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RESUMEN

Esta Tesis Doctoral fue planteada a fin de aislar bacterias acido-lacticas (BAL)
con actividad antifiungica de muestras de leche de vaca, oveja y cabra para el desarrollo
de un cultivo iniciador que incluya una de estas cepas para la elaboracion de queso
madurado tipo Castellano, identificar la naturaleza de la actividad antifingica
principalmente frente a Penicillium commune, que es la especie mas problematica en
quesos madurados, la actividad antagonista frente a bacterias patdgenas de las cepas de
BAL elegidas y la naturaleza de la actividad antagonista. Ademas de esto, aprovechando
la toma de muestras, se investigd la microbiota mesofila y diferentes grupos de BAL,
ademds de la composicion fisico-quimica de la leche de cabra producida en las
explotaciones investigadas. Finalmente, se aislaron de quesos madurados (tanto
alterados como no alterados) tipo Castellano e identificaron hongos para conocer la
diversidad fingica de este tipo de producto.

Los resultados obtenidos indican que las leches de cabra y vaca son una
importante fuente de Lactobacillus con capacidad antifiingica, superior a la leche de
oveja. Ademas de capacidad antifingica, las cepas de BAL evaluadas demostraron
capacidad antagonista frente a cuatro especies de bacterias patdgenas de interés en leche
y productos lacteos (Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes). La naturaleza de la actividad antifiingica de las cepas de BAL
probadas frente a Penicillium commune es 4cida, asi como la mayor parte de la
actividad antagonista frente a patogenos. La cepa LP-25/1 (Lactobacillus paracasei)
aislada de leche de cabra mostrd actividad antifingica en fabricaciones controladas de
queso tipo Castellano incorpordndolo como parte del cultivo iniciador, retrasando el
crecimiento, en particular, de Penicillium commune, lo que indica su potencial para el
control del deterioro de mohos en queso. La calidad microbioldgica de la leche de cabra
de las explotaciones muestreadas es parcialmente satisfactoria tomando como referencia
los limites legales de la Union Europea y presenta unas caracteristicas fisico-quimicas
deseables en este tipo de alimento. Penicillium commune es la especie mayoritaria de
los quesos investigados, tantos en los alterados como en los comercialmente listos para
consumo, sin embargo, el papel de esta especie en la maduracion del queso atn estd por
determinarse, ya que algunos autores afirman que tiene una contribucidon positiva a las

caracteristicas sensoriales del queso y nosotros hemos comprobado la comercializacion



de quesos con esta especie en la superficie. En este sentido, hemos hallado una cepa de
P. commune (M57) con potencial para su uso como cultivo de superficie debido a su

baja micotoxigenicidad.



ABSTRACT

The aim of this work was the isolation of lactic acid bacteria (LAB) showing
antifungal activity, mainly against Penicillium commune, from cow’s, ewe’s and goat’s
milk with the purpose of developing a starter culture useful in Castellano cheese
making.The physico-chemical composition and the mesophilic and lactic acid bacteria
of goat milk was also investigated, as well as the fungal diversity of Castellano-like
cheeses.

The results indicate that cow’s and goat’s milk are an important source of
species of the genus Lactobacillus with antifungal activity against Penicillium commune
and antibacterial activity against type strains of pathogenic bacteria commonly found in
dairy products (Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus and
Listeria monocytogenes).

The antifungal activity is mainly due to the production of organic acids and the
use of the strain LP-25/1 (Lactobacillus paracasei) as a starter culture inhibits the
superficial growth of Penicillium commune during the manufacture and ripening of
Castellano cheese, suggesting a potential use as biopreservative.

The microbiological quality of goat milk is partially in accordance with the UE
criteria, whereas the physico-chemical composition shows the desirable characteristics
of this kind of product.

Penicilllium commune was the main mold detected in samples of Castellano
cheese, both spoiled and unspoiled, its role being controversial, as some authors
consider that it can contribute to the sensory quality of cheese. Taking this into account,
a strain of P. commune (M57) has been characterized and considered as suitable for

surface inoculation, due to its low micotoxigenicity.






Introducion general y objetivos

1. IMPORTANCIA GENERAL DE LA LECHE

Espaia en el afio de 2017 ha producido 7.027.000 toneladas de leche de vaca,
491.000 toneladas de leche de cabra y 514.000 toneladas de leche de oveja (MAPAMA,
2018). La leche es la secrecion de la glandula mamaria de las hembras de los mamiferos
y su papel biologico es el de nutrir y proporcionar proteccion inmunoldgica a las crias.
Las leches producidas por vacas, bufalos, ovejas, cabras y camellos se utilizan en
diversas partes del mundo para el consumo humano por gran parte de la poblacion
mundial y la leche de vaca representa la mayoria de la leche procesada para consumo
humano. La leche es un fluido biologico complejo que contiene aproximadamente
100.000 moléculas diferentes en varios estados de dispersion. Los principales
componentes, proteinas, la lactosa, la grasa y los minerales se pueden separar y aislar de
la leche con relativa facilidad. El principal componente de la leche es el agua; el resto
consiste principalmente en grasa, lactosa y proteinas (caseina y proteinas de suero)
(Tabla 1) (Robison, 2002). Segun Beloti et al. (2015) la genética es el principal factor
que puede interferir en la composicion de la leche, el estado fisioldgico, estacion del

aflo, alimentacion y fases de la lactacion también deben ser considerados importantes.

Tabla 1. Composicion comparativa de la leche de diferentes especies®.

Tipo de leche Proteina % Lactosa % Grasa % | Extracto seco %
Humana 1.10 6.92 3.67-4.70 8.90
Cabra 2.90 4.08 3.80 8.68
Vaca 3.23 4.78 3.67 9.02
Oveja 6.21 3.7 7.62 10.33

* (Jandal 1996; Posati y Orr 1976).

El principal componente lipidico de la leche son los triglicéridos, que
constituyen alrededor del 98% de la grasa de la leche. El 2% restante de los lipidos
incluye diglicéridos, monoglicéridos, colesterol, fosfolipidos y 4cidos grasos libres. La
leche bovina normal contiene aproximadamente un 3,5% de proteinas, que pueden
fraccionarse en dos grupos principales mediante acidificacion: a pH 4,6 a 20 °C,
aproximadamente el 80% de la proteina total precipita y son las caseinas; el resto de
proteinas solubles tras acidificacion consiste en una mezcla de beta-lactoglobulina, alfa-
lactoalbtimina, globulinas y otras proteinas. Las sales de leche consisten principalmente

en cloruros, fosfatos, citratos, sulfatos y bicarbonatos de sodio, potasio, calcio y
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magnesio. Algunas de las sales de leche (es decir, los cloruros, sulfatos y compuestos de
sodio y potasio) son solubles y estan presentes casi en su totalidad en forma de iones
disueltos en suero de leche. La lactosa, el principal carbohidrato en la leche, se
encuentra en la leche de vaca a niveles de 4.8%. Este nivel de azlicar no hace que la
leche sea excesivamente dulce porque la lactosa es menos dulce que la sacarosa y
menos dulce que la mezcla de sus componentes, galactosa y glucosa. La lactosa tiene
una contribucidon importante a las propiedades coligativas de la leche (presion osmética,
disminucioén del punto de congelacion, elevacion del punto de ebullicion). La leche
también contiene muchas vitaminas (por ejemplo, vitaminas A y C), enzimas (por

ejemplo, lactoperoxidasa y fosfatasa acida) y células somaticas (Robison, 2002).

1.1.MICROBIOLOGIA DE LA LECHE

La leche es un excelente medio de cultivo para muchos microorganismos
merced a su alto con tenido en agua, su pH cercano a la neutralidad y su gran variedad
de nutrientes por lo que una vez producida la llegada de los mismos se produce un
proceso de adaptacion y crecimiento en el medio; no obstante a pesar de constituir un
medio apropiado para el desarrollo, no todos los microorganismos son capaces de
crecer en la leche cruda, puesto que algunas barreras naturales presentes en la leche
(inmunoglobulinas, lisozima, lactoferrina, transferrinas) impiden su crecimiento (Claeys
etal., 2013).

Las fuentes de contaminacion bioldgica de la leche cruda son multiples y
diversas; aunque, en general, se admite que la leche en el interior de la glandula
mamaria de los animales sanos es practicamente estéril, las posibilidades de
contaminacion durante el ordefio y su manejo posterior determinan que en condiciones
de maxima asepsia la leche recién ordefiada pueda tener valores normales
comprendidos entre 5x10° y 5x10* ufc/mL. Ademas, en ocasiones, los microorganismos
presentes en el propio animal pueden contaminar directamente la leche (contaminacion
endogena) bien a partir de una infeccion sistémica bien a partir de una infeccién
localizada en la ubre (Ferras Pérez et al., 2015).

Un indicador 1til para monitorear las condiciones sanitarias presentes durante la
produccion, recoleccion y manejo de la leche cruda es el recuento bacteriano "total" o el
recuento estandar en placa. Su principal valor es indicar cambios en el entorno de
produccion, recoleccidon, manejo y almacenamiento, pero no da informacién sobre las

fuentes de contaminacion bacteriana o la identidad de las deficiencias de produccion.
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También hay otros indicadores utiles, como el recuento de microorganismos coliformes
o de bacterias formadoras de esporas, que pueden ayudar a determinar deficiencias
higiénicas (Chambers, 2002).

Buena parte de las bacterias deseables en la leche estan incluidas en el grupo de
las bacterias acido lacticas (BAL). En la leche fresca, cuando la contaminacion es
pequeiia, la microbiota ideal estd constituida predominantemente por BAL de los
géneros Lactobacillus y Lactococcus. Las BAL son bacterias (cocos y bacilos) Gram
positivas, no formadoras de esporos y productoras de &cido lactico, pueden ser
homofermentativas o heterofermentativas y crecen mal a temperaturas por debajo de 5
°C. Los géneros de bacterias incluidas en el grupo BAL han sido objeto de muchas
controversias y mas de 20 géneros pueden encajarse en la definicion del grupo, pero los
principales son: Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weisella. Entre estos, se destacan como de interés tecnoldgico,
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus y Leuconostoc (Robison, 2002).

Antes de la adopcidn de la pasteurizacion de rutina, la leche era un vehiculo
importante para la transmision de una amplia gama de enfermedades microbianas, como
la fiebre tifoidea, la brucelosis y la difteria. La pasteurizacion y las mejoras en la
medicina veterinaria han supuesto una reduccion muy grande en la incidencia de
enfermedades tradicionalmente transmitidas por la leche. Sin embargo, la leche cruda
todavia puede contener una gama muy amplia de patdégenos como Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Escherichia coli verotoxigénico, Yersinia enterocolitica y Listeria
monocytogenes, asi como las intoxicaciones por enterotoxina producida por
Staphylococcus aureus, serian los agentes identificados con mayor frecuencia en los
brotes relacionados con el consumo de leche cruda o productos derivados de la misma
(Claeys et al.,, 2013). En resumen, la leche cruda es un producto potencialmente
peligroso, cuya seguridad microbiolégica no se puede garantizar sin el uso de
pasteurizacion o un proceso equivalente (Djuretic et al., 1997).

Otro importante peligro de origen microbioldgico es la presencia de micotoxinas
en la leche. Las micotoxinas pueden estar presentes en la leche como resultado de la
ingestion de piensos contaminados con mohos por el ganado. Se ha demostrado que los
piensos contaminados con aflatoxina B1 como resultado del crecimiento de Aspergillus
flavus o Aspergillus parasiticus dan lugar a la presencia de aflatoxina M1 en la leche de

las vacas lecheras que la consumen. Sin embargo, solo un pequefio porcentaje (0,4 -
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2,2%) de la toxina ingerida aparece en la leche, las aflatoxinas son compuestos
persistentes y no se ven muy afectados por el procesado, por lo que podrian estar

presentes en la leche pasteurizada y envasada (Hairston et al., 2016).

1.2. CARACTERISTICAS DEL QUESO CASTELLANO

La producciéon mundial de queso es de aproximadamente 19 millones de
toneladas por afio y sigue aumentando un 4% anual en los ultimos 30 afios, Europa es la
mayor productora a nivel mundial con una produccidn que oscila en torno a 11 millones
de toneladas por afio (Fox et al., 2017). Segtn el Real Decreto 1113/2006, se entiende
por queso al producto fresco o madurado, sélido o semisolido, obtenido de la leche, de
la leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o de una
mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total o parcialmente por la
accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del desuerado o después de la
eliminacion parcial de la parte acuosa, con o sin hidrolisis previa de la lactosa, siempre
que la relacion entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o superior a la de la
leche.

Espafia fue responsable de un 30% de la produccion de queso puro de oveja 'y de
un 39% del queso de mezcla producidos en toda Union Europea (MAPAMA, 2018). El
Queso Castellano es una marca de calidad colectiva creada por la Federacion Castellano
Leonesa de Industrias lacteas y es un queso graso o extra-graso de coagulacion
enzimatica y de prensado intenso con una larga vida Util que esta elaborado con leche
cruda o pasteurizada de oveja procedente de explotaciones ubicadas en Castilla y Ledn
(www.quesocastellano.es).

El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA, 2018) ha
publicado un “Catélogo Electroénico de Quesos de Espana” y define las siguientes
caracteristicas del “Queso Castellano” como: “Razas de ganado: el queso tradicional se
elabora con leche de las razas ovinas autdctonas, churra y castellana. Zona de
elaboracion: comunidad autéonoma de Castilla y Leon. Origen: Se sabe que desde la
Edad Media en esta regién eran tan importantes los quesos que se empleaban como
moneda de cambio en los negocios entre los habitantes. Esta comunidad posee en la
actualidad una materia prima de gran calidad, y en abundancia, ya que es la primera
comunidad en cuanto a cabezas de ganado ovino y bovino. Por otro lado es su clima
mediterraneo continental, el contraste de su relieve mostrando un contorno montafioso y

un interior liso, lo que propicia su diversa vegetacion, en ella crecen un sinfin de plantas
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aromaticas (espliego, tomillo, romero, salvia, hierbabuena, orégano...), cuyos aromas, al
ser estas plantas parte de la alimentacion del ganado, se transmiten al queso y esto junto
a una tradicional forma de hacer el queso, hacen que el “Queso Castellano” tenga unas
cualidades peculiares que le distinguen de otros quesos de oveja de coagulacion

enzimatica y de pasta prensada”.

1.3. RAZONES POR LAS QUE EL QUESO ES UN SUSTRATO FAVORABLE PARA BACTERIAS Y
MOHOS.
1.3.1. BACTERIAS

Las caracteristicas de las variedades individuales de queso influyen en gran
medida en la presencia de diferentes bacterias y su supervivencia. La temperatura de
proceso y almacenamiento, la produccion de acido por los cultivos iniciadores y la
adicion de sal son aspectos importantes. En general, los quesos blandos y semiblandos
con altas actividades de agua presentan menos barreras para la supervivencia y el
crecimiento de microorganismos patogenos que los quesos curados. En los quesos
frescos con un pH suficientemente alto, como el requeson, puede ocurrir un deterioro
bacteriano, normalmente debido a especies Gram negativas, psicrotrofas, como
Pseudomonas y bacterias coliformes. Estos organismos pueden contaminar el producto
a través del agua utilizada en los distintos procesos. Pseudomonas spp., Alcaligenes
spp., Achromobacter spp. y Flavobacterium spp. son las bacterias psicrotrofas de mayor
preocupacion. Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi y Pseudomonas putida
causan amargor, putrefaccion y olor rancio, licuefaccion, gelatinizacion de la cuajada y
formacion de mucosidad en las superficies de los quesos. Alcaligenes viscolactis
provoca una alteracion caracteristica en el requeson y el queso “cottage”. Asimismo,
especies psicrotrofas del género Bacillus causan amargor y defectos proteoliticos en los
quesos (Robison, 2002).

Las bacterias también pueden causar deterioro por la produccion de gas en la
masa del queso, dando lugar a hendiduras, pequefios agujeros o hinchazén. Esto puede
suceder en el queso fresco, al principio de la fase de maduracion (hinchazén temprana),
o bien en la etapa de maduracion (hinchazon tardia). Las especies cominmente
involucradas son Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum y Clostridium
sporogenes, cuyas esporas sobreviven a la pasteurizacion y pueden estar presentes en la
leche destinada a la fabricaciéon de queso. En general, aunque el queso puede ser

portador de bacterias patégenas, es un producto relativamente seguro, considerando su
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elevado consumo mundial. Sin embargo, ha habido una serie de brotes de enfermedades
transmitidas por los alimentos asociadas con el queso bien documentados. Los brotes
mas graves han sido causados por Listeria monocytogenes y Salmonella. En los tltimos
afios, han ocurrido una serie de brotes de Escherichia coli O157, vinculados al queso.
En este sentido, los quesos elaborados con leche cruda constituyen el principal riesgo

(Fernandes, 2010; Aesan, 2012).

1.3.2. MOHOS

El queso es un excelente sustrato para el crecimiento de los mohos (Bullerman
1981; Pitt y Hocking 2009), asi como las condiciones ambientales durante la produccion
y la maduraciéon son favorables para los hongos: alta humedad, temperaturas
relativamente bajas, circulacion de aire, maduracion al aire libre en algunos casos y con
muchos quesos almacenados juntos. En tales condiciones, el crecimiento de hongos
puede ocurrir facilmente. Los lugares mas humedos son los sitios de produccion,
prensado y plastificacion, mientras que en las salas de maduracion las condiciones son
de menor humedad relativa. Cada seccion del proceso de produccion de queso tiene una
microbiota fingica tipica, que puede diferir segiin la fabrica y las condiciones de
elaboracion (Stark, 2007).

Los mohos pueden desempeiniar diferentes funciones a lo largo de la vida util del
queso, tanto beneficiosas como perjudiciales (alteracion, produccion de micotoxinas).
Los factores que permiten que los hongos causen deterioro en el queso son la capacidad
de crecer a temperaturas de refrigeracion, crecer en bajas concentraciones de oxigeno,
actividad lipolitica, resistencia a la accion conservadora de acidos grasos libres y
crecimiento a agua reducida (Pitt y Hocking 2009). A pH neutro los procariotas tienen
ventaja y los hongos filamentosos son a menudo superados por las bacterias, aunque en
algunos casos la producciéon de antibidticos y otros metabolitos extracelulares les
confiere una buena capacidad competitiva (Fernandes, 2010).

Los quesos pueden alterarse por el crecimiento de colonias visibles en la
superficie o en pequefas fisuras de la masa del queso o la produccion de olores y
sabores desagradables. El crecimiento de los mohos puede observarse en el queso
durante la maduracion (bastante comin en algunas variedades de queso), en el
almacenamiento y en la distribuciéon minorista e incluso a nivel doméstico. Ademas, el

crecimiento de hongos también puede representar un riesgo para la salud del
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consumidor, ya que muchas especies pueden producir micotoxinas (Bullerman, 1981,

Lund et al., 1995).

1.4. PRINCIPALES MOHOS Y MICOTOXINAS EN QUESOS

Aunque el queso y otros productos lacteos constituyen un buen sustrato para el
crecimiento de numerosas especies de mohos, se suelen citar principalmente especies de
los géneros Penicillium, Cladosporium, Mucor, Aspergillus y Geotrichum(Ledenbach y
Marshall, 2009; Pitt y Hocking, 2009). Los defectos resultantes en el producto incluyen
el crecimiento visible del moho en la superficie, que puede producir cambio de
coloracion, sabores desagradables (Rowe y Donaghy, 2011) y en algunos casos
micotoxinas (Gourama y Bullerman, 1995).

En un estudio llevado a cabo sobre diversas variedades de quesos en Espafia,
Italia, Suiza, Dinamarca, Francia, Grecia, Reino Unido y otros paises, se identificaron
un 91% de los hongos aislados como del género Penicillium y de estos el 42%
pertenecia a la especie Penicilium commune, siendo otras especies encontradas P.
palitans y P. nalgiovense y, con menor importancia, P. verrucosum, P. nordicum, P.
solitum, P. roqueforti, Scopulariopsis brevicaulis y Aspergillus versicolor (Lund et al,.
1995).

Segtin Frisvad y Samson (2004), Frisvad et al. (2007) y Pitt y Hocking (2009)
existen 15 especies de Penicillium subgénero Penicillium asociadas al deterioro del
queso que pertenecen a cinco secciones, revisadas recientemente por Houbraken et al.

(2016) (Tabla 2).
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Tabla 2. Especies de Penicillium (subgénero Penicillium) asociadas a la alteracion del
queso y micotoxinas que producen y que han sido encontradas en este alimento.

Seccion Seccidn Seccion Seccion Seccion
Brevicompacta  Roquefortorum  Chrysogena  Penicillium  Fasciculata

Serie Olsonii Seric Rogueforti ~ Seric Chrysogena Serie Expansa Scnic Viridicata

P. brevicompactum®  P. roquefortia®  P. chrysogenum® P. expansum™  P. viridicatum®
P. nalgiovense

Serie Verrucosa

P. nordicum’

P. verrucosum’

Serie Camemberti
P. solitum
P. discolour
P. echinulatum
P. commune®
P. palitans®
P. crustosum®

P. atramentosum®

* acido micofenolico; ° roquefortina C; © isofumigaclavina; ¢ patulina; ¢ acido penicilico; " ocratoxina A; &
acido ciclopiazénico.

Penicillium es el género de hongos contaminantes mas importante encontrado en
los quesos madurados (Bullerman, 1981; Frisvad et al., 2007; Frisvad y Samson, 2004;
Lund et al., 1995; Pitt y Hocking, 2009). Este género incluye mas de 200 especies. La
caracteristica definitoria es la estructura reproductora en forma de pincel (“penicillus”
en latin), que produce esporas mitoticas exogenas llamados conidios (Figura 1). El
penicilio estd compuesto por un conididéforo que contiene células fialides (conidios),

que determinan uno o varios verticilos (Perrone y Susca, 2017).
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Figura 1. D-H Conidi6foros y conidios de Penicillium (P. commune) (Frisvad y
Samson, 2004).

La identificacion de este género a nivel de especie es una tarea muy compleja, ya
que la mayoria de las especies tienen caracteristicas muy similares. La morfologia ha
sido el principal método de definicién taxondémica, basado en la observacién de micro-
y macro-caracteres, utilizando también otros caracteres fenotipicos, por ejemplo,
crecimiento a diferentes temperaturas y en diferentes medios de cultivo o la presencia

de pigmento y exudado (Figura 2) (Pitt, 1979).
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Figura 2. Colonias de 7 dias Penicillium commune en CYA (Agar Czapek Extracto de

Levadura), B. MEA (Agar de extracto de malta), C. YES (Agar extracto de levadura

sacarosa) (Frisvad y Samson, 2004).

La técnica estandar para la identificacion y clasificacion de hongos filamentosos
sigue siendo la morfologia, aunque la variabilidad dentro de los caracteres morfoldgicos
de las especies reconocidas lo convierte en un método dificultoso. Los métodos
convencionales de identificacion se basan en la observacion microscopica, las tasas de
crecimiento y los colores/morfologia en los medios de crecimiento (Frisvad y Samson,
2004; Pitt y Hocking, 2009) y también el andlisis de metabolitos secundarios,
introducidos por Frisvad y Samson (2004).

Por lo tanto, un enfoque general basado en la observacion de los caracteres
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos (analisis de extrolitos) es necesario para
caracterizar estos hongos. Ademas de estos andlisis, las técnicas de biologia molecular
han sido sefialadas en los ultimos afios como un paso a mas para la identificacion, segiin
Perrone y Susca (2017), siendo su principal ventaja el andlisis de caracteristicas
genotipicas estables que no se ven afectados por las condiciones de cultivo ni sujetas a
la interpretacion del operador. La identificacion molecular se basa en un sistema de
referencia filogenético preciso, que ofrece una gran ventaja sobre los métodos
fenotipicos convencionales (dificiles de usar por no especialistas y responsables de las
frecuentes identificaciones errdneas) para el diagndstico de especies. Asi, Frisvad y
Samson (2004) propusieron un enfoque con distintas fases para identificar Penicillium
subgénero Penicillium basado en analisis morfologico, quimico y molecular y

denominado enfoque polifasico (Figura 3).
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Spore suspension
= 30 % glycerol + 0.05 % agar + 0.05 % Tween80

(store at -80 °C)
= 0.2 % agar + 0.05 % Tween80 (store at 4 °C)

Micropipette (0.5-1 pl/spot)
Media
= Recommended: CYA (x3), MEA,
= Optional: CZ, YES, OA, CREA, DG18, CYAS,
MEADI

= 90 mm vented Petri dish
= 20 ml media per plate

Morphological characierisation Incubate Exirolites
- Macromorphology = 7 days, 25°C « CYAand YES
- Characters: Colony diameter, texiure, colour of conidia, mycelia, soluble pigments, *CYAat30°C &37°C * 5 plugs per medium pooled in one vial
I e e s » Plates unwrapped » Extraction: ethyl acetate/dichloromethaneimethanol
- - Inthe dark ; (3:2:1) (vivhv) with 1 % (fv) formic acid
- Preparations made from MEA » Allow for sufficient aerafion « Filtered and analysed by HPLC (Frisvad & Thrane 1987,
- Vouniing fuit 60 % lackic agd 1993, Smedsgaard 1997, Kiitgaard et al. 2014)
= Wash excess conidia away with 70 % E1OH = Ehrlich reaction using filier paper method (Lund 1395)
= Characters: number of branching points between stipe and phialides (i.e. solitary
phislides o quaterverticlate), dimension, shape and texture of stipes, vesides,
i e ' e Molecular identification
= Sequencing
* Genes for identification: TS, BenA
= Genes for phylogeny: CaM, RPBZ
= Compare [TS/BenA fo reference database
~ BLAST ({ unrefable sequences)
* RefSeq-BLAST (Verified ITS sequences)
« Local BLAST (ICPA reference sequences)

Figura 3. Esquema de la identificacion polifasica de hongos (Visagie et al., 2014).

La mayoria de especies del género Penicillium asociadas a la alteracion en
quesos son productoras de micotoxinas. Las micotoxinas asociadas a los quesos son:
acido micofenolico, roquefortina C, isofumigaclavina, patulina, &acido penicilico,
ocratoxina A, acido ciclopiazénico (Tabla 2).

Las ocratoxinas son metabolitos secundarios de Aspergillus y Penicillium (Tabla
2), son peligrosos para la salud por medio de la contaminacion de los alimentos. La
ocratoxina A (OTA) sigue siendo el miembro mas potente del grupo de las micotoxinas,
tiene una larga vida media en los humanos 840 h (35 dias) y por lo tanto es facilmente
detectable en suero. Los estudios de su ingesta en la dieta han confirmado la relacion
entre la nefrotoxicidad endémica en humanos y la ingesta diaria de OTA. Se ha
informado que la OTA contribuye a la nefrotoxicidad y carcinogenicidad endémicas en
humanos y animales. Produce tumores renales, alteraciones en el DNA y aberraciones
cromosdmicas en los rifiones, puede ser embriotdxica, teratogénica e inmunotoxica solo
en dosis mas altas de las que causan nefrotoxicidad. La incidencia de nefrotoxicidad
endémica se ha registrado principalmente en el noreste de Europa desde principios de
los afios cincuenta (Reddy y Bhoola, 2010). La normativa actual de la Comision
Europea (2006) actualmente excluye el queso de los alimentos con niveles maximos de
OTA.

La patulina es altamente toxica para las células animales y vegetales. Puede

reaccionar con los grupos sulfhidrilo de proteinas y polipéptidos presentes en los
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alimentos. Se ha observado que provoca disrupcion de la membrana plasmatica,
inhibicién del transporte de aminoacidos dependiente de sodio, interfiere en la
traduccion y la transcripcion, inhibe la sintesis de ADN. También pueden inhibir la
actividad de numerosas enzimas debido a su afinidad por los grupos sulfhidrilo y tiene
un efecto inhibitorio sobre pardmetros bioquimicos tales como la actividad ATPasa,
alcalina fosfatasa, aldolasa y hexoquinasa. En estudios donde la patulina era
administrada a dosis altas durante dos meses se observd un efecto carcinogénico con la
produccion de sarcomas, pero en estudios con dosis bajas no se observo efecto (Welke
et al.,, 2009). La IARC (International Agency for Research on Cancer) concluye que no
hay evidencia adecuada que demuestre un efecto carcinogénico de la patulina en
animales de experimentacion y no se ha evaluado su efecto en humanos (IARC, 1986).
La normativa actual en la Unién Europea excluye el queso de los productos alimenticios
con niveles maximos de patulina (Comision Europea, 2006).

Como ya dicho anteriormente la especie dominante del género Penicillium en los
aislados de quesos es P. commune (42%) (Lund et al., 1995) y la mayoria de las cepas
de esta especie es productora de acido ciclopiazonico.

El 4cido ciclopiazénico (Holzapfel, 1968) es un potente acido orgénico quelante
del calcio que produce necrosis focal en la mayoria de los 6rganos internos de los
vertebrados. En un principio se creia que las aflatoxinas eran responsables de todos los
efectos toxicos del maiz contaminado con Aspergillus flavus en los pavos en la
enfermedad X del pavo, pero mas tarde se demostrd que el acido ciclopiazdnico tenia un
efecto grave en los musculos y los huesos de los pavos (Jand et al., 2005; Dorner et al,.
1983).

Aspergillus flavus y la forma domesticada Aspergillus oryzae producen a
menudo grandes cantidades de acido ciclopiazonico. Aspergillus flavus es comin en el
aceite semillas, nueces, cacahuetes y cereales, pero también pueden producir aflatoxina
en frutos secos (Pitt y Hocking, 2009).

Penicillium commune, su forma domesticada Penicillium camemberti y la
especie estrechamente relacionada Penicillium palitans se encuentran regularmente en
los quesos y productos carnicos y pueden producir acido ciclopiazonico en estos
productos (Pitt et al., 1986; Polonelli et al., 1987; Frisvad y Samson, 2004). Penicillium
griseofulvum también es un importante productor de acido ciclopiazonico, y puede
aparecer en cereales almacenados durante mucho tiempo y productos de cereales, como

pasta (Pitt y Hocking, 2009). Otros productores de acido ciclopiazénico en Aspergillus
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incluyen Aspergillus parvisclerotigenus, Aspergillus pseudotamarii y Aspergillus
tamarii, pero el papel de estos hongos con respecto a la produccion de CPA no es claro.
Penicillium dipodomyicola, otro buen productor de CPA, hasta ahora solo se ha
encontrado raramente en alimentos (Frisvad et al., 2007). Es importante tener presente
que la presencia de CPA en alimentos no estd regulada en la Unién Europea (no se

contempla en el Reglamento 1881/2006; Comision Europea, 2006).

1.5. CONTROL DE MOHOS EN QUESO

En la mayoria de los paises, la natamicina y/o los sorbatos son los unicos agentes
antimicoticos aprobados para el tratamiento de la superficie de quesos y embutidos
secos. Aunque los sorbatos inhiben eficazmente el crecimiento de muchos organismos
alterantes que aparecen en estos productos, debido a la inhibicion de la actividad de
enzimas respiratorias, también presentan algunos inconvenientes: se necesitan
concentraciones relativamente altas para prevenir el crecimiento de moho y algunas
especies de mohos han desarrollado una considerable resistencia al sorbato; ademas al
contrario que la natamicina, que permanece en la superficie, el sorbato migra hacia el
interior del producto, lo que reduce su efectividad. Por su parte, la natamicina se une al
ergosterol en la membrana celular del hongo, alterando sus funciones, lo que lleva a la
muerte celular. La natamicina parece tener un efecto de "todo o nada", tal vez explicado
por la teoria de un solo golpe, que sugiere que incluso en soluciones diluidas, la
natamicina forma micelas. Si una célula fungica entra en contacto con tal micela, la
concentracion local de natamicina siempre es lo suficientemente alta y el moho no
sobrevivira. Dado que no hay separacion entre concentraciones fungistaticas y
fungicidas, es poco probable que se desarrolle resistencia (Frisvad et al., 2007).

En Europa (Comision Europea, 2008), se permite un tratamiento en superficie de
los quesos curados con acido sérbico y sorbatos (E200-203, méax. 1000 mg/kg) en queso
en lonchas, cortado y envasado; queso en capas y queso con otros alimentos afiadidos y
“quantum satis” solo tratamiento de superficie de productos curados. También se
permite natamicina (E234; 1 mg/dm? de superficie, no presente a 5 mm de profundidad)

como tratamiento de superficie de queso duro, semiduro y semiblando sin cortar.
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1.6. BACTERIAS ACIDO LACTICAS COMO CULTIVO PROTECTOR

Las tendencias modernas de los consumidores suponen la elaboracion de
alimentos de alta calidad, seguros y minimamente procesados con una vida util mas
larga. Por su parte, las autoridades responsables de legislar sobre alimentos restringen el
uso y el nivel permitido de los aditivos que se pueden utilizar actualmente en diferentes
alimentos. Esta situacion obliga a la industria alimentaria a desarrollar enfoques
innovadores para conseguir la conservacion de los alimentos. Durante muchos siglos, el
antagonismo microbiano se ha utilizado en el procesado de alimentos para mejorar la
seguridad alimentaria. En los ultimos afios se ha adquirido una comprension del modo
de accion de los antagonismos microbianos, aumentando su atencion como un medio
para aumentar la vida util y la seguridad de los alimentos, por lo que la conservacion
biologica se ha convertido en una herramienta prometedora para garantizar la calidad
higiénica de los alimentos (Jordan et al., 2014).

Las fermentaciones llevadas a cabo por BAL se han utilizado desde hace miles
de afos (al menos desde el afio 6000 a. C.) para conseguir la conservacion de alimentos
(Beloti et al., 2015). Ademas, en los ultimos afos, se han asociado las BAL con
aspectos saludables, lo que ha hecho que se hayan vuelto cada vez mas populares. Por
estas razones, los consumidores favorecen estos métodos de preservacion natural en
comparacion con los tratamientos quimicos o fisicoquimicos. Ademas, la extension de
vida util de los alimentos con simples procedimientos tecnoldgicos accesibles a
economias mas pequeias, la posibilidad de resolver problemas emergentes en la cadena
alimentaria, y la mejora de la salud animal y humana por medios naturales también
deben tenerse en cuenta. Por lo tanto, debido a la mayor demanda de los consumidores
de alimentos naturales y de mayor calidad, y las estrictas regulaciones gubernamentales
para garantizar la inocuidad de los alimentos, los productores de alimentos se enfrentan
al problema de producir alimentos seguros para el consumo y aceptables para las
exigencias de los consumidores. Basandose en el amplio espectro de compuestos
antimicrobianos producidos, las BAL pueden utilizarse en varias aplicaciones, como
biopreservacion, extension de vida util, biocontrol de fermentacidon, medicina
humana/veterinaria y agricultura (Ahmad et al., 2017; Yang et al., 2014).

La produccion de acidos orgéanicos por las BAL y la disminucién del pH
constituyen los principales mecanismos de biopreservacion en alimentos fermentados.
Sin embargo, las cepas de BAL son capaces de producir otras sustancias

antimicrobianas como bacteriocinas, diacetilo, acidos grasos, peroxido de hidrogeno,
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compuestos antiflingicos (propionato, fenil-lactato, hidroxifenil-lactato y 3-hidroxi
acidos grasos) que pueden ser utilizadas en la biopreservacion de alimentos. El uso
tecnoldgico de BAL como cultivos iniciadores ya estd sobradamente consolidado en la
industria alimentaria, pero de forma maés reciente se ha explorado una nueva generacion
de cultivos iniciadores que ofrecen funcionalidades mas alla de la acidificacion. Las
BAL son capaces de inhibir diferentes microorganismos en los alimentos, mostrando
efectos antimicrobianos cruciales con un fuerte impacto en la conservacion y la
seguridad. Ademas, debido al modo de accion de las bacteriocinas, formando poros en
las membranas, tienen menos probabilidades de inducir resistencia y podrian ser una
una solucidén potencial al problema creciente de la resistencia a los antibidticos
convencionales (Cotter et al., 2012; Yang et al., 2014).

A pesar del amplio campo de aplicacion, una de las principales limitaciones de
muchas bacteriocinas es su estrecho espectro de inhibicion. Aunque la mayoria de las
bacteriocinas solo son activas contra las bacterias Gram positivas, se describido que
algunas bacteriocinas producidas por BAL exhiben actividad contra organismos Gram
negativos de interés en alimentos y en el tracto intestinal humano / animal (Line et al.,
2008). Dado que algunos de los patégenos que causan enfermedades transmitidas por
los alimentos son bacterias Gram negativas, se han evaluado estrategias para el uso de
bacteriocinas frente a estos microorganismos. Las bacteriocinas tienen una mayor
eficacia frente a patdgenos Gram negativos si la membrana externa se ha
desestabilizado por la accién de otros factores. Se han descrito varios tratamientos
posibles, como el uso de acidos organicos, agentes quelantes y aceites esenciales de
plantas o tratamientos fisicos como calentamiento, congelacion, procesamiento a alta
presion o campos eléctricos pulsados (Prudéncio et al., 2015).

La seguridad y estabilidad microbiana, asi como los metodos mas importantes
utilizados en la preservacion de los alimentos y la calidad nutricional de la mayoria de
los alimentos, se basan en la temperatura (alta o baja), la actividad del agua y en una
aplicacion de factores conservantes combinados (llamados obstaculos) y entre ellos
estan (a), acidez (pH), potencial redox (Eh), cuanto més obstaculos en un alimento, mas
dificil sera el desarrollo de un microorganismo no deseado, resultando en mayor calidad
y seguridad (Leistner y Gorris, 1995).

La tecnologia de obstaculos es especialmente atractiva para el empleo de
bacteriocinas, ya que algunos péptidos han demostrado efectos aditivos o sinérgicos

cuando se usan en combinaciéon con otros compuestos o tratamientos fisicos, lo que
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proporciona un enfoque util para minimizar el desarrollo de resistencias (Galvez et al.,
2008). Los acidos organicos pueden actuar como potenciadores del efecto de las
bacteriocinas, ya que el aumento de la carga neta de los péptidos a bajo pH facilita la
translocacion de las bacteriocinas a través de la pared celular, asi como su solubilidad
(Barboza de Martinez et al., 2002). Aunque el uso de BAL como bioprotectoras en
alimentos esta bastante documentado, hay pocos trabajos que aborden su utilizacion
como antifingicos y no se ha estudiado con profundidad los posibles mecanismos de

accion (Schniirer y Magnusson, 2005).
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3. OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL

El objetivo general de esta tesis doctoral fue aportar conocimiento sobre la
calidad de la leche de cabra producida en el noroeste de Espafia, estudiar la micobiota
del queso Castellano y explorar la utilizacion de un cultivo iniciador compuesto de BAL
con capacidad antifingica para la elaboracion de queso madurado de pasta prensada
(tipo Castellano).

El objetivo general se desarrolld a partir de la consecucién de los siguientes
objetivos concretos:
Analizar los recuentos de la microbiota mesoéfila y de diferentes grupos de BAL, asi
como determinar la composicién fisico-quimica de la leche de cabra producida en
explotaciones del noroeste de Espafia en diferentes estaciones.
Identificar hongos aislados de quesos madurados (tanto alterados como no alterados)
tipo Castellano para conocer la diversidad fingica de este tipo de productos y poder
seleccionar cepas para los ensayos posteriores de actividad antifungica.
Aislar directamente de muestras de leche de vaca, cabra y oveja bacterias acido-lacticas
con actividad antifingica frente a dos cepas de Penicillium (P. nordicum-M32 y P.
commune-M35) alterantes y toxigénicas aisladas de queso madurado tipo Castellano.
Identificar las cepas de BAL con capacidad antagonista detectadas en el objetivo 3.
Evaluar la capacidad antifingica de las cepas de BAL con mayor capacidad antagonista
frente a diversas cepas de Penicillium alterantes y toxigénicas.
Analizar la capacidad antagonista de cepas de Lactobacillus que muestran actividad
antifungica, frente a cepas seleccionadas de bacterias pertenecientes a especies
patdgenas que se pueden transmitir por la leche y los productos lacteos e identificar la
naturaleza de la actividad antagonista.
Evaluar la actividad inhibidora de crecimiento y la identificacion de los posibles
compuestos responsables de la actividad antifungica de las cepas de Lactobacillus.
Comprobar la utilidad de una cepa de BAL seleccionada para el desarrollo de un cultivo

protector antifungico util para la industria quesera.
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Capitulo I. Recuentos Bacterianos y Composicion Fisico-Quimica de la Leche de Cabra

1. INTRODUCCION

Espaiia es uno de los lideres mundiales en la produccion de leche de cabra y el
segundo pais en produccion de queso de cabra de toda la Union Europea, responsable de
25% de la produccion (Faostat 2019; Eurostat 2017), observandose un tendencia al alza
en la poblacion caprina en los ultimos 5 afios. Castilla y Ledn se encuentra en el sexto
puesto nacional en el censo caprino, con mas de 153.000 cabezas (MAPAMA, 2018).

A nivel mundial, la leche de cabra es consumida como un producto fluido sin
una transformacion de la misma en otros derivados lacteos, principalmente porque su
composicién y caracteristicas quimicas son muy apreciadas e importantes desde el
punto de vista nutricional y también por el menor potencial alergénico que presenta
respecto a leches de otras especies (Haenlein, 2004). Asimismo, se ha observado el uso
cada vez mas frecuente para la elaboracidon de quesos a base de leche de cabra (Quigley
etal., 2013).

La leche de cabra tiene color blanco, y un sabor y olor caracteristicos,
diferenciandose de la leche de vaca en la mayor digestibilidad de la proteina y la grasa,
su capacidad amortiguadora y otros aspectos importante en nutricion humana (como el
bajo potencial alergénico) (Haenlein, 2004; Park, 2010). El contenido medio en proteina
(3,5%) y minerales (0,8%) es mayor que el de la leche humana, aunque presenta un
menor contenido en lactosa (4,1%) y un porcentaje similar de grasa (3,8%) (Park,
2010). Se trata por tanto de una alternativa interesante para sustituir a la leche de vaca,
ya que puede ser consumida por nifios y ancianos, por su alta digestibilidad, y por las
personas alérgicas a la leche de vaca (Park et al,. 2007). Su composicion, como ocurre
con la leche de otras especies, esta influenciada por factores como la raza, edad, estado
de lactacion, estado general de salud, cantidad de leche producida, fisiologia, factores
genéticos, alimentacion o localizacion geografica (Goetsch et al., 2011).

Con respecto a las razas productoras, la alpina y la murciano-granadina (esta
ultima autdctona) estan ampliamente distribuidas en Espafia; concretamente la raza
alpina supone el 73% del censo en Castilla y Leon (MAPAMA, 20018). La produccién
de leche por ambas razas es similar (600-700 1/lactacion) con un contenido en grasa que
oscila desde 3,7% en la raza alpina hasta 5,6% en la murciano-granadina, de acuerdo

con los datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA, 2018).

Los estudios sobre la microbiologia de la leche de cabra en Espafia no son muy

abundantes (Mor-Mur et al., 1994; Zarate et al., 1997; Mas et al., 2002; Alvarez-Suarez
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et al., 2015), aunque hay algunos trabajos detallados sobre el comportamiento de
diferentes grupos microbianos durante la maduracion de queso (Tornadijo et al., 1995;
Alonso-Calleja et al., 2002). La leche de cabra es un medio de cultivo ideal para el
crecimiento de numerosos microorganismos, entre los que las bacterias 4cido-lacticas
(BAL). Las BAL constituyen una parte significativa de la microbiota de la leche, a la
que acceden a partir de diversos origenes (Quigley et al., 2013), y son las principales
responsables de la transformacion de la leche en queso y otros productos lacteos y
también de la inhibicién/inactivacion de otros microorganismos, incluyendo

microorganismos patdogenos.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue analizar los recuentos de la microbiota mesoéfila y
de diferentes grupos de BAL, asi como determinar la composicion fisico-quimica de la
leche de cabra producida en explotaciones del noroeste de Espafa en diferentes
estaciones. Este estudio se realizé paralelamente al muestreo llevado a cabo para el

aislamiento de BAL con actividad antifiingica

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Entre los meses de febrero a octubre de 2015, se tomaron 27 muestras de
tanque de leche cruda de cabra de las razas alpina y murciano-granadina, en 4 granjas en
la provincia de Leon (A-D) (Tabla 1). Las granjas A y B tenian ejemplares de murciano-
granadina, mientras que C y D eran explotaciones de alpina. Tres de las granjas (A, By
D) tenian mas de 500 cabezas. En todas ellas la produccion era intensiva, con una
alimentacion mixta con forraje y pienso granulado (en la granja D también se utilizaba
ensilado) y ordefio mecanico. Todas las granjas estaban incluidas en los planes de
control sanitario de las explotaciones y no presentaban casos recientes de mamitis
clinica/subclinica.

Las muestras de leche se tomaron de forma aséptica en recipientes estériles y
se llevaron al laboratorio a temperatura de refrigeraciéon, manteniéndose a esta

temperatura hasta su analisis.
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Tabla 1. Recogida de muestras de leche cruda de cabra.

N° muestras

Granja Estacion Raza
(27)
A 6 Invierno (2), primavera (2), verano (2) Murciano-granadina
B 6 Invierno (2), primavera (2), verano (2) Murciano-granadina
C 4 Invierno (2), primavera (2)* Alpina
D 11 Invierno (3), primavera (3), verano (5) Alpina

*No se pudo tomar muestras de leche de cabra en la granja C en verano por cese
de produccion.
3.2. ANALISIS MICROBIOLOGICO
Se realizaron recuentos de los siguientes grupos microbioldgicos:
a) Aerobios meso6filos: Agar para Recuento en Placa (Plate Count Agar, PCA,
OXOID), incubado a 30 °C/72 horas (ISO 4833-2, 2013).
b) Lactobacillus: Agar MRS (De Man Rogosa and Sharpe Agar, OXOID), pH 5,2,
anaerobiosis (con jarra y sobres de anaerobiosis OXOID) 37 °C/72 horas (Carr
et al., 2002; Randazzo et al., 2009).
c) Leuconostoc: Agar MSE (Mayeux, Sandine y Elliker Agar, OXOID), siembra en
superficie, 30 °C/ 4 dias (Guiraud y Galzy, 1980).
d) Lactococcus: Agar M17 (CONDA), siembra en superficie, 30 °C/24 horas
(Terzaghi y Sandine, 1975).

3.3. ANALISIS FiSICO-QUIMICOS

Los analisis de grasa, proteina, lactosa y extracto seco, asi como el recuento de
células somaticas (SCC), fueron realizados en el Laboratorio Regional de Sanidad
Animal, Junta de Castilla y Ledn (Leon-Villaquilambre), utilizando el aparato
MilkoScan™ FT 6000. La medicion del pH fue hecha en el laboratorio donde fueron
realizados los andlisis microbioldgicos utilizando el pHmetro Testo 205 (Instrumentos

Testo, Lenzkirch, Alemania).

32



Capitulo I. Recuentos Bacterianos y Composicion Fisico-Quimica de la Leche de Cabra

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa
SPSS “Statistical Package for the Social Sciences” (IBM). Se utilizd para andlisis de
normalidad y homogeneidad de varianza de los datos el test ANOVA de un factor para
comparar los recuentos entre las diferentes estaciones del afio entre las razas y, cuando
las diferencias fueron significativas, se compararon las medias individuales con el test
de Tukey. La diferencia significativa se establecio en el nivel p<0,05. Los recuentos en

los diferentes medios fueron presentados en log ufc/mL.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los diferentes recuentos se muestran en la Tabla 2 y en la
Figura 1. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en otros trabajos de
investigacion, pudiéndose apreciar diferencias importantes entre los diversos estudios.

El recuento medio de bacterias mesofilas detectado en este estudio (5.66+1.43
log ufc/mL) se encuentra por debajo de los limites establecidos en la legislacion europea
para leche cruda de especies distintas de la vaca 6.17 log ufc/mL para leche destinada a
tratamiento térmico y 5.69 log ufc/mL para la leche destinada a la fabricacion de
productos elaborados con leche cruda) (Parlamento Europeo y Consejo, 2004). En
cuanto a los resultados en las diferentes estaciones, la media de los datos obtenidos en
invierno es el Unico valor que esta por encima de los limites mencionados (6.43+1.55
log ufc/mL en invierno, 5.69+1.30 log ufc/mL en primavera y 4.85+0.54 log ufc/mL en
verano; Figura 1), aunque no se detectan diferencias significativas en los recuentos
obtenidos en las diferentes estaciones, resultado similar al encontrado en un estudio

llevado a cabo en Francia (Delavenne et al., 2012).
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Tabla 2. Recuentos microbiologicos (mediatdesviacion estandar, log ufc/mL) y de

células somaticas (SCC x 10° células/mL) obtenidos en las cuatro granjas muestreadas.

Granja Raza PCA MRS MSE M17 scc x10°

A(n=6) MG 448+0.44 3.79+0.49 3.80+0.58 5.41+1.93 1487.50+226.73

B(n=6) MG 4.73+0.84 3.51+0.29 3.31+0.13 4.22+0.38 1568.17+201.38
C(m=4) ALP 5.79+0.67 4.09+0.28 3.89+0.07 4.50+1.59 2476.25+120.43

D(m=11) ALP 6.75+1.40 5.27+0.48 5.91+1.23 6.77+1.49 1676.82+199.75

Media 5.66+1.43 4.38+0.87 4.56+1.41 5.57+1.82 1730.61+369.35
(n=27)

MG, murciano-granadina; ALP, alpina; PCA, microorganismos meso6filos; MRS, presuntos Lactobacillus
spp.; MSE, presuntos Leuconostoc spp.; M17, presuntos Lactococcus spp.; SCC, recuento de células

somaticas.

8.07
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5.0
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UFC ml-1

3.0
2.0
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0.0

MSE M17 PCA

OlInvierno [ElPrimavera B Verano

Figura 1. Recuentos microbioldgicos en diferentes medios (media + desviacion
estandar, log ufc/ mL/1) de 27 muestras de leche de cabra en tres estaciones del afio (9

muestras/estacion).
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Tabla 3. Medias de los recuentos microbiolégicos (log ufc/mL) encontrados en leche de

cabra en este estudio y en otros estudios similares.

Pais PCA MRS MSE M17 Referencia
Espafia 5,66  4.38 4.56 5.57 Este estudio
Espafia 6.72 4.84 537 6.72 (Tornadijo et al., 1995)
Espafia 554  3.59 510 5.39 (Zarate et al., 1997)
Espana 7.66  6.13 691 7.57  (Alonso-Calleja et al., 2002)
Espana - 4.11 3.78 5.39 (Mas et al., 2002)
Espana 4.8 (Alvarez-Suarez et al., 2015)
Espafia 4.75 272 e e (Medina et al., 1992)
Italia 470 348 - 3.53 (Foschino et al., 2002)
Francia 5.5 4.5 4.7 54 (Delavenne et al., 2012)

PCA, microorganismos mesoéfilos; MRS, presuntos Lactobacillus spp.; MSE, presuntos Leuconostoc spp.;
M17, presuntos Lactococcus spp.

Si analizamos los resultados por explotacion, las granjas A y B estarian por
debajo de los limites marcados en la UE, mientras que en las granjas C y D se obtiene
un valor superior al establecido para la leche destinada a la fabricacion de productos
elaborados con leche cruda (<5.69 log ufc/mL). En estas mismas dos granjas también se
obtuvieron los recuentos mas elevados en MSE y MRS (Tabla 2). Hay que tener
presente que en todas las granjas las condiciones eran similares: produccion intensiva,
ordefio mecanico (aunque la limpieza y desinfeccion de las ubres no se realizaba de
forma rutinaria y se hacia segun el criterio del granjero, excepto en la explotacion D) y
tanques de refrigeracion, ademas la leche se mantuvo a baja temperatura hasta el
analisis en todos los casos.

Aunque los valores de los recuentos en PCA encontrados en este estudio estan
en consonancia con los observados en otros trabajos de investigacion (Tabla 3), es

importante tener en cuenta que algunos de estos otros trabajos tienen mas de 15 afios de
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antigiiedad. Las condiciones de manejo e higiene en las explotaciones espafiolas han
mejorado desde entonces. No obstante, teniendo en cuenta los resultados hallados en
otros paises europeos parece recomendable mejorar las condiciones higienicas de las
granjas investigadas.

El recuento medio de células somaticas (SCC, 1730.61+369.35 x 10°
células/mL; Tabla 2) no supera los limites considerados normales en la leche de cabra
(en ausencia de mamitis) (entre 270 x 10’ and 2,000 x 10° células/mL; Paape et al.
2001). No se observan diferencias significativas entre los recuentos medios obtenidos
en las diferentes estaciones, detectando los valores mas elevados en invierno (1792 x
10° células/mL). Tampoco se encontrd correlacion entre los recuentos de bacterias
mesofilas en PCA y los recuentos de células somaticas (Tabla 2), lo que indica una
condicidn sanitaria correcta de los rebafios y son resultados que estan en consonancia
con la situacion general en Castilla y Leon (la mayoria de las muestras presentan SCC
superiores a 1100 x 10° células/mL; Jiménez-Granado et al. 2014). En la granja C la
media SCC fue cerca de 2500 x 10° células/mL.

En cuanto a las BAL, el grupo dominante son los presuntos Lactococcus
(recuento en agar M17) (5.57 log ufc/mL; Tabla 2), también similares o ligeramente
superiores a los datos obtenidos en otros estudios en Espafia (Tabla 3). En un estudio
realizado en Francia, también se encontr6 dominancia de este grupo, con unos valores
similares a los encontrados en nuestro trabajo, mientras que en Italia los valores
detectados fueron menores (Tabla 3; Delavenne et al. 2012; Foschino et al. 2002). Los
microorganismos del género Lactococcus son, por tanto, una parte importante de la
microbiota mesoéfila natural de la leche de cabra y ademds desempefian un papel
importante en la produccion de quesos artesanales elaborados con leche cruda
(Franciosi et al., 2009).

Los recuentos de presuntos Leuconostoc en agar MSE muestran un valor medio
de 4.56+1.41 log ufc/mL, siendo el segundo grupo de BAL en importancia. Este
resultado es relativamente frecuente en leche de cabra, como se ve reflejado en otros
estudios realizados (Tabla 3) y parece estar relacionado con el patron de alimentacion
(Badis et al., 2004).

Por ultimo, el recuento en agar MRS de presuntos Lactobacillus (4.38+0.87 log
ufc /mL) fue inferior al de otros grupos de BAL y similar al detectado en otros trabajos

en Espana (Tabla 3).
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En ninguno de los grupos microbianos estudiados se encuentran diferencias
significativas entre las muestras tomadas en diferentes estaciones, aunque de forma
general los recuentos son siempre mds elevados en invierno que en primavera y verano
(Figura 1).

Las BAL en su conjunto constituyen una parte esencial de la microbiota natural
de la leche de cabra, teniendo en cuenta de que la relacién entre BAL y recuento de
bacterias mesofilas es practicamente de 1. También es practicamente seguro que existe
un solapamiento entre los recuentos de los diferentes grupos de BAL, ya que los medios
de cultivo no presentan una selectividad alta (Ordofiez, 1979; Reuter, 1985; Lopez-Diaz
et al., 2000).

La composicion quimica de las muestras analizadas en este estudio se muestra
en la Tabla 4 y en la Figura 2, mientras que una comparaciéon de los resultados

obtenidos por diferentes autores se presenta en la Tabla 5.

Tabla 4. Composicion quimica (g/100 mL; media+desviacion estandar) y valores de pH

de las muestras de leche analizadas en este estudio.

) ) Extracto
Granja Raza Grasa Proteina Lactosa pH
seco

A (n=6) MG 5.9840.47 4.01+0.45 4.66+0.05 15.41+1.01 6.76+0.09
B (n=6) MG 5.35+0.45 3.65+0.15 4.72+0.04 14.39+0.67 6.89+0.10
C (n=4) ALP * 3.74+0.42 4.50+0.02 * 6.79+0.04

D (n=11) ALP 5.25+0.26 3.66+0.09 4.72+0.04 14.32+0.33 6.61%0.15

Media
(n=27)

5.52+0.54 3.78+0.36 4.67+0.09 14.71+0.91 6.73+0.16

MG, murciano-granadina; ALP, alpina.*Los datos de grasa y extracto seco de la granja C se han

retirado de los analisis de los resultados por presentar valores anormales.
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Figura 2. Composicion quimica (g / 100 mL) y pH (media + desviacion
estandar) de 27 muestras de leche de cabra en tres estaciones del afio (9 muestras /
estacion). Los valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente

diferentes (P <0.05).

En cuanto a los resultados obtenidos por estaciones, se observaron diferencias
significativas en todos los parametros de composicion, con la excepcion de la lactosa,
que se mantuvo en valores estables entre las diferentes estaciones (Figura 2). Los
valores medios de grasa, proteina y extracto seco fueron mas elevados en invierno.
Estas variaciones estacionales se atribuyen a la fase de lactacion, ya que al final de la
misma el contenido de solidos totales, grasa, proteina y minerales se incrementa

(Haenlein, 2004).
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Tabla 5. Comparacion de los resultados de composicion fisico-quimica obtenidos en

este estudio con los datos disponibles en la bibliografia.

Grasa Proteina  Lactosa E);tgfgto
Pais (9/100 (9/100 (9/100 pH Referencia
mL) mL) mL) (9100
mL)
Espafia 5.47 3.75 4.67 14.64 6.73 Este estudio
~ (Fontecha et al.,
E . 83 13.21 72
spaia 3.79 3.83 3 6.7 1990)
) (Medina et al.,
-------------------- 72
Grecia 6.7 1992)
Espana 526 - 14.08 6.63 (Masetal., 2002)
(Morgan et al.,
Portugal  4.27 3.49 4.21 12.8 6.59 2003)
. (Morgan et al.,
Francia 3.44 3.44 4.56 11.8 6.51 2003)
. (Morgan et al.,
Grecia 4.8 5.41 3.92 14.4 6.63 2003)
) (Kondyli et al,.
Grecia 4.12 3.44 4.26 12.57 6.65 2012)

El valor medio obtenido para la grasa (5.52+0.54%; Tabla 4) fue mucho mas
elevado que la concentracion media descrita para esta especie (3.80%) (Park, 2010) y
que el encontrado en otros trabajos desarrollados en Espafia, Francia, Grecia y Portugal
(Tabla 5). El contenido en grasa fue similar en las dos razas estudiadas, aunque de
acuerdo con los datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPAMA,
2018) la raza alpina produce leche con menor porcentaje de materia grasa (3,7%); el
menor valor encontrado en nuestro estudio para esta raza fue del 5%, lo que sugiere que
puede ser necesaria una revision de los datos disponibles en el MAPAMA.

El porcentaje de proteina fue ligeramente superior en invierno (4,05+0.36 g/100
mL; Figura 2), a diferencia de los observado por otros autores (Haenlein y Caccese,

1984), que no detectan diferencias entre las distintas estaciones. Sin embargo, el valor
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medio obtenido en nuestro estudio (3,78+0.36 g/100 mL) es similar al encontrado en
otros estudios en Espafa y superior al reportado en estudios en Francia y Portugal
(Tabla 5) (Peris et al., 1997; Morgan et al,. 2003).

La lactosa presentaba valores normales para la leche de cabra (4,67+£0.09%),
superiores al contenido minimo deseable (4,10%) (Park, 2010) y a los valores
encontrados en otros paises europeos (Tabla 5). Ademéas, mostraba poca variacion entre
las estaciones (Figura 2). Este parametro es uno de los mas estables dentro de la
composicion quimica de la leche y esta directamente relacionado con la regulacion de la
presion osmotica. En general, una mayor producciéon de lactosa determina mas
produccion de leche.

El contenido en extracto seco (14,71£0.91%; Tabla 4) fue mayor que el
reportado en otros trabajos (Tabla 5) y también que el valor minimo sugerido para la
elaboracion de queso (12,97 g/100 mL). Finalmente, el valor medio de pH encontrado
(6,73+£0.16) esta dentro de los valores normales de la leche de cabra (6,50-6,80), aunque
se detectaron diferencias significativas entre las estaciones, con un valor mas bajo en
invierno (6,63+0.17; Figura 2); esta observacion puede estar relacionada con los
elevados recuentos de presuntos Lactococcus (recuento en agar M17; Figura 1), ya que
es un grupo microbiano con capacidad acidificante, y el resto de los factores (estado
sanitario del rebafio, tiempo transcurrido entre el ordefio y el muestreo y entre el
muestreo y el andlisis) no variaron entre las muestras tomadas en las diferentes

estaciones.

5. CONCLUSIONES

La calidad microbiologica de las muestras de leche de cabra tomadas en las
explotaciones muestreadas es parcialmente satisfactoria, tomando como referencia los
limites establecidos en la Union Europea, asi como los resultados hallados en otros
paises europeos. Por ello, parece recomendable mejorar las condiciones higienicas de
algunas de las granjas investigadas.

Ademas, las muestras examinadas presentan unas caracteristicas fisico-quimicas
deseables en este tipo de alimento, tanto para su consumo en forma de leche liquida
como para la transformacion en queso u otros productos lacteos con elevado extracto

seco y contenido en grasa, lo que resulta de interés para la industria lactea.
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1. INTRODUCCION

Penicillium es el género de hongos contaminantes mas importante encontrado en
los quesos madurados (Bullerman, 1981; Lund et al., 1995; Frisvad y Samson, 2004;
Frisvad et al., 2007; Pitt y Hocking, 2009). La identificacion de este género a nivel de
especie es una tarea muy compleja, ya que la mayoria de las especies tienen propiedades
muy similares. La identificaciéon convencional se basa en estudios morfologicos
(macroscopicos y microscopicos) y en la caracterizacion fenotipica (crecimiento a
diferentes temperaturas, presencia de pigmento y exudado o métodos de cultivo) (Pitt,
1979). Ultimamente, ha surgido la identificacion molecular para ayudar en la
identificacion, ofreciendo la ventaja de medir caracteristicas genotipicas estables y ser
independiente de las condiciones de cultivo y la interpretacion del operador (Perrone y
Susca, 2017). La identificaciéon molecular se basa en el andlisis de las secuencias de
genes conservados, siendo el marcador principal las secuencias intergénicas ribosémicas
(ITS), aunque estas secuencias son muy similares entre algunas especies del género
Penicillium, por lo que es recomendable utilizar algin marcador alternativo,
recoméndandose la secuenciacion del gen BenA, que codifica para la B-tubulina, o el
CaM, que codifica la calmodulina, entre otros. Ademas, debido a la gran cantidad de
secuencias depositadas en GenBank, es conveniente utilizar bases de datos verificadas o
construir arboles filogenéticos utilizando secuencias de referencia (Visagie et al., 2014).
Asi, Frisvad y Samson (2004) propusieron un enfoque polifasico para identificar
Penicillium subgénero Penicillium basado en analisis morfologico, quimico y
molecular.

El subgénero Penicillium es el mas numeroso en alimentos (tan solo algunos
pocos representantes de otros subgéneros estd asociados a estos substratos). Los
miembros de este subgénero poseen colonias entre verde y azul cuando crecen en agar
de extracto de malta (MEA), conidiéforos ramificados (ter- a quater-verticillata) y
fialides en forma de botella. P. glabrum seria la unica especie perteneciente a otro
subgénero (Aspergilloides, debido al conidioforo monoverticilata) asociada al deterioro
del queso, aunque no micotoxigénica (Pitt y Hocking, 2009). Al menos cinco especies
(P. expansum, P. nordicum, P. verrucosum, P. commune y P. palitans) son
micotoxigénicas, siendo algunas micotoxinas producidas en queso (ocratoxina A
(OTA), patulina (PAT) y &cido ciclopiazonico (CPA) (Weidenborner, 2008). De este
subgénero, muy pocas especies estan asociadas al queso (Tabla 1, INTRODUCCION
GENERAL Y OBJETIVOS) (un ejemplo es P. glabrum, subgénero Aspergilloides,
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monoverticillata). Debido a la complejidad de la identificacion sefialada, en este trabajo
se propone una clave simplificada de identificacion de las principales especies de
Penicillium asociadas a queso, construida a partir de las caracteristicas fenotipicas y de
produccion de metabolitos resefiadas en la bibliografia (Tabla 1).

La especie de Penicillium que domina la alteracion de los quesos madurados es
P. commune (Frisvad y Samson, 2004; Pitt y Hocking, 2009) y es una especie
micotoxigénica. La produccion de CPA se considera un rasgo definido, aunque
probablemente sea un riesgo pequeno para los consumidores (Pitt y Hocking, 2009).
Lund et al. (2003) encontraron en un extenso estudio, que el 94% de las cepas de P.
commune eran productores de CPA. CPA es una potente micotoxina que produce
necrosis focal en la mayoria de los oOrganos internos de vertebrados en altas
concentraciones (Perrone y Susca, 2017) y fue responsable de los efectos graves en el
musculo y los huesos de los pavos afectados por la enfermedad X de los pavos en
asociacion con la contaminacion por aflatoxina de cacahuetes (Jand et al., 2005).
Rifiones y tracto gastrointestinal son los 6rganos diana en mamiferos y, en el hombre, se
supone que puede ser responsable de una micotoxicosis aguda (llamada “kodua™) que
induce a problemas nerviosos (Hymery et al., 2014).

Esta micotoxina se considera estable en el queso (Sengun et al., 2008) y se ha
encontrado en quesos de capa blanca superficial ( tipo Camembert y Brie, Le Bars,1979;
Schoch et al., 1993; Ansari y Haubl, 2016; Zambonin et al., 2001) (no inesperado ya
que P. camemberti, especie domesticada derivada de P. commune, es un productor; Pitt
et al., 1986) y en otras variedades como el queso Kasar (Aran y Eke, 1987) y el queso
Taleggio (Finoli et al., 1999). El CPA no esta regulado en la Union Europea (no aparece
en el Reglamento de Contaminantes, 1881/2006; Comision Europea, 2006).
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Tabla 1. Clave dicotomica simple basada en algunas micotoxinas y caracteristicas

fenotipicas propuesta para la identificacion de especies de Penicillium (subgénero

Penicillium) asociadas al deterioro del queso (adaptada de Samson et al., 2010) .

la
1b
2a

2b

3a
3b
4a
4b
S5a
5b
6a
6b
7a

7b

8a
8b
9a
9b
10a
10b
lla
11b
12a

12b
13a

13b

CPA production

No CPA production

CYA conidia blue green to green, reverse cream to beige or
cream yellow

CYA conidia dark green to green, reverse cream with brown
center

OTA production

No OTA production

Reverse on YES agar red brown/terracota

Reverse on YES cream yellow

PAT production

No PAT production

Smooth-walled stipes

Rough-walled stipes

Conidiophores large (up to 500-2000 pum tall, stipes 4-5 pm
wide), no or very weak growth on CYA/30 °C
Conidiophores smaller, colonies on CYA/30 °C often > 15 mm
diameter

No reaction on CREA, good growth on CYA/30 °C

Good acid reaction on CREA, no or weak growth on CYA/30 °C
Rough-walled conidia

Smooth-walled conidia

Reverse on YES agar orange to red with time

Reverse on YES agar yellow

Colonies on MEA, CYA and YES > 40 mm diameter
Colonies on MEA, CYA and YES <40 mm diameter
Reverse on YES yellow to orange, no growth on CYA/30 °C,
colonies on CYA, YES, MEA <25 mm diameter

Moderate to good growth on CYA/30 °C

Good growth on CREA, CYA/30 °C > 20-35 mm diameter,
smooth conidia

Weak growth on CREA, CYA/30 °C <20 mm diameter, finely
rough conidia

2
3
P. commune

Y

. palitans

. verrucosum
. nordicum
. expansum

T © 9T U U WY s

brevicompactum
8

P. chrysogenum
P. atramentosum
10

11

P. discolor

P. echinulatum
P. roqueforti

12

P. solitum

13
P. crustosum

P. viridicatum

Algunas variedades populares de quesos (quesos semiduros como el Castellano)

elaborados con leche cruda de oveja en el noroeste de Espana tienen un periodo de

maduracion variable (generalmente varios meses) en condiciones ambientales que

permiten el crecimiento de mohos en la superficie, creando una capa de micelio azul
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grisaceo que se retira periddicamente con un pincel. En algunas variedades similares, el
moho permanece en el producto final. No hay estudios previos sobre la identificacion de

la micobiota del queso tipo Castellano.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo fue identificar hongos aislados de quesos madurados
(tanto alterados como no alterados) para poder seleccionar después cepas para los
ensayos posteriores de actividad antifingica. La identificacion se bas6 en la morfologia,
la identificacion molecular y la produccion de tres extrolitos (CPA, OTA y PAT)
siguiendo un enfoque “polifasico” recomendado en los ultimos afios, contribuyendo asi
al conocimiento de estos contaminantes y la utilidad de las técnicas de identificacion
actuales. Ademads, se cuantifico la produccion de CPA por parte de la especie
mayoritaria (P. commune) para valorar el riesgo derivado de su crecimiento en la

superficie del queso.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. AISLAMIENTO DE HONGOS

Se analizaron 8 muestras de queso (Q1-Q7 y Q15). Ademas, se incluyeron en el
estudio cepas de Penicillium aisladas previamente (muestras Q8-Q14). En total, las
cepas procedieron de 15 muestras de queso. De dichas muestras, 10 eran quesos de
oveja (leche cruda) semiduros de pasta prensada tipo “castellano” con alteracion fungica
(procedentes de diversas fabricas diferentes ubicadas en las provincias de Leon y
Zamora) y 5 quesos con crecimiento de moho azul superficial natural no deteriorados (4
quesos de oveja de pasta prensada y formato rectangular tipo “pata de mulo” y 1 queso
de cabra no prensado elaborado en los Picos de Europa) (Tabla 2).

El aislamiento de las cepas se llevo a cabo mediante diferentes técnicas:

e siembra directa (transfiriendo pequetias particulas de queso a placas de agar),

e siembra por dilucion (después de la homogeneizacion de 10 g de queso en 90

mL de peptona al 0,1% y una dilucién adicional de 10 veces)

e técnica de aislamiento directo con cinta adhesiva (celo) para tomar una muestra

de la superficie y ubicarla en placas de agar (Samson et al., 2010).
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Medios de cultivo: Agar Extracto de malta (MEA, Oxoid Thermo Fisher, Reino Unido)
y Agar Cloranfenicol Glucosa (GCA, Scharlab, Espafia).

Después de la incubacion (25 °C/5-7 d), se seleccionaron 1-3 colonias con
diferentes morfologias por muestra y se inocularon en placas de MEA hasta que se
obtuvieron cultivos puros. Los aislamientos se mantuvieron a 4 °C en inclinaciones

MEA hasta su identificacion.

3.2. IDENTIFICACION

La identificacion a nivel de género de los aislados se realizo de acuerdo con
Samson et al. (2010) segun las caracteristicas macro y microscopicas. La Tabla 1 es una
clave simplificada para la identificacion de estas especies, adaptada de Samson et al.
(2010) disefiada por los autores. La identificacion a nivel de especie se realizdo mediante
un enfoque polifasico (Frisvad y Samson 2004; Visagie et al. 2014) que consistioé en
una caracterizacion morfologica segun las claves y descripciones de Frisvad y Samson
(2004), Frisvad et al. (2007) y Pitt y Hocking (2009), analisis de extrolitos (CPA, OTA
y PAT) y secuenciacion de genes marcadores. En el estudio, se incluyé una cepa de
coleccion (P. verrucosum CECT20766) para ayudar en la diferenciacion de P.

nordicum.

3.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Las cepas se inocularon en tres puntos equidistantes en placas de los siguientes
medios segiin Frisvad y Samson (2004): agar Czapek Extracto de Levadura (CYA), agar
extracto de levadura sacarosa (YES), agar extracto de malta (MEA) y agar creatina
(CREA) (Anexo I). Las placas se incubaron durante 7 dias a 25 °C y también a 30 °C
(placas CYA).

Caracteres morfoldgicos:
e diametro de la colonia,
® textura,
e color de los conidios,
e colores del anverso y reverso,
e cxistencia de pigmento soluble y exudado,
e grado de crecimiento y
e produccion de 4dcido/base en CREA.
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A partir de las placas de MEA se realizaron preparaciones al microscopio,
utilizando 4cido lactico (60%) como liquido de montaje, y se estudiaron los siguientes

aspectos.

Caracteres microscopicos:
e ¢rado de ramificacion de los conididforos,
e dimension, forma y ornamentacion de los estipes

e dimension, forma y ornamentacion de los conidios.

3.2.2. Analisis de extrolitos (OTA, CPA y PAT) por cromatografia en capa fina (TLC)
La deteccion de OTA, CPA y PAT se llevo a cabo por cromatografia en capa
fina (TLC) a partir de cultivos en placas de YES (25 °C/7-14 dias) utilizando la técnica
de trozo de agar (“agar plug”) descrita por Samson et al. (2010). Las placas de aluminio
(gel de silice 60 F254, Merck, Alemania) se usaron directamente para el analisis OTA y
PAT. Para la deteccion de CPA, las placas se sumergieron previamente en acido oxalico
al 10% en metanol durante 2 minutos y se calentaron en un horno a 110 °C/2-5 minutos
(Ggaleni et al., 1996). La inoculacion de las placas se realiz6 con un aparato Camag
Nanomat 4 (Camag, Suiza). Los patrones de CPA y PAT se obtuvieron de Sigma
(Sigma-Aldrich Merck, Espafia) y de OTA de Cayman Chemical (Cayman Chemical
Company, EE. UU.). En caso de resultado negativo, todo el contenido de una placa de
agar se extrajo con 50 mL de diclorometano/metanol (80/20, v/v), se homogeneizd, se
filtr6 y el disolvente se evapor6 al vacio hasta sequedad (Gqaleni et al. 1996). El
extracto se disolvio en 1 mL de metanol y se depositaron 10 pL. del mismo en las placas
de TLC. Fase movil: TEF (tolueno/acetato de etilo/acido formico 90%, 5/4/1, v/v/v) (la
atmosfera del tanque se saturd echando la mezcla al menos 20 minutos antes) (Samson
et al. 2010). Después del secado, las placas se trataron de la siguiente manera: OTA
(vapores de NHj3; durante 2 minutos; se visualizaron manchas de azul turquesa
fluorescentes bajo una lampara UV a 365 nm) (Frisvad et al., 1989); CPA
(pulverizacion con reactivo de Ehrlich; se observo una mancha azul violeta después de
unos minutos (Gqaleni et al., 1996); PAT (pulverizacion con MBTH al 0,5% vy
calentamiento en un horno a 105 °C/10 min; una mancha amarilla aparece a la luz

visible (Frisvad et al., 1989). En todo momento, se trabajo en campana de flujo laminar.
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3.2.3. Test de Ehrlich

La prueba de Ehrlich se realizo en todas las cepas mediante el método de papel
de filtro descrito por Lund (1995) consistente en depositar un trozo de agar de unos 4
mm (cultivo en CYA (25 °1C/7 d) en un trozo de papel de filtro empapado con el
reactivo. Antes de 10 minutos, en caso de un resultado positivo (por produccion de CPA
y ciertos alcaloides relacionados) debe aparecer un anillo violeta. Si el anillo aparece
después de 7-10 minutos la reaccidon se considera débil. Algunas cepas producen anillo

de rosa a rojo o amarillo (Frisvad y Samson, 2004).

Reactivo Ehrlich: 4-dimetilaminobenzaldehido (Sigma-Aldrich Merck, Espana)
disuelto en etanol al 96% y acido clorhidrico al 37% (ambos de Panreac Quimica,

Espafia).

Foto 1. Test de Ehrlich (Frisvad y Samson 2004).

3.2.4. Identificacion molecular

Las cepas de Penicilllium se cultivaron en frascos de agar inclinado de MEA a
25 °C durante 7 dias. El micelio se recogiéo con 5 mL de Tween 80 estéril (0,05%),
frotando con ayuda de un asa de platino estéril. A continuacion, se transfirieron 2 mL de
la suspension a un vial Eppendorf y se centrifugaron a 16000 g/3 min. El sedimento se
lavo dos veces con 1 mL de agua bidestilada, se suspendio en 250 ul de matriz de
Instagene (Bio-Rad, EE. UU.) y el ADN se extrajo calentando durante 3 horas a 56 °Cy
10 minutos a 95 °C. Después de mezclar en vortice y centrifugar a 12000 g/3 min, el
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se utilizaron 5 pL para la amplificacion por

PCR (Ciardo et al., 2007). La PCR se realizd6 en reacciones de 25 uL en un
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Mastercycler Personal (Eppendorf Ibérica, Espafia). La amplificacion de la region ITS,
el gen BenA de B-tubulina y el gen CaM de la calmodulina se realiz6 utilizando los
cebadores y las condiciones descritas por Visagie et al. (2014). Los productos de PCR
se purificaron con el kit NucleoSpin Gel y PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Alemania).
Ambas cadenas se secuenciaron en un secuenciador MegaBACE 500 (GE Healthcare
Life Sciences, Reino Unido). La identificacion de la cepa se realiz6 mediante la
comparacion BLAST en la base de datos RefSeq para las secuencias ITS y en una base
de datos verificada para las secuencias de PB-tubulina y calmodulina (Visagie et al.,
2014). Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el método UPGMA, con las
distancias estimadas por el modelo Kimura de 2 parametros y un andlisis “bootstrap” de

1000 repeticiones utilizando el software MEGA7 (Kumar et al., 2016).

3.3. CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE CPA EN PLACA POR P. COMMUNE POR HPLC
3.3.1. Siembra y extracciones

Para cuantificar las micotoxinas, se inocularon 15 cepas de P. commune
identificadas en este estudio y la cepa de referencia (MP82= P. commune, CBS 468.84)
en placas de Petri (siembra en tres puntos) con 20 mL de YES. Después de la
incubacion (7d/25°C), el porcentaje de micelio seco se determin6 en una de las colonias
segun Taniwaki et al. (2006) y este valor se aplicé a las otras dos colonias. Estas dos
colonias se analizaron de acuerdo con Ggqaleni et al. (1996), utilizando 50 mL del
disolvente (diclorometano: metanol, 80:20 v: v). Los extractos finales se resuspendieron
en 1 mL de metanol y se analizaron por HPLC (Fig. 1). Todas las muestras fueron

realizadas por duplicado.

3.3.2. Analisis por HPLC
Los extractos se analizaron mediante HPLC en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (ICTAL) de la U. de Leon.
Equipo: Waters 2690 (detector de absorbancia doble Waters 2487, detector de
fluorescencia de barrido Waters 474, Waters, Milford, EEUU)).
Columna Supelco Ultrabase C18 con un tamafio de poro de 5 um (150 x 4,6
mm) (Sigma Merck). Se aplicoé un gradiente lineal (Frisvad, 1987) : disolvente A
(agua), disolvente B (4cido trifluoroacético al 0,05% en acetonitrilo).
Condiciones HPLC: el porcentaje inicial de B fue del 10%, que se elevo al
50% en 3 min, luego al 90% en 10 min, se mantuvo en 90% durante 3 min, se redujo
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nuevamente al 10% en 6 min y se mantuvo en 10% en 1 min a un caudal de 2,0 mL /
min. La deteccion de CPA se realiz6é a 254 nm (los tiempos de retencion fueron 32.6
min, respectivamente). El limite de deteccion fue 0.83 pg / mL, repetibilidad, 90.41;
linearidad (R2), 0.9995.

Micelio
Seco Extraccién
+ Micotoxinas
Pesar

}

P1 Pesar colonia 1 e colonia 2 - P3

}

Medio YES +
1mL cultivo BAL
(escala 5 Mc Bolsa stomacher
farland) +50 mL
Diclorometano/Metanol
55’ g‘dL 80:20
zly i
H :
Agitacion + T°C— 30 min STCRAneIAr e
Stomacher por 5 min
[“H\* Descartar agar liquido }
Filtrar en papel
"'“1-....,“ filtrocon lgde <*+— ; ;
Papel filtro — pesar PP sulfato sodico
l anhidro

Papel aluminio

} }

P2
80°C/ 18h — despues Evaporar a vacio — disolver extracto en

desecador hasta T°C —» 1 mL de metanol
ambiente y pesar

Figura 2. Esquema de la técnica de cuantificacion de CPA en agar YES.

3.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA Y LIPOLITICA DE UNA SELECCION DE
CEPAS DE PENICILLIUM
Una seleccion de cepas de Penicillium fue evaluada frente a su actividad
proteolitica y lipolitica. La actividad proteolitica fue evaluada en agar leche 10%
(Harrigan y McCance, 1979), la lipolitica en agar Tween 80 (Harrigan y McCance,
1979) y también en agar tributirina (OXOID). Se inoculd en 3 puntos equidistantes el la
cepa de Penicillium, midiendo, después de la incubacion (25 °C / 5 dias) los halos

formados alrededor de las colonias. Los ensayos se realizaron en duplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron un total de 32 aislados de hongos que se identificaron como
pertenecientes al género Penicillium subgénero Penicillium (16 de ellos se aislaron de
quesos con deterioro y 16 de quesos no deteriorados) (Tabla 2).

La identificacion a nivel de especie se logr6 mediante caracterizacion
morfologica, analisis de extrolitos y secuenciacion del ADN. La Tabla 3 muestra los
resultados del andlisis fenotipico y de extrolitos de nuestros aislamientos en
comparacion con una referencia (Frisvad y Samson, 2004). La Tabla 4 muestra los
resultados de la identificacion polifasica y las Figs. 2 y 3 muestran los resultados del
analisis filogenético basado en las secuencias del gen ITS y BenA, respectivamente.

Finalmente, el Anexo Il muestra fotografias de los analisis y resultados realizados.

Tabla 2. Origen de los aislados de Penicillium identificados.

I\/quejzgz de Tipo SINS Cepas Identificacién
n=32 n=32
n=15
P1, P2, P3, QLM1, | P.commune (9)
QI1,Q4,Q8, | Oveja, pasta prensada, QLM2, M35, P. solitum (3)
Q9, Q10, madurado o M170, M30, M34, | P.chrysogenum
QI11,Q12, | semimadurado (formato S M32, M76, M123, (2)
Q13, Ql14, cilindrico, tipo M124, M57, M145, | P. nordicum (1)
Ql5 “castellano”). Q3M1 P. cvjetkovicii
n=16 (1)
Q2M1, Q2M2,
Oveja, madurado o Q2M3, Q2M4,
03. 05, Q6 semimadurado, con capa Q2M5, Q2M11, P. Commune 9)
’ Q7’ > | azul superficial de origen | NS Q2M7 P. solitum (3)
natural (rectangular, tipo QP1, QP2, QP3, P. expansum (1)
“pata de mulo”) QPA3, QPA4,
QZ1,n=13
Cabra, no prensado, con
Q2 capa azul superficial de | NS P4’:?: P6 P. commune (3)
origen natural

S, alterado; NS, no alterado.

Las especies halladas fueron: P. commune (21; 65,6%), P. solitum (6; 18,8%), P.
chrysogenum (2; 6,3%), P. nordicum (1; 3,1%), P. expansum (1; 3,1%), and P.
cvjetkovicii (1; 3,1%).
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Después de la identificacion polifasica, 21 aislados se identificaron como P.
commune, 9 se obtuvieron de quesos en mal estado y 12 de quesos no deteriorados
(Tabla 2). Todos ellos eran productores de CPA, lo que concuerda con la descripcion de
la especie (Tabla 3; Foto 11 Anexo II), siendo esta una de las principales caracteristicas
diagnosticas para la diferenciacion de especies de Penicillium con potencial de deterioro
en los quesos. Cinco especies de Penicillium son productoras de CPA, pero solo P.
commune y P. palitans son importantes como contaminantes del queso. P. camemberti
también produce CPA, pero no se considera un contaminante (Frisvad y Samson, 2004).
Es una especie que raramente se halla en lugares lejanos a fabricas de queso que lo
utilicen como cultivo de superficie (Pitt y Hocking, 2009).

La morfologia macroscopica aparece detallada en la Tabla 3 (ver también, fotos
1, 2 y 22 del Anexo II). MicroscOpicamente mostraron estipes de pared rugosa y
conidios globulares a subglobosos (Tabla 3). Todas las cepas de P. commune tuvieron
una reaccion violeta en la prueba de Ehrlich (Foto 10 Anexo II) y una produccion de
acido de moderada a buena en creatina (una mostrd la reaccion solo en la colonia, una
excepcion aceptada por Frisvad y Samson, 2004). Todo esto cumple con las
caracteristicas de dos especies (P. commune y P. palitans). P. palitans podria
diferenciarse por el centro marrdn en el reverso de las placas CYA, caracteristica que no
se encontrd en nuestros aislamientos (sin embargo, esta caracteristica no parece ser muy
consistente).

Con respecto a la identificacion mediante secuenciacion del ADN, la
secuenciacion de ITS fue de uso limitado, ya que no pudo diferenciar P. commune de
otras especies de Penicillium (Fig. 2); sin embargo, el analisis filogenético de BenA
permitio la identificacion de todos los aislamientos, con una concordancia total con el
enfoque fenotipico (Tabla 4 y Fig. 3). La diferenciacion entre P. commune y P.
camemberti no fue posible con el analisis molecular, incluso empleando un tercer
marcador (CaM; Tabla 4), siendo necesaria la caracterizacion fenotipica. La cepa P.
commune M35 se ha depositado en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo como
CECT20940.

El hébitat principal de P. commune en los alimentos es el queso, en el cual es la
causa principal del deterioro (Filtenborg et al., 1996; Frisvad y Samson, 2004; Pitt y
Hocking, 2009). Lund et al. (1995) lo encontraron dominante en un extenso estudio
sobre diferentes quesos europeos (42% de 371 aislamientos), siendo considerado un
hongo alterante. Otros autores también hallaron P. commune como el alterante
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predominante. Es el caso de Tzanetakis et al. (1987) en un queso tradicional griego;
Kure (2001) y Kure et al. (2004) en queso semiduro; Hayaloglu y Kirbag (2007) en
queso turco Kuflu; y Panelli et al. (2012) en el queso Taleggio. En contraste, Decontardi
et al. (2018) encontraron P. commune solo en el 7% de las muestras de cortezas de
queso grana italiano analizadas, siendo predominante P. solitum (55%). La
identificacion en ese caso se baso en el gen CaM (de la calmodulina), que puede ser util
para la identificacion de aislados de P. viridicatum, pero no puede diferenciar los de la
seccion Viridicata como P. solitum o P. commune, como concluyeron Prencipe et al.
(2018). Ademas, no se habia realizado ningun analisis de extrolitos que pudiera haber
sido 1til en la identificacion. Kure et al. (2002) aislaron P. commune de diferentes
habitats dentro de la industria quesera (equipos, film plasticos pero, fundamentalmente,
aire).

Por otro lado, algunos de los autores consideran esta especie (P. commune)
como parte de la microbiota esencial del queso, contribuyendo, posiblemente, a los
cambios de maduracion y las caracteristicas de sabor del producto final (es decir, queso
Kopanisti y queso Taleggio) (Tzanetakis et al., 1987; Panelli et al., 2012; Hymery et al,.
2014). En el caso de las muestras de queso no deteriorado analizadas en nuestro estudio,
presentaban una capa azul superficial debida, principalmente, a la presencia de P.
commune. Estos quesos son igualmente apreciados por los consumidores por lo que este
hongo aparentemente no influyé de manera negativa en las caracteristicas
organolépticas (sabor). Esas muestras no habian sido inoculadas con ningun cultivo de
superficie. La prevalencia de este Penicillium en quesos se explica por la capacidad de
crecer a bajas temperaturas, bajas concentraciones de oxigeno, actividad lipolitica y
resistencia a la accion conservante (Pitt y Hocking, 2009).

Como se ha comentado en la introduccién, la presencia de CPA en quesos ha
sido demostrada por varios autores. Los resultados de los experimentos realizados para
cuantificar la produccion de CPA en agar YES de 16 cepas de P. commune identificadas
en nuestro estudio y de una cepa patrén (MP82) se muestran en la Tabla 5. La
produccion méxima se encontr6 en los aislados PS5 y P1 (procedentes de quesos en mal
estado), con un maximo de 7476,94 ng/g de micelio seco por parte de la cepa P5
(valores similares a los hallados en la cepa de referencia MP82; Tabla 5). El valor
medio de CPA hallado fue 4126,17 pg/g de micelio seco. Por otro lado, la cepa con la
produccion minima fue M57 (procedente de una muestra de queso alterada; 1.4% de la
produccion maxima; 105,77 pg/g de micelio seco). Este dato tiene interés de cara a
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seleccionar una cepa para la produccion de queso, ademas de actividad proteolitica y
lipolitica presentada por esta cepa (M57) en la foto 16 y 17 del Anexo II. Hay muy
pocas referencias sobre la produccion de CPA, pero Le Bars (1979) hall6 una
produccion de 272 ug/g de micelio seco por P. camemberti en un medio similar al YES,
lo cual es superior a la cepa M57.

En nuestro estudio, se identificaron 6 cepas como P. solitum (tanto de quesos en
mal estado, 3 aislados, como en no deteriorados, 3 aislados; Tabla 3 y Tabla 4). La
Tabla 3 detalla las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de nuestros aislados
comparados con las referencias (ver también, Foto 23 del Anexo II). Varios autores han
encontrado P. solitum en el queso (Lund et al., 1995; Hocking y Faedo, 1992; Kure y
Skaar, 2000; Kure et al., 2004; Decontardi et al., 2018). Nuestros aislamientos no
fueron productores de ninguna de las tres micotoxinas evaluadas, lo cual esta de acuerdo
con la caracteristica de la especie, sin produccion de micotoxinas (Tabla 4; Frisvad y
Samson, 2004). Ademads, la reaccion de Ehrlich fue negativa y la reaccion sobre la
creatina fue acida. El reverso en agar de YES fue amarillo-naranja. Microscopicamente,
los aislamientos tenian estipes de pared rugosa y conidios globosos a subglobosos de
pared lisa. No se observo crecimiento en CYA/30 °C (Tabla 3). Como ya se menciond,
la secuenciacion de ITS no sirvio para diferenciar entre P. solitum y P. commune, pero
la secuenciacion del gen BenA confirmo claramente la identificacion (Tabla 4 y Fig. 2).

Dos aislados fueron identificados como P. chrysogenum. Las principales
caracteristicas que nos llevaron a esta identificacion fueron la ornamentacién de los
estipes (lisa; entre las especies asociadas a los alimentos, esta es la unica con esta
caracteristica) y la capacidad de crecer bien en CYA a 30 °C (Tabla 3; Fotos 6, 7y 24
del Anexo II). Ademads, esta especie no produce CPA, OTA y PAT (Tabla 3). La
secuenciacion de ITS identificd los aislamientos como P. rubens (Tabla 4) (ambas
especies son sindnimos segun Frisvad y Samson (2004)), y nuevamente el analisis de
secuencia BenA los identifico correctamente como P. crysogenum, aunque el uso de este
marcador molecular con presuntos aislamientos de esta especie se debe hacer con
cuidado (Visagie et al. 2014). P. chrysogenum es un alterante de queso (Aran y Eke,
1987; Lund et al., 1995; Lopez-Diaz et al., 1995; Barrios et al., 1998; Frisvad y
Samson, 2004; Hayaloglu y Kirbag, 2007) y produce penicilina y varias micotoxinas,
algunas de las cuales se han detectado en el queso, como la roquefortina (Lopez-Diaz et

al., 1996; Finoli et al., 2001; Kokkonen et al., 2005).
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En nuestro estudio, el aislado M32 fue el tnico productor de OTA e identificado
como P. nordicum, por esta caracteristica y por el reverso crema/amarillo en agar YES,
que difiere del reverso de color marrén rojizo de P. verrucosum (Larsen et al., 2001;
Frisvad y Samson, 2004), también productor de OTA (Tabla 3). Pudimos ver esta
diferencia entre la cepa M32 y la cepa de referencia de P. verrucosum CECT20766
(empleada en este estudio precisamente por la dificultad de diferenciar ambas especies;
Foto 9 Anexo II)). La Foto 25 (Anexo II) muestra las caracteristicas morfologicas de la
especie. P. nordicum generalmente se asocia con alimentos con alto contenido de
proteinas, como el queso, mientras que P. verrucosum es mas comun en productos de
cereales y otras fuentes de vegetales, aunque también se asocia con el queso (Hocking y
Faedo, 1992; Larsen et al., 2001). La identificacion de M32 por la secuenciacion ITS
produjo un resultado incorrecto (Fig. 2), mientras que el analisis de BenA lo identifico
correctamente como P. nordicum (Fig. 3), aunque estd muy cerca de P. verrucosum
(Fig. 2). La cepa P. nordicum M32 se ha depositado en la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo como CECT20939.

La OTA es una nefrotoxina que afecta a todas las especies animales probadas,
aunque los efectos en el hombre han sido dificiles de establecer de manera inequivoca
(Perrone y Susca, 2017). Estd considerado como una sustancia "posiblemente
carcindgena para el hombre" (Clase 2B, IARC, 1993). Varios autores han encontrado
OTA en el queso (Jarvis, 1993; Sinha y Ranjan, 1991; El-Sawi et al., 1994; Engel,
2000; Dall’ Asta et al., 2008; Anelli et al,. 2019). Esta micotoxina es bastante estable en
el queso, pero la normativa actual en la Union Europea excluye el queso de los
alimentos con niveles maximos de OTA (Bullerman, 1981; Comision Europea, 2006).

Un aislado fue identificado como P. expansum. Morfologicamente, es una de las
pocas especies del subgénero Penicillium aislada del queso con estipes lisos, siendo
caracteristica también una fuerte reaccion violeta con el reactivo de Ehrlich y sus
conidios elipsoidales (Tabla 3) (ver también fotos 3, 4, 5 y 26 del Anexo II). Nuestra
cepa fue positiva para la produccion de PAT, que también es tipica de esta especie (Pitt
y Hocking, 2009) (Tabla 3). La patulina ha sido asociada también al queso (Lafont et
al. 1979), pero la normativa actual en la Unién Europea excluye el queso de los
productos alimenticios con niveles maximos de PAT (Comision Europea, 2006).

Finalmente, se identifico una cepa como P. cvjetkovicii. La identificacion se
realiz6 inicialmente mediante secuenciacion de secuencias de ADN, ITS y BenA, lo que
dio lugar a resultados no concluyentes, debido al bajo nimero de secuencias disponibles
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en las bases de datos genéticas (Tabla 4). La identificacion final se confirmé por las
caracteristicas morfologicas y el andlisis del gen CaM (calmodulina). La especie,
perteneciente a la seccion Cinnamopurpurea, subgénero Aspergilloides, se ha descrito
recientemente (Peterson et al., 2015). Morfologicamente, este hongo se caracteriza por
los penicilios monoverticillata y la produccion de pigmentos solubles de vinaceos a
pardo rojizos. Un aislado de queso obtenido en Espana (Marin et al., 2014) fue
identificado por Peterson et al. (2015) como P. cvjetkovicii, aunque inicialmente habia
sido considerado como P. chermesinum (Peterson et al., 2015). El aislado obtenido en
nuestro trabajo seria el segundo hallazgo en el queso publicado hasta la fecha. En
nuestro caso, el hongo produjo un deterioro en la superficie del queso (la muestra era de
queso Castellano) caracterizado por pequefias manchas oscuras en la superficie. El
deterioro ocurri6 en una sola fabrica y el origen probable, segin algunos autores, seria
el aire (Peterson et al., 2015).

En base a la revision bibliografica y a raiz de nuestro estudio, consideramos que,
entre los metabolitos secundarios producidos por cepas de Penicillium asociados al
queso, el acido ciclopiazénico ocupa un lugar relevante ya que permite identificar dos
de las 15 especies de Penicillium asociadas al queso, siendo una de ellas, P. commune
dominante en estos alimentos. De ahi la pertinencia de empezar la identificacion con la
deteccion de dicha micotoxina como sugerimos en la clave dicotomica propuesta.

Hay tres que destacan con fines de identificacion (como caracteristica
diagnostica) y desde el punto de vista de la salud publica: acido ciclopiazénico,
ocratoxina A y patulina. Por ello, consideramos de utilidad la clave dicotomica
simplificada disefiada en este estudio basada en la produccion de extrolitos y
caracteristicas fenotipicas que permite la identificacion de las cepas aisladas en este
estudio a excepcion de P. cvjetkovicii (no considerada ahora como asociada al queso).

En cuanto al analisis molecular, las limitaciones de ITS como marcador de
especies para la diferenciacion de especies de Penicillium se demostraron claramente,
ya que no se identific ninguna cepa, excepto P. expansum, de manera inequivoca por
este procedimiento. El uso del marcador secundario BenA, segun lo propuesto por
Visagie et al. (2014), fue util para distinguir entre P. commune y P. solitum, que no
fueron resueltos por ITS (aunque su diferenciacion no es dificil de probar la produccion
de CPA), y entre algunas especies que son muy dificiles de identificar utilizando solo
caracteristicas fenotipicas (P. commune y P. palitans/P. nordicum y P. verrucosum)
(Tabla 3 y Tabla 4). Un tercer marcador, el gen CaM, tuvo que ser usado en este trabajo
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para asegurar la identificacion del hallazgo inesperado de la especie recientemente
descrita P. cvjetkovicii. Las secuencias de los tres genes de todas las cepas han sido
depositadas en GenBankcon los siguientes nlimero de acceso: MK660326-MK660357
para las secuencias ITS, MK675757-MK615788 para las secuencias BenA y
MK660604-MK 660605 para las secuencias del gen CaM de las cepas Q2M7 y Q3M1,

respectivamente.

5. CONCLUSIONES

Los resultados encontrados en este estudio indican la presencia de especies de
deterioro y micotoxigenas dominadas por P. commune en la superficie de los quesos
investigados. La presencia de mohos micotoxigénicos en la superficie del queso es
preocupante, ya que varios autores han detectado CPA, OTA y PAT en el queso.
Aunque no esta claro si los niveles de las micotoxinas encontradas podrian ser
perjudiciales para el consumidor, la practica de permitir la presencia de una capa azul en
la superficie de estos quesos durante la maduraciéon parece no ser aconsejable de
acuerdo con las buenas practicas de fabricacion. Sin embargo, el papel de P. commune
en la maduracion del queso aln esta por determinarse, ya que algunos autores afirman
que tiene una contribucion positiva a las caracteristicas sensoriales del queso y nosotros
hemos comprobado la comercializacion de quesos con esta especie en la superficie. En
este sentido, la cepa M57 podria ser de interés en el disefio de un cultivo de superficie

por su baja produccion de CPA.
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Tabla 3. Principales caracteristicas fenotipicas y de produccion de micotoxinas de cepas de Penicillium aisladas de queso en comparacion con la

descripcion de la especie seglin Frisvad y Samson (2004).

CREA (mm) b CPA/ _ Color Color
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Especie Origen b c b b conidios reverso reverso : Conidios
(mm)*  (mm)”  (mm)"  (MM)" bpoquccion de PAT EHRLICH " CYAP® estipes
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CPA/

CREA (mm)® Color Color
. . CYA CYA YES MEA Crecmiento/ gy, Reaccion - Color Pared .
Especie Origen b c b b conidios reverso reverso . Conidios
(mm)~ (mm)" (Mm)~ (MM proguccionde ey EHRLICH®  CYA® estipes
acido-base YESebn CYA® YES®
24 Bueno/ .
acido seguido Azul Naranja Crema Lisa Elipsoidales
A n=1 40 0 50 40 &l , PAT Violeta verdoso a J . PS¢ i
de reaccion verde marron amarillo lisos
base
P. expansum
P Crema a
Amarillo
23-28 Muy con centro Lisa
bueno/acido Violeta Azul marron Crema (ocasiona  Elipsoidales
B 26-50 0-3 38-65 16-34 . PAT verdoso a L amarillo o . >
seguido de fuerte naranja ) Imente, lisos
verde naranja
base marron o rugosa)
marron
0scuro
. Crema a Globosos a
An=1  11-13 0 1520 12-13 12-13 No OTA Arggtr)‘illlo Verde marron s;zfﬁ‘o Rugosa  subglobosos,
claro lisos
P. nordicum
Crema a Globosos a
6-12 Amarillo menudo Crema
B 8-21 0 14-36 6-16 e OTA Verde . Rugosa subglobosos,
Débil/ninguno verde con centro amarillo lisos
marron
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CREA (mm)® CPA/ Color Color
. . CYA CYA YES MEA Crecmiento/ gy, Reaccion - Color Pared .
Especie Origen b c b b conidios reverso reverso . Conidios
(mm)~ (mm)" (Mm)~ (MM proguccionde ey EHRLICH®  CYA® estipes
L . en b b
acido-base YESP CYA YES
3-15 Verde a
Ano 11-28 0 2438 1325 - No aﬁul Cremaa  Amarlloa — p Hisos
Bueno a muy verdoso naranja naranja’ &
bueno/acido
verdoso
Bueno a muy oicuéo a Li
bueno/acido erde, Crema a Amarillo a _wisosa
B 16-34 0 25-39 14-26 . - No Exudado . . Rugosa ligeramente
debajo de la beige claro naranja
colonia, base crema- Tugosos
’ amarillo
pobre o
retrasada ocre
frecuente

“ A, cepas de este estudio; B, datos de la bibliografia; °, incubacion a 25°C/7 d; ¢, incubacién a 30°C/7 d; ¢, 3 cepas mostraron color marrdn claro; ©, 1 cepa mostrd centro de la

colonia marron.
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Tabla 4. Resultados de la identificacion de cepas de Penicillium aisladas de queso (n=32).

Fenotipo y
Cepa produccién de ITS % BenA % CaM % ldentificacion final
micotoxinas
P. rubens
99 P.chrysogenum 99
M30 P. chrysogenum P. 99 P rubens 99 nd P. chrysogenum
chrysogenum
M32 P. nordicum P. viridicatum 99 P. nordicum 99 nd P. nordicum
P. verrucosum 99
P. rubens
99 P.chrysogenum 99
M34 P. chrysogenum P. 99 P rubens 99 nd P. chrysogenum
chrysogenum
P. commune 99 P. biforme 100
M35 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 ]
P.camemberti 100
P. commune 100 P. biforme 100
M57 P. commune i . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 100
M76 P. solitum P. commune 2 P. solitum 100 nd P. solitum
P. solitum 99
M123 P. solitum P. commune 100 P. solitum 100 nd P. solitum
P. solitum 100
M124 P. solitum P. commune 2 P. solitum 100 nd P. solitum
P. solitum 99
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Fenotipo y
Cepa produccion de ITS % BenA % CaM % ldentificacion final
micotoxinas
P commune 100 P. biforme 100
M145 P. commune i . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 100
P. commune 99 P. biforme 99
M170 P. commune i . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P commune 100 P. biforme 100
P1 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 100
P. commune 100 P. biforme 100
P2 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 100
P commune 99 P. biforme 100
P3 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 100
P. commune 99 P. biforme 99
P4 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P commune 99 P. biforme 100
P5 P. commune i . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 100
P. commune 100 P. biforme 929
P6 P. commune i . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 99
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Fenotipo y
Cepa produccion de ITS % BenA % CaM % ldentificacion final
micotoxinas
P commune 99 P. biforme 100
Q2M1 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 100
P. commune 99 P. biforme 99
Q2M2 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P. commune 99 P. biforme 29
Q2M3 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P. commune 99 P. biforme 100
Q2M4 P. commune : . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 100
. P. commune 99 . .
Q2M5 P. solitum P solitum 99 P. solitum 100 nd P. solitum
P commune 100 P. biforme 99 P. biforme 99
Q2M7 P. commune P solitum 100 P. commune 99 P.commune 99 P. commune
' P.camemberti 99 P.camemberti 99
P. commune 99 P. biforme 29
Q2M11 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P. monsgalena 99
Q3M1 P. cvjetkovicii P. 99 P. chermesinum 99 P. cvjetkovicii 99 P. cvjetkovicii
salmoniflumine
P.commune 99 P. commune 99
QLMI P. commune P. solitum 99  P.camemberti 99 nd P. commune
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Fenotipo y
Cepa produccion de ITS % BenA % CaM % ldentificacion final
micotoxinas
P. commune 100 P. biforme 29
QLM2 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 100 .
P.camemberti 99
P. commune 99 P. biforme 99
QP1 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 99
P. commune 98 P. biforme 29
QP2 P. commune : . P. commune 99 nd P. commune
P. solitum 98 .
P.camemberti 99
P. commune 99 P. biforme 100
QP3 P. commune ' . P. commune 100 nd P. commune
P. solitum 99 .
P.camemberti 100
. P. commune 99 . .
QPA3 P. solitum P solitum 99 P. solitum 100 nd P. solitum
. P. commune 99 . .
QPA4 P. solitum P solitum 99 P. solitum 100 nd P. solitum
Qz1 P. expansum P.expansum 100  P.expansum 100 nd P. expansum

nd, no determinada.
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Tabla 5. Produccion de CPA en agar YES de Penicillium commune aislados de queso

madurado (15 cepas) y una cepa de coleccion (MP82) (media=SD de dos experimentos,

extracciones en duplicado).

Cepa

(n=16) CPA pg/mL SD CPA pg/g micelio seco SD
P5 2709,99 89,30 7476,94 1212,79
P1 2690,77 138,96 7381,50 195,77
QP1 2341,77 194,47 6667,73 315,17
QLM2  1865,29 290,66 6295,60 1475,27
M170 1635,44 38,55 5543,81 441,62
P3 1293,56 78,73 4404,69 553,13
QP2 1516,66 61,71 3993,70 140,95
P6 1206,34 272,43 3808,42 578,05
QP3 1770,50 291,51 3555,69 73,40
M145 1656,06 53,74 3509,54 148,39
P4 1111,22 118,48 3210,62 306,69
P2 397,39 12,23 1208,28 329,84
QLMI1 532,06 35,46 1106,00 167,90
M35 294,32 6,92 533,80 60,13
M57 49,85 2,50 105,77 12,20
MP82 2400,44 164,09 7216,69 2613,55
Media  1466,98 4126,17

SD 814,82 2410,86

MP82= P. commune (CBS 468.84).
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Figura 2. Arbol UPGMA
obtenido a partir del
analisis filogenético de las
secuencias de ITS. Se
incluyeron secuencias
verificadas de especies de
Penicillium asociadas con
el deterioro del queso.
Los valores de arranque
se muestran en los nodos
de rama.
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Figura 3. Arbol UPGMA
obtenido a partir del
analisis filogenético de las
secuencias de BenA. Se
incluyeron secuencias
verificadas de especies de
Penicillium asociadas con
el deterioro del queso. Los
valores de arranque se
muestran en los nodos de
rama.
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Capitulo III. Aislamiento, Identificacién y Caracterizazion de BAL con Actividad Antifungica de Leche

1. INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas, bacterias del acido lactico o bacterias lacticas
(BAL) son un grupo heterogéneo de microorganismos Gram positivos, cuya
caracteristica principal es la produccion de acido lactico a partir de la fermentacion de
azucares. Conforme a la taxonomia actual, el grupo de bacterias acido-lacticas esta
constituido por seis familias y al menos 38 géneros, que incluyen, entre otros,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus, y
Weissella (Vandamme et al., 2014).

Las bacterias del acido lactico son conocidas por su accion bioconservante y
pueden albergar tanto antibacterianos como propiedades antifiingicas (Crowley, 2013).
Este efecto se debe a la produccion de compuestos y también la competencia por
nutrientes (Lindgren y Dobrogosz, 1990; Stiles, 1996).

Las principales sustancias antimicrobianas producidas por BAL son acidos
organicos, peroxido de hidrogeno, diacetilo, didoxido de carbono y bacteriocinas. Las
bacteriocinas, en particular, son péptidos bioldgicamente activos que presentan
actividad antimicrobiana contra diversos microorganismos, incluso patégenos. Entre las
diversas bacteriocinas ya descritas, la nisina es la mas estudiada y la unica considerada
segura para ser utilizada en alimentos (Nero et al., 2009), siendo la tinica bacteriocina
autorizada como aditivo conservador en la Union Europea.

La mayoria de los estudios sobre la actividad antimicrobiana de las BAL
aisladas de leche cruda y de diversas variedades de quesos se centran en la actividad que
ejercen frente a otras bacterias, como por ejemplo los realizados por Nero et al. (2008),
Nero et al. (2009) y Tamanini et al. (2012) a partir de leche y por Alexandre et al.
(2002), Caridi et al. (2003), Neto et al. (2005), Chioda et al. (2006), Chioda et al.

(2007) con bacterias lacticas aisladas de quesos.

En cuanto a los estudios sobre actividad antifiingica, inicialmente la mayoria se
concentraban en la inhibicion de Aspergillus flavus, debido a su caracter aflatoxigénico
(Batish et al., 1989; Gourama y Bullerman, 1995; Roy et al., 1996), pero a lo largo del
tiempo el interés frente a Penicillium ha crecido (Gourama y Bullerman, (1997);
(Magnusson et al., (2003); Voulgari et al., (2010); Wang et al., (2012); Delavenne et
al., (2012); Cheong et al., (2014)). La actividad antifungica en la inhibicion del

crecimiento puede deberse a mismos los compuestos y factores ya mencionados. En un
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estudio realizado en la leche por Delavenne et al. (2012), la prevalencia de bacterias con
este potencial fue de alrededor del 2%, siendo predominantemente aislados del género
Lactobacillus (94%). La tabla 1 muestra una revision bibliografica que cubre los
ultimos 20 afos de estudios sobre la accién antifungica de BAL sobre mohos con
potencial alterante y micotoxigénico.

Entre los microorganismos contaminantes en leche y derivados, los mohos, en
particular los pertenecientes al género Penicillium, son los principales agentes
responsables de la alteracion en los quesos curados, causando, ademas de deterioro del
producto, un posible problema sanitario al ser, en muchas ocasiones, potencialmente
toxigénicos (Dalié et al., 2010). El queso es un excelente sustrato para su crecimiento y
varias micotoxinas pueden ser producidas en el mismo y distribuirse en el producto. Su
aparicion en el producto ocurre en la fase de maduracion, ya que las condiciones
ambientales (principalmente, humedad y temperatura) favorecen su desarrollo en la
superficie del producto (Jay, 2005).

Las estrategias principales para efectuar un control del crecimiento de
Penicillium en los quesos se basan en ¢l empleo de conservantes quimicos, como la
natamicina, el acido sorbico y los sorbatos. Sin embargo, estos tratamientos se aplican
principalmente en la superficie y con frecuencia surgen cepas resistentes, reduciendo la
eficacia de los bafios antifungicos utilizados. Segtin Nielsen y Boer (2004), las especies
de mas problematicas de Penicillium en este tipo de alimento, como P. commune son
especialmente resistentes a los sorbatos (Brul y Coote, 1999; Viljoen, 2001).

Dentro de las estrategias modernas para reducir la contaminacion de los
alimentos por mohos y la producciéon de micotoxinas se encuentra la aplicacion de
técnicas de biopreservacion, empleando microorganismos antagonistas. En particular,
las bacterias acido-lacticas se consideran microorganismos apropiados para suprimir el
crecimiento de otros microorganismos incluyendo levaduras y mohos (Schillinger y
Vilarreal, 2010).

La creciente presion de los consumidores hacia el uso de conservantes
naturales en alimentos, hace que las BAL emerjan como los candidatos ideales debido a
su estado GRAS (“Generally Recognized As Safe”) en Estados Unidos y de presuncion
cualificada de seguridad QPS (“Qualified Presumption of Safety”’) en la Union Europea
y, en consecuencia, la exploracion cientifica de su potencial es de gran interés (Crowley

et al., 2013). Para ello es importante estudiar las especies de BAL presentes en la leche
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y analizar sus caracteristicas de interés tecnologico asi como su capacidad de inhibicion

de mohos alterantes y toxigénicos.

Tabla 1. Revision de estudios sobre BAL con actividad frente a mohos contaminantes

de alimentos.

BAL Fuente del | Efecto sobre mohos Referencia
aislamiento
(orden
cronoldgico)
Lactobacillus casei sub. | ensilado Aspergillus flavus (Gourama, 1997)

pseuplantarum

Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus,

Lactobacillus casei
subsp. casei,

Lactobacillus casei
subsp. pseudoplantarum,

Lactobacillus casei
subsp. tolerans,

Lactobacillus plantarum,
Lactococcus plantarum,
Pediococcus
pentosaceus,
Pediococcus sp.,
Leuconostoc
mesenteroides,

Leuconostoc lactis,

no descrito

Penicillium discolor,
Penicillium commune,
Penicillium roqueforti y
Aspergillus vesicolor

(Cabo et al., 2002)

Lactobacillus plantarum
y Lactobacillus
rhamnosus

no descrito

Penicillium nordicum

(Schillinger y
Villarreal, 2010)
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BAL Fuente del | Efecto sobre mohos Referencia
aislamiento
(orden
cronoldgico)
Lactobacillus plantarum, | queso/ Penicillium spp., (Voulgari et al.,
Lactobacillus rhamnosus, . ) 2010)
yogur Penicillium candidum y

Lactobacillus paracasei
subsp.paracasei,
Lactobacillus brevis y
Lactobacillus fermentum

Debaryomyces hansenii

Lactobacillus casei

no descrito

Penicillium
chrysogenum

(Lietal., 2012)

Lactobacillus rhamnosus
y Lactobacillus
fermentum

no descrito

Aspergillus flavus

(Gerbaldo et al.,
2012)

Lactobacillus casei y leche Penicillium expansum, | (Delavenne et al.,
Lactobacillus plantarum Mucor plumbeus, 2012)
Kluyveromyces lactis,
Pichia anomala
Lactobacillus rhamnosus, | leche Penicillium (Delavenne et al.,
Lactobacillus paracasei y brevicompactum 2013)
Lactobacillus
harbinensis,
Lactobacillus plantarum | soja Aspergillus niger (Ahmad Rather et
al., 2013)
Lactobacillus brevis masa Aspergillus niger (Biase et al.,
fermentada 2014)
Lactobacillus plantarum | vegetal Aspergillus fumigatusy | (Ryuetal., 2014)
fermentado | Pichia kudriavzevii

Lactobacillus plantarum

no descrito

Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer,
Mucos racemosus y

(Guptay
Srivastava, 2014)
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BAL Fuente del | Efecto sobre mohos Referencia
aislamiento
(orden
cronoldgico)
Penicillium
chrysogenum
Lactobacillus plantarum | queso Penicillium commune (Cheong et al.,
2014)
Lactobacillus brevis yogur Aspergillus niger, (Tropcheva et al.,

Aspergillus flavus y
Fusarium graminearum

2014)

Lactobacillus paracasei | no descrito | Penicillium sp. y (Aunsbjerg et al.,
Penicillium solitum 2015)
Pediococcus spp., alimento Aspergillus carbonarius, | (Essia Ngang et
fermentado | Aspergillus niger y al., 2015)

Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus brevis y
Lactobacillus
sanfranciscensis

Aspergillus ochraceus

Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus johnsonii,

Lactobacillus rhamnosus
y Lactobacillus ruminis

no descrito

Aspergillus parasiticus
y Penicillium expansum

(Saladino et al.,
2016)
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BAL Fuente del | Efecto sobre mohos Referencia
aislamiento
(orden
cronoldgico)
Lactobacillus citreum, panaderia Aspergillus niger y (Le Lay et al.,
) ) Penicillium 2016)
Lactobacillus sakei, corylophilum
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus spicheri,
Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus brevis,
Propionibacterium
acidipropionici y
Propionibacterium
freudenreichii
Lactobacillus plantarum, | kéfir Aspergillus flavus (Gamba et al.,
_ _ 2016)
Lactobacillus kefir y
Lactococcus lactis subsp.
lactis
Lactobacillus casei planta/ Alternaria brassicicola, | (Lipinska et al.,
Aspergillus alternata, 2016)
humanos | Asnergillus niger,
Fusarium lateritium,
Geotrichum candidum,
Mucor hiemalis
Lactobacillus fermentum | masa Penicillium expansum, | (Adedokun et al.,
fermentada | Aspergillus flavus, 2016)
de yuka Aspergillus niger,

Candida albicans y
Zygosaccharomyces
rouxii
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BAL Fuente del | Efecto sobre mohos Referencia
aislamiento
(orden
cronoldgico)
Lactobacillus plantarum | yogur, Penicillium roqueforti, | (Zhangetal.,
manzana, Penicillium citrinum, 2016)
frutas Penicillium Oxalicum,
citricas Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus y
Rhizopus nigricans
Lactobacillus brevis y extracto de | Fusarium culmorum (Peyer et al.,
Lactobacillus. plantarum | malta de 2016)
cebada

Lactobacillus plantarum

alimento no
descrito

Fusarium culmorum,
Penicillium
chrysogenum,
Penicillium Expansum,
Penicillium Roqueforti y
Aspergillus flavus

(Russo et al.,
2017)

Lactobacillus rhamnosus,

Bifidobacterium animalis

subsp. lactis y

Bifidobacterium animalis

no descrito

Penicillium
chrysogenum

(Fernandez et al.,
2017)

Lactobacillus brevis

cerdo

Fusarium culmorum y
Fusarium graminearum

(Peyer et al.,
2017)
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BAL

Fuente del
aislamiento

Efecto sobre mohos

Referencia

(orden
cronoldgico)

Lactobacillus
harbinensis,

Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri,

Leuconostoc
mesenteroides,

Leuconostoc
mes.dextranicum y

Propionibacteria

acidipropionici

no descrito

Penicillium commune
Mucor racemosus
Geotrichum geotrichum

Yarrowia lipolytica

(Salas et al., 2018)

2. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio fueron:

1. Aislar directamente, de muestras de leche de cabra, oveja y vaca, bacterias

acido-lacticas con actividad antifingica frente a dos cepas de Penicillium (P. nordicum-

M32 y P. commune-M35) alterantes y toxigénicas aisladas de queso madurado tipo

Castellano e identificadas en el capitulo II.

2. Identificar las cepas de BAL con capacidad antagonista detectadas en el

objetivo 1.

3. Analizar la capacidad antifungica de las cepas de BAL con mayor capacidad

antagonista frente a diversas cepas de Penicillium alterantes y toxigénicas (4 de P.

commune y 1 de P. verrucosum), con el fin de evaluar la amplitud de la actividad

antagonista.

83



Capitulo III. Aislamiento, Identificacién y Caracterizazion de BAL con Actividad Antifungica de Leche

4. Cuantificar el efecto antagonista sobre el crecimiento y la produccion de
micotoxinas de P. commune y P. nordicum, de 2 cepas de BAL seleccionadas en base a

este estudio.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. RECOGIDA DE MUESTRAS DE LECHE

Durante el periodo comprendido entre los meses de enero a octubre de 2015, se
tomaron asépticamente, segiin las recomendaciones de la Asociacion Americana de
Salud Publica (APHA) (1985), 93 muestras de leche cruda: (27) de cabra, (30) de oveja
y (36) de vaca. Las muestras fueron tomadas en 9 granjas de las provincias de Leén y
Zamora (directamente de los tanques de refrigeracion) y fueron mantenidas a
temperatura de refrigeracion hasta el momento de su analisis, realizado al llegar al
laboratorio de analisis microbioldgico en el Departamento de Higiene y Tecnologia de

los Alimentos de la Universidad de Ledn.

3.2. CEPAS DE PENICILLIUM UTILIZADAS

Para la preseleccion (aislamiento directo) se utilizaron 2 cepas de Penicillium
alterantes y toxigénicas de la coleccion del Departamento de Higiene y Tecnologia de
los Alimentos de la U. de Le6n, identificadas en el presente trabajo y que se encuentran
depositadas en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (P. nordicum M32-CECT 20939
y P. commune M35-CECT 20940), cepas productoras de ocratoxina y 4acido

ciclopiazoénico, respectivamente.

3.3. AISLAMIENTO DIRECTO A PARTIR DE LECHE, DE CEPAS DE BAL CON ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA

Se llevd a cabo una preseleccion de cepas con actividad antifungica
directamente en las placas de recuento de agar MRS pH 5 segin Carr et al. (2002),
utilizando la técnica descrita por Magnusson y Schniirer (2001) con ligeras
modificaciones como se describe a continuacion:

e En primer lugar a partir de un cultivo de 5-7 dias/25 °C en medio MEA (Malt
Extract Agar, OXOID) en frasco de agar inclinado, se prepard una suspension
de esporas de la cepa de Penicillium M32, afiadiendo a los frascos 5 mL de una
solucion de Tween 80 al 0,05% estéril, hasta conseguir una concentracion de 10°

esporas (recuento en cadmara de Neubauer).
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e A continuacion, se transfirio 1 mL de la suspension de M32 a 9 mL de MEA

licuado mantenido a 45 °C y se vertio dicha mezcla sobre la placa de recuento

MRS en sobrecapa, con incubacion posterior a 25 °C/5-7 dias. Después del

periodo de incubacién, se comprobd la aparicion de halos de inhibicion

alrededor de las colonias de BAL y se llevo a cabo el posterior aislamiento de

las cepas positivas (Fig. 1), que se almacenaron a congelacion en presencia de

30 % de glicerol hasta su caracterizacion.

] M32(P.
== nordicum) ¥
9mL MEA || MBE3(E
commtune)
+ esporas
de moho + ;
incubacion
72 horas /
25°C
Placas de recuento de = Pre-seleccion Aislamento y
BAL 5-7 d/25°C cepas antifungicas purificacion de
cepas positivas

Figura 1. Preseleccion de las cepas de BAL directamente en las placas de recuento.

3.4. CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La confirmaciéon de la actividad antifingica de las cepas de BAL

seleccionadas en el paso anterior se realizo frente a las cepas de P. nordicum M32 y P.

commune M35 mediante una técnica de siembra en placa con sobrecapa del hongo

segun Magnusson y Schniirer (2001) modificada (Fig. 2). A partir de un cultivo fresco

de las cepas de BAL (24 a 48 horas), se hizo una siembra en 3 puntos por duplicado en

placas de MRS con incubacion a 37 °C/72 horas. La preparacion de la sobrecapa de

esporas fungicas fue hecha como se indica en el apartado anterior.

La actividad antifingica se evalué por medicion del didmetro de los halos de

inhibicion y clasificacion posterior de las cepas con mayor capacidad mediante la

siguiente escala:

Baja - 1 a 2,9 milimetros

Media - 3 a 7,9 milimetros

Alta - 8 a 16,1 milimetro
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72 h/37°C

9mL MEA
+ esporas
demoho +
incubacion
72 horas /
25°C

Conservacidn
cepa positiva

5-7d/25°C

Siembra [por
duplicado) para
confirmacidn cepa
positiva

Confirmacién de la
actividad

antifingica

Figura 2. Confirmacion de la actividad antifungica de las cepas de BAL.

3.5. ACTIVIDAD FRENTE A OTRAS CEPAS DE PENICILLIUM

Las cepas que obtuvieron mejores resultados en el paso 3.4 fueron evaluadas
frente a otras cepas de Penicillium alterantes y toxigénicas con el objetivo de evaluar la
amplitud de la actividad antagonista, mediante la técnica utilizada descrita en el

apartado 3.4.

3.5.1. Cepas de Penicillium utilizadas

Para esta etapa se utilizaron 5 cepas (P. commune — cepas M57, M145, P3 y
MPS82 CBS46884 - y P. verrucosum —MP88 = CECT 20766) productoras de acido
ciclopiazénico y ocratoxina, respectivamente, consideradas micotoxinas que
potencialmente pueden estar presentes en quesos (Frisvad et al. 2007). Tres de las cepas
habian sido aisladas de queso (M57 y MI145, pertenecian a la coleccion del
Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la U. de Ledn; P3, fue

aislada en este estudio) y dos eran cepas de coleccion.

3.6. EFECTO DE BAL EN EL CRECIMIENTO Y LA PRODUCCION DE MICOTOXINAS
El efecto de las BAL con actividad antifungica en el crecimiento y la produccion
de micotoxinas se realiz6 utilizando la metodologia de Gqaleni et al. (1996) y Taniwaki

et al. (2006) con algunas modificaciones.
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3.6.1. Cultivos de BAL y Penicillium spp.

Las 2 cepas de Penicillium spp. testadas fueron P. nordicum M32 y P. commune
M35. Las cepas de Lactobacillus spp. (25/1 y 51/3) fueron cultivadas en caldo MRS a
30 °C por 48 h. Los in6culos de hongos fueron cultivados en MEA a 25 °C por 7 dias.

Se recogieron esporas en Tween 80 al 0,05%.

3.6.2. Cuantificacidén de micotoxinas

I mL de los cultivos de BAL en la concentracién 5 de la escala Mc Farland
fueron afnadidos en 20 mL del medio YES. Se tom6 2 pL de suspension de esporas y se
sembro en tres puntos distintos en las placas de YES con BAL. Para controles positivos,

no se afiadio BAL en el medio YES. Se incub6 a 25 °C por 7 dias.

3.6.3. Técnica de siembra y estimacion de micelio seco

Se realiz6 segun se indica en el apartado 3.3.2 del Cap. II.

3.6.4. Extraccion de las micotoxinas

Se realiz6 segun se indica en el apartado 3.3 del Cap. II. Los limites de deteccion
para OTA y CPA fueron 1.30 y 0.83 pug / mL, respectivamente; repetibilidad, 88.21 y
90.41; linearidad (R2), 0.9926 y 0.9995.

3.7. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS BAL
3.7.1. Identificacion molecular por secuenciacion del gen ADNr 16S

Las cepas que obtuvieron mejores resultados en el paso anterior fueron
identificadas mediante amplificacion y secuenciacion del gen ADNr 16S.

e Microorganismos. Las cepas de bacterias acido-lacticas con mayor capacidad
antifingica se recuperaron a partir de los caldos congelados en caldo de
lactobacilos con glicerol mediante un pase de recuperacion en caldo y posterior
comprobacion de la pureza mediante siembra en placas de agar MRS a 37 °C.

e Extraccion de ADN. Un mililitro de cultivos de 24 horas se centrifugé a 10000
g durante 2 minutos, descartando el sobrenadante. El sedimento obtenido se lavo
dos veces con 1 mL de agua bidestilada estéril y finalmente se suspendi6 en 250
ul de reactivo “Instagene”. Las suspensiones bacterianas obtenidas se trataron,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante, a 56 °C durante 15 minutos y a

100 °C durante 8 minutos para romper las células y, por ultimo, se centrifugaron

87



Capitulo III. Aislamiento, Identificacién y Caracterizazion de BAL con Actividad Antifungica de Leche

a 10000 g durante 2 minutos para sedimentar el reactivo insoluble, conservando
el sobrenadante para su utilizacion en la identificacion molecular.

e Identificacion molecular. Se llevo a cabo una PCR de amplificacion del ADNr
16S segun el protocolo descrito por De Garnica et al. (2014), utilizando 5 pl de
los sobrenadantes obtenidos como ADN molde y los cebadores 8F (AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG) y 1541R (AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA). El
resultado de la reaccion se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa
de 5 pl de los amplificados. Los fragmentos amplificados se purificaron
mediante el kit “PCR clean-up and Gel extraction” y se secuenciaron las dos
hebras en el equipo MegaBace mediante los mismos cebadores utilizados para la
amplificacion. Las secuencias obtenidas se analizaron visualmente empleando el
software Chromas Lite 2.01 (http://technelysium.com.au/) y se alinearon con el
moédulo ContigExpress del programa Vector NTI. Las secuencias consenso
obtenidas del alineamiento de las dos hebras se compararon con las depositadas
en la base de datos GenBank mediante la plataforma BLAST (“Basic Local
Alignment Search Tool”, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.7.2. Caracteristicas fenotipicas

Dos cepas que presentaron mejores resultados en la etapa 3.5 (Lc-25/1,
identificada como Lactobacillus casei y Lp-51/3 como Lactobacillus paracasei) fueron
analizadas por sus perfiles de fermentacion de azucares y de actividad enzimatica

mediante galerias miniaturizadas.

3.7.2.1. Perfil de fermentacion de azucares (APIS0CHL)

Las dos cepas se cultivaron en agar MRS a 30 °C durante 48 h. Se suspendieron
de cinco a diez colonias de cada una en medio API 50 CHL y se mezclaron
vigorosamente en vortex, luego se transfirieron a cada uno de los 50 pocillos en las tiras
API 50 CHL. Todos los pocillos se cubrieron con aceite de parafina estéril (Merck) para
efectuar la anaerobiosis, segun lo recomendado por el fabricante y se incubaron a 30 °C
durante 48 h. Los cambios de color de violeta a amarillo se presentaron mediante un
signo positivo (+), mientras que un signo negativo (-) no representd ningun cambio. El
perfil bioquimico obtenido para las cepas se identifico utilizando el software de
identificacion Apiweb mediante comparacion con la base de datos del fabricante

(BioMe¢érieux, Espana, S.A).
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3.7.2.2. Perfil enzimatico (APIZYM)

Para cada una de las 2 cepas se agregaron 25 microlitros de suspension celular a
cada uno de los 19 pocillos de la galeria APIZYM que contenian sustratos enzimaticos
cromogénicos deshidratados y las tiras se incubaron durante 4 horas a 37 °C. La adicion
de la muestra acuosa rehidrata los sustratos e inicia las reacciones. La accion hidrolitica
de las enzimas respectivas en sustratos derivados de naftilo da como resultado la
liberacion de naftol, que fue visualizada por adicion de los reactivos de deteccion (A y
B) suministrados con el sistema.

Se mantuvo una atmodsfera humeda durante la incubacion dispensando
aproximadamente 5 mL de agua estéril en la bandeja de incubacion provista con el kit
de enzimas. La reaccion se termind mediante la adicion de una gota de reactivo A y el
color se desarrollo mediante la adicion de una gota de reactivo B. La actividad se midio
comparando el grado de color desarrollado en 5 minutos con la tabla de colores
proporcionada por el fabricante y fue expresado en una escala de cero (sin actividad) a 5

(actividad maxima).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. AISLAMIENTO DE BAL CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA Y CUANTIFICACION DE LA
ACTIVIDAD EN EL CRECIMIENTO DE P. COMMUNE Y P. NORDICUM

De las 93 muestras de leche analizadas, en 29 se detecté capacidad antifiingica
frente a al menos una de las cepas de Penicillium, correspondiendo a 12 (41%) muestras
de leche de cabra, 11 (38%) de leche de vacay 6 (21%) de leche de oveja, consiguiendo
el aislamiento de un total de 57 cepas de BAL (Fig. 3; Foto 1).

La mayoria de los 57 aislados activos frente a P. nordicum (M32) tuvieron
origen en la leche de cabra (41%) seguido de leche de vaca (38%) y leche de oveja
(21%). Treinta y cuatro cepas (59,6%) se clasificaron como de alta actividad (halos
entre 8-16,1 mm) y la mayoria de ellas se encontraron entre los aislados obtenidos de

leche de vaca (22 de las 34 cepas, 64,7%). (Tabla 2).
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m CABRA
mVACA
= OVEJA

Figura. 3. Procedencia (tipo de leche) de las cepas de BAL con actividad antifingica

frente a P. nordicum (porcentaje de muestras positivas).

Foto 1. Confirmacién de la actividad antifungica de la cepa Lb-26/2 (Lactobacillus

brevis) frente a Penicillium nordicum.
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Tabla 2. Actividad antifingica de BAL aisladas de leche de cabra, oveja y vaca frente a
Penicillium nordicum (M32).

Actividad de BAL (57 cepas) frente a P. nordicum

Tipo de leche  Muestras H % M % W % Total %

positivas cepas  cepas
n (%)
Cabra (n=27) 12 (41) 8 24 13 57 0 0 21 37
Oveja (n=30) 6 (21) 4 12 2 9 0 0 6 11
Vaca (n=36) 11 (38) 22 65 8 35 0 0 30 53

Total (n=93) 29 (100) 34 100 23 100 0 0 57 100

H, alta (1-2,9 mm halo); M, media (3-7,9 mm halo); W, débil (8-16,1 mm halo). n, nimero de muestras
de leche.

Solo 7 cepas presentaron actividad frente a P. commune (M35), nuevamente la
mayoria fueron obtenidas de la leche de cabra (57%), seguidas de leche de vaca (29%) y

leche de oveja (14%) (Fig. 4).

m CABRA
mVACA
m OVEJA

Figura 4. Procedencia (tipo de leche) de las cepas de BAL con actividad antifingica

frente a P. commune (porcentaje de muestras positivas).

Los mayores halos de inhibicién los presentaban los procedentes de leche de

cabra (2 de las 3 cepas tenian halos entre 8-16,1 mm 66,6%) (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad antifingica de BAL aisladas de leche de cabra, oveja y vaca frente a

Penicillium commune (M35).

Actividad de BAL (7 cepas) frente a P. commune

Tipo de leche Muestras H % M % W % Total %
positivas cepas  cepas
n (%)
Cabra (n=27) 4(57) 2 67 2 50 0 0 4 57
Oveja (n=30) 1(14) 0 0 1 25 0 0 1 14
Vaca (n=36) 2 (29) 1 33 1 25 0 0 2 29
Total (n=93) 7 (100) 3100 4 100 0 0 7 100

H, alta (1-2,9 mm halo); M, media (3- 7,9 mm halo); W, débil (8-16,1 mm halo). n, nimero de

muestras de leche.

En la revision bibliografica realizada sobre publicaciones de los ultimos 20 afios
se ha observado que hay pocos estudios que aborden el aislamiento de BAL con
actividad antifiingica a partir de leche (Tabla 1). Delavenne et al. (2012) aisl6 la mayor
parte de BAL de leche de vaca (49%) y de cabra (43%), mientras que solo el (8%)
fueron aisladas de la leche de oveja pero frente a hongos distintos a los utilizados en
este estudio (Penicillium expansum, Mucor plumbeus, Kluyveromyces lactis y Pichia
anémala). Estos autores también detectaron actividad antifungica de BAL aisladas de
leche sobre Penicillium brevicompactum (Delavenne et al., 2013). También se ha
encontrado algun trabajo sobre el aislamiento de BAL activas frente a P. commune a
partir de muestras de queso (Cheong et al., 2014).

Un 50% (29 de las 57 cepas con capacidad antifingica) fueron aisladas en
invierno, seguidas de 19 cepas en primavera y 9 en verano (Fig. 5). También en invierno
fueron aisladas la mayoria de las cepas con doble capacidad 5 de las 7 encontradas
(Tabla 4 y Fig. 5). Este resultado contrasta con el encontrado por Delavenne et al.
(2012) en Francia donde la mayoria de los aislados activos se obtuvieron en muestras
tomadas en verano y otofio, lo que puede estar relacionado con las condiciones
ambientales de cria y con la alimentacién; los autores sugieren que el uso o no de
ensilado puede suponer una variable importante en la presencia de BAL con actividad

antifingica (Delavenne et al., 2012).
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Tabla 4. Actividad antifungica de BAL (57 cepas) aisladas de leche de cabra, oveja y
vaca frente a Penicillium nordicum (M32), Penicillium commune (M35) y frente a

ambas especies (D) en diferentes estaciones del afio.

Invierno Primavera Verano Total

M32 % M35 % D | M32 % M35 % D|M32 % M35 % D | M32 M35
c 11 38 4 67 4 2 11 0 0 O 8 89 0 0 O 21 4
Vv 1 3 0 17 0 5 26 1 50 1 0 0 0 0 O 6 1
o 17 59 1 17 1] 12 63 1 50 1 1 11 0 0 O 30 2
T 29 100 5 100 5| 19 100 2 100 2 9 100 0 0 0 57 7

D, doble capacidad antifungica; C, cabra; V, vaca; O, oveja; T, total.
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INVIERNO PRIMAVERA VERANO

EM32 mM35 mD

Fig. 5. Actividad antifingica de BAL (57 cepas) aisladas de leche de cabra, oveja 'y
vaca frente a Penicillium nordicum (M32), Penicillium commune (M35) y frente a

ambas especies (D) en diferentes estaciones del afio.

4.2. IDENTIFICACION DE BAL
4.2.1. Secuenciacion del ADNr 16S

Se obtuvieron las secuencias completas del ADNr 16S de las 34 cepas de BAL
con elevada actividad antifingica (halos entre 8-16,1 mm), 20 (58,82%) procedentes de
leche de vaca, 10 (29,41%) de cabra y 4 (11,76%) de oveja. Todas se identificaron a

nivel de especie con porcentajes de similitud superiores al 99%. Once (32,35%) de las
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34 cepas se identificaron como Lactobacillus casei y se obtuvieron de leche de vaca (6
cepas), oveja (3 cepas) y cabra (2 cepas), 9 se adscribieron a Lactobacillus paracasei (4
de leche de vaca, 4 de leche de cabra y 1 de leche de oveja) y 5 a Lactobacillus
rhamnosus (4 de leche de vaca y 1 de leche de cabra). El resto de las cepas identificadas
pertenecieron a las especies L. parabuchneri, L. plantarum, L. brevis, L. zeae y L.
fermentum y se obtuvieron de leches de vaca (6 cepas) y cabra (3 cepas). Los resultados
de la identificacion molecular se muestran en la tabla 5, indicando la adscripcion y el

numero y porcentaje de cepas asignadas a cada una de las especies.

Tabla 5. Especies de BAL con actividad antifungica identificadas.

Especie NuUmero de cepas (%) Procedencia
Lactobacillus casei 11(32,35) V (6),03),C((2)
Lactobacillus paracasei 9 (26,47) V(4),0(),C#)
Lactobacillus rhamnosus 5(14,71) V(4),0(1)
Lactobacillus parabuchneri 2 (5,88) V (1),C (1)
Lactobacillus plantarum 2 (5,88) V(2)
Lactobacillus brevis 2 (5,88) V(1),C()
Lactobacillus zeae 2 (5,88) V(Q2)
Lactobacillus fermentum 1(2,94) C()

Total 34 (100) V (20), O (4), C (10)

V, vaca; O, oveja; C, cabra.

4.2.2. Caracteristicas fenotipicas
4.2.2.1. Perfil de fermentacion de azlcares

Con respecto a los perfiles de fermentacion de aztcares (APSOCHL; Tabla 6),
Lc-25/1 fue identificado como Lactobacillus casei y Lp-51/3 como Lactobacillus
paracasei. De los 49 azlicares analizados en la galeria, 21 reacciones fueron positivas
para las dos cepas y 25 fueron negativas para ambas, detectandose solamente 3
reacciones diferentes entre las dos cepas: D-sacarosa, inulina y gentiobiosa, siendo
positiva la cepa Lc-25/1 para los dos primeros y negativa para el tercero al contrario que
en la cepa Lp-51/3 (negativa para D-sacarosa e inuline y positiva para gentiobiosa). Este

resultado esta en consonancia con la descripcion de estas especies (Collins et al., 1989).
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La identificacion fenotipica resultd concordante con la identificacion molecular
mediante secuenciacion del ADNr 16S, lo que confirma totalmente la identidad de las
cepas, frente a los resultados obtenidos por otros autores, donde la identificacion
molecular no coincidié con la obtenida mediante pruebas fenotipicas (Moreas et al.,

2013; Aymerich et al., 2003; Velasco et al., 2004; Gomes et al., 2008).

Tabla 6. Perfiles de fermentacion de bacterias acido-lacticas (APISOCHL).

Cepas
Carbohidrato Lc-25/1 Lp-51/3
0 Control - -
1 Glicerol - -
2 Eritritol - -
3 D-Arabinosa - -
4 L-Arabinosa - -
5 D-Ribosa + +
6 D-Xilosa - -
7 L-Xilosa - -
8 D-Adonitol - -
9 Metil-D-xilopiranosido - -
10 D-Galactosa + +
11 D-Glucosa + +
12 D-Fructosa + +
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13 D-Manosa + +
14 L-Sorbosa + +
15 L-Ramnosa - -
16 Dulcitol - -
17 Inositol - -
18 D-Manitol + +
19 D-Sorbitol + +
20 Metil-D-manopiranosido - -
21 Metil-D-glucopiranosido - -
22 N-acetilglucosamina + +
23 Amigdalina + +
24 Arbutina + +
25 Esculina + +
26 Salicina + +
27 D-Celiobiosa + +
28 D-Maltosa + +
29 D-Lactosa + +
30 D-Melibiosa - -
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32

D-Trehalosa

34 D-Melezitosa
35 D-Raffinosa
36 Almidon
37 Glucogeno
38 Xilitol

40 D-Turanosa
41 D-Lixosa

42 D-Tagatosa
43 D-Fucosa

44 L-Fucosa

45 D-Arabitol

46 L-Arabitol

47 Potasio gluconato
48 2-Ceto-gluconato
49 5-Ceto-gluconato

+: Positivo, -: Negativo después de 48 horas de incubacion a 30 °C.
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4.2.2.2. Perfil enzimatico

De las 19 actividades enzimadticas analizadas 10 fueron negativas para las dos
cepas y 7 fueron positivas para ambas. Las dos cepas presentaron por tanto perfiles
enzimaticos muy parecidos, las Unicas diferencias encontradas fueron en dos aspectos la
presencia de Cistina arilamidasa en Lc-25/1 y presencia de Esterasa (C4) en Lp-51/3

(Tabla 7).

Tabla 7. Perfiles enzimaticos de bacterias acido-lacticas.

Cepas
Enzimas
Lc-25/1| Lp-51/3

0 Control
1 Fosfatasa alcalina
3 Esterasa Lipasa (C 8)

+ +
4 Lipasa (C 14)
5 Leucina arilamidasa

+ +
6 Valina arilamidasa

+ +
8 Tripsina
9 a-quimiotripsina
10 Fosfatasa acida

+ +
11 Naftol-AS-Bl-fosfosfohidrolasa

+ +
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Cepas
Enzimas
Lc-25/1| Lp-51/3

12 a-galactosidasa
13 b-galactosidasa

+ +
14 b-glucuronidasa
15 a-glucosidasa

+ +
16 b-glucosidasa
17 N-acetil-b-glucosaminidasa
18 a-manosidasa
19 a-fucosidasa

+: Positivo, -: Negativo después de 4 horas y media de incubacion a 37 °C.

La presencia enzimas como Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa y esterasa lipasa es
de interés para la produccién de quesos entre otros alimentos debido a accidon en la
fraccion lipidica y los productos primarios de su degradacion, por ejemplo, acidos
grasos volatiles, libres o ésteres, resultando en caracteristicas sensoriales deseadas en
algunos productos (Oliszewski et al., 2007). Las enzimas con capacidad de degradacion
de azhcares como b-galactosidasa y a-glucosidasa son interesantes para la acidificacion
de productos lacteos como yogures y quesos. Perfiles enzimaticos de Lactobacillus
casel parecidos a lo de este estudio fueron encontrados por Charteris et al. (2001) y Lee
et al. (1986).

4.3. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA FRENTE A DIVERSAS CEPAS DE PENICILLIUM ALTERANTES Y
TOXIGENICAS
Frente a las 4 cepas de Penicillium commune, las cepas de L. casei, L.

rhamnosus, L. parabuchneri, L. brevis y L. plantarum presentaron las mayores
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capacidades de inhibicion, desde 50 hasta 100% (Tabla 8 y Fig. 6). Las cepas de L.
paracasei presentaron resultados mas bajos, entre 11% y maximo de 33% y la cepa de
L. fermentum no fue antagonista a ninguna de las cepas de probadas. Frente a
Penicillium verrucosum las cepas de L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L.
parabuchneri, L. brevis fueron las que presentaron inhibicion con un porcentaje minimo
de 45% y maximo de 89%. Las cepas de L. zeae, L. plantarum y L. fermentum no
presentaron capacidad antagonista frente a esta especie de Penicillium (Tabla 8 y Fig.

6).

Tabla 8. Actividad antifungica de las bacterias acido lacticas identificadas (34 cepas)

frente a P. commune (M57, M 145, P3, MP82) y P. verrucosum (MP88).

Especie de moho
P. P. P. P. P.
commune commune commune commune verrucosum
Cepa M57 M145 P3 MP82* |  MP8g*
N° de cepas
antagonistas n=22 n=21 n=21 n=23 n=18
Total = 34
"aCtOb"t“i'{')“S COEL | 92%) | 8(73%) | 7(64%) | 7(64%) | 5 (45%)
Lactobacillus o o o o 0
paracasei (9) 2022%) | 1(11%) | 2(22%) | 3(33%) | 8(89%)
'r-r?;rtnonb(fscu';'(‘g 5(100%) | 5(100%) | 5(100%) | 5(100%) | 3 (60%)
Lactobacillus zeae (2) | 2 (100%) | 2 (100%) | 2 (100%) | 2 (100%) | 0 (0%)
p;ﬁ;’gﬁﬁ;’:ffm 1(100%) | 1(50%) | 1(50%) | 2(100%) | 1 (50%)
Lactobacillus brevis o 0 o 0 o
@ 1(50%) | 2(100%) | 2 (100%) | 2 (100%) | 1 (50%)
F';Izcnt;t;ﬁfr']' '(‘g 2(100%) | 2(100%) | 2 (100%) | 2(100%) | 0 (0%)
f';fgfgr?ti%' '(“15) 000%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) 0 (0%)

n, numero total de cepas antagonistas por cepa de hongo analizada.*Cepas de coleccion.
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Figura 6. Actividad antifungica de las bacterias acido lacticas identificadas (34 cepas)

frente a P. commune (4 cepas) y P. verrucosum (MPS88).

Respecto a la cuantificacion del efecto antagonista, las tablas 9 y 10 muestran el

efecto de las dos BAL seleccionadas en base a los resultados anteriores (Lp-25/1 de la

especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei) frente a P. commune

M35 y P. nordicum M32, respectivamente.

Tabla 9. Efecto de las dos BAL seleccionadas en base a los resultados hallados (Lp-

25/1 de la especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei) frente a P.

commune M35.

Muestra ID CPA pg/mL  Reduccion  Micelio Reduccion

(cepa P. MediatSD % seco %

commune) MediatSD

M35 Penicillium 957,81+76,16 - 0,29+0,04 -
commune

25/1+ M35 L. paracasei 594,82+8.39 37,90 0,21+0,02 29,40

51/3+ M35 L. casei 569,54+205,48 40,54 0,24+0,02 18,11

Se observa un efecto antagonista de ambas cepas de BAL en el crecimiento de P.

commune, especialmente de L. paracasei (cercana al 30%) que es inferior al efecto en la

produccion de CPA (37,9%). En el caso de L. casei, la diferencia es aun mayor

(reduccion de 18,11% en el crecimiento frente a 40,54% en la produccion de CPA).

101



Capitulo III. Aislamiento, Identificacién y Caracterizazion de BAL con Actividad Antifungica de Leche

Esto indica un efecto superior en la reduccion de la capacidad micotoxigénica que en la

reduccidn del crecimiento del micelio.

Tabla 10. Efecto de las dos BAL seleccionadas en base a los resultados hallados (Lp-
25/1 de la especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei) frente a P.

nordicum M32.

Muestra ID OTA pg/mL Reduccion Micelio  Reduccion

(cepa P. MediatSD % seco %

nordicum) MediatSD

M32 Penicillium 3508,40+197,49 - 0,15+0,00 -
nordicum

25/1+ M32 L. paracasei 403,17+128,20 88,51 0,02+0,01 87,24

51/3+ M32 L. casei 1893,30+592,21 46,04 0,09+0,01 41,15

En el caso de P. nordicum, de nuevo se hall6 un efecto reductor del crecimiento
de las colonias por parte de ambas BAL pero mas acentuado que frente a P. commune.
La reduccion fue cercana al 90% para L. paracasei y al 40% para L. casei. En este caso,
la reduccion en la produccion de OTA fue de un nivel similar a la reduccion en el peso
del micelio seco 88,5% y 46,04%, respectivamente. Analizando ambos estudios se
observa una mayor capacidad antagonista de L. paracasei comparado con L. casei
frente a ambas especies de Penicillium.

Como se ha descrito anteriormente, dentro de las 34 cepas consideradas como de
alta actividad antifiingica, la especie mas comun en este estudio fue L. casei (11 cepas),
L. paracasei fue la segunda mas aislada (9 cepas) y la tercera fue L. rhamnosus (5
cepas) (Tabla 8). En otros estudios también encontraron Lactobacillus casei con
capacidad antifiingica, pero frente a otras especies de mohos distintas a las utilizadas en
este trabajo, como Penicillium citrinum, Penicillium expansum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium sp., Aspergillus brassicicola, Aspergillus alternata,
Aspergillus niger, Fusarium Lateritium, Geotrichum candidum y Mucor hiemalis
(Gourama, 1997; Li et al., 2012; Lipinska et al., 2016). Solamente 2 estudios
encontraron Lactobacillus casei frente a Penicillium commune (Cabo et al., 2002; Salas
et al., 2018). En cuanto a Lactobacillus paracasei, hay varios trabajos en los que
detectaron actividad antifungica frente a mohos: Penicillium candidum, Debaryomyces
hansenii, Penicillium expansum, Mucor plumbeus, Kluyveromyces lactis, Pichia

anomala, Penicillium brevicompactum, Penicillium sp. y Penicillium solitum (Voulgari
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et al., 2010; Delavenne et al., 2012; Delavenne et al., 2013; Aunsbjerg et al., 2015). Por
ultimo, también hay trabajos con L. rhamnosus que presentd actividad frente a
Aspergillus flavus, Penicillium brevicompactum y Penicillium chrysogenum (Gerbaldo
et al., 2012; Delavenne et al., 2013; Fernandez et al., 2017) y en uno de ellos
Schillinger y Villarreal (2010) utilizaron L. rhamnosus frente a Penicillium nordicum,

especie también utilizada en nuestro trabajo.

5. CONCLUSIONES

Se puede concluir con este estudio, que las leches de cabra y vaca son una
importante fuente de Lactobacillus con capacidad antifungica, superior a la leche de
oveja. La mayor parte de los aislados se detectan en los meses de invierno y presentan
mayor actividad frente a la cepa de Penicillium nordicum. Las especies de BAL mas
identificadas fueron: L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus. Con relacion a amplitud de
la capacidad antifingica las especies que presentaron mejores resultados fueron L.
casei, L. rhamnosus, L. parabuchneri, L. brevis y L. plantarum, mientras que L.
fermentum no mostr6 ningun tipo de actividad frente a las cepas de mohos utilizadas.

Al cuantificar el efecto antagonista en el crecimiento y produccion de
micotoxinas de dos cepas de BAL seleccionadas, se ha hallado un efecto sobre P.
commune y P. nordicum especialmente frente a este ultimo. Por otra parte, se¢ ha
observado un efecto sobre la producciéon de CPA por P. commune mas alla de la
reduccion en el crecimiento.

Las cepas de BAL identificadas y caracterizadas en este trabajo, especialmente
la cepa L. paracasei 25/1, pueden ser de utilidad tecnologica en la fabricacion de
productos lacteos, tanto por sus capacidades fermentadoras y enzimaticas como por la
posibilidad de inhibir el crecimiento de algunas especies de Penicillium importantes en

la alteracion de los productos lacteos.
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Capitulo IV. Evaluacion de la Capacidad Antagonista de BAL Frente a Bacterias Patdgenas

1. INTRODUCCION

La leche es un alimento rico nutricionalmente y eso hace posible el crecimiento
de numerosos microorganismos, incluidos algunos patogenos (Oliveira, 2008). La
EFSA (European Food Safety Authority) considera Listeria monocytogenes,
Salmonella, Escherichia coli y Staphylococcus aureus como algunos de los
microorganismos patdégenos que pueden ser transmitidos por la leche, ademas de otros
como Campylobacter spp., Bacillus cereus, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Listeria monocytogenes, Mycobacterium bovis, Yersinia enterocolitica, Yersinia
pseudotuberculosis, Corynebacterium spp., Streptococcus suis subsp. zooepidemicus,
los parasitas Toxoplasma gondii y Cryptosporidium (EFSA, 2015).

Listeria spp. es un cocobacilo Gram positivo, no esporulado, anaerobio
facultativo y de amplia distribuciéon ambiental (se puede aislar, por ejemplo, de aguas
superficiales, de alcantarillas domésticas, aguas residuales de industrias alilmentarias de
origen animal, de suelos y de ensilados). Es un importante patégeno de transmision
alimentario, ya que la presencia de este microorganismo en los alimentos puede causar
en los consumidores listeriosis, enfermedad caracterizada por cuadros de gastroenteritis
y en, casos mds graves, septicemia, meningitis y meningoencefalitis. Los brotes de
listeriosis, aunque relativamente raros, tienen elevadas tasas de mortalidad, sobre todo
en algunos grupos de riesgo (ancianos, neonatos, embarazadas e inmunodeprimidos)
(Borges et al., 2009). Este conjunto de caracteristicas hace que Listeria monocytogenes
sea un patogeno de gran interés en microbiologia de alimentos y explica el lugar
destacado que esta especie vienen ocupando en los ultimos afios en el control
microbiologico en la industria de alimentos. En 2017, en la Unién Europea (UE) fueron
notificados 10 brotes de listeriosis con 39 casos de los que 22 requirieron
hospitalizacion y hubo dos fallecidos; ademas se notificaron 2.480 casos humanos
confirmados de listeriosis, con una tasa de 0,48 casos por 100.000 habitantes, que se
situd en el mismo nivel que en 2016 (EFSA, ECDC, 2018). La mayoria de los brotes
reportados dentro de la UE ha involucrado alimentos procesados, refrigerados, listos
para comer, incluidos algunos productos vegetales, productos de origen animal, tales
como productos carnicos, salmén ahumado y quesos tiernos (Swaminatha y Gerner-
Smidt, 2007).

Las toxiinfecciones alimentarias causadas por Salmonella spp. a menudo se
asocian a la ingestion de carnes, aves, huevos, leche y derivados sin tratamiento

térmico. Las enfermedades transmitidas por alimentos contaminados con este patdogeno
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son consideradas uno de los mas importantes problemas de salud publica, tanto en los
paises en desarrollo como en los paises desarrollados (Jakabi et al., 1999). La
taxonomia actual del género Salmonella se basa en caracteristicas bioquimicas,
antigénicas (antigenos somaticos, flagelares y de cépsula) y en técnicas moleculares de
analisis genético, que divide el género en dos especies denominadas Salmonella
enterica y Salmonella bongori, con numerosos serogrupos que reciben denominaciones
particulares (Libby et al., 1994, http://www.bacterio.net/-salmonellanom.html). La
importancia de este microorganismo para la salud publica reside en su habilidad para
causar desde una simple gastroenteritis autolimitante hasta, en casos mas extremos, la
fiebre tifoidea causada por el serotipo Salmonella Typhi (Bibek, 2005). Es un bacilo
Gram negativo, movil y no formador de esporas, que puede permanecer viable por
largos periodos en alimentos, incluso en los congelados, haciendo su control de gran
importancia en el ambiente industrial. En la UE en 2017 fueron 91.662 casos los casos
confirmados de salmonelosis humana, un ligero descenso de 2,9% en comparacion con
el afio de 2016; ademas fue el principal agente de brotes de enfermedad de transmision
alimentaria, con 1.241 brotes, con mas de 9.500 afectados, 2.227 hospitalizados y 11
fallecidos (EFSA, ECDC, 2018).

De 2008 a 2011 Staphylococcus aureus fue en agente causal de 91 (3,9%) de los
2.342 brotes de transmision alimentaria en Espafa (Espinosa et al., 2014). El género
Staphylococcus pertenece a la familia Staphylococcaceae, son cocos Gram positivos,
inmoviles, no encapsulados y no esporulados. Son fermentadores de manitol y producen
las enzimas coagulasa, termonucleasa y hemolisina. Su importancia esta en la habilidad
de producir enterotoxinas estables a los tratamientos térmicos (Mhone et al., 2011). Asi,
incluso aunque el microorganismo sea destruido por los tratamientos térmicos como la
pasteurizacion, sus toxinas pueden permanecer activas en los alimentos. Ademas, es el
principal agente de la mastitis bovina y también la causa mas frecuente de mastitis en
cabras (Bibek, 2005; Mhone et al., 2011). La presencia de altos recuentos de
Staphylococcus aureus, ademas de indicar condiciones de preparacion y manipulacion
del alimento inadecuadas, alerta de la posible presencia de toxinas (Mhone et al., 2011).

Se considera que el mejor indicador de contaminacion de origen fecal para agua
y alimentos es Escherichia coli, una bacteria Gram negativa en forma de bacilo y
anaerobia facultativa (Jay, 1995). Su habitat primario es el tracto gastrointestinal de
humanos y otros animales endotérmicos. Las cepas enteropatdégenas (EPEC) pueden

causar diarrea y vomitos en nifios y las cepas productoras de toxina Shiga (STEC),
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particularmente las enterohemorragicas, como E. coli O157:H7, pueden causar
sindrome urémico hemolitico (Jay, 1995; Mhone et al., 2011). En 2017 se notificaron
37 brotes (con dos fallecidos) y 6.073 casos confirmados de infecciones por Escherichia
coli (STEC) en la UE. La tasa de notificacion de la UE fue de 1.66 casos por 100.000
habitantes (EFSA, ECDC, 2018).

En los paises mas desarrollados la produccion de leche sigue unas estrictas
practicas higiénicas, pero asi y todo es comun la deteccion de estas bacterias patdogenas
(De Buyser et al., 2001). Sin embargo, se ha observardo que cuando la leche presenta
baja calidad higiénica, el aislamiento de patogenos tiende a ser menor (Nero et al.,
2008; Jay, 1995). Esta paradoja sugiere que la microbiota autoctona de la leche cruda
puede determinar alguna interferencia en el desarrollo de patogenos, principalmente
cuando esta presente en altas concentraciones (Nero et al., 2008). Las bacterias del
acido lactico, pertenecientes a esta microbiota autoctona, son consideradas como una de
las principales responsables de estas interacciones (Nero et al., 2008) y varios estudios
han comprobado su capacidad antagonista frente a patogenos bacterianos (Herreros et
al., 2005; Cocolin et al., 2007; Martin y Platero et al, 2009; Asteri et al, 2010).

En los ultimos anos, los consumidores demandan alimentos naturales sin
conservantes quimicos que encajen en un estilo de vida saludable. En este sentido, la
conservacion bioldgica se refiere al uso de microorganismos y/o sus metabolitos para el
aumento de la vida util y la mayor seguridad de los alimentos (Ross, Morgan y Hill,
2002).

Las bacterias del acido lactico (BAL) desempefan un papel clave en las
fermentaciones de alimentos, pues no solo contribuyen al desarrollo de las propiedades
sensoriales deseadas en el producto final, sino también a su seguridad microbioldgica
(Smaoui et al., 2010). Diversos estudios han sugerido que la actividad inhibitoria de
BAL frente a los microorganismos puede resultar de la produccion de metabolitos tales
como acidos organicos (en particular, lactico, propionico y acético), divxido de carbono,
etanol, peroxido de hidrégeno, diacetilo y otros metabolitos de pequeno peso molecular,
produccion de compuestos proteicos o péptidos de bajo peso molecular, crecimiento
competitivo disminucion del pH causado por la produccion de acido o una combinacion
de estos factores (Bianchini y Bullerman, 2010).

Las bacteriocinas constituyen un grupo heterogéneo de péptidos o proteinas de
sintesis ribosomal que presentan una gran variedad de caracteristicas fisico-quimicas y

espectros de accion antimicrobiana reducidos o amplios frente a bacterias Gram
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positivas (Cintas et al., 2001). Segin Tagg et al. (1976) las bacteriocinas son
bactericidas contra bacterias estrechamente relacionadas, esto es, concentran su efecto
frente a otras BAL, pero hoy ya se sabe que el efecto de la actividad bactericida esta
mas alla de las especies que estan estrechamente relacionadas o confinadas dentro del
mismo nicho ecologico que el productor de la bacteriocina (Klaenhammer, 1993; Jack
etal., 1995).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la presente investigacion se centra en
estudiar el efecto antagonista de dos cepas de Lactobacillus que han demostrado
capacidad antifingica anteriormente, frente a cepas de bacterias patdgenas de las
especies mencionadas, que pueden estar presentes en la leche y los productos lacteos, lo
que aumentaria el interés de estas cepas de Lactobacillus como cultivos lacticos para la

fabricacion de quesos en funcion de su doble actividad.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio fue analizar la capacidad antagonista de 2 cepas de
Lactobacillus, seleccionadas en los experimentos anteriores, en funcion de su actividad
antifingica, frente a cepas seleccionadas de bacterias pertenecientes a especies
patogenas que se pueden transmitir por la leche y los productos lacteos e identificar la

naturaleza de la actividad antagonista.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. CEPAS DE BAL UTILIZADAS

A partir de los resultados obtenidos en el Capitulo III, se habian seleccionado 2
cepas de BAL por presentar mayor actividad antifungica; concretamente las cepas Lp-

25/1 de la especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei.

3.2. CEPAS DE ESPECIES PATOGENAS UTILIZADAS

Las cepas de especies patogenas utilizadas fueron: Escherichia coli CECT 4972,
Salmonella enterica CECT 4156, Staphylococcus aureus CECT 5190 y una cepa de
Listeria monocytogenes de la coleccion del Departamento de Higiene y Tecnologia de
los Alimentos de la U. de Ledn. Para la preparacion de los cultivos a partir de caldos
mantenidos a congelacion, se incubaron en caldo BHI (Caldo Infusion Cerebro

Corazon, OXOID) a 37 °C durante 24 horas.
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3.3. DETECCION DE ACTIVIDAD ANTAGONISTA

Se probod la actividad antagonista de las dos cepas de BAL (Lp-25/1 de la
especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei) frente a las cepas de
las 4 especies de bacterias patogenas (Escherichia coli CECT 4972, Salmonella enterica
CECT 4156, Staphylococcus aureus CECT 5190 y una cepa de Listeria
monocytogenes), mediante la metodologia “spot-on-the-lawn” con algunas
modificaciones como se describe a continuacion (Perin y Nero, 2014).

Utilizando cultivos puros de las dos cepas de BAL se llevd a cabo una
inoculaciéon en tres puntos a partir de una colonia de la bacteria acido-lactica
correspondiente en una placa de agar MRS, por duplicado, y se incubd a 25 °C durante
24 a 48 horas. Después de la incubacion se afadid una sobrecapa de agar BHI
semisolido con 0,1 mL del cultivo de la cepa de la especie patdgena a ser probada, en
una concentracion aproximada de 3x10® ufc/mL (1 en la escala de Mc Farland). Tras la
solidificacion de la sobrecapa, las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas.
Después de ese periodo se observo la formacion de halos, donde halos bien definidos
eran clasificados como inhibicién total y halos difusos como inhibicion parcial (Nero et

al., 2009) (Fig. 1).

9mL BHI+
0,1 mLdel
cultivo del
patégeno+
incubacién
24 horas /
37°C

Conservacién
cepa positiva

Siembrade la

cepa Lactobacillus Evaluaciénde la

actividad
antagonista (halos)

24-48 h/25 °C

Figura 1. Prueba de actividad antagonista de las cepas de Lactobacillus frente a

especies patdogenas.

3.4. ACTIVIDAD INHIBIDORA DEL CRECIMIENTO
En las cepas con actividad antagonista comprobada en el apartado 3.3, se
determind la naturaleza de dicha actividad siguiendo una adaptacion de las técnicas

descritas por Gourama y Bullerman (1997) y Gerez et al. (2013). Se utilizaron las cepas
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de BAL descritas en el apartado 3.1, los cultivos se realizaron utilizando caldo BHI (48
h a 30 °C). Los sobrenadantes sin células fueron obtenidos por centrifugacion a 9000 g
durante 10 min a 4 °C y filtrado (filtros de nylon, tamafio de poro de 0,2 um, Pall Life
Sciences Corporation,) y almacenados a -20 °C hasta su utilizacion en los ensayos

(Gerez et al., 2013).

3.4.1. Cepas de especies patogenas utilizadas

Fueron utilizadas las cepas descritas en el apartado 3.2. (Escherichia coli CECT
4972, Salmonella enterica CECT 4156, Staphylococcus aureus CECT 5190 y una cepa
de Listeria monocytogenes) para la preparacion de los cultivos a partir de caldos
mantenidos a congelacion, se incubaron en caldo (BHI) a 37 °C durante 24 horas. Una
suspension de los cultivos se hizo en agua peptonada (0,1%) y se utilizd6 en una

concentracion aproximada de 3x10® ufc/mL (1 en la escala de Mc Farland).

3.4.2. Tratamiento de las muestras

Los sobrenadantes sin células filtrados se repartieron en tres fracciones y fueron
sometidos a los siguientes tratamientos: una parte se mantuvo inalterada, otra parte fue
neutralizada con un hidroxido sodico hasta pH 7, con el fin de evaluar si el responsable
de la capacidad era de naturaleza acida, y la ultima fraccion del filtrado fue tratada
térmicamente en viales de vidrio en una estufa a 100 °C durante 10 minutos para

analizar si el compuesto era de naturaleza proteica y/o termolabil (Gerez et al., 2013).

3.4.3. Técnica de turbidimetria cinética (Bioscreen)

Los experimentos se realizaron por cuaduplicado (Foto 2). Posteriormente, se
evaluo la actividad antagonista de los sobrenadantes tratados utilizando un equipo de
turbidimetria automatizado (Bioscreen, Labsystems, Finlandia) (Foto 1 y 2) (por
comparacion de la densidad oOptica al cabo de 18 horas tomando medidas automaticas
cada 30 minutos) (Gerez et al., 2013). Después de esto, se observaron las graficas
proporcionadas por el equipo. En los pocillos de la placa del Bioscreen se introduce por
cuadruplicado y las cantidades utilizadas estan detalladas en la Tabla 1:

e Un control negativo (por duplicado), que contiene Unicamente el medio de
cultivo BHI para confirmar que el medio de cultivo no est4 contaminado.
e Controles positivos, suspension de bacterias con el medio de cultivo BHI (por

cuadruplicado).
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e Las pruebas de inhibicién, el cultivo centrifugado y filtrado con o sin los

tratamientos y la suspension de bacterias patdgenas.

Foto 1. Equipo Bioscreen (Labsystems).

Foto 2. Placa utilizada para colocar las muestras (Labsystems).
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Tabla 1. Volimenes utilizados (en los pocillos de la placa) para la técnica de

turbidimetria cinética (Bioscreen).

Muestras Cantidad
Control negativo 200 pl de BHI
Control positivo 190 ul de BHI + 10 pl de suspension de la bacterias
patogenas
Prueba de inhibicion 190 pl del cultivo centrifugado Lp-25/1 (pH 3,81) +

10 pl de suspension de la bacterias patogenas

Prueba de inhibicion 190 ul del cultivo centrifugado Lc-51/3 (pH 3,78) +

10 pl de suspension de la bacterias patogenas

Identificacion de la | 190 pl del cultivo centrifugado de Lp-25/1 y Lc-51/3
naturaleza de la actividad | neutralizado (pH 7) + 10 ul de la suspension de

(acida) bacterias patogenas

Identificacion de la [ 190 ul del cultivo centrifugado de Lp-25/1 y Lc-51/3
naturaleza de la actividad | con tratamiento térmico (100 grados/10 minutos) +

(proteica/ termolébil) 10 pl de la suspension de bacterias patogenas

Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei); Lc-51/3 (Lactobacillus casei).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Las dos cepas de BAL seleccionadas por su actividad antifingica (Lp-25/1 de la
especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei) presentaron
inhibicién total (halos bien definidos) frente a las cuatro cepas de especies patogenas,

como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. BAL con actividad antifungica frente a cepas de Escherichia coli, Salmonella

enterica, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes.

Cepa BAL Actividad antifingica Actividad frente a bacterias

Lp-25/1 Penicillium nordicum Escherichia coli
Penicillium commune .
o Salmonella enterica
Penicillium verrucosum

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Lc-51/3 Penicillium nordicum Escherichia coli
Penicillium commune )
Salmonella enterica

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

En la Foto 3 se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos, concretamente
la actividad de la cepa Lc-51/3 Lactobacillus casei frente a la cepa de Salmonella
enterica utilizada en los experimentos de inhibicion.

En la bibliografia se pueden encontran numerosos estudios en los que se
observa la actividad de diversas especies de BAL frente a bacterias patdgenas
(Alexandre et al., (2002); Caridi et al., (2003); Neto et al., (2005); Chioda et al., (2006);
Chioda et al., (2007); Nero et al., (2008); Nero et al., (2009); Tamanini et al., (2012)).
Sin embargo, como ya se reflej6 en capitulos anteriores, son pocos los estudios
publicados hasta el momento que investiguen la activida de las BAL frente a los mohos
utilizados en este trabajo (Cabo et al., 2002; Schillinger y Villarreal, 2010; Cheong et
al., 2014; Salas et al., 2018) y son mas escasos los trabajos que evaluan la doble
actividad de las BAL (frente a bacterias patogenas y frente a mohos), como se muestra

en la Tabla 3.
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Foto 3. Halo de inhibicion del crecimiento de Lc-51/3 Lactobacillus casei

frente a Salmonella enterica.

Como se puede observar, no se han encontrado trabajos en los que se muestre la
doble actividad utilizando las mismas especies de BAL de nuestro estudio. Con otras
especies de BAL, se detectaron antagonismos frente a la mayoria de las especies de
bacterias patdgenas, o por lo menos del mismo género, que las probadas en esta
investigacion (E. coli, S. enterica, S. aureus) (Aslam y Qazi, 2010; Cizeikiene et al.,
2013; Kabir Rayhanul et al., 2014). Con respecto a la actividad antifingica, los estudios
registrados se concentran principalmente frente a los géneros Aspergillus y Fusarium y
en el Unico trabajo encontrado que ha utilizado cepas del género Penicillium, ha
utilizado especies distintas (P. chrysogenum y P. expansum) a las empleadas en nuestro
trabajo (Cizeikiene et al., 2013).
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Tabla 3. Revision de estudios acerca de BAL con actividad frente a bacterias y hongos.

Especie BAL Bacteria Mohos Referencia
Escherichia coli,
Salmonella - .
. ; Penicillium nordicum
Lactobacillus enterica,

paracasei

Staphylococcus
aureus y Listeria
monocytogenes

Penicillium commune
Penicillium verrucosum

Lactobacillus
casei

Escherichia coli,
Salmonella
enterica,
Staphylococcus
aureus y Listeria
monocytogenes

Penicillium nordicum
Penicillium commune

Este trabajo

Lactobacillus
sakei

Escherichia coli,
Salmonella
Typhimurium

Penicillium expansum
Aspergillus niger
Aspergillus vesicolor
Fusarium culmorum
Debaryomyces hansenii
Candida parapsilosis

Pediococcus

Escherichia coli,

Penicillium expansum
Aspergillus niger

acidilactici ?a'”;l‘?”e”f"‘ Penicillium chrysogenum | (Cizeikiene et al.,
yphimurium Fusarium culmorum 2013)
Penicillium expansum
Aspergillus niger
Aspergillus vesicolor
Pediococcus Salmonella Aspergillus fumigatus
pentosaceus Typhimurium Penicillium chrysogenum
Fusarium culmorum
Debaryomyces hansenii
Candida parapsilosis
Escherichia coli,
BAL no descrita Staphylococcus Aspergillus niger (Kabir Rayhanul et

aureus y Bacillus
subtilis

al., 2014)

Lactobacillus
acidophilus

Escherichia coli
y Staphylococcus
aureus

Levadura no descrita

Lactobacillus
bulgaricus

Salmonella sp. y
Staphylococcus
aureus

Levadura no descrita

Lactobacillus
salivarious

Escherichia coli,
Salmonella sp. y
Staphylococcus
aureus

Levadura no descrita

(Aslam y Qazi,
2010)
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Los resultados con respecto a la evaluacion del crecimiento y identificacion de la
naturaleza de la actividad se muestran en las Figuras (2, 3, 4 y 5). Las cepas de
Lactobacillus casei y paracasei han demostrado una alta capacidad de inhibicion del
crecimiento en comparacion a los controles de todos los patdégenos (Escherichia coli,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes). Solamente el
sobrenadante de la cepa Lp-25/1 frente a Listeria monocytogenes no presentd la
actividad antagonista disminuida cuando fue sometido a neutralizacion, lo que indica
que el compuesto responsable por la actividad en este caso distinto a todos los demas no
es de naturaleza acida. Los sobrenadantes sometidos a tratamiento térmico tuvieron en
todos los casos el mismo comportamiento que aquellos que no eran neutralizados, por lo
que no se muestran en las graficas con el objeto de simplificar la interpretacion de las

mismas.

1.3

1 2 3 4 ] i} T 2 a m 11 12 13 14 15 1a 17 18
——Tsh —Tsb + Ec 5143+ Ec
——25/1+ Ec ——25/1 pH7 +Ec 51/3pH7 +Ec

Figura 2. Evaluacion del crecimiento de Escherichia coli e identificacion de la

naturaleza de la actividad de las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc¢-51/3

(Lactobacillus casei). Eje Y, turbidez; eje X, tiempo en horas.
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1,7

1 2 3 4 ] ] 7 2 ¢ 10 11 12 13 14 15 14 17 18

—Tsh ——Teb + Salm 5134+ Salm

— 251+ Salm — 251 pH7 + Salm 513 pHT + Salm

Figura 3. Evaluacion del crecimiento de Salmonella enterica e identificacion de la
naturaleza de la actividad de las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3
(Lactobacillus casei). Eje Y, turbidez; eje X, tiempo en horas.

13

1 2 3 4 3 f 7 E 9 mm 11 12 13 14 13 1a 17 1%

—Tsh Tsh + Sta -51/3+ Zta
— 25/ + Zta —25/1 pH7 + Sta 5172 pHT + Sta

Figura 4. Evaluacion del crecimiento de Staphylococcus aureus ¢ identificacion de la
naturaleza de la actividad de las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3

(Lactobacillus casei). Eje Y, turbidez; eje X, tiempo en horas.
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Figura 5. Evaluacion del crecimiento de Listeria monocytogenes e identificacion de la
naturaleza de la actividad de las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3

(Lactobacillus casei). Eje Y, turbidez; eje X, tiempo en horas.

Se ha informado previamente que la actividad inhibitoria de BAL frente a los
microorganismos puede resultar de la producciéon de metabolitos tales como acidos
organicos (en particular, lactico, propidnico y acético), didoxido de carbono, etanol,
peroxido de hidrégeno, diacetilo, producciéon de compuestos proteicos, crecimiento
competitivo y disminuciéon del pH causado por la produccion de &cido o una
combinacion de estos factores (Bianchini y Bullerman, 2010) pero segin Wang et al.
(2015) el principal efecto inhibitorio se debe a una caracteristica metabolica central
presente en todas las BAL que es la via fermentativa que se utiliza para generar energia
celular y tiene como consecuencia la produccion de 4cidos orgénicos, principalmente
lactico, con la consiguiente disminuciéon del pH de la medio circundante. El
crecimiento bacteriano generalmente ocurre Optimamente a pH valores en el rango 6-7,
a medida que el pH disminuye de esta region por lo que la tasa de crecimiento cae,
eventualmente llegando a cero y ademés de eso los 4cidos podrian tener un efecto

especifico como la desestabilizacion de la membrana (Sjogren et al., 2003) y sobre la
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fuerza motriz proténica (Génzle y Vogel, 2003; Vandenbergh, 1993) de la membrana
inhibiendo directamente el crecimiento de microorganismos.

Domitille et al. (2005) en un experimento con Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei cepa Shirota y de L. casei como en
nuestro estudio frente Salmonella enterica serovar Typhimurium atribuyo la inhibicion
a la alta concentracion de acido lactico en el sobrenadante probado. El mismo acido fue
indicado como el responsable por la inhibicion de Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter y Clostridium difficile por Lactobacillus casei
rhamnosus (Forestier et al., 2001). Los hallazgos de Ogawa et al. (2001) muestran que
Lactobacillus casei cepa Shirota y L. acidophilus han reducido el crecimiento de
Escherichia coli O157: H7 productora de toxina Shiga como resultado de la produccion
de 4cido lactico y un efecto reductor del pH. El efecto antimicrobiano presentado por
Millette et al. (2007) probando Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei frente a
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Enterococcus
faecium y Enterococcus faecalis fue una mescla de acidos organicos y sustancias
inhibidoras del tipo bacteriocina segin Adams y Nicolaides (2002) la accion de los
acidos en la membrana de las células facilitaria la actividad de otros compuestos
producidos por BAL. Wang et al. (2015) hicieron un experimento directamente con
acido lactico frente a Salmonella Enteritidis, Escherichia coli y Listeria monocytogenes,
probando concentraciones de (0,25%, 0,5%, 1% y 2%) 0,5% fue la concentracion de
minima capaz de inhibir a todos los patdgenos.

La naturaleza del compuesto antagonista de la cepa Lp-25/1 Lactobacillus
paracasei frente a Listeria monocytogenes no fue identificada, podria ser la produccion
de uno de los metabolitos producidos por BAL ademds de los acidos, incluso un
compuesto de naturaleza proteica como por ejemplo una bacteriocina, aunque la
bacteriocina mas conocida sea la nisina (producida por Lactococcus lactis) (Nero, 2009)
otras especies como de BAL (L. casei, L. sakei, P. acidilactici, L. acidophilus, L.
paracasei y L. salivarius entre otras) también son conocidas productoras de
bacteriocinas que podrian ejercer su accion frente a diversos microorganismos (Cintas et
al., 2001). Ademas, el tratamiento térmico no inhibe esta actividad observada, lo que

indica que podria ser de naturaleza termoestable.
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5. CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio son de gran importancia, pues ademas de
capacidad antifungica, las cepas de BAL evaluadas demostraron capacidad antagonista
frente a cuatro especies de bacterias patogenas de interés en leche y productos lacteos
(Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes), lo que hace posible su utilizacion como cultivo bioprotector, tanto
frente a mohos como frente a bacterias. Los estudios semejantes al desarrollado en este
trabajo son escasos, lo que dificulta la comparacion entre resultados. La naturaleza del
principal compuesto de BAL responsable de la actividad antagonista frente a las
especies de bacterias patogenas investigadas es acida. En el caso de la actividad
inhibitoria de la cepa Lp-25/1 Lactobacillus paracasei frente a Listeria
monocytogeneses, se ha comprobado otro tipo de actividad, lo cual es un hecho de
interés y da lugar a la realizacion de futuros estudios como también aclarar los

mecanismos de accion de este compuesto y de los acidos en este caso.
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1. INTRODUCCION

Para evitar el crecimiento fingico en los quesos y las consecuencias negativas
derivadas de ello, principalmente alteracion del producto, en la industria lactea se
utilizan diversas estrategias. Algunos acidos organicos y sus ésteres, como el acido
benzoico, acido sorbico y el benzoato de sodio se usan como agentes antifiingicos, asi
como también el antibidtico natamicina producida por Streptomyces natalensis
(Davidson, 2001). Sin embargo, se ha observado la aparicion de resistencias, tanto a los
antibidticos, como también a los acidos sérbico y benzoico por parte de los mohos y
levaduras (Brul y Coote, 1999; Viljoen, 2001).

Dentro de las estrategias modernas para reducir la contaminacion de los
alimentos por mohos y la produccién de micotoxinas se encuentra la aplicacion de
técnicas de biopreservacion, empleando microorganismos antagonistas. En particular,
las bacterias acido-lacticas (BAL) se consideran microorganismos apropiados para
suprimir el crecimiento de otros microorganismos incluyendo levaduras y mohos
(Schillinger y Villarreal, 2010).

Un cultivo bioprotector se refiere a uno o varios microorganismos con capacidad
de producir moléculas inhibitorias y/o competir con otros microorganismos no deseados
en una matriz alimentaria (Alexandraki et al., 2013). Las bacterias del acido lactico y
las bacterias del &cido propidnico son los grupos microbianos mas comunmente
utilizados como cultivos protectores, ya que estan presentes de forma natural en
alimentos fermentados y tienen una larga historia de uso seguro. Su efecto conservante
se relaciona principalmente con la produccion de compuestos como acidos orgénicos y
peroxido de hidrogeno, la produccion de sustancias antimicrobianas y la competencia
por los nutrientes (Stiles, 1996). Especies pertenecientes al género Lactobacillus,
especialmente Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. reuteri, Lb. coryniformis y Lb. buchneri,
son uno de los grupos mas importante de bacterias bioprotectoras en alimentos (Dalié et
al., 2010; Delavenne et al., 2012; Schwenninger y Meile, 2004).

Las actividades antifngicas de BAL se deben supuestamente al efecto sinérgico
o aditivo de estos compuestos (Dalié¢ et al., 2010). De hecho, a veces solo ciertas
combinaciones de compuestos actuando sinérgicamente muestran un efecto inhibitorio
(Corsetti et al., 1998). Sin embargo, la mayoria de estos compuestos activos se
producen generalmente en cantidades muy bajas y la contribucion individual es dificil
de identificar y cuantificar (Siedler et al., 2019) pero algunos estudios han logrado

identificar estos compuestos o por lo menos la naturaleza de la actividad que ha
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contribuido mayoritariamente a la inhibicion de los mohos (Tabla 1), pese a que los

mecanismos por los cuales estas moléculas inhiben el crecimiento de hongos atin no se

comprenden completamente (Siedler et al., 2019).

Tabla 1. Revision de estudios sobre compuestos identificados producidos por BAL con

actividad frente a mohos contaminantes de alimentos.

BAL Compuesto Moho Referencia
antifangico (orden

cronoldgico)

Lactobacillus Péptido Aspergillus (Magnusson

coryniformis

fumigatus, Aspergillus
nidulans, Penicillium
roqueforti, Mucos
hiemalis, Talaromyces
flavus, Fusarium
graminearum,
Fusarium poea,
Fusarium culmorumy
Fusarium
sporotrichoides

y  Schniirer,
2001)

Lactococcus lactis
subsp. lactis
Enterococcus faecium,
Lactobacillus casei
subsp. casei,
Lactobacillus casei
subsp.pseudoplantarum,
Lactobacillus casei
subsp. tolerans,
Lactobacillus plantarum,
Pediococcus
pentosaceus,
Leuconostoc
mesenteroides,
Lactobacillus casei
subsp. rhamnosus

Acido acético y
acido lactico

Penicillium discolor

(Cabo et al.,
2002)

Lactobacillus plantarum,

Acido y peroxido

Penicillium spp.

(Voulgari et

Lactobacillus de hidrogeno al., 2010)
rhamnosus,

Lactobacillus casei y

Lactobacillus collinoides

Lactobacillus plantarum | Péptido Penicillium spp. (Voulgari et

y Lactobacillus

al., 2010)
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BAL Compuesto Moho Referencia
antifungico (orden
cronoldgico)
rhamnosus
Lactobacillus plantarum | Acido Botrytis cinerea, (Wang et al.,
bencenoacético, Glomerella cingulate, |2012)
acido fenilactico | Phytophthora
y éster | drechsleri tucker,
propenilico Penicillium citrinum,
Penicillium digitatum
y Fusarium oxysporum
Lactobacillus harbinesis | Acido lactico, | Debaryomyces (Belguesmia
acido acético y [ hansenii, etal., 2013)
acido hexanoico | Penicillium expansum,
Penicillium roqueforti
Lactobacillus harbinesis | Acido lactico, | Aspergillus niger, (Gerez et al.,
acido acético y | Penicillium sp., 2013)
acido fenilactico Fusarium
graminearum,
Geotrichum candidum
var. citriaurantii,
Penicillium digitatum
Lactobacillus plantarum | Péptido Aspergillus niger, (Gupta y
Rhizopus stolonifer, | Srivastava,
Mucor racemosus, 2014)
Penicillium
chrysogenum
Lactobacillus plantarum | Acido 3-hidroxi- | Pichia kudriavzevii, (Ryu et al.,
5-dodecanoico, Saccharomyces 2014)
acido3-hidroxi-5- | servazzii,
dodecanoico  y| Saccharomyces
acido 5- | bulderi,
oxododecanoico Kazachstania exigua,

Candida albicans,
Aspergillus flavus,
Aspergillus
fumigatus,
Aspergillus petrakii,
Aspergillus
ochraceus,
Aspergillus nidulans,
Cladosporium
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BAL Compuesto Moho Referencia
antifangico (orden
cronoldgico)

gossypiicola 'y

Penicillium
roqueforti
Lactobacillus paracasei | Diacetil Penicillium sp. y (Aunsbjerg

Penicillium solitum etal., 2015)

Lactobacillus plantarum | Acido lactico Fusarium culmorum, (Russo et al.,
Penicillium 2017)
chrysogenum,

Penicillium Expansum,
Penicillium Roqueforti y
Aspergillus flavus

En la mayoria de las investigaciones realizadas hasta ahora, la actividad
antifingica de BAL ha sido demostrada en experimentos con mohos cultivados en
medios liquidos o en agar (Aunsbjerg et al., 2015; Belguesmia et al., 2013; Cabo et al.,
2002; Magnusson y Schniirer, 2001; Russo et al., 2017; Voulgari et al., 2010) (Tabla 1).
El uso de otros métodos, sobre todo métodos automatizados, se detalla en escasos
estudios, en los que se ha empleado turbidimetria (Gerez et al., 2013) e impedancia
directa y indirecta (Laitila et al., 2002).

Para el uso de las técnicas de impedancia hay que tener en consideracion que
hay dos tipos de medida de impedancia, la directa y la indirecta. El fundamento de la
técnica es que los mohos, durante su crecimiento, transforman los nutrientes del medio
y liberan pequeias particulas cargadas eléctricamente (cationes y aniones). En la
medida directa, la variacion de carga es percibida por los electrodos del equipo, por lo
que se obtiene una grafica que relaciona la impedancia y tiempo. En la técnica indirecta
el equipo mide los cambios en la impedancia debido a la producciéon de CO, que es
directamente proporcional al crecimiento de los hongos (al ser aerobios, producen CO;
como producto final del metabolismo celular). EI CO, formado es absorbido por el

hidroxido de potasio (reactivo utilizado para esta técnica), produciendo carbonato
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potasico, que origina los cambios en la impedancia y gracias a los electrodos se puede
registrar la sefal. Por tanto es una medida indirecta de crecimiento de microorganismos

(Gomensoro, 2017). La Figura 1 representa los dos tipos de medida.

‘Direct’ method
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Figura 1. Fundamento de la técnica de impedancia (Gomensoro, 2017).

2. OBJETIVOS

En capitulos anteriores se han identificado cepas de Penicillium alterantes y
toxigénicas a partir de muestras de quesos y también se han aislado e identificado cepas
de BAL con actividad antifingica. EI objetivo de este estudio fue evaluar la actividad
inhibidora de crecimiento y la identificacion de los posibles compuestos responsables de
la misma de 2 cepas de las especies Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei

utilizando para ello un equipo de impedancia.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. CEPAS DE BAL UTILIZADAS

Se utilizaron las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3
(Lactobacillus casei) que fueron seleccionadas en base a la actividad mostrada
previamente (Capitulo III). Los cultivos se realizaron utilizando caldo TSB (Caldo
Tripticasa Soya, OXOID) (48 h a 30 °C). Los sobrenadantes sin células fueron
obtenidos por centrifugacion a 9000 g durante 10 min a 4 °C y filtrado (filtros de nylon,
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tamafio de poro de 0,2 um, Pall Life Sciences Corporation,) y almacenados a -20 °C

hasta su utilizacion en los ensayos (Gerez et al., 2013).

3.2. CEPA DE PENICILLIUM UTILIZADA

Se utiliz6 una cepa de Penicillium alterante y toxigénica identificada en el
capitulo II que esta depositada en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (P. commune
M35-CECT 20940). La cepa se cultivd en frascos de agar inclinado (MEA) durante 7
dias a 25 °C. Se prepard una suspension de esporas, afiadiendo a los frascos 5 mL de
una solucion de Tween 80 al 0,05% estéril hasta conseguir una concentracion de 10*

esporas/mL (recuento en camara de Neubauer).

3.3. TRATAMIENTOS DE LAS MUESTRAS

Los sobrenadantes sin células filtrados se repartieron en tres fracciones y fueron
sometidos a los siguientes tratamientos: una parte se mantuvo inalterada, otra parte fue
neutralizada con un hidroxido sédico hasta pH 7, con el fin de evaluar si el responsable
de la capacidad era de naturaleza acida, y la tltima fraccion del filtrado fue tratada
térmicamente en viales de vidrio en una estufa a 100 °C durante 10 minutos para
analizar si el compuesto era de naturaleza proteica y/o termolabil (Gerez et al., 2013)

(Tabla 2). Los experimentos se realizaron por duplicado.

3.4. TECNICA DE IMPEDANCIA

Se utilizo6 el equipo BacTrac (mini Trac 4000 Sy-Lab) (Foto 1) para evaluar la
actividad inhibidora del crecimiento y determinar la naturaleza de la actividad. La
metodologia utilizada fue una adaptacion de Laitila et al. (2002) y Gerez et al. (2013).
En primer lugar, se llenaron los viales (Foto 2) con las muestras (por duplicado) que
contenian los volimenes sefialados en la Tabla 2. Una vez hecho esto, los viales
abiertos se introdujeron en tubos de medida con 2 mL de hidréxido potasico (KOH) al
0,2%. La solucion de hidroxido potasico, donde se producird la reaccion, estaba en
contacto con los electrodos. A continuacion, los tubos se cerraron, se colocaron en el
equipo Bactrac y se mantuvieron a 25 °C durante 72 horas, tomando medidas
automaticas cada 15 minutos. Después de esto, se observaron las graficas
proporcionadas por el equipo, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Como se
trata de una medida indirecta, al crecer, los mohos se produce una curva descendente y a

mayor crecimiento, menor tiempo de deteccion (Gomensoro, 2017).
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Foto 1. Equipo BacTrac (mini Trac 4000 Sy-Lab).

Foto 2. Viales utilizados en el Equipo BacTrac (mini Trac 4000 Sy-Lab) en la

técnica de impedancia indirecta.
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Tabla 2. Volimenes utilizados (en los viales) para la técnica de la impedancia (método

indirecto).

Muestras Cantidad

M35 5 mL de medio de cultivo TSB + 1 mL (suspension de P.
commune)

Lc-51/3+M35 5 mL de sobrenadante de Lc-51/3 (pH 3,78) + 1 mL
(suspension de P. commune)

Lp-25/1+M35 5 mL de sobrenadante de Lp-25/1 (pH 3,81) + 1 mL

(suspension de P. commune)

Lp-25/1 TT+M35 5 mL de sobrenadante de Lp-25/1 (pH 3,81) con tratamiento

térmico + 1 mL (suspension de P. commune)

Lc-51/3 TT+M35 5 mL de sobrenadante de Lc-51/3 (pH 3,78) con tratamiento

térmico + 1 mL (suspension de P. commune)

Lp-25/1 pH 7+M35 |5 mL de sobrenadante de Lp-25/1 neutralizado + 1 mL

(suspension de P. commune)

Lce-51/3pH 7+M35 |5 mL de sobrenadante de Lc-51/3 neutralizado + 1 mL

(suspension de P. commune)

TSB 6 mL de medio de cultivo TSB

M35, P. commune M35; Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei); Lc-51/3 (Lactobacillus casei).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
La figura 2 muestra las curvas de Penicillium commune (M35) en el medio TSB
y en los filtrados de cultivo de BAL con o sin tratamientos y la tabla 3 muestra los

tiempos de deteccion de las distintas muestras.

-11

-13

-15

—M35 --51/3+M35 —=25/1+M35 =25/1TT+M35

==51/3 TT+M35 25/1 pH7+M35 —-51/3 pH 7+M35 TSB

Figura 2. Grafica obtenida por la medida indirecta de la impedancia de P. commune
(M35) en presencia de sobrenadantes sin células filtrados de las cepas de BAL, Lp-25/1
(Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3 (Lactobacillus casei) sometidos a dos tratamientos
distintos (TT, tratamiento térmico; pH 7, neutralizados). Eje Y, medida eléctrica; eje X,

tiempo en horas.
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Tabla 3. Tiempo de deteccion de crecimiento de las muestras.

Muestras Contenido Tempo de
deteccion
M35 Medio de cultivo TSB y suspension de P. 2 horas
commune
51/3+M35 Sobrenadante de Lc-51/3 y suspension de 15 horas
P. commune
25/1+M35 Sobrenadante de Lp-25/1 y suspension de 15 horas
P. commune
25/1 TT+M35 | Sobrenadante de Lp-25/1 con tratamiento 15 horas
térmico y suspension de P. commune
51/3 TT+M35 | Sobrenadante de Lc-51/3 con tratamiento 15 horas
térmico y suspension de P. commune
25/1 pH7+M35 | Sobrenadante de Lp-25/1 neutralizado y 2 horas
suspension de P. commune
51/3 pH7+M35 | Sobrenadante de Lc-51/3 neutralizado y 2 horas
suspension de P. commune
TSB Medio de cultivo TSB No hubo
crecimiento

M35, P. commune M35; Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei); Lc-51/3 (Lactobacillus casei).
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Como se ve los filtrados de BAL causaron un retraso significativo en el tiempo
de deteccion de Penicillium commune: en la muestra control que contenia solamente la
cepa de P. commune en caldo el crecimiento ha sido detectado 2 horas después del
inicio del experimento, mientras que en los filtrados de Lp-25/1 (Lactobacillus
paracasei) y Lc-51/3 (Lactobacillus casei) los crecimientos fueron detectados con 15
horas, siendo la cepa Lc-25/1 la que mas inhibi6 al hongo. En los filtrados con
tratamiento térmico, el tiempo de deteccion fue igual a los filtrados sin tratamiento (15
horas), lo que indica que este tratamiento no ha alterado el compuesto responsable por
la capacidad antifiingica. Sin embargo, el crecimiento en los filtrados que fueron
sometidos a neutralizacién ha empezado al mismo tiempo que en la muestra control que
contenia solamente Penicillium commune, lo que muestra que la neutralizacion ha
inactivado el compuesto antifingico y que este posiblemente sea de naturaleza 4cida.

Los mecanismos por lo que se produce la inhibicion del crecimiento fingico atin
no estdn totalmente comprendidos. Ya se han identificado un gran nimero de
compuestos de baja peso molecular con propiedades antifingicas producidos por los
Lactobacillus durante su crecimiento (Bizani y Brandelli, 2004). Cepas de Lactobacillus
casel con capacidad antifungica ya fueron reportadas anteriormente como productoras
de un compuesto antifingico de naturaleza acida (Tabla 1) por Aunsbjerg et al. (2015)
frente a Penicillium spp. y Penicillium solitum, frente a Aspergillus niger, Penicillium
sp., Fusarium graminearum, Geotrichum candidum y Penicillium digitatum por Gerez
et al. (2013) y frente a Penicillium discolor (Cabo et al., 2002). Otros autores
atribuyeron la actividad antifingica de esta especie a un efecto sinérgico entre un
compuesto de naturaleza acida y perdxido de hidrogeno (Voulgari et al., 2010) y en otro
estudio a un péptido (Gourama y Bullerman, 1997).

Otros estudios utilizando Lactobacillus paracasei (Tabla 1) también atribuyeron
a los acidos la capacidad antifingica frente a A.niger, Penicillium sp., Fusarium
graminearum, Geotrichum candidum var. citri-aurantii, Penicillium digitatum (Gerez et
al., 2013) y Aunsbjerg et al. (2015) frente a Penicillium solitum y Penicillium sp.

En otros experimentos utilizando especies distintas de Lactobacillus a las
empleadas en este estudio y frente a Penicillium, otras especies de hongos y también
levaduras, hay hallazgos de naturaleza acida (Russo et al., 2017; Ryu et al., 2014; Wang
et al.,, 2012) y también de naturaleza proteica (péptido) (Gupta y Srivastava, 2014;
Magnusson y Schniirer, 2001). No obstante, aunque hayan sido hallados péptidos con

capacidad antifingica, la mayoria de los compuestos antiflingicos frente al género
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Penicillium y otros géneros de hongos identificados hasta el momento son los acidos. El
acido lactico, acido acético, acido propionico, la reutericiclina (acido tetramico), acidos
grasos y los péptidos podrian tener un efecto especifico como la desestabilizacion de la
membrana (A) (Sjogren et al., 2003) y sobre la fuerza motriz protonica (B) (Génzle y
Vogel, 2003; Vandenbergh, 1993) de la membrana inhibiendo directamente el

crecimiento de mohos y otros microorganismos (Fig. 3).

® ®© ¢ © ©Q O

.00 ©00 ,© 0 00

Figura 3. Los diferentes mecanismos inhibidores de los compuestos descritos contra los

microorganismos (Sjogren et al., 2003).

5. CONCLUSIONES

Con el presente estudio se pudo concluir que las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus
paracasei) y Lc-51/3 (Lactobacillus casei) fueron capaces de retrasar el crecimiento de
Penicillium commune y que el principal responsable de esta actividad es de naturaleza
acida. Sin embargo, son necesarios mas estudios para identificacion de estos acidos y su

accion directamente en hongos.
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Capitulo VI. Actividad Antifungica de la cepa LP 25/1 en Elaboracion de Queso tipo Castellano

1. INTRODUCCION

Espafia posee 6918 explotaciones de produccion de leche de oveja, 539 miles de
toneladas fueron entregadas en la industria en 2016 en sua mayoria para produccion de
quesos, en el mismo afio Espana fue responsable por un 30% de la produccion de queso
puro de oveja y por un 39% del queso de mezcla producidos en toda Union Europea
(MAPAMA, 2018).

Segtn el Real Decreto 1113/2006 (Real Decreto 1113, 2006) se entiende por
queso al producto fresco o madurado, s6lido o semisdlido, obtenido de la leche, de la
leche total o parcialmente desnatada, de la nata, del suero de mantequilla o de una
mezcla de algunos o de todos estos productos, coagulados total o parcialmente por la
accion del cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del desuerado o después de la
eliminacion parcial de la parte acuosa, con o sin hidrélisis previa de la lactosa, siempre
que la relacion entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o superior a la de la
leche. El Reglamento (UE) n® 1151/2012 (Reglamento 1151/2012) define el Queso
Castellano como un queso graso o extra-graso de coagulacion enzimatica y de prensado
intenso con una larga vida util, elaborado con leche cruda o pasteurizada de oveja
procedente de explotaciones ubicadas en Castilla y Ledén y con una maduracién minima
de 30 dias para quesos.

Como ocurre con muchos otros productos lacteos y se ha mencionado con
anterioridad, el queso es susceptible al deterioro por contaminantes microbianos,
especialmente hongos y en particular especies de los géneros Penicillium,
Cladosporium, Mucor, Aspergillus y Geotrichum (Ledenbach y Marshall, 2009; Pitt y
Hocking, 2009). Los defectos resultantes en el producto incluyen el crecimiento visible
del moho en la superficie, que puede producir cambio de coloracion, sabores
desagradables (Rowe y Donaghy, 2011) y en algunos casos micotoxinas (Gourama y
Bullerman, 1997).

En nuestro estudio hemos comprobado el predominio de Penicillium commune
en la alteracion de quesos tipo Castellano. Esta especie es capaz de crecer a baja
temperatura, actividad de agua reducida y bajas concentraciones de oxigeno (Stark,
2007).

En la mayoria de los paises, la natamicina y / o los sorbatos son los tnicos
agentes antimicoticos aprobados para el tratamiento de la superficie de quesos y
embutidos secos (Stark, 2007). Sin embargo, estos tratamientos se aplican

principalmente en la superficie y con frecuencia surgen cepas resistentes, P. commune
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es la espécie mas problematicas del género Penicillium en este tipo de alimento y es
especialmente resistente a los sorbatos (Brul y Coote, 1999; Viljoen, 2001).

Las bacterias del acido lactico y las bacterias del 4cido propidnico son los grupos
microbianos mas comunmente utilizados como cultivos protectores, ya que estan
presentes en los alimentos fermentados y tienen un largo historial de uso seguro. Varios
bio-ingredientes estan comercialmente disponibles y siendo utilizados como inhibidores
de microorganismos del deterioro y/o para extender la vida util de los productos lacteos.
(Fernandez et al., 2017). Su capacidad de producir moléculas inhibitorias in Situ y / o
para competir con patégenos y los microorganismos que son la causa del deterioro les
permiten extender la vida 1til y mejorar la seguridad microbiana de los alimentos,
contribuyendo asi a la salud y reduccion de pérdidas economicas (Alexandraki et al.,
2013).

Asi y todo, la evaluacion del potencial de las bacterias acido-lacticas como
cultivo protector antifingico en productos lacteos sigue siendo escasa (Schwenninger y
Meile, 2004; Garcha y Natt, 2012; Lynch et al., 2014; Cheong et al., 2014; Aunsbjerg et
al., 2015; Sedaghat et al., 2016; Fernandez et al., 2017).

2. OBJETIVOS

Comprobar la utilidad de una cepa de BAL seleccionada investigada
directamente en el queso, mediante fabricaciones de queso tipo Castellano realizadas a
pequeiia escala, para el desarrollo de un cultivo protector antifiingico util para la

industria quesera.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. EFECTO DE BAL EN EL CRECIMIENTO DE P. COMMUNE Y P. NORDICUM EN CUNAS Y
TROZOS DE QUESO

Antes de la realizacion de las fabricaciones, se realizaron dos sencillos
experimentos basados en Cheong et al. 2014 (modificado) con el fin de seleccionar la

cepa de BAL mas adecuada.

3.1.1. Cepa BAL y cultivos
Se utilizaron las 2 cepas de BAL que presentaron mayor capacidad antifingica
(Lp-25/1 de la especie Lactobacillus paracasei y Lc-51/3 de Lactobacillus casei; ver

Cap. IV y V). Estas fueron probadas frente a las 2 cepas de Penicillium empleadas en
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experimentos anteriores (P. nordicum M32-CECT 20939 y P. commune M35-CECT
20940). Los aislados de BAL fueron cultivados en el caldo MRS por 48 h a 30 ° C.
Después de la incubacion, 2 mL fueron centrifugados durante 1 min para obtener
sedimento de células bacterianas. El sobrenadante fue descartado y las células
bacterianas se suspendieron con agua de peptona (0,1%), para obtener un numero
estandar de células utilizando la escala de Mc Farland como referencia. Se estima que

cada suspension de BAL contenia 1,5x10° ufc/mL (5 en la escala de Mc Farland).

3.1.2. Inéculos fungicos

Los in6culos fungicos se prepararon por suspension de las esporas de los hongos
cultivados en frascos de agar de extracto de malta (MEA, Oxoid) inclinado a 25 °C
durante 7 dias. La concentracion de esporas se determind en cdmara de Neubauer y se

ajusto a 4 log/mL (ver Anexo I).

3.1.3. Inoculacion de las cuia/trozos de queso

Se inocularon cunas de doce gramos de queso tipo Castellano (peso aproximado)
adquiridas en el comercio (de 20 dias de maduracién, producidos a base de leche
pasteurizada) depositadas en placas de Petri con 0,1 mL de suspension de la cepa de
BAL a ser probada. Igualmente, se realizd un experimento con queso fresco troceado
(aprox. 12 g). A continuacion, las placas se incubaron a una temperatura de 25 °C
durante 48 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, las cufias se inocularon con 0,1 mL
de la suspensién de los hongos, al mismo tiempo que se inocularon 0,1 mL a los
controles positivos (muestras de quesos sin cultivo de BAL).

La incubacion se realizé durante 27 dias a 25 °C, realizdndose fotografias, y al
final del periodo el resultado se determiné en funcién de los siguientes criterios:

(1) No crecimiento de hongo.

(2) Pequetias manchas de hongo.

(3) Manchas de tamafno moderado.

(4) Completamente cubierto de hongo.

Una vez seleccionada la cepa 25/1, se llevo a cabo una fabricaciéon de quesos
tipo Castellano (1 Kg) en pequefia escala en la Universidad de Ledn y una prueba en la
empresa colaboradora (Industrias Lacteas Manzano, Valderas, Le6n). En ambos casos

se utilizé la cepa P. commune M35, ya que esta especie fue la mayoritaria en nuestro
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estudio (Cap. II) y es la mas problematica en este tipo de quesos como ya se ha

indicado.

3.2. FABRICACION DE QUESO EN LA UNIVERSIDAD DE LEON (FABRICACION A)
3.2.1. Cepa BAL y cultivos

La cepa Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) fue la utilizada procedente de una
muestra de leche de cabra (tal y como se sefiala en los Capitulos IV y V) seleccionada a
partir de un conjunto de cepas teniendo en cuenta su mejor comportamiento frente
actividad antifungica y antimicrobiana y en base al experimento 3.1. La cepa de
Lactobacillus paracasei fue recuperada a partir de un cultivo almacenado a -30 °C en
caldo Man, Rogosa and Sharpe - Oxoid (MRS) /20% de glicerol e incubada a 37 °C en
caldo MRS durante 24 horas. Para la preparacion del indculo, la cepa Lp-25/1 fue
sembrada en placas de agar MRS durante 48 horas; después de la incubacion, se obtuvo
una suspension de los cultivos en agua peptonada (0,1%) y se utilizd6 en una
concentracién aproximada de 3x10° ufc/mL (10 en la escala de Mc Farland). Para la
preparacion del cultivo, se afiadidé 1 mL de la suspension descrita en 100 mL de leche de
oveja esterilizada para obtener una concentracién final de aproximadamente 3x10’
ufc/mL, seguido de una incubacion de 24 horas a 37 °C.

El cultivo iniciador comercial utilizado en la fabricacion del queso en la empresa
colaboradora estaba compuesto por cepas liofilizadas de Lactococcus lactis subsp.
lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis y Streptococcus thermophilus (CHOOZITTM MA 4001 LYO 5 DCU,
Danisco, Sassenage, Francia). Su preparacion inicial se llevo a cabo en el dia anterior a
la elaboracion de los quesos, disolviendo un sobre del fermento en 1 litro de leche

desnatada estéril, seguido de una incubacion de 24 horas a 37 °C.

3.2.2. Proceso de elaboracion del queso

La produccion del queso fue dividida en dos lotes: (I) queso elaborado a partir
de leche de oveja pasteurizada e inoculada solamente con el cultivo comercial y (II)
queso con el cultivo comercial y el cultivo de Lp-25/1.

Para la fabricacion de cada lote, se utilizaron 10 litros de leche pasteurizada de
oveja, ordefiada y pasteurizada en el dia, que fueron obtenidos de una granja
perteneciente al Consorcio de Promocion del Ovino (Ledn, Espafia). La elaboracion de

los quesos se describe a continuacion:
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Primeramente, la a leche fue pasteurizada a temperatura de 72-73 °C en un
tiempo de 15 a 20 segundos en el pasteurizador (Alfa- Laval/ Espafia) que esta
en la planta primera de la Facultad de Veterinaria (Universidad de Leon, Area de
Tecnologia de los Alimentos).

Posteriormente, la leche fue vertida en una olla, donde fue calentada hasta 30 °C
con agitacion continua.

Se afiadi6o 1,25 mL de cloruro de calcio (Laboratorios Arroyo, Santander,
Espaia) por 10 litros de leche.

Enseguida, se subi6 la temperatura a 37 °C y se afadi6 el cultivo iniciador en
una concentracion de 1%. Para los quesos inoculados con la cepa de Lp-25/1, se
afladieron ademés del cultivo iniciador comercial, 100 mL del cultivo de Lp-
25/1, alcanzando una concentracion final de 3x10° ufe/mL. Posteriormente, la
leche fue mantenida en una estufa a 37 °C hasta que su pH descendio 0,1
unidades (unos 40 minutos).

El cuajo (Laboratorios Arroyo, Santander, Espana; 1:10.000) fue afiadido en una
proporcion de 3 mL de cuajo por 10 litros de leche, diluido en 50 mL de agua
estéril para facilitar su distribucion. La leche fue agitada durante un minuto,
luego se volvié poner en una estufa a 37 °C durante 40 minutos, hasta la
formacion optima de la cuajada.

Para el desuerado de la cuajada, ésta fue cortada y homogeneizada hasta que
trozos del tamafio de un grano de arroz, simultineamente se aumentd la
temperatura a 38 °C para facilitar el desuerado.

Finalizado el proceso de desuerado, la cuajada fue colocada en moldes
cilindricos para quesos de 1 kg, donde se realizaron dos prensados. El primero
con 0,01 kg/cm2 durante una hora. Posteriormente se realizé el volteado del
queso y un segundo prensado de 0,03 kg/cm?2 durante 5 horas.

Transcurridas las 6 horas de prensado, los quesos se introdujeron en una
salmuera a 20% de NaCl y con el pH ajustado con acido lactico a un valor
similar al de los quesos. Fueron mantenidos en salmuera durante 6 horas
temperatura de refrigeracion (71 °C). Terminado el salado, los quesos se
dejaron a temperatura ambiente (20-24 °C) para escurrir durante 24 horas.

La maduracion fue realizada en una camara a 10-12 °C, con una humedad de 85-
90% durante 1 mes. Durante la maduracién se voltearon los quesos regularmente

para conseguir una distribucion homogénea de la sal.
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Los valores de pH, temperatura y sal seleccionados lo son en funcion de las
condiciones de maduracion del queso Castellano (informacién facilitada por la empresa

colaboradora). La identificacién de los quesos se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Identificacion de los quesos producidos en la Universidad de Ledn

(fabricacion A).

Identificacion _ In6culo de
L Cultivo
Fabricacion A P. commune M35
Queso 1A Comercial
Queso 2A Comercial
: Con indculo
Queso 3A Comercial + Lp-25/1
Queso 4A Comercial + Lp-25/1
Queso 5A Comercial
Queso 6A Comercial o
Sin in6culo
Queso 7A Comercial + Lp-25/1
Queso 8A Comercial + Lp-25/1

3.2.3. In6culo fangico

En los quesos que recibieron un inéculo fungico (Tabla 1), se utiliz6 la cepa P.
commune M35. La cepa se cultivo en frascos de agar inclinado (MEA) durante 7 dias a
25 °C. A partir de los cultivos, se prepar6 una suspension de esporas, afiadiendo a los
frascos 5 mL de una soluciéon de Tween 80 al 0,05% estéril hasta conseguir una
concentracién de 10° esporas/mL (recuento en camara de Neubauer; Anexo I). A
continuacion, se inocul6 la superficie de los queso con 7,5 mL de esta suspension con la
ayuda de una asa de vidrio acodado desechable. La concentracion final fue de 500
esporas/g de queso (Cheong et al., 2014) modificado (ajustada en camara de Neubauer,

ver Anexo I).

3.2.4. Monitorizacion del crecimiento fungico
Se sacaron fotografias en los dias de las tomas de muestras (0, 7, 15, y 30 dias)
para evaluar en crecimiento fungico y evaluar un posible efecto antifungico de la cepa

Lp-25/1.
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3.3. FABRICACION DE QUESOS EN LA EMPRESA COLABORADORA (FABRICACION B)

Se fabricaron 2 lotes de quesos segln el protocolo de la empresa, el primero
llevaba solo el cultivo inicial de la industria (Lactococcus lactis subespecie. cremoris,
Lactococcus lactis subespecie Lactis, lactococcus lactis subespecie. lactis biovar
diacetylactis, Leuconostoc y Streptococcus thermophilus) y el segundo, ademas del
cultivo inicial, el cultivo de Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) que fue preparado como
se ha descrito en el paso 3.1.1 y utilizado en la misma concentracion (1%) del paso
2.1.2. Los quesos se enviaron a la Universidad de Ledn y llegaron en las 72 horas
después de su fabricacion, identificandose como se indica en la Tabla 2, separandolos
en 3 lotes (Figuras 1, 2 y 3). Los quesos de nimeros 8 y 10 que no estan en las figuras

de los lotes fueron utilizados como controles negativos.

Tabla 2. Identificacion de los quesos producidos en la empresa colaboradora

(fabricacion B).

Identificacion Cultivo Inéculo P. commune M35
Fabricacion B
Queso 1B Comercial
Queso 2B Comercial
Queso 3B Comercial _
Con indculo
Queso 4B Comercial + Lp-25/1
Queso 5B Comercial + Lp-25/1
Queso 6B Comercial + Lp-25/1
Queso 7B Comercial
Queso 8B Comercial
Sin in6culo
Queso 9B Comercial+ Lp-25/1
Queso 10B Comercial + Lp-25/1
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Figura 1. Lote 1- Quesos con y sin Lp-25/1 sin in6culo de Penicillium commune y

fechas de los recuentos de BAL.
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Figura 2. Lote 2- Quesos con y sin Lp-25/1 con in6culo de Penicillium commune y

fechas de las fotos.
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Leche de oveja
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Figura 3. Lote 3- Quesos con y sin Lp-25/1 con in6culo de Penicillium commune y

fechas de los recuentos de mohos.

3.3.1.In6culo fungico
En los quesos que recibian en indculo fungico se utilizo la misma cepa y técnica
que la indicada en el apartado 3.1.3, solo que la concentracién final fue de 5 esporas/g

de queso (Cheong et al., 2014) modificado (ajustada en camara de Neubauer, ver Anexo

0.

3.3.2. Toma de muestras
Se tomaron muestras en los siguientes momentos del proceso de maduracion del
queso:

e La toma de muestras fue en los dias 0, 15, 30, 45 y 60. Cada condicion del
estudio estaba compuesta por dos quesos y de cada queso se tomaron 1 muestra
en cada momento, es decir, en total se realizaron 3 andlisis para cada momento
en las distintas condiciones.

Las tomas de muestras fueron realizadas con un sacabocados y el hueco fue

rellenado con parafina estéril fundida (Acofarma, Barcelona, Espaia) para mantener las

condiciones del interior de los quesos.
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3.3.3. Analisis fisico-quimicos
La medicion de pH se realiz6 con un pHmetro de puncion Testo 205
(Instrumentos Testo, Lenzkirch, Alemania). El pH fue medido en todas las tomas de

muestras por triplicado

3.3.4. Anélisis microbioldgicos
3.3.4.1. Recuento de BAL

Se llevo a cabo un recuento de BAL en los 4 momentos de la toma de muestra.
Una fraccion de 10 g se colocod en una bolsa de homogeneizacion estéril a la que se
afladieron 90 mL de solucion salina al 0,85% con peptona al 0,1%, obteniendo una
dilucion de 1:10. Esta mezcla fue homogeneizada en un homogeneizador BagMixer-400
(Interscience, Saint-Nom-la-Bretéche, Francia) durante 180 segundos y a partir del
homogeneizado se realizaron las oportunas diluciones decimales con solucion salina
peptonada. Para el recuento de las bacterias acido-lacticas se sembraron 0,1 mL de las
diluciones del homogenizado en superficie de placas de agar MRS (Man, Rogosa and
Sharpe - OXOID), posteriormente se incubaron en anaerobiosis (con jarra y sobres de

anaerobiosis OXOID) a 30 °C durante 48 horas (Nero et al., 2008).

3.3.4.2. Recuento de mohos

Se realiz6 un recuento de mohos al final del periodo de maduracion para evaluar
si hubo una diferencia en los recuentos de los quesos con o sin la presencia de Lp-25/1.
Una fraccion de 10 g de la corteza del queso se coloco en una bolsa de
homogeneizacion estéril a la que se afiadieron 90 mL de solucion citrato sodico al 2%,
obteniendo una dilucion de 1:10. Esta mezcla fue homogeneizada en un
homogeneizador BagMixer-400 (Interscience, Saint-Nom-la-Bretéche, Francia) durante
180 segundos y a partir del homogeneizado se realizaron las oportunas diluciones
decimales con solucion salina peptonada. Para el recuento de hongos y levaduras se
sembraron 0,1 mL de las diluciones del homogenizado en superficie de placas de agar
Cloranfenicol Glucosa (GCA, Scharlab, Espafa), incubandose las placas a 25 °C

durante 5 dias.

3.3.5. Analisis estadistico
Los datos de los recuentos de BAL y de mohos y levaduras fueron

transformados en logl0. Las diferencias entre los efectos se evaluaron mediante la
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prueba de Tukey (p <0,05). Para los analisis estadisticos se utiliz6 el programa IBM

SPSS Statistics for Windows, Version 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).

3.3.6. Monitorizacion del crecimiento fungico
Se sacaron fotografias en los dias de las tomas de muestras (0, 7, 15, 30, 45 y 60
dias) para evaluar en crecimiento fingico y evaluar un posible efecto antifungico de la

cepa Lp-25/1.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En las Fotos 12-15 del Anexo II se muestran los resultados del experimento
realizado en cufias y trozos de queso. Se puede comprobar el crecimiento de los hongos
en las cufas sin BAL (crecimiento nivel 4) y claramente el efecto inhibidor de ambas
cepas de BAL en ambas especies de Penicillium (Fotos 12 y 13). Frente a P. nordicum
el crecimiento con las dos cepas de BAL seria de nivel 2. En el caso de la cepa 25/1
frente a P. commune el crecimiento seria nivel 2, mientras que para 51/3 seria nivel 3
(Foto 13). En la Foto 14 se observa el evidente efecto inhibidor de la cepa 25/1 sobre
ambas cepas de Penicillium.

En funcién de estos resultados, para las fabricaciones, se decidid seleccionar la
cepa de L. paracasei 25/1 y la cepa de P. commune M35 (que es la mas problematica en
este tipo de quesos), para las fabricaciones.

En la Foto 1 se muestra el queso 1A de la fabricacion realizada en la
Universidad de Ledn inmediatamente después de recibir el indculo con M35. El
crecimiento del hongo en el queso 1A (sin Lp-25/1) empezo6 al dia 4 y al dia 18 ya
estaba totalmente cubierto (Foto 2). En el queso 3A (Con Lp-25/1) se observd un
crecimiento fungico visible al dia 14, pero hasta el dia 30 (fin del periodo de
maduracion) el queso no se presentd cubierto por el crecimiento del hongo, lo que
muestra que la cepa de BAL utilizada fue capaz de inhibir el crecimiento de forma

significativa (Foto 3).
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Foto 1. Queso 1A fabricado en la Universidad de Ledn solamente con el cultivo

industrial, justo después de serle aplicado el in6culo de Penicillium commune (dia 0).

Foto 2. Queso 1A fabricado en la Universidad de Ledn solamente con cultivo de BAL

industrial e inoculado con Penicillium commune con 30 dias de maduracion.
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Foto 3. Queso 3A fabricado en la Universidad de Ledn con cultivo industrial y de la

cepa Lp-25/1 e inoculado con Penicillium commune con 30 dias de maduracion.

En la medicion del pH en los quesos fabricados en la empresa, el pH del queso 7
(sin Lp-25/1) ha permanecido mas bajo en todas las evaluaciones en comparacion con el
queso 9 (con Lp-25-1), lo que se justifica por la produccion de acido por Lactobacillus

paracasei (Tabla 3).
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Tabla 3. Evolucion del pH de los quesos 7B y 9B fabricados en la empresa

colaboradora en 5 momentos distintos.

pH
0 dia 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Queso 7B
(sin cultivo 5,08 4,98 4,77 4,90 4,95
antifungico)
Queso 98 5,02 4,82 4,60 4,80 4,85
(con Lp-25/1) ’ ’ ’ ’ ’

Queso 7B (cultivo comercial), queso 9B (cultivo comercial+Lp-25/1).

Los recuentos de BAL tanto en el queso 7B como en el queso 9B han seguido
una tendencia muy parecida hasta el tercer momento de analisis (30 dias), cambiando a
partir del cuarto (45 dias) y permaneciendo en el quinto muestreo (60 dias), donde los

recuentos en el queso 9 (con Lp-25/1) fueron mas altos (Tabla 4).

Tabla 4. Recuentos de BAL (log ufc/mL) de los quesos 7B y 9B fabricados en la

empresa colaboradora en 4 momentos de la maduracion.

Recuento de BAL (log ufc/mL)

0 dia 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Queso 7B
(Sin cultivo 8,36 8,73 8,28 8,74 8,79
antifangico)
Queso 9B 8,81 8,32 8,8 9,26 9,35
(con Lp-25/1) ’ ’ ’ ’ ’

Queso 7B (cultivo comercial), queso 9B (cultivo comercial+Lp-25/1).
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En la Tabla 5 se observa que hubo diferencia significativa en los recuentos de
mohos y levaduras: en los quesos sin el cultivo de Lp-25/1 la media fue 10 veces

superior (7,22 log/ufc/g) que en los quesos con Lp-25/1 (6,53 log/ufc/g).

Tabla 5. Recuentos de mohos y levaduras (log ufc/mL) de los quesos fabricados en la
empresa colaboradora con o sin la cepa Lp-25/1 inoculados con Penicillium commune

M35 a los 60 dias de maduracion.

Con cultivo antifungico . . e
+Lp-25/1 Sin cultivo antifungico
Queso 1B Queso 2B Queso 3B Queso 4B Queso 5B Queso 6B
6,70 6,30 6,60 7,52 6,90 7,23
: b
Media- 6,53° Media 7,22

Quesos 1B, 2B y 3B (cultivo comercial+Lp-25/1), quesos 4B, 5B y 6B (cultivo comercial). Los valores

en la misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (P <0.05).

En la Foto 4 se muestran los quesos 1B, 2B y 3B justo después de la fabricacion
y en la Foto 5 el queso 3B después de recibir el inoculo de P. commune. El proceso de
maduracion de los quesos sin Lp-25/1 en las distintas fechas (7, 15 y 60 dias) se ensefia
en las Fotos 6, 8 y 10 y en las Fotos 7, 9 y 11 se muestra la maduracién de los quesos
con Lp-25/1.

El crecimiento del hongo en los quesos 1B, 2B y 3B (sin Lp-25/1) empez6 al dia
3 mientras que en los quesos 4B, 5B y 6B (con Lp-25/1) no se observo crecimiento de
mohos hasta el dia 10 (Fotos 6 y 7), lo que indica un efecto parcialmente protector.

En las Fotos 8 y 9 se puede observar el desarrollo del hongo en los 2 lotes (con
y sin Lp-25/1) a los 15 dias de maduracion, comprobandose que en los quesos donde
hay la cepa de BAL el crecimiento se ve disminuido.

En la Foto 11 (quesos 4B, 5B y 6B con Lp-25/1), se muestra que Lp-25/1 ha
logrado mantener un crecimiento menor de P. commune hasta los 60 dias de maduracion
en comparacion con los quesos 1B, 2B y 3B (sin Lp-25/1) (Foto 10), lo que evidencia
que la presencia de dicha cepa fue capaz de inhibir el crecimiento de forma significativa

hasta el final de este experimento.
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Foto 4. Quesos fabricados en la empresa colaboradora (fabricacion B).

Foto 5. Queso 3B justo después de recibir el indculo de P. commune (dia 0).
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Foto 6. Quesos 1B, 2B y 3B (sin Lp-25/1) inoculados con P. commune (7 dias).

Foto 7. Quesos 4B, 5B y 6B (con Lp-25/1) inoculados con P. commune (7 dias).
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Foto 8. Quesos 1B, 2B y 3B (sin Lp-25/1) inoculados con P. commune (15 dias).

Foto 9. Quesos 4B, 5B y 6B (con Lp-25/1) inoculados con P. commune (15 dias).
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Foto 11. Quesos 4B, 5B y 6B (con Lp-25/1) inoculados con P. commune (60 dias).
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Foto 12. Fabricacion de quesos (A), estufa de maduracion.

Nuestros hallazgos frente a Penicillium commune fueron parecidos a Cheong et
al. (2014) quienes probaron en queso fresco la inhibicion utilizando cepas de
Lactobacillus plantarum. Los quesos sin indéculo de BAL presentaron un crecimiento
moderado desde el dia 4. Se utilizaron distintas cepas de L. plantarum y la aparicion de
crecimiento del moho varié desde 18 dias hasta 29 dias. Garcha y Natt (2012) probando
con Lactobacillus acidophilus en un queso fresco que tiene una vida util de 2-3 dias de
media frente a Alternaria alternata no observaron recuento de hongos en las 48 horas
iniciales y después de 6 dias de incubacion la disminucion del recuento en comparacion
al control sin BAL fue de 45.4%. Penicillium chrysogenum fue inhibido en requesén
por Lactobacillus rhamnosus solo o en combinaciéon con Bifidobacterium animalis
subsp. lactis durante al menos 21 dias (Fernandez et al.,, 2017). Lactobacillus
plantarum, Lb. casei y Lb. pentosus retrasaron el crecimiento de Aspergillus flavus y
Aspergillus parasiticus en la superficie del queso en 19 y 22 dias, respectivamente
(Sedaghat et al., 2016). Penicillium expansum en queso Cheddar tuvo su aparicion
retrasada a los 4 dias por Lactobacillus amylovorus y analizando el efecto antifungico
de este lactobacilo en los hongos naturalmente presentes en el aire el retraso fue de 6
dias (Lynch et al,. 2014). Utilizando cepas de Lactobacillus paracasei la misma especie
utilizada en este estudio en yogur, Aunsbjerg et al. (2015) han comprobado la inhibicién
del crecimiento de los hongos Penicillium solitum y Penicillium sp. por 4 dias.

Schwenninger y Meile (2004) utilizaron una mezcla de Lactobacillus paracasei con
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Propionibacterium jensenii frente a las levaduras Candida pulcherrima, Candida
magnolia, Candida parapsilosis y Zygosaccharomyces bailii en yogur y también en

queso. La inhibicion del crecimiento fue de 4 semanas y 21 dias, respectivamente.

5. CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que LP-25/1 (Lactobacillus paracasei) aislada de
leche de cabra mostr6 actividad antifingica en fabricaciones controladas de queso tipo
Castellano incorporada como parte del cultivo iniciador, retrasando el crecimiento de
Penicillium commune, lo que indica su potencial para el control del deterioro de mohos
en queso. Son necesarias investigaciones futuras adicionales para identificar la
concentracion inhibitoria minima, asi como la caracterizacion de los compuestos
antifingicos de BAL, lo que puede ayudar a comprender la actividad antifungica en este
caso especifico. Se deben realizar estudios para explorar otros métodos de aplicacion
(como la pulverizacion del cultivo en superficie), la evaluacion de la parte sensorial para
saber si Lp-25/1 o sus compuestos antifungicos impartirian sabores indeseables en el

queso.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: La calidad microbioldgica de las muestras de leche de cabra tomadas en
las explotaciones muestreadas es parcialmente satisfactoria, tomando como referencia
los limites establecidos en la Union Europea, asi como los resultados hallados en otros
paises europeos. Por ello, parece recomendable mejorar las condiciones higienicas de
algunas de las granjas investigadas. Ademads, las muestras examinadas presentan unas
caracteristicas fisico-quimicas deseables en este tipo de alimento, tanto para su consumo
en forma de leche liquida como para la transformacién en queso y otros productos
lacteos con elevado extracto seco y contenido en grasa, lo que resulta de interés para la

industria lactea.

SEGUNDA: La especie P. commune es mayoritaria en el analisis de los quesos
investigados, tanto alterados como comerciales listos para el consumo. Sin embargo, el
papel de P. commune en la maduracién del queso atn estd por determinarse, ya que
algunos autores afirman que tiene una contribucidn positiva a las caracteristicas
sensoriales del queso y en este trabajo se ha comprobado la comercializacion de quesos
con esta especie en la superficie. En este sentido, la cepa M57 podria ser de interés en el
disefio de un cultivo de superficie por su baja produccion de CPA. La identificacion
polifdsica es util para identificar esta especie y otras del género muy cercanas

taxondmicamente.

TERCERA: Las leches de cabra y vaca son una importante fuente de Lactobacillus con
capacidad antifingica, superior a la leche de oveja. Las especies de BAL mas
identificadas fueron: L. casei, L. paracasei y L. rhamnosus. La mayor parte de los
aislados se detectaron en los meses de invierno y presentaron mayor actividad frente a la

cepa de Penicillium nordicum.

CUARTA: En base a la actividad antifiingica hallada, se seleccionaron dos cepas (L.
paracasei 25/1 y L. casei 51/3) que mostraron efecto antagonista en el crecimiento de P.
commune M35 y, en mayor medida, frente a P. nordicum M32, destacando la cepa L.
paracasei. Ademas, se ha observado un efecto negativo sobre la produccion de CPA por
P. commune. La cepa L. paracasei 25/1 seria pues de utilidad en la fabricacion de

productos lacteos, ademas de por sus capacidades fermentadoras y enzimaticas, por la
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posibilidad de inhibir el crecimiento de algunas especies de Penicillium importantes en

la alteracion de los productos lacteos.

QUINTA: Ademas de capacidad antifiingica, las cepas de BAL evaluadas demostraron
capacidad antagonista frente a cuatro especies de bacterias patdogenas de interés en leche
y productos lacteos (Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes), lo que resulta resenable de cara a su utilizaciéon como cultivo

bioprotector, tanto frente a mohos como frente a bacterias.

SEXTA: El principal compuesto responsable de la actividad antagonista producido por
las BAL frente a las cepas de especies de bacterias patdgenas investigadas es de
naturaleza acida. En el caso de la actividad inhibitoria de la cepa Lp-25/1 Lactobacillus
paracasei frente a Listeria monocytogeneses, se ha comprobado otro tipo de actividad,
lo cual es un hecho de interés y abre el camino a la realizacion de futuros estudios

encaminados a descubrir su identidad y aclarar sus mecanismos de accion.

SEPTIMA: Las cepas Lp-25/1 (Lactobacillus paracasei) y Lc-51/3 (Lactobacillus
casei) fueron capaces de retrasar el crecimiento de Penicillium commune in vitro, siendo
el principal compuesto responsable de esta actividad de naturaleza acida. Sin embargo,
son necesarios mas estudios para identificacion de estos acidos y su efecto sobre los

hongos.

OCTAVA: La cepa LP-25/1 (Lactobacillus paracasei) aislada de leche de cabra mostro
actividad antifingica en fabricaciones controladas de queso tipo Castellano
incorporandolo como parte del cultivo iniciador, retrasando el crecimiento, en
particular, de Penicillium commune, lo que indica su potencial para el control del

deterioro de mohos en queso.
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ANEXO I. MEDIOS DE CULTIVO
Composicion de los medios de cultivo empleados, excluyendo los adquiridos de

casa comercial.

Agar Leche al 10% (Harrigan y McCance, 1979):

Leche descremada reconstituida (skim milk, Oxoid) 10 mL

Agar extracto de levadura o agar nutritivo 100 mL.

Anadir la leche al medio agar fundido, mezclar, repartir y esterilizar 115 °C/20
min.

Agar Tween (Harrigan y McCance, 1979):

Peptona 10g
Cloruro calcico 0,1g
Cloruro sédico 5¢g
Tween 80 10 mL
Agar I5¢g
Agua destilada 1000 mL
pH: 7-7,4

Esterilizar: 115 °C/20 minutos.

CYA: Agar Czapek extracto de levadura (Visagie et al., 2014):

KZHPO4 1 g
Concentrado de Czapek 10 mL
Solucion de metales traza 1 mL
Extracto de levadura 5¢
Sacarosa 30g
Agar I5¢g
Agua destilada 1000 mL

Se esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final del medio es
de 6,7.

Concentrado Czapek (Pitt y Hocking, 1997):

NaNO; 30g
KCl 5¢g
MgSO4+7H20 5¢g
FeSO4+7H20 0.1g
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Agua destilada

100 mL

El concentrado de Czapek puede guardarse indefinidamente sin esterilizacion
previa. El precipitado de FeSO4, que se forma con el tiempo, puede ser resuspendido

previa agitacion de la disolucion antes de usarla.

Solucion de metales traza (Pitt y Hocking, 1997):

CuS0O4¢5H20
ZnSOye
Agua destilada

05¢g

lg
100 mL

Esta solucion puede guardarse indefinidamente sin esterilizacion.

MEA: Agar extracto de Malta (Pitt y Hocking, 1997):

Extracto de malta en polvo
Peptona

Glucosa

Agar

Agua destilada

20g

lg

20g
20g
1000 mL

El medio se esteriliza en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos. No se debe

esterilizar durante un tiempo superior, ya que este medio puede ablandarse o degradarse
tras sucesivos calentamientos. El pH final alcanzado es de 5,6.

YES: Agar extracto de levadura sacarosa (Pitt y Frisvad, 2004):

Extracto de levadura
Sacarosa
MgSO4+7H20
CuS0O45H20
ZnS04+7H20

Agar

Agua destilada

20g

150 g
05¢g
0.005 g
001g
20g
1000 mL

Se esteriliza en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final del medio
es de 6,5. También se puede hacer sin sales minerales, cuando no se utiliza para estudios

de taxonomia o produccion de micotoxinas.

CREA: Agar Creatina Sacarosa (Frisvad, 1985):

Creatina
Sacarosa
KoHPO43H20

lg
30g
13¢g
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Purpura de bromocresol
Solucion mineral

Agar

Agua destilada

0.05¢g
10 mL
I5¢g
1000 mL

El pH final del medio se ajusta a 8,0 £ 0.2 y se esteriliza a 121 °C en un

autoclave durante 15 minutos.

Solucién mineral ( Frisvad, 1981):

KCl
MgSO4+7H20
FeSO4+7H20
Agua destilada

Reactivo de Ehrlich (Lund, 1995):

Dietilaminobenzaldehido
Etanol 96%
HC137%

2g
&5mL
15mL

Se disuelve el aldehido en el alcohol y se afiade posteriormente el acido
lentamente. Se conserva a 4 °C (Pitt y Hocking, 1997).
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RECUENTO EN CAMARA DE NEUBAUER MODIFICADA

1. Preparar una suspension de esporas a partir de un cultivo en slant de MEA
de 7 dias/25 °C, afiadiendo 5 mL de agua con Tween 80 al 0,05% estéril.
2. Hacer el recuento en la cdmara de Neubauer de la siguiente manera:

e En el centro de la camara hay 25 recuadros (A) que incluyen, cada uno, 16
recuadros (B). Limpiar bien la camara antes de usar, depositar una gota de la
suspension, poner cubreobjetos y observar con objetivo de x10.

e Realizar el recuento de esporas en varios recuadros (A 6 B, segin convenga),
hacer la media y calcular el recuento:

e Media de N° esporas en recuadro Ax25x10000 = recuento por mililitro.

e Media de n°® de esporas en recuadro Bx400x10000 = recuento por mililitro.

3. Diluir la suspension inicial con agua con Tween 80 (0,05%) en tubos de 0,9
(tubos Eppendorf) 6 9 mL hasta alcanzar el recuento requerido. Normalmente, para

alcanzar 4-5 unidades logaritmicas es necesario diluir 100  veces.
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ANEXO Il. FOTOGRAFIAS
IDENTIFICACION DE PENICILLIUM

Foto 1. P. commune (cepa QLM1), de izquierda a derecha y de arriba abajo, CREA,
CYA, CYA (30°C), MEA y YES (7 d /25 °C, salvo otra indicacion).

Foto 2. P. commune (cepa QP1), de izquierda a derecha y de arriba abajo, CREA, CYA,
CYA (30 °C), MEA y YES (7 d /25 °C, salvo otra indicacion).
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Foto 3. P. expansum (cepa QZ1), de izquierda a derecha y de arriba abajo, CREA,
CYA, CYA (30°C), MEA y YES (7 d /25 °C, salvo otra indicacion).

Foto 4. P. expansum (cepa QZ1), reverso en CREA (7 d /25 °C), produccion de acido

(viraje a amarillo).
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Foto 5. P. expansum (cepa QZ1), reverso en CYA (7 d /25 °C), naranja-marron, tipico

de esta especie.

Foto 6. P. chrysogenum (M34, izquierda) y P. nordicum (M32, derecha), placas de
MEA (abajo) y YES (arriba).
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Foto 7. P. chrysogenum (M34, izquierda) y P. solitum (M123, derecha), placas de
MEA (abajo) y YES (arriba).

Foto 8 .P. chrysogenum (M30), P. solitum (M76, M123), P. commune (M170) y P.
nordicum (M32), de abajo a arriba, MEA (25 °C), CYA (25 y 30 °C)/7 d.
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Foto 9. P. verrucosum (MP88, izquierda) y P. nordicum (M32, derecha), reverso en
YES/7 d/25 °C (rojo caracteristico en P. verrucosum), foto superior; anverso, foto

inferior.

Foto 10. Prueba de Ehrlich, resultado positivo (aparicioén de color violeta) de una cepa

de P. commune.
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QLMI QLM2  QPI
PA00I  QP3 CPA 0,001

Foto 11. Placa de cromatografia de capa fina de varias cepas de P. commune (QLM1,
QLM2, QP1, QP2, QP3; positivas) y P. expansum (QZ1; negativas) (patréon de acido
ciclopiazonico, mancha violeta, 0,01 mg/mL y 0,001 mg/mL). Limite de deteccion, 0,1
ng.
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EFECTO DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS EN EL CRECIMIENTO DE
PENICILLIUM EN QUESO

Foto 12. Efecto de BAL en el crecimiento de P. nordicum (M32) en queso tipo
Castellano (de izquierda a derecha, control del hongo sin BAL, hongo + cepa 25/1 y +

51/3).

Foto 13. Efecto de BAL en el crecimiento de P. commune (M35) en queso tipo

Castellano (de izquierda a derecha, control del hongo sin BAL, hongo + cepa 25/1 y +
51/3).
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Foto 14. Efecto de BAL en el crecimiento de P. commune (M35) y P.
nordicum (M32) en queso tipo Castellano (izquierda, control del hongo sin BAL;

derecha, hongo + cepa 25/1).

Foto 15. Detalle de efecto de la cepa 25-1 en el crecimiento de P. commune en

queso (izquierda, control del hongo; derecha, muestra a la que se afiadio la BAL).
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Foto 16. Actividad proteolitica (agar caseina, izquierda) y lipolitica (agar tributirina,
placas centrales; agar Tween 80, placas de la derecha) de varias cepas de P. commune

(QLM1, MP57, MP73, QP2, M170).

Foto 17. Actividad lipolitica en agar Tween 80 de P. commune (QP2).
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Foto 18. Actividad lipolitica en agar Tween 80 de P. commune (MP57) comparado con

P. camemberti (MP82). En ambas fotos se observa una intensa actividad.
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QUESOS CON PENICILLIUM

Foto 19. Muestra de queso elaborado en los Picos de Europa (Q2; cepas P4 a P6, P.

commune).

Foto 20. Muestra de queso “no alterado” con crecimiento fiingico espontaneo (Q3; tipo

“pata de mulo”, leche de oveja cruda, 2 meses de maduracion).
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Foto 21. Muestra de queso “no alterado” con crecimiento fingico espontaneo (Q1;

formato cilindrico), leche de oveja cruda, 2 meses de maduracion.
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Foto 22. P. commune. A-C, colonias de 7 dias en CYA, MEA y YES. D-H,

conidiéforos; I, conidios. Escala barra = 10 um. Fuente: Frisvad y Samson, 2004.
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Foto 23. P. solitum. A-C, colonias de 7 dias en CYA, MEA y YES. D-H, conidioforos;

I, conidios. Escala barra = 10 um. Fuente: Frisvad y Samson, 2004.
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Foto 24. P. chrysogenum. A-C, colonias de 7 dias en CYA, MEA y YES. D-H,

conidi6foros; I, conidios. Escala barra = 10 um. Fuente: Frisvad y Samson, 2004.
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Foto 25. P. nordicum. A-C, colonias de 7 dias en CYA, MEA y YES. D-H,

conidioforos; I, conidios. Escala barra = 10 um. Fuente: Frisvad y Samson, 2004.
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Foto 26. P. expansum. A-C, colonias de 7 dias en CYA, MEA y YES. D-H,

conidioforos; I, conidios. Escala barra = 10 um. Fuente: Frisvad y Samson, 2004.
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