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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue caracterizar bacterias acido lacticas (BAL) a partir
de quesos elaborados en forma artesanal. Para ello se recolectaron muestras de
quesos de la localidad de Vizcapalca, que esta ubicado en el distrito de Pilpichaca,
provincia de Huaytara, en la region de Huancavelica. Una vez recolectadas las
muestras de quesos fueron transportadas al Laboratorio de Bioquimica de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (UNSCH) para su
procesamiento respectivo. Para el aislamiento de los microorganismos lacticos se
sembraron 25 g de muestra, homogenizados con 225 mL de caldo MRS incubado a
37 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se sembraron inéculos con
una dilucion de 10 con 90 mL de caldo MRS, se tomé 0,1mL sembrados en placas
de Petri conteniendo agar Man Rogosa y Sharpe (MRS), por la técnica de
diseminacion, las mencionadas placas fueron incubadas a 37°C por 24 h; luego del
crecimiento de las colonias, éstas fueron transferidas a viales conteniendo agar MRS;
las colonias aisladas fueron agrupadas de acuerdo a su procedencia (estancias), con
las que se realizé la capacidad acidificadora con la leche procesada a ultra alta
temperatura (UHT), para la observacion del descenso del pH, resistencia a
antibidticos. Los resultados obtenidos, mediante el analisis molecular basado en la
amplificacion y Secuenciacion del Gen RNAr 16S, fueron la identificacion de especies
como Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Lactococcus cremoris y
Lactococcus lactis, dichos resultados se muestran en el dendrograma con el uso del
método de maxima verosimilitud y Tamura-Nei, a través del algoritmo Neighbor-
Joining (NJ). Conclusiones, las bacterias aisladas presentaron caracteristicas
morfoldgicas tipicas de las BAL, tales como su forma de coco agrupadas en
diplococos y estreptococos, el reconocimiento logrado con el uso de la coloracién de
Gram, en la relacion filogenética se muestra un 38 % Lactococcus lactis, 37 %
Lactococcus cremoris, 19 % Enterococcus faecium y 6 % Enterococcus durans,
dichas cepas mostraron propiedades relevantes como la capacidad acidificante y
actividad antimicrobiana. Los resultados obtenidos respaldan su uso posterior como
cultivos iniciadores autoctonos y mejorar la calidad e inocuidad del queso elaborado
artesanalmente.

Palabras clave: bacterias lacticas, MRS, indculos, cultivo iniciador, Gen RNAr 16S.
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ASTRACT

The primary aim of this research was to characterize lactic acid bacteria (LAB)
isolated from traditionally produced cheeses. Samples were collected from artisanal
cheeses originating in the locality of Vizcapalca, located within the Pilpichaca district,
Huaytara province, in the Huancavelica region. After collection, the cheese samples
were transported under proper conditions to the Biochemistry Laboratory at the
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga (UNSCH) for further analysis.
To isolate lactic microorganisms, 25 grams of each cheese sample were
homogenized in 225 mL of MRS broth and incubated at 37°C for 24 hours. Following
incubation, a 10™ dilution was prepared using 90 mL of MRS broth, and 0.1 mL of this
was plated onto Petri dishes containing Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) agar using
the spread plate technique. These plates were then incubated at 37°C for another 24
hours. Upon visible colony formation, isolates were subcultured into MRS agar vials
and grouped based on their origin (by farm or collection site).

Further assessments included evaluating the acidifying potential of each isolate using
ultra-high temperature (UHT) processed milk, monitoring pH reduction, and testing
antibiotic resistance. Molecular analysis, through amplification and sequencing of the
16S rRNA gene, enabled the identification of species such as Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, Lactococcus cremoris, and Lactococcus lactis. These
identifications were supported by phylogenetic analysis using the Maximum
Likelihood method and Tamura-Nei model, represented in a dendrogram generated
with the Neighbor-Joining (NJ) algorithm.

The isolates exhibited typical morphological characteristics of LAB, including coccus-
shaped cells arranged in diplococci and streptococcal chains, confirmed by Gram
staining. Phylogenetic relationships revealed that Lactococcus lactis accounted for
38%, Lactococcus cremoris 37%, Enterococcus faecium 19%, and Enterococcus
durans 6% of the total isolates. Notably, these strains demonstrated significant
acidification capacity and antimicrobial activity.

In conclusion, the findings support the potential application of these native isolates as
starter cultures to enhance the safety and quality of artisanal cheese production

Keywords: lactic acid bacteria, MRS, inocula, starter culture, 16S rRNA gene.



INTRODUCCION

El queso artesanal andino, es un producto principalmente elaborado con leche cruda
de vaca, con el uso de cuajo animal obtenido de crias de alpaca, bovino, ovino y
caprino, el cual actua sobre las proteinas de la leche. Sin embargo se conoce muy
poco de las enzimas y bacterias presentes en el queso artesanal andino los que
confieren un aroma, sabor y color caracteristico, aumentando la intensidad durante
la maduracién, obteniéndose productos no estandarizados con una calidad higiénica
inadecuada, lo que podria representar un riesgo potencial para la salud.

Para la produccion de quesos artesanales se requiere la implementacién de practicas
de manufactura estandarizadas, asi como el conocimiento de las propiedades finales
del producto que se desea lograr, esto sera posible mediante una caracterizacion
completa de sus perfiles quimicos, microbiolégicos y sensoriales.

En ese contexto, en el presente estudio se aislaron bacterias acido lacticas presentes
en los quesos elaborados de forma artesanal de la zona de Vizcapalca, con el objetivo
de identificar especies nativas presentes en el queso artesanal que contribuyan a la
elaboracion de productos con calidad estandarizada. Del mismo modo permita que
el conocimiento ancestral sobre la elaboracion del queso de Vizcapalca se preserve

a lo largo del tiempo y muchas generaciones.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Enunciado del problema

El queso andino artesanal, se caracteriza por ser elaborado con leche de vaca, la
elaboracion a nivel artesanal se produce de leche cruda sin incorporacion de cultivos
iniciadores y la fermentacién ocurre por proceso natural, en esta practica tradicional
valorada culturalmente, conlleva riesgos microbiolégicos y una variedad en la calidad
sensorial, nutricional y sanitaria del producto final. La falta de conocimiento sobre la
microbiota lactica nativa impide el desarrollo de cultivos iniciadores que mejoren la
estandarizacion, seguridad y valor agregado del queso artesanal. Ademas, sin una
identificacion molecular precisa, no se puede determinar el potencial probiético ni las
propiedades tecnolégicas de estas cepas, alcanzable a través de una caracterizacion
multidimensional que integre perfiles microbioldgicos, fisicoquimicos y sensoriales de
forma rigurosa y sistematica. Por ello, para fortalecer la produccion de quesos
artesanales requiere la estandarizacion de las practicas de manufactura y una

comprension profunda de las caracteristicas finales del producto.

Es asi, que las bacterias acido lacticas (BAL), al ser unos de los componentes
importantes del queso, también tienen la capacidad de acidificacion, produccién de
compuestos antimicrobianos y generacién de caracteristicas sensoriales deseables,
cumpliendo un rol crucial en la fermentacién y maduracion del queso. Sin embargo,
en Vizcapalca no se cuenta con estudios que identifiquen y caractericen
molecularmente las cepas autdctonas de las BAL presentes en estos quesos, lo que
limita el aprovechamiento tecnolégico y sanitario de estas bacterias. Por ello, es
importante su aislamiento e identificacion molecularmente de bacterias acido lacticas
presentes en los quesos artesanales, con el propdsito de determinar su potencial con
miras tecnolégicas en la industria lactea local. Otro factor capaz de afectar la
actividad de los cultivos iniciadores es la presencia en la leche de pequefas
cantidades de antibidticos, una posible solucién a este problema podria ser la

utilizacion de cepas iniciadoras, menos sensibles a estos antibidticos.
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Este trabajo constituye el primer paso para obtener cepas de Bacterias acido lacticas
que para la identificacion de las especies autéctonas de los quesos artesanales
andinos que lo permitira la fabricacion de este producto con caracteristicas uniformes

para su comercializacion.
1.2. Delimitacion del problema

Debido a que las cepas de BAL tienen un gran impacto en los cambios quimicos,
bioquimicos y sensoriales que se producen durante la maduracién de los quesos y
que al uso de diferentes bacterias iniciadoras conduce a diferencias sustanciales en

la calidad entre los quesos.

En la industria de productos lacteos, las bacterias acido lacticas desempeian un rol
fundamental, especialmente en la produccion de yogur, mantequilla y quesos, tanto
frescos como madurados, estas bacterias conforman la principal microbiota utilizadas
como cultivos iniciadores, debido a su capacidad de producir acido lactico, induciendo
la formacién de la cuajada y ejercer efectos antimicrobianos, debido a su accion
proteolitica y lipolitica. En el caso de los quesos artesanales, el estudio y aislamiento
de cepas de BAL nativas conlleva especial importancia, ya que su caracterizacion
permite optimizar procesos, para asegurar la inocuidad y estandarizar las
propiedades sensoriales del producto final, promoviendo asi su calidad y valorizacion
en el mercado local. Las bacterias acido lacticas al poseer importantes aptitudes, en
este trabajo se aislo e identific6 mediante el Gen 16S ARNr a las Bacterias acido
lacticas del queso artesanal, para identificar que especies predominan en los quesos
artesanales de la Localidad de Vizcapalca del Departamento de Huancavelica

durante el afo 2024.

1.3. Formulacion del problema

1.3.1. Problema general

¢, Cuales seran las bacterias acido lacticas presentes en los quesos artesanales en

la localidad de Vizcapalca, Ayacucho 20247

1.3.2. Problemas especificos

1. ¢ Qué caracteristicas morfoldgicas presentan las cepas aisladas de los quesos?

2. ;Qué técnicas moleculares permiten identificar con precision las especies de
bacterias acido lacticas en quesos?

3. ¢Qué géneros y especies predominan entre las bacterias acido lacticas aisladas

de quesos?

13



1.4. Formulacion de objetivos

1.4.1 Objetivo general:

Caracterizar bacterias acido lacticas a partir del queso en el Anexo de Vizcapalca de

la Regién de Huancavelica.

1.4.2. Objetivos especificos:

1. Aislar bacterias acido lacticas a partir de queso artesanal, producido en
Vizcapalca.

2. ldentificar las caracteristicas morfologicas de las bacterias acido lacticas.

3. Identificar las bacterias acido lacticas, mediante la amplificacion y secuenciacion
del Gen RNAr 168S.

14



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Cuevas et al. (2024), estudiaron la microbiota de quesos artesanales en México,
teniendo en cuenta el enfoque en la calidad e inocuidad, asi como la diversidad de
bacterias acido lacticas (BAL) nativas. En su investigacion obtuvieron datos sobre
poblaciones de microorganismos indicadores, presencia de patégenos y BAL nativas.
Los resultados evidenciaron que varios quesos artesanales mexicanos superaron el
limite permisible establecido en la norma mexicana para microorganismos
indicadores, y en algunos tipos de queso se confirmo la presencia de patégenos. Sin
embargo, cabe resaltar que los quesos artesanales mexicanos poseen
caracteristicas fisicoquimicas Unicas, ya que durante su elaboracion se utilizan pasos
particulares que contribuyen a garantizar su calidad e inocuidad. Ademas, se
encontraron cepas capaces de inhibir el crecimiento de otras bacterias que pueden
ser patdgenas, formando asi parte de la microbiota de algunos quesos artesanales
mexicanos. En cuanto a la diversidad de las BAL nativas, se compone de los géneros
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Weisella, Lactococcus,
Pediococus, Aerococus, Carnobacterium y Tetragenococus, entre otros.

Silva et al. (2023), mencionan en su estudio realizado en Portugal, evaluaron un total
de 232 cepas aisladas de BAL, obtenidos de quesos artesanales producidos con
leche cruda de cabra, con el objetivo de caracterizar sus propiedades
antimicrobianas, acidificantes y proteoliticas. Reconocieron que el uso de cultivos
iniciadores compuestos por bacterias acido lacticas (BAL) adecuadamente
seleccionadas resultan fundamental para garantizar la acidificacion de la leche,
mejorando las propiedades sensoriales y texturales del producto final, asi como para
eliminar el crecimiento de microorganismos patdgenos. Sus resultados revelaron que
aproximadamente el 98 % de las BAL aisladas en agar De Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) demostraron actividad antagonista frente a Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus, mientras que menos del 28,1 %
de los aislados en medio M17 presentaron dicho efecto. No obstante, las BAL
aisladas en M17 evidenciaron una mayor capacidad acidificante en comparacién con

aquellas obtenidas en MRS. Posteriormente, se aplicaron analisis de componentes
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principales y caracterizacion molecular sobre un subconjunto de cepas
seleccionadas, lo cual permitié identificar especies con propiedades prometedoras y
establecer asociaciones entre los géneros bacterianos y sus funciones tecnoldgicas.
Dentro de ella se encontraron cepas del género Lactococcus se correlacionaron con
una alta capacidad acidificante, mientras que Leuconostoc y Lacticaseibacillus
destacaron por su potencial antimicrobiano, siendo especies predominantes
Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis y Lacticaseibacillus paracasei.
Coelho et al. (2022), aportan que los quesos tradicionales elaborados con leche cruda
presentan una microbiota compleja, la cual esta caracterizada por una secuencia de
diferentes microorganismos presentes desde la coagulacién de la proteina de la leche
hasta su maduracién. Las bacterias acido lacticas (BAL), desempefian un papel
importante en la elaboracion tradicional de quesos, ya sea como cultivos iniciadores
que aceleran la acidificacion de la leche o como microbiota secundaria, que
desempena un papel importante durante la maduracion del queso. Las enzimas
producidas por las BAL en la leche cruda son importantes, ya que favorecen la
protedlisis y la lipdlisis, factores clave como el sabor y textura del queso. El presente
estudio resalta tendencias por accién de las BAL en quesos tradicionales
provenientes de leche cruda (vaca, oveja y cabra) y por su potencial probidtico y
como productores de compuestos bioactivos con efectos beneficiosos para la salud.
Hanchi et al. (2018), realizaron el estudio del género Enterococcus: entre el
potencial probidtico y preocupaciones de seguridad. Concluyen que los quesos
elaborados de forma artesanal con el uso de leche cruda, presentan cepas nativas
de Enterococcus faecium, los que producen bacteriocinas y metabolitos que
ayudan a controlar el desarrollo de bacterias Gram positivas patdgenas y
contaminantes de los alimentos, particularmente de Listeria monocytogenes,
especie frecuente en quesos. Actualmente, las bacteriocinas obtenidas por algunas
cepas son usadas por su cualidad conservadora de amplio espectro para
productos alimenticios y son consideradas como gran opcion con los beneficios para
luchar contra la resistencia antimicrobiana.

Campagnollo et al. (2018), aportaron en el aislamiento y la caracterizacion de cepas
de bacterias acido lacticas (BAL) con actividad antilisterial, y los efectos sobre Listeria
monocytogenes, durante la vida util refrigerada del queso Minas blando y la
maduracion del queso Minas semiduro. Evaluaron la actividad antilisterial de cepas
de BAL aisladas de quesos artesanales de Minas mediante un ensayo de
antagonismo diferido a 37 °C y 7 °C. Los tratamientos comprendieron la produccién

de quesos blandos o semiduros, con el uso de leche cruda o pasteurizada, e
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incluyendo la adicion de bacterias acido lacticas. Las cepas seleccionadas mostraron
un efecto bacteriostatico sobre Listeria monocytogenes en queso blando. L.
monocytogenes se inactivo durante la maduracion de quesos semiduros mediante la
por la adicién de cepas de BAL. Los tiempos para alcanzar una reduccién de L.
monocytogenes fue de 15 dias para quesos semiduros con leche cruda y 21 dias
para quesos semiduros con leche pasteurizada. Concluyendo, que las bacterias
acido lacticas con actividad antilisterial aisladas de quesos artesanales pueden
constituir una barrera adicional al crecimiento de L. monocytogenes durante el
almacenamiento del queso blando, ayudando a acortar el periodo de maduracién de
quesos semiduros madurados a temperatura ambiente.

Ruiz (2017), en el estudio sobre situacion actual del sector quesero convencional en
Andaluz, caracterizé sensorial, fisica y quimicamente los quesos artesanales
pertenecientes a ocho provincias de Andaluz, obteniendo como resultado, que las
queserias son industrias familiares, éstas se encuentran generalmente en las zonas
de montafas empleando leche de su propia ganaderia, elaborando quesos de leche
pasteurizada, produciendo quesos frescos y madurados, empleando cuajo animal. Lo
que muestra como parte de los resultados es que no solo la leche y el cuajo son
factores determinantes, sino también el origen de la leche de las diferentes razas de
bovinos, pasando a los diferentes procesos de maduracion, siendo los uno de los
factores que influyen en los parametros organolépticos y fisico quimicos de los
quesos.

Alvarez (2011), estudié a Lactobacillus casei ATCC 393™ en la produccién de quesos
frescos, menciona que los quesos frescos poseen un elevado contenido de humedad
y no siguen el proceso de maduracion, por lo que conservan el sabor a leche fresca
o acidificada. El color suele ser blanco y la consistencia pastosa, estos productos
tienen un alto contenido de humedad en la pasta (45 — 80 %), ante estas
caracteristicas su tiempo de vida util es corto, por esta razén deben ser consumido
en pocos dias. Su transporte y su conservacion deben realizarse en un rango de
temperaturas bajas de (4-10 °C), para preservar la cadena de frio, como resultado
los productos son altamente perecederos para lograr conservar sus caracteristicas
organolépticas.

Pullido (2013), en su estudio evalud el impacto de la incorporacion de cultivos
comerciales de bacterias acido lacticas, para observar las caracteristicas
fisicoquimicas y texturales del queso fresco, asi como su viabilidad. Las cepas
probidticas Lactobacillus acidophilus y Lacticaseibacillus rhamnosus se evaluaron en

dos momentos de incorporacion, antes de la etapa de cuajado y salado. Durante un
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periodo de almacenamiento y refrigerado de 21 dias, con un rango de temperatura
entre 4 °C - 5 °C, se registro el recuento total de bacterias, el ph y la acidez. El analisis
del perfil de textura se realiz6 a los 21 dias, para evaluar los parametros de textura
después del periodo de almacenamiento. Los quesos frescos suplementados con L.
rhamnosus afiadido antes del proceso de cuajado mostraron valores similares de pH
(5,36), acidez (0,18% de acido lactico), en comparacion con los quesos control sin
probidtico. En los resultados no se obtuvieron diferencias significativas con respecto
a los parametros del perfil de textura de los quesos. Ademas, el queso fresco
suplementado con L. rhamnosus afiadido antes del cuajado mantuvo el recuento de
microorganismos superior a 6 ciclos logaritmicos por gramo durante todo el periodo
de almacenamiento. Por ello, este estudio sugiere que el queso fresco peruano
presenta una matriz potencial para el aporte de microorganismos probioticos, en
particular con el suplemento de L. rhamnosus.

Valdiviezo et al (2023), Se estudiaron quesos artesanales tipo suizo del mercado de
Huaraz (Ancash), en su investigacion seleccionaron tres quesos artesanales, 11
cepas de BAL se confirmaron mediante pruebas bioquimicas como la coloracion de
Gram; posterior a ello mediante la secuenciacion del Gen ARNr 16S , se identificaron
cepas como Lacticaseibacillus paracasei, Lentilactobacillus parabuchneri y
Lactiplantibacillus sp.. Evaluando la seguridad, capacidad acidificante, protedlisis,
lipdlisis y accién antagonista, destacando cepas con alto potencial tecnoldgico. Otra
prueba realizada fue susceptibilidad a los antibiéticos, mostrando una alta capacidad
de acidificacion de la leche con rango de 0,16 % a 1,44 %. Obteniendo como
resultado que el uso de cepas de L. paracasei probadas en la produccion de queso,
mostro las mejores cualidades sensoriales, demostrando que las cepas nativas de
las BAL mostraron un elevado potencial para la obtencidon de productos
principalmente lacteos naturales, seguros y sensorialmente aceptables.

Diaz-Garcia et al. (2020), afirman que el queso paria es un queso madurado
semiduro elaborado principalmente en Arequipa, Puno y Cusco. Son considerados
un potencial de exportacién; sin embargo, carecen de parametros de calidad. En su
estudio se consideraron como objetivos, la evaluacion de caracteristicas
fisicoquimicas y el contenido de bacterias acido lacticas en tres variedades de queso
paria, adquiridas en Arequipa (Peru). Los parametros fisicoquimicos evaluados
fueron: pH, humedad, sélidos totales, actividad de agua (aw), cloruro de sodio, grasas
y proteinas. Obteniendo resultados similares a los reportados en la NTP y los valores
fisicoquimicos fueron; pH de 5,15 a 6,11; humedad de 42,94 a 45,33 g %; ST de
54,67 a 57,06 g %; aw de 0,93 a 0,96; NaCl de 1,74 a 3,07 g %; grasas de 27,33 a
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31,0 g % vy las proteinas de 20,58 a 23,41 g %. El contenido de las bacterias acido
lacticas presentaron una relacion directa con NaCl, mientras, una relacion inversa
con el pH y el contenido de grasas; obteniendo estos resultados los parametros
fisicoquimicos pueden ser utilizados para un control indirecto del contenido de
bacterias acido lacticas en quesos.

Pramanik et al. (2023), aportan que los probidticos poseen beneficios potenciales
para la salud, pueden no ser reconocidos debido a la reduccién sustancial en su
viabilidad durante el almacenamiento de alimentos y el paso a través del sistema
gastrointestinal. el consumo de probidticos esta relacionado directamente con la
composicion de la microbiota intestinal y la resistencia contra patégenos, siendo esto
los beneficios para la salud. El entorno gastrico al poseer un pH de 2,0 los probidticos
pierden notablemente su viabilidad, durante el transito a través del sistema
gastrointestinal. El reto es mantener la viabilidad celular hasta alcanzar el intestino
grueso, en condiciones extremas de una disminucion del pH o un aumento de
temperatura. Ante ello, la tecnologia de encapsulacién se enfatiza en mejorar la
viabilidad de los probioéticos, por lo que, las cepas bacterianas probiéticas pueden ser
encapsuladas de varias maneras, siendo los métodos ampliamente sistematizados
en dos categorias como sistemas de administracion de liquidos y solidos.

Xiaochun et al. (2021), aportan que el queso tiene una larga historia y es un producto
lacteo de fermentacion natural, lo que ofrece una gama de distintos sabores. Los
microorganismos presentes en los quesos son un componente esencial,
desempenando un papel crucial tanto en la produccién como durante la maduracién.
Sin embargo, se sabe que los quesos en diferentes paises se siguen elaborando
artesanal, siendo asi, la tecnologia de procesamiento diversa, la estructura de la
variedad microbiana es compleja, asi también, el sabor del queso fluctua
considerablemente. Por lo tanto, estudiar la tecnologia general de procesamiento, la
relacion entre la estructura microbiana y la formacién del sabor en el queso es clave
para resolver la inestabilidad de la calidad y lograr estandarizar la produccién del
sabor, garantizando su conservacion, lo cual tiene gran importancia para la busqueda
de microorganismos funcionales de levaduras y la perspectiva de industrializacion

del queso fermentado tradicional.
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2.2. Marco conceptual

2.2.1. Leche cruda entera

a. Generalidades

La leche es un fluido complejo conformado por lipidos, agua, carbohidratos, sales,
proteinas, y componentes de baja proporcion tanto como inorganicos y organicos, la
leche igualmente puede contener gran diversidad de células somaticas y
microorganismos. La leche al ser la principal materia prima en la elaboraciéon de
queso, es especificado como producto de la secrecion de la glandula mamaria de
animales como bovinos, obtenido por el ordefio. Cabe recalcar que la leche empleada
en la produccion de productos que deben satisfacer los requerimientos que exige la
norma peruana, donde estan determinados los parametros tanto fisicos como
quimicos, asi también especifica el manejo de animales saludables, libre de
enfermedades zoondticas, inflamacion mamaria y enfermedades que sean infecto

contagiosas (Benincore, 2004).

b. Caracteristicas fisico quimicas de la leche

La leche tiene una apariencia blanca y liquida, mas densa que el agua, de un sabor
azucarado y de olor ligero. Las caracteristicas que presenta en la parte fisica y
quimica de la leche son fundamentales para garantizar su calidad, identificar posibles
adulteraciones y optimizar su uso en procesos industriales como la pasteurizacion y

la produccién de derivados lacteos, tales como quesos y yogures (Veisseyre, 2000).

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas de la leche de vaca

Caracteristicas Valores
Densidad a 15 1,030 a 1,034 g/ mL
°C pH 6,5a6,6
Calor especifico 0,93
Punto de congelacién - 0,55°C

Fuente: Veisseyre (2000).

c. Composicion de la leche y su valor nutricional

El contenido nutricional de la leche suele presentar diferencias que van a depender,
de especie del ganado, la alimentacion, la época del ano, la capacidad de mantenerlo
saludable y con bienestar; asi también, las circunstancias de higiene que va desde
antes, durante y después del ordefio, asi se ve influenciado por el acceso al avance
tecnolégico para desarrollar una produccion de forma competitiva (Moncada vy
Pelayo, 2011).
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Tabla 2. Composicién de la leche de vaca por cada 100 g

Nutrientes Cantidad Unidad
Agua 88,0 g9
Energia 61,0 kcal

Lactosa 47 g
Grasa 34 g
Minerales 0,72 g
Proteina 3,2 g

Fuente: Moncada & Pelayo (2011).

d. Aptitud de la leche en la elaboracién de queso

La capacidad de la leche en la elaboracion de queso, esta determinada por las
caracteristicas organolépticas, tanto fisicas, quimicas y microbiolégicas, ante ello, es
fundamental evaluar los andlisis previos que permitan garantizar la obtencién de un
queso uniforme y de alta calidad. Para su adecuado uso en la produccion quesera,
la leche debe cumplir con cuatro condiciones esenciales: coagular eficientemente con
el cuajo, permitir una adecuada eliminacion del suero, ofrecer un buen rendimiento
quesero y presentar una optima calidad microbioldgica, lo que se puede traducir en

la obtencién de quesos con sabor y aroma deseados (Madrid, 1993).

2.2.2. El queso

Segun la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion) y la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), el queso es definido
como producto alimenticio, que puede ser fresco o madurado, siendo este obtenido
mediante la coagulacion las caseinas de la leche y la posterior separacion del suero.
Esta leche puede ser proveniente de los ganados vacuno y/o caprino. En el proceso
de produccion se incorpora el cuajo, una sustancia que contiene la enzimas como la
quimosina o renina (obtenida del 4to estbmago de rumiantes en estado de lactancia),
el cual actua sobre la caseina, provocando la coagulacién para formar el cuajo.
Posteriormente es eliminada el suero y es afiadida la sal como parte del proceso de
conservacion. La produccién del queso se remonta a épocas prehistéricas,
empleandose leche de diferentes mamiferos. Actualmente, la mayor parte del queso
se elabora con leche de vacuno, aunque ha crecido notablemente la elaboracién con

leche de oveja o cabra (Carranco et al, 2015).
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2.2.3. Clasificacion del queso segun su consistencia (contenido de

humedad) (Silva, 2023)

Queso fresco: Es un producto elaborado a partir de una leche pasteurizada, la
cual no requiere el proceso de maduracion, por lo cual esta disponible para su
ingesta luego de su produccion.

Queso semimadurado: Se trata de un tipo de queso fabricado con leche
pasteurizada, que pasa por un periodo corto de maduracion de 10 dias bajo
condiciones ambientales apropiadas como temperatura y humedad controladas,
lo que permite el desarrollo de cambios tanto bioquimicos como fisicos
caracteristicos de este tipo de quesos.

Queso madurado: Este queso, también elaborado con leche pasteurizada,
sometido a un proceso de maduracion no menos a 20 dias en condiciones
ambientales apropiadas para desarrollar ciertos cambios caracteristicos
bioquimicos vy fisicos.

Queso madurado por mohos: Producto elaborado con leche en cuyo proceso de
maduracién esta influenciado principalmente al desarrollo del crecimiento de
mohos, tanto en su interior como por la superficie del producto, lo que confiere
atributos distintos en sabor, aroma y apariencia.

Queso fresco semi seco: Elaborado a partir de leche pasteurizada y es
sometido a un secado parcial en condiciones controladas de temperatura y
humedad. Este tratamiento reduce contenido de agua que parcialmente modifica
sus caracteristicas originales, Posee una textura firme, es algo mas dificil de ser

cortado, y su pasta suele presentar una tonalidad crema amarillenta.

2.2.4. Agentes que participan en la maduracion del queso (FAO, 2004).

a.

Aireacion. El oxigeno proporciona condiciones para el crecimiento de la
microbiota ya sea en presencia o ausencia de oxigeno o de manera facultativa.
La aireacion en dicho proceso asegura los requerimientos de oxigeno para de la
microbiota superficial de productos tipo madurados.

Humedad. Este agente favorece al crecimiento microbiano participando en el
proceso de maduracién del queso, teniendo un alto contenido de liquido por lo
que maduran rapidamente, a comparacién de los que presentan un bajo
contenido de humedad la maduracion se prolonga considerablemente.

pH. Este factor no so6lo condiciona el desarrollo microbiano, sino demuestra que
los valores de pH que fluctian desde 4,7 hasta 5,5 en su gran mayoria y desde

4,9 a 7,0 en quesos tipo madurados por los hongos. Las fases iniciales de
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elaboracion establecen la velocidad de formacién de acidez que junto a la
pérdida de lactosa determinan que este factor sea mas bajo. Posteriormente
durante las etapas iniciales de produccion del queso, la formacion del acido
lactico y la disminucion de lactosa provocan una rapida acidificacion, alcanzando
asi un pH mas baijo, la accién de las bacterias y mohos generan compuestos de
naturaleza neutra o alcalina, lo que eleva progresivamente el pH, este aumento
es notorio cuando ocurre una actividad proteolitica modificando asi la acidez del
producto final.

d. Los microorganismos y su relacion con el pH. Los denominados no
esporulados desempenan un papel importante dentro de los microorganismos
asociados a lo largo de toda la escala de pH. Aunque existan diferencias
estructurales de la pared celular entre las bacterias Gram positivas y Gram
negativas, esto nos indica que ambos grupos pueden adaptarse a distintos niveles
de acidez o alcalinidad del medio, lo que influye de manera directa en su
comportamiento durante la etapa de fermentacion y conservacioén de productos

lacteos como el queso.

2.2.5. Las bacterias acido lacticas

a. Caracteristicas de las bacterias acido lacticas

La informacion de los productos lacteos como el yogurt se originé en el Siglo XVIII,
donde los agricultores de Europa, Africa y Asia, lograron observar las caracteristicas
de la leche en las temporadas calidas, la leche coagulada en estas condiciones
presenta un sabor distinto por la inoculacién bacterias acido lacticas (BAL). Las BAL,
estan incluidas en un grupo de microorganismos denominados cultivos lacticos e
iniciadores, su manipulacién se da parar acidificar la leche, se encuentran presentes
de forma natural en la leche, son un grupo diverso de bacterias grampositivas que se
especializan en la fermentacion de la lactosa (azucar de la leche). Como subproducto
de la fermentacion, estas bacterias producen acido lactico y, al hacerlo, crean un
ecosistema unico. La fermentacién de las BAL también incrementa el contenido
vitaminico de la leche, en particular al incrementar los niveles de vitaminas B y K
(Hendy et al., 2021).

Estas bacterias presentan una estructura menos compleja a diferencia de las células
de los organismos superiores. Estas células son procariotas (su nucleo formado por
un cromosoma y carecen de la membrana nuclear). Las bacterias desempefian un
papel fundamental en la industria lo que permite desarrollar importantes progresos

en la fisiologia celular y la genética. Las bacterias poseen distintas variedades en su
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organizacién estructural como son los cocos, bacilos y espirilos (Aparicio, 2016). Las
BAL desempefian una funcién indispensable en diferentes productos de la industria
principalmente alimentaria, por su capacidad de acidificar, lo que no s6lo ayuda a
preservar los alimentos, sino también por su implicancia en el sabor, olor, textura y el

desarrollo de aromas en alimentos obtenidos por fermentacién (Parra, 2010).

Las BAL, son un conjunto de microorganismos formados por diferentes géneros, los
cuales presentan semejanzas en sus caracteristicas fisiologicas, morfologicas y el
metabolismo, aunque las bacterias acido lacticas presentan una gran diversidad
genética, son microorganismos Gram positivas, no generan esporas, carecen de
pigmentacion y no reducen los nitratos, ni producen catalasa. Las bacterias lacticas
son anaerobias pero aerotolerantes, se caracterizan por la produccién de acido lactico
como el resultado del metabolismo de los hidratos de carbono (Xiaochun et al., 2021).
Las bacterias lacticas, desde el punto de vista biotecnoldgico, son empleadas en la
industria lactea, los cuales se pueden clasificar también segun su temperatura 6ptima
de crecimiento, por lo tanto, los iniciadores primarios son cepas adecuadas para la
produccion del acido lactico, capaces de influir en el descenso de pH, hasta llegar por
debajo de 5,3 a las 6 horas de crecimiento a temperatura de 30 y 37 °C (Tedorov
2010; Bachmann et al. 2011).

b. Clasificacion de las bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) forman un grupo natural de bacterias Gram
positivas, con una morfologia de coco, coco-bacilo o bacilo (con la sola excepcién del
género Sporolactobacillus) (Aparicio, 2016), las BAL fermentan carbohidratos para
formar el producto mas importante como es el acido lactico como resultado del
metabolismo de los hidratos de carbono (Fox, et al. 2023).

Gran parte de las bacterias acido lacticas sélo obtienen energia producto de los
azucares y otros compuestos relacionados. Por su limitada capacidad biosintética,
son muy exigentes nutricionalmente por ello, necesitan factores de crecimiento como
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Dellaglio et al., 1994).

Las bacterias acido lacticas como Lactobacillus, requieren medios suplementados
con nutrientes como aminoacidos naturales, vitaminas del complejo B, glucosa,
acetato, acido y son incapaces de utilizar hidratos de carbono complejos (Loo et al.,
2025). Las taxonomias revisadas sugieren que las BAL forman un grupo diverso de
géneros que comprenden los siguientes: Enterococcus, Aerococcus, Alloicoccus,

Lactobacillus, Carnobacterium, Sporolactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
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Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y
Weissella. Sin embargo, los géneros Pediococcus, Lactobacillus, Carnobacterium,
Enterococcus, Leuconostoc y Streptococcus. Conforman el corazén del grupo de
bacterias del acido lactico, son los comunmente aceptados, los
géneros Lactobacillus y Enterococcus forman parte de los probiéticos mas populares
en la actualidad. Ya que, el consumo de alimentos fermentados esta asociados con
diversos beneficios para la salud, como lo es, la modulacién del sistema inmunitario
y la actividad antibacteriana. (Hakim et al., 2023). La clasificacion de las BAL, esta
basada principalmente en la morfologia, en el modo de fermentacion de la glucosa,
se encuentra a las homolacticas (producen acido lactico) o heterolacticas (producen
acido lactico y otras sustancias), teniendo crecimiento a diferentes temperaturas
(mesofilas o termdfilas), facilidad para crecer a altas concentraciones de sal
(halotolerantes y no halotolerantes), asi también tolerantes a condiciones acidas y

alcalinas.

c. Metabolismo de las bacterias lacticas

La caracteristica esencial del metabolismo de las bacterias acido lacticas, es su
eficiencia para fermentar carbohidratos, generar Adenosina Trifosfato (ATP), para
propdsitos biosintéticos, ademas de la gran capacidad para degradar distintos
carbohidratos y otros compuestos relacionados. Usualmente el producto final que
predominante es el acido lactico. No obstante, las bacterias acido lacticas se pueden
adaptar a diversas condiciones y asi, cambiar su metabolismo, provocando la
produccion de diversos productos finales del proceso de fermentacién. Estos se
acumulan dependiendo de las especies involucradas, la composicion quimica del
ambiente de cultivo y las condiciones fisicas que hay durante el proceso
fermentativo, En consecuencia, se puede obtener a partir de una molécula de
glucosa, dos moléculas de acido lactico y dos moléculas de adenosina trifosfato
(ATP) a través de la via glucolitica (Abdul et al., 2023).

Los estudios de microbiologia lactica comenzaron con la investigacion del proceso
de acidificacion que ocurre naturalmente en la leche, suero de queseria o suero de
manteca (Rodriguez, 2019).

Estos productos acidificados fueron utilizados por mucho tiempo atras como inéculo
para la produccion del queso, mantequilla y otros cultivos lacticos, pero las
fermentaciones eran imprevisibles y de una calidad desigual. Por ello, la produccion
comercial de cultivos iniciadores crecid exponencialmente en la industria lactea

debido a sus multiples ventajas.
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Actualmente, diversos productos del ambito de lacteos, son elaborados con cultivos
iniciadores comerciales, que fueron aislados y seleccionados en funcién de su
variedad, de propiedades deseadas y de la velocidad de produccion de acido lactico.
Entre las propiedades valoradas se incluyen la producciéon de sabores, aromas,

resistencia a los bacteriéfagos, tolerancia a la sal, entre otros. (Aparicio, 2016).

d. Rutas principales de fermentacién

e Fermentacion Homolactica

También llamada Glucdlisis, es el resultado de la obtencion del acido lactico como
producto final, la fermentacion homolactica llamada también Embden Meyerhof
Parnas, lo realizan las especies de Streptococus, Lactococus, Pediococus y
Lactobacillus son homofermentadores, que se caracterizan por metabolizar glucosa
que es una hexosa, teniendo un rendimiento neto de dos moles de ATP por mol de la
hexosa fermentada. Se muestra en la figura 1, la obtencién del acido lactico como
producto final de dicho proceso. Lo que da entender es que las bacterias poseen
diversas enzimas como la aldosa y hexosa isomerasa, pero no disponen de
fosfocetolasa. Dentro de esta clasificaciéon encontramos al género Lactobacillus
dispuestos en forma de bastones largos, de cadenas especialmente cortas, asi

también, son ampliamente reconocidas por su capacidad de fermentar carbohidratos.

Estas bacterias se desarrollan en ambientes anaerobios, toleran condiciones acidas
y como una temperatura optima de crecimiento entre 30 °C a 45 °C, los
Streptococcus, con formas de esfera y en disposicién de cadenas, con una buena

acidificacion y de menor actividad caseolitica (Hernandez, 2009).
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Figura 1: Fermentacion homolactica de azucares en bacterias acido lacticas,

llamada via Glicolitica 0 Embden Meyerhof Parnas (Ortiz, 2006).

Fermentacion Heterolactica

Este proceso es realizado por la enzima 6-fosfogluconato fosfocetolasa, produciendo
como resultados cantidades significativas de productos como, el acetato, el CO, y el
etanol, ademas del acido lactico. En la fermentacion de hexosas, el acido lactico
puede llegar hasta 70 % de los productos catabdlicos finales, que van con las

cantidades equimolares de CO: y acetato o etanol. Presentando un producto neto de
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un mol de ATP por mol de hexosa (Vandamme, et al. 1996).

Este grupo de bacterias posee la enzima fosfocetolasa, pero carece de la hexosa
isomerasa y la aldosa, ante esto utilizan la via de las hexosas monofosfato o llamada
también via de la pentosa. En la Figura 2, se tiene a las especies heterolacticas que
son obligadas a utilizar la ruta fosfohexosa para metabolizar carbohidratos presentes
en la leche, para la produccién de lactato, acido acético y etanol con la generacién
de diéxido de carbono; también la D-galactosa puede ser metabolizada a través de

la ruta tagatosa 6-fosfato (Zuriga et al., 2020).

ATP ADP NADP+ NADPH +H*
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N 2
e \\' S ’ >
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Figura 2: Fermentacion heterolactica de azucares en bacterias acido lacticas. Via
de la pentosa fosfato (Ortiz, 2006).
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e. Bacteriocinas

Las bacteriocinas, son definidas como péptidos que tienen un origen ribosomal,
secretados al medio extracelular que poseen la capacidad de impedir el crecimiento
de microorganismos patdégenos (Monroy et al., 2009; Beshkova y Frengova, 2012;
Mondragén Preciado et al., 2013). En la naturaleza existe una diversidad bacteriana,
lo que se estima un 99 % de dichas bacterias logran producir cuando menos una
bacteriocina (Dolz, 2008).

En la actualidad las bacteriocinas son definidas: "macromoléculas que contienen
proteinas que ejercen una actividad bactericida hacia bacterias taxonémicamente
relacionadas con la cepa productora" (Heredia et al. 2017). Gran parte de las
bacteriocinas se producen en el periodo exponencial de crecimiento y su cantidad en
el medio de cultivo, es directamente dependiente de la cantidad de biomasa
producida. Debido a la abundante variedad de bacteriocinas, es necesaria su
clasificacidon. Teniendo en cuenta que las bacteriocinas producidas por las bacterias
lacticas son basadas en las siguientes caracteristicas: la composicién quimica, la

estructura secundaria y el mecanismo de accion (Heredia et al., 2017).

f. Aplicaciones de las bacterias acido lacticas

Industria alimentaria y fermentaciéon: Las BAL son microorganismos clave Enel
proceso de fermentacion de alimentos, es un proceso que no solo mejora la
conservacion, sino que también potencia el valor nutricional y sensorial de los
productos. Son utilizadas en: productos lacteos (yogur, kéfir y quesos), vegetales
fermentados (chucrut, kimchi y pepinillos), bebidas (kombucha y jugos funcionales),
carnes fermentadas (salchichas, jamones curados) y panificacion (masa madre).
Ademas, se producen compuestos antimicrobianos naturales como bacteriocinas
(nisina), perdxido de hidrégeno, y acidos organicos, lo que otorgan propiedades
conservantes (Ganzle, 2015).

Probidticos y salud humana: Las BAL se utilizan como probiéticos, definidos como
“microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren
beneficios para la salud del hospedero”, mejorando el equilibrio de la microbiota
intestinal, estimulacion del sistema inmunoldgico y produccion de vitaminas (B12,
acido folico). Desafortunadamente, existe un uso indebido del término probidtico lo
que lo convierte en un inconveniente importante, con diversos productos que explotan
el término sin estar dentro de los criterios requeridos. Por ello, los productos
probidticos poseen la atencion de autoridades competentes para su regulacion con

el interés de proteger a los consumidores de afirmaciones engafiosas (Hill, 2014).
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Las BAL también se usan en la agricultura, poseen propiedades que benefician el
crecimiento de plantas y la salud del suelo, contribuyendo como agente de control
biolégico inhibiendo hongos como Fusarium, Rhizoctonia y Botrytis mediante
produccion de acidos organicos y compuestos antimicrobianos, asi también actian
como bioestimulantes para favorecer la absorcion de nutrientes (Radhakrishnan et
al., 2017).

g. Perspectivas de las bacterias acido lacticas

Se desarrollan en el campo de la ingenieria genética y cepas disehadas, permitiendo
el avance de la biologia sintética lo que ha ayudado a modificar genéticamente a las
BAL, con el fin de expresar proteinas de interés como insulina o antigenos, ayudé al
desarrollo de vacunas orales contra Helicobacter pylori. Asi también, se desarroll6 la
produccién de biomoléculas funcionales, ya que las BAL pueden actuar como
fabricas celulares para producir péptidos bioactivos con funciones antihipertensivas
o inmunomoduladoras, exopolisacaridos que poseen un potencial prebidtico y
espesante alimentario y biosurfactantes usados en cosmética, medicina y
biorremediacion. La medicina personalizada y microbioma, es otro campo en la cual
se recurren a las BAL para desarrollar probiéticos personalizados, adaptados a la
microbiota individual y usarlos como coadyuvantes en el tratamiento de
enfermedades como cancer, Alzheimer, diabetes y obesidad. Asi como en el campo
de la salud, se tienen avances en la sostenibilidad ambiental ya que las BAL también
tienen un papel potencial en la biotecnologia ambiental en el tratamiento de efluentes
y residuos organicos, en la produccion de biogas a partir de biomasa fermentada y la
biodegradacion de plasticos o contaminantes téxicos. Otra tecnologia es la dmica y
metagendmica, utilizando la metagendmica para estudiar su rol en comunidades
microbianas, la transcriptomica y protedmica para analizar mecanismos de
adaptacion y estrés y el uso de CRISPR-Cas para editar genéticamente cepas con

precision (Lee et al. 2017).

2.2.6. Enzimas lacticas

Las enzimas lacticas, son proteinas que actuan como catalizadores en los procesos
bioquimicos, los cuales ocurren durante la fermentacién y transformacion de la leche.
Las mencionadas enzimas son formadas en bacterias acido lacticas, que
desempefan un importante papel clave para elaborar productos como quesos,
yogures y otros fermentados lacteos (Savijoki et al. 2006).

Las bacterias lacticas, ademas de contribuir en preservar alimentos, logran mejorar

las caracteristicas sensoriales como el olor, el sabor, la textura y aumentan la calidad,

30



en otros casos las enzimas de la materia prima tienen un papel para el desarrollo de

las caracteristicas organolépticas mencionadas (Parra 2010).

Las enzimas presentes en las bacterias acido lacticas son:

a.

B-galactosidasa (lactasa): Es una enzima que tiene funcién de romper el enlace
B-1,4 de lactosa, un disacarido presente en la leche, liberando monosacaridos
como la glucosa y galactosa. Esta reaccién facilita la digestion de productos
lacteos en personas que presentan intolerancia a la lactosa y favorece el
crecimiento bacteriano durante la fermentacion, por lo tanto, permite la
produccion baja de lacteos y mejora el dulzor y la fermentabilidad en productos
como el yogur y kéfir (Savijoki et al., 2006).

Proteasas: Son enzimas encargadas de catalizar los enlaces peptidicos en las
proteinas, como la caseina (proteina de leche), generando como resultado los
aminodcidos. La proteasa es esencial en la coagulacién de la leche formando el
cuajo, participando también en la maduraciéon de quesos y desarrollo de la

textura (Fuentes et al., 2017).

Peptidasas: Son enzimas que actian sobre los péptidos productos de las
proteasas, degradandolas en aminoacidos libres, entre ellos podemos encontrar
a las aminopeptidasas, dipeptidasas, poliendopeptidasas, entre otros. Siendo
importante su aporte en brindar sabores caracteristicos durante la maduracion
del queso, mejorando asi la digestibilidad y contribuyendo en las funciones
bioactivas (antihipertensivos naturales) (Fox, 2023).

Lipasas: Enzimas que participan hidrolizando lipidos, especialmente los
triglicéridos, rompiendo los enlaces éster y liberando acidos grasos libres, y
glicerol, que contribuyen en el sabor y el aroma intenso, que son caracteristicos
de los quesos maduros (Tamime, 2007).

Glutaminasa: Encargada de convertir la glutamina en glutamato, dicha enzima
en los Lactobacillus y Lactococcus participan en el sistema proteolitico que
permite el crecimiento de las bacterias en la leche y su posterior desarrollo del
sabor (propiedad umami) (Tuncer, 2009).

Decarboxilasas: Enzimas que eliminan el carboxilo de los aminoacidos,
generando aminas bidgenas como histamina, tiamina y cadaverina. Participan
en el aroma de los alimentos fermentados, pero su acumulaciéon puede ser
indeseable produciendo migrafias, presion alta, entre otros (Fuentes et al.,
2017).

Esterasas: Encargadas de hidrolizar los enlaces éster de compuestos

fermentados, desarrollando el sabor con la liberacién de acidos grasos libres,
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aroma, maduracion de quesos, ademas participan en la actividad antioxidante

por las esterasas que cumplen esa funcion (Fox, 2023).

2.2.7. Técnicas moleculares en la identificacion de bacterias acido lacticas

e Taxonomia molecular microbiana

a. El Método de Sanger — Terminacion de cadena

El método de Sanger, también llamado método de terminacion por dideoxinucledtidos
(ddNTPs), se basa en la sintesis in vitro de una nueva hebra de ADN, en presencia
de nucleétidos modificados (ddNTPs), que impiden la elongacion cuando se
incorporan. Cada ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) son incorporados en una
reaccidon separada y marca el final de una cadena sintetizada. Produciendo
fragmentos de distintas longitudes, con la terminal en una base especifica. Dichos
fragmentos son separados por electroforesis. Desarrollando asi los secuenciadores
automaticos mediante electroforesis capilar hasta llegar a la generacion de
electroferogramas digitales (Sanger et al.,, 1977), el método de Sanger tiene los

siguientes procedimientos:

1. Preparacion del ADN molde: Se extrae y purifica la cadena de ADN que se desea

secuenciar, dicha cadena sera una plantilla para la sintesis de la nueva hebra.

2. Preparacién de la mezcla de reaccion: se realiza la mezcla de ADN molde,
Cebador especifico (primer - se une al inicio de la secuencia deseada), ADN
polimerasa (enzima que sintetiza la nueva cadena), cuatro dNTPs normales (A, T,
C, G - permiten el alargamiento normal de la cadena), una pequefa cantidad de

ddNTPs (dideoxinucledtidos - que detienen la sintesis al no tener grupo 3'-OH).

3. Reacciones paralelas; se realizan cuatro reacciones separadas, cada una con un
tipo diferente de ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP o ddGTP). En la cual, cada
reaccion genera una mezcla de fragmentos de ADN de diferentes longitudes,

todos terminando en la misma base (A, T, C o G).

4. La separacién por electroforesis: los fragmentos producidos son separados por
tamano mediante electroforesis en gel de poliacrilamida o por electroforesis

capilar.

5. Lectura de la secuencia: se da mediante el método clasico, en la cual, se lee la
posicion de cada banda en el gel (de abajo hacia arriba) y el método moderno,

que utiliza el software interpreta los picos de color para dar la secuencia del ADN.
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b.

El Método de Maxam - Gilbert — degradacién quimica selectiva

Basada en la modificacién quimica especifica de las bases nitrogenadas del ADN,

seguida por la hidroélisis del esqueleto fosfodiéster en los sitios modificados. Esto

permite generar fragmentos de ADN de diferentes longitudes, cada uno cortado en

una base determinada (A, T, C o G). A diferencia del método de Sanger, no depende

de la sintesis enzimatica de ADN. En su lugar, se fragmenta una cadena marcada de

ADN de manera controlada usando reactivos quimicos que atacan grupos

funcionales especificos de las bases (Heather y Chain, 2016), teniendo los siguientes

pasos:

1.

C.

Marcado del ADN: el ADN (cadena sencilla) se marca en el extremo 5’ con fésforo
radiactivo (32P) usando polinucleétido quinasa y ATP-y-32P y el marcado permite

visualizar los fragmentos después del corte.

. Desnaturalizacion del ADN: se desnaturaliza el ADN bicatenario a cadena sencilla

con calor o alcalinidad, ya que solo una cadena se secuencia.

. Tratamiento quimico selectivo: el ADN se divide en 4 tubos, y se somete a uno de

los siguientes tratamientos.

e Tubo 1: reactivo Dimetilsulfato (DMS), base atacada G.
e Tubo 2 acido férmico, base atacada A + G.
e Tubo 3: hidrazina, base atacada C.

e Tubo 4: hidrazina NaCl, base atacada C+T.

. Ruptura con piperidina: se agrega piperidina caliente, rompe el ADN en los lugares

modificados quimicamente y como resultado se obtiene la mezcla de fragmentos

que terminan en una base especifica.

. Separacion por electroforesis: los fragmentos de ADN se separan segun tamafo

en un gel de poliacrilamida desnaturalizante (7 - 20%).

Visualizacion: el gel es expuesto a rayos X. teniendo en cuenta que las bandas

oscuras representan fragmentos que terminan en una base especifica.

. Lectura de la secuencia: Se lee de abajo (fragmento mas corto) hacia arriba

(fragmento largo), combinando la informacion de los 4 carriles (G, A+G, C, C+T),

se deduce la secuencia.

Taxonomia molecular microbiana usando NGS - Plataforma Illumina

La taxonomia molecular microbiana mediante secuenciacién de nueva generacion

(NGS), permitio el analisis y la identificacion de microorganismos a partir de su ADN
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extraido, sin necesidad de cultivo. Utilizando genes altamente conservados como el
ARNTr 16S (para bacterias y arqueas), el ITS (en hongos) o el 18S (en protistas), que
contienen regiones variables suficientes para identificar hasta nivel de género o

especie (Klindword et al., 2013), siguiendo etapas como:

1. Extraccién del ADN: se obtiene a partir de muestras (cepas de bacterias acido

lacticas).

2. Amplificacion por la técnica de PCR, se selecciona un gen universal conservado
para bacterias 16S rRNA, en hongos ITS1 0 ITS2 y en eucariontes 18S rRNA.

3. Preparacion de librerias: se anaden adaptadores lllumina que permiten la unién al
Flow cell y etiquetas (barcodes) para la identificacion de multiples muestras en

una misma corrida.

4. Secuenciacion lllumina MiSeq, permite lecturas paired-end de 2 x 250 pb,
cubriendo completamente regiones como V3-V4 del 16S. En el cual los
fragmentos se fijan en una flow cell, se amplifican en clusters mediante
amplificacién por puente, se incorporan nucleétidos fluorescentes detectados por

camara y se genera una lectura digital por cada base incorporada.

Dentro de la taxonomia molecular microbiana usando NGS — plataforma lllumina, se
encuentra el secuenciamineto que se us6 para la identificacion de las bacterias acido

lacticas.

¢ Secuenciamiento del Gen ARNr 16S

Es una técnica molecular para la identificacion, clasificacion y filogenia de bacterias.
Dicho gen codifica el ARN ribosomal 16S, que es parte de la subunidad pequena
(30S) del ribosoma bacteriano que cuenta con regiones altamente conservadas que
posibilitan el disefio de cebadores universales intercaladas por regiones variables
que ayudan a distinguir entre especies bacterianas (Woese y Fox, 1977). Porello, en
estudios se convierte en un marcador molecular ideal para estudiar las relaciones
evolutivas entre los  procariotas especialmente cepas de Lactobacillus,
Lactococcus,Leuconostoc, Pediococcus, entre otros, con implicancias tecnolégicas y

de seguridad alimentaria (Clarridge, 2004).
El secuenciamiento comprende las siguientes etapas:

1. Extraccion de ADN: Se obtiene el ADN gendmico total de cultivos bacterianos

puros o mezclas complejas como los alimentos fermentados.

2. Amplificacion por PCR: Se utilizan cebadores universales para amplificar
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aproximadamente 1500 pares de bases del Gen RNAr 16S.

3. Secuenciacion: Puede realizarse mediante secuenciacion Sanger para estudios

puntuales, o técnicas de nueva generacion (NGS) como lllumina,

4. Analisis bioinformatico: Las secuencias se comparan con bases de datos como
GenBank, SILVA o RDP para identificar los microorganismos presentes.
Las aplicaciones inmersas en el secuenciamiento del Gen RNAr 16S, son para la
identificacion de bacterias especialmente util en la microbiologia clinica, alimentaria
y ambiental lo que permite identificar bacterias no cultivables, participan en la
clasificacion y filogenia con la reconstruccion de relaciones evolutivas mediante
arboles filogenéticos en base del descubrimiento del dominio Archaea por Carl
Woese. Otros estudios son los metagenémicos en ayuda para el analisis de la

diversidad microbiana en muestras complejas como suelo, intestino, aire o agua.

d. Tecnologia Oxford de nanoporos

Esta tecnologia sus inicios fueron a principios de la década de 1990, representando
una revolucion en la gendmica moderna, permitiendo asi una secuenciacién pértatil,
rapida y de moléculas completas, a diferencia de las tecnologias anteriores (como
lllumina o Sanger), ONT no necesita amplificacién por PCR ni sintesis de ADN, y
puede leer moléculas largas, completas y sin interrupcion. Para ello los laboratorios
alcanzaron una serie de hitos para el desarrollo de una plataforma funcional de
secuenciaciéon por nanoporos. Estos hitos incluyeron el uso de una membrana
sintética con nanoporos bioldgicos, que a través de estos nanoporos pasa una unica
hebra de ADN o ARN y una corriente eléctrica constante fluye a través del poro. Por
ello, cada base nitrégenada (A, T, G, C o U) interfiere con la corriente de manera
unica en la cual, un detector mide los cambios de voltaje y traduce los patrones
eléctricos en secuencias de bases (Tyler et al., 2018).

Para llevar a cabo el proceso de secuenciacion, se utilizé el dispositivo MinlON, un
secuenciador portatil de ADN por nanoporos que pesa aproximadamente 90 gramos.
Su componente central es una celda de flujo equipada con hasta 2048 nanoporos,
que pueden ser controlados en grupos de 512 a través de un circuito integrado de
aplicacion especifica (ASIC). Antes de la secuenciacion, se incorpora adaptadores a
ambos extremos de los fragmentos de ADN gendmico. Estos adaptadores tienen
multiples funciones: facilitan la captura del ADN, permiten la incorporacién de una
enzima procesiva en el extremo 5’ de la hebra y favorecen el paso controlado de la

cadena por el poro, avanzando nucledtido por nucleétido en tiempos del orden de
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milisegundos. Ademas, los adaptadores concentran las moléculas de ADN cerca de
la membrana, incrementando significativamente la eficiencia de captura,
seguidamente un adaptador en forma de horquilla une covalentemente ambas
hebras del ADN de doble cadena, lo que permite leer de forma continua la hebra
principal y su complemento. Una vez que la molécula es capturada por un nanoporo,
la enzima guia realiza la lectura de la hebra principal y al tener contacto con la
horquilla, se inicia la lectura de la segunda hebra complementaria. Durante el paso
del ADN por el poro, se detectan variaciones en la corriente iénica, provocadas por
las diferencias en las secuencias de bases que atraviesan el poro. Estas variaciones
se registran como eventos eléctricos discretos, cada uno con su propia duracion,
intensidad media y variabilidad. Posteriormente, estos eventos se interpretan
mediante modelos computacionales como una secuencia de kmers. Finalmente, las
lecturas de ambas hebras se alinean para generar una lectura 2D de alta calidad,
basada en la combinacion de la informacion complementaria, lo cual brinda una
lectura en tiempo real y se aporta a la clasificacion taxondmica con bases como NCBI,
SILVA, GTDB, EPI2ME-Live (Sanger et al., 1977).
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M. METODOLOGIA

3.1. Ubicacion

Lugar de muestreo: La localidad de Vizcapalca

o Ubicacion politica: Departamento e Huancavelica, Provincia de Huaytara, Distrito

de Pilpichaca, Centro Poblado de Vizcaplaca

¢ Ubicacion geografica: Region Natural: Sierra, Altitud de 3 377 msnm, coordenadas
UTM: 18L 522370.22 m E, 8499929.55 mS

Lugar de procesamiento de muestras

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Bioquimica del
Area Académica de Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias Bioldgicas, de la

Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.2. Muestreo y transporte de las muestras al laboratorio

Se recolectaron 30 muestras de quesos artesanales de los barrios queseros,
localidad de Vizcapalca, con el muestreo no probabilistico por conveniencia, siendo
las muestras obtenidas por su facil acceso, dichas muestras se transportaron en
coolers con bloques de hielo en gel para mantener la temperatura aproximada de 4
°C, posteriormente fueron llevadas a los ambientes del Laboratorio de Bioquimica

donde fueron procesadas dentro de las 12 h.

3.3. Aislamiento de bacterias acido lacticas del queso

A cada muestra de queso recolectado, se realizé un corte de forma radial del centro
del queso, usando un cuchillo estéril. Cada porcion pes6é 25 g, para luego ser
homogenizada con 225 mL de caldo MRS por un minuto en una licuadora, en
condiciones asépticas. Posteriormente, se realizd diluciones seriales hasta 10* con
90 ml de caldo MRS. A partir de la dilucion 10* se tomé 0,1 mL de muestray
se realiz6 la siembra por diseminacion.. Dicho proceso fue realizado por duplicado
en placas conteniendo agar MRS (Merck 2020). Las placas fueron incubaron en

condiciones de anaerobiosis a 37 °C por 72 horas (Alvarado et. al., 2007).
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3.4. Identificacion molecular de las bacterias aisladas

3.4.1. Caracterizacién fisica

Para la identificacion de los microorganismos a nivel de sus caracteristicas
morfologicas, se realizaron ensayos por triplicado, mediante observaciones

macroscépicas y microscopicas con coloracion de Gram para su identificacion.

3.4.2. Identificacion molecular de bacterias acido lacticas

mediante Secuenciacion

Las cepas de bacterias acido lacticas aisladas y caracteristicas se enviaron al
laboratorio Umbrella Genomics Company en ciudad de Lima, para su identificacion.

En ella se procedid con la extraccion de ADN, con los siguiente pasos:

» Se recolectd 1 mL de muestra de cultivo en un tubo estéril con capacidad 1,5 mL.
Posteriormente fue sometida a una centrifugacion a 800 x g durante 10 min. El

pellet resultante fue trasvasado a un nuevo tubo estéril de 1,5 mL.

» Posteriormente se llevo a una segunda centrifugacion a 8 000 x g durante 15 min.
Eliminando el sobrenadante y proceder a dilucion del pellet con 0,2 mL de PBS
(Phosphate Buffer Saline).

* En un siguiente proceso: Se afadieron 0,18 mL de solucién de Digestién y 0,02
mL de solucion de Proteinasa K, y se homogeneizé la mezcla suavemente
mediante un vortex. Dicha mezcla fue incubd a 56 °C durante 40 minutos con

agitacion a40 x g.

* En seguida, se afiadié 0,02 mL de solucion de RNasa A, y se homogenizd con un
Vortex suave, permitiendo una incubacion adicional de 10 minutos a temperatura

ambiente sin agitacion.

» Posteriormente, se incorporaron 0,2 mL de solucion de Lisis a la muestra. Con una
homogenizacion suave durante 30 segundos y se afadieron 0,4 mL de etanol al

50%, para nuevamente proceder con la homogenizacién por el Vortex.

* La mezcla obtenida se trasvasé a una columna de purificacion, que se encuentra
insertada en un microtubo colector de 2 mL, que se centrifugd a 6 000 x g durante
1 min. Luego, se desecho el tubo colector que contenia el liquido de desecho, y la

columna de purificacion se transfirié a un nuevo microtubo colector de 2 mL.

* En la siguiente etapa, se anadié 0,5 mL de Wash Buffer | (incluye etanol absoluto)
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y sometiéndolo a una centrifugacion a 8 000 x g. Nuevamente, se desech¢ el tubo
colector con el liquido de residuo, y la columna de purificacion se transfirid a un

nuevo microtubo colector de 2 mL.

» Seguidamente, fueron anadidos 0,5 mL de Wash Buffer Il (contiene etanol
absoluto) y sometido a una centrifugacién a 20 000 x g durante 3 minutos.
Posterior a ello, se descarté el tubo colector que contenia el liquido de residuo, y

la columna de purificacion se transfirié a un microtubo de 1,5 mL.

» Finalmente, se incorpord 0,1 mL de Elution Buffer en el centro de la columna de
purificacién, incubandolo por 3 minutos a temperatura ambiente. Realizando la
ultima centrifugacién a 8 000 x g por 1 minuto. La columna de purificacion fue
descartada, y el ADN extraido se almacend a una temperatura de -20°C, pasando
por una evaluacioén de calidad del ADN extraido de las 4 muestras, en funcién a
su tamano molecular. Después se procedié con el PCR convencional con el uso
de primers universales especificos para el Gen RNAr 16S. Luego se procedio al
secuenciamiento del Gen RNAr 16S. Dicho proceso de secuenciacion del ADN se
realizé utilizando los primers externos 785F y 907R. Obteniendo una calidad de
los resultados de secuenciacion consideradas 6ptimas, siendo el valor de calidad
superior a 20 (QV>20). El ensamblaje de las secuencias obtenidas de ADN fue

realizado usando el software Geneious Prime.

Los resultados obtenidos se sometieron a una busqueda en el Gen Bank por medio
del programa BLAST en la pagina de la NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov/) para luego
realizar por algoritmo de agrupamiento por el método de Neighbor-Joining (NJ), para

la obtencion de un dendrograma.

3.5. Caracterizacion de las bacterias acido lacticas aisladas

a. Capacidad acidificadora de la leche

Se tom6é 200 mL de leche estéril procesada a ultra alta temperatura (UHT),
inoculando 2 mL de cultivos de cepas de BAL, incubandolos a 37 °C, se verifico el

descenso del pH a las ocho horas posteriores (Alvarado et. al., 2007).
b. Resistencia a antibiéticos

Se utilizaron los siguientes antibidticos: bencilpenicilina G 1.000.000 Ul, amikacina

500 mg/2mL y Cefazolina 1g/2ml, dicho ensayo fue realizado mediante el método de
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Kirby-Bauer. Las cepas a ensayar se incubaron en caldo MRS, la suspension
bacteriana fue sembrada en placas de Petri conteniendo agar MRS, en la superficie
de este agar fueron colocadas discos de papel de filtro (5mm de diametro)
impregnados con antibiéticos en diferentes concentraciones (5; 25; 50; 75; 100 pg/
mL), para la bencilpenicilina se consideré 1.000.000 Ul, que fueron equivalentes a
500 mg. Después de una incubacion de 12 horas a una temperatura de 37°C, se
midieron los halos de inhibicion alrededor del disco, considerando a los halos con

diametro menor o igual a 5mm indican resistencia de la cepa (Alvarado et. al., 2007).
c. Capacidad acidificadora de la leche en presencia de antibi6ticos

Para dicha prueba de acidificacion de la leche en presencia de antibioticos, se tomé
200 mL de leche estéril UHT que fueron agregadas a un envase conteniendo
antibioticos (bencilpenicilina G 1.000.000 Ul, amikacina 500 mg/ 2 mL y Cefazolina
19/ 2 ml), dichos antibidticos fueron inoculados con 2 mL del cultivo de los consorcios
de las cepas seleccionadas, posteriormente fueron incubados a 37°C durante 8
horas, pasado el tiempo de incubacién se pas6 a medir el descenso del pH (Alvarado
et. al., 2007).
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 3. Capacidad acidificante de las cepas de bacterias acido lacticas, aisladas de
quesos artesanales elaborados en la Localidad de Vizcapalca, durante un periodo de

incubacién de 8 h. Ayacucho 2024

N° Muestra pH inicial pH final Acidez (%)
1 A1 6,79 6,77 0,29
2 A2 6,79 6,76 0,45
3 A3 6,79 6,55 3,45
4 A4 6,79 6,00 11,64
5 A5 6,79 5,95 12,38
6 A6 6,79 6,79 0
7 B1 6,79 6,42 5,45
8 B2 6,79 6,62 2,51
9 B3 6,79 5,42 14,00

10 B4 6,79 6,78 0,15

11 B5 6,79 6,14 9,58

12 B6 6,79 6,63 2,36

13 C1 6,79 6,75 0,59

14 Cc2 6,79 6,76 0,45

15 C3 6,79 6,50 4,28

16 C4 6,79 5,55 18,27

17 C5 6,79 5,00 26,37

18 Ccé6 6,79 6,22 8,4

19 D1 6,79 6,44 5,16

20 D2 6,79 6,25 7,96

21 D3 6,79 6,78 0,15

22 D4 6,79 5,98 11,93

23 D5 6,79 6,79 0

24 D6 6,79 6,22 8,4

25 E1 6,79 6,79 0

26 E2 6,79 6,38 2,04

27 E3 6,79 6,12 9,87

28 E4 6,79 6,40 5,75

29 E5 6,79 6,77 0,3

30 E6 6,79 6,20 8,96
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En la presente investigacion se realizo el aislamiento de bacterias lacticas tomando
como muestras de origen, los quesos artesanales de diferentes barrios queseros del
Centro Poblado de Vizcapalca, Distrito de Pillpichaca, Region Huancavelica. Los
quesos provenientes de éste Centro Poblado, tienen caracteristicas peculiares, en el
aroma, olor y gusto lo que incrementa la demanda por los consumidores,
asociandose a esta calidad, las bacterias lacticas nativas que estan presentes en el

proceso.

Para el aislamiento de las bacterias acido lacticas se usd el caldo MRS, éstas
bacterias presentan una capacidad de disminuir el pH durante el proceso de
manufactura de los quesos, ésta caracteristica también, impide el crecimiento de
microorganismos no deseables, por lo que, las cepas de bacterias acido lacticas que
disminuyen el pH en periodos de tiempo mas cortos son usados como iniciadores,
para procesos de fermentacién de productos lacteos. Tuncer (2009), en el estudio de
propiedades tecnolégicas de cepas de enterococos identificadas fenotipicamente,
reporta a BAL, con caracteristicas de disminuir el pH durante las primeras 8 horas. El
resultado se reporté como una disminucion del pH; leve, significativa y nula. Concluye
que la disminucién de pH, ya sea de manera leve, significativa o nula, es debido a la
variabilidad en la respuesta metabdlica de las bacterias acido lacticas, relacionadas
por factores como la genética o las condiciones ambientales.

En la Tabla 3, se reporta la capacidad acidificante de las bacterias acido lacticas,
mediante la medicion del descenso de pH a partir de un valor inicial de 6,79 durante
el periodo de incubacién de 8 horas, siendo una caracteristica de las bacterias acido
lacticas que se producen durante la fermentacion de forma natural en el producto,
mostrando que la muestra codificada como C5 disminuy6 hasta 5,00 representando
un 26,37% de capacidad acidificadora, siendo la que presenta mayor disminucién de
pH, asi también las bacterias con codificacién A6, D5 y E1 no varian el pH. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Nieto et al. (2008), quienes desarrollaron
un estudio para elegir cultivos nativos para la elaboracién de queso manchego,
identificando a los géneros Lactobacillus y Lactococcus como los mayores
productores de acido lactico, mostrando que esta caracteristica, inhibe el desarrollo

de patdgenos.
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Tabla 4. Diametro de halo de inhibicién producido por antibiéticos en bacterias acido lacticas con capacidad acidificante, aisladas de

quesos artesanales de Vizcapalca. Ayacucho 2024.

N° AMIKACINA CEFAZOLINA BENCILPENICILINA
MUESTRA 5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 75 pg/mL p; /rgl_ 5ugml 92/;:’1 . ugsl?nL “97/;:’1 . “;’?rgl_ 5 ug/mL pgzlfn . pgS/?nL “97/2“_ p;?rgl_

1 A3 - - - - - - - - - - - - - - -
2 Ad - - - - - - - - - - - - - - -
3 A5 - - - - 0,2mm - - - - - - - - -
4 B1 - - - - - - - - - - - - - - -
5 B2 - - - - - - - - - - - - - - -
6 B3 - - - - - - - - - - - - - - -
7 B5 - - - - - - - - - - - - - - -
8 B6 - - - - - - - - - - - - - - -
9 Cc3 - - - - - - - - - - - - - - -
10 c4 - - - - - - - - - - - - - - -
1 c5 ] ] ] ] ] ] ; ] ; ] ] i i ] ]
12 C6 - - - - - - - - - - - - - - -
13 D1 - - - 0,2mm - - - - - - - - - - -
14 D2 ] ; - ; ; - ; ; ; ; ; ; ; - ]
15 D4 - - - - - - - - - - - - - - -
16 D6 - . - - - - - - - - - - - - -
17 E2 - - - - - - - - - - - - - - -
18 E3 - - - - - - - - - - - - - - -
19 E4 - - - - - - - - - - - - - - -
20 E6 - - - - 0imm - - - - - - - - - -

(-): sin crecimiento de halo
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En la Tabla 4, se muestra los diametros de los halos de inhibiciéon producidos por el
desarrollo de bacterias acido lacticas con capacidad acidificante aisladas, frente al
antibiotico amikacina; las bacterias A5 y E6 enfrentadas a la concentracion de 100
Mg/ml presentan un halo de 0,2 mm y 0,1 mm, respectivamente y la bacteria D1
muestra un halo de 0,2 mm de halo en una concentracion de 75 pg/ml de amikacina,
dichos resultados indicarian que ésta bacteria es mas sensible a dicho antibiético. La
amikacina es un antibiético usado para tratar infecciones bacterianas graves a
diferencia de los antibiéticos cefazolina y bencilpenicilina que no muestran
sensibilidad, dicha caracteristica fue estudiada por May et al. (2020), en Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei y Bifidobacterium bifidum enfrentada a varios
antibidticos. Las bacterias del estudio mostraron resistencia a la amikacina, como
también, a otros aminoglucésidos como gentamicina y netilmicina. Por otro lado
Vanegas et al. (2017), analizaron la actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas
autéctonas, frente a Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes. Aunque no
especifican la resistencia o sensibilidad a la amikacina, destacan la capacidad de estas
bacterias para producir bactericidas, como las bacteriocinas que podrian ofrecer una
alternativa a los antibidticos tradicionales. Estos estudios resaltan la resistencia de
las BAL, teniendo los resultados de la presente investigacion se debe conocer si las
BAL presentan susceptibilidad o resistencia para ello la OMS (2019), menciona que
realizaron pruebas de susceptibilidad de las bacterias lacticas y se puede inferir que
las bacterias lacticas (como Lactobacillus, Bifidobacterium, entre otras) generalmente
tienen una resistencia inherente a muchos antibioticos, incluidos los aminoglucésidos
como la amikacina, debido a su biologia y funcién. Asi aporta que teniendo un halo >
15 mm las BAL son susceptibles al antibiotico, por el contrario al observar un halo <12
mm, concluyendo que las BAL son resistentes a la amikacina, lo cual significa que el

antibiotico no tiene una accion efectiva sobre la bacteria.
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Tabla 5. Capacidad acidificante en presencia de amikacina de bacterias acido
lacticas, aisladas de quesos artesanales elaborados en la Localidad de Vizcapalca,

durante un periodo de incubacién de 8 h. Ayacucho 2024

N° Muestra pH inicial pH final
1 A3 6,79 6,66
2 A4 6,79 6,30
3 A5 6,79 6,53
4 B1 6,79 6,76
5 B2 6,79 6,60
6 B3 6,79 5,98
7 B5 6,79 6,00
8 B6 6,79 6,01
9 c3 6,79 6,00

10 c4 6,79 5,95

11 C5 6,79 5,90

12 cé 6,79 6,78

13 D1 6,79 6,73

14 D2 6,79 6,27

15 D4 6,79 6,23

16 D6 6,79 6,30

17 E2 6,79 6,12

18 E3 6,79 6,10

19 E4 6,79 6,55

20 E6 6,79 6,32

La Tabla 5, muestra la capacidad acidificante de bacterias acido lacticas en presencia
de la amikacina, siendo un factor importante para la elaboracién de los productos
lacteos fermentados, como el yogurt y el queso, teniendo la muestra C5 con la mayor
disminucién de pH con un valor de 5,90. Dicha capacidad se debe a la habilidad de
las bacterias de fermentar glucosa y producir acido lactico, contribuyendo al sabor y
la textura, considerada también, un indicador de calidad en el proceso de
fermentacion. Vinderola et al. (2020), realizaron estudios sobre las bacterias acido
lacticas en productos fermentados, investigando cémo el uso de antibidticos afecta
la microbiota lactica, en consecuencia afecta disminuyendo la acidificacién de la
leche y la calidad del producto final con ausencia de probidticos. En otro estudio
publicado por Baker & Smith (1992), en el que evaluaron el uso de antibiéticos en
industria lactea, centrando el objetivo de comparar la actividad de los antibiéticos

sobre la microbiota bacteriana nativa y bacterias comerciales, describen la produccion
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de acidos lacticos de las BAL en presencia de los antibiéticos, lo que influye también
en el aroma, sabor y la textura de los productos. Asi mismo, los resultados publicados
por Gonzales et al. (2020), quienes investigaron, el impacto de los antibiéticos sobre
la actividad bacteriana en productos lacteos, hacen hincapié en los efectos negativos
de los antibidticos como la amikacina sobre la actividad fermentativa de las bacterias
acido lacticas. Segun los resultados de la investigacion, las concentraciones bajas de
antibioticos (5 pg/ml) tienen efecto limitado en la actividad bacteriana, sin embargo,
las concentraciones mas altas o iguales a 100 ug/ml, tienen un impacto significativo
en la capacidad de las bacterias para producir acido lactico.

Fox et al. (2023), mencionan que Las bacterias acido lacticas, al ser microorganismos
anaerobios facultativos son importantes en produccién de alimentos fermentados,
estas constituyen el grupo de bacterias Gram positivas, que para facilitar su
identificacion presentan morfologia de coco (Lactococcus lactis), diplococo
(Streptococcus thermophilus) o bacilo (Lactobacillus acidophilus), que fermentan
carbohidratos para producir principalmente acido lactico como resultado del proceso
metabdlico. Anumudu. (2023) reportan que, teniendo en cuenta la capacidad de
fermentar lactosa y otros monosacaridos en condiciones anaerdbicas para la
obtencion de acido lactico, esto se traduce en la disminucion del pH del medio lo que
permite la conservacion de alimentos y asi como la presencia de bacterias acido
lacticas, denominados probiéticos, ayudan en el mecanismo de defensa a nivel
intestinal del que lo consume, siendo asi los alimentos fermentados toman ciertas
caracteristicas Unicas debido a las reacciones bioquimicas que realizan las bacterias
lacticas (BAL).
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Tabla 6. Morfologia microscopica de las muestras de bacterias acido lacticas,
aisladas de quesos artesanales elaborados en la Localidad de Vizcapalca, durante

un periodo de incubacién de 8 h. Ayacucho 2024.

N° Muestra I\.Ilorfolcjgl.a Reaccion al Gram
microscopica

1 A3 Cocos +
2 A4 Estreptococo +
3 A5 Diplococos +
4 B1 Cocos +
5 B2 Bacilo +
6 B3 Cocos +
7 B5 Cocos +
8 B6 Cocos +
9 C3 Cocos +
10 Cc4 Cocos +
11 C5 Cocos +
12 C6 Diplococos +
13 D1 Bacilo +
14 D2 Diplococos +
15 D4 Estreptococo +
16 D6 Cocos +
17 E2 Cocos +
18 E3 Cocos +
19 E4 Cocos +
20 E6 Cocos +

En la Tabla 6, se muestran los resultados de la caracterizacién morfolégica de las
bacterias acido lacticas en forma de cocos, diplococos y estreptococos, estas
aisladas de quesos artesanales elaboradas en Vizcapalca, mediante el método de
coloracion de Gram. Asi como Aparicio (2016), realizaron estudios de aislamiento y
caracterizacion de BAL a partir de productos lacteos tradicionales, como el queso,
yogur y leche fermentada, para lo cual aplicaron métodos fenotipicos enfatizando la
coloracion Gram, para confirmar que son BAL después de realizar la coloracion de
Gram, son positivas presentando forma de cocos y bacilos. Dicha caracterizacion
coincide con Caro et al. (2020) en su en su estudio aislaron y caracterizaron cepas
de lactococcus obtenidas de queso Oaxaca elaborado de leche cruda. Seleccionaron
120 colonias del crecimiento en agar M17 y MRS. De ellas veinte se identificaron
como Lactococcus lactis se caracterizaron por métodos moleculares y fenotipicos,
incluyendo el uso de carbohidratos, perfil enzimatico, capacidad acidificante y
resistencia a antibidticos. Se confirmd la gran diversidad fenotipica entre las

Lactococcus lactis con forma de cocos Gram positivos (diplococos y cadenas cortas),
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mediante huellas dactilares de rep-PCR. Como resultado se obtuvo que el 50 % de
las cepas mostraron resistencia a estreptomicina y el 35 % a eritromicina. Nueve de
los aislados fueron considerados cepas de acidificaciéon rapida, ante ello, se
consideran a las cepas aisladas con un potencial para cultivos iniciadores nativos,

por su influencia positivamente en el perfil sensorial del queso.
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Tabla 7. Determinacion de la identidad de la cepa 1, 2, 3 y 4, obtenida mediante la
secuenciacion de ADN como herramienta molecular para el analisis de distancia

entre especies.

Nombre Query Cover E value Per. Indet Accession

c 1 Enterococcus faecium 100% 0.0 99.64% NR_113904.1
epa

Enterococcus durans 100% 0.0 99.43% NR_113900.1

Lactococcus cremoris 100% 0.0 99.85% NR_113925.1

Cepa 2 NR_113960.1

P Lactococcus lactis 100% 0.0 99.70% -

c 3 Lactococcus cremoris 100% 0.0 99.76% NR_116443.1

®P3° | actococcus lactis 100% 0.0 99.76%  NR_113958.1

Cepa 4 Lactococcus lactis 100% 0.0 99.85% NR_040955.1

Lactococcus cremoris 100% 0.0 99.78% NR_116443.1

La Tabla 7, muestra la determinacion de la identidad de las cepas 1, 2, 3 y 4, obtenida
mediante la secuenciacion de ADN como herramienta molecular para el analisis de
distancia entre especies, dichas secuencias fueron analizadas en BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), obteniendo como resultado que la cepa 1, porcentaje
de 99.64 % de similaridad con la especie de Enterococcus faecium y un 99.43 % con
Enterococcus durans. Cepa 2. muestra un porcentaje de 99.85 % de similaridad con
la especie de Lactococcus cremoris y un 99.70 % con Lactococcus lactis. Cepa 3, la
determinacion de la identidad de la cepa 3, obtenida mediante la secuenciacion de
ADN como herramienta molecular para el analisis de distancia entre especies, dichas
secuencias fueron analizadas en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), como
resultado nos muestra un porcentaje de 99.76 % de similaridad con la especie de
Lactococcus cremoris y un 99.76 % con Lactococcus lactis. Cepa 4, se obtuvé un
porcentaje de 99.85% de similaridad con la especie de Lactococcus lactis y un 99.78
% con Lactococcus cremoris, lo que coincide con Ferreira et al. (2022), que usaron
en su estudio métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS) vy
Secuenciacion del gen ARNr 16S, para la comparacion de ambas herramientas,
dichos método se convirtieron en procesos indispensables en la identificacion
microbiana. Mediante el analisis de muestras de ADN de 21 quesos de la
denominacién de origen protegida (DOP) Raclette du Valais. Con base en los
resultados obtenidos, se estudiaron en detalle las diferencias, la precision y la utilidad
de ambos enfoques, contrastando esta técnica con el método clasico de aislamiento

seguido de secuenciacion Sanger. Finalmente, las secuencias obtenidas fueron
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comparadas utilizando BLAST para identificar especies e identificar taxondmica,
detectando homologias entre las muestras aisladas.

En el presente trabajo se usé dicha metodologia para la identificacion de especies de
bacterias acido lacticas de quesos artesanales provenientes de la localidad de
Vizcapalca, dicho proceso lo realizé el Laboratorio UMBRELLA GENOMICS
COMPANY, teniendo como resultado de las 4 cepas enviadas, especies con una
identidad = 97 %, indican que las especie son: Enterococcus faecium, Enterococcus
durans, Lactococcus cremoris y Lactococcus lactis, quienes brindan las
caracteristicas unicas de los quesos artesanales. Respecto al tema, Alvarado &
Huaman (2018), recolectaron 50 muestras de quesos elaborados en la Provincia de
Huarochiri, obteniendo como resultado el aislamiento de bacterias productoras de
bacteriocinas, identificando cepas de Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum y
Enterococcus faecium, conocidas por su capacidad de producir compuestos
antimicrobianos naturales, lo que sugiere su potencial uso como cultivos iniciadores
en la industria quesera peruana. Rodriguez et al. (2019), aportaron con su estudio,
aislaron y caracterizaron las bacterias acido lacticos de quesos artesanales tipo suizo
de Cajamarca, la identificacion lo realizaron mediante técnicas moleculares, como
resultado identificaron a Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei y Streptococcus
thermophilus, las cuales tienen gran contribucion al desarrollo de caracteristicas
sensoriales y texturas de los quesos. Quispe et al. (2017), realizaron un estudio
centrado en la caracterizacion molecular de bacterias acido lacticas presentes en
quesos artesanales en Puno, en dicho estudio identificaron Lactobacillus fermentum,
Pediococcus pentosas y Enterococcus durans, las cuales cumplieron con el proceso
de fermentacién y con la conservacion de los quesos. El presente estudio concuerda
con Vargas et al. (2021), quienes llegan a la conclusion que las bacterias acido
lacticas brindan propiedades organolépticas con una buena calidad del producto final,
ello con el estudio de identificacion de bacterias acido lacticas en quesos artesanales
de Cusco, utiizando la secuenciacion del Gen RNAr 16S, las especies

predominantes fueron Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis y Weissella cibaria.
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m Enterococcus faecium mEnterococcus durans

B Lactococcus cremoris mLactococcus lactis

Figura 3. Porcentaje de coincidencia con especies de bacterias acido lacticas
presentes en las cepas 1, 2, 3, y 4, aisladas de quesos artesanales de Vizcapalca, a
través de una aproximacion taxonémica de distancia basada en la secuenciacién de
ADN.

En el presente trabajo se identific6 16 especies predominantes a Enterococcus
faecium, Enterococcus durans, Lactococcus cremoris y Lactococcus lactis, lo que
se muestra en la Figura 3, los porcentajes de coincidencia con especies de
bacterias acido lacticas presentes en las cepas 1, 2, 3, y 4, aisladas de quesos
artesanales de la localidad de Vizcapalca, a través de una aproximacion taxonémica
de distancia basada en la secuenciacion de ADN, con un porcentaje de 38 % a
Lactococcus lactis y un porcentaje de 6 % a la especie de Enterococcus durans.
Dichos resultados concuerdan con Mwebesa et al. (2024), que investigaron la
microflora dominante en quesos maduros producidos en Uganda, aislandolos,
realizando pruebas de catalasa, oxidasa y coloracion de Gram, teniendo como
resultados un 90% de bacterias &cidos lacticas que incluyen géneros como
Streptococcus, Enterococcus y Lactococcus, mostrando en ello la valiosa diversidad

microbiana en quesos artesanales y el potencial en la calidad del producto.
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NR 113960.1 Lactococcus lactis

NR 040955.1 Lactococcus lactis

Cepa 4

NR 113958.1 Lactococcus lactis subsp. hordniae

NR 040956.1 Lactococcus lactis subsp. hordniae

NR 116443.1 Lactococcus cremoris subsp. tructae

2]

NR 040954.1 Lactococcus cremoris

MR 113925.1 Lactococcus cremoris

Cepa 2

I

Cepa 3

=]

NR 113900.1 Enterococcus durans

NR 114742.1 Enterococcus faecium

-

NR 115764.1 Enterococcus faecium

NR 113904.1 Enterococcus faecium

Cepa 1

Figura 4. Dendrograma de especies generado por el método de la maxima
verosimilitud y Tamura-Nei, a través del algoritmo Neighbor-Joining (NJ), utilizado
para representar la proximidad genética entre especies de bacterias acido lacticas

identificadas a partir de cepas aisladas de quesos artesanales de Vizcapalca.
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En la Figura 4, muestra el dendrograma de especies, generado por el método de la
maxima verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei, a través del algoritmo Neighbor-
Joining (NJ), utilizado para representar la proximidad genética entre especies de
bacterias acido lacticas, lo cual es confirmado por los resultados obtenidos mediante
la identificacion mediante la herramienta BLAST, se observa la cepa 1 presenta un
aproximado de “0” lo que es cercano a la especie de Enterococcus faecium, lo que
evidencia molecularmente que hay una alta probabilidad de que la cepa 1 pertenezca
a la especie de Enterococcus faecium, asi también con una aproximacion a la especie
de Enterococcus durans, conformando el grupo “a”; la cepa 2 incluye al grupo “d”,
representando una cercania a “0” con la especie de Lactococcus cremoris, indicando
que tiene mayor proximidad, por otro lado, teniendo una menor aproximacion con la
cepa de Lactococcus lactis; la cepa 3 esta incluida en los grupos “d” y “e”, con una
aproximacién con las cepas Lactococcus cremoris y Lactococcus lactis, al presentar
dos especies cercano no se define a que especie perteneceria, por ultimo la cepa 4
incluido al grupo “e”, muestra una aproximacién a la cepa de Lactococcus lactis.
Respecto al tema Escobar-Zepeda et al. (2018), explican que realizaron la
secuenciacion masiva para analizar la microbiota de quesos tradicionales, aplicaron
filogenia para lograr clasificar especies como Lactobacillus, Lactococcus y
Enterococcus, concluyendo que las especies con mayor predominancia fueron
Lactobacillus casei y Lactococcus lactis, logrando la identificacion de diferentes
especies en la microbiota, esto debido al origen geografico del queso, asi también el
analisis filogenético revelo relaciones evolutivas entre las cepas aislados y otra que
se encuentran reportadas en BLAST, dichos resultados coinciden con Lee et al
(2017), quienes aplicaron técnicas filogenéticas para la identificacion y clasificacion
de Lactococcus y Enterococcus en productos fermentados, lo que destacan son los
dendrogramas como ayuda para visualizar la agrupacién de las cepas segun su
similitud genética, siendo clave en estudios de microbiota de quesos artesanales.
Delgado et al. (2020), se enfocaron en una identificacion a nivel molecular de las
bacterias presentes en los quesos artesanales, secuenciando la region 16S del ADN
de 22 bacterias acido lacticas, para posteriormente construir un dendrograma que
mostré 10 clados definidos, facilitando asi la clasificacion de las cepas segun su
relacion. Para lograr el analisis del dendrograma se tiene en cuenta la aplicacion de
BLAST, como mencionan Gonzales y Fernandez (2011), estudiaron métodos de
identificacion de bacterias utilizando una secuencia de ADN de las cepas para lo cual
se amplifica el Gen RNA ribosomal 16S (Gen RNAr 16S) mediante PCR, dicho gen

es altamente conservado y permite la identificacion de bacterias. Las secuencias
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obtenidas se ingresan a BLAST, el algoritmo analiza la similitud entre la secuencia
ingresada y las secuencias de la base de datos dando la identificacion precisa basada
en identidad = 97 %, generalmente indica la misma especie, la identidad entre 95 —
97 % indica una subespecie o género cercano e identidad < 95 % indica una posible
nueva especie o una identificacion poco confiable. Lo que corrobora Tamura et al.
(2016), en su estudio introduce MEGA7 para los analisis filogenéticos permitiendo la
construccion de arboles filogenéticos utilizando los métodos de Maxima Verosimilitud
y Neighbor-Joining, incorporando modelos como Tamura-Nei. El sofware fue utilizado
para el analisis de secuencias de ADN, incluyendo genes 16S rRNA, lo que facilité la
identificacion, la diversidad y las relaciones evolutivas de las bacterias. Asi también,
Gonzalez-de la Cruz et al. (2020), en su estudio se enfocaron en la identificacion
genética de las bacterias acido lacticas presentes en leche cruda de vaca y queso
artesanal, utilizando técnicas de secuenciacion del Gen RNAr 16S y se construyeron
arboles filogenéticos para determinar la relacion entre las cepas que fueron aisladas

con el empleo de algoritmos como Neighbor-Joining junto al modelo de Tamura-Nei.
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V. CONCLUSIONES

1. Con el uso del medio selectivo MRS y condiciones especificas de incubacion, se
aislé cuatro cepas de bacterias acido lacticas obtenidas a partir de muestras del
queso artesanal producido en Vizcapalca, Region de Huancavelica.

2. Las bacterias aisladas presentaron caracteristicas morfologicas tipicas de las
BAL, tales como su forma de coco agrupadas en diplococos y estreptococos, con
el uso de la coloraciéon de Gram. Dichas propiedades confirman el papel en la
produccién de acido lactico, reduciendo el pH y en la maduracion del queso
artesanal confiriendo aroma, olor y sabor caracteristico.

3. Mediante el analisis molecular basado en la amplificacion y la Secuenciacién del
Gen RNAr 16S, se identificé a las especies Enterococcus faecium, Enterococcus

durans, Lactococcus cremoris y Lactococcus lactis.
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VI. RECOMENDACIONES
Implementar protocolos estandarizados para el aislamiento y preservacion, con el
fin de garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos y asi conservar

las cepas autéctonas para estudios futuros.

. Complementar la caracterizacion morfolégica con la Secuenciacién del Gen RNAr

16S, para logar diferenciar las cepas aisladas.

. Evaluar la resistencia de las bacterias acido lacticas (BAL) a diferentes

condiciones ambientales, teniendo el fin de determinar su adaptabilidad y
potencial aplicacion en la industria, para optimizar procesos sin afectar las

caracteristicas tradicionales del queso artesanal.

. Ampliar el analisis molecular con secuenciaciones profundas, como la

metagendmica que apoya a identificar la diversidad total de la microbiota presente

en quesos artesanales y conocer la evolucidon de estas a lo largo del tiempo.

. Fomentar el uso de herramientas bioinformaticas avanzadas para el analisis de

los perfiles genéticos de las BAL aisladas, con el fin de estudiar su potencial.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

BAL: Bacterias acido lacticas

EAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

MRS: Man, Rogosa y Sharpe

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PH: Potencial de hidrogeniones

UHT: Ultra al temperatura
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Acido lactico:

Bacterias acido lacticas:

Bacteriocinas:

Caseina:

Cuajo:

Cultivo iniciador:

Dendrograma:

Enzima:

Fermentacion:

Gen RNAr 16S:

Gram negativas:

Gram positivas:

Inéculo:

Kirby-Bauer:

Microbiota:

Microorganismo:

Probiotico:

Suero:

GLOSARIO

Es un acido organico, producto de la fermentacion de azucares.
Microorganismo que fermentan carbohidratos.

Compuestos producidos por bacterias que tienes la capacidad

de inhibir el crecimiento de otras bacterias.

Principal proteina de la leche.

Enzima que se utiliza para coagular proteina de la leche

Mezcla controlada de microorganismos vivos que se afiade a
un alimento para iniciar la fermentacion.

Diagrama en forma de arbol que representa la relacién
jerarquica entre elementos, basandose en la similitud o

diferencia.
Proteina que acelera o cataliza una reaccion quimica.

Proceso metabdlico anaerdbico, usado por microorganismos
como bacterias y levaduras para transformar azucares en otros
compuestos

Fragmento de ADN bacteriano que codifica para el ARN del
ribosoma.

Bacterias con pared delgada y membrana externa, se tifien de

rosado.

Bacterias con pared gruesa que retiene el color violeta.

Cantidad inicial de microorganismos, introducido a un sustrato.
Técnica que se utiliza para evaluar la sensibilidad de una
bacterias a diferentes antibioticos.

Conjunto de microorganismos que viven en un entorno
determinado.

Ser vivo microscopico, se observa con la ayuda de un
microscopio.

Microorganismo vivo, proporciona beneficios para la salud del
ser humano.

Liquido translucido que queda después de la coagulacion de la

proteina de la leche.
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ANEXOS
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Anexo 1. Queso artesanal procedente de la Localidad de Vizcapalca.
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Anexo 2. Ordefo de leche para la elaboracién de quesos de Vizcapalca.
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Anexo 3. Productora de quesos, en el procedimiento de corte para obtencion de

uniformidad en el producto final.
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Anexo 4. Proceso para la elaboracion de quesos en Vizcapalca.

Recepcion de leche

!

[ Filtrado ] ) Eliminacion de

impurezas

Cugjode alpaca 1

por 20 a 30 min.

[ Coagulacion ]

!

Se elimina
[ Desuerado ] <Uero
[ Amasado/moldead ]

Se elimina
[ Oreado ]— suero

Solucion de
salmuera —) [ salado ]

por 24 h. 1
Retiro de restos de
[ Recorte ] mmmm) queso de la parte

superior e inferior
Temperatura
[ Secado ] mmsm) ambiente por 12 + 3

dias

[ Almacenamiento ]
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Anexo 5. Procesamiento de muestras para el aislamiento de bacterias acido lacticas a partir de quesos artesanales.

[ Muestras de
queso

]

=

Homogenizacién de
muestra con 225 mL
de caldo MRS

Caldo MRS con
muestra de queso

[ Pesado de 25 g ]
muestra

Siembra de 0,1 mL
de caldo en agar
MRS

Coloracién de [ Obtencién de ] Incubacién anaerdbica,
GRAM colonias 37°Cx72h
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Anexo 6. Capacidad acidificadora de las bacterias acido lacticas la leche UHT.

Bacterias acido
lacticos en Caldo
MRS

|

caldo en 200 mL de
leche UHT

Inoculacion de 2 mL de ]

[

Lectura de pH, pasado
las 8 h.

|

Muestras de Leche
UHT + caldo

[ Incubacién a37°C ]

por 8 h.
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Anexo 7. Capacidad acidificadora de la leche en presencia de antibiéticos.

a‘ §§§§%‘%

My
L
!

75; 100 pg/ mL)

Antibidticos bencilpenicilina G,
amikacina y Cefazolina en (5; 25; 50;

200 mL de leche UHT con 2 mL
de antibidticos

Bacterias acido lacticas en
caldo MRS, posterior a
incubacién de 72 h.

Media de pH, posterior a
su incubacion
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Anexo 8. Procedimiento de resistencia a antibioticos de las bacterias acido lacticas.

Incubacién anaerdébica
por12h.a37°C

Siembra por diseminacion
de 0,1 mL de caldo

.‘Leg%;g =
b B R AR

Caldo de cepas de bacterias
acido lacticas

[ Incorporacidn de discos
empepados en antibidticos
bencilpenicilina G, amikacina
y Cefazolina en (5; 25; 50;
75; 100 pg/ mL) por

K 12h.a37°C
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Anexo 9. Incubacién en condiciones anaerdébicas de placas por diseminacién de

muestras del caldo MRS.
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Anexo 10. Placas que muestran el crecimiento de las bacterias acido lacticas

aisladas.
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Anexo 11. Procedimiento de la coloracién de Gram.

Preparacion del frotis
bacteriano

v

Fijacion del frotis

+

Aplicacion del colorante | _, ; minutos
primario (Cristal violeta)

-

Aplicacion del mordiente | _, 2 minutos
(Lugol)

-

Decolorizacion = 30 segundos
(Alcohol cetona)

v

Contratincion = 2 minutos

(safranina)

75



Anexo 12. Cepas seleccionadas para la identificacion por el método de

Secuenciacion de ADN para el analisis de distancia entre especies.

!-7; =2
Pt |

i
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Anexo 13. Resultados de la secuenciacién de ADN para el analisis de distancia

entre especies.

=
éUMBRELLA

GENOMICS COMPANY
\ innovacidw y teenologia

o

Lima, 26 de diciembre del 2024

Sefior:

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
Atencion: Sra. Roxana Carhuaz Condori

Presente.-
ASUNTO: CARTA DE ENTREGA DE RESULTADOS

REFERENCIA: SERVICIO DE APROXIMACION TAXONOMICO POR
SECUENCIACION DE ADN

Mediante la presente reciba nuestros cordiales saludos. Deseamos indicarle en
referencia al servicio de secuenciaciéon contratado, cuyo concepto es:

SERVICIO DE APROXIMACION TAXONOMICO POR SECUENCIACION DE
ADN

Por consiguiente, nuestra empresa UMBRELLA GENOMICS COMPANY SAC
con RUC N° 20603365080, hace de conocimiento de la entrega de datos de
secuenciamiento

Link: carpeta de datos de secuenciamiento

Los datos de secuenciacidén que se entregan son los siguientes:
- Archivos de secuenciaciéon formato abi
- Secuencias consenso por cada muestra

Por consiguiente, agradecemos la atencién brindada quedando a sus 6rdenes
para cualquier duda, aclaracion o comentario que pudiese surgir de la informacién
presentada.

Sin mas por el momento quedamos cordialmente a sus érdenes.

Atentamente
n
A7)
T SN
/,'“‘ ‘. i

L6

cCBP 16105
Direccién: Emilio Althaus 576, Lince Pagina web: www.ugenomics.pe
Celular: 925708785 Correo electrénico: ventas@ugenomics.pe
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Al

Resultados:

1. Cepal1_vial

Analisis BLAST:

Nombre Query Cover E value Per. Indet Accession
Enterococcus faecium 100% 00 99 64% NR_113904 1
Enterococcus faecium 100% 0.0 99.64% NR_114742 1
Enterococcus faecium 99% 00 99.64% NR_115764 .1
Enterococcus durans 100% 00 99.43% NR_113900.1

2. Cepa02_vial

Analisis BLAST:

Nombr Query E Per. Accession

Lactococcus 100% o 99.85 | NR_113925.1
[ aciococcus 100% 0 99 85 NR_040954 1
{actococcus 100% 0 9978 | NR_116443 1
Lactococcus lactis 100% 0 9970 | NR_113960 1

3. Cepal3_vial

Analisis BLAST:
hitps:/blast.nebinim.nih gov/Blast.cqi?CMD=Gel&RID=71MZAU3VOIN
Nombre Query Cover E value Per. Indet Accession
Lactococcu cremoris 100% 00 99.76% NR_116443.1
Lactococcus lactis 100% 00 99.76% NR_113958.1
Lactococcus cremoris 100% 0.0 99.76% NR_113925.1
Lactococcus lactis 100% 0.0 99.76% NR_113960.1

Luis Aty Salcado Mapa
Lic. an Bislogls

CIE_P 18195
Direccion: Emilio Althaus 576, Lince Pagina web:
Celular: 925708785 Correo electronico:
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éUMBRELLA

SENOMICS CO

y te.

APANY

4. Cepa04_vial

Analisis BLAST:

Nombre Query Cover E value Per. Indet Accession
Lactococcus lactis 100% 0.0 99.85% NR_040955.1
Lactococcus lactis 99% 0.0 99.85% NR_113960.1

Lactococcus cremoris 100% 0.0 99.78% NR_116443.1
Lactococcus lactis 100% 0.0 99.78% NR_040956.1

Lo Albecto Saicedo Moy
L. 80 Biokogla
CBP. 16195
Direccion: Emilio Althaus 576, Lince Pagina web: www.ugenomics.pe
Celular: 925708785 Correo electronico: ventas@ugenomics.pe
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Anexo 14. Dendrograma de especies generado por el método de la maxima

verosimilitud y Tamura-Nei, a través del algoritmo Neighbor-Joining (NJ), mostrando

la distancia presente entre especies.
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NR 113960.1 Lactococcus lactis

NR 040955 1 Lactococcus lactis

Cepa 4

NR 113958.1 Lactococcus lactis subsp. hordniae

MR 040956.1 Lactococcus lactis subsp. hordniae

NR 1164431 Lactococcus cremoris subsp. tructae

NR 040954 1 Lactococcus cremoaris

MR 113925.1 Lactococcus cremoris

Cepa 2

Cepa 3

NR 113900.1 Enterococcus durans

NR 1147421 Enterococcus faecium

NR 115764.1 Enterococcus faecium

MNR 1139041 Enterococcus faecium

Cepa 1



Anexo 15. Fotografia en la localidad de Vizacapalca.
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Anexo 16. Decreto Supremo N° 007-2017-MINAGRI.

12 NORMAS LEGALES Viernes 30 de junio de 2017 1§30 [E Peruana
CAPITULOWI 202 Microbioldgicas de identidad
QUESD FRESCO —— -
Agente micrabizng Unidad Recuanta
Articulo 18.- Especificaciones técnicas Bacinnas Achcas ks UFCh Min. 10F
Fisicoguimicas Microomaniemos etiquelados ) UFRCHh Min. 1#
i¥] Se aplca cuands en o ebquetado se redim ua dedarscdn de
! - 4 g ; } o
B-’:.:" ::‘;‘::.: Elaborade 3 qu.th:ﬁiE:;muap:u:blxm:;hudjmb::Mj
Caracteristica | Unidad ;m ; Dbase de beche Stepinoocays salanss subg Thamophis.
descremada
il Rk Articuls 21.- Especificaciones sanitarias
Matera grass El rt debe cumplr con las especificaciones de
lacisaenel |groog| =40 =15 =13 ca sanitana e inocuidad, que establace el Minsterio
exiracio ssoo de Salud, segun lo sigulente:
Humedsd |groog| =48 =48 =46 21.1 Microhiolégicas
Articulo 19.- Es caclones sanitarias Agente Limite
El queso fresco debe cumgdr con |as especificaciones microbiang | Unidad | Caiegoda | Chse | n | o [~
de calidad sanitaria e inocuidad que establece el Ministeno -
de Sabud, sequn Io siguients: Comames UFCl 2 a ez
| Mohos 7
19.1 Microbiolégicos UFC : i el
Levaduras UFCg 2 - ERER R AR
Limite
Mgenie Mioro- Unidad | o Mot
blano "l m " Categoria: Grado de riesgo que representa kos microosganismos en relacion
a las condiciones previsibies. de manipulacion y consumo ded alimento.
Colfnmes UFCyg n 3 (a2 |sawf| w Clase Es la dasficacitn que s= &3 a los planes de muesieo por
ainbuices, que pusden ser de dos o bes.
Ausen.
Saimonala 5p. | P oARSg 10 2 [s)o|"53"] - ﬂ-zlp':!"tmf'm - .
& limites méximos permitidos de contaminantes en
Bateinhed| WIS “ S T O el yogurt ﬂn wm lo establecido en el
StaninooeCUs articulo pres 3
UFCig T a sz o |w
TITULG N
Lisieria monz- | o o wose | 10 2 | a0 [Ause] _
cyiagenos . PRINCIPIOS GEMERALES DE HIGIENE DE

Motas: Categoria Grado de nesgo que repeesenta los microorganismas en
relacian a las condiciones: previsibies de manipuiacon y consumo del alimenia.

Clse: Es b dasficacion que == di a los planes de muesieo por
atrbuios. que pusden s de dos o fres.

P = Presenca, A= Ausencia

192 Contaminantes
Los limites maxamos da&armﬂidus die contaminanies an
el queso fresco serdn minados seglin lo establecido

en &l articulo 7 del presentz Reglamento.
CAPITULD VIl
YOGUR (YOGURT)
Articulo 20.- Especificaciones técnicas
20.1 Fisicoquimicas.

- Yosgur -
Caracteristica | Unidad P parclaimenie
desoremado™
WT""'"”"" otoog | Minmo30 | 06-28 MmO 0,5
S‘HID‘“" ortiog Moz | Mnmos2
Apder valorable
expresada como Minmo 08 | Minmo o
e Eiaal Y ey R e —
Bchico
P"::;:J"‘:I"“ oti0g | Minmo 27 | Mnmo27 | MnmozT

“Para elahorado a base de ieche emera- Codex Almentanis.
**Fara elaborado 2 tase de leche parciaimente desoremada y descremada:
Morma Téenica Pensana

LA LECHE ¥ PRODUCTOS LACTEOS
CAPITULD 1
REQUISITOS PARA LA PRODUCCION DE LECHE

Articulo 22.- Regisiros de hatos

Loz hatos o sremalkes de produccidn lechera, daben
estar declarados oficalments lbres de bruceloss y
tuberculosis por el Servicio Nacional de Sanidad Agrana -
SEMASA, 0 estar sometidos & control oficial y a programas
di ermadicacsin.

Los arémeles deben fratamse solamente  con
medicamentos veterinancs suiorizedos por e Senacio
Macional de Sanided Agrana - SEMASA, con lo &
su uso especifico y de una manera gue no tenga
nagativos en la nocuidad de la leche, lo que incluye el
respeto del periodo de refiro, teniendo en cuenta lo
establecido en el Codex Alimentanus.

Articulo 23.- Requisitos que deben cumplir los
hates productores de leche

El disefio, la ubicacidn y & manienimienio de los
establecimientos de los hatos deben garantizar el minemo
resgo de contaminacidn de la leche cruda tanto de origen
ntrinseco (animal) como de origen exirinseco (ambsental).
y deberdn cumglir con los siguentes requisibos:

231 De Infraestructura

1. El disefio de los establecimientos & instalaciones
de los hatos debe permitr un flujo operacional con
minimo riesgo de contaminacion cruzada de la leche.
Las nsialaciones donde se resbce & ordefic deben
estar ubicadas y construidas de forma tal que facilite el
drenaje de liquidos, asimismo, deben contar con
adecuados para la remocion de desechos. de forma tal
g.l;wmd.lm al minima o impida la contaminacidn de la
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2. Les instalaciones deben tener la iluminacidn y
ventilacidn suficlentes, asi como el suminéstro de agua
de calidad para las actwidades, y contar con medidas de
prevencion conira el ngreso de veciones.

3. Sasministro de agua potable o de facil potabilizacsan,
gue no detenore o aliere |a leche.

4_Los pisos de las areas de ordeflo deben ser de faci
limpieza y desinfeccidn, que facilite el drenaje del ittl:h ido.

5. Los utensilios y equipos empleados en los hatos
para & manejp de la leche deben cumgplir con kos
siguientes requisios:

5.1 Los equi utensios empleados en el mane
de la Immiar de maml:llda- facil i'mar.;'
desinfeccidn, resisientes a la corrosion, y ser manienidos
en buen estado de conservacian.

52 Los materiales que se utilicen en las instalaciones
ue puedan estar o estén en contacto con los alimentos
eben ser de facd limpieza y desinfeccidn.

5.3 Los utenslios para ordefio deben ser faciles de
limpiar y desinfectar, resistentes ala comosion & incapaces
de transferir sustancias exirafias a la leche.

5.4 El equipo de ordefio debe sar instalado y probado
55 acuerdo con Iasllnshmmalnaa del fabricante, ﬁt:lachna

& garantizar que ncione comectamea

? r:::.i:lmrgﬂnaa contener la leche cuda,
deben aardeaﬂrsnln uso para tal fin, y deben ser de
maienal sanitario que garantice |a Ilmpram ¥

5.6 Las superficies y mmnmdamgqulpmquaman
en contacio con los El]lmunh:ls deben estar en adecuadas
condiciones de conservacion y mantenimiento.

23.2 Buenas practicas de sanidad y alimentacion
animal

1. Los establecimientos deben garentizar el
cumplmienio de las disposiciones sobre Buenas Pracicas
Ganmderas, establecides por la Autorided Saniaria
Macional Compeatente.

2. Los hstos con pganaderias |dentificedas con
enfermedades zoondlicas a través de la leche, deben
desarrollar un programa de saneamiento para acceder &
la comercializacion de la leche, para lo cual se aplicaran
El;irmddﬂs preventivas que establezca la suborided

3. La leche procedente de animales tratados con
antbidlicos y ofros medicamenios velerinaros cuyos
principios activos o metabolitos se elminen por la leche,
s0do podrd darse para el consumo humano hasta en
tanio haya transcummido el periodo de retiro especificado
en & rofulo para el medicamento o iNsUMe pecuano en
cuestidn.

4. Los amimales deben tratarse con medicamentos
velerinanios @utorizados por & Servicio Macional de
Sanidad Agraria - SEMASA, tenéendo en cuenia lo
esiablecido en el Codex Almentanius.

5. Deben adopiarse precaucionss para garantizar que
los animales lecheros no consuman ni tengan acceso al
ggua contaminada ni @ olros contamnantes del medio,
quadzuadm onginar enfermedades o contaminar |a leche.

. Para la alimentacion de bovinos utilizados para
la produccidn de leche, se debe iemer en cuenta lo
esiablecido en el Codex Alimeniznius o por lo establecido
por la autceidad saniaria competenie.

Articulo 24.- Buenas practicas de ordefio
1. Las npﬂm:i:lnsrs de ordefio deben reducr la

introduccion de gérmenes patdgencs provenientes de
cualquier i.lanba-dlfade residucs guimicos procedentes de
las operaciones de limpieza y desinfeccain.

2. Las éreas de espera donde se encuentran los
animales inmedistamente antes del ordefio deben esiar
en condiciones higiénico sanilarias adecuadas. Estas
zonas deben estar limpias, evitando acumulaciones de
estiércol, lodo o cualguier otrs matesia no deseabls, y
nmmdaﬁ:-rmaq.a sa reduzca al minamo &l
da la infeccitn de los animales o la contaminacion de
lecha.

3. El establo y las zonas de ordefio e instalaciones
comunicadas entre si deben manienerse bres de animales,
tales como y Bves de comal, entre olros.

4. Antes del ordefio, los enimeles deben estar tan
limplos como sea posdkde y venficar gue la primera leche
gue s& exirae tenga una apariencia normal; de otra forma.
esias beches deben rechazarse.

5_El agua u'IiI'L:r:Eu:I.u para limpiar la ubre, & equipo de
ordefio, tanques de namieno y otros wiensilios.
debe =er de tal calidad gue no contamine la leche.

. Los procescs de Bmpieza y secado de |a ubne deben
s&7 adecuados, evileando dafios en los tejidos. En caso
de emplearse selledores de pezon o desinfectanies para
gsios, debe evitarse la contammnaciin de la leche con
tales productos.

?. Los equipos deben estar disefiados, calibrados
yio werificedos, y los uiensilios deben ser disedados,
de tal forma que no dafien los pezones duranie las
operaciones de ordefio; deben limpiarse y desinfectarse
gdecuadamente después de cada operacion de ordefio.

Articulo 25.- Saneamiente

1. Los productes para el control de plagas deben
eslar aprobados oficalmente por la autondad sandana
compeienie, y emplearse de acuerdo con las instrucciones
dal fabncanie.

2. Se debe realzar un manejp, disposicdn y
tratamienio adecuado de las aguas residuales y desachos
sdlidos provenientes de las acividades de la produccidn
|:|nmE|nu de acuerdo con la legislacidn vigente, para evitar

contaminacion de las aguas por escurrirmiento, filracidn
en &l suelo o amastre hecla los mantos superficales o
subtermaneos.

3. Los establecamienios deben contar con un &rea
daestinada a el almacenamienio de delergentes,
dﬂsjnlectﬂngy susiancias similares.

4_ Se deben realizar acciones preveniivas orentadas
8 evitar el ingreso y la proliferacidn de veciores, confiorme
g los programas de prevencidn y control.

5. Las medidas de control (fisico, gquimico, biokgico)
deben estar onentadas & la eliminackin de kos veclores,
los cuales deben combatirse de manera inmediata y sn
constitur nesgo para la inocuidad de la leche.

Articulo 26.- Higiene y salud del personal
El personal que manipula la leche & insumos debs
encontrarse en buen estado de salud. Las personas que
=& sabe 0 se sospeche gue sufren o son portadoras de
una enfermedad con probabilidades de transmiirse a la
leche deberan ser apartadas inmediatamenta respelando
sus derechos laborales, pudiendo ser rEthtEIE previa
certificaciin médica, sl los motvos clinecos sl b amenten.
Enfre los estados de salud que deben sar cautedados
anentemante por el em ory estar documentados,
E:Taﬂalm lnsarguaﬂaaw plosdory

1. Tubenculosis.

2. |ctericia.

3. Diarrea.

4_Vdmitos.

5. Fisbre.

&. Dalor de mr&rﬂs con fisbre.

7. Lesions la piel visiblemente infectadas
{funinculos, cortes, etc.).

8. Supuracadn de los cidos, ojos y nanz.

9. Otros, gue determine la a&uioridad sanitana
compsienis.

Articulo 27.- Capacitacion
El personal relacionado con

la produccidn y
recoleccion de la leche, segin comesponda, debe recibar
capacitacion confinua y tener las dades apropiadas

en los siguientes temas:

1. Salud y manepo animal.

2. Proceso de ordefio.

3. Practicas higiénicas en la manipulaciin de la leche.
4_Higiene personal y habéios higignicos.

83



m:nmmum;@ﬂl‘-‘m

CAPITULO N
Procedencia, enfriamiento y destino de la leche

Articulo 28.- Recoleccion sporte de la leche
cruda hacia las plantas de errl‘rmmnn o plantas de
procesamiento

1. La leche debe trensporiarse y enfregarse sin
refrasos njustificados, de tal forma que se a su
confaminacion y 58 reduzca &l minimo la pl&irl:;mn de
microorganismos en & producto, coma lo sefiala el Cadigo
de Prachcas de Higiene para la Leche y los Productos
Lactens del Codex Alimentarius.

2. Los vehiculos cisterna ransporian la leche
cruda desde los establos o desde bos centros de ecopio B

las fabnicas, requieren mnta'mnma{idmydmthaﬂ
asagmnqnh%ﬂmﬂﬂrgaluc‘;i:hdem ad

del

Lu Ieuma debe refrigerarse y manienerse a las
':Emparu'lurus necesaras para reducir al minimo el
aumento de la ca microbiana, de acuerdo a o
establecido por el Coosx Alimentanus.

4. Los wvehiculos y los manipuladores no deben
ingresar a lugares donde se encusntren animales o donde
haya excretas, ensdaje, etc, a fin de ewiar resgos de
contaminacian .

Articulo 20.- Buenas practicas en el acopio de la
leche y controles

Se debe l.ranﬁmrten?mrnmra densidad y acidez de la
leche que .Ead realizar mm;;mabﬂs de campa: El
“Enzayo de uctasa {azul de no ), la "Reaccidn de
esiabilidad profesca (prueba de alcohol)” v 1a de deteccian
de mastitis. El mntrintl acop ndd:eﬂ-ﬂrwa'lmmmduﬁ
documentados de los reaurtsdnnda las verificaciones que
realiza, segun bo siguiende:

REQLISITOS UNIDAD ML MAX,.
Enzayo de reductass R
[zl e meslenc)* i .

Para leche destinada A pasisurzacion:
Mo s coagulara por la adician de un
volumen igesl de alcohol &l 74 % en

volumen

Reaccion de estabilidad

proteica (prieba de
alatia)

*Aplicable a la lache onida anies de sersometiida & enframienio

CAFITULD M
ELABORACION INDUSTRIAL DE LA
LECHE ¥ PRODUCTOS LACTEODS

Articule 30.- Condiciones Sanitarias
Instalaciones, Equipos y Utensilios

301 Los establecimientos de procesamiento deben
contar con sislemas que pmhaﬁrl a los aimenics de
la contaminacidn del ax':annr eben contar con vias
de acceso y dreas de desplazameente &l inberor del
establecimento, con superficle de fécil limpleze para la
circulacian.

302 El disefio y distnibuciin de las nsialaciones debe

permitic el fujo de kos procesos operacionales, de manera
I|.|:I gue Emite al maxmo el riesgo de conteminacidn
cruzada de los produckos por efecto de la circulacidn de
equipos redantes, del personal o por la proximidad de los
SEMVICIOS hIEPEll'I!Il& fuulrtﬂnl:ln la adopcitn de las BPM y
los POES.

303 Los equipos y utensilios gue intervienen en las
operaciones con los slmenios deben estar fabncados
con materiales que no produzcan ni emitan sustancias
idxicas ni impregnen a los elmenios de olores o sabores
desagradables. Deben ser de superficle lisa y estar
exenios de onficlos y gretas.

304 Los equipos ublizados para aplicar frataméentos
{érmicos, almacenar, enfriar o congelar, deben pemmatir
que 58 ‘akcancen las temperaturas requendas con la
rapidez necesaria para mantener la inocuidad y calidad;
esi0s equipos deben tener un disefio que permita cantralar

de las

laz te 5. Los mstrumentos de medicidn para
los punios criticos de control deben estar calibredos yio
VE dos, de acuerdo a las dispossciones del Instibuio
Mecional de Calidad - INACAL

Articulo 31.- Buenas Practicas de Manufactura o
de Manipulacién (BPM)

311 El drea de recepcidn de materias primas &
msumos estar prolegida con techo y conlar con
suficsente lluminacidn, gue permita une adecuads
manipulacidn e inspeccdn de los productos y su enfomao.
Sa debe contar en forma escrita con las especificaciones
1écnicas y sanianas para cada uno de los productos, a fin
que &l personal responsable del control en |a recepocdn.

pueda verificarlas métodos répides que le pemetan
decidir la sceplacdn o rechazo de los mismos.
312 La leche que Bega a la fabrica como materia
glﬂma dabe ?ﬂeg ir nmmlus requisites e EI::EI;M n
presenie ame y siempre que la acian
posierion no su us0 inmediaio; debe refrigerarse
a lempersiuras plada, a fin de reducir al minima s

canga microbiana hasta su tra

313 Los aditivos alimentarios dEIJ-m sel aquelos
permitidos por el Codex Alimsnianus de acuerdo al
producte o, en su defecio, con lo sefialado en las
regulaciones federales de los Estados Unidos de Amérnica
¥. &n ko no previsto por estas, con lo establecido por la
normativa de ka Unidn Europea.

314 La empeesa es responsable
primas, i ientas, pmductcnsnd.la'ma
enrﬁn que ufilizan, tengan kos requisiios de calidad

ria & nnl:uda:l y debe regisrarse, como minima,
la sigulente informacion con fines de restreabilidad:
Proveedores, especficacones  bécrecas sanitarias,
periodo de almacenamiento, condiciones manejo y
conservacion, registros sobre los botes de materias primas
e insumcs. Dicha informacidn se registrara como parie
del Plan HACCP, de cada producio o grupo de productos
que =& fabwica, y estard disponible durante la inspeccion
saniaria que realice la suloridad responsable de la

31.5 La estba de bos producios no perecbles debe
ser en tarimas ihuelas) o estantes, cuyo nivel inferior
¥ supetior n los cios libres pua la circulscion
del aire, les actividades de Bmpieza y de de
bgual manera, enire las filas de n.lnanyes.iﬂ-nnmla pafed.

Artmul-u 31.- Elaboracion Industrial
Erlantar. dieben cumplir la normatvidad de la
a.lbun:lﬂ sanitania compeiente duranie el proceso de
elaboraciin de los productos, conforme lo sefiala el
Codigo de Practicas de Higiene para la Leche y los

Productos Laciecs del Codex Alimentanius.

Articulo 33.- Envasado de producto terminado

331 Para los productos lacteos Bguidos, el ciere
de los envases destnados & los consumidores debe
efectuarse inmediatamente después del lenado, en
el establecimiento en &l que se Beve B cabo el dEmo
tratamiente {&rmice medianie un disposilive de cierme
que impida su conlaminacién. El sistema de cieme debe
concebirse de tal forma gue. una vez abierio, quede
cleramenie de manifiesto que se ha ablero; assmisma,
dabe ser de facil acain.

332 E= responsabilided del fabricante determinar
iécnicamente la vida Otil del producto y las condiciones de
su almacenamiento, gue serd verificado por la autoridad
competants.

Articule 34.- Almacenamiente de productos
intermedios y terminados

Loz productos intermedios deben pasar de forma
mmediata & su elaboracén ulierior; caso contrana, deban
manienerse en condiciones tales que se limite o evie la
proliferacidn microbiana.

H‘II'I‘ELII'I'KIE

Articulo 35.- Almacenamiento de envases
Se debe contar con un Grea exclusiva para el
almacenamienio de envases; asimismo, la estha de

84



Anexo 17. Matriz de consistencia.

Aislar bacterias acido
lacticas a partir de queso
artesanal, producido en
Vizcapalca.

Identificar las caracteristicas
morfolégicas de las bacterias
acido lacticas.
Identificar las  bacterias
acido lacticas, mediante la
amplificacion y
secuenciacion del Gen RNAr

16S.

organolépticas

particulares.

e Resistencia de las BAL
a

antibiodticos.

Problema Objetivos Hipétesis Variables e indicadores Metodologia
Objetivo general:
¢ Cuales seran las . L Los quesos de | Variables del estudio Tipo de investigacion
Caracterizar bacterias acido
bacterias acido . . elaboracion  artesanal | Bacterias &cido lacticas Basica
lacticas a partir del queso en
lacticas presentes el Anexo de Vizcapalca de Ia procedentes de la | aisladas de los quesos Nivel
en los quesos L . Localidad de Vizcapalpa, | artesanales. Descriptivo - cuantitativo
Region de Huancavelica.
artesanales en la poseen bacterias acido | Indicadores Poblacién
Localidad de Objetivos especificos: lacticas, las  cuales |o Capacidad Quesos artesanales de la
Vizcapalca, brindan acidificadora de la localidad de vizcapalpa, Region
Ayacucho 20247 caracteristicas leche. de Huancavelica.

Muestra
30 quesos de la localidad de
Vizcapalca.
Técnicas
e Aislamiento de las BAL
e Caracterizacion morfoldgica
de las bacterias aisladas
e Capacidad acidificadora de
la leche
e Resistencia a antibidticos
e |dentificaciébn por técnica

molecular de las BAL
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