactivadotambiénse produjo un ligero crecimientode E.

coii elprimerdía, estabilizándoseluegolos nivelesduranteel restode la incubación.

Las diferenciasentrela lechecontrol y la tratadaque se detectana los 5, 6 y 7 d de

incubación,aunquesignificativas,no tienenimportanciapráctica.

A 80(2 (Tabla 30) seprodujo el crecimientode E. coii en la lechecontrol

desde el principio de la incubación, con un incrementode casi 4 unidades

logarítmicas durante los 7 d de incubación. En la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadotambiéntuvo lugar el crecimientodeE. coil desdeel inicio

de la incubación,aunqueéstefue menorque en el casode la lechecontrol. Según

las respectivasregresioneslineales,para un incrementode 1 unidadlogarítmicaen

el númerode E. cok se requerían42.5 ti en la leche control (Oh 2d; r2—0.996) y

54.8 h en la lechetratada(Oh-4d;¿=0.896).Desdeel primer díahastael quintodía

de conservación se detectarondiferenciassignificativasen los nivelesde E. cok

entrela lechecontrol y la lechecon el sistema laetoperoxidasaactivado, que

Resultados)’Discusión 104



‘Fabla 29. Nivelest de E. cdi y totales (log ufe/mí> en lechecrudade cabracontrol

((2> y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 40(2

Incubación

E. cok Totales

(2 A (2 A

íd 4.32 4.27 4.63 4.73

2 d 4.19 4.28 4.74 4.68

3 d 4.27 4.26 4.68 4.66

4 cl 4.34 4.24 4.80 4.61’

5 d 4.33 4.20” 5.24 4.70”

6 cl 4.26 4.11” 5.99 4.75’

7 cl 4.29 4.13” 6.98 4.99”

Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P <0.01) inferior al correspondientea la leche control.
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Tabla 30. NiveLes de E. cotí y totales(log ufc/ml) en lechecrudadecabracontrol

((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 80(2.

Incubación

E. coli Totales

(2 A (2 A

1 U 4.63 4.26” 5.04 4.74”

2 U 5.13 4.38” 5.50 4.91”

3 d 5.96 4.98’ 6.50 5.40”

4d 6.74 5.83” 7.50 6.27”

5 cl 7.31 6.66” 8.25 7.29”

6 d 7.81 7.81 8.70 8.32”

7 cl 7.90 8.01 8.64 8.63

* Valoresmediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la lechecontrol.
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ríabla 31. Niveles de significación de los factoresprincipales sobre los grupos

microbianosestudiadosa 4 y 80(2.

Factor E. cok Totales

Activación LP

Tiempo

Temperatura

***: P<0.00l
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alcanzaronun maximo de 0.98 unidadeslogarítmicas a los 3 d. Al final de la

incubacion. los niveles alcanzadospor 1=. cciii en la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadono diferían de los dc la lechecontrol.

Los microorganismostotaiessí se multiplicaron a 40(2 en la lechecontrol,

fundamentalmentea partir de los 4 días de incubación.Segúnla regresiónlineal se

requerían 129.0 h para un incrementodc 1 unidad logarítmica en el númerode

totales. A los 7 cl, se obtuvieronniveles 2 unidadeslogarítmicasinferiores en la

leche con el sistemalactoperoxidasaactivado(‘Fabla 29). Estadisminuciónde los

nivelesde totales por el sistemalactoperoxidasaa 40(2 deberespondera la acción

de éste sobre los microorganismospsicrotrofos. El comportamiento de los

microorganismostotalesa ST en la lechecontrol (Tabla 30) sigue la misma pauta

que en el casode E. cok, pero con un mayorcrecimientode los primeros.(2uando

seactivó el sistemalactoperoxidasael crecimientode los microorganismostotales

fuemenor. Segúnlascorrespondientesregresioneslineales,serequerían38.2 h para

que los totalesaumentasen1 unidadlogarítmicaen la lechecontrol, y 58.8 ti en la

lechetratada.La diferenciaen totalesentrelechecontrol y leche tratadafue máxima

a los 3 d con 1.1 log uit/ml.

El pH de la leche a las O h fue de 6.57. Se comprobó la influencia

significativa (P<0.001) de la temperaturay del tiempo de incubaciónsobre los

valores de pH, mientrasque la activación del sistemalactoperoxidasano resultó

significativa. A los 7 d de incubacióna 40(2, el PH de la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadofue de 6.75, mientrasque en lechecontrol el pH fue de

6.76. Tras 7 cl a 80(2 dichosvalores fueron de 6.28 y 6.23, respectivamente..

El sistemalactoperoxidasainhibió el crecimientode E. coli a temperaturas

de refrigeración sin apreciarseun efecto bactericidani producirseuna fase de

latencia. Su efecto a 40(2 fue mínimo al no registrarseel crecimientode E. coii,

mientrasque a 80(2 el sistemalactoperoxidasaredujosensiblementela velocidadde

crecimientode E. cok.

3.4.2.2. Comportamientode E. coli a temperatura ambiente

La evolución de los niveles de E. cok y de los microorganismostotales

durantela conservaciónde la lechecrudade cabraa 200(2,activandoo no el sistema

lactoperoxidasa,se muestraen la Tabla 32. Se han detectadoefectosaltamente
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(P<0.00l) significativos de la activación dcl sistemaLactoperoxidasay del tiempo

de incubaciónsobrelos nivelesde ambosgruposmicrobianos(Tabla 33).

En la lechecontrol E. cyi/¡ tuvo un crecimientorápido, siendoúnicamente

nceesarms5.7 b paraun incrementode 1 unidad logarítmica(Oh-íd; ¿~0.997>.Al

activar el sistema lactoperoxidasael crecimientoque se produjo es sensiblemente

menorduranteel primer día, siendonecesarias7.9 h paraun incremento<le 1 unidad

logarítmica (Oh-íd; ¿~0.959).Las mayoresdiferenciasse registrarona las 24 h

(1.22 log ufc/ml). Sin embargo,no sedetectóefecto bactericidaalgunoy a las 8 h

ya se habíaproducidoun aumentosignificativo sobrela poblacióninicial de E. cok

en la lechecon el sistemalaetoperoxidasaactivado(Tabla 32).

(2uandose considerael comportamientode los totalesse observaqueéstees

paraleloal de E’. e-oit duranteel primer díade incubación.Paraun incrementode 1

unidad logarítmicaen los totaleseran necesarias6.2 h en la lechecontrol y 7.8 h

en la leche tratada.A partir de estemomentolos microorganismostotalescrecieron

más rapidamenteque E. cok, presumiblementedebido a la multiplicación de las

bacteriaslácticas,no pudiéndosedetectarya diferenciassignificativasentrela leche

control y la tratada.

El pH a las 24 horasfue de 6.57 en la lechecon el sistemalactoperoxidasa

activadoy de 6.35 en la lechecontrol. A los 2 días los valoresfueron de 5.85 y

5.79, respectivamente,y a los 3 días de 4.72 en la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadoy de 4.73 en la lechecontrol.

El sistemalactoperoxidasadisminuyóla velocidadde crecimientode E. coli

a la temperaturade 200(2. No seobservóun efectobactericidao bacteriostáticoen

los tiempos de incubaciónempleados.

B¡órck et al. (1975) encontraron un efecto bactericida del sistema

lactoperoxidasaen suerotratadocon el sistemaenzimáticoglucosa/glucosaoxidasa

y con tiocianato contraE. cotí 9703 a 300(2.Sobreunapoblacióninicial de 6.5 log

ufe/mí se consiguióuna reducciónde 4 unidadeslogarítmicasa las 4 h, tras las

cualesse inició el crecimientoque no llegó a alcanzarla cifra inicial a las 10 ti de

incubación. Bjórck & (2laesson(1980) estudiaronlas característicasde la acción

bactericidadel sistema lactoperoxidasaen un medio semisintético que contenía
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Tal)la 32. Niveles’ de E. cok y totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra control

((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 200(2.

Incubación

E. cok Totales

(2 A (2 A

8 h 5.18 4.41” 5.51 4.72”

1 d 8.14 6.92” 8.35 7.46”

2 cl 8.59 8.48” 9.08 8.98

3 d 8.83 8.63” 9.69 9.62

Valores mediosde dos experiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la lechecontrol.

Tabla 33. Niveles de significaciónde los factores principalessobre los grupos

microbianosestudiadosa 200(2.

Factor E. coiz Totales

Activación LP

Tiempo

***: P<0.00l
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5 pg/ml de lactoperoxidasay 0.25 mM de tiocianato contra E. cciii 9703 a 370(2

(2uando se añadíaperóxido de hidrógenopor encima de 0.10 mM el efecto del

sistema lactoperoxidasaera bactericiday se detectabaa las 2 h, mientrasque a

concentracionesmenoressu efecto era bacteriostático.El hecho de que el efecto

bactericidatuviera la cortaduraciónde 1 h, mientrasqueen esetiempo todavíase

conservaseel 60% de la concentracióndel ión hipotiocianito, o que dicho ión

preparadono enzimáticamentesólo tuviera un efecto bacteriostáticoa las mismas

concentracionesa las cualesera bactericidaa través del sistemalactoperoxidasa,

muestraquesonotros ionesde mayornivel de oxidaciónproducidosporestesistema

los responsablesdel efectobactericida.Marshall & Reiter (1980)ensayaronvarias

concentracionesdel ión hipotiocianitopreparadomediantela activacióndel sistema

lactoperoxidasay encontraronque hastala concentraciónde 5 tíM erabactericida

paraE. cok 9703 en un medio sintético, reduciendola población10 vecesen 2 h a

370(2 La concentraciónde 20 gM redujo la poblaciónde 6 a 3 log ufe/mí a las 4

h de incubación.

Otros investigadoreshan encontradouna acción bactericida del sistema

lactoperoxidasafrente a E. cali en lecheUHT a 100(2. En estemedio, al que sele

añadelactoperoxidasa,tiocianato y el sistemaglucosa/glucosaoxidasa,seredujo la

población inicial de E. cali de 10~ a 102 ufc/ml inmediatamentedespuésdel

tratamiento,y durantelos 6 d de almacenamientono se detectaroncélulasviables

de E. ccli (Earnshaw& Banks, 1989).

Zajacet al. (1983a),tras activarel sistemalactoperoxidasaen lechecrudaal

inicio de la incubacióny a las 24 h (10 y 170(2), a las 48 h (4 y 10~(2) y a las 96

ti (40Q,observaronel mantenimientoa 40(2 de los coliformesen ío~ ufc/ml durante

104 ti, la reducción a 100(2 de io~ a ío~ coliformes/mí a las 72 h (aunquela

variacióninicial de la poblaciónde 6.4x103-1.9x104ufe/mí eraalta) y uncrecimiento

a 170(2 de los coliformesque pasaronen 48 h de ío~ a 106 ufe/mí, aunquemenor

que en la leche control que tenía ya 108 ufc/ml. En otro trabajo, Zajac et al.

(1983b), en condiciones de activación del sistema lactoperoxidasasimilares,

encontraronuna reducción de aproximadamente1 unidad logarítmica de dos

poblacionesdecoliformesa 40(2 despuésde las 48 h. En el casode la poblaciónque

crecíamásse produjo una segundareduccióna las 96 h.

Porsu parte,Farraget al. (1992)activaronel sistemalactoperoxidasafrente

a E. cciii 0157:H7 en lechecruday en un medio semisintéticoa 4 y 300(2. A 40(2
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y en leche cruda, ya fuese partiendo dc una población inicial alta (8 log ufe/mí)

como baja (4 log ufc/ml), se produjo una reducción de los niveles dc E cok al

activar el sistemalactoperoxidasa,mientrasque los controlesno crecieron. En el

casode la población inicial de 4 log ufc/ml, la reduccióncomenzóa las 2 h y a las

120 b E. cciii habíadesaparecidoporcompleto.A 300(2y en lechecruda,partiendo

de 4 log ok/mi, se obtuvo una reducciónde la población de aproximadamente1

unidad logarítmicaa las 12 h, momentoen el que seregistró la máximadiferencia

entrela lechecontrol y la tratada(4.4 log ufe/mí). Inclusocuandose partió de 8 log

ufe/míde E. cotí, a las 6 h se habíaproducidoun ligero descensoen la población

y una diferencia de 1.8 unidadeslogarítmicas con la leche control. Las células

supervivientescrecíana partir de las 6 h o de las 12 h hastaalcanzara las 24 h de

incubación los niveles de la leche control, superiores a 10~ células/ml. El

comportamientode E. cciii en el medio semisintéticofue similar al que presentóen

la leche cruda a ambastemperaturas.

Sin embargo, otros autores han encontrado únicamente un efecto

bacteriostáticodel sistemalactoperoxidasasobreE. cciii durante24 h. Así, Earnshaw

et al. (1990) estudiandoel comportamientode E. cciii en una fórmula infantil de

leche, a la cual se añadía lactoperoxidasa,tiocianato y glucosa/glucosaoxidasa,

comprobaronque durantela conservaciónde la leche a j50(2 durante6 d E. cok

crecíaen el control desde i0~ hastaalgomásde lO~ ufe/mí en 2 d, mientrasque con

el sistemalactoperoxidasaactivadose mantenía24 h al nivel inicial, tras lo cual se

multiplicabacon la misma velocidadque en la lechecontrol llegandoa 10~ ufc/ml

a los 3 d.
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3.5. ACTIVACIÓN I)EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE

CRUDA DE CABRA INOCULAI)A CON ALGUNOS

MICROORGANISMOS PATÓGENOS (LIS IliRIA MONOCYTOGENES

Y SL4¡>HYLOCOCCUSAUREUS)

3.5.1. Efecto dc la activación del sistema lactoperoxidasa en Iecbc cruda de

cabra sobre los niveles de L. monocyto genes durante la conservaciónde

la lechea temperaturas de refrigeración y a temperatura ambiente

3.5.1.1. ComportamientodeL. monocytogenes a temperaturas de refrigeración

Los nivelesde las tres cepasde L. mcincicytogenesensayadasen lechecruda

decabracontrol y con el sistemalactoperoxidasaactivado,mantenidadurante10 cl

a 40(2 y 80(2 se recogenen las Tablas 34 y 35, respectivamente.El análisis de

varianzarealizadodetectólos efectossignificativos(P<0.001)de la activacióndel

sistema lactoperoxidasa,de la cepade L. mcincicytogenes,de la temperaturay del

tiempo de incubaciónsobrelos nivelesdeL. mncinocytcigenes(Tabla 36). El sistema

laetoperoxidasainhibió el crecimientode L. mcinocytcigenesa 40(2 y 8”(2.

En la leche control a 40(2, las tres cepas de L. mcincicytcigenescrecieron

duranteel períodode incubación,hastaver incrementadossus nivelesa los 10 cl en

1 .00, 0.93 y 2.03 unidadeslogarítmicaspara las cepasScott A, 5069 y N(2T(2

11994, respectivamente.El crecimiento no arrancó hasta pasadoslos 3-5 cl,

detectándoseincluso un ligero descensoen los niveles bacterianoshasta ese

momento.Segúnlas correspondientesregresioneslineales,paraquese incrementase

en 1 unidad logarítmicael nivel de L. moncicytcigenesla cepaScott A necesitaba9.3

cl (3d-lOd; r2z=0.873). la cepa5069 necesitaba10.5 d (3d-lOd; ¿=0.981)y la cepa

N(2T(2 11994 6.4 d (ld-7d; ¿=0.858).

Cuandose activó el sistemalactoperoxidasaen leche a 40(2, los nivelesde

L. mcincicytogenesresultaronser significativamente inferiores (P<0.01) a sus

correspondientesvaloresen lechecontrol, a partir de los 4, 5 y 3 d para las cepas

ScottA, 5069 y NCI’(2 11994, respectivamente.Despuésde 10 cl, los nivelesde L.

moncicvtcigenesen la leche tratadafueron inferioresen 1.58, 1.53 y 1.10 unidades

logarítmicasa los correspondientesen la leche control para las tres cepasarriba

mencionadas.1ns nivelesde las cepasScott A y 5069 disminuyeronhastael fina]

de la incubación,mientrasquelos de lacepaN(2T(2 11994lo hicierontan sólo hasta
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Tabla 34. Niveles de L. moncicytcigenes(log ufe/mí) en leche cruda de cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 40(2

Incubación

ScottA 5069 N&1(2 11994

(2 A (2 A (2 A

1 d 392 3.85 3.93 3.83 3.82 3.86

2 d 3.87 3.85 3.81 3.83 3.87 3.87

3 d 3.83 3.82 3.70 3.76 3.95 3.69”

4 U 4.04 3.83” 3.79 3.78 4.08 3.74”

5 U 4.57 3.80” 3.98 3.71” 4.40 3.67”

6 d 4.34 3.75” 4.08 3.63” 4.87 3.76”

7 d 4.77 3SF 4.46 3.51” 5.49 4.02”

8 U 4.90 3.60” 4.57 3.53” 5.72 4.50”

9 d 4.90 3.44” 4.69 3.34” 5.37 4.90”

10 cl 5.00 3.42” 4.93 3.40” 6.03 4.93”

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespormuestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la lechecontrol.

Resultados \‘ Discusión 114



Tabla 35. Niveles4 de L. moncicytcigcnes(log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a

Incubación

Scott A 5069 N(2T(2 11994

(2 A (2 A (2 A

1 d 3.. 88 3.86 4.02 3.8V 3.89 3.81

2d 389 3.91 4.05 3.81” 4.15 3.80”

3 cl 4.20 3.84” 4.09 3.67” 4.69 3.73”

4 cl 4.78 3.82” 4.36 3.58” 5.20 3.7211

5d 5.17 3.85” 4.99 3.55” 5.61 4.12”

6 U 5.26 3.82” 5.43 3.81” 5.94 4.52”

7 d 5.60 3.66” 5.87 4.00” 6.31 5.63”

8 d 5.99 3.69” 6.01 4.25” 6.44 6.29”

9 d 5.81 3.66” 5.68 4.57” 6.47 6.09”

10 d 5.68 3.82” 5.69 4.85” 6.62 6.21”

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al valor correspondientea la leche

control.
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Tabla 36. Niveles de significación de los factores principales sobre L.

mcinocyrcigenes,microorganismostotales, lactoperoxidasay tiocianatoa 40(2 y 80(2.

Factor L. monocytogenes Totales Lactoperoxidasa Tiocianato

Activación LP

(2epa NS

Tiempo

Temperatura NS

***. P<0.001

NS, no significativo
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los3 U, tras lo cual seestabilizaronhastalos 6 d y crecieronseguidamente.Según

la regresiónlineal <id—lOd; r~O.95O)la cepaN(2T(2 ¡1994 necesitaba9.9 d en la

lechetratadapara queaumentasesu nivel en 1 unidad logarítmica.

A 80(2 en leche control, los niveles de las cepasScott A, 5069 y N(2T(2

11994se incrementaron1.68, 1.69 y 2.62unidadeslogarítmicasdurantelos 10 dde

incubación.Se detectóun ligero descensoparalas cepasScott A y N(2T(2 11994 el

primer día de incubación.Segúnlas regresioneslineales,el tiempo necesariopara

un incrementode 1 unidad logarítmicaera de 4.6 d para la cepaScott A (2d-Sd;

r2=0.988),5,1 d para la cepa5069 (3d-6d; ¿=0.980)y 3.7 U para la cepaN(2T(2

11994 (ld-4d; ¿=0.980).

Al activarel sistemalactoperoxidasaen la lechecruda a 80(2, los nivelesde

L. monocytcigenesresultaronser significativamentemás bajos (P<0.01) que los

correspondientesen la lechecontrol, exceptoen los dosprimerosdíaspara la cepa

Scott A y en el primer día para la cepa N(2TC 11994. Despuésde 10 U de

incubación, los nivelesse mantuvieronen la leche con el sistema lactoperoxidasa

activado por debajo de los de la leche control en 1.86, 0.84 y 0.41 unidades

logarítmicaspara las cepasScottA, 5069y N(2T(2 11994 respectivamente.El nivel

de L. incinocytcigenes Scott A descendióhastael día 7. y no se registró un

crecimientoapreciableduranteel restode la incubación.Por el contrario, la cepa

5069 inició el crecimientoel día 5 y la cepaN(2T(2 11994 el día 4. Según las

regresioneslineales,en la lechetratadase necesitaban10.7 d paraque la cepa5069

aumentase1 unidad logarítmica(5d-lOd; ¿=0.994)y 6.3 cl paraque lo hiciesela

cepaNCT(2 11994 (4d-7d; ¿=0.926).

Las ecuacionesde regresión de la reducción de los niveles de L.

mcinoc-vtcigenes frente a los días de incubación en leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadofueron significativascon 1’ <0.001 paratodas las cepasa
40(2 y parala cepa5069 a 80(2, mientrasque sólo lo fue conP<0.01para las cepas

Scott A y NCT(2 11994 a 80(2. Se detectó una reducción estadísticamente

significativa en los nivelesde L. moncicytogenesal activarel sistemalactoperoxidasa

en la leche cruda de cabra a 40(2 y 80(2. Esta reducción,de 0.41-1.86unidades

logarítmicas,permite apuntara una acción bactericida.Desdeun punto de vista

práctico, la actividad del sistema lactoperoxidasamostró un efecto ligeramente

bactericida, incrementandola fase de latencia o reduciendo la velocidad de

crecimiento.
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Al compararel efectode la activación del sistema lactoperoxidasaa 40(2 y

a ~0(2 sedetectéuna mayor diferenciaen los nivelesde L. mcincicytogenestras 10

U de incubaciónentre la leche control y tratadaa la temperaturamás baja: 1.53

unidadeslogarítmicasa 40(2 frente a 0.84 a ~Ú(2 para la cepa5069 y 1.10 a 40(2

frente a 0.41 a 80(2 para la cepaNCT(2 11994. En el caso de la cepaScottA, esta

diferencia fue ligeramentesuperiora 80(2 (1.86 log ufc/ml) que a 40(2 (1.58 log

ufc/ml). El efecto inhibitorio de la activacióndel sistemalactoperoxidasasobreel

crecimientode L. mcinocytcigenestuvo mayor duracióna 40(2, extendiéndosea lo

largode toda la incubaciónparalas cepasScottA y 5069 y durante3 d parala cepa

N(2T(2 1 1994, mientrasque a 80(2 semantuvo 7 d para la cepaScott A, 3 d para

la cepa5069 y 1 U para la cepaN(2T(2 11994.

Las distintascepasestudiadasno respondieronde la mismamaneraal sistema

lactoperoxidasa.La cepaN(2T(2 11994resultómenosinhibidaen sucrecimientoque

las cepasScottA y 5069, tanto a 40(2 como a 80(2.

3.5.1.2.Comportamiento de L. nwnocytogenes a temperatura ambiente

El comportamientode las tres cepasde L. monocytcigenes en leche de cabra

controly en lechecon el sistemalactoperoxidasaactivado,durante3 d de incubación

a 200(2, semuestraen la Tabla 37. Se detectaronefectossignificativos(P<0.001)

de la activacióndel sistemalactoperoxidasa,de las cepasde L. moncicytci genes y de

los díasde incubaciónsobrelos nivelesde L. mcinocytcigenes(Tabla 38).

Todas las cepas crecieron en la leche control, siendo más rápido el

crecimiento de la cepaN(2T(2 11994que el de las cepasScott A y 5069, al igual que

a 40(2 y 80(2. En estasdosúltimascepas,el crecimientono comenzóhastapasadas

las 8 b de incubación. Según las regresioneslineales, para un incrementode 1

unidadlogarítmicaserequerían17.9 h parala cepaScottA (Oh-Id; ¿=0.882),38.9

ti para la cepa5069 (8h-2d; ¿=0.990)y 10.2 h para la cepaN(2TC 11994 (Oh-id;

= 1 .000).

Al activarel sistemalactoperoxidasaseobservóunaextensiónde la fasede

latencia y una menor velocidadde crecimiento,de maneraque al cabode 1 d la

leche con el sistema lactoperoxidasaactivado tenía niveles 1.18, 0.55 y. 0.92

unidadeslogarítmicasinferioresque la lechecontrol para las cepasScottA, 5069

y NCI’C 1] 994. respectivamente.No sepudodetectarunaactividadbactericidadel
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Tabla 37. Nivele< de L. rnoncicytcigenes(log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado<A) a 200(2.

Incubación

ScottA 5069 N(2T(2 11994

(2 A (2 A (2 A

8 h 3.97 3.80” 3.93 3.73” 4.80 4.08”

íd 5.54 4.36” 4.58 4.03” 6.34 5.42”

2 cl 5.62 5.03” 5.27 4.25” 6.88 6.49”

3 d 6.18 4.85” 5.71 4.97” 6.78 7.15

* Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespormuestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al valor correspondientea la leche

control.

Tabla 38. Niveles de significación de los factores principales sobre L.

monocytogenes,microorganismostotales, lactoperoxidasay tiocianato a 20 0(2

Factor L. mcincicytogenes Totales Lactoperoxidasa Tiocianato

Activación LP NS

(2epa **

Tiempo

p<0.001

~ P<0.01

NS, no significativo
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sistemalactoperoxidasasobreL. mcinocvtcigenesa 200(2, ya que únicamenteen dos

de las tres cepastuvo lugarun ligero descensodurantelas primeras8 h, pero si una

acción bacteriostática.La cepa N(2T(2 11994 fue la menos sensiblea la acción

bacteriostáticadel sistemalactoperoxidasa.Segúnlas regresioneslineales,enla leche

tratadaeran necesariasparaun aumentode 1 unidad logarítmica46.4h paralacepa

Scott A (Sh-2d; r2~-0.996), 79.1 h para la cepa5069 (8h-3d; ¿=0.946)y 18.6 h

para la cepaN(2T(2 11994 (Oh-íd; ¿~0.922).

El desarrollode E. mcinocytcigenesen leche cruda de cabrafue superior al

observadoen leche de vaca por Gaya et al. (1991). Estos autores registraron

incrementosen lechede vacasin activar el sistemalactoperoxidasade 0.12 y 0.01

unidadeslog-aritmicaspara las cepasScott A y 5069, tras 7 cl a 40(2, mientrasque

la cepa N(2T(2 11994 experimentóun descensode 0.33 unidadeslogarítmicas.

Dichos incrementosa 80(2 fueron de 0.29, 0.35 y 1.01 unidadeslogarítmicaspara

las tres cepasestudiadas.

La actividadinhibitoria delsistemalactoperoxidasafrenteaL. mcincicytogenes

ha resultadoserinferior en la lechecrudade cabraqueen la de vaca(Gayaet al.,

1991). Estosautoresobtuvieronvalores D de 6.8, 6.0 y 4.1 d a 40(2 y de 5.0, 4.4

y 4.5 cl a80(2, para lascepasScottA, 5069y NCT(2 11994, respectivamente.A los

7 U de incubación, los niveles de L. moncicytcigenesen leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadofueron 1.07, 0.70 y 0.87 unidadeslogarítmicasinferiores

a los de leche control paralas cepasScott A, 5069 y N(2T(2 11994a 40(2, mientras

quea 80(2 las diferenciasfueronde 1.54,0.61 y 2.68para las tres cepasensayadas.

Al activar el sistemalactoperoxidasaen la lechecrudade vacaa 200(2, el efecto

bactericida redujo los niveles de L. mcinocytcigenes en 0.36 y 0.89 unidades

logarítmicasdespuésde 1 cl y 3 cl de incubación, respectivamente.

Según EI-Shenawy et al. (1990) la eficacia del sistema lactoperoxidasa

dependíadel medio de cultivo y de la temperaturade incubación,conuna menor

actividaden leche crudaque en un medio semisintético.Estosautoresencontraron

reduccionesen los nivelesde E. mcincicytcigenesen lechecrudade aproximadamente

1 unidad logarítmicatras 4 h a 350(2y un menorefectobactericidaa 40(2

La actividad lactoperoxidasanatural de la leche puede controlar el

crecimientode E. moncicytcigenesen la lechecruda,con unefectobactericidaa 350(2

de corta duración, de O a 2 h (Kamau et al., 1990a). Siragusa& Johnson(1989)
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consiguieron inhibir la cepa Scott A añadiendo a la leche estéril todos los

componentesdel sistemalactoperoxidasa.Se prolongóla fasede latenciay, después

de 68 li a 20”(?. los niveles de L. mcincicytcigenesen la leche tratada fueron 3

unidadeslogarítmicasmásbajos que los de la lechecontrol.

La utilizacióndel sistemaenzimáticoglucosa/glucosaoxidasaparaactivarel

sistemalactoperoxidasallevó a unareducciónde los nivelesde la cepaN(2T(2 11994

de L. monoevícigenesen leche estéril de 1O~ a 102 ufc/ml, despuésde 6 cl de

incubacióna 100(2 (Earnshaw& Banks, 1989). Igualmente,en lecheestéril con un

aporte continuo de peróxido de hidrógeno, medianteel sistema glucosa/glucosa

oxidasa,se han detectadovaloresD de 5 U a 150(2 y de 8 d a 40(2 para la inhibición

de Ji. rncincicvtcigenes (Denis & Ramet, 1989). SegúnKamau et al. (1990a), el

sistema glucosa/glucosaoxidasafue más efectivo a la hora de activar el sistema

lactoperoxidasa,reforzandosu acciónbactericida,que una única dosisde peróxido

de hidrógeno.

Finalmente, varios autores han demostradoel efecto bacteriostáticodel

sistemalactoperoxidasasobreJi. ¡noncicytcigenesy sudependenciade los mediosde

cultivo y temperaturasde incubación.Se ha detectadouna relacióninversaentrela

duraciónde la Ñse de latencia y la temperatura(Siragusa& Johnson,1989), así

como entre la duraciónde la fase de latencia y el nivel inicial del inóculo del

patógeno(Denis & Ramet, 1989).

3.5.1.3. Nivelesde microorganismostotales,lactoperoxidasay tiocianato

Los nivelesde microorganismostotalesen la lechea las O h fueronde 3.54

unidadeslogarítmicas,comovalor medio. En la Tabla 39 se muestrala evolución,

a lo largode la incubacióna temperaturasde refrigeración,de los nivelesde totales

en la lechecrudade cabracontroly tras activar el sistemalactoperoxidasa.Se han

detectado,medianteanálisis de varianza, efectossignificativos (P<0.001) de la

activacióndel sistemalactoperoxidasa,de la temperaturay del tiempode incubación

sobrelos nivelesde totales a 40(2 y 80(2

A partir de los días 5 y 3 de incubaciónpara40(2 y 80(2, respectivamente,

el númerode totalesen la lecheconel sistemalactoperoxidasaactivadosemantuvo

aproximadamenteuna unidad logarítmica por debajo del correspondientea la

lechecontrol. El crecimiento en la leche control se inició a partir de los 2 cl a
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Tabla 39. Niveles de microorganismos totales (log ufc/ml) en lechecruda de cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado (A) a 40(2 y a 80(2.

Incubación

Totales
40(2

lotales
80(2

(2 A (2 A

1 U 4.68 4.76 4.73 4.67

2 d 4.68 4.71 5.08 4.68”

3 cl 4.82 4.63” 5.57 4.90”

4d 5.32 4.892 6.53 5.36”

5 d 5.96 5.24” 6.70 5.89”

6 d 6.52 5.62” 7.35 6.25”

7 cl 6.92 5.95” 7.65 6.64”

Sd 7.34 6.18” 7.96 6.95”

9 cl 7.06 6.41” 8.14 7.07”

10 cl 7.71 6.58” 8.12 7.31”

Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al valor correspondientea la leche

control,
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40(2 y desdecl principio de la incubacióna 80(2. En cambio, cuandose activó el

sistema lactoperoxidasa.los niveles de microorganismostotales se mantuvieron

establesdurante 3 d de incubación a 4”(2 y durante 2 d a 80(2. Según las

correspondientesregresioneslineales,a 40(2 los totalesrequerían114.1 h en la leche

control y 153.5 h en la leche tratadapara incrementarsu número en 1 unidad

logarítmica, mientras que a 80(2 estos tiempos eran dc 70.7 h y 115.2 h,

1-espectivamente

Al igual que en el casode Ji. mcinocytcigenes,el sistemalactoperoxidasase

mostró menosefectivo en su inhibición del crecimiento de los microorganismos

totales en la lechecruda de cabra que en la de vaca (Gaya et al., 1991). En esta

última, los totales no crecieronhastapasadoslos 5 cl a 40(2 y 2 cl a 80(2 en leche

con el sistemalactoperoxidasaactivado.

A 200(2, la activacióndel sistemalactoperoxidasay el tiempo de incubación

tuvieron un efecto significativo (P<0.001) sobre los niveles de totales en leche

crudade cabra.Las diferenciasentrelos nivelesen la lechecontrol y tratadafueron

de 0.74 y dc 0.31 unidades logarítmicas, tras 1 y 3 U de almacenamiento,

respectivamente(‘Fabla 40). Según las correspondientesregresioneslineales, los

totalesa20<>(2 requerían13.6 h en la lechecontroly 21.5 h en la leche tratadapara

incrementarsu númeroen 1 unidad logarítmica.

El sistema lactoperoxidasamostró una acción bacteriostáticasobre el

crecimientode los microorganismostotales. A temperaturasde refrigeración, el

sistema lactoperoxidasaretardó y redujo el crecimiento. A 80(2, la reducción

máxima del crecimiento de los totales se alcanzóantesque a 40(2~ A 200(2, el

sistema lactoperoxidasa tuvo un pequeño efecto inhibitorio sobre los

microorganismostotales, retrasandoligeramentesu crecimiento.

Los valoresde pH no mostrarondiferenciasapreciablesa 40(2, 80(2 ni 200(2

entre la leche control y la leche tratada.Las diferenciasfueron siempreinferiores

a 0.1 unidades.l.~os valoresmásbajosde pH fueronde 6.50tras 10 cl <le incubación

a 40(2, 6.33 tras 10 d a 30(2 y 5.25 tras 3 U a 200(2.

El contenido inicial de lactoperoxidasaen la leche cruda antes de la

activacióndel sistemalactoperoxidasaerade 0.81 U/ml. Dicho valor resultóinferior

al nivel medio comprobadoen la leche de cabra,según nuestrosanteriores
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Tabla40. Niveles* de microorganismostotales(log ufc/ml) en lechecrudadecabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasa activado (A) a 20”(2.

Incubación (2 A

8k 5.00 4.66”

íd 673 599”

2d 8.10 7.78”

3d 8.87 8.56”

Valoresmediosde dosexperiencias,condosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.001) inferior al valor correspondientea la leche

control.
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resultados.La explicacióna estadiferenciase atribuyeal origende la lecheutilizada

en estaexperiencia,mezcla del ordeñode unos pocosanimalesprocedentesde un

rebaño. El análisis de varianza reveló el efecto significativo (P<0.001) de la

activacióndel sistemalactoperoxidasa,de la temperatura y del tiempode incubación

sobrela concentraciónde laetoperoxidasaa temperaturasde refrigeración.La Tabla

41 muestralas cantidadesde lactoperoxidasaen la lechecontrol y activada,durante

la incubacióna 4(~(2 y 80(2. A ambastemperaturasseobservóuna reducciónde la

actividad lactoperoxidasaa lo largo de [a incubación,menosacentuadaen la leche

con el sistemalactoperoxidasaactivadoque en la lechecontrol. La lactoperoxidasa

resultó ser mas estable a 40(2 que a 80(2. Estos resultadosconcuerdancon los

obtenidos por (iaya et al. (1991) en la leche de vaca. fil crecimiento de los

psícrotrotosproteolíticos,mayora 80(2, podríaexplicarla relacióninversaentrela

actividad lactoperoxidasay la temperaturade incubación.

La concentraciónde lactoperoxidasaen lechecontroly lecheconel sistema

lactoperoxidasaactivado,a 200(2, se muestraen la Tabla 42. Dicha concentración

resultó influida significativamente(P<0.001)porel tiempo de incubación,con un

descensomedio de 0.34 U/ml tras 3 d de incubación.

El contenidode tiocianatoanteriora laactivacióndel sistemalactoperoxidasa,

en la leche crudade cabra,fue de 4.51 ppm. A temperaturasde refrigeración,los

niveles de tiocianato resultaron influidos significativamente (P<0.001) por la

activacióndel sistemalactoperoxidasay por el tiempode incubación,sin detectarse

diferenciassignificativasentre temperaturas.El contenidode tiocianatodisminuyó

ligeramenteen la lechecontrol, a lo largode la incubacióna 40(2 y 80(2(Tabla 43).

En la leche con el sistema laetoperoxidasaactivadose produjo una reducciónde

aproximadamente8 ppm durante las primeras24 h, tras la cual los niveles de

tiocianato se mantuvieronconstantesduranteel restode la incubacion,

A 200(2, los niveles de tiocianato resultaroninfluidos significativamente

(P<O.0O1) por la activación del sistema lactoperoxidasay por el tiempo de

incubación,con un descensoenlecheconel sistemalactoperoxidasaactivadodurante

las primeras8 h (Tabla44) similar al detectadodurantelas primeras24 h en leche

a temperaturasde refrigeración.

A la vista de los resultadosobtenidos,podemosconcluir que la actividad
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‘Fabla 41. Niveles* de lactoperoxidasa(U/mí) en lechecruda de cabracontrol ((2>

y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A> a 4”(2 y a 8”(2.

Incubación

Lactoperoxidasa40(2 Lactoperoxidasa80(2

(2 A (2 A

1 d 0.89 0.89 0.87 0.90

3d ND ND ND NI)

5 d 0.86 0.89 0.76 0.87”

lOd 0.75 0.80 0.55 0.62

Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespormuestra.

l)ato significativamente(P<0.01) inferior al valor correspondientea la leche

control.

Dato no determinado.

Tabla 42. Niveles* de lactoperoxidasa(U/mí) en leche cruda de cabra control ((2)

y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 200(2.

Incubación

Lactoperoxidasa200(2

(2 A

8h 0.65 0.65

íd ND” ND

3d 0.47 0.48

* Valores mediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato no determinado.
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Tabla 43. Niveles’ de liocianato <ppnl> en leche crudade cabracontrol ((2) y cori

el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 40(2 y a 80(2.

Tiocianato40(2

(2 A

Tiocianato~0(2

(2 A

1 d 4.49 16.96” 4.62 17.01”

3d NI) ND NI) NI)

5 d 4.21 17.34” 4.07 17.00”

10 d 4.01 16.53” 3.98 16.23”

Valores mediosde dosexperiencias,con dos determinacionespormuestra.

Dato significativamente(P<0.01) superioral valor correspondientea la leche

control.

Dato no determinado.

Tabla 44. Niveles4de tiocianato (ppm) en lechecruda de cabra control ((2) y con

el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 200(2.

Tiocianato 200(2

Incubación (2 A

8k 3.87 16.02”

íd NDb ND

3d 4.54 15.59”

• Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) superioral valor correspondientea la leche

control.
b Dato no determinado.
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bactericidadel sistemalactoperoxidasaen lechede cabrapersistió3-9 d a 40(2 y 1-7

d a 80(2, segúnla cepa de Ji. monocytogenes estudiada,lo que dió lugar a una

reducciónde sus nivelesdurantela conservaciónen refrigeraciónde la leche cruda

de cabra. A temperaturaambiente,aunquela actividaddel sistemalactoperoxidasa

no posee efecto bactericida sobre Ji. monocytogenes,se consiguió retrasarsu

crecimientoen leche crudade cabra.
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3.5.2. Efecto de la activación del sistema lactoperoxidasa cii leche cruda de

cal)ra sobre los niveles de Staph. aureusdurante la conservacióndc la

lechea temperaturas de refrigeración y a temperatura ambiente

3.5.2.1. Comportamiento dc Staph.aureus a temperaturas de refrigeración

La actividad lactoperoxidasay el contenidode tiocianato mediosde la leche

utilizada en las dosexperienciasantesde la activacióndel sistemalactoperoxidasa

fue de 1.55 U/ml y de 4.29 ppm, respectivamente.Los microorganismostotales

tenían un nivel medio de 4.34 log ufe/mí.

La evolución de los niveles de Staph. aureus y de los microorganismos

totales durantela incubacióna 40(2 y a 80(2 dc la leche cruda de cabra, inoculada

con una cantidadaproximadade l0~ ufe/mí de Stap/z. aureus, se muestraen las

Tablas45 y 46, respectivamente.Al igual que en el caso de E. coli, no sedetectó

un crecimientoclaro de Staph. aureusen la leche control a 40(2 La población

aumentóde 4 log ufc/ml hastatan sólo 4.73 log ufe/mí al cabode 7 d. Se observó

un incrementoinicial de los nivelesde StapJz. aureusdurantelos primeros3 U de

incubación,nivelesque a partir de estetiempoapenasexperimentaronvariación.Por

su parte, los niveles de Staph. aureusen la leche con el sistemalactoperoxidasa

activadosiguieronel mismocomportamientoqueen la lechecontrol, sin crecimiento

sustancial ni diferenciassignificativas debidasal tratamiento (Tabla 45). A 80(2,

tanto en la lechecontrol como en la tratada,el crecimientofue muy reducido, no

mayor que el que seprodujo a 40(2 (Tabla 46). No se registródiferenciaalgunaen

los niveles de Staph. aureus entre la leche control y la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivadoa 80(2.

En cuanto a los microorganismostotales, a 40(2 y en la leche control, se

produjo un crecimientohasta7.11 unidadeslogarítmicasal final de la incubación.

Al activarel sistemalactoperoxidasase observóel crecimientode los totalesen más

de 1 unidadlogarítmicaenel primerdíade la incubación,estabilizándoselos niveles

hastael cuartodía paravolver a aumentargradualmentey alcanzar6.51 log ufe/mí

a los 7 d. A partir de los 3 d seregistrarondiferenciassignificativasen los niveles

de microorganismostotalesentrela lechecontrol y la tratada(Tabla45). A 80(2, el

crecimientode la poblaciónde totalesfue aúnmayor, tantoen la lechecontrol como

en la leche tratada,aunqueen la lechetratadalos nivelesde totalesfueron inferiores

significativamentea los de la lechecontrol desdelos 2 d (Tabla46). Deacuerdocon
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Tabla 45. Niveles* de StapJz.aureusy totales en lechecrudade cabra control ((2)

y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 4”(2.

Incubación

Staph.aureus Totales

(2 A (2 A

1 cl 4,39 4.41 5.47 5.48

2 U 4.51 4.57 5.65 5.55

3 d 4.72 4.71 5.80 5.61”

4 d 4.66 4.68 6.01 5.48”

5 d 4.75 4.72 6.32 5.89”

6 U 4.70 4.69 6.39 6.12”

7 U 4.73 4.68 7.11 6.51”

* Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la leche control.
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Tabla 46. Nivele< de Staph. aureusy totales (log ufc/g) en lechecrudade cabra

control ((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado(A) a 80(2.

Incubación

Staph. aureus Totales

(2 A (2 A

1 U 4.40 4.36 5.70 5.59

2 U 4.54 4.50 6.55 5.90”

3 d 4.67 4.71 7.04 6.53”

4 U 4.72 4.67 7.13 6.93”

5 U 4.70 4.71 7.82 7.47”

6 cl 4.69 4.71 8.00 7.59”

7 U 4.61 4.67 8.58 8.39”

* Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespormuestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la lechecontrol.
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las correspondientesregresioneslineales,el tiempo necesarioparaque los totalesse

incrementasenen 1 unidadlogarítmicaa 40(2 fue dc 71.9 h en la lechecontrol y de

119.3 h en la leche tratada,mientrasque a 80(2 estos tiempos fueron de 27.6 Ii y

4 i .0 1t respectivamente.

No se ha observadouna multiplicación de Slaph. aureus de importancia

prácticaa temperaturasde refrigeración,aunqueel análisis de varianzadetectóun

efecto significativo (P<0.O01)del tiempo de incubaciónsobrelos nivelesde este

microorganismo(Tabla 47). Además,el sistemalactoperoxidasano inhibió a este

patógenoa 40(2 ni a 8~(2. Así, el análisisde varianzamostró que no habíaefecto

significativo ni de la activación del sistemalactoperoxidasani de la temperaturade

incubaciónsobre los nivelesde Staph.aureus,mientrasque silo había(P<0.001)

enamboscasossobrelos nivelesde totales(Tabla47). Estoúltimo sepuedeexplicar

por la accióndel sistemalactoperoxidasasobrelos microorganismospsicrotrofosque

crecena estastemperaturas.Sinembargo,estainhibición sobrelos totalesfue menor

queen el correspondienteexperimentofrentea E. coli, lo que demuestrala relación

entre la efectividaddel sistema lactoperoxidasay la composiciónde las distintas

poblacionesque crecene interaccionanen la leche.

Los valoresde pH no resultaroninfluidossignificativamentepor laactivación

del sistemalactoperoxidasa.A 40(2 se mantuvieronentre6.75 y 6.62 y a 80(2 entre

6.67 y 6.34durantelos 7 cl de incubación.Si se detectóun efectosignificativo del

tiempo (P<O.01)y de la temperatura(P<0.00í) sobreel valor del pH.

3.5.2.2. Comportamiento de Staph. aureus a temperatura ambiente

La evoluciónde los nivelesde Staph.aureusdurantelaconservacióna200(2

de la lechecrudade cabrainoculadaconestepatógeno,activandoo no el sistema

lactoperoxidasa,semuestraen la Tabla 48. Del análisisde varianzasedetectaron

efectos altamentesignificativos del tiempo de incubación (P<0.001) sobre los

niveles de Staph. aureus y de totales, así como de la activación del sistema

lactoperoxidasasobre los segundos(Tabla 49). Por su parte, la activacióndel

sistema lactoperoxidasasobre los niveles de Staph. aureus tuvo un efecto

significativo (P<0.01).

En la lechecontrol a 200(2seprodujo un crecimientocontinuadode Staph.

aureus, que dio lugara un aumento de 2.5 unidades logarítmicas a los 3 d de
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Tabla 47. Niveles de significación de los factores principales sobre los grupos

microbianosestudiadosa 4 y 80(2.

Factor Staph.aureus Totales

Activación LP NS

Tiempo

Temperatura NS

***:

NS: no significativo.

Tabla 48. Niveles de Staph.aureusy totales(log ufc/g) en leche de cabracontrol

((2) y con el sistemalactoperoxidasaactivado (A) a 200(2.

Incubación

Staph. aureus Totales

(2 A (2 A

8h 4.50 4.49 6.84 6.39

1 cl 5.34 512” 7.85 7.65”

2d 6.15 6.16 9.00 8.92

3 U 6.49 6.47 9.31 9.37

* Valoresmediosde dosexperiencias,con dosdeterminacionespor muestra.

Dato significativamente(P<0.01) inferior al correspondientea la lechecontrol.
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Tabla 49. Niveles de significación de los factores principales sobre los grupos

microbianosestudiadosa 200(2.

Factor Staph. aureus Totales

Activación LP **

Tiempo

***: P<0.001

**: P<O.01
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incubación. Al activar el sistema Lactoperoxidasasólo se obtuvieron nivelesde

Staph. aureussignil’icativamentemenoresque los de la lechecontrol despuésde 1

d, produciéndoseel mismo crecimientoduranteel restode la incubación.Segúnlas

correspondientesregresioneslineales,paraqueaumentasen1 unidadlogarítmicalos

niveles de Staph. aureus eran necesarias17.7 h en la [eche control (Oh-Id;

¿=0.998)y 20.8 h en la leche tratada (Oh-íd; r2~0.986). Los microorganismos

totalescrecieronrápidamenteen la leche control a 20”(2 con un incrementode 2

unidadeslogarítmicasa las 8 h. El sistemalactoperoxidasainhibió ligeramenteel

crecimiento de los totales, con niveles más bajos a las 8 ti y 1 U que los

correspondientesa los de la leche control. Sin embargo,el efecto fue pequeñoy a

los 2-3 U ya no hubo diferenciasentre la lechecontrol y la leche con el sistema

lactoperoxidasaactivado(Tabla48). De acuerdocon las regresioneslineales,hacían

falta 4.8 h en la leche control y 6.6 h en la leche tratadapara que los totales

aumentasen1 unidad logarítmicaa 200(2.

No se encontrarondiferenciassignificativasen los valores de pH entre la

lechecontrol y la lecheconel sistemalactoperoxidasaactivado.A las 24 h la leche

control presentabaun valor de 6.30, siendo 6.06 el pH de la leche con el sistema

lactoperoxidasa activado. A los 2 cl los valores fueron de 4.54 y 4.93

respectivamenteparala lechecontrol y la leche tratada,y de 4.23 y 4.34a los 3 cl

de incubacióna 20<1~C.

Aunqueestadísticamentesignificativo,el sistemalactoperoxidasano tuvo una

accióninhibitoriade interésprácticosobreStaph. aureusdurantela conservaciónde

la lechecrudade cabraa la temperaturade200(2.No seha podidodetectarla acción

bacteriostáticaque erade esperar.El hechode que el crecimientode Staph.aureus

fueserelativamentelento incluso a 200(2, comparándolopor ejemplo con el de E.

cotí en el correspondienteexperimento,puedeexplicarel débil efectoencontradodel

sistemalactoperoxidasa.El Shenawyet al. (1990) sugirieronque la acción del

sistemalactoperoxidasaeramayoren condicionesfavorablespara la multiplicación

celular que cuandolas célulasse encontrabanen fase de latenciao multiplicándose

lentamente.

Kamau et al. (1990a) activaronel sistemalactoperoxidasafrente a Staph.

aureusen leche de vacaa 100(2 y 370(2 A 100(2, la población inicial de 4 log

ufe/mí se mantuvo sin creceren la leche control durante48 h, para luego hacerlo

gradualmentehasta6 log ufc/ml a los 6 cl de incubación.(2uandose activóel sistema
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lactoperoxidasael comportamientofue el mismo pero el crecimientoeramenor. El

tiempo necesarioparallegar a la mitad de los nivelesmáximosaumentóen 36 h en

la leche tratadacon respectoa la lechecontrol. A 370(2, mientrasque en la leche

control se llegó a l0~ ufc/ml a las 8 h. en la lechecon el sistemalactoperoxidasa

activadose obtuvouna reducciónde aproximadamente0.5 log ufe/mí a las 2 h, tras

las cualesla población inició su multiplicación a un ritmo semejanteal de la leche

control, alcanzandol0~ ufe/mí a las 8 h y 10~ ufe/mí a las 14 h de incubación.
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Primera El contenido microbiano medio de la lechecruda de cabra (expresadoen

log ufe/mí) fue el siguiente: 5.61 microorganismostotales,3.91 Gram

negativos.2.83 psicrotrofosGram negativos,2.82 enterobacteriáceas,

2.80 coliformes, 2.37 coliformes fecales, 4.18 estafilococosy 2.67

estafilococoscoagulasapositivos.

Segunda Únicamenteel 60% de las muestraseranaptaspara su industrialización

con tratamientotérmico, y sólo el 54% si su destinoera la elaboración

de productosa base de leche cruda. Se requierepor consiguienteuna

mejora de la calidadmicrobiológicade la leche de cabra.

Tercera La actividad lactoperoxidasamedia de la leche cruda de cabradurante

la lactación fue de 1.55 U/ml y el nivel medio de tiocianato de 4.03

ppm. Se comprobó la influencia significativa del individuo, raza y

tiempo de lactaciónsobrelos nivelesde amboscomponentes.

Cuarta La activacióndel sistemalactoperoxidasaen lechecrudade cabrainhibió

el desarrollode microorganismostotales y psicrotrofosa temperaturas

de refrigeración.No secomprobósu efectobactericidani la extensión

de la fase de latencia. A temperatura ambiente, el sistema

lactoperoxidasano inhibió el desarrollo de microorganismostotales,

aunquesí el de los psicrotrofos.

Quinta El sistema lactoperoxidasa resultó bactericida para Pseudomonas

fluorescensa temperaturasde refrigeracióny temperaturaambiente.La

activacióndel sistemalactoperoxidasapermitióel control del desarrollo

de Rs. ,tluorescensen lecherefrigeradadurante5-6díasa 40(2 y 3-4días

a go(2,

Sexta El sistema lactoperoxidasa inhibió el crecimiento de Eseherichiacolí a

5<1(2 y a 200(2. Se comprobóun retraso en el crecimientode dicho

microorganismoen la leche con el sistema lactoperoxidasaactivadoa

estastemperaturas.El desarrollode E. coli a 40(2 fue muy reducido.
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Séptima El sistema lactoperoxidasa presentó un efecto ligeramente bactericida

sobre Listeria monoeytogenes a temperaturasde refrigeración. Sus

niveles se redujeronhastael día 9 a 40(2 y hastael día 7 a 80(2, según

la cepa.A temperaturaambienteno se registréun efecto bactericidadel

sistemalactoperoxidasasobreJi. nwnocytogenesaunquese observóun

retrasoen su crecimiento.

Octava La activacióndel sistemalactoperoxidasano afectéal comportamiento

de Staphylocoecus aureus a temperaturasde refrigeración, al ser el

desarrollo de este microorganismo muy reducido. A temperatura

ambiente,aunqueel crecimientotambiénfue reducido, se detectóuna

disminuciónsignificativa de los niveles de Staph. aureus debidaa la

activacióndel sistemalactoperoxidasa.
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