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RESUMEN

[.a calidad microbiolégica de la leche de cabra presentd los siguientes niveles
medios (expresados en log ufe/mi): 5.61 microorganismos totales, 3.91 Gram negativos,
2.83 psicrotrofos Gram negativos, 2.82 enterobacteriaceas, 2.80 coliformes, 2.37
coliformes fecales, 4.18 estafilococos y 2.67 estafilococos coagulasa positivos. Todos
fos grupos microbianos, salvo los psicrotrofos Gram negativos, alcanzaron sus niveles

maximos en verano vy los minimos en invierno.

l.a actividad lactoperoxidasa de la leche cruda de cabra dié un valor medio de
1.55 U/ml. Los niveles medios de tiocianato fueron de 4.03 ppm. Se observo un efecto
significativo del individuo y del tiempo de lactacion sobre los niveles de lactoperoxidasa
y de tiocianato. Los valores medios de la actividad lactoperoxidasa en la leche de cabra
de las razas Verata y Murciano-Granadina durante la lactacion fueron de 0.95 y 2.15
U/ml, respectivamente. El contenido medio de tiocianato resulté ser de 5.76 ppm para
fa raza Verata y de 3.20 ppm para la Murciano-Granadina. Se encontré un efecto

significativo de la raza sobre los niveles de lactoperoxidasa y de tiocianato.

La activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de cabra inhibié tanto
a microorganismos totales como a psicrotrofos a temperaturas de refrigeracién, siendo
mas efectiva sobre psicrotrofos. A 4°C y 8°C se encontraron valores de
microorganismos totales significativamente mas bajos en la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado, con diferencias maximas de 0.8-0.9 unidades logaritmicas a
los 4-6 dias para 4°C y de 0.6-1.1 unidades logaritmicas a los 2-4 dias para 8°C. Las
diferencias maAximas para psicrotrofos se observaron a 4°C a los 3-4 dias, con valores
1.3-1.6 unidades logaritmicas inferiores en leche con el sistema lactoperoxidasa
activado. A 20°C el sisterna no inhibid el desarrollo de microorganismos totales. Sin
embargo, el crecimiento de psicrotrofos resultd significativamente afectado, con niveles

0.7-1.2 unidades logaritmicas inferiores en la leche tratada a Jas 24-48 horas.

El sistema lactoperoxidasa resultd bactericida para Pseudomonas fluorescens a
temperaturas de refrigeracion y a temperatura ambiente. [a poblacién de Ps.
Jluorescens se redujo tras activar el sistema lactoperoxidasa 1.7 y 1.8 unidades
logaritmicas a 4°C y 8°C, respectivamente, durante el primer dia. A 4°C se alcanzé
el nivel minimo de Ps. fluorescens a los 2 dias, manteniéndose practicamente estable
hasta los 5 dias. Las diferencias méximas entre la leche control y la leche con el

sistema lactoperoxidasa activado se observaron a los 5 dias (5.2 unidades logaritmicas)
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a 4°C y a los 3 dias (4.8 unidades logaritmicas) a 8°C. La activacion del sistema
lactoperoxidasa permite el control del desarrollo de Ps. fluorescens en leche refrigerada
durante 5-6 dias a 4°C y durante 3-4 dias a 8°C. El sistema lactoperoxidasa redujo los
niveles de Ps. fluorescens en leche a 20°C cn 0.8 unidades logaritmicas tras & horas,
siendo la maxima diferencia entre la leche tratada y la control de 1.8 unidades

Jogaritmicas a Jas 24 horas de incubacion.

El desarrollo de Escherichia coli en leche de cabra fue muy reducido a 4°C,
detectandose valores ligeramente inferiores en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado. El sistema lactoperoxidasa inhibid el crecimiento de £. coli a 8°C y a 20°C.
A 8°C los niveles de este microorganismo en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado fueron significativamente mas bajos durante los primeros 5 dias, siendo la
diferencia maxima de 1 unidad logaritmica a los 3 dias. Aunque no se observd una
reduccion inicial en la leche tratada, si se comprobd una fase de latencia mas
prolongada de E. coli. También a 20°C se observo un retraso en el crecimiento de E.
coli en la leche con el sistema lactoperoxidasa activado, con diferencias de 0.8 y 1.2

unidades logaritmicas a las 8 y 24 horas, respectivamente.

El sistema lactoperoxidasa de la leche de cabra mostro un efecto ligeramente
bactericida sobre Listeria monocytogenes a 4°C y 8°C. Al activar el sistema en leche
a 4°C, los niveles de este patdégeno descendieron hasta el dia 9 para las cepas Scott A
y 5069 y hasta el dia 3 para la cepa NCTC 11994, A 8°C descendieron hasta el dia 7,
3 y 1, respectivamente. Después de 10 dias a 4°C los niveles de L. monocytogenes en
la leche con el sistema lactoperoxidasa activado eran 1.6, 1.5 y 1.1 unidades
logaritmicas inferiores a {os de l1a leche control para ias cepas Scott A, 5069 y NCTC
11994, respectivamente. A 8°C estas diferencias eran de 1.9, 0.8 y 0.4 unidades
logaritmicas. A 20°C no se registrd efecto bactericida, aunque se comprobd un retraso
en el desarrollo de L. monocytogenes de 0.6-1.2 unidades logaritmicas a las 24 horas

y de 0.3-1.3 vunidades logaritmicas a los 3 dias.

La activacién del sistema lactoperoxidasa no afectd significativamente al
comportamiento de Staphylococcus aureus a temperaturas de refrigeracion. Tanto a 4°C
como a 8°C el desarrollo de Staph. aureus fue muy reducido, no observindose
actividad antimicrobiana tras activar el sistema. Sin embargo a 20°C, aunque el
crecimiento de Staph. aureus fue muy reducido, se detect¢ un efecto significativo. Las
diferencias entre la leche control y la tratada fueron significativas solamente a las 24

horas, no alcanzando en ningin caso las 0.3 unidades logaritmicas.
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1. INTRODUCCION

1.1. PRODUCCION, CARACTERISTICAS Y UTILIZACION DE LA LECHE
DE CABRA

1.1.1. Produccion

La produccion mundial de leche de cabra, 8.1 millones de toneladas en 1987,
se sitlia en cuarto lugar de la produccion total de leche detrds de la de vaca, bufala
y oveja. Europa es e} principal productor después de Asia, siendo Francia, Grecia
y Espana los paises europeos que mas leche de cabra producen. Tanto en Espana
como en el resto del munde la evolucion es ascendente: 401 millones de litros en
1988, 414 en 1989 v 473 en 1990 (M.A.P . A., 1993). Las Comunidades Auténomas
que mds leche de cabra produjeron en 1990 fueron Andalucia, con 221 millones de
litros, Castilla la Mancha, con 73 millones de litros, Canarias con 55 millones de

litros y Castilla-Ledn, con 29 miliones de litros.

El desarrollo de este sector viene condicionado por una serie de factores que
afectan tanto a la produccion de leche de cabra como a su utilizacion. Estos factores
son los siguientes:

- La ganaderia esta orientada principalmente hacia la carne.

- Las regiones donde se crian las cabras suelen ser montafiosas o con suelos
poco fértiles que solo permiten el mantenimiento de estos animales, cuya

alimentacion es la vegetacion natural existente y escasos forrajes.

- El nimero de productos elaborados a partir de leche de cabra es reducido,

consistiendo fundamentalmente en quesos artesanales.

Estas razones explican la baja produccion de la leche de cabra comparada con
la de otras especies. Sin embargo, la creciente demanda de quesos de cabra, la
adopcidén de sistemas ganaderos intensivos, la mayor investigacion tanto de las
caracteristicas de la leche como de las caracteristicas de los quesos y la ausencia de
limitaciones en la produccién de leche de cabra por parte de la Comunidad Europea
han hecho que ésta aumente gradualmente.
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Debido a las caracteristicas del relieve de las zonas que mantienen ganado
caprino se dan una serie de problemas en la recogida de la leche que influiran sobre

la calidad microbiologica de ésta:

- El nimero elevado de ganaderos con rebanos pequefios y bajos niveles de

produccion.

- La dispersion de los ganaderos y la falta de infraestructura (canalizacion de

agua corriente, electricidad, carreteras) para conservar y transportar la leche.
- La naturaleza estacional de la produccion: ia mayor produccién se da en los
meses de marzo a junio, por lo que frecuentemente se tiene que recoger la

leche dos veces ai dia.

- Las pobres condiciones higiénicas y de equipamiento de Jos establos, debidas

al generalmente bajo nivel econémico y cultural de los ganaderos.
1.1.2. Caracteristicas

Los datos sobre la composicion quimica de la leche de cabra en Espafia segiin
Martin Hernandez et al. (1988) son los siguientes: Extracto seco total: 12.04-
17.48%; Grasa: 3.70-7.40%; Proteina: 3.11-3.75%; Caseina: 2.40-3.11%: Cenizas:
0.75-0.95%; pH: 6.33-6.61. Estos datos son similares a los de otros paises
productores. De todos los componentes los que presentan mayor variacion son la
proteina y la grasa (Juarez et al., 1991).

Los factores que afectan a la composicion de la leche son los siguientes:

- LLa raza (Parkash & Jenness, 1968), sobre todo en el caso de la grasa (Ramos
& Juarez, 1981).

- La varnacion estacional,
- La lactacion.

- La alimentacion.
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Estos dos ultimos factores han sido estudiados por diversos investigadores.
Se han detectado variaciones del extracto seco total durante [a lactacion (Boros,
1986}, v una disminucion de la cantidad de grasa y proteina a los 5 meses del
periodo de lactacion, para volver a aumentar al final de éste. Otros investigadores
encontraron la mayor concentracion de grasa, proteina y sales minerales en Ja época
de menor produccion (octubre a febrero) para decaer después de marzo, que es la
¢poca de mayor produccion (Barbosa & Miranda, 1986). En cuanto al factor
alimentacion, una dieta pobre en grasa hace que la leche tenga a su vez un bajo
contenido en grasa (Le Jaouen, 1972), mientras que el contenido en nitrogeno de la
dieta no parece atectar al de la leche (Vignon, 1976). Cuando se aumenta la cantidad
de energia de la dieta aumenta la produccion, aunque no parece que tenga efecto
sobre la composicion (Jenness, 1980).

1.1.2.1. Lipidos

Los globulos de grasa de didametro menor gue 3 micras son mas abundantes
en la leche de cabra que en la de vaca (Le Mens, 1985). Estos giébulos carecen de
aglutininas en la leche de cabra. Por lo demas, tanto la composicion y propiedades
de la membrana del globulo como la composicion fipidica en su interior son

similares en ambos tipos de leche (Jenness, 1980).

El estudio de los acidos grasos libres en leche de cabra y de vaca ha sido
llevado a cabo por diversos investigadores. La cantidad de icidos grasos de cadena
corta y media (G, Cy, Cy,), volatiles e insolubles, es mayor en leche de cabra que
en leche de vaca (Judrez & Ramos, 1986), asi como la de 4cido caprilico y cdprico

que proporcionan el aroma caracteristico a los quesos de cabra (Juarez et al., 1991).

Las fuentes de variacion de los lipidos en general y de los icidos grasos en
particular son la dieta, los factores genéticos, el periodo de lactacion y el
almacenamiento. El factor mas importante es la dieta (Morand-Fehr & Sauvant,
1980}, tanto si se varia la energia como la cantidad o naturaleza de los lipidos. Por
otra parte, se ha visto que hay mayor cantidad de icidos grasos de cadena corta y
media en el calostro que en la leche (Klobasa & Senft, [970).
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1.1.2.2. Compuestos nitrogenados

La leche de cabra tiene un contenido mas alto en nitrogeno no proteico,
menor cantidad de proteina coagulable y de caseinas, aungue mayor cantidad de
caseina soluble que la leche de vaca (Grappin et al., 1981). Estas caracteristicas
determinan el que el codgulo de la leche de cabra sea menos firme, aunque de
formacion mas rapida, con un mayor desuerado y de menor cohesion y rendimiento
(Juarez et al., 1991).

[La composicion de las micelas de caseina es semejante en la leche de cabra
y de vaca, pero varia su tamano medio. Las micelas de caseina de la leche de cabra
tienen mas calcio y fésforo inorganico, estin menos solvatadas, pierden la caseina
3 mas rapidamente y son menos estables frente a la temperatura (Jenness, 1980).
Seglin este mismo autor, la leche de cabra contiene caseina x, caseina 3 y caseina
a,. Por otra parte, se ha comprobado que hay individuos que producen leche con
un 20-25 % de caseina «,,, mientras que otros producen leche carente de esta
caseina (Remeuf et al., 1989). En todo caso, la relacion o/3 caseina es mas baja en

la leche de cabra que en la de vaca.

Otras proteinas presentes en la leche de cabra son las proteinas del suéro: 3
lactoglobulina, « lactoalbimina y seroalbimina. En cuanto a las enzimas, hay menos
ribonucleasa, lipasa y xantina oxidasa en la leche de cabra que en la leche de vaca
(Jenness, 1980). Otras proteinas menores son la lactoferrina, transferrina, prolactina,
inmunoglobulina y lisozima.

1.1.2.3. Sales minerales

Estin presentes fundamentalmente en la leche de cabra el sodio, potasio,
calcio, magnesio, fosforo y cloro. El calcio, fésforo, potasio y cloro son mas
abundantes en la leche de cabra que en la leche de vaca (Morand-Fehr & Flamant,
1983; Jenness, 1980). En general, la concentracion de elementos minerales decrece
durante las siete primeras semanas de lactaciéon (Maraval & Vignon, 1982).
Elementos traza como el hierro, cobre, zinc y manganeso se encuentran en

proporciones semejantes en Ja leche de cabra y de vaca.

Finalmente, la leche de cabra contiene menos acido N-acetilneuraminico,
acido ordtico, folato y vitaminas B, y B,, que la leche de vaca (Jenness, 1980).
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1.1.3. Utilizacion

[.a mayor parte de la leche de cabra se utiliza para la fabricacion de quesos,
con Grecia a la cabeza de los paises europeos seguida de Francia, Espana, Italia y
Portugal. De los 473 millones de litros de leche que produjo Espana en 1990, 37 se
consumieron directamente en la explotacion, 46 se destinaron a la fabricacion de
queso en la explotacion y 389 se comercializaron, de los cuales 364 fueron

entregados a las industrias lacteas para la elaboracion de quesos (MLAP.A., 1993).
1.1.3.1. Quesos de cabra

En Espana se fabrican 25 variedades de queso de cabra puro y 21 a partir de

mezclas de leche de cabra con leche de vaca y/o de oveja.

Los quesos de leche de cabra se pueden agrupar en tres grandes tipos (Judrez
et al., 1991):

- Quesos frescos (Alicante, Cadiz, La Vera).
- Quesos de pasta blanda (Caceres, Cordoba).

- Quesos de pasta prensada semiduros o duros (Acehuche, Valdeteja,
Majorero, los Ibores).

Los quesos frescos se fabrican a partir de leche cruda sin afadir fermento o
a partir de leche pasteurizada con dosis bajas de fermento y se consumen tras 2-10
dias. Los quesos de pasta blanda se fabrican a partir de leche pasteurizada,
anadiendo fermentos meséfilos, aromatizantes y acidificantes, e incorporandoles
esporas del hongo Penicillium candidum que se desarrolla superficialmente, Estos
quesos se consumen tras 15-45 dias de maduracion. LLos quesos semiduros de pasta
ligeramente prensada se fabrican a partir de leche cruda a la cual se afade cuajo
animal extraido del estdmago del cabrito. Estos quesos se moldean y prensan
ligeramente, consumiéndose tras una maduracion de 90 dias o mas tiempo si se

conservan en aceite.
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1.1.3.1.1. Caracteristicas quimicas

La composicion quimica de algunos quesos de cabra ha sido estudiada por

diversos autores.

TABLA I. Composicién quimica de los quesos de cabra de los Ibores, Malaga

y Palmero.
QUESO HUMEDAD* GRASA® PROTEINA® CENIZAS®
Malaga’ 49.3 24.1 21.3 43
Ibores® 37.1 35.3 21.7 5.6
Palmero® 35.6 30.8 28.1 3.7

. g/100g queso

I Marcos et al. (1983)
2 Marcos et al. (1984)
Y Gomez et al. (1991)

El queso de los Ibores es un queso semiduro, extragraso (55.9 g de grasa por
100 g de extracto seco) y de gran valor energético. Mas Mayoral et al. (1991)
estudiaron el queso de los Ibores y comprobaron un alio contenido en extracto seco
y grasa a los 60 dias de maduracion (65% vy 43 % respectivamente). Igualmente, el
alto porcentaje de sal y el bajo pH (pH 5) al final de la maduracién conducen a un
queso con poca proteolisis y de pasta muy seca.

Fontecha et al. (1990) estudiaron el queso Majorero, que presenté a los 3
meses de maduracion un 83.4% de extracto seco total y dentro de éste el 57.6% de

grasa. El pH al final de la maduracion fue de 5.4.

Los grados de humedad de los quesos de cabra varian desde el
correspondiente a un queso duro (Palmero) hasta el correspondiente a un queso
blando (Milaga). La actividad de agua del queso de Malaga es de 0.97, mientras que
fa del queso Majorero es tan sélo de 0.77 (Fontecha et al., 1990).
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Los quesos duros o semiduros tienen un contenido en nitrégeno soluble
alrededor del 20% del nitrégeno total. Fontecha et al. (1990) encontraron un valor
de nitrogeno soluble de 33.8% para el queso Majorero. Los quesos blandos
presentan del 10 al 20% de nitrogeno soluble.

El contenido en cloruro sodico varia en los quesos de cabra espanoles desde
1.33 /100 g de queso, en el Palmero (Gomez 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 fésforo y de potasio del
queso de los Ibores es de 433 y 143 mg/100 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/100 g de queso y de 20-
40 mg/100 ¢ de queso, respectivamente. Los microminerales estan representados por
el zinc, hierro, cobre y manganeso. En el queso de los Ibores ¢l zinc vy el hierro
tienen valores de 2.8 y de 0.6 mg/100 g de queso, respectivamente, valores

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

Martin-Herndndez & Judrez (1989) estudiaron el contenido en sales de quesos
frescos, semiduros, Majorero y blando con flora superficial, comprobando en éstos
ultimos una desmineralizacién de calcio, fosforo, magnesio y zinc en el centro del
queso. Se detectd una migracion de calcio y fosforo a la superficie debido a las

condiciones icidas creadas por el crecimiento de P. candidum.
1.1.3.1.2. Caracteristicas microbioldgicas

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

maduracion 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 maduracién de 3 meses. La flora predominante
esta constituida por estreptococos lacticos (Lactococcus lactis subsp. lactis y
Lactococcus lactis subsp. cremoris), seguidos de varias especies de Lactobacillus y
de Leuconostoc. Los enterococos alcanzan valores elevados al principio de la

maduracion, descendiendo gradualmente a partir de los 30 dias.
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En el queso de Valdeteja de Ledn, fabricado a partir de leche cruda y
consumido a las 3 0 4 semanas de maduracion (Gutierrez et al., 1988), la evolucion
de los niveles de estreptococos lacticos, leuconostocs y lactobacilos, micrococos y
enterobacteridceas es similar a la del queso Majorero. Sin embargo, los mohos y
ievaduras aumentaron durante la maduracion, desde niveles de 10* ufc/g en la

cuajada hasta 10° ufc/g al final de la maduracién.

El queso de Acehuche de Caceres, fabricado a partir de leche cruda y
consumido tanto fresco (4-10 dias) como después de 45 dias de maduracion, presenta
altos niveles de enterobacteridceas (107 ufc/g al 4° dia) y de coliformes (10° ufc/g
al 15° dia), asi como de estafilococos coagulasa positivos (> 10* ufc/g). Los mohos
y levaduras crecen hasta alcanzar 10° ufc/g en profundidad a los 30 dias (Corisco
et al., 1990).

El queso de los [bores fabricado en Extremadura a partir de leche cruda de
cabra presenta la peculiaridad del tratamiento superficial, tras 15 dias de
maduracion, con pimentén y aceite. Mas Mayoral et al. (1991) evaluaron sus
caracteristicas microbiologicas, comprobando niveles bajos de enterobacteridceas y
de coliformes con valores inferiores a 107 ufc/g después de los primeros 30 dias de

maduracion.

Finalmente, en el queso de Gredos fabricado a partir de leche cruda y
consumido fresco durante la primera semana o conservado en aceite transcurridos
15 dias de la elaboracion, Medina et al. (1992) detectaron a los 4 dias niveles
superiores a 10° ufc/g de enterobacteriaceas y de coliformes y de 10* ufc/g de
coliformes fecales. Los estafilococos coagulasa positivos presentaban aitos niveles
a los 4 dias que se mantuvieron hasta los 15 dias, descendiendo luego hasta el final
de la maduracion. lLas enterobacteridiceas, coliformes y coliformes fecales
decrecieron a partir de los 15 dias, mientras que los enterococos s¢ mantuvieron en

niveles pricticamente constantes.
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1.2. CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA LECHE DE CABRA

Los estudios sobre la calidad microbiolégica de la leche de cabra son escasos,
tanto en EHspafia como en otros paises, debido entre otras causas a la menor

importancia econdémica de su produccion respecto de la leche de vaca.

Debido a las diversas condiciones técnicas y de practica higiénica de las
regiones productoras, es légico encontrar una gran variacién en la calidad
bacteriolégica de la leche cruda de cabra, que en general ha demostrado ser pobre.
Por otra parte, las diferencias composicionales de la leche de cabra y de vaca
muestran la necesidad de establecer unos estindares especificos para la primera
(Hinckley, 1991).

Segin la Directiva 92/46/CEE, el contenido en gérmenes totales de la leche
de cabra no podra exceder, a partir del 1 de enero de 1994, de 5x10°/ml si la leche
o los productos elaborados no reciben tratamiento térmico y de 1x10%ml si reciben

dicho tratamiento.
1.2.1. Calidad microbioldgica general

En los trabajos publicados hasta la fecha se comprueba una gran variacion

de los niveles de microorganismos totales, que van desde 10° hasta 10° ufc/ml.

Varo et al. (1977) estudiaron la incidencia de distintos grupos microbianos
en la leche cruda de cabras en régimen de semiestabulacién, encontrando valores
entre 1.0x10* y 5.4x10° ufc/ml de microorganismos totales. Estos altos niveles
concuerdan con la media de 2.0x10° ufc/ml obtenida por Barbosa & Miranda (1986).
Por otra parte, Mariscal (1987), estudiando la calidad microbiolégica de la leche de
cabra de varias regiones de Andalucia, encontré que el 94% de las muestras daban

un recuento de microorganismos totales superior a 1.5x10° ufc/ml.

Jensen & Hughes (1980) encontraron en el 58.8% de las muestras valores
superiores al limite recomendado para la leche cruda de vaca. Utilizando el limite
estdndar para la leche cruda de vaca, de 5.0x10% ufc/ml de totales, Cox & MacRae
(1989) encontraron que el 22 % de las muestras lo superaban. Por otro lado, Roberts

(1985) da cuenta de un 79% de muestras en las que los niveles no sobrepasan
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10° ufc/ml. En esta misma linea se sittian los resultados de Tirard-Collet et al.
(1991).

Los psicrotrofos resultan ser los microorganismos predominantes, oscilando
entre 3.0x10¢ vy 1.7x107 ufc/ml (Varo et al., 1977). Igualmente, Cox & MacRae

(1989) dan cuenta de altos valores de psicrotrofos.

En cuanto a otros microorganismos, Barbosa & Miranda (1986) obtuvieron
los siguientes resultados: 5.0x10° ufc/ml para bacterias lacticas, 2.0x10° ufc/ml para
bacterias proteoliticas y 2.0x10* ufc/mi para levaduras y mohos. Varo et al. (1977)
encontraron niveles maximos de levaduras de 2. 1x1Q° ufc/ml y escasa incidencia de
mohos. El nivel de microorganismos proteoliticos alcanzaba un maximo de 107
ufc/ml, no produciendo ni olores ni sabores anormales en la leche. Los
microorganismos lipoliticos de la leche de cabra se encontraban en niveles
comprendidos entre 2.0x10¢ y 1.9x107 ufc/ml.

1.2.2. Incidencia de microorganismos de interés sanitario

Varo et al. (1977} obtuvieron ausencia de coliformes en algunas muestras,
mientras que en otras alcanzaban 1.5x10° ufc/ml. Autores como Jensen & Hughes
(1980) y Cox & MacRae (1989) también informan de altos niveles de coliformes.
Por otra parte, Roberts (1985) encontro que el 71% de las muestras tenia menos de
10* coliformes/ml y Tirard-Collet et al. (1991) obtuvieron menos de 10°
coliformes/ml en la totalidad de las muestras.

La presencia de Escherichia coli se confirma en el 60% de los casos (Barbosa
& Miranda, 1986; Jensen & Hughes, 1980). Roberts (1985) encontré menos de 10
ufc/ml de esta bacteria en el 90% de los casos.

Los datos obtenidos sobre los estafilococos no ofrecen mayor consenso.
Mientras que unos autores detectan la presencia de Staphylococcus aureus en
porcentajes cercanos al 60% (Barbosa & Miranda, 1986; Mariscaf, 1987), otros lo
hacen en el 5% (Roberts, 1985; Jensen & Hughes, 1980).

Chubb & Orchard (1985) aislaron de la parte externa de la ubre y de la leche
mayoritariamente estafilococos coagulasa positivos, muchos de ellos hemoliticos. Sin

embargo, ninguna de las cabras mostraba signos de mamitis y no se halld correlacién

Introduccion 1¢



alguna cntre el aislamiento de los estafilococos y la cantidad de neutrdfilos en la
leche. La leche vendida por las plantas lecheras contenia entre 5.4x10° y 4.9x10°
estafilococos/ml. Segun estos autores, aunque Staph. aureus es el patdogeno mas
asociado a la mamitis caprina, se sabe que ésta puede ser causada por estafilococos
coagulasa negativos. Ademas de Staph. aureus, otros estafitococos pueden producir

enterotoxinas.,

Varios autores han estudiado la incidencia de las diferentes especies de
estafilococos en la leche de cabra. De Buyser ¢t al. (1987) encontraron que Staph.
epidermidis y Staph. caprae eran las especies predominantes en la leche de cabra
producida en Francia. Ryan & Greenwood (1990) concluyeron que los estafilococos
coagulasa negativos eran las principales bacterias responsables de la infeccion de las
ubres, seguidas de Staph. aureus, estreptococos y coliformes. Finalmente
Kalogridou-Vassiltadou (1991) obtuvo del total de estafilococos aistados de la leche
de cabra porcentajes similares de Staph. aureus, Staph. epidermidis y Staph. capitis.
Harvey & Gilmour (1988) aislaron de la leche de cabra cruda principaimente Staph.
aureus, Staph. epidermidis y Staph. simulans. Tan solo Staph. aureus producia
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 mayor porcentaje de Staph. aureus productores de enterotoxina.

El consumo de leche cruda de cabra ha sido relacionado con brotes de
campilobacteriosis {(Harris et al., 1986). Por su parte, Roberts (1985) aislé

Campylobacter jejuni en solamente una de las 2493 muestras analizadas.

La presencia de Yersinia enterocolitica varia segin los distintos autores.
Mientras que Roberts (1985) aislé este microorganismo de 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,
microorganismos del género Yersinia, de los cuales la mayoria era Y. enterocolitica

seguida de Y. intermedia.

En cuanto a ofros patégenos, Roberts (1985) detecté Salmonelia spp. en un
1.2% de las muestras y no aislé Brucella de ninguna muestra.
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1.3. EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA

En 1924, Hanssen observo que la leche recién ordenada resultaba bactericida
frente a Bacillus typhosa y B. paratyphosa, correlacionando este efecto con la
presencia de enzimas oxidantes en la leche. Posteriormente, Wright & Tramer
(1958) encontraron que la enzima lactoperoxidasa estaba implicada en la inhibicton
de estreptococos lacticos utilizados como fermentos en la fabricacion del queso.
Portman & Auclair (1959) observaron como al inactivarse la lactoperoxidasa
desaparecia el efecto inhibitorio de la leche, mientras que afiadiendo lactoperoxidasa

pura se restablecia la actividad inhibitoria de la leche anteriormente inactivada.
1.3.1. Componentes

El sistema lactoperoxidasa se compone de la enzima lactoperoxidasa, que
cataliza la reaccion de oxidacidn del i6n tiocianato por el perdxido de hidrégeno. La
necesidad del substrato perdxido de hidrégeno fue establecida por Jago & Morrison
(1962), y la del i6n tiocianato por Reiter et al. (1963; 1964).

1.3.1.1. Lactoperoxidasa

La lactoperoxidasa pertenece al grupo de enzimas de las peroxidasas, que
junto con la catalasa y la peréxido dismutasa reducen el perdxido de hidrogeno
gracias a una variedad de donantes de electrones y protegen a las células del
metabolismo toxico del oxigeno. Las peroxidasas estan ampliamente distribuidas en
los tejidos de ios mamiferos, encontrandose en las glindulas mamarias, salivares
(Slowey et al., 1968), lacrimales y tiroides, asi como en 1a mucosa intestinal y en
el mucus cervical (Shindler et al., 1976).

La peroxidasa aislada de la leche es quimica e inmunoldgicamente similar a
la salivar, recibiendo ambas el nombre de lactoperoxidasa. La lactoperoxidasa salivar
del bebé actaa desde los primeros dias después del parto, compensando la pequeria
cantidad presente en la leche humana. El bebé secreta ¢ ingiere continuamente la
saliva que pasa al estébmago e inicia su actividad antibacteriana. Por el contrario, el
ternero carece pricticamente de lactoperoxidasa salivar. La saliva del ternero solo
ilega al abomaso cuando va acompanada de leche, que constituye la fuente primaria
de lactoperoxidasa en este animal.
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Cuando las ubres estan infectadas ( = 10° leucocitos/ml), aumenta la actividad
peroxidasa debido a que los leucocitos liberan mieloperoxidasa y peroxido de

hidrogeno.
1.3.1.1.1. Caracteristicas

La lactoperoxidasa fue purificada por Theorell & Akesson (1943). Es una
ghicoproteina con un peso molecular de 78000 y un grupo hemo (Theorell &
Pedersen, 1944). E!l contenido en hierro es de 0.068-0.071% y en carbohidrato de
9.9-10.2% (Carlstrom, 1969). El grupo hemo es una protoporfirina IX (Sievers,
1979).

Al ser la lactoperoxidasa una proteina cargada positivamente a pH neutro, se
puede aislar por cromatografia de intercambio catidonico (Martin-Hernandez et al.,
1990; Yoshida & Xiuyun, 1991).

La lactoperoxidasa se inactiva parcialmente por pasteurizacion corta a 74°C
(Wright & Tramer, 1958). Se inactiva totalmente si se calienta durante 15 minutos
a 75°C. Sin embargo, si se calienta 15 segundos a 80°C sélo se reduce su actividad
en un 40% (Griffiths, 1986). La lactoperoxidasa resiste la acidez, hasta un pH igual
a 3 (Wright & Tramer, 1958), y la accion proteolitica del jugo géstrico (Gothefors
& Marklund, 1975).

En cambio, esta enzima Se inactiva irreversiblemente por un exceso de
perdxido de hidrégeno (10 mM), al destruir los radicales superdxido e hidroxiio el
grupo hemo (Kohler et al., 1986). Igualmente se inactiva por la luz en presencia de
riboflavina y oxigeno (Martin-Herndndez et al., 1990) o por un crecimiento excesivo
de microorganismos (Kiermeier & Kaiser, 1960b).

La actividad inhibitoria de la lactoperoxidasa se puede revertir afadiendo al
medio compuestos con grupos sulfhidrilo (Aune & Thomas, 1977).

1.3.1.1.2. Niveles

La leche de las diversas especies hasta ahora estudiadas presenta actividad
lactoperoxidasa en distintos niveles.
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Se han utilizado distintos sustratos para valorar la actividad de la
lactoperoxidasa: pirogalol, O-dianisidina, O-fenilendiamina. Debido a su
inestabilidad y a que alguno de ellos es peligroso para la salud se han sustituido por
ABTS (2.2 -azino-di-(3-etilbenztiazolina-6-acido sulfonico).

Los resultados obtenidos por métodos distintos no pueden compararse. Asi
por ejemplo, los valores dados por Kiermeier & Kaiser (1960a) para la leche de vaca
con el substrato O-fenilendiamina son de 1.7-17.6 U/mi, mientras que Stephens et
al. (1979) obtienen para Ia leche de vaca 0.74-3.89 U/ml con ABTS.

[.a actividad lactoperoxidasa, valorada con ABTS, en leche de distintas

especies es la siguiente:

Vaca e 1.4 U/mli (Stephens et al., 1979}
Bafala . ...l 0.9 U/ml (Hirnulv & Kandasamy, 1982)
Oveja ..o 0.8 U/mi (Medina et al., 1989)

Cabra ................c...ol. 2.6 U/m¥ (Reiter, 1985)

Cobava ...l 22.0 U/mi (Stephens et al., 1979)

* dato extraido de una Unica muestra.

Se ha determinado un limite de 0.02 U/ml para la capacidad inhibitoria de
la lactoperoxidasa, en presencia de tiocianato y perdxido de hidrogeno (Reiter,
1981). Para revertir esta capacidad inhibitoria, se necesitaria una actividad catalasa
de 120 U/ml no fisioldgica (Bjorck, 1978).

La lactoperoxidasa, normalmente presente en niveles de 10 a 30 ug/ml,
constituye el 1% de las proteinas del suero de leche de vaca (Reiter, 1985). La
cantidad necesaria de enzima para que el sistema lactoperoxidasa sea eficiente es de
0.5-1.0 pg/mt (Bjorck, 1978). En leche de vaca, Kern et al. (1962) establecieron que
la actividad lactoperoxidasa dependia del ciclo sexual, periodo de lactacion, estacién,

dieta y raza.

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

lactoperoxidasa desde un minimo de 0.14 U/ml hasta un médximo de 2.38 U/ml,
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detectando un efecto individuo, raza y época de muestreo sobre los niveles de

actividad enzimatica,

Iin general, la actividad lactoperoxidasa es baja en el calostro, alcanza un
maximo a los 4-5 dias postpartum, para disminuir rapidamente y estabilizarse el

resto del periodo de lactacion.
1.3.1.2. Tiocianato

El i6n tiocianato se encuentra ampliamente distribuido en tejidos vy
secreciones animales, Se localiza en las glandulas mamarias, salivares, tiroides, y
en el estomago (secretado por las céiulas parietales al igual que el dcido clorhidrico),

rindn y fluidos biologicos como €l plasma o el liquido cefalorraquideo.

Las fuentes de tiocianato son los glucosinolatos y los glucosidos cianogénicos.
Las especies del género Brassica (familia Cruciferae) como la coliflor, berza y nabo
son ricas en glucosinolatos, que forman tiocianato tras hidrolisis (Wood, 1975). Los
glucosidos cianogénicos se encuentran en el maiz, la cana de azucar, los guisantes
y las habas. Al hidrolizarse forman cianuro, que reacciona con grupos tiosuifato y
productos metabdlicos de aminoécidos azufrados para convertirse en tiocianato. Esta
reaccion de detoxificacion es catalizada por la enzima rodanasa que se encuentra en
higado, rinon y tiroides.

1.3.1.2.1. Niveles

La cantidad de 16n tiocianato depende de la dieta. Tanto en la saliva como
en el jugo gastrico del hombre se regisiran altas canfidades de tiocianato, 50-300
ppm y 40-50 ppm, respectivamente.

Se han encontrado concentraciones de 0.45 mM en el abomaso de terneros
aparte de [as cantidades ingeridas en la feche, que pueden oscilar entre 0.02 y 0.25
mM si las vacas consumen pastos naturales en los que hay trébol (contiene cianuro).
Las vacas alimentadas con piensos dan menores cantidades de tiocianato en la leche
(Reiter & Hirnulv, 1984). Segin estos mismos autores, se ha comprobado que las
ubres infectadas (= 10° leucocitos/ml) tienen mas cantidad de tiocianato en la leche
al difundir éste desde el plasma sanguineo (Korhonen, 1973).
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J.a leche bovina contiene de | a 10 ppm de tiocianato (Boulangé, 1959). Esta
cantidad varia con la estacion, alimentacion y estado de la ubre. Un suplemento en
la dieta de 3 g/dia de tiocianato no consigui¢ aumentar la cantidad de 10 ppm de este
i6n en la leche (Piironen & Virtanen, 1963).

Los niveles de tiocianato en la leche de oveja varian desde un minimo de 0.4
ppm hasta un miaximo de 20.6 ppm, con diferencias significativas entre individuos
y tiempo de muestreo (Medina et al., 1989).

Un exceso de tiocianato en el organismo puede producir bocio al interferir
con el metabolismo del iodo. Sin embargo, tanto la cantidad de leche ingerida como
fa concentracién de tiocianato en la leche no Hegan al limite necesario para poder
afectar a la funcion tiroidea. Se requeririan dosis de 400 mg de tiocianato para poder
producir alteraciones en dicha funcidn. Igualmente, se necesitarian cantidades
superiores a 20 ppm en el plasma humano para interferir con el metabolismo del
iodo (IDF, 1988). Por otra parte, el tiocianato eleva los niveles de nitrosaminas, a
pH < 3.5, en presencia de nitritos y aminas. Como el pH del jugo gistrico aumenta
con la ingestion de la leche gracias a su capacidad tampén, no hay peligro de

formacidn de tumores.
1.3.1.3. Perdxido de hidrégeno

El peroxido de hidrogeno es un agente oxidante, con efecto bactericida contra
E. coli a concentraciones de 10-20 mM. En cambio, s6lo se necesitan
concentraciones de 0.01-0.02 mM para catalizar la oxidacién del i6n tiocianato,

bromuro o ioduro por el sistema lactoperoxidasa.

La leche no contiene perdxido de hidrégeno, ya que las cantidades del orden
de nanomoles generadas por los leucocitos polimorfonucleares y difundidas a la
leche son rapidamente inactivadas por accion de la catalasa y peroxidasa (Reiter &
Héirnulv, 1984). La xantina oxidasa, presente en la leche, puede producir peréxido
de hidrogeno, pero los substratos (purinas, aldehidos y NADH,) se encuentran en
pequefias cantidades.

Las fuentes naturales de peroxido de hidrogeno son los leucocitos
polimorfonucleares y el metabolismo de las bacterias lacticas, Gram positivas y

catalasa negativas, como laciobacilos, lactococos y estreptococos, que producen en
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condiciones acrobias suficiente peréxido de hidrogeno como para activar el sistema
lactoperoxidasa y autoinhibirse (Carlsson et al., 1983). Aunque es dificil de
comprobar la presencia de peréxido de hidrogeno en la saliva y el jugo gdstrico,
debido a su rapida utilizacion, hay bacterias que lo producen en ambos casos
{Marshall et al., 1982).

Para activar el sistema lactoperoxidasa hay que anadir exdgenamente el
perdxido de hidrogeno. Este se puede aportar quimicamente, diluido o en forma
solida. Los peroxidos metdlicos de sodio, magnesio o calcio no son estabies y
liberan el peréxido de hidrogeno ain conservados en atmostera inerte, inactivando
la enzima {Monnom et al., 1989).

El peroxido de hidrégeno se puede aportar también enzimaticamente gracias
a la accion de enzimas como la glucosa oxidasa o la xantina oxidasa. La primera

cataliza la siguiente reaccion:
H,0O + glucosa + O, 2 4acido glucénico + H,0,

El peroxido de hidrogeno se consume rapidamente gracias al sistema
lactoperoxidasa y no excede la concentracion de 10 uM.

Sandholm et al. (1988) activaron la lactoperoxidasa contra patdgenos de la
mamitis, gracias al sistema glucosa oxidasa/glucosa. Se ha comprobado un mayor
efecto con un aporte continuo de peréxido de hidrogeno que mediante una adicién
unica (Pruitt & Reiter, 1985).

1.3.2. Modo de accion del sistema lactoperoxidasa
1.3.2.1 Productos de oxidacién del ion tiocianato

La accion antimicrobiana del sistema lactoperoxidasa se atribuye a productos
intermedios de la oxidacion del tiocianato. Estos productos son, fundamentaimente,
el i6n hipotiocianito (OSCN') y los aniones de mayor oxidacion como ei del dcido
cianosulfuroso (HO,SCN) y el del 4cido cianosulfurico (HO;SCN).

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

encontrandose en equilibrio con el icido hipotiocianoso, con pK,=5.3 (Hogg &
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Jago, 1970). El i6n hipotiocianito es bactericida en concentraciones de pmol/l
(Marshall & Reiter, 1980), comprobandose su acumulacion en la reaccion de
oxidacion del tiocianato catalizada por la lactoperoxidasa (Bjorck & Claesson, 1980).
Ademas, el 10n hipotiocianito no enzimatico inhibe a Streptococcus mutans
(Hoogendoorn et al., 1977).

Los otros iones de mayor nivel de oxidacion se forman cuando el peréxido
de hidrogeno se encuentra en mayor proporcion que el tiocianato (Reiter & Harnulv,
1984) y son ain menos estables que el hipotiocianito. Todos estos iones, producto
de la oxidacion del tiocianato, resultan ser termoldbiles y se descomponen por calor
a 60°C, durante 15 minutos (Bjorck et al., 1975).

Biorck & Claesson (1980) comprobaron que mientras que el idn
hipotiocianito es solamente bacteriostitico para £. cofli, los iones del dcido

cianosulfuroso y cianosulfirico son bactericidas para este misma especie.

Los productos tinales de la oxidacién del tiocianato, CO,, NH,* y SO,*, son
inertes.

1.3.2.2. Accion sobre la célula bacteriana

Los productos intermedios de oxidacién del tiocianato tienen los siguientes
efectos sobre la célula bacteriana:

Inhiben el crecimiento.
- Inhiben la toma de oxigeno.
- Inhiben la produccién de 4cido lictico.

- Inhiben la accion enzimatica de la hexoquinasa (Oram & Reiter, 1966,
Adamson & Pruitt, 1981) y de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(Carlsson et al., 1983).

El modo de accion del sistema lactoperoxidasa se ejerce a través de la
oxidacion de grupos SH de enzimas y proteinas (Aune & Thomas, 1978; Thomas
& Aune, 1978). Sin embargo, la enzima D-lactato deshidrogenasa independiente de
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SH también resulta inhibida (Law & John, 1981), por lo que parece que la
lactoperoxidasa afecta, en este caso, al gradiente de protones de la membrana

bacteriana.

l.a membrana citoplasmdtica bacteriana se altera y pierde potasio y
aminoacidos al medio. Se inhibe la toma de glucosa, de bases nitrogenadas y de
aminoacidos, por todo lo cual queda bloqueada la sintesis de proteinas y de acidos
nucleicos {Marshall, 1978). Otros autores dan cuenta de danos estructurales en la
membrana bacteriana, con pérdida o toma defectuosa de nutrientes (Mickelson,
1977; Pruitt & Reiter, 1985).

La lactoperoxidasa inhibe la actividad lipasa lipoproteinica y, en
consecuencia, la lipolisis en la leche. Se ha comprobado que el hipotiocianito, en
concentraciones comparables a las producidas por la lactoperoxidasa, tiene los

mismos efectos; 1a cisteina revierte la inhibicion (Ahrné & Bjorck, 1985).

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

celular de Strep. mutans.

Los microorganismos Gram positivos, catalasa negativos, como estreptococos
y lactobacilos, se autoinhiben en ambiente aerobio (Oram & Reiter, 1966) al
producir peréxido de hidrogeno. El sistema lactoperoxidasa resulta para ellos
bacteriostatico. Marshall & Reiter (1980) comprobaron que la pared celular de los
estreptococos ¢s una barrera protectora mas eficaz a la penetracion de hipotiocianito

que la membrana externa de E. coli.

Los microorganismos Gram negativos, catalasa positivos, como
Pseudomonas, coliformes, Salmonella y Shigella, mueren en presencia del sistema
lactoperoxidasa si el perdxido de hidrégeno se suministra quimica o
enzimiticamente. Esta accion bactericida depende del pH del medio, del tiempo de
incubacion v de la temperawra (Bjorck et al., 1975).

Oram & Reiter (1966) encontraron que en las cepas de estreptococos
resistentes es mas alta que en las cepas sensibles la actividad de la enzima NADH,
oxidasa, que cataliza la oxidacion de NADH, por el i6n hipotiocianito dando

tiocianato.
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Bjorck et al. (1979} estudiaron el nivel de microorganismos totales en leche
cruda cuyo sistema lactoperoxidasa fue activado y comprobaron que la duracion de
la fasc de latencia dependia de la temperatura de la leche y del nivel inicial de
contaminacion. Por otra parte, las bacterias que se encuentran en la fase estacionaria
son mas sensibles al sistema lactoperoxidasa que las células que se encuentran en la
fase de crecimiento y que son metabdlicamente activas (Sandholm et al., 1988). A
su vez, son mas susceptibles de inhibicion las células que crecen anaerdbicamente

que las que realizan metabolismo aerobio (Pruitt & Reiter, 1985).
1.3.3. Accion en vivo del sistema lactoperoxidasa

Reiter et al. (1980) demostraron la accién en vivo del sistema lactoperoxidasa
contra £. coli en el fluido abomasal de terneros. l.a leche cruda que tomaban los
terneros era la fuente de lactoperoxidasa y tiocianato, mientras que el peroxido de
hidrégeno lo proporcionaban los lactobacilos que colonizan el esofago, estomago y

duodeno, aungue en concentraciones suboptimas.

Reiter et al. (1970) y Mc Donald & Anderson (1981) realizaron varios
experimentos para comprobar la actividad en vivo del sistema lactoperoxidasa contra
bacterias patdgenas que producen mamitis. Se ha visto que al principio del periodo
de secado la lactoperoxidasa es muy activa contra Strep. wberis, uno de los
principales causantes de la mamitis junto con E. coli. El sistema lactoperoxidasa no
inhibe, en cambio, a Staph. aureus.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Marshall et al. (1986),
cuyos experimentos mostraron que las secreciones de las glandulas mamarias
recogidas 14 dias antes y 7 dias después del secado, asi como tras el parto, inhibian
el crecimiento de Strep. uberis. Sin embargo, ias secreciones recogidas 21 dias
después del secado no eran inhibitorias frente a este microorganismo. Parece que el
sistema lactoperoxidasa juega un papel, en vivo, a la hora de proteger la glandula

mamaria lactante de la infeccion por Strep. uberis, volviéndose ineficaz cuando ésta
involuciona.

Finalmente, se ha detectado hipotiocianito en la saliva humana (Mandel et al.,
1983) y se sabe que las bacterias ldacticas parcialmente resistentes a la
lactoperoxidasa, presentes en la cavidad oral, producen perdxido de hidrégeno
(Carlsson et al., 1983).
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Se han realizado numerosos experimentos para demostrar que el sistema
lactoperoxidasa no es toxico para los animales. Segin Reiter & Hirnulv (1984), las
células del higado expuestas al sistema lactoperoxidasa no medifican su capacidad
de respiracion. Mientras que los erifrocitos se lisan al ser expuestos a la
mieloperoxidasa/H,0,/Cl', no lo hacen frente a la lactoperoxidasa/H,0,/SCN".
Parece, pues, que la membrana de las células eucatiotas constituye una barrera

eficaz frente a los productos de oxidacion del tiocianato.

Mientras que cantidades de 3.4 ppm de peroxido de hidrégeno reducen en un
80% la incorporacién de timidina por los fibroblastos humanos, cantidades de hasta
22.2 ppm de hipotiocianito no tienen este efecto. Ademas, el i6n hipotiocianito no
es mutagénico, al contrario que el peroxido de hidrogeno (White et al., 1983). Por
lo tanto, el sistema lactoperoxidasa protege a las células eucariotas de los efectos

toxicos del peroxido de hidrogeno.

Los compuestos que intervienen en el sistema lactoperoxidasa (H,0,, SCN-,
OSCN") tienen corta vida y son sensibles a la pasteurizacion. Los productos finales
de la reaccion son inocuos. Sélo los iones de mayor oxidacion (O,SCNY) resultan
toxicos para las células de los mamiferos (Reiter, 1985), pero éstos se producen solo
cuando las concentraciones de perdxido de hidrogeno exceden a las de tiocianato.
1.3.4. Aplicaciones del sistema lactoperoxidasa

Para activar el sistema lactoperoxidasa son suficientes unas concentraciones
tan bajas de tiocianato y de peroxido de hidrégeno como 12 ppm y 8 ppm
respectivamente, lo que lleva a una concentracion equimolar éptima de 0.25 mM de
estos dos compuestos (Bjorck, 1978).

Las aplicactones del sistema lactoperoxidasa son las siguientes:

- Mantener la calidad microbioldgica de la leche.

- Aumentar la produccién animal.

- Mejorar la higiene bucal en el hombre.
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Se puede mantener la calidad microbiolégica de 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 la pasteurizacion que alteran la
calidad del queso (Reiter & Marshali, 1979).

En cuanto a la produccion animal, Reiter et al. (1981) comprobaron el
aumento de peso de los terneros alimentados con leche cruda a la que se le habia
anadido tiocianato y peroxido de hidrogeno. Se piensa que la lactoperoxidasa puede
favorecer fa colonizacion del intestino por Ia flora [actica, en detrimento de bacterias

patogenas como E. coli, Salmonella o Campylobacter.

Rotgans & Hoogendoorn (1979) encontraron que el sistema lactoperoxidasa
reduce la aparicion de caries.

Como conclusion, podemos decir que:

- Se da una distribucidon amplia de los componentes del sistema

Jactoperoxidasa, tanto en el hombre como en los animales.
- Se da un efecto en vivo del sistema lactoperoxidasa.

- El sistema lactoperoxidasa produce un dano selectivo a la membrana

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

- El sistema lactoperoxidasa es un sistema antibacteriano natural, seleccionado
en la evolucion de los mamiferos, que defiende las superficies mucosas
(tracto gastrointestinal) de infecciones bacterianas y que protege a las células
del peroxido de hidrogeno, ya sea producido por los propios tejidos animales
o por las bacterias.
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1.4. FL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LA MEJORA DE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA DE LA LECHE Y DE LOS PRODUCTOS
LACTEOS

En 1957, la FAQ (57/11/8655, Roma) establecio el uso del perdxido de
hidrogeno, en cantidades de 300-500 ppm, para conservar la leche cruda. Sin
embargo, ¢l manejo del peroxido de hidrogeno requiere grandes precauciones, 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 proteinas. En muchos paises estd prohibida Ia

adicion de perdxido de hidrogeno a la leche.

Posteriormente, se demostrd que pequeilas concentraciones de perdxido de
hidrégeno activaban el sistema lactoperoxidasa, dando lugar a un efecto
antibacteriano si se afiadia una cantidad equivalente de tiocianato (Bjorck et al.,
1975, Reiter et al., 1976; Bjorck, 1978). Bjorck (1978) establecio que 15 ppm de
tiocianato eran suficientes para mejorar la calidad microbioldgica de la leche cruda
durante su almacenamiento. Reiter et al.(1964) comprobaron el efecto antibacteriano
del sistema lactoperoxidasa sobre microorganismos Gram positivos y Bjorck et
al.(1975) y Reiter et al.(1976) demostraron la marcada inhibicion del sistema sobre

los microorganismos psicrotrofos Gram negativos.

La accion del sistema lactoperoxidasa es especifica contra las bacterias. Las
proteinas de la leche contienen pocos grupos SH, siendo éstos inaccesibles y poco
reactivos en la leche no calentada.

1.4.1. Mejora de la calidad microbiolégica de la leche cruda

ILLa eficacia del sisterna lactoperoxidasa en la mejora de la calidad
microbiologica de fa leche cruda depende de varios factores:

- Nimero y tipo de microorganismos.
- Naturaleza de fa alimentacién y del entorno ambiental,

- Concentraciones molares de tiocianato/perdxido de hidrogeno.
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- Temperatura de la leche.
- Tiempo de aplicacidn del sistema después del ordeno.
- Actividad catalasa positiva de los microorganismos.

El efecto antibacteriano del sistema lactoperoxidasa es inversamente
proporcional a la temperatura y directamente proporcional a la cahdad
microbioldgica inicial de la leche (Hirnulv & Kandasamy, 1982). El mayor efecto
antibacteriano del sistema lactoperoxidasa a bajas temperaturas puede deberse a que

el producto de oxidacion del tiocianato es mas estable (Bjorck, 1978).
1.4.1.1. Leche cruda refrigerada

Entre los microorganismos psicrotrofos capaces de multiplicarse a 7°C y a
temperaturas inferiores predomina el género Pseudomonas. Su crecimiento limita el
almacenamiento de la leche cruda a temperaturas de refrigeracion. Mientras que
estos microorganismos son sensibles a la pasteurizacion, no lo son sus enzimas
lipoliticas y proteoliticas (Bjorck, 1978).

Segin Bjorck (1978), la leche cruda (sin activar el sistema lactoperoxidasa),
con buena calidad microbioldgica, se mantiene 48 horas a 5°C sin crecimiento de
psicrotrofos. Cuando se activa el sistema lactoperoxidasa, ajustando las
concentraciones de tiocianato y de perdxido de hidrégeno a 0.25 mM, se consigue
alargar el periodo de almacenamiento de la leche cruda a 4°C hasta los 5 dias, sin
crecimiento de la flora psicrotrofa (Bjorck, 1978).

El sistema lactoperoxidasa es bactericida contra Pseudomonas fluorescens y
E. coli en la leche (Bjorck et al., 1975). A 5°C, Ps. fluorescens no se multiplica
hasta pasadas 72 horas (Bjorck, 1978).

Zajac et al. {1983a) mantuvieron la leche cruda durante 104 horas a 4°C sin
incremento en los niveles de bacterias totales, coliformes y psicrotrofos, tras activar
el sisterna dos veces, a [as 48 y 96 horas después del orderio.

Martinez et al. (1988) almacenaron la leche cruda a 4°C durante 4, 6 y 8
dias; posteriormente la pasteurizaron y la volvieron a almacenar a 8 y 16°C. En
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todos los casos, la leche tratada con el sistema lactoperoxidasa activado a las 48
horas del ordefio y después de la pasteurizacion, se mantenia mas tiempo sin
alterarse. La vida media de la leche pasteurizada, cuando el almacenamiento de la
{eche cruda sobrepasaba los dos dias, se prolongd gracias al sistema tactoperoxidasa.
[.a activacion del sistema lactoperoxidasa, unido a la pasteurizacion inmediata de la
leche a 63°C/30 minutos, alarga a 20 dias la vida media de la leche almacepada a
10°C. Mientras que en la leche control el crecimiento de la flora superviviente
comienza a los 4 dias de la pasteurizacion, en la leche tratada no lo hace hasta los
12 dias (Kamau et al., 1991).

Finalmente, las propiedades fisico-quimicas de la leche no se ven afectadas
por el sistema lactoperoxidasa. No se produce resistencia de Ps. fluorescens a
repetidos tratamientos, ni se ha detectado acumulacion algupa de cepas resistentes
(Bjorck, 1978).

1.4.1.2. Leche cruda a temperatura ambiente

La mejora de la calidad microbiologica de la leche cruda mediante activacion
del sistema lactoperoxidasa, en condiciones adversas de recogida y transporte y a
temperatura ambiente de hasta 38°C, se ha probado en varios paises: Pakistan, Sri
Lanka, India, Egipto, Méjico, China y Kenia.

El efecto bactericida del sistema lactoperoxidasa es dependiente de la
temperatura y perdura 4 horas a 30°C (Bjdrck et al., 1975}. Bjorck et al. (1979)
realizaron experimentos con leche cruda de vaca, en el laboratorio y en el campo,
en Kenia. La activacién del sistema lactoperoxidasa, llevando la concentracion de
tiocianato a 15 ppm y anadiendo 7.5 ppm de peroxido de hidrégeno, permitia un
mayor tiempo de almacenamiento de la leche a temperatura ambiente. El efecto
antibacteriano del sistema lactoperoxidasa permitié almacenar la leche cruda durante
7 u 8 horas, a 30°C. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kamau &
Kroger (1984). Por debajo de esta temperatura el efecto es mas duradero, de tal
imanera que unido a un sistema de refrigeracién por agua permitiria almacenar la
leche durante una noche, si se consigue bajar la temperatura a 15-20°C.

Héarnulv & Kandasamy (1982) estudiaron los efectos del sistema
lactoperoxidasa en la conservacion de la leche cruda de vaca y de bufala, en Sri
Lanka. Detectaron un efecto bactericida sobre parte de la flora a 30°C, y una fase
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de latencia que durd 6 horas. El comportamiento de {a leche de vaca y de bafala tue

similar.

Sin embargo, Gupta et al. (1986), en India, encontraron que para conservar
la leche de bufala, a 30°C, se necesitaban mayores cantidades de tiocianato y de
peroxido de fidrogeno que para la de vaca. Mientras que la concentracion optima
de tiocianato/perdxido de hidrégeno fue de 30/15 ppm para la leche de vaca, en el
caso de la leche de bufala fue de 65/35 ppm. Estos autores aplicaban, ademais, una
segunda dosis a las 4 horas de 25/15 ppm. En India, Thakar & Dave (1986)
consiguen mayores tiempos de almacenamiento de la leche de bafala a 23°C, 30°C
y 37°C con una concentracion de tiocianato/peroxido de hidrégeno de 30/30 ppm.
Chakraborty et al. {1986) conservaron la leche de bufala a 37°C durante 12-18
horas, activando el sistema lactoperoxidasa con dosis de 75/50 ppm de
tiocianato/peroxido de hidrogeno. Una segunda dosis de 35 ppm de peroxido de
hidrogeno a las 10 horas reactiva el sistema y reduce la excesiva cantidad de
tiocianato. Mezclando la leche de la mafana, tratada de esta manera, con la de la
tarde sin tratar se rebaja a 15 ppm el tiocianato y permite una Unica recogida de la

leche al dia.
1.4.2. Eliminacién de microorganismos patogenos en los alimentos
1.4.2.1. Microorganismos Gram positivos

Varios autores estudiaron el efecto antibacteriano del sistema lactoperoxidasa
frente a estreptococos (Wright & Tramer, 1958; Portmann & Auclair, 1959: Jago
& Morrison, 1962). El sistema es bacteriostatico frente a estos microorganismos
(Oram & Reiter, 1966; Mickelson, 1979; Marshail & Reiter, 1980), exhibiendo
algunos estreptococos cierta resistencia (Oram & Reiter, 1966; Hoogendoorn, 1976;
Tenovuo et al., 1981). El sistema lactoperoxidasa se ha mostrado efectivo contra
Strep. pyogenes, patdgeno humano, y contra Strep. agalactiae, patégeno que
produce mamitis (Mickelson, 1966 & 1976).

Thomas et al.(1983) estudiaron el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre
Strep. mutans, patoégeno oral, catalasa negativo, capaz de producir cierta cantidad
de peroxido de hidrégeno. La inhibicion dependia de la cantidad de peréxido de
hidrogeno producido, del pH y del contenido en grupos SH celulares. Todas las

cepas fueron inhibidas al afadirse el perdxido de hidrégeno exdgenamente.
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1.4.2.1.1. Listeria monocyfogenes

L. monocytogenes, microorganismo patogeno para el hombre y los animales,
es ubicuo en la naturaleza, encontrandose en el suelo, la vegetacion y el agua. Esta
bacteria ha sido aislada de la leche en un 4.2% de las muestras analizadas en
Estados Unidos (Lovett et al., 1987) y en un 45% en Espana (Dominguez et al.,
1985). La listeriosis en humanos produce septicemia, meningitis o aborto, afectando

principalmente a embarazadas, recién nacidos e individuos inmunodeprimidos.

En Estados Unidos, Canada y Europa se han producido recientemente brotes
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 (Linnan et al.,
1988). El riesgo de contaminacion de alimentos por este microorganismo se debe a
su relativamente alta resistencia al calor (Bradshaw et al., 1987), que segun ciertos
autores le permite resistir la pasteurizacion (Doyle et al., 1987; Ferndndez et al.,

1987), y a su capacidad de crecimiento a temperaturas de refrigeracion (Donnelly
& Briggs, 1986).

Varios autores han estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre L.
monocytogenes. Se ha demostrado que el sistema lactoperoxidasa es bacteriostatico
para distintas cepas de L. monocytogenes, en distintos medios de cultivo y
temperaturas de incubacion (Earnshaw & Banks, 1989; Siragusa & Johnson, 1989,
Bibi & Bachmann, 1990). Siragusa & Johnson (1989) detectaron una relacion inversa
entre la temperatura y la duracion de la fase de latencia: de 73 a 98 horas a 5°C y
de 2.8 horas a 30°C. Bibi & Bachmann (1990) encontraron unos tiempos superiores,
de mas de 100 horas a 8°C y de 6 horas a 30°C. La extension de la fase
bacteriostatica depende del nivel inicial del inéculo del patégeno (Denis & Ramet,
1989).

Otros autores han encontrado un efecto bactericida del sistema
lactoperoxidasa sobre las células de L. monocytogenes, que depende de la cantidad
de in6culo inicial, medio de cultivo y temperatura de incubacién. Asi, Denis y
Ramet (1989) dan unos valores D, en leche UHT, de 8 dias a 4°C y de 5 dias a
15°C, mostrando la relacion directa de la efectividad del sistema con la temperatura,

en s accion bactericida.
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Se requiere un tiempo mayor para la inactivacion total de las bacterias en
leche UHT que en caldo tripticasa soja, debido a [a influencia del medio (minerales,
adsorcion a proteinas, viscosidad y actividad del agua de la leche) sobre la actividad
enzimatica (Denis & Ramet, 1989).

El-Shenawy et al. (1990) detectaron un efecto bactericida que dependia del
nivel inictal del indculo. Las células se inactivaban totalmente en 2-4 horas, a 35°C,
cuando los niveles del indculo eran bajos, disminuyendo el efecto bactericida cuando
eran altos. La actividad bactericida del sistema lactoperoxidasa frente a L.
monocylogenes en leche cruda de vaca a temperaturas de refrigeracidon y a
temperatura ambiente ha sido comprobada por Gaya et al. (1991), siendo dicha
actividad dependicnte de la cepa, ¢l tiempo y la temperatura de incubacion de la
leche.

Ademas de su efecto bactericida sobre L. monocytogenes, €l sistema
lactoperoxidasa favorece la destruccidon térmica de este patégeno (Kamau et al.,
1990a v 1990Db).

1.4.2.1.2. Staphylococcus aureus

Staph. aureus es un microorganismo patégeno que causa mamitis, pudiendo
pasar a la leche desde las ubres del ganado infectado o desde el entorno, en €l
momento del ordefio. El crecimiento optimo de esta bacteria se da entre 30°C y
37°C. La produccion de enterotoxinas puede tener lugar entre los 10°C y los 45°C,
con un maximo cerca de los 40°C. Mientras que Staph. aureus es destruido por la
pasteurizacion, sus enterotoxinas resisten este {ratamiento térmico y pueden ser una

causa de intoxicaciones por alimentos (Pereira et al., 1982).

La actividad del sistema lactoperoxidasa sobre Staph. aureus ha sido
investigada por Kamau et al. (1990a). Se detectd un efecto bactericida después de
la activacion del sistema, seguido de un crecimiento bacteriano, para alcanzar
finalmente niveles semejantes a los controles. El tiempo necesario para alcanzar la
mitad de los niveles maximos a 10°C fue 36 horas superior con el sistema activado,
siendo 2.4 horas superior a 37°C. Ademads, se ha comprobado que el sisterna
lactoperoxidasa aumenta la destruccion térmica de Staph. aureus (Kamau et al.,
1990b).
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1.4.2.1.3. Bacillus cereus

Zajac et al. {1981) estudiaron ¢l efecto det sistema lactoperoxidasa sobre las
células vegetativas y las esporas de B. cereus, microorganismo que suele estar
presente en la leche cruda. Estos autores encontraron que el sistema lactoperoxidasa
era bactericida contra las células vegetativas de B. cereus, teniendo muy poco efecto
contra sus esporas, debido probablemente a la inaccesibilidad de la membrana

citoplasmatica de estas ltimas.
1.4.2.2. Microorganismos Gram negativos

El sistema lactoperoxidasa es efectivo contra bacterias Gram negativas como
Ps. fluorescens y E. coli (Bjbrck et al., 1975; Reiter et al., 1976), S. typhimurium
(Reiter et al., 1976) v Y. enterocolitica (Farrag et al., 1992).

1.4.2.2.1. Yersinia enterocolitica

Tanto en Europa como en Estados Unidos se han dado varios brotes de
yersiniosis ligados al consumo de leche pasteurizada. Yersinia enterocolitica ha sido
aislada a partir de leche cruda (Schiemann, 1979).

Farrag et al. (1992) detectaron un efecto bactericida del sistema
lactoperoxidasa sobre Y. enterocolitica en leche cruda, que dependia de los niveles
iniciales del patogeno y de la temperatura de incubacion. A 30°C, la reduccion
comienza a las 2 horas y es mdxima 12 horas después de la activacion, a partir de
las cuales se reanuda el crecimiento. A 4°C, el maximo efecto bactericida se

produce a los 5 dias de la activacién del sistema lactoperoxidasa.
1.4.2.2.2. Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni es un patégeno que causa enteritis aguda en el hombre
(Blaser et al., 1980). Una fuente importante de infeccidon es la carne de aves de
corral (Shanker et al., 1982), pero el consumo de leche cruda también se ha
relacionado con brotes de esta enfermedad (Porter & Reid, 1980; Robinson & Jones,
1981; Taylor et al., 1982). C. jejuni ha sido aislado del tracto intestinal bovino, pero
no ha podido ser aislado frecuentemente de la leche cruda. La leche puede ser
contaminada a través de las heces o de las ubres mamiticas, ya que se conoce la
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capacidad de varias cepas de este patdgeno de producir mamitis en las vacas. La

pasteurizacion a 72°C durante 15 s destruye completamente a C. jejuni.

Varios autores han estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre este
microorganismo. La activacion del sistema lactoperoxidasa en la leche cruda de vaca
reduce drasticamente el mimero de células viables de C. jejuni, siendo el efecto
bactericida mayor a 30°C que a 7°C (Beumer et al., 1985). El mismo efecto se
consigue cuando se anade lactoperoxidasa a la leche esterilizada. En cambio, la
inactivacién del sistema lactoperoxidasa permite la supervivencia y multiplicacién
de C. jejuni. El efecto bactericida del sistema lactoperoxidasa sobre C. jejuni en
leche UHT fue maximo a 37°C y pH 6.6, decreciendo a menor temperatura y pH
(Borch et al., 1989).

1.4.2.2.3. Enterobacteridceas

El efecto del sistema lactoperoxidasa contra microorganismos entéricos que
pueden contaminar los preparados de leche infantil, produciendo diarreas que llegan
a ser mortales, principalmente en paises en vias de desarrollo, ha sido investigado
por varios autores.

En la leche infantil, rehidratada con agua de lago y suplementada con el
sistema lactoperoxidasa activado, no crecen las enterobacteridceas y los coliformes
permanecen inhibidos durante 48 horas a 30°C (Banks & Board, 1985).

Igualmente, Farnshaw et al. (1990) encontraron un efecto bacteriostatico del
sistema lactoperoxidasa sobre E. coli. El efecto fue bactericida sobre §.
typhimurium. Cuando se aumentaba el aporte de peroxido de hidrégeno anadiendo,
ademas del sistema glucosa/glucosa oxidasa, peréxido de urea, se aumentaba el
efecto baciericida sobre S. typhimurium v se reducian también los niveles de £. coli.

Los estudios ilevados a cabo por Wray & MclLaren (1987) sobre el efecto del
sistema lactoperoxidasa contra S. typhimurium, en leche cruda acidificada e in vivo,
confirman los anteriores resultados. Estos autores mostraron que las cepas rugosas
eran mas susceptibles de inhibicion que las lisas. Farrag et al. (1992) detectaron un
efecto bactericida del sistema lactoperoxidasa sobre E. coli en leche cruda, que
dependia de los niveles iniciales del microorganismo y de la temperatura de
incubacion. A 30°C, el efecto bactericida fue maximo a las 6 horas de la activacion
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para un nivel de indculo alto y a las 12 horas para un nivel bajo. Pasadas las 24
horas, el microorganismo crece hasta alcanzar los valores de los controles. En
cambio, a 4°C la reduccion de E. coli fue maxima a los 5 dias de la activacion del

sistema lactoperoxidasa.
1.4.3. Aplicaciones en la fabricacion de quesos

1.4.3.1. Efecto del sistema lactoperoxidasa sobre la fabricacion del queso y otros

productos licteos fermentados

La activacion del sistema lactoperoxidasa permite conservar la leche cruda

durante periodos cortos de tiempo a temperatura ambiente, antes de ser procesada.

Zall et al. (1983a y 1983b) fabricaron quesos Cottage y Cheddar a partir de
leche conservada durante 8 dias con el sistema lactoperoxidasa y posteriormente
pasteurizada a 73°C/16s. El queso Cottage fabricado a partir de leche tratada
produjo un 2% mas de rendimiento que el control. Las caracteristicas organolépticas
de los quesos Cottage y Cheddar tratados fueron diferentes a las de los controles,
aunque no fueron defectuosas (Zall et al., 1983a). El queso Cheddar fabricado a
partir de leche tratada presenté una cuajada mas débil y con produccion de acido
mas lenta que en el control, tardando el suero 2 horas mas en llegar a la acidez
deseable para moler la cuajada (Zall et al., 1983b).

En la fabricacién de queso fresco, Lara et al. (1987) encontraron que el
tiempo de coagulacién de la leche tratada fue mayor que el de la leche control,
debido a una menor acidificacion. El rendimiento en humedad y extracto seco fue
mayor para el queso de leche tratada que para el control, ya fuera fabricado a partir
de leche cruda o de leche pasteurizada. Los niveles de totales, pH y apariencia del
queso de leche tratada fueron aceptables. Estos resultados concuerdan con los
obtemidos por Zall et al. (1983a).

Pseudomonas es un género que produce alteraciones en queso Cottage, junto
con las enterobacteridceas que también contaminan este producto. Earnshaw et al.
(1989} activaron el sisterna lactoperoxidasa en el queso Cottage mediante adicion de
sus tres componentes. El sistema se mostrd eficaz a la hora de reducir los niveles

de Pseudomonas, E. coli y S. typhimurium, incrementando la vida media y la
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estabitidad del queso. El tratamiento no afecté mi al pH ni a las propiedades

sensoriaics del gueso.

En cuanto a otros productos lacteos fermentados, la mantequilla fabricada a
partir de leche tratada con el sistema lactoperoxidasa resultd tener un sabor extrafo
y amargo (Zall et al., 1983b). Por su parte, el yogurt fabricado a partir de leche
tratada con el sistema lactoperoxidasa no presentéd diferencias significativas en la
composicion quimica o en las propiedades organolépticas frente al yogurt control
(Zall et al., 1983b; Mechanna & Hefnawy, 1988).

1.4.3.2. Efecto del sistema lactoperoxidasa sobre los fermentos lacticos

Mientras que la leche pasteurizada durante 30 minutos a 95°C es
lactoperoxidasa negativa, cuando se pasteuriza a temperatura mas baja y tiempo
corto (72°C/15 s) permanece el 55% de la actividad lactoperoxidasa, resultando
inhibitoria para la mayor parte de los fermentos lacticos.

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 inhibicion del sistema lactoperoxidasa sobre los fermentos licticos
depende de:

- La cantidad de peroxido de hidrogeno producido por las distintas cepas.

- La composicion de la leche.

Se sabe que la produccion de perdxido de hidrégeno por los lactococos
depende de la relacidon entre la actividad de enzima NADH oxidasa, que genera
perdxido de hidrégeno, y la actividad de NADH peroxidasa, que 1o destruye (IDF,
1991).

Guirguis & Hickey (1987) encontraron que la mayor parte de las cepas de
bacterias lacticas termofilas ensayadas eran sensibles a la inhibicién por el sistema
lactoperoxidasa (s0lo tres resultaron resistentes), variando su grado de

susceptibilidad segin su capacidad de generar perdxido de hidrégeno. Mientras que
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Lb. acidophilus v tres cepas de Lb. bulgaricus se inhibian en presencia de
lactoperoxidasa y tiocianato, Lb. helveticus, Strep. thermophilus y una cepa de Lact.

lactis requerian para ser inhibidos una fuente externa de perdxido de hidrogeno.

Al activar el sistema lactoperoxidasa de la leche cruda, anadiendo tiocianato
y peroxido de hidrogeno, se redujo fa actividad de un cultivo mixto de cepas

termafilas, retrasandose 4.5 horas el tiempo de coagulacion (Valdez et al., 1988).

Roginski et al. (1984a) encontraron que la leche de verano inhtbe menos que
la de invierno, debido a que tiene mas compuestos con grupos SH termolabiles que
contrarrestan el efecto del sistema lactoperoxidasa. Por otro lado, no se sabe si
existe una relacion directa entre la cantidad de tiociapato en la leche y la inhibicion
por el sistema lactoperoxidasa. Roginski et al. (1984b) encontraron, incluso, un
efecto estimulador del tiocianato sobre el crecimiento de los fermentos lacticos
mesofilos cuando se encontraba en concentraciones molares mayores que las del
peroxido de hidrogeno.
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1.5. OBJETIVOS DE LA TESIS

[La produccion mundial de leche de cabra se sitda en cuarto lugar detras de
la de vaca, bafala y oveja, aumentando en los altimos anos. Europa es el principal
productor después de Asia, y Francia, Grecia y Espana los paises europeos que mads
leche de cabra producen. La calidad microbiolégica de la leche de cabra presenta
una gran variacion debido a los diversos factores de produccion que influyen en eila:
niamero elevado y dispersion de ganaderos con rebanos reducidos, naturaieza
estacional de la produccion 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 microbiolégica de la leche cruda de cabra
mediante {a activacion del sistema lactoperoxidasa, sistema inhibitorio presente de
forma natural en la leche, asi como estudiar su actividad frente a microorganismos
indicadores, microorganismos causantes de alteraciones y microorganismos
patogenos.

Los objetivos de esta Tesis son los siguientes:

- Evaluar la calidad microbiologica de la leche cruda de cabra, mediante la

recogida de muestras de diversos ganaderos y en distintas épocas del afo.

- Estudiar el sistema lactoperoxidasa en leche cruda de cabra, asi como la
influencia de la raza, del individuo y de la época de lactacion sobre los
niveles de los componentes del sistema lactoperoxidasa.

- Investigar la influencia de la activacion del sistema lactoperoxidasa sobre la
calidad microbiologica global de la leche cruda de cabra mantenida a

temperaturas de refrigeracién y a temperatura ambiente.

- {nvestigar la influencia de la activacién del sistema lactoperoxidasa sobre la
supervivencia de microorganismos causantes de alteraciones,
microorganismos indicadores y microorganismos patdgenos a temperaturas
de refrigeracion y a temperatura ambiente.
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. EXPERIENCIAS REALIZADAS
2.1.1. Estudio de Ia calidad microbiologica de la leche de cabra

Se ha investigado la calidad microbiolégica de la leche de cabra procedente
de un total de 15 ganaderos durante las cuatro estaciones del ano, mediante dos
tomas de muestras por estacion. Se ha determinado el efecto de la estacion sobre

dicha calidad microbiolégica.

Las tomas de muestras se efectuaron sobre la leche entregada a una Central
Lechera de la provincia de Avila. Las muestras individuales, correspondientes a cada
ganadero, se recogieron en frascos estériles, registrindose la temperatura de la leche

y la presencia o ausencia de agua oxigenada en el momento de la toma de muestra.

Las muestras fueron transportadas en nevera con hielo fundente hasta el
laboratorio donde fueron analizadas inmediatamente. El tiempo transcurrido entre

la recogida de la leche y el andlisis en el laboratorio no sobrepaso las 4 h.

Se determind ¢l pH de cada muestra, se hicieron las diluciones necesarias y
se sembraron en los distintos medios de cultivo, por duplicado. Los medios y
condiciones de incubacion se recogen en el apartado 2.2.1.2.

Se efectuaron determinaciones de microorganismos totales, Gram negativos,
psicrotrofos Gram negativos, estafilococos, enterobacteridceas, coliformes,
coliformes fecales, Brucella y Listeria (ver apartado 2.2.1.2.).

Para establecer la proporcion de Staph. aureus entre los microorganismos que
crecieron en el medio ETGPA, se realizé el test de la coagulasa (Baird-Parker,
19793 sobre 10 colonias de cada muestra.

La presencia de L. monocytogenes se investigd ademds, tras anadir 25 ml de
leche a 225 ml de caldo de enriquecimiento, mediante una prueba de hibridacién de
sondas de DNA.
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2.1.2. Estudio del sistema lactoperoxidasa en la leche de cabra

Se han estudiado los niveles de lactoperoxidasa y de tiocianato de la leche de
cabra de dos razas espariolas, Verata y Murciano-Granadina, asi como de un rebafio
cruzado de razas multiples. El estudio se realizo durante 5 meses de lactacion desde
el momento del parto. Se determind la influencia de la raza, individuo y tiempo de

lactacion sobre los componentes del sistema lactoperoxidasa.

Se recogieron muestras de leche de 10 cabras de cada uno de los tres rebafios
analizados (Verata, Murciano-Granadina y cruzado de razas maltiples). 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, recogidas individuaimente en el

ordefio de la manana, se mantuvieron a 4°C hasta su posterior analisis.

La actividad lactoperoxidasa se determind para cada muestra por duplicado,

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

Los niveles de tiocianato se determinaron para cada muestra por duplicado
siguiendo el método de Bjorck et al. (1975) (ver apartado 2.2.2).

2.1.3. Efecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa sobre los niveles de
microorganismos totales y psicrotrofos Gram negativos en leche de cabra

Se ha estudiado el efecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa sobre
los niveles de microorganismos totales y sobre la flora psicrotrofa Gram negativa
presente en leche cruda de cabra mantenida durante 7 d a temperaturas de
refrigeracion (4°C y 8°C) y durante 2 d a temperatura ambiente (20°C). Los
experimentos se realizaron por duplicado.

La leche fue recogida de un tanque de mezcla de los ordefios de la noche y
de la manana, y transportada al laboratorio a temperatura de refrigeracién. En un

lapso de tiempo no mayor de 2 h se inici6 el experimento.

Se repartieron 100 ml de leche cruda en frascos estériles de 250 ml de
capacidad, marcados con los diferentes tiempos de incubacion. La activacion del
sistema lactoperoxidasa se efectud mediante la adicién de 1 ml de una solucion

acuosa 25 mM de tiocianato sédico, estéril, y de 1 ml de una solucién acuosa 25
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mM de perdxido de hidrogeno al 30% en agua estéril, preparada en el momento de

la activacién.

Los frascos activados junto con los frascos control, a los que no se habia
adicionado tiocianato sodico ni perdéxido de hidrogeno, fueron incubados a 4°C, 8°C

y 20°C en banos termostatizados.

Se tomaron muestras de leche antes de activar el sistema, correspondientes
alasOh,alas 8, 24y 32hyalos2, 3,4,5 6y 7dde laactivacion del sistema
lactoperoxidasa para las muestras incubadas a 4°C y 8°C yalas 8, 24,32 hy 2d
de la activacion del sistema lactoperoxidasa para las muestras incubadas a 20°C. Se
determind el pH y se efectuaron determinaciones de microorganismos totales y
psicrotrofos Gram negativos. Una alicuota de la muesira de leche 0 h se utilizé en

el ensayo de la actividad lactoperoxidasa y de tiocianato.

2.1.4. Aislamiento de Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens vy
Staphylococcus aureus de leche cruda de cabra

Con el fin de disponer de aislamientos de E. coli, Ps. fluorescens y Staph.
aureus de leche cruda de cabra para su inoculacidon en leche en las siguientes
experiencias de efecto del sistema lactoperoxidasa sobre microorganismos
indicadores, alterantes y patogenos, se procedid al aislamiento e identificacion de
miembros de dichas especies a partir de las muestras de leche cruda de cabra
estudiadas. 1.a metodologia empleada se indica en el apartado 2.2.2. del presente
trabajo.

2.1.5. Efecto del sistema Ilactoperoxidasa en leche de cabra sobre la
supervivencia de algunos microorganismos causantes de alteraciones
(Pseudomonas fluorescens) e indicadores (Escherichia coli)

2.1.5.1. Sobre Pseudomonas fluorescens

Se ha estudiado el efecto del sisterna lactoperoxidasa sobre la supervivencia
de Ps. fluorescens inoculada en leche cruda de cabra de baja contaminacion, durante
7 d a temperaturas de refrigeracion (4°C y 8°C) y durante 3 d a temperatura
ambiente (20°C). Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Se utilizd leche de la mejor calidad bacteriolégica posible. Para ello, el
ordefio se efectud sobre un recipiente previamente flameado con alcohol y (ras
limpiar cuidadosamente las ubres. La leche fue transportada al laboratorio a
temperatura de refrigeracion. En un lapso de tiempo no mayor de 2 h se inicid el

experimento.

El indculo consistié en una mezcla de los cultivos de tres cepas de Ps.
fluorescens, previamente aisladas e identificadas a partir de leche de cabra y que no
mostraron inhibicién cruzada. La concentracion final de Ps. fluorescens fue de

aproximadamente 10* ufc/ml de leche.

La activacion del sistema lactoperoxidasa se efectu¢ segin lo indicado en el
apartado 2.1.3. Los frascos fueron incubados a 4°C, 8°C y 20°C.

Se tomaron muestras a las O h, antes de la inoculacién y de la activacion del
sistema lactoperoxidasa, alos 1, 2,3,4,5, 6y 7dpara4°Cy8°Cyalas8h, 1,
2 vy 3 d para 20°C. Se determiné el pH y se efectuaron recuentos de Ps. fluorescens
y de microorganismos totales por duplicado. Una alicuota de la muestra de O h fue

utilizada para un postertor ensayo de actividad factoperoxidasa y de tiocianato.
2.1.5.2. Sobre Escherichia coli

Se ha estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre la supervivencia
de E. coli inoculada en leche cruda de cabra de baja contaminacién, mantenida 7 d
a temperaturas de refrigeracion (4°C y 8°C) y 3 d a temperatura ambiente (20°C).
Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se utilizé leche obtenida segun lo indicado en el apartado anterior.

El inéculo consistié en una mezcla de los cultivos de tres cepas de E. coli,
previamente aisladas e identificadas a partir de leche de cabra y que no mostraron
inhibicién cruzada. Se inocularon 0.2 ml de una dilucién 10 de cultivo a frascos
estériles con 100 mlI de leche cruda para obtener una concentracion final de E. coli

de aproximadamente 10* ufc/ml de leche.
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[.a activacion del sistema lactoperoxidasa se efectud segan lo indicado en el

apartado 2.1.3. Los frascos fueron incubados a 4°C, 8°Cy 20°C.

Se tomaron muesiras a las O h, antes de la inoculacidn y de la activacion del
sistema Jactoperoxidasa, a los 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 d para los frascos incubados a 4°C
y 8°C y las 8 h, |, 2 y 3 d de incubacion para los frascos a 20°C . Se determiné
el pH vy se efectuaron recuentos de K. coli y de microorganismos totales por
duplicado. Una alicuota de la muestra de 0 h fue utilizada para un posterior ensayo

de actividad lactoperoxidasa y de tiocianato.

2.1.6. Efecto del sistema lactoperoxidasa en leche de cabra sobre algunos
microorganismos patégenos (Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus)

2.1.6.1. Sobre Listeria monocytogenes

Se ha estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre el comportamiento
de tres cepas de L. monocytogenes {Scott A, Ohio 5069 y NCTC 11994) inoculadas
individualmente en leche cruda de cabra de baja contaminacién, durante 10 d a
temperaturas de refrigeracion (4°C y 8°C) y 3 d a temperatura ambiente (20°C).
Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se utilizd leche obtenida segin lo mndicado en el apartado 2.1.5.1.

Las cepas de L. monocytogenes fueron inoculadas individualmente en frascos
estériles con 100 ml de leche antes de la activacién del sistema lactoperoxidasa. La
concentracién final de L. monocytogenes fue de aproximadamente 10¢ ufc/ml de
leche.

La activacion de! sistema lactoperoxidasa se efectud segin lo indicado en el
apartado 2.1.3. Los frascos fueron incubados a 4°C, 8°C y 20°C.

Se tomaron muestras a las 0 h, antes de la inoculacién y de Ia activacion del
sistema lactoperoxidasa, a los 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 d para los frascos
incubados a 4°C y 8°C y alas 8 h, 1, 2 y 3 d para los frascos incubados a 20°C.
Se determino el pH y se efectuaron determinaciones de L. monocytogenes y de
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microorganisimos totales por duplicado. Una alicuota de la muestra de 0 h fue

utifizada para un posterior ensayo de actividad lactoperoxidasa y de tiocianato.
2.1.6.2. Sobre Staphylococcus aureus

Se ha estudiado el efecto del sistema lactoperoxidasa sobre el comportamiento
de Staph. aureus en leche cruda de cabra de baja contaminacion, durante 7 d a
temperaturas de refrigeracion (4°C y 8°C) y 3 d a temperatura ambiente (20°C).

Los experimentos se realizaron por duplicado.
Se utilizéd leche obtenida segin lo indicado en el apartado 2.1.5.1.

El in6culo consistid en una mezcla de los cultivos de tres cepas de Staph.
aureus, previamente aisladas a partir de leche de cabra y que no mostraron
inhibicién cruzada. 1a concentracion final de Staph. aureus fue de aproximadamente
10* ufc/ml de leche.

La activacion del sistema lactoperoxidasa se efectud segiin lo indicado en el
apartado 2.1.3. Los frascos fueron incubados a 4°C, §°C y 20°C.

Se tomaron muestras a las O h, antes de la inoculacién y de la activacion del
sistenma lactoperoxidasa, alos 1, 2, 3,4, 5, 6 y 7dpara4°Cy 8°Cyalas 8h, 1,
2y 3 d para 20°C. Se determino el pH y se efectuaron determinaciones de Staph.
aureus y de microorganismos totales por duplicado. Una alicuota de la muestra de
0 h fue utilizada para un posterior ensayo de actividad lactoperoxidasa y de
tiocianato.
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2.2. METODOLOGIA EMPLEADA
2.2.1. Analisis microbiolégicos
2.2.1.1. Miluciones decimales de la leche

Para obtener la dilucién 107 se pasé 1 ml de leche a un tubo con 9 mi de
agua peptonada estéril al 0.1%. Las diluciones sucesivas se realizaron pasando 1 ml
de la dilucion anterior a un tubo con 9 m! de agua peptonada estéril al 0.1%.

2.2.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo y métodos de analisis utilizados para los distintos
grupos microbianos fueron los siguientes:

Totales viables

Se determinaron en Plate Count Agar (American Public Health Association, 1978).
Temperatura/tiempo de incubacion: 30°C/72 h.

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

Se cuenta toda la placa o sectores, segin la cantidad de colonias.

Psicrotrofos Gram negativos

Se determinaron en Plate Count Agar adicionado con 100 Ul/ml de penicilina G
(Richard, 1981).

Temperatura/tiempo de incubacion: 7°C/10 d.

Siembra: 0.0492 ml en espiral.

Se cuenta toda la placa o sectores, segun la cantidad de colonias.

Gram negativos

Se determinaron en Gram Negative PMK agar (Plate Count Monensin XCl, Biolife,
Milan, Italia).

Temperatura/tiempo de incubacién: 30°C/24 h.

Siembra: 0.0492 m! en espiral.

Se cuenta toda la placa o sectores, segin la cantidad de colonias.
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Estafilococos

Se determinaron en agar ETGPA (Egg Yolk Tellurite Glycine Piruvate Agar, Difco,
Detroit, Michigan. EEUU) (Baird-Parker, 1979).

Temperatura/tiempo de incubacion: 37°C/48 h.

Siembra: 0.0492 ml en espiral.

Se cuentan las colonias de color negro brillante.

Enterobacteridceas

Se determinaron en agar VRBA (Violet Red Bile Agar, Oxoid L.TD, Basingstoke,
Hampshire, Reino Unido) (American Public Health Association, 1978), adicionado
con un 1% de glucosa (VRBGA) (Mossel et al., 1962).

Temperatura/tiempo de incubacién: 37°C/24 h.

Siembra: 1 ml en placa en profundidad, con doble capa del mismo medio.

Se cuentan las colonias de color rojo oscuro con didmetro igual o superior a (.5

mm.

Coliformes

Se determinaron en VRBA.

Temperatura/tiempo de mcubacion: 37°C/24 h.

Siembra: 1 ml en placa en profundidad, con doble capa del mismo medio.

Se cuentan las colonias de color rojo oscuro con didmetro igual o superior a 0.5
mm.

Coliformes fecales

Se determinaron en VRBA.

Temperatura/tiempo de incubacion: 45°C/24 h.

Siembra: 1 ml en placa en profundidad, con doble capa del mismo medio.
Se cuentan las colonias de color rojo oscuro con didmetro igual o superior a
0.5 mm.

Brucella

Se determind en medio selectivo de Brucella spp. (Oxoid), adicionado con
suplemente antibiotico para el aislamiento selectivo de Brucella spp. (Oxoid),
previamente incubado a 37°C/10-15 min, y adicionado con suero de caballo
iactivado a 56°C/30 min (Oxoid).

Temperatura/tiempo de incubacion: 37°C/7-10 d en atmésfera de CO, (BBL GasPak
CO, System, Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD, EEUU).
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Siembra: 0.0492 ml en espiral.

Se determind ia presencia o ausencia de colonias semejantes a gotas de rocio.

Listeria

Se determindé en medio selectivo de Listeria spp. adicionado con suplemento
selectivo de Listeria spp. (formulacion Oxford, Oxoid).

‘Temperatura/tiempo de incubacion: 37°C/48 h.

Siembra: 0.0492 m! en espiral.

Se determind la presencia o ausencia de colonias negras con el centro hundido y

aplanadas sobre el agar.
2.2.1.3. Deteccién de estafilococos coagulasa positivos

Se aislaron 10 colonias por cada muestra a partir de las placas de agar
ETGPA. Los aislamientos fueron sembrados en caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Difco), e incubados a 37°C/24 h.

Se realizo el test de la coagulasa (Baird-Parker, 1979) poniendo en un tubo de
ensayo de 7 mm por 100 mm, 0.5 ml de plasma de conejo (Coagulase Plasme
EDTA, Difco), al cual se afadieron 2 6 3 gotas de cultivo. Los tubos se incubaron

a 37°C durante 4 h. La coagulacion del plasma indica la presencia de coagulasa.
2.2.1.4. Deteccion de Listeria spp. mediante sondas de hibridacién de DNA

Se utilizé el Gene-Trak Listeria Assay (Gene-Trak Systems, Framingham,
Massachusetts, EEUU). De cada muestra de leche se afiadieron 25 ml a 225 ml de
caldo de enriquecimiento PEB (Phosphated Buffered Listeria Enrichment Broth,
Gene-Trak Systems) y se incubé durante 24 h a 30°C.

Pasado el tiempo de incubacidn, se empapd una torunda en cada frasco de
PEB, para recoger la mayor cantidad de medio. Seguidamente se sembré con la
torunda la superficie de una placa de medio LCA (Lithiumn Chloride Ceftazidime
Agar, Gene-Trak Systems), y se incubd durante 24 h a 37°C.

A las 24 h, se recogio con una torunda {a mayor cantidad de cultivo crecido
posible, resuspendiéndose en un tubo con 1 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline,
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Gene-Trak Systems) estéril, mediante rotacion de la torunda durante 5 seg en el

liquido. Se rccuperd la maxima cantidad de liquido. antes de desechar la torunda.

Sobre (.5 mi de esta resuspension del cultivo se realizo el ensayo Gene-Trak,

siguiendo el protocolo del fabricante.

2.2.2. Aislamiento e identificacién de Escherichia coli, Pseudomonas Sluorescens
y Staphylococcus aureus a partir de leche cruda de cabra

2.2.2.1. Escherichia coli

Se procedié al aislamiento de varias colonias de color rojo oscuro, con
didmetro igual o superior a 3.5 mumn, a partir de placas de VRBA que habian sido
incubadas durante 24 h a 45°C, correspondientes a varias muestras de leche cruda
de cabra. Dichas colonias fueron sembradas en estria de YGA (agar glucosa extracto

de levadura) con la siguiente formulacion:

Extracto de levadura ... Sg
Extracto de carne ... ... 5g
Peptona 5¢g
Glucosa 5¢
Fosfato disodico ... 5¢
Agua destilada .. 11

Los aislamientos fueron incubados durante 24 h a 37°C y purificados en
placas del mismo medio.

Se realizaron las siguientes pruebas de identificacion:

Morfologia: Se comprobd en preparacién en fresco a partir de estrias en YGA
incubadas a 37°C/24h.

Tincion de Gram: Se realizé a partir de estrias en YGA incubadas a 37°C/24h.
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Produccién de catalasa: Se comprobd en un porta con una gota de H,0, de 10
volimenes 4 la que se afadié una masa de cultivo celular crecido durante 24 h en

agar YGA. La produccion de burbujas indica presencia de catalasa.

Presencia de citocromeo oxidasa: Se determiné segin el método de Kovacks (1956).
Se impregno un papel de filtro con una solucion de N, N, N’ N’, tetrametil 1-4
fenilendiamonio dicloruro en agua al 1% sobre el que se depositaron células de un
cultivo de 24 h de la cepa en estudio. La aparicion de un color azul-violeta intenso,

en menos de 10 seg. indica la presencia de citocromo oxidasa.

Utilizaciéon de citrato como unica fuente de carbono: Se comprobé en estrias de
Simmons Citrate Agar (Difco). La incubacion transcurrié a 37°C durante 1-7 d. La
utilizacion de citrato conduce a una alcalinizacion del medio, virando el indicador

a azul.

Produccion de H,S: En picaduras de Kligler Iron Agar (Difco) incubadas a 37°C
durante 24 h. La produccion de H,S se¢ manifiesta por un ennegrecimiento del
medio.

Produccion de indol: Se determind en agua con triptona al 2% (p/v). Después de
imcubar a 37°C durante 24 h, se anadidé a cada tubo unas gotas de reactivo de
Kovacks. La formacion de un anillo coior rojo en la superficie del tubo indica la

presencia de indol. Ej reactivo de Kovacs se prepard de la siguiente manera:

Paradimetilaminobenzaldehido . . ... .. 5¢g
Alcohol amilico .. .. ... ... ...... 75 ml
Acido clorhidrico . ... .. ... ...... 25 mi

Se disolvid el aldehido en alcohol en un bano a 60°C y, tras enfriamiento,
se anadid el acido clorhidrico gota a gota.

Reaccion del rojo de metilo: Se determind en caldo glucosa fosfato (Harrigan & Mc
Cance, 1976) incubado durante 48 h a 37°C. Pasado el tiempo de incubacién se
anadieron al cultivo unas gotas de reactivo de rojo de metilo al 0.5% en etanol de

60°. La aparicion de color rojo al cabo de unos segundos se interpreta como prueba
positiva.
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Prueba de Voges Proskauer: Se efectud en caldo glucosa fostato incubado durante
48 h a 37°C. Pasado ¢l tempo de incubacion se afdadieron ai cultivo unas gotas de
a-naftol en solucion etandlica al 6% seguido de unas gotas de KOH al 16%. La
presencia de acetoina se manifiesta por la aparicion de un anillo rojo en la superficie

del cultivo.

Los bacilos Gram negativos, catalasa positivos, citocromo oxidasa negativos,
citrato negativos, no productores de H,S, indol y rojo de metilo positivos y Voges

Proskauer negativos se seleccionaron como £, coll,
2.2.2.2. Pseudomonas fluorescens

Se procedié al aislamiento de varias colonias a partir de placas de Plate
Count Agar con penicilina incubadas durante 10 d a 7°C, correspondientes a varias
muestras de leche cruda de cabra. Las colonias fueron sembradas en estrias de TSA
(Trypticase Soy Agar, BBL), incubadas durante 24 h a 30°C y purificadas en placas
del mismo medio.

Se procedidé a su examen morfolégico, tincion de Gram, produccién de
catalasa, presencia de citocromo oxidasa, segin lo indicado en el apartado 2.2.2.1.
y se examind la produccion de fluorescencia en medio de King B (King et al.,
1954).

Fluorescencia en medio King B: Se¢ prepararon placas del medio de King B de la
siguiente formulacion:

Proteosa peptona  .......... 20 ¢
KHPO, 15¢g
MgSO,.7TH,0 ... 15¢g
Glicerol ... 10 ¢
Agar L 15¢
Agua destilada  .......... i1

l.as placas fueron inoculadas en zig-zag con los aislamientos e incubadas 48

h a 30°C. La fluorescencia se detectd tras la observacion bajo luz ultravioleta.
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1.0s bacilos Gram negativos, catalasa positivos, citocromo-oxidasa positivos
y productores de fluorescencia en el imedio de King B fueron seleccionados como Ps.

fluorescens.
2.2.2.3. Staphylococcus aureus

Se procedi¢ al aislamiento de varias colonias, de color negro brillante, a
partir de placas de agar ETGPA incubadas durante 48 h a 37°C, de varias muestras
de leche cruda de cabra. Dichas colomas fueron sembradas en estrias de TSA e
incubadas durante 24 h a 37°C. La purificacion se efectud en placas del mismo
medio.

Se realizo su examen morfologico, tincion de Gram y produccion de catalasa
segun lo indicado en 2.2.2.1. Se examind, ademas, la produccion de coagulasa segun
1o indicado en 2.2.1.3. y la produccion de termonucieasa de los cultivos previamente

seleccionados.

Examen de la actividad termonucleasa: Se determind a partir de los sobrenadantes
de los cultivos obtenidos segin Donnelly et al. (1967). Las cepas fueron cultivadas
en frascos de 250 ml de capacidad, en los que se introdujo un tubo de didlisis con
100 ml de caldo BHI de doble concentracion. Tras su esterilizacion se anadieron 18
m! de solucion fisiologica tamponada con fosfato estéril (0.02M) sobre la que se
inoculd el cultivo. El indculo se preparé a partir de un cuitivo sobre agar YGA
mncubado 24 h a 37°C. Se incubd 24 h a 37°C en agitacion. El cultivo concentrado
se centrifugd 10 min a 39000 g.

La actividad termonucleasa se determind en DNase Test Agar (Difco) segin
Ibrahim (1981). El medio fue hervido 20 min y enfriado a 47°C. La pérdida de peso
se ajustd con agua destilada y 3 ml de azul de toluidina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EEUU) 0.1M. El medio se dispensdé en volimenes pequefios y se
guardd a temperatura ambiente. Para su reutilizacion se fundidé y se pipetearon 5.5
ml de medio a placas Petri de 9 cm de didmetro. Se enfriaron a 4°C y se practicaron
pocillos de 5.5 mm de didmetro. Se calentaron las placas a 50°C y se eliminé el
liquido sobrante de los pocillos a los que se afiadieron 30 ul de sobrenadante. Las
placas fueron cubiertas con parafilm para evitar el exceso de evaporacion durante la
incubacion a 50°C/4 h. La formacién de halos color rosa alrededor de los pocillos

indica la presencia de actividad termonucleasa en el sobrenadante del cultivo.
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Se scleccionaron como Staph. aureus los aislamientos con morfologia de
cocos, Gram  positivos, catalasa  positivos  y  productores  de  coagulasa v

termonucleasa.

2.2.3. Preparacion de indculos para los ensayos de inhibicion por el sistema
lactoperoxidasa

Se comprobo en primer lugar la ausencia de inhibicion entre las tres cepas
seleccionadas de cada especie mediante una siembra en lineas cruzadas en la

superficie de placas de los medios adecuados.

Las tres cepas de E. coli se sembraron individualmente en caldo YG y se
incubaron durante 24 h a 37°C. Seguidamente se realizG una resiembra a 20°C
durante 48 h, tras lo cual el cultivo se encontraba en las condiciones adecuadas para

iniciar el experimento.

El inoculo de Ps. fluorescens se preparé sembrando las tres cepas
individualmente en medio TSB que se incubd durante 24 h a 30°C. Se realiz6 otra
resiembra a TSB y se incubd durante 48 h a 20°C, tras [o cual el cultivo se

encontraba en las condiciones adecuadas para iniciar el experimento.

El inéculo de Sraph. aureus se prepard sembrando las tres cepas
individualmente en medio TSB que se incubé durante 24 h a 37°C, realizandose una

resiembra en el mismo medio con incubacion a 20°C durante 48 h,

Una vez crecidas las tres cepas de cada especie, se mezclaron y se prepararon
las diluciones adecuadas para que al sembrar la leche estéril se obtuviesen
aproximadamente 10* ufc/ml.

El in6eulo de L. monocytogenes se prepar6 en TSB con el 0.6% de extracto

de levadura, incubado durante 24 h a 37°C, realizandose una resiembra en el mismo

medio con incubacion a 20°C durante 48 h.
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2.2.4. Andlisis quiinicos
2.2.4.1. Ensayo de la actividad lactoperoxidasa

La actividad lactoperoxidasa se determind por duplicado segun Marshail et
al. (1986), siguiendo la oxidaciéon de ABTS (dcido 2,2’ -azinodi-3-etilbenztiazolina-6-
sulfonico, Sigma) a 412 nm. Para ello, se aiadieron 30 pl de leche o de una dilucion
adecuada en tampdn acetato 0.1 M (pH 4.5) a 2.95 m! de una solucion 1 mM de
ABTS en tampon acetato, previamente dispuesto en una cubeta de 3 ml de
capacidad. Tras mezclar, se anadieron 30 4] de una solucion 10 mM de perdxido de

hidrégeno, en tampon acetato.

I.a oxidacién del ABTS se siguié mediante la determinacion de los valores
de absorbancia a 412 nm, durante 5 min, utilizando un espectrofotometro Beckman
Du 7.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que
cataliza la oxidacién de un micromol de substrato (ABTS) por minuto, a 20°C en
tampon acetato 0.1M a una concentracion de ABTS ImM y H,0, 0.1 mM, y es
equivalente a un cambio en la absorbancia a 412 nm de 32.4 por minuto (Shindier
et al., 1976).

Se calculd la pendiente de la recta de regresion obtenida de los valores de
absorbancia durante los 5 min de reaccidn, a partir de la cual se obtuvo la actividad
lactoperoxidasa en U/ml, siendo el coeficiente de extincidon molar del producto de
oxidacién del ABTS de 32400 M*' cm™ (Shindler et al., 1976).

2.2.4.2. Determinaciéon de tiocianato

El i6n tiocianato se determind utilizando el reactivo férrico (Fe'*) de Sérbo
(1953). La preparacion del reactivo consiste en mezctar 16 g de Fe(NG,),.9H,0 con
50 ml de HNQO,; 2M. La leche se desproteinizé mezclando 6 ml con 3 ml de 4cido
tricloroacético al 20%. A los 30 min se efectud Ia filtracién de fas muestras
utilizando filtros Whatman 40, se mezclaron 1.5 ml de filtrado con 1.5 ml del
reactivo, y se midio la formacion del complejo férrico coloreado a 460 nm,
utilizando un espectrofotémetro Beckman DU 7.
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[a concentracion de tocianato se calculd a partir de una curva patron
preparada con las siguientes concentraciones de ticcianato sodico: 1, 5. 10, 15, 20

y 25 ppm.

2.2.5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en las distintas experiencias se sometieron a analisis
de varianza mediante los programas BMDO7D y BMDO8V (Sigstat, Provo, UT,
EEUU). Los analisis de regresion se efectuaron utilizando los programas Curve y
Regress (Sigstat). Las comparaciones de medias se realizaron mediante los tests LSD
y Tukey (Steel & Torrie, 1980).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA LECHE DE CABRA
3.1.1. Niveles de los principales grupos microbianos

Se ha estudiado la calidad microbiolégica de la leche de cabra sobre un total
de 83 muestras de leche recogidas durante las cuatro estaciones del ano, procedentes
de un total de 15 ganaderos de la provincia de Avila, efectuando dos muestreos por

estacion.

El valor medio del pH de las 83 muestras de leche de cabra recogidas durante
las cuatro estaciones fue de 6.83, con una desviacion tipica de 0.12 v un intervalo
de variacion de 6.59-7.26.

La temperatura de la leche, tomada en el momento de Ja recogida de las
muestras, oscilo entre 4°C y 36°C.,

Se detectdé la presencia de peroxido de hidrégeno en cuatro muestras
correspondientes a la estacién de verano y a cuatro ganaderos diferentes, con las
siguientes concentractones: 0.5, 0.5, 2.0 y 5.0 ppm.

La Tabla 1 muestra las medias, las desviaciones tipicas y los intervalos de
variacion de los grupos microbianos estudiados en la leche de cabra, durante todo
el afio, sobre el total de 83 muestras. Los niveles de microorganismos totales viables
dieron una media de 5.61 unidades logaritmicas, con una variacién que oscilé entre
3.30 y 7.78 log ufc/ml. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros
autores, que dan cuenta de una gran variacion de los niveles de totales desde 10
hasta 107 ufc/ml (Varo et al., 1977). L.a media enconirada no llega al valor de
2.0x10° ufc/ml obtenido por Barbosa & Miranda (1986). En leche recién ordenada
de oveja se han encontrado niveles de microorganismos totales frecuentemente
superiores a 10° ufc/m} y de 107 ufc/ml en leche a su llegada a la industria (Nuitez
et al., 1984).

La Comunidad Econdmica Europea ha publicado recientemente la normativa
microbioldgica para la leche cruda de cabra, estableciendo limites maximos de 1x10°

ufe/ml para la leche destinada a la produccion de leche tratada térmicamente o a la
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Tabla 1. Niveles™ de los principales grupos microbianos de la leche de cabra.

Grupo microbiano Media SD Intervalo
Totales viables 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 2.70-6.66
Estafilococos coagulasa + 2.67 1.36 1.30-6.15
Enterobacteriaceas 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

" Valores medios obtenidos a partir de 83 muestras, por duplicado, correspondientes

a 15 ganaderos y recogidas durante las cuatro estaciones, expresados en log ufc/ml.
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elaboracion de productos a base de leche tratada térmicamente, y de 5x10° ufe/mi
para la leche destinada a la elaboracion de productos a base de leche cruda
(Directiva 92/46/CEE, Diario de la Comunidad Europea N° L 268, 14 Sept. 1992).
De acuerdo con nuestros resultados, un 60% de las muestras analizadas presentaron

niveles de microorganismos totales < 10° ufc/m! y un 54% niveles < 5x10° ufc/ml.

Excluyendo las bacterias Iacticas, el grupo predominante de microorganismos
resulté ser el de los esiatilococos, con una media de 4.18 unidades logaritmicas y
una variacion de 2.70-6.66 log ufc/ml. Otros autores han encontrade una variacion
menor de los niveles de estafilococos: 5.4x10% - 4.9x10° utfe/ml (Chubb & Orchard,
1985). Bautista et al. (1986) comprobaron niveles medios de 5.9x10
estafilococos/m! en feche de oveja a su llegada a la industria, siendo dichos niveles

200 veces mds bajos en leche recién ordefiada.

Los estafilococos coagulasa positivos dieron valores altos, con una media de
2.67 log ufe/ml y un intervalo de 1.30-6.15 log ufe/ml. Un 43% de las muestras,
36 de las 83 ensayadas, tenian estafilococos coagulasa positivos, proporcion cercana
a la encontrada por Barbosa & Miranda (1986) y por Mariscal (1987). En leche
cruda de oveja, Bautista et al. (1986) encontraron un 31% de cepas coagulasa
positivas entre los aislamientos de estafilococos.

Los recuentos medios en agar PMK correspondientes a microorganismos
Gram negativos ascendieron a un valor de 3.91 log ufc/ml. Podria deducirse de este
dato que la flora Gram positiva, fundamentalmente la flora lactica, es mayoritaria

en la leche cruda de cabra.

Los mveles de psicrotrofos Gram negativos detectados fueron de 2.83 log
ufe/ml, con un intervalo de 1.30-4.98 log ufc/ml, més bajos que ios valores de
3.0x10%-1.7x10" ufc/ml detectados por Varo et al. (1977), y mucho mas bajos que
los 10° ufc/ml encontrados en leche de oveja a su llegada a la industria por Nufiez
et al. (1984).

Las enterobacteriaceas, coliformes y coliformes fecales se han encontrado en
los siguientes niveles medios, respectivamente: 2.82 log ufc/ml, 2.80 log ufc/ml y
2.37 log ufc/ml. Aunque hubo muestras con niveles muy bajos de estos
microorganismos, otras alcanzaron valores de 5.81 log ufc/ml de enterobacteridceas,

5.38 log ufc/ml de coliformes y 5.40 log ufc/ml de coliformes fecales, resultados
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que estan en la linea de los altos valores ofrecidos para estos grupos por Varo et al.
(1977). En ¢l 48% de los casos se detectd la presencia de E. coli, proporcidn
cercana 4 la obtenida por otros autores (Barbosa & Miranda, 1986:; Jensen &
Hughes, 1980}, Resultados similares han sido obtenidos en muestras de leche de

oveja recogidas en granjas por Gaya et al. (1987).

No se detecto la presencia de Brucella spp. ni de Listeria spp. en ninguna de

tas muestras anahizadas.

L. monocytogenes ha sido aislada de un 0.8% de muestras de leche de cabra
de Inglaterra y Gales por Greenwood et al. (1991). De un total de 208 muestras de
leche de cabra procedentes de 115 ganaderos de Castilla-Ledén, se aislo L.
monocytogenes de la leche procedente de 18 ganaderos y L. innocua de la leche

procedente de {3 ganaderos (Gaya et al., datos no publicados).
3.1.2. Variacion estacional

Todos los grupos microbianos estudiados alcanzaron sus niveles maximos en

verano y sus niveles minimos generalmente en invierno.

La oscilacion de la temperatura de las muestras de leche en las distintas
estaciones fue la siguiente: 22°C-36°C (verano), 7°C-34°C (otofio), 4°C-30°C
(invierno) y 17°C-34°C (primavera).

Los niveles de los principales grupos microbianos en las distintas estaciones
se muestran en las Tablas 2, 3, 4 y 5, para verano, otofio, invierno y primavera,

respectivamente y su variacion estacional en las Figuras 1, 2 y 3.

Los valores medios del pH en las cuatro estaciones se recogen en la Tabla
6. El pH de las muestras de verano resulto significativamente (P <0.001) inferior
al detectado en invierno. Los valores de pH de las muestras de verano, primavera

y otofio no resultaron significativamente diferentes entre si.

La media de los niveles de microorganismos totales en las cuatro estaéiones
fue la siguiente: 6.28 log ufc/ml {(verano)}, 5.61 log ufc/ml (otofnio), 5.09 log ufc/ml
(invierno) y 5.36 log ufc/mi (primavera). Los niveles mis elevados se obtuvieron

en las muestras de verano, seguidos de otofio, primavera ¢ invierno. Se comprobé
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Tabla 2. Niveles' de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

el verano.

Grupo microbiano Media SD Intervalo
Totales viables 6.28 0.99 4.30-7.81
Gram negativos 4.90 1.27 2.30-6.83
Psicrotrofos Gram negativos 2.75 1.27 1.30-4.89
Estafilococos 4.47 0.69 3.08-5.64
Estafilococos coagulasa + 3.56 1.29 1.30-5.60
Enterobacteriaceas 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

" Valores medios obtenidos a partir de 24 muestras, por duplicado, expresados en
log ufc/mi.
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Tabla 3. Niveles’ de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

el otono.
Grupo microbiano Media SD Intervalo
Totales viables 5.61 1.01 3.30-7.23
Gram negativos 3.68 1.18 1.30-5.68
Psicrotrotos Gram negativos 3.01 1.02 1.30-4.34
Estafiiococos 4.27 0.54 3.15-5.49
Estafilococos coagulasa + 2.25 1.10 1.30-4.42
Enterobacteriaceas 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 medios obtenidos a partir de 19 muestras, por duplicado, expresados en
log ufc/ml.

Resultados y Discusién 56



Tabla 4. Niveles™ de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

el invierno.

Grupo microbiano Media SD Intervalo
Totales viables 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
Estafilococos coagulasa + 2.30 1.13 1.30-4.32
Enterobacteriiceas 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 medios obtenidos a partir de 21 muestras, por duplicado, expresados en

log ufc/ml.
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Tabla 5. Niveles” de los principales grupos microbianos en la leche de cabra durante

la primavera.

Grupo microbiano Media SD Intervalo
Totales viables 5.36 1.33 3.30-7.68
Gram negativos 3.60 1.03 1.30-5.48
Psicrotrofos Gram negativos 2.56 1.20 1.30-4.66
Estatilococos 4.23 0.92 3.08-6.68
Estafilococos coagulasa + 2.37 1.47 1.30-6.15
Enterobacteriaceas 2.99 1.15 1.00-5.08
Coliformes 2.91 1.21 1.00-4.98
Coliformes fecales 2.29 0.91 1.00-4.48

" Valores medios obtenidos a partir de 19 muestras, por duplicado, expresados en
log ufc/mi.
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Tabla 6. Valores’

del pH de la leche de cabra en las distintas estaciones.

Fstacion Media SD

Verano 6.79 0.07
Otono 6.81 0.07
Invierno 6.97 0.11
Primavera 6.74 0.07

" Valores medios obtenidos a partir de 83 muestras.
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Figura 1. Variacion estacional de totales viables, Gram negativos y psicrotrofos

Gram negalivos en la leche de cabra.
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Figura 2. Variacion estacional de estafilococos y estafilococos coagulasa positivos

en la leche de cabra.
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Figura 3. Variacion estacional de enterobacteriaceas, coliformes y coliformes fecales
en la leche de cabra.
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la influencia signiticativa (P <0.01) del efecto estacién sobre el nivel de
microorganismos totales ¢n la leche, tras realizar el analisis de varianza. Los niveles
de totales en verano resultaron significativamente mds clevados que los de otofio
(P<0.001), primavera (P<<0.001) e invierno (P <0.001). Bautista et al. (1986),
estudiando la variacion estacional de los microorganismos totales en leche de oveja
recién ordenada, comprobaron que los niveles mas elevados de microorganismos
totales se detectaban en otofo, siendo significativamente superiores a los obtenidos
en verano ¢ invierno. Estos autores atribuyen sus resultados al empieo de H,0, en
verano para conservar la leche y al descuido en otono de las practicas higiénicas en

la granja, asociado al descenso de la produccion de leche.

Los microorganismos Gram negativos siguen la misma tendencia que los
totales con los siguientes valores: 4.90 log ufc/ml (verano), 3.68 log ufc/ml (otono),
3.25 log utc/ml (invierno) vy 3.60 fog ufc/ml (primavera). Se detectaron diferencias
significativas  (P<0.001) entre estaciones, siendo los mveles de verano
significativamente superiores a los de otofio (P<<0.001), primavera (P<0.001) e
invierno (P <0.001),

El grupo de los psicrotrofos Gram negativos sigue una variacion diferente al
presentar niveles mds altos de bacterias en otono e invierno (3.01 log ufc/ml) y
niveles mas bajos en verano y primavera (2.75 y 2.56 log ufc/mi respectivamente).
Sin embargo, en los psicrotrofos Gram negativos no se detectaron diferencias
significativas entre las cuatro estaciones (ras realizar el andlisis de varianza
correspondienie.

Los estafilococos siguen una evolucidén similar a la de la flora total durante
las cuatro estaciones. Se comprobd la existencia de diferencias significativas
(P <0.03) entre estaciones, con los valores mas altos en los meses de verano,
significativamente superiores a los de otofio (P <0.001), primavera (P<0.001) e
invierno (P <0.001). En leche de oveja, la variacion estacional de los estafilococos
siguid la tendencia indicada anteriormente para microorganismos totales, con los
niveles mas altos en otono, significativamente mas elevados que los detectados en
invierno, verano y primavera (Bautista et al. 1986).

Los niveles de estafilococos coagulasa positivos también resultaron influidos
(P <0.01) por la estacion, con valores significativamente més elevados en los meses
de verano que en otofio (P <0.01), primavera (P <0.01) e invierno (P <0.001).
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[.as enterobacteriaceas, coliformes y coliformes fecales muestran igualmente
ios valores maximos en verano (3.59 log ufc/ml, 3.50 log ufc/ml y 3.08 log ufc/ml
respectivamente), mientras que el invierno es ia estacion que presenta los niveles
minimos (2.06 log ufc/ml de enterobacteriaceas, 2.05 log ulc/mib de coliformes vy
.72 log utc/ml de coliformes fecales). En el caso de las enterobacteriaceas y de los
coliformes, los niveles de bacterias son mayores en la primavera (2.99 y 2.91 log
ufc/ml respectivamente) que en el otofio (2.54 log ufe/ml y 2.62 log ufc/ml,
respectivamente). Los niveles de enterobacteridceas en las muestras de leche de
verano resultaron significativamente mas elevados que en invierno (P <0.01) y otono
(P<<0.05), mientras que no diferian significativamente de los detectados en
primavera. Resultados similares se obtuvieron con los coliformes y los coliformes
fecales en cuanto a su variacion estacional, con valores significativamente mas
elevados en verano que en invierno (P <0.001) y otofio (P <0.05), y que no diferian

significativamente de los niveles en primavera.

L.os niveles de significacion del efecto estacion sobre los distintos grupos

microbianos se recogen en la Tabla 7.

La wvariacidén estacional observada en el presente trabajo para
microorganismos totales y otros grupos microbianos, con niveles méaximos en los
meses de verano, coincide con otros trabajos realizados con leche de vaca. Soler
(1989) encuentra niveles logaritmicos medios de microorganismos totales de 6.52/ml
en la leche de 990 granjas de Mallorca, asi como la existencia de diferencias
significativas entre estaciones, con los niveles maximos en veranoe y los minimos en

invierno.

L.a mayor contaminacion microbiana en los meses de verano pueden atribuirse
a las temperaturas mas elevadas, que favorecen el crecimiento de los
microorganismos en los utensilios de ordefio, especialmente en condiciones
deficientes de higiene y desinfeccion.
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Tabla 7. Nivel de significacidon del efecto estacion sobre los distintos grupos

microbianos en leche de cabra.

Grupo microbiano 7 Estacion
Totales viables ok
Gram negativos 3ok
Psicrotrotos Gram negativos NS
Estafilococos *
Estafilococos coagulasa + ok
Enterobacteriaceas *sk
Coliformes ok
Coliformes fecales sokok

™, P<0.001

T P<0.01

Y, P<0.05

NS, no significativo
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3.2. EL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE DE CABRA

3.2.1. Componentes del sistema lactoperoxidasa en leche de cabra durante la

lactacion
3.2.1.1. Lactoperoxidasa

Se han estudiado los niveles de lactoperoxidasa en la leche de 10 cabras de
un rebario cruzado de razas miitiples, mediante diversas tomas de muestras a o

largo del periodo de lactacion.

Los valores medios de lactoperoxidasa en los trece tiempos analizados se
recogen en la Tabla 8, representandose su evolucion en la Figura 4. Se detectaron
niveles maximos de lactoperoxidasa de hasta 3.55 U/ml en una muesira de leche
correspondiente a 75 d de lactacidn, mientras que los niveles mas bajos
correspondieron a las muestras tomadas en los primeros dias después del parto. El
valor medio total fue de 1.55 U/ml.

El valor medio de la actividad lactoperoxidasa en la leche de cabra fue
superior al encontrado en leche de otras especies. Asi, se han descrito valores de 1.4
U/ml en la leche de vaca (Stephens et al., 1979), 0.9 U/ml en la leche de bufala
(Hirnulv & Kandasamy, 1982) y 0.8 U/ml en [a leche de oveja (Medina et al.,
1989},

Mediante analisis de varianza, se detectaron efectos significativos de los
individuos (P <0.001) y del tiempo de lactacion (P <0.001) sobre los niveles de
lactoperoxidasa (Tabla 9).

La evolucion del contenido en lactoperoxidasa de la leche de cabra durante
la lactacion, tras realizar la comparacion de medias correspondiente, fue la siguiente:
los niveles de lactoperoxidasa fueron significativamente mas bajos a las 0-24 h
después del parto que a los 3 (P<0.001), 7 (P <0.05), 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120, 135 y 150 d (P <0.001).

Los datos obtenidos para leche de cabra a lo largo del periodo de lactacion
no se ajustan a lo observado por Reiter (1985). Segin este autor, ¢l contenido de

lactoperoxidasa es bajo en calostro bovino, aumentando ripidamente para alcanzar
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Tabla 8. Niveles' de lactoperoxidasa (U/ml) en leche de cabra durante la lactacion.

Lactoperoxidasa
Dias tras el parto Media SD Intervalo
b 0.50 0.30 0.08-1.00
3 1.63 0.58 0.80-2.39
7 1.26 0.41 0.53-1.92
15 1.24 0.43 0.65-1.89
30 1.71 0.65 0.69-2.73
45 1.74 0.64 0.59-2.93
60 1.82 0.53 0.82-2.74
75 1.91 0.82 1.01-3.55
90 1.77 0.89 0.66-3.37
105 1.74 0.94 0.04-2.85
120 1.78 0.80 0.57-2.80
135 1.35 0.75 0.05-2.37
150 1.67 0.8] 0.52-2.89

" Valores medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.
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Figura 4. Evolucion de la actividad lactoperoxidasa en leche de cabra durante la

lactacion,.
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Tabla 9. Niveles de significacion de los efectos individuo y tiempo de lactacién

sobre los componentes del sistema lactoperoxidasa.

Componentes del sistemna Individuo Tiempo de lactacién
Lactoperoxidasa seokok —_—
Tiocianato ok ok

wkE P <0.001
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un maximo a los 4-5 d y descendiendo posteriormente a un nivel constante durante

¢l resto de la lactacion.
3.2.1.2. Tiocianato

Los niveles de tiocianato en leche de cabra a lo largo del periodo de lactacion
se recogen en la Tabla 10. Las concentraciones de tiocianato en la leche de cabra
alcanzan una media de 4.03 ppm, variando en muestras individuales desde 0.67 hasta

11.17 ppm.

Se han detectado niveles de tiocianato en la leche de vaca de 3.2-4.6 ppm
(Bjérek et al., 1979) y hasta de 15 ppm en la leche de vacas alimentadas con pastos
naturales que contenian trébol (Reiter, 1985). Por otra parte, la media obtenida de

los niveles de tiocianato en la leche de oveja fue de 10.3 ppm (Medina et al., 1989).

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

pueden deberse al régimen alimenticio del rebaio.

El andlisis de varianza sobre los niveles de tiocianato detectd diferencias
significativas entre individuos (P <0.001) y entre dias de lactacidon (P <0.001) (Tabla
9).

3.2.2. Influencia de la raza, individuo y tiempo de lactacion sobre los
componentes del sistema lactoperoxidasa en 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 econdmica en nuestro
pais: Verata vy Murciano-Granadina. Dicho estudio se ha realizado sobre dos
rebanos, uno de cada raza, de cada uno de los cuales se seleccionaron 10 cabras,
cuyos niveles de lactoperoxidasa y tiocianato fueron evaluados en diversas tomas de
muestras a lo largo del periodo de lactacion.

3.2.2.1. Lactoperoxidasa

Los niveles de lactoperoxidasa en leche de cabra de las razas Verata y
Murciano-Granadina durante la lactaciéon 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 lactacion.

Tiocianato

Dias tras el parto Media SD Intervalo
0 5.62 2.12 2.51-8.85
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 medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.

Resultados v Discusion 71



Tabla 11. Niveles' de lactoperoxidasa (U/ml) en leche de cabra Verata durante la

lactacion.
Lactoperoxidasa
Dias tras el parto Media SD Intervalo
0 0.03 0.11 0.00-0.46
3 0.93 0.88 0.01-2.46
7 1.23 0.64 0.40-2.80
15 0.59 0.36 0.05-1.12
30 0.81 0.40 0.09-1.23
45 0.73 0.33 0.28-1.37
60 0.63 0.23 0.30-1.04
75 0.82 0.39 0.01-1.53
90 1.00 0.37 0.68-1.87
105 1.41 0.27 0.96-1.93
120 1.24 0.28 0.88-1.74
135 1.46 0.34 0.67-1.92
150 1.44 0.30 0.73-1.82

" Valores medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.
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Tabla 12. Niveles™ de lactoperoxidasa (U/ml) en leche de cabra Murciano-Granadina

durante Ja lactacion.

Lactoperoxidasa

Dias tras el parto Media SD Intervalo
0 0.20 0.20 0.00-0.62
3 1.41 0.40 0.66-1.98
7 1.04 0.48 0.15-1.86
15 1.65 0.63 (0.48-2.84
30 2.08 0.94 1.03-4.17
45 2.45 0.91 1.19-4.66
60 3.24 0.85 2.15-5.03
75 3.47 0.74 2.02-5.03
90 2.92 0.47 2.02-3.73
105 2.67 0.51 1.59-3.42
120 2.48 0.51 1.24-3.16
135 2.28 0.45 1.29-2.96
150 2.07 0.54 1.09-2.98

" Valores medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.
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En las Figuras 5 y 6 se represeta la evolucion de la actividad

lactoperoxidasa durante la lactacion.

LLos niveles de lactoperoxidasa en la leche de cabra alcanzaron una media de
0.95 U/m! en la raza Verata y de 2.15 U/ml en la raza Murciano-Granadina. La
media total de tas dos razas dié un valor de 1.55 U/ml, igual al obtenido para el

rebano cruzado de razas muliiples.

Como se ha indicado en el apartado anterior, el contenido de lactoperoxidasa
de la leche de cabra es superior al descrito en leches de vaca, bafala y oveja. Los
valores individuales maximos de lactoperoxidasa en ia leche de cabra fueron de 2.80
U/ml para la raza Verata y de 5.03 U/ml para la raza Murciano-Granadina,
superiores a los obtenidos en leche de oveja que se situaron entre 0.14 y 2.38 U/mi
(Medina et al., 1989). El maximo contenido de lactoperoxidasa se ha detectado en
conejillos de indias con un valor de 22 U/ml (Stephens et al., 1979).

Mediante analisis de varianza se encontraron efectos significativos de la raza
(P <0.001), del individuo (P < 0.001) y del tiempo de lactacion (P <0.001) sobre los
niveles de lactoperoxidasa (Tabla 13).

Los valores mds bajos de lactoperoxidasa en la leche de cabra de las razas
Verata y Murciano-Granadina se dieron en las primeras 24 h después del 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 lactacion.

Los niveles de lactoperoxidasa en la leche de cabra evolucionan durante la
lactacion de manera distinta a como lo hacen los de la leche de vaca (Reiter, 1985).
Las concentraciones mds bajas se obtuvieron durante las primeras 24 h después det
parto en ambas razas. En la raza Verata, la lactoperoxidasa aumentd desde 0.03
U/ml en las primeras 24 h hasta 0.59-1.00 U/ml en los tres primeros meses de la
lactacion, con la excepcion del valor de 1.23 U/ml a los 7 d. Los niveles mas altos
de lactoperoxidasa se detectaron al final del periodo de lactacion. En la raza
Murciano-Granadina, la actividad lactoperoxidasa crecid desde 0.20 U/ml en las
primeras 24 h hasta 3.24 U/ml (60 d) y 3.47 U/ml (75 d) en el periodo medio de
la lactacion, decreciendo posteriormente hasta 2.07 U/ml a los 150 d.
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Figura 5. Evolucidn de la actividad lactoperoxidasa en leche de cabra Verata

durante la lactacion.
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Figura 6. Evolucion de la actividad lactoperoxidasa en leche de cabra Murciano-

Granadina durante la lactacion.
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Tabla 13. Niveles de significacion de los efectos raza, individuo y tiempo de

lactacion sobre los componentes del sistema lactoperoxidasa.

Componentes del sistema Raza Individuo Tiempo de lactacion
Lactoperoxidasa kK e okok w3k
Tiocianato stk ok g ok

*#*% P<(.001
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Ein cuanto a las diferencias detectadas entre individuos, los niveles maximos
de lactoperoxidasa en la raza Murciano-Granadina correspondieron al mismo
individuo en todos los tiempos de lactacion salvo en dos, mientras que en la raza
Verata cuatro individuos compartieron la mayor actividad lactoperoxidasa durante
los cinco meses de lactacion, Un individuo de la raza Murciano-Granadina dio a los

60 v a los 75 dias la maxima actividad lactoperoxidasa (5.03 U/ml).
3.2.2.2. Tiocianato

Los niveles de tiocianato en leche de cabra de las razas Verata y Murciano-

Granadina durante la lactacion se recogen en las Tablas 14 y 15, respectivamente.

El contenido medio de tiocianato en la leche de cabra de la raza Verata fue
de 5.76 ppm (Tabia 14), mientras que el de la raza Murciano-Granadina fue de 3.20
ppm (Tabla 15). La media total de las dos razas dié un valor de 4.5 ppm. El
maximo nivel de tiocianato detectado correspondid a una muestra individual de raza
Verata a los 90 dias y fue de 15.85 ppm.

El contenido de tiocianato en fa leche de vaca se sitda en los intervalos [-10
ppm (Wood, 1975), 3.2-4.6 ppm (Bjorck et al., 1979) y 1.6-7.0 ppm (Hiarnulv &
Kandasamy, 1982). En la leche de bufala se dan valores de 5.4 ppm (Hirnulv &
Kandasamy, 1982), 2.6 ppm (Chakraborty et al., 1986) y 5.5-6.0 ppm (Thakar &
Dave, 1986). Finalmente, en la leche de oveja se han encontrado altas
concentraciones de tiocianato, con una media de 10.3 ppm (Medina et al., 1989).

Los contenidos de tiocianato relativamente bajos en 1a leche de cabra pueden
deberse al tipo de alimentacidn. Las cabras de ambas razas fueron alimentadas
fundamentalmenie con pastos naturales y su dieta no fue controlada. Por esta razén
es dificil separar el efecto raza del efecto derivado de la alimentacion en los niveles
de tiocianato.

El analisis de varianza detecté el efecto significativo de la raza (P <0.001),
individuo (P <0.001) y tiempo de lactacion (P <0.001) (Tabla 13). Como se ha
indicado, el efecto raza puede deberse en parte a la influencia de la distinta

alimentacion en los dos rebafios.
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Tabla 14. Niveles” de tiocianato (ppm) en leche de cabra Verata durante la

lactacion.
Tiocianato
Dias tras el parto Media SD Intervalo
0 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
90 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

* Valores medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.
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Tabla 15. Niveles' de tiocianato en leche de cabra Murciano-Granadina durante la

[actacion.

Tiocianato
Dias tras el parto Media SD Intervalo
0 2.53 0.55 1.58-3.52
3 2.4]1 0.72 1.57-4.27
7 1.62 0.70 0.76-3.4]
15 3.58 1.12 2.40-6.50
30 3.09 0.72 2.08-4.16
45 2.98 0.76 1.81-4.17
60 2.79 0.67 1.96-4.47
75 3.34 0.75 2.30-4.70
90 2.89 1.07 1.61-5.37
105 4.07 0.64 3.13-5.21
120 4.23 0.86 2.91-5.57
135 4.01 0.63 2.93-4.88
150 4.08 0.99 2.90-6.52

" Valores medios sobre 10 cabras, con dos determinaciones por muestra.
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En la raza Verata se detectaron niveles medios de tiocianato de alrededor de
8 ppm en los dias 60, 90 y 150 del periodo de lactacidon, mientras que el resto de
los dias presentd valores de 5-6 ppin, con la excepcion de los dias 3 y 7 en que se
encontraron los valores minimos de 4 ppm. En la raza Murciano-Granadina las
concentraciones medias de tiocianato se situaron entre 2.5 y 3.5 ppm hasta Jos 90
dias del periodo de lactacion, a partir de los cuales aumentaron hasta un maximo de
4 ppm.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio sobre los componentes
del sistema lactoperoxidasa en leche de cabra, la activacion del sistema puede ser
una forma de conservar la leche cruda a temperatura ambiente y de mejorar su
calidad bacteriolégica a temperaturas de refrigeracion, mediante la adicién de niveles
bajos de tiocianato y de peroxido de hidrogeno (~0.3 mM). La concentracion de
lactoperoxidasa presente de forma natural en la leche de cabra no seria un factor
limitante, ya que la actividad lactoperoxidasa en leche de cabra es incluso superior

a la encontrada en leche de otras especies.

Ya que la produccion de leche de cabra en nuestro pais se ha incrementado
durante los Gitimos anos, y dado que la refrigeracion no puede aplicarse en diversas
zonas, la activacion del sistema lactoperoxidasa supondria el empleo de un método
antibacteriano natural que podria mejorar considerablemente la calidad
microbiolégica de la leche de cabra.

Resultados y Discusion 81



3.3.  ACTIVACION DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LA LECHE
CRUDA DE CABRA. EFECTO SOBRE LLOS MICROORGANISMOS
TOTALES Y PSICROTROFOS GRAM NEGATIVOS DURANTE LA
CONSERVACION DE LA LECHE A TEMPERATURAS DE
REFRIGERACION Y A TEMPERATURA AMBIENTE

3.3.1. Comportamiento de los microorganismos totales y psicrotrofos Gram
negativos (G-) a temperaturas de refrigeracion (4°C y 8°C)

3.3.1.1. Microorganismos totales

La evolucion de los niveles de microorganismos totales en la leche cruda de
cabra control y con el sistema [actoperoxidasa activado a lo largo de 7 dias de
conservacion a 4°C y a 8°C se muestra en las Tablas 16 y 17, respectivamente. El
ntimero de microorganismos totales a las 0 h fue de 6.14 log ufc/ml. Tras efectuar
el analisis de varianza, se han detectado efectos altamente significativos (P <0.001)
de la activacién del sistema lactoperoxidasa, asf como de la temperatura y tiempo
de incubacidn sobre los microorganismos totales a 4°C v 8°C (Tabla 18).

La actividad lactoperoxidasa y el contenido en tiocianato medios de la leche
antes de activar el sistema lactoperoxidasa fueron de 1.18 U/ml y 2.98 ppm,
respectivamente, ligeramente inferiores a los valores medios indicados en el capitulo
anterior.

A 4°C (Tabla 16), tanto en la leche control como en la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado, €l nimero de microorganismos totales se mantuvo estable
durante las primeras 8 h, tras las cuales se inici el crecimiento. La regresion lineal
entre el tiempo vy el logaritmo de los totales (Oh-3d; r*=0.988) permitié establecer
que en la leche control a 4°C eran necesarias 55.6 h para que el logaritmo de totales
aumentase 1 unidad.

En leche con el sistema lactoperoxidasa activado el crecimiento de los totales
fue mds lento que en la leche control. De acuerdo con la regresion lineal (Oh-5d;
?=0.957) entre el tiempo y el logaritmo de totales en la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado a 4°C se precisaban 95.2 h para que ¢l logaritmo de totales

se incrementara en 1 unidad. A partir de las 32 h se detectaron diferencias
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Tabla 16. Niveles' de microorganismos totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control {C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C.

Incubacion C A

8 h 6.15 6.13
24 h 6.54 6.48
32 h 6.63 6.40¢
2d 7.00 6.60°
3d 7.36 6.77
4d 7.84 6.99*
5d 8.27 7.50°
6d 8.62 7.79°
7d 8.69 §.46°

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondiente en leche control.
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Tabla 17. Niveles’ de microorganismos totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra
control (C) y con el sisterna lactoperoxidasa activado (A) a 8°C.

Incubacién C A

8h 6.19 6.08*
24 h 6.71 6.47°
32 h 6.91 6.79°
2d 7.59 7.01%
3d 3.04 6.95°
44 8.42 7.79*
5d 8.78 8.62°
6d 8.84 8.61°
7d 8.98 8.82°

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondiente en leche control.
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Tabla 18. Niveles de significacion de los factores

microbianos estudiados a 4°C y 8°C.

principales sobre los grupos

Factor Totales Psicrotrofos G-
Activacién LP ook ok Aok
Tiempo k% -
Temperatura otk sk k.

*ex P <0.001
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significativas (P <0.01) entre los valores de la leche control y los de la leche tratada,
con niveles inferiores en la leche con el sistema lactoperoxidasa activado. Las
maximas diferencias, proximas a 0.8 log ufe/ml, corresponden a los 4-6 d de
incubacion a 4°C. Al final de la incubacion, la leche con el sistema lactoperoxidasa

activado alcanzé 8.46 log ufc/ml, frente a 8.69 log ufc/ml en la leche control.

A 8°C (Tabla 17), la leche control presenta igualmente una pequeia fase de
latencia hasta las 8 h, momento a partir del cual se inicia el crecimiento, Segin la
regresion lineal (Oh-2d; r'=0.972), en leche control a 8°C eran necesarias 32.6 h
para gue el logaritmo de totales se incrementase en | unidad. En la leche con el
sistema lactoperoxidasa activado la duracién de la fase de latencia es 1a misma que
en la leche control. De acuerdo con la regresion lineal (Oh-4d; 2 =0.909), en leche
con el sistema lactoperoxidasa activado a 8°C se precisaban 61.4 h para que el
logaritmo de totales aumentase 1 unidad. Sin embargo, el crecimiento es menor y
a partir de Jas 8 h los niveles en l1a leche tratada son significativamente menores que
los de la leche control. La maxima diferencia, de 1.09 unidades logaritmicas, se
encontrd a los 3 d de incubacion. A los 7 d esta diferencia se habia reducido, con
niveles de 8.98 log ufc/ml en la leche control y 8 82 log ufc/mi en [a leche tratada.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que el sistema
lactoperoxidasa inhibe parcialmente el crecimiento de los microorganismos totales
a temperaturas de refrigeracion en la leche cruda de cabra. El efecto no es
bactericida ni se detecta una extension de la fase de latencia, pero si se produce un
menor crecimiento en la leche con el sistema lactoperoxidasa activado. A 8°C el

efecto inhibitorio maximo ocurre antes que a 4°C.

Los valores de pH de la leche resultaron influidos significativamente
(P <0.001) por la activacion del sistema lactoperoxidasa, la temperatura y el tiempo
de incubaciéon. A partir de los 4 d, la diferencia entre leche con el sistema
lactoperoxidasa activado y leche control es de 0.30 unidades. A los 7 d a 4°C, los
valores de pH fueron de 5.80 en leche con el sistema lactoperoxidasa activado y
5.04 en leche control. A 8°C, la mayor diferencia se detectéd a los 3-4 dias, con
valores de pH en leche con el sistema lactoperoxidasa activado (.75 unidades
superiores a los comprobados en leche control. El pH a los 7 d en leche con el

sistema lactoperoxidasa activado fue de 4.83, mientras que en leche control fue de
4.74.
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3.3.1.2. Psicrotrofos Gram negativos

Las Tablas 19 y 20 muestran los niveles de psicrotrofos G- durante 7 d de
incubacion a 4°C y a 8°C, respectivamente, de la leche cruda de cabra control y con
el sistema lactoperoxidasa activado. Los niveles de psicrotrofos en leche a las 0 h
fueron de 4.75 log ufc/ml. Se han detectado efectos altamente significativos
(P <0.001) de la activacion del sistema lactoperoxidasa, y de la temperatura y

tiempo de incubacién sobre los niveles de estos microorganismos (Tabla 18).

En ia leche control a 4°C (Tabla [9) se inicid el crecimiento desde los
primeros momentos de la incubacién. Segun la regresion lineal (Oh-2d; r*=0.999)
hacian falta 33.7 h para que el logaritmo de psicrotrofos G- aumentase 1 unidad. En
la leche con el sistema lactoperoxidasa activado también se inici6 el crecimiento
desde las primeras horas de la incubacion pero éste fue mas lento. De acuerdo con
la regresion lineal (Oh-5d; r*=0.939) eran necesarias 91.9 h para que el logaritmo
de psicrotrofos G- se incrementase en 1 unidad.

Cuando se comparan los niveles de psicrotrofos G- en la leche control y en
la tratada se detectan diferencias significativas a partir de las 8 h de incubacion.
Desde los 2 d hasta los 7 d los niveles de psicrotrofos G- son por lo menos 1 unidad
logaritmica menores en la leche tratada que en la leche control, siendo maximas Ias
diferencias a los 3 d (1.56 log ufc/ml). A los 7 d los niveles eran de 7.67 log ufc/ml
en la leche control y 6.68 log ufc/mi en la leche tratada.

La pauta de crecimiento en la leche control a 8°C (Tabla 20) es similar a la
de 4°C, aunque con un aumento mas rapido de la poblacion de psicrotrofos G-.
Segin la regresion lineal (Oh-24h; r*=0.979) hacian falta 20.8 h para que el
logaritmo de psicrotrofos G- aumentase 1 unidad. Cuando se activa el sistema
lactoperoxidasa a 8°C el crecimiento comienza desde las primeras horas de la
incubacién, pero es menor que en la leche control. De acuerdo con la regresién
lineal (Oh-3d; r*=0.910) se requerian 61.3 h para que el logaritmo de psicrotrofos
G- se incrementase en 1 umidad. A partir de las 24 h se detectaron diferencias
significativas (P < 0.01) entre los niveles de psicrotrofos G- de la leche control y
tratada. La diferencia maxima tiene fugar a los 4 d (1.40 log ufc/ml). A los 7 d los
psicrotrofos G- alcanzaron 7.94 log ufc/mi en la leche control frente a Unicamente
6.70 log ufc/ml en la leche tratada.
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Tabla 19. Niveles' de microorganismos psicrotrofos Gram negativos (log ufc/ml)
en leche cruda de cabra control (C) v con el sistema lactoperoxidasa activado (A)
a4°C.

Incubacion C A
8 h 4.94 4.85*
24 h 5.43 5.05°
32 h 5.67 5.02°
2d 6.16 5.15*
3d 6.85 5.29°
4d 7.00 5.69*
5d 7.17 6.20°
6 d 7.64 6.57*
7d 7.67 6.68*

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente en leche control.
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Tabla 20. Niveles” de microorganismos psicrotrofos Gram negativos (log ufc/mi)
en leche cruda de cabra control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A)
a 8°C.

Incubacion C A

8h 4.97 4.94
24 h 5.87 5.08¢
32 h 6.29 5.21°
2d 6.49 5.27°
3d 7.38 6.06
44d 1.57 6.14*
5d 7.67 6.42*
6d 7.87 6.86
7d 7.94 6.70"

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P << 0.01) inferior al correspondiente en leche control.
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El sistema lactoperoxidasa se mostrd efectivo en la inhibicion de los
microorganismos psicrotrofos G- a temperaturas de refrigeracion en la leche cruda
de cabra. No se detectd ningan efecto bactericida, al igual que para fos
microorganismos totales, ni tuvo lugar una fase de latencia en la leche control ni en
la tratada, al contrario de lo que se observd para los microorganismos totales. La
inhibicion consistié en un crecimiento mas lento de las bacterias psicrotrofas G- en
la leche con el sistema lactoperoxidasa activado. En la presente experiencia se
comprobé que el sistema lactoperoxidasa es mads efectivo contra los microorganismos

psicrotrofos G- que contra los totales.

Bjorck (1978) enconir6 un efecto bactericida del sistema lactoperoxidasa
sobre los psicrotrofos en leche cruda de vaca conservada a 5°C. Los niveles se
redujeron de 5.8 a 5.0 log ufc/ml a los 2 d y se mantuvieron constantes durante los
primeros 5 d. Por su parte, la poblacion bacteriana de la leche control no crecié en
las primeras 48 h. En un trabajo posterior realizado en Kenia, Bjorck et al. (1979)
conservaron la leche a 15°C durante 30 h sin crecimiento de microorganismos
totales, partiendo de una poblacion inicial de 2.5x1(° ufc/ml y detectando un ligero

descenso de ésta en las primeras 12 h.

Mediante sucesivas activaciones dei sistema lactoperoxidasa, Zajac et al.
(1983b) mantuvieron estables los niveles de microorganismos totales y psicrotrofos
durante 104 h en leche de vaca conservada a 4°C. Esto ocurri6 tanto en la leche de
alta calidad microbiologica (5.5x10* totales/ml y 8.0x10Q° psicrotrofos/ml) como en
la de baja calidad microbiologica (3.4x10° totales/ml y 8.5x10* psicrotrofos/ml). Los
resuitados mostraron un crecimiento de ambos grupos microbianos a lo largo de la
incubacién, interrumpido por una reduccion del numero de bacterias después de cada
activacion del sistema lactoperoxidasa (a las 48 y 96 h). En otro trabajo, Zajac et
al. (1983a) activaron el sistema lactoperoxidasa a las 0, 24 y 48 h y encontraron
parecidos resuitados a 4°C. A 10°C, partiendo de 5.9 log totales/ml, obtuvieron una
reduccion a las 24 h de aproximadamente (.5 unidades logaritmicas y mantuvieron
estos niveles durante 72 h. El comportamiento de los psicrotrofos fue similar al de

fos microorganismos totales.

Incluso a 14°C y partiendo de una leche de muy baja calidad microbioldgica
(proxima a 7 log utc/ml), Kamau & Kroger (1984) encontraron un descenso en ef
nimero de microorganismos totales hasta 6 log ufc/ml a las 2 h, manteniéndose
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estable su numero hasta las 6 h, tras las cuales se inicid el crecimiento, para

sobrepasar a cifra inicial a las 16 h de incubacion.

3.3.2. Comportamiento de los microorganismos totales y psicrotrofos Gram
negativos a temperatura ambiente (20°C)

3.3.2.1. Microorganismos totales

En la Tabla 21 se muestran los niveles de los microorganismos totales en la
leche cruda de cabra durante su conservacion a 20°C a lo largo de 2 dias. La
activacion del sistema lactoperoxidasa no influy6 significativamente sobre los niveles
de microorganismos totales en la leche de cabra mantenida a 20°C (Tabla 22), cuyos
niveles aumentaron tanto en la leche tratada como en la leche control desde el inicio
de la incubacion. En la leche control se requerian 12.8 h para que aumentase 1
unidad el logaritmo de totales seg(in la regresién lineal (Oh-24h; r=0.966). En la
leche tratada eran necesarias 13.1 h, segiin la correspondiente regresion lineal (Oh-
24h; *=0.979).

Tampoco el pH de la leche resulté influido por la activacién del sistema
lactoperoxidasa. A las 8 h se registraron valores de 6.42 en leche con el sistema
lactoperoxidasa activado y 6.23 en leche control, v a las 24 h el pH fue de 4.52 y
4.42, respectivamente. A los 2 d dichos valores fueron de 4.23 y 4.22.

3.3.2.2. Psicrotrofos Gram negativos

En la Tabla 23 se muestra el crecimiento de 1os microorganismos psicrotrofos
G- durante la conservacion por 2 dias de la leche cruda de cabra a 20°C. Se detectan
efectos altamente significativos (P<0.001) de la activacion del sistema
lactoperoxidasa y del tiempo de incubacion sobre los niveles de este grupo
microbiano (Tabla 22).

Los psicrotrofos G- crecieron en la leche control hasta un valor maximo de
6.63 log ufc/m! a las 32 h. Segun la regresion lineal (Oh-24h; r*=0.947) se
requerian 17.9 h para que el logaritmo de psicrotrofos G- aumentase 1 unidad. A
partir de las 32 h la poblacidbn de psicrotrofos G- disminuyd, al ser estos
microorganismos sensibles a niveles bajos del pH (4.42 a las 24 h). En la leche con

el sistema {actoperoxidasa activado los psicrotrofos G- también alcanzaron a las 32
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Tabla 21. Niveles’ de microorganismos totales (log ufc/mi) en leche cruda de cabra

control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Incubacion C A

8h 7.10 7.01
24 h 5.08 8.03
32 h 8.60 .62
2d 9.16 9.10

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
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Tabla 22. Niveles de significacién de los factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 20°C.

Factor Totales Psicrotrofos G-
Activacion 1P NS e e e
Tiempo shofek ok

NS, no significativo
Rk P <().001

Tabla 23. Niveles” de microorganismos psicrotrofos Gram negativos (ufc/ml) en
leche cruda de cabra control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a
20°C.

Incubacion C A

8h 5.50 5.7
24 h 6.15 537
32 h 6.63 5.40°
2d 5.92 5242

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P < 0.01) inferior al correspondiente en leche control.
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h su nivel maximo, pero éste fue de 5.40 log ufc/ml unicamente. Al igual que en la
leche control, a partir de las 32 h descendio el nivel de psicrotrofos G- debido a la

acidificacion del medio por las bacterias lacticas.

A temperatura ambiente el sistema lactoperoxidasa inhibid parcialmente el
crecimiento de los microorganismos psicrotrofos G-, pero no asi el de los totales.
Sin embargo, no sc ha podido detectar un efecto bactericida ni siquiera

bacteriostatico en los tiempos de incubacion estudiados.

Bjorck et al. (1979) obtuvieron mejores resultados como respuesta a la
activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de vaca: a 20°C se
mantuvieron los niveles de microorganismos totales en 3.0-4.0x10° ufc/ml durante
15 h. En cambio, en la leche control los totales eran 2 y 1 unidades logaritmicas
superiores a los niveles en la leche tratada a fas 18 y 24 h de la incubacion,
respectivamente. A temperaturas superiores la fase de latencia en la leche tratada se
prolongd durante 12 h a 25°C y 6 h a 30°C, siendo la poblacidn bacteriana en este
ultimo caso tan sélo el doble de la inicial a las 9 h. Zajac et al. (1983a), activando
el sistema lactoperoxidasa al inicio y a las 24 h de conservacion de leche cruda a
17°C, observaron un crecimiento considerable de los microorganismos totales y
psicrotrofos a las 24 h. A las 48 h, en la leche tratada los miveles sobrepasaron en
2 unidades logaritmicas los valores iniciales de 2.7x10° totales/ml y de 1.ix10°
psicrotrofos/ml, pero se mantuvieron 2 y 3 unidades logaritmicas, respectivamente,

por debajo de los correspondientes a la leche control.

Por otra parte, Kamau & Kroger (1984), 2 h después de activar el sistema
lactoperoxidasa en leche cruda a 20°C, observaron una reduccién de los
microorganismos totales desde 107 hasta valores por debajo de 10° ufc/ml. Pasadas
las 2 h comenzo el crecimiento y se alcanzéd el valor inicial al cabo de 10 h de
incubacion. A las 16 h el nivel de totales en la leche tratada era casi | log ufc/ml
menor que en la Jeche control. A 30°C, el sistema lactoperoxidasa redujo igualmente
el numero de microorganismos en aproximadamente 2 unidades logaritmicas,
alcanzandose el valor inicial a las 8 h, mientras que a las 16 h se igualaron los
niveles de totales en la leche control y tratada. Segin estos autores, la calidad
microbioldgica de la leche de vaca se conserva mediante activacion del sistema
lactoperoxidasa >>16 h a 14°C, 12-14 ha 20°C y 8-10 h a 30°C.
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Otros investigadores han estudiado el efecto de! sistema lactoperoxidasa en
fa conservacion a temperaturas mas elevadas de la calidad microbiologica de la leche
de especies distintas de la vaca. Harnulv & Kandasamy (1982) encontraron un
comportamicnto similar en leche de vaca y de bufala frente a una activacion del
sistema lactoperoxidasa con concentraciones normales de tioclanato y perdxido de
hidrogeno y observaron una extension de la fase de latencia de unas 6 horas a
temperaturas por encima de los 30°C. Por el contrario, Gupta et al. (1986)
determinaron que la minima dosis de tiocianato:peroxido de hidrégeno para
conservar la calidad microbioldgica de la leche cruda a 30°C durante 8 h era de
10:10 ppm en leche de vaca y de 25:10 ppm en leche de bufala. Chakraborty et al.
(1986) consiguieron una reduccion de totales de | unidad logaritmica a las 11 h de
incubacion, en leche cruda de bifala a 37°C, con una poblacién inicial de 5 log
totales/ml anadiendo 75 ppm de NaSCN y 50 ppm de H,0, a fas 3 h y una segunda
dosis de H,0, de 35 ppm a las 10 h. Sin embargo, la dosis mas utilizada de 15:10
ppm sélo incrementé la vida media de la leche en 3 h. Thakar & Dave (1986), en
leche de bufala con niveles superiores a 6.5 log ufc/ml, no encontraron reduccién
alguna de los microorganismos totales a 23, 30 y 37°C con 10 ppm de NaSCN y 10
ppm de H,0,, tan sélo un menor crecimiento que en la leche control. En cambio,
las concentraciones de 20:20 y 30:30 redujeron la poblacion transcurridas 8, 6 y 4
h a 23, 30 y 37°C respectivamente, comenzando luego el crecimiento con una
velocidad semejante a la de la leche control. Los niveles de totales alcanzaron el

valor inicial después de 12, 8 y 6 h a las temperaturas citadas.
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3.4. ACTIVACION DEL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE
CRUDA DE CABRA INOCULADA CON ALGUNOS
MICROORGANISMOS CAUSANTES DE ALTERACIONES
(PSEUDOMONAS FLUORESCENS) EINDICADORES (ESCHERICHIA
COLD

3.4.1. Efecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de
cabra sobre los niveles de Ps. fluorescens durante Ia conservacion de la

leche a temperaturas de refrigeracién y a temperatura ambiente
3.4.1.1. Comportamiento de Ps. fluorescens a temperaturas de refrigeracion

La leche empleada en estos experimentos tenia un nivel medio de totales de
2.0x10* ufc/m! y un nivel de psicrotrofos G- inferior a 1¢° ufc/ml.

La actividad lactoperoxidasa y el contenido de tiocianato de la leche, antes
de activar el sistema lactoperoxidasa, fueron de 2.54 U/ml y 5.16 ppm,
respectivamente. Como se indicd en Material y Métodos, la leche fue inoculada con
una mezcla de tres cepas de Ps. fluorescens previamente aisladas de leche de cabra,
a un nivel de aproximadamente 10° ufc/ml. Los niveles de Ps. fluorescens durante
la incubaciéon que se indican seguidamenie han sido corregidos para un nivel de
inoculo de 4 log ufc/ml.

En la Tabla 24 se muestra la evolucion de la poblacion de Ps. fluorescens a
lo largo de 7 dias a 4°C. En la leche control a 4°C se observé un crecimiento
continuado y sin fase de latencia, con un incremento superior a las 4 unidades
logaritmicas a partir de los 6 d. Segiin la regresion lineal (Oh-2d; #=0.959) a 4°C
se requerian 28.1 h para que el nivel de Ps. fluorescens aumentase 1 unidad
logaritmica. Al activar el sistema lactoperoxidasa, la poblacion de Ps. fluorescens
se redujo en mas de 1.5 log ufc/mi el primer dia y alcanzo el valor minimo de 2.23
log ufc/ml a los 2 d. Se mantuvo estable hasta los 5 d, momento en que inicid el
crecimiento para sobrepasar a los 6 d el valor inicial. La mayor diferencia entre los
niveles de Ja leche control y tratada fue de 5.18 unidades logaritmicas, a los 5 d.
Segun la regresion lineal (3d-7d; r°=0.935), a 4°C en la leche tratada se requerian

161.8 h para que ¢l nimero de Ps. fluorescens aumentase 1 unidad logaritmica.

En la Tabla 25 se indican los niveles de Ps. fluorescens durante la
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Tabla 24. Niveles™ de Ps. fluorescens y totales (log ufc/mi) en leche cruda de cabra

control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C.

Ps. fluorescens Totales

Incubacién C A C A
1d 4.55 2.31* 475 2.93*
2d 5.71 2.23 591 2774
3d 6.63 2.58° 6.95 3.11°
44 7.14 2.56 7.37 3.78
5d 7.71 2.53° 7.96 3.67°
6d 8.13 4.43* 8.24 4.51°
7d 8.15 5.14* 830 5.26"

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondiente en leche control.
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Tabla 25. Niveles' de Ps. fluorescens y totales (log ufc/ml} en leche cruda de cabra

control (C) y con el sisterna lactoperoxidasa activado (A) a 8°C.

Ps. fluorescens Totales

Incubacion C A C A
1d 495 2.15 5.00 2,700
2d 6.53 2.35° 6.60 2.86"
3d 7.63 2.83° 7.87 3.23*
4d 7.99 4.26° 8.11 4.45°
5d 8.15 5.85° 8.29 5.92°
6d 8.49 6.81° 8.69 7.03*
7d 8.58 7.15° 8.67 7.40¢

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondiente en leche control.
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conservacion de la leche cruda de cabra a 8°C. El comportamiento de Ps.
fluorescens en la leche control a 8°C es semejanie al observado a 4°C, con un
incremento superior a tas 4 unidades logaritmicas al cabo de 5 dias de incubacion.
Segun las regresiones lineales, Ps. fluorescens aumentaba 1 unidad logaritmica a
&9C ¢n la leche control después de 19.0 h (0h-2d; *=0.980) y en la leche tratada
después de 111.0 h (1d-5d; r*=0.894). En la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado se obtuvo una reduccion de la poblacion de Ps. fluorescens de casi 2
unidades logaritmicas ¢l primer dia de incubacion, seguida de un ligero crecimiento
de la poblacion hasta los 3 d. A partir de este momento la velocidad de crecimiento
aumenta y a los 4 d ta poblacion de Ps. fluorescens sobrepasa el nivel inicial. La
diferencia maxima entre los niveles de Ps. fluorescens de la leche control y con el
sistema lactoperoxidasa activado se observo a los 3 d y era de 4.80 unidades
logaritmicas. Todavia a los 7 d los piveles de Ps. fluorescens en la leche con el
sistema lactoperoxidasa activado eran aproximadamente 1.5 unidades logaritmicas

menores que en la teche control.

Se han detectado, mediante analisis de varianza, efectos altamente
significativos (P <0.001) de la activacion del sistema Jactoperoxidasa, de la
temperatura y del tiempo de incubacion sobre los niveles de Ps. fluorescens (Tabla
26). El sistema lactoperoxidasa se mostro bactericida para Ps. fluorescens a 4°C y
a 8°C. Los niveles de Ps. fluorescens se mantuvieron por debajo del nivel inicial
durante 5 d a 4°C v 3 d a 8°C. Aunque las diferencias en los niveles de Ps.
fluorescens entre la leche control y la tratada fueron del mismo orden a ambas
temperaturas, las diferencias maximas se dieron 2 dias antes a 8°C que a 4°C.

Los niveles de microorganismos totales en leche a las 0 h eran de 4.30 log
ufc/ml. El comportamiento de los microorganismos totales a las temperaturas de
refrigeracion, tanto en la leche control como en la tratada, fue paralelo al de Ps.
fluorescens, ya que esta especie era la poblacion dominante. En ningin caso se
detecté una fase de latencia en el crecimiento de los microorganismos estudiados en
la leche control. Ei tiempo necesario para que los totales aumentasen 1 unidad
logaritmica a 4°C fue de 40.2 h en la leche control y de 192.8 h en la leche tratada,
mientras que a 8°C estos tiempos fueron de 27.6 h y de 122.7 h, respectivamente.

El pH resultd influido significativamente (P<0.01) por la activacion del
sistema lactoperoxidasa. En la leche tratada los valores de pH se mantuvieron entre
6.97y 6.76 a 4°C y entre 6.98 y 6.66 a 8°C durante los 7 dias de incubacién.
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Tabla 26. Niveles de significacion de los factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 4°C y 8°C.

Factor Ps. fluorescens Totales

Activacion LP otk xkx

Tiempo e o ke .

Temperatura ok ok
*E P <0.001
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3.4.1.2. Comportamiento de Ps. fluorescens a temperatura ambiente

La evolucion de los niveles de Ps. fluorescens en la leche cruda de cabra
conservada a 20°C sc muestra en la Tabla 27. Se detectaron efectos altamente
significativos (P < 0.001}) de la activacion del sistema lactoperoxidasa y del tiempo
de incubacion sobre Ps. fluorescens, tras la realizacion del andlisis de varianza
{Tabla 28).

El crecimiento de Ps. fluorescens en la leche control tuvo lugar desde el
principio de la incubacion, alcanzandose el valor mdximo a los 2 d (7.74 log
ufc/ml}. Entre los 2 d y los 3 d, sin embargo, se produjo un descenso en el numero
de Ps. fluorescens debido posiblemente a la acidificacion de la leche por las bacterias
lacticas, que a los 2 d habian alcanzado 9.25 log ufc/ml. En leche con el sistema
lactoperoxidasa activado los niveles de Ps. fluorescens descendieron casi 1 unidad
logaritmica en las primeras 8 h de incubacién. A partir de las 8 h comenzé el
crecimiento, hasta llegar a 10" ufe/ml a los 2 d. Segln la regresion lineal, en la
leche control (Oh-1d; r?==0.946) se requerian 9.1 h para un incremento de 1 unidad
logaritmica y en la leche tratada (8h-2d; r’=1.000) eran necesarias 27.4 h. La
diferencia maxima entre los niveles de Ps. fluorescens de la leche control y tratada
fue de 1.82 unidades logaritmicas a las 24 h. A los 3 d la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado contenia mas Ps. fluorescens que la leche control, a causa
de la mayor inhibicion de Ps. fluorescens por bacterias lacticas que tenia lugar en
la segunda.

En cuanto a los microorganismos totales, en la leche control alcanzaron 6.81
unidades logaritmicas a las 24 h y 9.25 a los 2 d (Tabla 27). Al activar el sistema
lactoperoxidasa se consiguié una reduccién del nimero de totales a las 8 h, pero se
inici6 seguidamente e} crecimiento hasta alcanzar 5.43 log ufc/ml a las 24 h. De
acuerdo con las correspondientes regresiones lineales, eran necesarias 15.9 h en la
leche control y 21.4 h en la leche tratada para que los totales aumentasen 1 unidad
logaritmica a 20°C. Los microorganismos totales tienen pues un comportamiento
similar al de Ps. fluorescens pero con un mayor crecimiento a partir de las 8 h, que
refleja el hecho de que las bacterias lacticas pasan a ser la poblacion dominante en

detrimento de las pseudomonas.

Se comprobd la existencia de diferencias significativas entre el pH de la leche

con ef sistema lactoperoxidasa activado y la leche control, Esta diferencia se hizo
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Tabla 27. Niveles' de Ps. fluorescens y totates (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) 4 20°C.

Ps. fluorescens Totales

Incubacion C A C A
8 h 427 315 4.40 3.3¢°
id 6.51 4.69° 6.81 5.43¢
2d 7.74 6.95 925 8.7
3d 5.87 6.85 8.98 9.30

“ Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente inferior (P <0.01) al correspondiente en leche control.

Tabla 28. Niveles de significacidon de los factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 20°C.

Factor Ps. fluorescens Totales
Activacion LP Rk ok
Tiempo %K RS
#HE P <0.001
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patente al cabo de 2 d de incubacion, con un valor de pH de 6.41 en leche con cl
sistema lactoperoxidasa activado y 4.86 en leche control. A los 3 d el pH fuc de

4.49 y 4 39 respectivamente.

El sistema lactoperoxidasa resultd bactericida para Ps. fluorescens en la leche
cruda de cabra a 20°C. Este efecto se detectd a las 8 h, aunque posiblemente tenga
su maxima expresion antes. Se deduce de nuestros resultados una relacion entre la
temperatura de incubacion y ¢l tiempo en el cual se obtiene el maximo efecto

bactericida, y entre a temperatura de incubacion y la duracion de tal efecto.

Bjorck et al. (1975) utilizaron un sistema enzimatico de produccion de
peroxido de hidrogeno para activar el sistema lactoperoxidasa frente a Ps.
fluorescens. El sistema lactoperoxidasa resultd bactericida frente a Ps. fluorescens
EF 1998 en leche cruda de vaca inoculada con este microorganismo ¢ incubada a
30°C. La poblacion inicial de pseudomonas paso de mas de 6 a menos de 3 unidades
logaritmicas a las 4 h de incubacion, manteniéndose estable hasta las 10 h para luego
crecer con una velocidad semejante a la de la leche control. A las 24 h de
incubacion todavia se encontraba muy por debajo del nivei inicial. Estos autores
encontraron que a 30°C el efecto bactericida frente a Ps. fluorescens del suero
tratado con tiocianato 0.26 mM, glucosa al 0.3% y fa enzima glucosa oxidasa
inmovilizada desaparecia a las 4 h, explicindose asi el que tras esc tiempo [as
bacterias comenzasen su multiplicacion. A 5°C, el efecto duraba hasta 24 h, aunque
Hogg & Jago (1970) encontraron que ¢l compuesto bactericida en un medio sintético
era estable durante varios dias a bajas temperaturas. Al ensayar el sistema
lactoperoxidasa sobre otros microorganismos Gram negativos aislados previamente
de leche ¢ inoculados en concentraciones de 2-4x10% ufc/ml en el suero, al cual se
afadio glucosa/glucosa oxidasa y el resto de los componentes necesarios, se registrd

la muerte del 91% del inéculo a las 4 h de incubacion a 30°C.

En estudios posteriores, Bjorck (1978) comparé el efecto bactericida a 30°C
y a 5°C del sistema lactoperoxidasa frente a una poblacion inicial de 10° ufc/mi de
Ps. fluorescens EF 1998 en un medio semi-sintético, al que afadié 5 pg/ml de
lactoperoxidasa y 0.25 mM de tiocianato y de perdxido de hidrégeno. A 30°C, el
maximo efecto bactericida se observo a las 4 h, comenzando luego el crecimiento
para sobrepasar el nivel inicial a las 25 h. A 5°C, la reduccién maxima del nivel
inicial se produjo mds tarde, pero antes de las 24 h, manteniéndose la poblacién por
debajo de 2 log ufc/mi hasta las 72 h.
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3.4.2. Efecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de
cabra sobre los niveles de E. coli durante la conservacion de la leche a

temperaturas de refrigeracion y a temperatura ambiente
3.4.2.1. Comportamiento de E. coli a temperaturas de refrigeracion

[.a actividad lactoperoxidasa y el contenido de tiocianato de la leche empleada
en las dos experiencias, antes de activar el sistema lactoperoxidasa, fue de 2.59
U/ml y 4.92 ppm, respectivamente. El nivel de microorganismos totales antes de

inocular Ia leche era de 4.26 Jog ufc/ml y el de E. cofi de 2.87 log ufc/ml.

El comportamiento de E. cofi durante la incubacion de la leche cruda de
cabra control y con el sistema lactoperoxidasa activado, a 4°C y a 8°C, se muesira
en las Tablas 29 y 30, respectivamente. Los datos han sido corregidos para un
inéculo de E. coli de 4 log ufc/ml. Mediante analisis de varianza se han detectado
efectos altamente significativos (P<0.001) de la activacion del sistema
lactoperoxidasa, de la temperatura y del tiempo de incubacion sobre los niveles tanto

de E. coli como de los microorganismos totales (Tabla 31).

A 4°C (Tabla 29), no se detectd crecimiento de E. coli mi en la leche control
ni en la leche con el sistema lactoperoxidasa activado. En la leche control se produjo
un incremento de 0.32 unidades logaritmicas entre las 0 y las 24 h. En la leche con
el sistema lactoperoxidasa activado también se produjo un ligero crecimiento de E.
coli el primer dia, estabilizandose luego los niveles durante el resto de la incubacion.
Las diferencias entre la leche control y la tratada que se detectan alos 5, 6y 7 d de

incubacion, aunqgue significativas, no tienen importancia prictica.

A 8°C (Tabla 30) se produjo el crecimiento de E. coli en la leche control
desde el principlo de Ja incubaciéon, con un incremento de casi 4 unidades
logaritmicas durante los 7 d de incubacién. En la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado también tuvo lugar el crecimiento de E. coli desde el inicio
de la incubacion, aunque éste fue menor que en el caso de la leche control. Segin
las respectivas regresiones lineales, para un incremento de 1 unidad logaritmica en
el nimero de E. coli se requerian 42.5 h en la leche control (Oh-2d; r*=0.996) y
54.8 h en la leche tratada (Oh-4d; r* =0.896). Desde €l primer dia hasta el quinto dia
de conservacion se detectaron diferencias significativas en los niveles de E. coli

entre la leche control y Ia leche con el sistema lactoperoxidasa activado, que
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Tabla 29. Niveles” de E. coli y totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra control

(C) y con el sistema lactoperoxidasa activado {A) a 4°C.

E. coli Totales

Incubacion C A C A
1 d 432 427 463 4.73
2d 4.19 4228 4.74 468
3d 4.27 4.26 4.68 4.66
4d 4.34 424 4.80 4.61"
5d 433 4200 5.24 470
6 d 426 4.11° 599 4.75°
7d 429 4.13° 6.98 4.99*

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a la leche control.
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Tabla 30. Niveles” de £. coli y totales (log ufc/mi) en leche cruda de cabra controi

(C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 8°C.

E. coli Totales
Incubaciodn C A C A
1 d 4.63 4.26" 504 474°
2d 5.13 43§ 5.50 4910
3d 5.96 4.98¢ 6.50 5.4
4d 6.74 5.83° 7.50 6.27°
5d 7.31 6.66 8.25 7.29°
6 d 7.81 7.81 8.70 8.32¢
7d 790 8.01 8.64 8.63

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P < 0.01) inferior al correspondiente a la leche control.
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Tabla 31. Niveles de significacion de los factores principales sobre los grupos
microbianos estudiados a 4 y 8°C.

Factor E. coli Totales

Activacion LP # ok ok Hokk

Tiempo ok gk

‘Temperatura sk ook
k. P (,001
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alcanzaron un maximo de 0.98 unidades logaritmicas a los 3 d. Al final de la
incubacion, los niveles alcanzados por £, c¢olfi en [a leche con el sistema

lactoperoxidasa activado no diferian de los de la leche control.

Los microorganismos totales si se multiplicaron a 4°C en la leche control,
fundamentalmente a partir de los 4 dias de incubacion. Segun la regresion lineal se
requerian 129.0 h para un incremento de 1 unidad logaritmica en ¢l nimero de
totales. A los 7 d, se obtuvieron niveles 2 unidades logaritmicas inferiores en la
leche con el sistema lactoperoxidasa activado (Tabla 29). Esta disminucion de los
niveles de totales por el sistema lactoperoxidasa a 4°C debe responder a la accion
de éste sobre los microorganismos psicrotrofos. El comportamiento de los
microorganismos totales a 8°C en la leche control (Tabla 30) sigue Ia misma pauta
que en el caso de £. coli, pero con un mayor crecimiento de los primeros. Cuando
se activo el sistema lactoperoxidasa el crecimiento de 1os microorganismos totales
fue menor. Segun las correspondientes regrestones lineales, se requerian 38.2 b para
que los totales aumentasen 1 unidad logaritmica en la leche control, y 58.8 hen la
leche tratada. La diferencia en totales entre leche control y leche tratada fue maxima
alos 3 d con 1.1 log utc/ml.

El pH de la leche a las 0 h fue de 6.57. Se comprobd la influencia
significativa (P <0.001) de la temperatura y del tiempo de incubacion sobre los
valores de pH, mieniras que la activacion del sistema lactoperoxidasa no resultd
significativa. A los 7 d de incubacion a 4°C, el pH de la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado fue de 6.75, mientras que en leche control ¢l pH fue de
6.76. Tras 7 d a 8°C dichos valores fueron de 6.28 y 6.23, respectivamente.

El sistema lactoperoxidasa inhibi6 el crecimiento de E. coli a temperaturas
de refrigeracion sin apreciarse un efecto bactericida ni producirse una fase de
latencia. Su efecto a 4°C fue minimo al no registrarse el crecimiento de E. coli,

mientras que a 8°C el sistema lactoperoxidasa redujo sensiblemente la velocidad de

crecimiento de E. coli.
3.4.2.2. Comportamiento de E. coli a temperatura ambiente

La evolucion de los niveles de E. coli y de los microorganismos totales
durante la conservacién de Ia leche cruda de cabra a 20°C, activando o no el sistema

lactoperoxidasa, se muestra en la Tabla 32. Se han detectado efectos altamente
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(P < 0.001) significativos de fa activacién del sistema lactoperoxidasa y del tiempo

de incubacion sobre los niveles de ambos grupos microbianos (Tabla 33).

In la leche control E. coli tuvo un crecimiento rapido, siendo unicamente
necesarias 5.7 h para un incremento de | vnidad logaritmica (Ob-1d; r=0.997). Al
activar el sistema lacioperoxidasa el crecimiento que se produjo cs sensiblemente
menor durante el primer dia, siendo necesarias 7.9 h para un incremento de 1 unidad
logaritmica (Oh-1d; r*=0.959). Las mayores diferencias se registraron a las 24 h
(1.22 log ufc/mi). Sin embargo, no se detectd efecto bactericida alguno y a las 8 h
ya se habia producido un aumento significativo sobre la poblacion inicial de E. coli

en la leche con el sistema lactoperoxidasa activado (Tabla 32).

Cuando se considera el comportamiento de los totales se observa que éste es
paralelo al de E. coli durante el primer dia de incubacion. Para un incremento de 1
unidad logaritmica en los totales eran necesarias 6.2 h en la leche comrol y 7.8 h
en la leche tratada. A partir de este momento 10s microorganismos totales crecieron
mds rapidamente que £. coli, presumiblemente debido a la multiplicacion de las
bacterias lacticas, no pudiéndose detectar ya diferencias significativas entre la leche

control y la tratada.

El pH a las 24 horas fue de 6.57 en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado y de 6.35 en la leche control. A los 2 dias los valores fueron de 5.85 y
5.79, respectivamente, y a los 3 dias de 4.72 en la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado y de 4.73 en la leche control.

El sistema lactoperoxidasa disminuyo la velocidad de crecimiento de E. coli
a la temperatura de 20°C. No se observd un efecto bactericida o bacteriostatico en

los tiempos de incubacidén empleados.

Bjorck et al. (1975) encontraron un efecto bactericida del sistema
lactoperoxidasa en suero tratado con el sistema enziméatico glucosa/glucosa oxidasa
y con tiocianato contra E. coli 9703 a 30°C. Sobre una poblacion inicial de 6.5 log
ufc/mi se consiguio una reduccion de 4 unidades logaritmicas a las 4 h, tras las
cuales se inicid el crecimiento que no llegd a alcanzar la cifra inicial a las 10 h de
incubacion. Bjorck & Claesson (1980) estudiaron las caracteristicas de la accidn

bactericida del sistema lactoperoxidasa en un medio semisintético que contenia
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Tabla 32. Niveles' de E. coli y totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra control

(C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

E. coli Totales
Incubacion C A C A
8h 5.18 4.471° 5.51 4.72%
1d 8.14 6.92° 8.35 7.46°
2d 8.59 8.48* 9.08 8.98
3d 8.83 8.63° 9.69 9.62

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a la leche control.

Tabla 33. Niveles de significacion de Jos factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 20°C.

Factor E. coli Totales

Activacion LP ook S

Tiempo * %ok Fekok
*Hk P<(.00]
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5 pg/ml de lactoperoxidasa y 0.25 mM de tiocianato contra F. coli 9703 a 37°C.
Cuando sc anadia peroxido de hidrogeno por encima de (.10 mM el efecto del
sistema lactoperoxidasa era bactericida y se detectaba a las 2 h, mientras que a
concentraciones menores su efecto era bacteriostatico. El hecho de que el efecto
bactericida tuviera la corta duracién de 1 h, mientras que en ese ttempo todavia se
conservase el 60% de la concentracién del i6n hipotiocianito, o gque dicho ion
preparado no enzimaticamente sélo tuviera un efecto bacteriostatico a las mismas
concentraciones a las cuales era bactericida a través del sistema lactoperoxidasa,
muestra que son otros iones de mayor nivel de oxidacion producidos por este sistema
los responsables del efecto bactericida. Marshall & Reiter (1980) ensayaron varias
concentraciones del i6n hipotiocianito preparado mediante la activacion del sistema
lactoperoxidasa y encontraron que hasta la concentracion de 5 uM era bactericida
para E. coli 9703 en un medio sintético, reduciendo la poblacion 10 veces en 2 b a
37°C. La concentracion de 20 uM redujo 1a poblacion de 6 a 3 log ufe/ml a las 4

h de incubacion.

Otros investigadores han encontrado una accién bactericida del sistema
lactoperoxidasa frente a E. coli en leche UHT a 10°C. En este medio, al que se le
afiade lactoperoxidasa, tiocianato y el sistema glucosa/glucosa oxidasa, se redujo la
poblacién inicial de E. coli de 10" a 10° ufc/m! inmediatamente después del
tratamiento, y durante los 6 d de almacenamiento no se detectaron células viabies
de E. coli (Earnshaw & Banks, 1989).

Zajac et al. (1983a), tras activar el sistema lactoperoxidasa en leche cruda al
inicio de la incubacion y a las 24 h (10 y 17°C), a las 48 h (4 y 10°C) y a las 96
h (4°C), observaron el mantenimiento a 4°C de los coliformes en 1¢° ufc/ml durante
104 h, la reduccion a 10°C de 10* a 10° coliformes/ml a las 72 h (aunque la
variacion inicial de la poblacion de 6.4x10°-1.9x10* ufc/ml era alta) y un crecimiento
a 17°C de los coliformes que pasaron en 48 h de 10* a 10° ufc/ml, aunque menor
gue en la leche control que tenia ya 10° ufc/ml. En otro trabajo, Zajac et al.
(1983b), en condiciones de activacion del sistema lactoperoxidasa similares,
encontraron una reduccidén de aproximadamente 1 unidad logaritmica de dos
poblaciones de coliformes a 4°C después de las 48 h. En el caso de la poblacion que

crecia mas se produjo una segunda reduccion a las 96 h.

Por su parte, Farrag et al. (1992) activaron el sistema lactoperoxidasa frente
a E. coli 0157:H7 en leche cruda y en un medio semisintético a 4 y 30°C. A 4°C
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y en leche cruda, ya fuese partiendo de una poblacion iniciat alta (8 log ufc/mi)
como baja (4 log ufc/ml), se produjo una reduccion de los niveles de E. coli al
activar el sistema lactoperoxidasa, rmentras que los controles no crecieron. En el
caso de la poblacion inicial de 4 log ufc/ml, la reduccidon comenzo a las 2 h vy a las
120 h X coli habia desaparecido por completo. A 30°C y en leche cruda, partiendo
de 4 log ulfc/ml, se obtuvo una reduccion de la poblacidn de aproximadamente 1
unidad logaritmica a las 12 h, momento en el que se registré la maxima diferencia
entre la leche control y la tratada (4.4 log utc/ml). Incluso cuando se partid de 8 log
ufc/ml de E. coli. a las 6 h se habia producido un ligero descenso en la pablacion
y una diferencia de 1.8 unidades logaritmicas con la leche control. lLas células
supervivientes crecian a partir de las 6 h o de las 12 h hasta alcanzar a las 24 h de
incubaciéon los niveles de la leche control, superiores a 107 células/mi. El
comportamiento de £. coli en el medio semisintético fue similar al que presentd en

la leche cruda a ambas temperaturas.

Sin embargo, otros autores han encontrado dnicamente un efecto
bacteriostatico del sistema lactoperoxidasa sobre E. coli durante 24 h. Asi, Earnshaw
et al. (1990) estudiando el comportamiento de £. coli en una formula infantil de
leche, a la cual se anadia lactoperoxidasa, tiocianato y glucosa/glucosa oxidasa,
comprobaron que durante la conservacion de la leche a 15°C durante 6 d E. coli
crecia en el control desde 10* hasta algo mis de 10° ufc/ml en 2 d, mientras que con
el sistema lactoperoxidasa activado se mantenia 24 h al nivel inicial, tras lo cual se
multiplicaba con la misma velocidad que en la leche control llegando a 10® ufc/ml
alos3d.
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3.5. ACTIVACION DEIL SISTEMA LACTOPEROXIDASA EN LECHE
CRUDA DE CABRA INOCULADA CON ALGUNOS
MICROORGANISMOS PATOGENOS (LISTERIA MONOCYTOGENES
Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS)

3.5.1. Efecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de
cabra sobre los niveles de L. monocyfogenes durante la conservacion de
la feche a temperaturas de refrigeracion y a temperatura ambiente

3.5.1.1. Comportamiento de L. monocytogenes a temperaturas de refrigeracion

Los niveles de las tres cepas de L. monocytogenes ensayadas en leche cruda
de cabra control y con el sistema lactoperoxidasa activado, mantenida durante 10 d
a 4°C y 8°C se rvecogen en las Tablas 34 y 35, respectivamente. Ef analisis de
varianza realizado detectd los efectos significativos (P <0.001) de la activacion dei
sistema lactoperoxidasa, de la cepa de L. monocytogenes, de la temperatura y del
tiempo de incubacion sobre los niveles de .. monocytogenes (Tabla 36). Ei sistemna
lactoperoxidasa inhibid el crecimiento de L. monocytogenes a 4°C y 8°C.

En la leche control a 4°C, las tres cepas de L. monocytogenes crecieron
durante el periodo de incubacién, hasta ver incrementados sus niveles a los 10 d en
1.00, 0.93 y 2.03 unidades logaritmicas para las cepas Scott A, 5069 y NCTC
11994, respectivamente. El crecimiento no arrancé hasta pasados los 3-5 d,
detectandose incluso un ligero descenso en los niveles bacterianos hasta ese
momento. Segiin ias correspondientes regresiones lineales, para que se incrementase
en 1 unidad logaritmica el nivel de L. monocyfogenes la cepa Scott A necesitaba 9.3
d (3d-10d; r*=0.873), la cepa 5069 necesitaba 10.5 d (3d-10d; r*=0.981) y la cepa
NCTC 11994 6.4 d (1d-7d; r*=0.858).

Cuando se activo el sistema lactoperoxidasa en leche a 4°C, los niveles de
L. monocytogenes resultaron ser significativamente inferiores (P<0.01) a sus
correspondientes valores en leche control, a partir de los 4, 5 y 3 d para las cepas
Scott A, 5069 y NCTC 11994, respectivamente. Después de 10 d, los niveles de .
monocytogenes en la leche tratada fueron inferiores en 1.58, 1.53 y 1.10 unidades
logaritmicas a los correspondientes en la leche control para las tres cepas arriba
mencionadas. 1.os niveles de las cepas Scott A y 5069 disminuyeron hasta el final
de la incubacion, mientras que los de la cepa NCTC 11994 o hicieron tan sélo hasta
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Tabla 34. Niveles” de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C.

Scott A 5069 NCTC 11994
Incubacion cC A C A C A
1d 392 3.85 393 3.83 3.82 3.86
2d 3.87 3.85 3.81 3.83 3.87 3.87
3d 3.83 3.82 3,70 3.76 3.95 3.6%
4 d 4.04 3.83° 3.79 3.78 4,08 3.74°
5d 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°
7d 4.77 3.51° 4.46 3.51* 549 4.02°
8d 4.90 3.60° 4.57 3.53° 5.72 4.50°
9d 490 3.44* 4.69 3.34° 5.37 4.90*
10d 5.00 3.42° 4.93 3.40° 6.03 4,93

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a la leche control.
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Tabla 35. Niveles' de L. monocytogenes (log ufc/mi) en leche cruda de cabra

control (C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a §°C.

Scott A 5069 NCTC 11994
Incubacion C A C A C A
1d 3.88 3.86 4.02 3.81° 3.86 3.81
2d 3.89 3.91 4.05 3.81° 4.15 3.80°
3d 4.20 3.84* 4.09 367" 4.69 3.73°
4 d 4.78 3.82° 4.36 3.58 520 3.72°
5d 5.17 3.85° 4.99 3.55 561 4.12°
6 d 5.26 3.82° 543 3.81* 5.94 4.52°
7d 5.60 3.66 5.87 4.00" 6.31 5.63°
8d 5.99 3.69° 6.01 4.25° 6.44 6.29°
9d 5.81 3.66° 5.68 4.57 6.47 6.09°
10d 5.68 3.82¢ 5.69 4.85° 6.62 6.21"

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.01) inferior al valor correspondiente a la leche

control.
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Tabla 36. Niveles de significacion de los factores principales sobre L.

monocytogenes, microorganismos totales, lactoperoxidasa y tiocianato a 4°C y 8°C.

Factor L. monocytogenes Totales Lactoperoxidasa  Tiocianato

Activacion LP ek eokeok B s sk

Cepa seoksk G NS Hokk

Tiempo gk oAk ks ek

Temperatura ek ook ok NS
*HE P <0.001

NS, no significativo
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los 3 d, tras lo cual se estabilizaron hasta los 6 d y crecieron seguidamente. Segtn
fa regresion lineat (5d-10d; r'=0.950) la cepa NCTC 11994 necesitaba 9.9 d en la

leche tratada para que aumentase su nivel en 1 unidad logaritmica.

A 8°C en leche control, los niveles de las cepas Scott A, 5069 y NCTC
11994 se incrementaron 1.68, 1.69 y 2.62 unidades logaritmicas durante los 10 d de
incubacion. Se detectd un ligero descenso para las cepas Scott A y NCTC 11994 el
primer dia de incubacion, Segun las regresiones lineales, el tiempo necesario para
un incremento de 1 unidad logaritmica era de 4.6 d para la cepa Scott A (2d-5d;
r’=0,988), 5.1 d para la cepa 5069 (3d-6d; *'=0.980) y 3.7 d para fa cepa NCTC
11994 (1d-4d; r*=0.980).

Al activar el sistema lactoperoxidasa en la leche cruda a 8°C, los niveles de
L. monocytogenes resultaron ser significativamente mas bajos (P <0.01) que los
correspondientes en la leche control, excepto en los dos primeros dias para la cepa
Scott A y en el primer dia para la cepa NCTC 11994, Después de 10 d de
incubacién, los niveles se mantuvieron en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado por debajo de los de la leche control en 1.86, 0.84 y 0.41 umdades
logaritmicas para las cepas Scott A, 5069 y NCTC 11994 respectivamente. El nivel
de L. monocytogenes Scott A descendio hasta el dia 7, y no se registrd un
crecimiento apreciable durante el resto de la incubacién. Por el contrario, fa cepa
5069 inicio el crecimiento el dia 5 y la cepa NCTC 11994 el dia 4. Segun las
regresiones lineales, en la leche tratada se necesitaban 10.7 d para que la cepa 5069
aumentase | unidad logaritmica (5d-10d; r*=0.994) y 6.3 d para que lo hiciese la
cepa NCTC 11994 (4d-7d; r*=0.926).

Las ecuaciones de regresion de la reduccidn de los niveles de L.
monocytogenes frente a los dias de incubacion en leche con el sistema
lactoperoxidasa activado fueron significativas con P<0.001 para todas las cepas a
4°C y para la cepa 5069 a 8°C, mientras que solo lo fue con P <0.01 para las cepas
Scott Ay NCTC 11994 a 8°C. Se detectd una reduccion estadisticamente
significativa en los niveles de L. monocytogenes al activar el sistema factoperoxidasa
en la leche cruda de cabra a 4°C y 8°C. Esta reduccién, de 0.41-1.86 unidades
logaritmicas, permite apuntar a una accion bactericida. Desde un punto de vista
practico, la actividad del sistema lactoperoxidasa mostré un efecto ligeramente
bactericida, incrementando la tase de latencia o reduciendo la velocidad de

crecimiento.
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Al comparar el etecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa a 4°C y
a 8°C se detectd una mayor diferencia en los niveles de L. monocytogenes tras 10
d de incubacion entre la leche control y tratada a la temperatura mas baja: 1.53
unidades logaritmicas a 4°C frente a 0.84 a 8°C para la cepa 5069 y 1.10 a 4°C
frente 2 0.41 a 8°C para la cepa NCTC 11994. En el caso de la cepa Scott A, esta
diferencia fue ligeramente superior a 8°C (1.86 log ufc/ml) que a 4°C (1.58 log
ufc/ml). El efecto inhibitorio de la activacion del sistema lactoperoxidasa sobre el
crecimiento de L. monocytogenes tuvo mayor duracion a 4°C, extendiéndose a lo
largo de toda la incubacion para las cepas Scott A y 5069 y durante 3 d para Ia cepa
NCTC 11994, mientras que a 8°C se mantuvo 7 d para la cepa Scott A, 3 d para
la cepa 5069 y 1 d para la cepa NCTC 11994,

Las distintas cepas estudiadas no respondieron de la misma manera al sistema
lactoperoxidasa. La cepa NCTC 11994 resultd menos inhibida en su crecimiento que
las cepas Scott A v 5069, tanto a 4°C como a 8°C.

3.5.1.2. Comportamiento de L. monocytogenes a temperatura ambiente

El comportamiento de las tres cepas de L. monocytogenes en leche de cabra
control y en leche con el sistema lactoperoxidasa activado, durante 3 d de incubacién
a 20°C, se muestra en la Tabla 37. Se detectaron efectos significativos (P <0.001)
de la activacidn del sistema lactoperoxidasa, de las cepas de L. monocytogenes y de
los dias de incubacion sobre los niveles de L. monocytogenes (Tabla 38).

Todas las cepas crecieron en la leche control, siendo mas rapido el
crecimiento de la cepa NCTC 11994 que el de las cepas Scott A y 5069, al igual que
a 4°C y 8°C. En estas dos altimas cepas, el crecimiento no comenzd hasta pasadas
las 8 h de incubacion. Segin las regresiones lineales, para un incremento de |
unidad logaritmica se requerian 17.9 h para la cepa Scott A (Oh-1d; r*=0.882), 38.9
h para la cepa 5069 (8h-2d; r*=0.990) y 10.2 h para la cepa NCTC 11994 (Oh-1d:
r*=1.000).

Al activar el sistema lactoperoxidasa se observé una extension de la fase de
latencia y una menor velocidad de crecimiento, de manera que al cabo de 1 d la
leche con el sistema lactoperoxidasa activado tenia niveles 1.18, 0.55 y 0.92
unidades logaritmicas inferiores que la leche control para las cepas Scott A, 5069

y NCTC 11994, respectivamente. No se pudo detectar una actividad bactericida del
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Tabla 37. Niveles' de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control (C) v con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Scott A 5069 NCTC 11994
Incubacion C A C A C A
8 h 3.97 3.8(¢ 3.93 3.73° 4.80 4.08°
[d 5.54 4.36 4,58 4.03° 6.34 5.42°
2d 5.62 5.03° 527 425 6.88 6.49°
3d 6.18 4.85° 571 4.97° 6.78 7.15

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P<0.01) inferior al valor correspondiente a la leche

control.

Tabla 38. Niveles de significacion de los factores principales sobre L.

monocytogenes, microorganismos totales, lactoperoxidasa y tiocianato a 20°C.

Factor L. monocytogenes Totales Lactoperoxidasa  Tiocianato
Activacion LP etk ok NS ok ok
Cep a ek g Heokoofe *kok Ak
Tiempo Aok ok *ok Heoke ok * ook

*¥*Ex P <0.001
¥ P<0.01

NS, no significativo
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sistema lactoperoxidasa sobre L. monocytogenes a 20°C, ya gque unicamente en dos
de las tres cepas tuvo lugar un ligero descenso durante las primeras 8 h, pero si una
accion bacteriostatica. La cepa NCTC 11994 fue la menos sensible a la accion
bacteriostatica del sistema lactoperoxidasa. Segin las regresiones lineales, en la leche
tratada eran necesarias para un aumendo de | unidad logaritmica 46.4 h para la cepa
Scott A (8h-2d; r*=0.996), 79.1 h para la cepa 5069 (8h-3d; r'=0.946) y 18.6 h
para la cepa NCTC 11994 (Oh-1d; r*=0.922).

El desarrollo de L. monocvtogenes en leche cruda de cabra fue superior al
observado en leche de vaca por Gaya et al. (1991). Estos autores registraron
incrementos en leche de vaca sin activar el sistema lactoperoxidasa de 0.12 y 0.01
unidades logaritimicas para las cepas Scott A y 50069, tras 7 d a 4°C, mientras gue
la cepa NCTC 11994 experimento un descenso de (.33 unidades logaritrﬁicas.
Dichos incrementos a 8°C fueron de 0.29, 0.35 y 1.01 unidades logaritmicas para

las tres cepas estudiadas.

La actividad inhibitoria del sistema lactoperoxidasa frente a L. monocytogenes
ha resultado ser inferior en la leche cruda de cabra que en la de vaca (Gaya et al.,
1991). Estos autores obtuvieron valores D de 6.8, 6.0y 4.1 da4°Cy de 5.0, 4.4
v 4.5d a8°C, para las cepas Scott A, 5069 y NCTC 11994, respectivamente. A los
7 d de incubacion, los niveles de L. monocytogenes en leche con el sistema
lactoperoxidasa activado fueron 1.07, 0.70 y 0.87 unidades logaritmicas inferiores
a los de leche control para las cepas Scott A, 5069 y NCTC 11994 a 4°C, mientras
que a 8°C las diferencias fueron de 1.54, 0.61 y 2.68 para las tres cepas ensayadas.
Al activar el sistema lactoperoxidasa en la leche cruda de vaca a 20°C, el efecto
bactericida redujo los niveles de L. monocytogenes en 0.36 y 0.89 unidades

logaritmicas después de 1 d y 3 d de incubacidn, respectivamente.

Segun El-Shenawy et al. (1990) la eficacia del sistema lactoperoxidasa
dependia dei medio de cultivo y de la temperatura de incubacién, con una menor
actividad en leche cruda que en un medio semisintético. Estos autores encontraron
reducciones en los niveles de L. monocytogenes en leche cruda de aproximadamente

1 unidad logaritmica tras 4 h a 35°C y un menor efecto bactericida a 4°C,

La actividad lactoperoxidasa natural de la leche puede controlar el
crecimiento de L. monocyrogenes en la leche cruda, con un efecto bactericida a 35°C
de corta duracion, de 0 a 2 h (Kamau et al., 1990a). Siragusa & Johnson (1989)
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congiguieron inhibir la cepa Scott A afadiendo a la leche estéril todos los
componentes del sistema lactoperoxidasa. Se prolongd la fase de latencia y, después
de 68 h a 20°C. los niveles de L. monocvtogenes en la leche tratada fueron 3

unidades logaritmicas mas bajos que {os de la leche control.

La utilizacion del sistema enzimatico glucosa/glucosa oxidasa para activar el
sistema lactoperoxidasa llevo a una reduccion de los niveles de la cepa NCTC 11994
de L. monocytogenes en leche estérii de 10* a 10? ufe/ml, después de 6 d de
incubacion a 10°C (Earnshaw & Banks, 1989). Igualmente, en leche estéril con un
aporte continuo de perdxido de hidrogeno, mediante el sistema glucosa/glucosa
oxidasa, se han detectado valores D de 5d a 15°C y de 8 d 4 4°C para la inhibicion
de L. monocyvtogenes {(Denis & Ramet, 1989). Segin Kamau et al. (1990a), el
sistema glucosa/glucosa oxidasa fue mas efectivo a la hora de activar el sistema
lactoperoxidasa, reforzando su accion bactericida, que una tinica dosis de perdxido
de hidrogeno.

Finalmente, varios autores han demostrado el efecto bacteriostatico del
sistema lactoperoxidasa sobre L. monocytogenes y su dependencia de los medios de
cultivo y temperaturas de incubacion. Se ha detectado una relacion inversa entre la
duracion de [a fase de latencia y la temperatura (Siragusa & Johnson, 1989), asi
como entre la duracidon de la fase de latencia y el nivel inicial del inbculo del
patoégeno (Denis & Ramet, 1989).

3.5.1.3. Niveles de microorganismos totales, lactoperoxidasa y tiocianato

Los niveles de microorganismos totales en la leche a las 0 h fueron de 3.54
unidades logaritmicas, como valor medio. En la Tabla 39 se muestra la evolucion,
a lo largo de la incubacién a temperaturas de refrigeracion, de los niveles de totales
en la leche cruda de cabra control y tras activar el sistema lactoperoxidasa. Se han
detectado, mediante andlisis de varianza, efectos significativos (P <0.001) de la
activacion del sistema lacioperoxidasa, de la temperatura y del tiempo de incubacién
sobre los niveles de totales a 4°C y 8°C.

A partir de los dias 5 y 3 de incubacion para 4°C y 8°C, respectivamente,
el nimero de totales en la feche con el sistema lactoperoxidasa activado se mantuvo
aproximadamente una unidad logaritmica por debajo del correspondiente a la

leche control. Ll crecimiento enla leche control se inicid a partir de los 2 d a
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Tabla 39. Niveles' de microorganismos totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

control (C) v con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C y a 8°C.

Totales Totales
4°C g8°C

Incubacion C A C A
1d 4.68 4.76 4.73  4.67
2d 468 471 508 4068
3d 4.82 4.63° 5.57  4.90°
4d 5.32 4.89° 6.53 5.36°
5d 5.96  5.24° 6.70  5.89"
6 d 6.52 5.62¢ 7.35 6.25°
7d 6.92 5.95° 7.65 6.64°
8d 7.34  6.18° 7.96 6.95°
9 d 7.06 6.4]1° 8.14 707
10d 7.71  6.58 g.12 7.31°

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.01) inferior al valor correspondiente a la leche
control.
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4°C y desde ¢l principio de la incubacion a 8°C. En cambio, cuando se activé el
sistema factoperoxidasa, los niveles de microorganismos totales se mantuvieron
cstables durante 3 d de incubacién a 4°C y durante 2 d a 8°C. SegOn las
correspondicntes regresiones lineales, a 4°C los totales requerian 114.1 h en la leche
cotrol v 153.8 h en la leche tratada para incrementar su numero en | unidad
logaritmica. mientras que a 8°C estos tiempos eran de 70.7 h y 1152 h,

respectivamente.

Al igual que en el caso de L. monocytogenes, el sistema lactoperoxidasa se
mostré menos efectivo en su inhibicion del crecimiento de los microorganismos
totales en la leche cruda de cabra que en la de vaca (Gaya et al., 1991). En esta
altima, los totales no crecieron hasta pasados los 5 d a 4°C y 2 d a 8°C en leche

con el sistema lactoperoxidasa activado.

A 20°C, la activacion del sistema lactoperoxidasa y el tiempo de incubacién
tuvieron un efecto significativo (P <0.001) sobre los niveles de totales en leche
cruda de cabra. Las diferencias entre 1os niveles en la leche control y tratada fueron
de 0.74 y de 0.31 umidades logaritmicas, tras 1 y 3 d de almacenamiento,
respectivamente (Tabla 40). Segin las correspondientes regresiones lineales, los
totales a 20°C requerian 13.6 h en Ia leche control y 21.5 h en la leche tratada para

incrementar su niumero en 1 unidad logaritmica.

El sistema lactoperoxidasa mostré una accidn bacteriostatica sobre el
crecimiento de los microorganismos totales. A temperaturas de refrigeracion, el
sistema lactoperoxidasa retardd y redujo el crecimiento. A 8°C, la reduccion
maxima del crecimiento de los totales se alcanzd antes que a 4°C. A 20°C, el
sistema  lactoperoxidasa tuvo un pequenio efecto inhibitorio sobre los

microorganismos totales, retrasando ligeramente su crecimiento.

Los valores de pH no mostraron diferencias apreciables a 4°C, 8°C ni1 20°C
entre la leche control y la leche tratada. Las diferencias fueron siempre infertores
a 0.1 unidades. L.os valores mas bajos de pH fueron de 6.50 tras 10 d de incubacion
a4°C, 6,33 tras 10 d a 8°C y 5.25 tras 3 d a 20°C.

El contenido inicial de lactoperoxidasa en la leche cruda antes de la
activacion del sisterna lactoperoxidasa era de 0.81 U/ml. Dicho valor resulté inferior

al nivel medio comprobado en la leche de cabra, segin nuestros anteriores
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Tabla 40. Niveles” de microorganismos totales (log ufc/ml) en leche cruda de cabra

contro! (C) y con ¢l sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Incubacion C A

8 h 5.00 4.66"
1d 6.73 5.99°
2d 8.10 7.78°
3d 8.87 8.56%

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.001) inferior al valor correspondiente a la leche
control.
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resultados. La explicacion a esta diferencia se atribuye al origen de la leche utilizada
en esta experiencia, mezela del ordeno de unos pocos animales procedentes de un
rebafo. Ll analisis de varianza reveld ¢l efecto significativo (P<<0.001) de la
activacion del sistema lactoperoxidasa, de la temperatura y del tiempo de incubacion
sobre la concentracion de lactoperoxidasa a temperaturas de refrigeracion. La Tabla
41 muestra las cantidades de lactoperoxidasa en la leche control y activada, durante
ta incubacion a 4°C y 8°C. A ambas temperaturas se observd una reduccion de la
actividad lactoperoxidasa a io largo de la incubacidon, menos acentuada en la leche
con el sistema lactoperoxidasa activado que en la leche control. La lactoperoxidasa
resultd ser mas estable a 4°C que a 8°C. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Gaya et al. (1991) en la leche de vaca. El crecimiento de los
psicrotrotos proteoliticos, mayor a 8°C, podria explicar la relacion inversa entre la

actividad lactoperoxidasa y la temperatura de incubacion.

I.a concentracion de lactoperoxidasa en leche control vy leche con el sistema
lactoperoxidasa activado, a 20°C, se muestra en la Tabla 42. Dicha concentracion
resultd influida significativamente (P <0.001) por el tiempo de incubacién, con un

descenso medio de (0.34 U/ml tras 3 d de incubacion.

El contenido de tiocianato anterior a la activacion del sistema lactoperoxidasa,
en la leche cruda de cabra, fue de 4.51 ppm. A temperaturas de refrigeracion, los
niveles de tiocianato resultaron influidos significativamente (P<0.001) por Ia
activacion del sistema lactoperoxidasa y por el tiempo de incubacidn, sin detectarse
diferencias significativas entre temperaturas. El contenido de tiocianato disminuyé
ligeramente en la leche control, a lo largo de la incubacién a 4°C y 8°C (Tabla 43).
En la leche con el sistema lactoperoxidasa activado se produjo una reduccion de
aproximadamente 8 ppm durante las primeras 24 h, tras la cual los niveles de

tiocianate se maittuvieron constantes durante el resto de la incubacién.

A 20°C, los niveles de tiocianato resultaron influidos significativamente
(P<0.001) por la activacion del sistema {actoperoxidasa y por el tiempo de
incubacion, con un descenso en leche con el sistema lactoperoxidasa activado durante
las primeras 8 h (Tabla 44) similar al detectado durante las primeras 24 h en leche

a temperaturas de refrigeracion.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos concluir que la actividad
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Tabla 41. Niveles' de lactoperoxidasa (U/ml) en leche cruda de cabra control (C)

y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C y a 8°C.

Lactoperoxidasa 4°C Lactoperoxidasa 8°C
Incubacién C A C A
1d 0.89 0.89 0.87 0.90
3d ND ND ND  ND
5d 0.80 0.89 0.76 0.87*
10 d 0.75 0.80 0.55 0.62

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
“ Dato significativamente (P<0.01) inferior al valor correspondiente a la leche
control.

» Dato no determinado.

Tabla 42. Niveles™ de lactoperoxidasa (U/ml) en leche cruda de cabra control (C)

y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Lactoperoxidasa 20°C

Incubacion C A
8 h 0.65 0.65
1d ND* ND
3d 0.47 0.48

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato no determinado.
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Tabla 43. Niveles™ de tiocianato (ppm) en leche cruda de cabra control (C) y con

el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C y a 8°C,

Tiocianato 4°C Tiocianato 8°C
Incubacion C A C A
[d 4.49 16.96* 4,62 17.01°
3d ND ND ND ND
5d 4.21 17.34° 4.07 17.00°
10d 4.01 16.53¢ 3.98  16.23¢

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.01) superior al valor correspondiente a la leche
control.

* Dato no determinado.

Tabla 44. Niveles™ de tiocianato (ppm) en leche cruda de cabra control (C) y con
el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Tiocianato 20°C

Incubacion C A
8h 3.87 16.02°
1d ND" ND
3d 4.54 15.59°

* Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.01) superior al valor correspondiente a la leche
control.

® Dato no determinado.
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bactericida del sistema lactoperoxidasa en leche de cabra persistid 3-9d a 4°C y 1-7
d a 8°C. scpun la cepa de L. monocytogenes estudiada, lo que didé lugar a una
reduccion de sus niveles durante la conservacion en refrigeracion de la leche cruda
de cabra. A temperatura ambiente, aunque la actividad del sistema lactoperoxidasa
no posee efecto bactericida sobre L. monocytogenes, se consiguid retrasar su

crecimiento en leche cruda de cabra.
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3.5.2. Ffecto de la activacion del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de
cabra sobre los niveles de Staph. aureus durante Ia conservaciéon de la

leche a temperaturas de refrigeraciéon y a temperatura ambiente

3.5.2.1. Comportamiento de Staph. aureus a temperaturas de refrigeracion

La actividad lactoperoxidasa y el contenido de tiocianato medios de la leche
utilizada en las dos experiencias antes de la activacion del sistemna lactoperoxidasa
fue de 1.55 U/ml y de 4.29 ppm, respectivamente. [.os microorganismos totales

tenian un nivel medio de 4.34 log utc/mi.

La evolucién de los niveles de Staph. aureus y de los microorganismos
totales durante la incubacion a 4°C y a 8°C de la leche cruda de cabra, inoculada
con una cantidad aproximada de 10* ufc/ml de Staph. aureus, se muestra en las
Tablas 45 y 46, respectivamente. Al igual que en el caso de E. coli, no se detectd
un crecimiento claro de Staph. aureus en la leche control a 4°C. La poblacion
aumentd de 4 log ufc/ml hasta tan sélo 4.73 log ufc/mi al cabo de 7 d. Se observd
un incremento inicial de los niveles de Staph. aureus durante los primeros 3 d de
incubacion, niveles que a partir de este tiempo apenas experimentaron variacion. Por
su parte, los niveles de Staph. aureus en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado siguieron el mismo comportamiento que en la feche control, sin crecimiento
sustancial ni diferencias significativas debidas al tratamiento (Tabla 45). A 8°C,
tanto en la leche control como en la tratada, el crecimiento fue muy reducido, no
mayor que el que se produjo a 4°C (Tabla 46). No se registro diferencia alguna en
los miveles de Staph. aureus entre la leche control y la leche con el sistema

lactoperoxidasa activado a 8°C.

En cuanto a los microorganismos totales, a 4°C y en la leche control, se
produjo un crecimiento hasta 7.11 unidades logaritmicas al final de la incubacién.
Al activar el sistema lactoperoxidasa se observé el crecimiento de los totales en mas
de | unidad logaritmica en el primer dia de la incubacion, estabilizindose los niveles
hasta el cuarto dia para volver a aumentar gradualmente y alcanzar 6.51 log ufc/ml
a los 7 d. A partir de los 3 d se registraron diferencias significativas en los niveles
de microorganismos totales entre la leche control y la tratada (Tabla 45). A 8°C, el
crecimiento de la poblacién de totales fue atin mayor, tanto en la leche control como
en la leche tratada, aunque en la leche tratada los niveles de totales fueron inferiores

significativamente a los de la leche control desde los 2 d (Tabia 46). De acuerdo con
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Tabla 45. Niveles™ de Staph. aureus y totales en leche cruda de cabra control (C)

y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 4°C.

Staph. aureus Totales

Incubacidon C A C A
1d 4.39 4.41 5.47 5.48
2d 4.51 4.57 5.65 5.55
3d 4.72 471 5.80 5.01°
4d 4.66 4.68 6.01 548
5d 4.75 4.72 6.32 5.89"
6 d 4.70 4.69 6.39 6.12°
7d 4.73 4.68 7.11 6.51*

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a }a leche control.
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Tabla 46. Niveles' de Staph. aureus y totales (log ufc/g) en leche cruda de cabra

control (C) vy con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 8°C.

Staph. aureus Totales
Incubacion C A C A
1d 4.40 4.36 570 5.59
2d 4.54 4,50 6.55 5.90°
3d 4.67 4.71 7.04 6.53*
4d 4.72 4.67 7.13 6.93%
5d 470 4.71 7.82 7.47*
6d 4.69 4.71 8.00 7.59°
7d 4.61 4.67 8.58 8.39°

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.
* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a la leche control.
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las correspondientes regresiones lineales, el tiempo necesario para que los totales se
incrementasen en 1 unidad logaritmica a 4°C fue de 71.9 h en la leche control y de
119.3 h en la leche tratada, mientras que a 8°C estos tiempos fueron de 27.6 hy

41.0 h, respectivamente.

No se ha observado una multiplicacion de Staph. aureus de importancia
prictica a temperaturas de refrigeracion, aunque el andlisis de varianza detectd un
efecto significativo (P <0.001) del tiempo de incubacion sobre los niveles de este
microorganismo (Tabla 47). Ademas, el sistema lactoperoxidasa no inhibié a este
patégeno a 4°C ni a 8°C. Asi, el andlisis de varianza mostré que no habia efecto
significativo ni de la activacién del sistema lactoperoxidasa ni de la temperatura de
incubacion sobre los niveles de Staph. aureus, mientras que si lo habia (P <0.001)
en ambos casos sobre los niveles de totales (Tabla 47). Esto Gltimo se puede explicar
por la accion del sistema lactoperoxidasa sobre los microorganismos psicrotrofos que
crecen a estas temperaturas. Sin embargo, esta inhibicion sobre los totales fue menor
que en el correspondiente experimento frente a £. coli, lo que demuestra la relacion
entre la efectividad del sistema lactoperoxidasa y la composicion de las distintas

poblaciones que crecen ¢ interaccionan en la leche.

Los valores de pH no resultaron influidos significativamente por la activacion
del sistema lactoperoxidasa. A 4°C se mantuvieron entre 6.75 y 6.62 y a 8°C entre
6.67 y 6.34 durante Jos 7 d de incubacion. Si se detectd un efecto significativo del
tiempo (P<0.01) v de la temperatura (P <0.001) sobre el valor del pH.

3.5.2.2. Comportamiento de Sfaph. aureus a temperatura ambiente

La evolucidn de los niveles de Staph. aureus durante ia conservacion a 20°C
de la leche cruda de cabra inoculada con este patdgeno, activando o no el sistema
lactoperoxidasa, se muestra en Ja Tabla 48. Del analisis de varianza se detectaron
efectos altamente significativos del tiempo de incubacién (P<0.001) sobre los
niveles de Staph. aureus y de totales, asi como de la activacion del sistema
lactoperoxidasa sobre los segundos (Tabla 49). Por su parte, la activacion del
sisterna lactoperoxidasa sobre flos niveles de Staph. aureus tuvo un efecto
significativo (P <0.01).

En la leche control a 20°C se produjo un crecimiento continuado de Staph.

aureus, que dio lugar a un aumento de 2.5 unidades logaritmicas a los 3 d de
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Tabla 47. Niveles de significacion de los factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 4 y 8°C.

Factor Staph. aureus Totales
Activacién LP NS ek
‘Tiempo ok *okk
Temperatura NS ook

*¥EE P<0.001

NS: no significativo.

Tabla 48. Niveles' de Staph. aureus y totales (log ufc/g) en leche de cabra control
(C) y con el sistema lactoperoxidasa activado (A) a 20°C.

Staph. aureus Totales

Incubacion C A C A
8h 4.50 4.49 6.84 6.35°
1d 534 5120 7.85 7.65°
2d 6.15 6.16 9.00 8.92
3d 6.49 6.47 9.31 9.37

" Valores medios de dos experiencias, con dos determinaciones por muestra.

* Dato significativamente (P <0.01) inferior al correspondiente a la leche control.
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Tabla 49. Niveles de significacion de los factores principales sobre los grupos

microbianos estudiados a 20°C.

Factor Staph. aureus Totales
Activacion LP ok sk
Tiempo Hkok P

R P<0.001
**: P<0.01
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incubacion. Al activar ¢! sistema lactoperoxidasa solo se obtuvieron niveles de
Staph. aureus significativamente menores que los de la leche control después de 1
d, produciéndose ¢l mismo crecimiento durante el resto de la incubacion. Segin las
correspondientes regresiones lineales, para que aumentasen | unidad logaritmica los
niveles de Staph. aureus eran necesarias 17.7 h en la leche control (Oh-1d;
1 =0.998) vy 20.8 h en la leche tratada (Oh-1d; r*=0.986). Los microorganismos
totales crecieron rapidamente en la leche control a 20°C con un incremento de 2
unidades logaritmicas a las 8 h. El sistema lactoperoxidasa inhibio ligeramente el
crecimiento de los totales, con niveles mas bajos a las 8§ h y 1 d que los
correspondientes a los de Ia leche control. Sin embargo, el efecto fue pequeno y a
los 2-3 d ya no hubo diferencias entre la leche control y la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado (Tabla 48). De acuerdo con las regresiones lineales, hacian
falta 4.8 h en la leche control y 6.6 h en la leche tratada para que los totales

aumentasen | unidad logaritmica a 20°C.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de pH entre la
leche control y la leche con el sistema lactoperoxidasa activado. A las 24 h la leche
control presentaba un valor de 6.30, siendo 6.06 el pH de la leche con el sistema
lactoperoxidasa activado. A los 2 d los valores fueron de 4.54 y 4.93
respectivamente para la leche control y la leche tratada, y de 4.23 y 434 alos 3 d
de incubacton a 20°C.

Aunque estadisticamente significativo, el sistema lactoperoxidasa no tuvo una
accion inhibitoria de interés prictico sobre Staph. aureus durante la conservacion de
la leche cruda de cabra a la temperatura de 20°C. No se ha podido detectar la accion
bacteriostatica que era de esperar. El hecho de que el crecimiento de Staph. aureus
fuese relativamente lento incluso a 20°C, comparandolo por ejemplo con el de E,
coli en el correspondiente experimento, puede explicar el débil efecto encontrado del
sistema lactoperoxidasa. El Shenawy et al. (1990) sugirieron que la accion del
sistema lactoperoxidasa era mayor en condiciones favorables para la multiplicacion

celular que cuando las células se encontraban en fase de latencia o multiplicindose
lentamente.

Kamau et al. (1990a) activaron el sistema lactoperoxidasa frente a Staph.
aureus en leche de vaca a 10°C y 37°C. A 10°C, la poblacion inicial de 4 log
ufc/ml se mantuvo sin crecer en la leche control durante 48 h, para luego hacerio

gradualmente hasta 6 log ufc/mi a los 6 d de incubacion, Cuando se activé el sistema
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lactoperoxidasa ¢l comportamiento fue el mismo pero el crecimiento era menor. El
tiempo necesario para llegar a la mitad de los niveles maximos aumentd en 36 h en
la leche tratada con respecto a la leche control. A 37°C, mientras que en la leche
control se llegd a 10° ufc/ml a las 8 h, en la leche con el sistema lactoperoxidasa
activado se obtuvo una reduccién de aproximadamente 0.5 log ufc/ml a 1as 2 h, tras
las cuales la poblacion inicidé su multiplicacion a un ritmo semejante al de la leche

control, alcanzando 107 ufe/ml a las 8 h y 10° ufc/mi a las 14 h de incubacién.

Resultados y Discusion 136



4. CONCLUSIONES



4. CONCLUSIONES

Primera

Segunda

Tercera

Cuarta

Quinta

Sexta

El contenido microbiano medio de la leche cruda de cabra (expresado en
log ufe/ml) fue el siguiente: 5.61 microorganismos totales, 3.91 Gram
negativos, 2.83 psicrotrofos Gram negativos, 2.82 enterobacteridceas,
2.80 coliformes, 2.37 coliformes fecales, 4.18 estafilococos y 2.67

estatilococos coagulasa positivos.

Unicamente el 60% de las muestras eran aptas para su industrializacién
con tratamiento térmico, y solo el 54% si su destino era la elaboracion
de productos a base de leche cruda. Se requiere por consiguiente una

mejora de la calidad microbiologica de la leche de cabra.

La actividad lactoperoxidasa media de la leche cruda de cabra durante
la lactacion fue de 1.55 U/ml y el nivel medio de tiocianato de 4.03
ppm. Se comprobd la influencia significativa del individuo, raza y

tiempo de lactacion sobre los niveles de ambos componentes.

I.a activacidn del sistema lactoperoxidasa en leche cruda de cabra inhibio
el desarrollo de microorganismos totales y psicrotrofos a temperaturas
de refrigeracion. No se comprobé su efecto bactericida ni la extension
de la fase de latencia. A temperatura ambiente, el sistema
lactoperoxidasa no inhibid el desarrollo de microorganismos totales,

aunque si el de los psicrotrofos.

El sistema lactoperoxidasa resulté bactericida para Pseudomonas
fluorescens a temperaturas de refrigeracion y temperatura ambiente. La
activacion del sistema lactoperoxidasa permitié el control del desarrollo
de Ps. fluorescens en leche refrigerada durante 5-6 dias a 4°C y 3-4 dias
a 8°C,

El sistema lactoperoxidasa inhibi6 el crecimiento de Escherichia coli a
8°C y a 20°C. Se comprobd un retraso en el crecimiento de dicho
microorganismo en la leche con ¢l sistema lactoperoxidasa activado a
estas temperaturas. El desarrollo de E. coli a 4°C fue muy reducido.
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Séptima

Octava

Il sistema lactoperoxidasa presentd un efecto ligeramente bactericida
sobre  Listeria monocytogenes a temperaturas de refrigeracion. Sus
niveles se redujeron hasta el dia 9 a 4°C y hasta el dia 7 a 8°C, segin
la cepa. A temperatura ambiente no se registro un efecto bactericida del
sistema lactoperoxidasa sobre L. monocytogenes aunque se observd un

retraso e §u creciiento.

La activacion del sistema lactoperoxidasa no afectd al comportamiento
de Staphylococcus aureus a temperaturas de refrigeracion, al ser el
desarrollo de este microorganismo muy reducido. A temperatura
ambiente, aunque el crecimiento también fue reducido, se detectd una
disminucién significativa de los niveles de Sraph. aureus debida a la

activacion del sistema lactoperoxidasa.
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