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INTRODUCCION

1- ORIGEN Y SITUACION ACTUAL DE LAS EXPLOTACIONES CAPRINAS.
PRODUCCION DE LECHE Y QUESO

La cria de ganado caprino y ovino se remonta a las primeras civilizaciones humanas
asentadas en € area mediterranea. EI hombre comenzé a explotar estos animales para obtener
piel, carney leche.

Las cabras tienen gran resistencia y capacidad de adaptacion a condiciones
ambientales adversas o que hizo que fuesen animales muy apreciados por e hombre y que en
torno a ellos se organizasen determinadas formas de vida (pastoreo).

Con las primeras elaboraciones de queso el hombre encontré una excelente forma de
conservacion de la leche. Si unimos esta caracteristica a las cualidades organolépticas que
posee, se puede explicar que haya representado un alimento de gran consumo, ligado a
diferentes culturas. Es l6gico suponer que € queso haya tenido un origen totalmente fortuito,
bien porque un dia se dgj6 laleche a aire libre con lo que ésta se acidificé y coagul 6 o porque
el cugar de los rumiantes se utilizara para fabricar envases donde almacenar y transportar la
leche lo que igualmente conduciria ala coagul acién de ésta.

También parece probable que e queso surgiera en diferentes y algjadas civilizaciones
y que no lo hiciera de modo simultdneo en todas ellas. Algunos autores sefialan que los
pueblos que se asentaban a las orillas de los rios Tigris, Ganges, Eufrates e Indo 6000 6 7000
anos a.C. podrian haber sido unos de los primeros en utilizar la leche para la fabricacion de
mantequillay queso (Battistotti y col., 1985; Cenzano, 1992). Cada civilizacion desarrollaria
métodos propios de elaboracién de quesos que irian siendo intercambiados y mejorados con el
tiempo, obteniendo una tecnologia cada vez més avanzada que, junto con € desarrollo
industrial, ha permitido obtener productos de excelente calidad cuyas técnicas de elaboracion
se encuentran inexorablemente ligadas a la propia historia del hombre.
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A pesar de que el ganado caprino habia sido de vital importancia para el hombre, sobre
todo en las poblaciones situadas en €l area mediterranea, a medida que se fueron imponiendo
formas de vida alternativas el pastoreo fue perdiendo importancia, se empezd a asociar la cria
de ganado caprino con una economia mas precariay se fue sustituyendo por ganado bovino y
ovino de mas facil explotacion. Entre otras causas de este cambio podemos sefidar que la
leche de cabra destinada al consumo directo fue paulatinamente disminuyendo dedicandose en
su mayor parte a la elaboracion de quesos, se necesitaba un mayor censo caprino para
equiparar la produccién lechera a la del ganado bovino, se contaba con pocas instalaciones
gue garantizasen higiene y comodidad en la produccion y ademas la estacionalidad en ésta
impedia mantener un suministro mas o menos constante alo largo del afio.

Sin embargo, desde hace unos pocos afios parece haber resurgido el interés por la cria
y aprovechamiento del ganado caprino y la C.E. contempla subvenciones para desarrollar un
programa de mejora de la explotacion de estos pequefios rumiantes ya que representan un
recurso tradicional de determinadas éreas en desarrollo y una fuente de productos de gran
calidad. El queso que se elabora con leche de cabra destaca por su carécter "propio”, muy
tradicional y de gran calidad nutritiva. Espafia podria beneficiarse a respecto ya que ocupa un
lugar importante en € censo de ganado caprino y en la produccion de leche de cabra.

El creciente interés en Europa por productos elaborados con leche de cabra podria
deberse a la tendencia a consumir productos tradicionales, a las caracteristicas organol épticas
gue presentan estos quesos y a las caracteristicas diferenciaes respecto al resto. El desarrollo
del mercado de los productos |&cteos caprinos en Europa esta ligado a una mejor proteccion e
identidad de los productos que afecte tanto a los productos tradicionales como a los nuevos
productos industriales que son los responsables de ofrecer a consumidor una mayor
diversificacion en la produccion (Le Jaouen y Toussaint, 1993). Ademés, desde €l punto de
vista nutricional la leche de cabra posee dos ventgjas sobre la de vaca, la ausencia de
reacciones alérgicas que muestran ciertos individuos a antigenos especificos de la leche de
vaca, y sumayor digestibilidad (Parkash y Jenness, 1968; Juérez y Martin-Hernandez, 1989).

El Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (M.A.P.A.) en & Anuario de
Estadistica Agraria de 1991, (publicado en mayo de 1994) hace referencia a censo de ganado
caprino y a la produccion de leche de cabra. Segun la fuente de consulta el censo de ganado
caprino en Europa comprendia en 1989 aproximadamente el 3% del ganado caprino mundial,
Africa e 31,5% y Asia el 58%. La C.E. contaba con & 78% del ganado caprino europeo,
siendo |os paises mediterraneos |os que contribuyen de modo méas importante (Grecia, € 37%,
Espaia el 19%, Italiay Francia el 8%).

La C.E. tiene un total de 12.355.000 cabezas, de las que 2.972.000 pertenecen a
Esparia, solo por detrés de Grecia. Grecia, Espafia, Italiay Francia abarcan el 92% del total de
efectivos caprinos de la C.E.
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En Cadtilla 'y Ledn € censo de ganado caprino en 1991 era de 214.847 cabezas,
situandose en 42 posicion en € andlisis por Comunidades Autdnomas detras de Andalucia,
Cadtilla-La Mancha y Extremadura. En Ledn el nimero de efectivos era de 36.709. Segun los
datos publicados por la Consgjeria de Agriculturay Ganaderia de la Junta de Castillay Ledn,
el censo de ganado caprino en Espaiia en el afio 1992 abarcaba un total de 2.836.703 cabezas
y de éstas 196.165 correspondian a Castillay Ledn.

Entre las razas predominantes en Castilla y Ledn figuran la Serrana, Murciano-
Granadina, Canaria y Pirenaica. También existe un nimero de efectivos muy ato que se
incluye en crucesy "otras razas' de los que muchos son dificiles de situar en entidades étnicas
concretas.

Por lo que respecta a la produccion de leche de cabra referente a afio 1991, Africay
Asia abarcaron € 76% del total mundial, con e 22% y e 54% respectivamente, Europa
represent6 el 18% vy laC.E. & 16%.

La produccién mundial de leche de cabra en 1991 fue de 10.079.000 Tm. La C.E.
produjo 1.600.000 Tm; del total de la produccién comunitaria Grecia contribuy6 con el 29%,
Francia con el 32,5%, Espafia con €l 26% e Italia con el 8%, de modo que tres paises (Grecia,
Espafiay Francia) reunen casi el 88% de la produccion comunitaria de leche de cabra.

Segun datos del M.A.P.A. que figuran en el Anuario de Estadistica Agraria de 1991
(publicado en 1994) Espaia produjo 290.473.000 litros, de los que 15.354.000 litros
corresponden a Cadtilla 'y Ledn y 483.000 litros fueron producidos en la provincia de Ledn.
Del total de leche de cabra producida en Espaia en 1991, 234.948.000 litros se destinaron a
Centrales e Industrias Lacteas, 25.661.000 litros a la fabricacion artesana de queso y € resto
al consumo humano directo.

En los paises industridizados e consumo directo de leche de cabra ha venido
disminuyendo, mientras que estd aumentando la proporcion destinada a la elaboracion de
guesos, tanto artesanales como industriales y en particular quesos de mezcla con otras leches.
A este respecto hay que sefidar que, excepcion de lo que ocurre en Francia, se han
identificado muy pocos quesos que sean fabricados Unicamente con leche de cabra. Francia
posee 6 Denominaciones de Origen entre aproximadamente 50 variedades de quesos de cabra
(Le Jaouen y Toussaint, 1993).

La produccion mundial de quesos en 1992 representd aproximadamente 15 millones
de Tmy lade la C.E. fue de unos 5,2 millones de Tm, es decir més de 1/3 de la produccion
mundial. La produccién comunitaria de quesos ha registrado un incremento incesante en los
ltimos afios, registrando un aza del 21% desde 1983 hasta 1991 y del 2% entre 1991 y 1992.
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La C.E. produce unas 100.000 Tm de queso puro de cabra, de 150.000 a 200.000 Tm
de queso puro de ovegja 'y aproximadamente 200.000 Tm de queso de mezcla que tiene gran
importancia en paises como Greciay Espafia, (Herrero, 1993).

La C.E. es una verdadera potencia quesera en la que los principales productores son
Francia (30%), Alemania (24%), Italia (14%), Paises Bajos (13%) y Reino Unido (7%)
(Weber, 1993). El incremento anual de la produccion se sitlia en un 2% (Cenzano, 1992).

La tendencia de la produccion quesera presenta notables diferencias segiin los paises
y, mientras en Dinamarca, Francia, Holanda, Portugal, Inglaterra e Irlanda la produccion
desciende o0 bien se mantiene estable, en Alemania y sobre todo en Espaiia se incrementa
(Weber, 1993).

Si consideramos todas las variedades de quesos, |a produccion quesera en Espafia es
de aproximadamente 200.000 Tm a afio (un 3% de la produccién comunitaria) incluyendo
produccion industrial y artesana, ocupando € 8° puesto en la C.E. Igos de Francia y
Alemania que producen més de un millén de Tm anuales (Herrero, 1993). En Espafia la leche
de cabra que llega a las industrias se destina en su mayor parte a la elaboracion de quesos de
mezcla, siendo |os quesos de cabra principal mente de elaboracién artesanal .

El consumo de queso en Espaiia, a pesar de haberse incrementado de 3,6
Kg/habitante/aiio en 1980 a 6 Kg/habitante/afio en 1990 (Herrero, 1993), sigue resultando
muy bajo s se compara con & de Francia o Grecia con 22 Kg/habitante y afio.

En e "Catdogo de quesos de Espafid’ (M.A.P.A., 1992) se recogen 81 variedades de
guesos tradicionales. 25 quesos puros de cabra, 19 quesos puros de vaca, 14 quesos puros de
ovela, 7 quesos de mezcla oveja y cabra, 3 quesos de mezcla de vaca 'y cabra, 6 quesos de
mezcla de vacay ovejay 10 quesos de mezcla vaca, ovejay cabra. Como se puede apreciar la
leche de cabra es empleada en |a elaboracién de la mayoria de | as variedades de quesos.

En Cadtilla y Ledn se elaboran 4 variedades de quesos de cabra: los de Babia y
Laciana, Vadetga, Armada (a veces elaborado con mezcla de leche de cabra y vaca) y
Valdedn (elaborado fundamentalmente con leche de cabra aunque a veces lleva mezcla de
leche de vaca).

2.- SSTUACION ACTUAL DEL QUESO DE ARMADA

El queso de Armada se elabora en el Noroeste de la provincia de Leodn, inicialmente en
los pueblos de Armada, Vegamian, Lodares y Camposolillo (hoy inundados por € pantano
del Porma); actuamente los principales nicleos de elaboracion son las localidades de
Primagjasy Viego.
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En e Catdlogo de quesos de Espaia (M.A.P.A., 1992) se describe como "un queso
madurado de semicurado a curado, de pasta compactada y esporadicamente con la cortezay €l
interior enmohecidos, elaborado con leche calostral de vaca, cruda y entera, de forma
artesanal, extragraso. Tiene forma de prisma cuadrangular y un peso de 1 al1,5kg".

Aunque antiguamente se empleaba para su elaboracion leche calostral cruda de vaca,
mas recientemente se utiliza leche cruda y entera de cabray vaca o Unicamente de cabra, y se
sigue elaborando exclusivamente de modo artesanal.

Se conocen tres variedades (Sobado, Mortera y Quemodn), la variedad Sobado es la
més difundiday apreciaday se elabora casi exclusivamente con leche de cabra.

3.- TIPIFICACION DEL QUESO DE ARMADA

La Tipificacion, Especificidad o Caracterizacion de un producto se puede definir como
la origindidad que lo distingue de otro. Para identificar e producto se le da una
Denominaciéon de Origen (D. O.) y se le incluye en un tipo, protegiéndole asi de posibles
imitaciones y adquiriendo valor comercial.

Latipificacion de un producto hace referencia también a la "zona de elaboracion”, por
lo que también adquiere importancia la vegetacién y la raza lechera propias de cada zona
(Linden y Chamba, 1994).

La caracterizacion de un queso se realiza en base a unos estudios bioquimicos, fisico-
quimicos y microbiolégicos, con e objeto de que conociendo a fondo €l proceso de
fabricacion, las caracteristicas reolOgicas y organolépticas, la composicion quimica, la
evolucion gque sufren los pardmetros composicionales y fisico-quimicos del queso asi como €l
comportamiento o evolucion de la flora microbiana, sea posible realizar la fabricacion a nivel
industrial, consiguiendo asi un producto con garantias higiénico-sanitarias, uniforme y con
unas caracteristicas propias que permitan su diferenciacion. Es decir, un producto de calidad
gue sea competitivo en el mercado.

Con la caracterizacion del queso de Armada (variedad Sobado), asi como la de otros
guesos de nuestra comunidad autdbnoma, se intenta recuperar la elaboracion artesanal,
iniciando a su vez la industrial en aquellos quesos que pueden llegar a tener una buena
aceptacion en los mercados s se logra poner a punto un sistema de elaboracion que permitala
obtencién de un producto homogéneo (el problema de la fata de homogeneidad es,
juntamente con la falta de control sanitario, el principal obstaculo para la difusion de estas
variedades) que conserve los atributos de calidad de |os mejores quesos artesanos.
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3.1.- PROCEDIMIENTO DE ELABORACION

El queso de Armada, variedad Sobado, se elabora de forma totalmente artesanal,
comprendiendo el proceso de elaboracion una serie de operaciones de caracter general con
pequerias particul aridades dependiendo del artesano elaborador.

- Seleccion y preparacion de la leche:

Se parte de leche cruday entera de cabra recién ordefiada, adicionada de una pequefia
cantidad de suero procedente de fabricaciones del dia anterior. La leche se mantiene a
temperatura ambiente o bien se somete a un calentamiento a 30°C (en funcion de la época del
ano). A continuacion se afiaden 15 ml de cugjo de fuerza 1/10.000 por cada 100 |. de leche.

- Coagulacion:

La coagulacion transcurre en aproximadamente 1 hora, se trata de una coagulacion
mixta (acido-enzimética) ya que la temperatura 'y € volumen de cuajo empleado permiten el
crecimiento de la flora lactica. El gel formado posee unas caracteristicas intermedias entre un
coagulo &cido (friable, poroso y desmineralizado) y otro enzimatico (elastico, firme y poco
permeable).

- Desuerado:

Finalizada la coagulacion se realizan sobre la cugjada 3 cortes radiales y se dgja 1 hora
en reposo. Transcurrido ese tiempo la cuajada se corta en trozos més pequefios y se transfiere
a lienzos de tela haciendo fardeles que se cuelgan dejandolos desuerar durante 48 horas, a
continuacion se deshacen los fardeles y la cugjada se somete a primer sobado (que consiste
en un amasado intenso a mano), se ata en lienzos limpios y se cuelga durante 72 horas mas
para que €l goteo de suero continle. Al cabo de estos tres dias se vuelve a someter la cugjada
a un segundo sobado.

Si la cugjada tiene consistencia suficiente se procede al moldeado, si no fuera asi se
trandadaria a un nuevo lienzo y se dejaria desuerar 24 horas més, dandole luego un tercer
sobado.

- Salazonado:

En e queso de Armada e salazonado se realiza espolvoreando sal gruesa en la
cugjada, durante el segundo sobado de la cugjada. Como el salazonado no se realiza de modo
normalizado el contenido en sal varia bastante de unos quesos a otros.
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- Moldeado:

El moldeado en la elaboracién del queso de Armada se realiza a mano, dandole una
forma de prisma cuadrangular. Tras e moldeo |os quesos se dejan en un plato durante unos 7
dias a 20°C y baja humedad relativa (H.R.) para que adquieran consistencia (secado).

- Maduracion:

La maduracién de este queso se redliza en fardeles de lienzo, colgados del techo en
habitaciones en las que se hizo un seguimiento de la temperatura y humedad relativa,
oscilando entre 15-20°C y 65-75% de T2y H.R. respectivamente, en |os meses de verano y 4-
10°C y 80-85% de T2 y H.R. respectivamente, en otofio. Los fardeles se descuelgan
periédicamente y los quesos se envuelven en lienzos nuevos, volviéndolos a colgar. La
duracion de la maduracion varia entre 2 meses 'y 1 afio y se obtienen piezas de queso con un
peso entre1y 1,5 Kg.

3.2- COMPOSICION QUIMICA DEL QUESO DE ARMADA Y DE LA LECHE
UTILIZADA EN SU ELABORACION

El queso de Armada (producto fina) y la leche empleada para su elaboracion
presentan en sus parametros composicionales y fisico-quimicos més relevantes los valores
siguientes (Fresno, 1994):

E.S. Proteina Grasa Lactosa Ceniza NaCl pH Aw  Acidez

titul.

Leche 15,81 4,35 5,58 4,83 0,87 0,10 6,59 0,17
(% p/p)

Queso 78,85 37,14 56,66 N.D. 3,74 2,18 496 0,88 1,75
(% E.S)

N.D. : No detectada.

Atendiendo a la clasificacion que hace el Codigo Alimentario (B.O.E., 1991), € queso
de Armada se encontraria formando parte del grupo denominado "Extragraso" (>45%
grasa/E.S), s bien estaria préximo a grupo de los denominados "Dobles grasos' (>60%
grasa/E.S.). De acuerdo con la clasificacion dada por Favier y Dorsainvil (1987), basada en la
Reglamentacion Francesa, se incluiria dentro del grupo de los "Quesos secos' (52,1-61,9%
grasalE.S. y <35% de humedad).
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3.3- PRINCIPALES FENOMENOS BIOQUIMICOS QUE TIENEN LUGAR
DURANTE LA MADURACION DEL QUESO DE ARMADA (Fresno, 1994):

El desarrollo de la textura, sabor y aroma va a venir determinado por cambios
bioquimicos y microbiolégicos que transcurren durante la elaboracion y maduracion del
queso. Los principales procesos bioquimicos que tienen lugar son la protealisis, glucolisis y
lipolisis que determinan que unos compuestos se vayan transformando en otros que a su vez
seran degradados y cuyo origen puede tener lugar también por vias diferentes. Esta formacion
y degradacién de compuestos que ocurre en la totalidad de los quesos difiere en unos 'y otros
en la intensidad con que se producen, factor que pasard a determinar las caracteristicas del
producto final. Los agentes responsables de estas reacciones bioquimicas son € cugo
residual, las enzimas nativas de laleche y las enzimas de origen microbiano.

La lactosa, en e queso de Armada, sufre una rdpida degradacion durante los 7
primeros dias de maduracion y desaparece completamente a los 15 dias, esta disminucion se
corresponde con un aumento en € contenido en &cido D y L-l&ctico y en la acidez titulable y
con un descenso del pH. El répido descenso de la lactosa puede deberse a un intenso
desuerado y acentuado crecimiento de la flora acidoléctica en las primeras fases de la
maduracién (condicionado por e momento en que se realiza €l salazonado, 5 dias después de
la coagulacion).

En la cugjada predomina el acido L-l&ctico debido a intenso crecimiento microbiano
(los lactococos transforman la lactosa en L-lactato), a partir de la primera semana de
maduracién aumenta la concentracion en D-lactato como consecuencia probablemente del
desarrollo de lactobacilos y de las reacciones de racemizacién, a fina de la maduracién
ambas formas se encuentran en concentraciones similares (0,73 y 0,79 ¢/100 g E.S. paralos
&cidos L- y D-lactico, respectivamente).

En cuanto a la evolucién del pH, éste desciende en las primeras etapas del proceso
madurativo. A partir de los 15 dias de maduracion, los vaores se van incrementando
paulatinamente, para al final alcanzar unos valores en torno a 5.

El pH es determinante en la textura del queso y los bajos pH que se aprecian en €
queso de Armada ya desde los primeros momentos de la maduracion son posiblemente
responsables de la textura friable que le caracteriza.

El contenido en minerales (Ca, Py Zn) es superior a que presentan los quesos de
cabra elaborados exclusivamente por coagulacion acida, pero inferiores a los elaborados por
coagulacion enzimética. En general, el descenso del contenido en calcio a lo largo de la
maduracion es superior a del fosforo, ya que, debido a tipo de enlaces que les une a resto de
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componentes, el calcio es mas susceptible a la acidificacién y se solubiliza con mayor
facilidad. Los valores finales medios son 5,69 g/Kg E.S. y 6,16 g/Kg E.S. parael Cay P
respectivamente y 29,65 mg/Kg E.S. parae Zn.

En cuanto a los fenébmenos proteoliticos, € porcentaje de nitrégeno soluble total
respecto a nitrégeno total, que se toma como indice de la maduracién, es, a final del proceso
madurativo, 9,68, valor que préacticamente se alcanzd ya a cabo de los primeros 7 dias de
maduracién y es indicativo de la escasa proteolisis que sufre este queso. Se aprecian aumentos
significativos en el nitrégeno no proteico en los primeros 7 dias y desde los 2 meses de
maduracion hasta el final de la misma. Los incrementos més importantes se observaron en la
evolucion del nitrdgeno aminico y el nitrégeno amoniacal que llegan a representar €l 55,3% y
el 19,1% del nitrégeno no proteico, respectivamente. El contenido en nitrogeno peptidico se
increment6 significativamente durante los primeros 7 dias de maduracién y luego disminuyé
significativamente entre los 7 y 60 dias representando hacia €l final del proceso madurativo el
25,6% del nitrégeno no proteico y € 1,88% del nitrogeno total. El descenso que sufre el
contenido en nitroégeno peptidico esta relacionado con el aumento que sufre e nitrogeno
aminico y e nitrégeno amoniacal.

Estos resultados parecen corroborar que la proteolisis es llevada a cabo en dos etapas,
la primera que se debe a la accion del cugjo sobre las ag Y b-caseina, que las degrada a
péptidos de gran tamafio y la segunda, debida a las bacterias acidolacticas (BAL) y a otros
microorganismos que pueden degradar los macropéptidos a otros mas pequefios y a
aminoécidos.

En los estudios electroforéticos efectuados en geles de poliacrilamida se aprecia una
débil degradacion de las fracciones de caseina, principalmente de la fraccién as, que se
traduce en un ligero incremento en la fraccién pre-as durante los primeros dias de la
maduracién. La b-caseina (principal sustrato de la plasmina) permanece précticamente
inalterada a lo largo de la maduracion y este fendbmeno se reflgja también en la constancia de
lafraccion g-caseina.

La accion del cuajo se gjerce principalmente sobre la agjcaseina 'y en menor medida
sobre la b-caseina, pudiendo el pH &cido frenar la accién del cugjo sobre ambas fracciones de
caseina (son inhibitorios pH < 5,8 parala ag y pH < 6,4 para la b-caseina). El valor del
cociente sal/humedad del queso también condicionala accién del cuajo sobre las caseinas.

Por lo que respecta a los fendmenos lipoliticos, se observa una evolucion similar en e
indice de acidez de la grasa y en € contenido en acidos grasos libres. Esta evolucién se
caracteriza por un incremento a lo largo de toda la maduracion, mas acusado a partir del
primer mes.
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El indice de acidez de la grasa aumenta de 1,20 en cugjada a 26,31 mg KOH/g de
materia grasa a fina de la maduracion, 1o que indica la gran intensidad de los procesos
degradativos de la grasa. Los valores finales de este indice resultan muy similares a los que
poseen las variedades de quesos azules y son superiores a los descritos para otros quesos de
cabra estudiados. El contenido en &cidos grasos (A.G.) libres se incrementa aproximadamente
20 veces alo largo de la maduracion.

Al inicio de la maduracién predominan los A.G. libres de cadena larga (C16 y C1g),
seguidos de los de cadena media (Cyg, C12 y C14) Y los de cadena corta (C4, Cg y Cg), con
porcentgjes del 33%, 28,6% y 19,3% respectivamente. Al final de la maduracion los A.G.
libres de cadena corta descienden (respecto a los &cidos grasos totales) a un 14,5%, mientras
gue los A.G. libres de cadena media y larga se mantienen con un 27% y un 32%
respectivamente. Los A.G. libres insaturados (oleico) aumentan y pasan del 19% al 27%. El
contenido en A.G. libres de cadena corta es mas elevado en € queso de Armada que en otros
guesos de cabra estudiados.

3.4.- CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Hasta el momento actual no se ha realizado ningln estudio sobre las caracteristicas
microbioldgicas de esta variedad, desconociéndose €l tipo de flora que predomina en las
distintas etapas del proceso madurativo, asi como las especies microbianas mas abundantes y
gue son en buena parte reponsables de los cambios bioquimicos que se operan en esta
variedad alo largo del afinado.

4.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOSDE ESTA TESIS

Podriamos considerar la leche como un ecosistema que aberga una poblacion
microbiana muy diversa. Con los cambios que se producen durante la transformacion de la
leche en queso unas poblaciones microbianas van sucediendo a otras en funcion de las
condiciones del medio que son modificadas continuamente por varios factores, entre ellos el
propio metabolismo microbiano.

La poblacién microbiana méas representativa en los productos lacteos y por tanto en el
queso son las bacterias acidolécticas que utilizan la lactosa como fuente de carbono y energia
y la transforman en é&cido lactico, compuesto que gerce un efecto selectivo ya durante la
elaboracion y en las primeras etapas de |la maduracion.

Los microorganismos intervienen en la maduracion de los quesos a través de la
produccion de enzimas proteoliticas y lipoliticas que segin su lugar de accion pueden ser
extracelulares o intracelulares. Las enzimas extracelulares son liberadas por la célulaa medio
circundante y es entonces cuando gjercen su accion sobre los sustratos, las intracelulares no
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son liberadas hasta que la célula muere o se lisa, por lo que hay que tener en cuenta que
después de que una poblacién microbiana haya desaparecido sus enzimas pueden seguir
actuando.

L os enterococos son muy proteoliticos, €l resto de las BAL participan en la proteolisis
degradando péptidos y aminoéacidos, si bien su efecto no es muy acentuado. Los micrococos y
los mohos pueden también tener importancia en la degradacion de las proteinas. La
degradacion de los lipidos es, fundamentalmente responsabilidad de los mohos, siendo los
quesos azules los que presentan un indice de acidez de la grasa més elevado.

El queso de Armada, variedad Sobado, se elabora en la actualidad a partir de leche
cruda, sin adicion de cultivos iniciadores, con lo cua € proceso madurativo es efectuado
unicamente por la flora autéctona de la leche. Esta situacion unida a la ausencia de controles
de la temperatura 'y de la humedad relativa de las atmésferas durante la maduracion hace que
la calidad y caracteristicas del producto final sean muy heterogéneas. Esta falta de
uniformidad limita su aceptabilidad y su difusién en los mercados. Por otra parte, aungue no
existen noticias de que su consumo haya causado problemas de salud, es un producto
potencialmente inseguro y podria causar en e futuro problemas s no se meoran sus
condiciones de produccion.

La pasterizacion de la leche destinada a su elaboracion, la utilizacién de cultivos
iniciadores propios y € control de las condiciones ambientales de maduracion permitirian la
elaboracion de un producto sanitariamente seguro y de calidad uniforme.

La inexistencia de datos acerca de las caracteristicas microbiolégicas del queso de
Armada (variedad Sobado) y la necesidad de conocer cuales son las poblaciones microbianas
de mayor influencia en la maduracion de este queso nos llevé a plantear € estudio
microbiol 6gico de esta variedad.

El estudio de la evolucion de las poblaciones microbianas a lo largo de la elaboracion
y maduracién del queso de Armada (variedad Sobado) nos permitirA conocer qué
microorganismos son los mas abundantes durante estos procesos y como se van sucediendo
unos a otros, pudiendo luego interrelacionar estos hechos con los cambios fisico-quimicos del
queso alo largo de la maduracién. Se pretende a su vez identificar un nimero representativo
de aislamientos de cada grupo microbiano, a objeto de conocer las especies mayoritarias y
gue presumiblemente son las responsables del proceso madurativo

La identificacion de las especies microbianas presentes tendria como objetivo futuro la
elaboracion de un cultivo iniciador destinado a la fabricacion a nivel industrial, partiendo de
leche pasterizada, de un producto uniforme gque guardase la mayor similitud posible con el
gueso elaborado por procedimientos artesanal es.
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El estarter debe ser responsable de la produccion de écido lactico, digestion de la
cugjaday desarrollo del aromay la textura caracteristica de la variedad. En una fase posterior
del trabgjo, ya fuera del dmbito de esta Tesis, se ensayaria la aptitud tecnolégica de las
especies seleccionadas, para, ala luz de los cambios bioguimicos acaecidos en € queso alo
largo de la maduracién, poder determinar la responsabilidad de las distintas especies en el
proceso madurativo.
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CAPITULO |I. EVOLUCION DE LOS DIFERENTES GRUPOS
MICROBIANOS DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION
DEL QUESO DE ARMADA

1.- INTRODUCCION

El grupo microbiano de mayor importancia en la leche y los productos lacteos tanto
desde el punto de vista cuantitativo como metab6lico son las bacterias acidolacticas (BAL).
Las BAL degradan lalactosay producen &cido lactico, a través bien de la ruta de las hexosas
difosfato (ruta de Embden-Meyerhof o Glucolitica) o de las pentosas-fosfato.

Mediante la primera ruta (homoléctica) se obtiene como Unico producto de la
degradacion anaerdbica de la glucosa acido lactico; ocurre en lactococos y lactobacilos
homofermentadores. Los lactobacilos homofermentadores del grupo Streptobacterium se
consideran homofermentativos facultativos, ya que aungue la degradacion de las hexosas la
[levan a cabo exclusivamente por la ruta de Embden-Meyerhof poseen también las enzimas de
la via de las Pentosas-fosfato y pueden fermentar pentosas y é&cido glucénico, en cambio los
lactobacilos del grupo Thermobacterium (homofermentadores obligados) no pueden llevar a
cabo la asimilacion de pentosas y del &cido glucénico por carecer de las enzimas de la via de
las pentosas-fosfato. La via de las pentosas-fosfato o via heterofermentativa o heterolactica
transcurrre con la formacién a partir de la glucosa de una mezcla equimolecular de lactato,
etanol y CO,, se da en leuconostocs y en lactobacilos heterofermentativos. La principal
diferencia entre las dos vias esta en los rendimientos netos de ATP, dos moles de ATP por
mol écula de glucosa fermentada para la homoléacticay 1 mol de ATP parala heterol&ctica.

Las BAL también difieren en € tipo de &cido lactico formado, producen isomeros D y
L del lactato en funcién de que posean D-lactato deshidrogenasa o L-lactato deshidrogenasa o
bien dos enzimas con distinta especificidad en cuyo caso se formaria &cido léctico racémico
(Stanier y coal., 1984):
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L actococos L-lactato

L euconostoc D-lactato
Pediococos DL-lactato

L actobacilos homofermentativos L-, DL-lactato

(Streptobacterium)

L actobacilos homofermentativos D-, L-, DL-lactato
(Thermobacterium)

L actobacilos heterofermentativos DL-lactato

Las BAL también poseen actividad proteolitica, degradan principalmente péptidos y
aminoécidos y son los principales responsables de los cambios en € nitrogeno soluble,
congtituido por péptidos de cadena cortay aminoécidos. La formacion de nitrégeno aminico y
nitrégeno amoniacal parece deberse fundamentalmente a la accién de las bacterias lacticas
(Gripon y col., 1975; Desmazeaud y col., 1976). Tienen sistemas enzimaticos complejos,
congtituidos por aminopeptidasas, dipeptidasas y tripeptidasas, siendo los lactobacilos
especialmente ricos en exopeptidasas.

El sustrato principal de las BAL eslaag caseina o su producto de degradacion laas 1
caseina (Desmazeaud y col., 1976). La accion de las bacterias lacticas es, por tanto
complementaria a la del cugjo, éste libera péptidos de alto y bajo peso molecular que son
luego degradados por las bacterias |acticas a aminoécidos y péptidos de cadena corta (Choisy
y col., 1990; Olson, 1990).

Las bacterias lacticas poseen escasa actividad lipolitica, actuando mas féacilmente
sobre la materia grasa ya parciamente hidrolizada (Choisy y col., 1990,). Cuando se
encuentran en alto nimero y durante largo tiempo en contacto con € sustrato las bacterias
l&cticas pueden hidrolizar la grasa de la leche (Fryer y col., 1967; Kamaly y col., 1990). En
lactococos y lactobacilos se han descrito sistemas lipasicos y esterasicos intracelulares
(Harper y col., 1980), cuya accion esta preferentemente dirigida hacia la liberacion de é&cidos
grasos de cadena corta (Cy4:0 a Cg:0) (Kamaly y Marth, 1989). La actividad lipasa de las BAL
se manifiestaen un pH de 5 a9y parece ser més elevadaapH 7 (Kamaly y col., 1990).

Los enterococos que también se incluyen dentro de las bacterias lécticas por su
capacidad para fermentar la lactosa 'y producir &cido lactico poseen ciertas diferencias que se
traducen en un interés no solo tecnolégico (algunas especies son proteoliticas y/o lipoliticas




27

(Mucchetti y col., 1982; Carrasco de Mendozay col., 1992)) sino también higiénico-sanitario
(pudiendo ser indicadores de contaminacion fecal y posibles patdgenos).

La familia Enterobacteriaceae incluye géneros que indican una contaminacion de
origen fecal, algunos de los cuales pueden ser enteropatégenos para € hombre; estos
mi croorgani smos suelen desaparecer en las primeras etapas de la maduracion de 1os quesos.

Las levaduras y mohos presentes ya en la leche se multiplican durante la maduracion
del queso y normamente son los grupos microbianos de evolucion més tardia 'y con
recuentos més altos en las etapas finales de la maduracion.

Las levaduras que abundan en la leche pertenecen principalmente al género Candida y
son capaces en su mayoria de metabolizar la lactosa. Mientras unas levaduras se desarrollan
en etapas tempranas de la maduracion de |os quesos, otras en cambio, lo hacen alo largo de la
maduracion, utilizando el &cido lactico producido previamente por las bacterias lacticas y
contribuyendo asi aelevar € pH.

Determinados mohos, como Geotrichum candidum son muy frecuentes en los
productos lacteos y pueden presentar recuentos elevados en las etapas tempranas de la
maduracién, mientras que los del género Penicillium aparecen en etapas més tardias.

Los mohos poseen un sistema proteolitico que libera péptidos de bajo peso molecular
y aminoécidos. Penicillium posee endopeptidasas exocelulares que degradan las caseinas as y
b, destaca asimismo la accién importante de la proteasa &cida sobre la b-caseina, asi como
también la accion de una metaloproteasa. Las exopeptidasas (carboxipeptidasa acida,
carboxipeptidasa alcalina, aminopeptidasa alcalind) degradan fuertemente los péptidos
presentes y originan alta cantidad de aminoacidos. Algunas cepas de Geotrichum candidum
son ricas en endopeptidasas y contribuyen a aumentar € nitrégeno soluble de los quesos,
teniendo también accidén degradativa sobre los aminoéacidos (desaminante) (Choisy y col.,
1990).

Los mohos son los microorganismos més lipoliticos de los quesos. G. candidum es un
moho que se desarrolla a principio de la maduracién y contribuye a la hidrélisis de los
triglicéridos, asegurando la liberacién preferentemente de acido oleico (Tahoun y col., 1982).
En los quesos azules la lipolisis se debe fundamentalmente a P. roqueforti que posee dos
lipasas de especificidad distinta, una favorecida por pH acidos y otra por pH neutros (Menassa
y Lambert, 1982).

Otro grupo de microorganismos presentes en la leche es € constituido por la familia
Micrococcaceae. Esta familia incluye fundamentalmente dos géneros de interés: Micrococcus
y Staphylococcus.
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Los micrococos acceden a la leche durante y después del ordefio. Se multiplican méas
activamente cuando las condiciones del medio son mas alcalinas, por lo tanto en el curso dela
maduracion de los quesos su crecimiento se ve favorecido por la previa degradacion del
lactato y la formacion de compuestos bésicos. Son mas proteoliticos que las bacterias lacticas.
Estos microorganismos pueden degradar |os productos de la accion del cugjo sobre la caseing,
produciendo cambios en el nitrégeno no proteico y en € nitrégeno aminico. Ciertas cepas
poseen una metal oproteasa exocelular (pH 7,4) muy activa sobre las proteinas no degradadas,
especiamente sobre la b-caseina (Choisy y col., 1990). Los micrococos poseen también
lipasas més activas que las de las BAL pero su accidn no se aprecia en quesos con mohos o
levaduras (Stadhouders y Mulder, 1958).

Los estafilococos son microorganismos indicadores de contaminacion humana o
animal. La presencia de Saphylococcus aureus en nimero elevado supone € riesgo de
permanencia en € aimento de enterotoxinas alin después de que estos microorganismos
hayan desaparecido. Algunos estafilococos coagulasa (-) de origen animal pueden también
entrafiar €l riesgo de produccién de enterotoxinas.

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos en la leche cruda indica € grado
de contaminacion, si bien son esperables unos recuentos elevados durante la elaboracion y
primeras etapas de la maduracion de los quesos, que se deben a la multiplicacién de la flora
normal y deseable, mayoritaria frente a los posibles agentes patdgenos y alterantes. Si la
maduracién de los quesos se prolonga, € recuentos de microorganismos aerobios mesofilos
ira gradualmente descendiendo como consecuencia de las condiciones fisico-quimicas méas o
menos desfavorables, segun e grupo microbiano, que se van instaurando durante el proceso.

Las bacterias psicrotrofas, por ultimo, pueden tener mucha importancia cuando la
leche es mantenida a temperaturas de refrigeracion, a las cuales son capaces de multiplicarse;
este grupo incluye microorganismos patégenos y alterantes. Las enterobacterias representan
del 5 a 33% de las bacterias psicrotrofas presentes en la leche (Thomas, 1974). Algunos
aislamientos de enterococos también pueden crecer a 7°C (Wessels y col., 1990) y tienen
actividad proteolitica.

Las bacterias psicrotrofas poseen proteasas y lipasas termorresistentes que pueden
producir alteraciones en las caracteristicas organolépticas de la leche y productos lacteos
(Cousin, 1982; Law, 1979). Las lipasas son especificas para la liberacién de &cidos grasos de
cadena corta, C4-Cg, responsables del sabor a rancio (Stead, 1986; Martin Hernandez, 1991).
Lainduccion de proteasas requiere la presencia de una fuente organica de nitrégeno, actuando
como buenos promotores algunos aminoacidos como asparaginay aspértico (Fairbainy Law,
1986).
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A lo largo de este capitulo se estudiara:

- La evolucion de los grupos microbianos més importantes desde e punto de vista
tecnoldgico e higiénico-sanitario, durante la elaboracién y maduracion del queso de
Armada, variedad Sobado: bacterias acidolécticas (lactococos, lactobacilos,
leuconostoc), enterococos, mohos y levaduras, enterobacterias, micrococéceas, flora
aerobia mesdfilatotal y flora aerobia psicrotrofa total.

- Los parédmetros fisico-quimicos que influyen en el crecimiento y en la actividad de
los sistemas enzimaticos de los microorganismos. pH, acidez titulable, Aw,
contenidos en humedad, cloruros y la interrelacion entre los valores de estos
parametros y la evolucion de los distintos grupos microbianos durante el proceso
madurativo.

2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

El control de la humedad relativa y temperatura de las salas de maduracion se llevo a
cabo mediante un Termohigrometro RATONA THERMOHY GROGRAPH modelo 9708.

Para la incubacion de los microorganismos se utilizaron estufas de aire forzado
SELECTA modelo DIGITRONIC.

Para esterilizar medios de cultivo, soluciones y determinados materiales se empled un
autoclave SULZER mod. HA-300MII y unaollaa presion CERTO-CLAV A-4050.

La esterilizacion de material de vidrio se realizd en un horno Pasteur HERAEUS a
160°C durante 2 horas.

Las pesadas ordinarias se hicieron en un granatario electronico OHAUS 1500 D, para
las de precision se utilizo una balanza digital PRECISA 125 A.

Para trabagjar en condiciones de esterilidad se empled una camara de flujo laminar
TELSTAR BV-100.

L os bafios de agua utilizados fueron SELECTA TECTRON 3473100 con regulador de
temperaturay agitacion constante.

Las medidas de pH se llevaron a cabo en un pHmetro CRISON, modelo PHM 82
STANDARD.




30

Para llevar a cabo las homogeneizaciones de las muestras se empled un
STOMACHER 400 LAB BLENDER.

Los agitadores magnéticos utilizados fueron AGIMATIC N de SELECTA y los
agitadores de tubos THERMOLY NE modelo M-16710-12 de SYBRON CORPORATION.

El material de vidrio utilizado fue PYREX o de una calidad semejante.

Todo € materia de vidrio, puntas de pipeta y utensilios diversos se esterilizd
previamente a su utilizacion, por calor seco 0 himedo, siguiendo las précticas habituales en
bacteriologia, salvo en aquellos casos en los que el material ya estaba estéril o esta condicion
No era necesaria.

2.2.- QUESOS

Para abordar la caracterizacion microbioldgica del queso de Armada se hicieron
elaborar por artesanos de la zona de produccién 4 partidas de queso con leche cruda de cabra
y siguiendo la tecnologia de fabricacion artesanal (ver procedimiento de elaboracion del
queso de Armada, descrito en la Introduccion).

Esquema de elaboracion del queso de Armada:
L eche cruda de cabra (30°C)
~ 15 ml de cuagjo 1/10.000 /100 |
~ Alcabodel hb Coagulacion
Cugada
~ Cortesradides Desuerado
~1h
La cugjada se cuelga en sacos de lienzo
~ 48h
1% Sobado (Desmenuzado de la cuajada a mano)

Se vuelve a colgar en lienzos

~ (2-3 dias)
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2° Sobado y salazonado
Moldeado (forma de prisma cuadrangular)
1 semana (secado)
Se cuelgan de nuevo en los lienzos
~ Maduracién (de 2 meses a 1 afio)
Queso madurado
De las cuatro partidas de queso elaboradas, dos fueron maduradas en verano (lotes A 'y

B) y otras dos en otofio (lotesCy D).

2.3.- RECUENTO DE LOS DIFERENTES GRUPOS MICROBIANOS DURANTE LA
ELABORACION Y MADURACION

2.3.1.- TOMA DE MUESTRAS

En cada partida se tomaron muestras de leche, cugjaday queso de 1, 2, 4, 8y 16
semanas de maduracion, y se transportaron a temperaturas de refrigeracion (<5°C) hasta el
laboratorio, realizando el mismo dia el andlisis microbiol ogico.

2.3.2- HOMOGENEIZACION DE LAS MUESTRAS Y PREPARACION DE
DILUCIONES

Se homogeneizaron durante 1 minuto 50 g de leche 0 queso tras eliminar la corteza,
tomados de modo aséptico, con 200 ml de una solucion estéril a 2% de citrato sodico
tribasico a 40-45°C. Se obtuvo asi la dilucién 1/5, a partir de la cual se prepararon diluciones
decimales sucesivas mezclando 10 ml de la dilucién previa en 90 ml de agua de peptona a
0,1%, siguiendo la norma FIL-122A:1988.

2.3.3.- RECUENTO DE LOSDIFERENTES GRUPOS MICROBIANOS

2.3.3.1.- FLORA AEROBIA MESOFILA TOTAL

Se recontd en PCA (Plate Count Agar) (Agar triptona glucosa extracto de levadura o
agar para Métodos Normalizados) (APHA, 1960). Se describe como el medio estandar para €l
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recuento de microorganismos heterétrofos aerobios y anaerobios facultativos a partir de agua,
leche, productos lacteos y otros alimentos. Se sembrd en masa, por duplicado, 1 ml de cada
dilucion. Tras mezclar homogéneamente €l agar y €l indculo, se dej6 solidificar y seincub6 a
30°C durante 48 horas.

2.3.3.2.- FLORA AEROBIA PSICROTROFA TOTAL:

Se recontd también en PCA. Se sembré por duplicado en masa 1 ml de cada dilucion.
Laincubacion se efectud a 7°C durante 10 dias.

2.3.3.3.- FLORA ACIDOLACTICA:
Se reconto en los siguientes medios de cultivo:

- Agar MSE (Mayeux y col., 1962) tras incubar a 22°C durante 4 dias. Es uno de los
medios més empleados para e recuento y aislamiento de Leuconostoc, se trata de un medio
hipersacarosado, en cuya composicion destaca la presencia de sacarosa en un 10% y de azida
sodica. La azida sodica inhibe a los gérmenes Gram (-) y en parte a los lactococos, la elevada
concentracion de sacarosa favorece la formacion de colonias mucoides por las especies de
leuconostoc productoras de dextrano (L. mesenteroides y L. dextranicum). Ademés se incuba
a 22°C, que es una temperatura mas baja que la requerida en general para las bacterias
mesofilas. Latemperatura éptima para el crecimiento de leuconostoc es de 20 a 30°C, aunque
L. cremoris y L. oenos prefieren temperaturas de 22°C y pueden requerir un tiempo de
incubacion de 48 horas. A partir de cada dilucion se sembraron, por duplicado, 0,1 ml en
superficie.

- Agar M17 (Terzagui y Sandine, 1975) tras incubar a 30°C durante 18 horas. Es un
medio electivo que se emplea para recuento y aislamiento de lactococos; se trata de un medio
muy rico que permite e crecimiento de estos microorganismos, algunos de los cuales tienen
complgios requerimientos nutricionales. Entre los componentes del medio figuran lactosa
(5%) y glicerofosfato de sodio (19%) que permite aumentar la capacidad tampdn del medio y
mantener el pH en 7,2+0,1. En este medio se sembraron también en superficiey por duplicado
0,1 ml de cadadilucion.

- Agar ROGOSA (Rogosay col., 1951) tras incubar a 30°C durante 5 dias. Este medio
se emplea para € aislamiento de lactobacilos, en su composicion lleva acetato sodico en
proporcion del 1,7% y tiene un pH de aproximadamente 5,4. Aunque es un medio bastante
selectivo puede permitir el crecimiento de pediococos y agunos leuconostoc (Perry y Sharpe,
1960); a llevar pequefias cantidades de Mn, Mg y Fe se estimula e crecimiento de los
lactobacilos. De cada dilucion se sembré por duplicado 1 ml en masa, mezclando
uniformemente con e medio de cultivo. Tras la solidificacion se afiadié una cobertera del
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mismo medio para favorecer el crecimiento de los lactobacilos (microaerdfilos). Ademés, en
ausencia de cobertera, si € crecimiento se realizara en superficie, podria verse afectado
porque durante la incubacion a 30°C durante 5 dias se produce una deshidratacion del medio
qgue se traduce en una concentracion de la azida sddica que puede llegar a inhibir €l
crecimiento de los lactobacilos.

2.3.3.4.- ENTEROCOCOS:

El recuento se llevd a cabo en Agar KAA (Kanamycin Aesculin Azide Agar Base)
(Mossel y cal.,1978). Se trata de un medio suplementado con kanamicina, que también lleva
azida sodica en su composicion. Los estreptococos del grupo D son los més resistentes a
condiciones adversas por 1o que crecen bien en este medio. Ademés segin Brandl y col.
(1985) este medio se comporta mejor que otros medios alternativos (agar KF, agar Elliker) en
el andlisis de productos lacteos. Se sembré en masa, por duplicado, 1 ml de cada dilucién,
incubando a 37°C durante 24 horas.

2.3.3.5.- MICROCOCCACEAE:

En Agar MSA (Mannitol Salt Agar) o Medio de Chapman (Chapman, 1945). Este
medio posee como agente selectivo un elevado contenido en sa (75 g/l) por lo que sdlo
creceran en este medio los microorganismos halotolerantes. También Ileva manitol y la
utilizacion de éste se manifiesta por la formacion de &cido y e consiguiente virge del
indicador. La utilizacién del manitol con formacién de é&cido esta relacionada con la
patogenicidad del microorganismo y sirve como indicativo de S. aureus. Las colonias manitol
(+), con halo luminoso y crecimiento intenso corresponden por lo general a S. aureus, otras
sin cambio de color y de crecimiento débil casi siempre corresponden a S. epidermidis entre
otros posibles. Se sembraron en superficie y por duplicado 0,1 ml del inéculo. Como en todas
las siembras en superficie e inéculo se extendié con un asa de Drigalski. Las placas se
incubaron a 30°C durante 48 horas.

2.3.3.6.- ENTEROBACTERIACEAE:

En VRBGA (Violet Red Bile Glucose Agar) (Oxoid) (Mossdl y col., 1962). Este
medio lleva como azlcar fermentable la glucosa; todas las enterobacterias degradan este
azucar, produciendo &cidos que hacen virar e medio, siendo asi facilmente detectables. El
cristal violetay las sales biliares inhiben la flora acompariante. Se sembraron en masa 0,1 ml
de cada dilucion siempre por duplicado. Tras mezclar €l indculo y €l agar (unos 15 ml por
placa), se dej6 solidificar y se afladio una sobrecapa del mismo medio. La incubaciéon se
efectud a 37°C durante 18-24 horas.




23.3.7-MOHOSY LEVADURAS:

El recuento se llevd a cabo en OGYEA (Oxytetracycline glucose yeast extract agar)
(Mossel y cal., 1970), medio disefiado para el aislamiento de mohos y levaduras a partir de
alimentos y otros materiales. Se sembro en profundidad por duplicado, 1 ml de cada dilucién,
incubando con posterioridad a 22°C durante 5 dias.

Después de mantener las placas el tiempo y a la temperatura apropiadas para cada
grupo se realizd e contgje de aguellas placas con un nimero de colonias entre 30 y 300, se
deshicieron las diluciones, expresando finalmente |os recuentos en términos de ufc/g 6 ml.

2.4.- DETERMINACION DE PARAMETROSFiSICO-QUIMICOS

El contenido en humedad y NaCl en cugjada y queso se determiné de acuerdo con las
Normas IDF 4:1982 y 17A:1972, respectivamente. En cugjada y queso € pH se determind
segin el método de la AOAC 14022:1980. El contenido de humedad y NaCl en leche se
determind de acuerdo con las Normas IDF 21B:1987 y 12A:1969, respectivamente. El pH de
laleche se midio directamente con un pHmetro PHM 82 Standard. La actividad de agua (Aw)
fue medida con un aparato Decagdn CX-1 Water Activity System.

3.- RESULTADOS

3.1- EVOLUCION DE LOS RECUENTOS DE LOS DIFERENTES GRUPOS
MICROBIANOS DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION

Lasfiguras 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 y 9 recogen la evolucién de los recuentos microbianos
en los medios PCA (mesofilos), PCA (psicrotrofos), Agar MSE, Agar M17, Agar ROGOSA,
KAA, MSA, VRBGA y OGYEA, respectivamente, a lo largo de la evolucion y maduracion
de los 4 |otes de queso estudiados.

Las Tablas | y Il muestran los valores medios de los recuentos en los distintos medios
de cultivo durante la elaboracion y maduracion de los lotes madurados en verano (A 'y B) y en
otofio (C y D) respectivamente.
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Figura 1.- Evolucion de los recuentos en PCA (incubado a 30°C - 48 h.) durante la elaboracién y
maduracion de los cuatro |otes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 2.- Evolucién de los recuentos en PCA (7°C - 10 dias) durante la elaboracién y
maduracién de los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 3.- Evolucién de los recuentos en agar MSE durante la elaboracién y maduracién de
los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 4.- Evolucién de los recuentos en agar M17 durante la elaboracién y maduracién de
los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 5.- Evolucién de los recuentos en agar ROGOSA durante la elaboracién y
maduracién de los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 6.- Evolucién de los recuentos en KAA durante la elaboracién y maduracién de los
cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 7.- Evolucién de los recuentos en MSA durante la elaboracién y maduracién de los
cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 8.- Evolucién de los recuentos en VRBGA durante la elaboracién y maduracién de
los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Figura 9.- Evolucién de los recuentos en OGYEA durante la elaboracién y maduracién de
los cuatro lotes de queso de Armada, variedad Sobado
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Tabla |.- Evolucién de los recuentos (logq ufc/g) de los grupos microbianos del queso de Armada madurado en verano. (Los datos corresponden a la
media + desviacién estandar de los valores de los dos lotes).

Semanas de maduracién

Medio de cultivo Leche Cuajada 1 2 4 8 16

PCA (30°C-48 h) 6.72+0.15 8.29+0.14 9.37+055 8.65+035 8.69+055 7.42+0.17 4.39+0.03
PCA (7°C-10 dias) 6.51+0.08 7.98+0.05 8.01+0.04 7.80+0.22 7.05+0.46 5.68+0.10 2.97+0.76
M17 6.53+0.07 7.89+0.40 9.48+0.56 8.41+0.26 7.14:x0.40 6.80+0.04 4.17+0.40
ROGOSA 4.84+0.08 5.76+0.16 8.40+0.14 8.50+0.16 8.41+0.07 7.68+0.15 4.19+0.41
MSE 5.47+0.21 6.95+0.66 8.60+0.71 8.21+0.01 8.23+0.17 7.08+0.11 3.38+0.02
KAA 4.29+0.44 5.42+0.31 6.80+0.51 6.89+0.55 6.26+0.63 3.08+0.50 0.80+1.13
MSA 4.47+0.17 5.21+0.52 4.74+0.19 3.89+0.30 4.03+1.17 4.00+£2.83 2.58+0.05
OGYEA 4.59+0.06 5.26+0.81 6.79+0.25 6.20+0.35 6.16+0.79 5.73+0.32 2.94+1.75
VRBGA 4,03+0,51 5,51+1,50 5,10+0,53 2,20+3,12




Tabla II: Evolucién de los recuentos (log1g ufc/g) de los grupos microbianos del queso de Armada madurado en otofio. (Los datos corresponden a la
media + desviacién estdndar de los valores de los dos lotes).

Semanas de maduracién

Medio de cultivo Leche Cuajada 1 2 4 8 16

PCA (30°C-48 h.) 7.55+0.44 8.46 +0.07 9.21+0.97 8.84+0.15 8.37+0.25 8.75+0.44 8.14+0.10
PCA (7°C-10 dias) 7.47+0.48 7.81+0.93 781+1.07 7.30+1.55 7.35+1.06 6.72+2.04 6.84+1.76
M17 7.40+0.76 8.47+0.26 8.83+0.53 8.55+0.12 7.50+0.10 7.05+0.37 6.38+0.71
ROGOSA 5.05+0.00 6.11+0.76 8.42+0.56 8.50+0.01 8.25+0.50 8.11+0.57 8.09+0.34
MSE 5.68+0.40 7.39+0.02 8.49+0.03 8.53+0.04 8.06+0.23 8.05+0.53 7.58+0.12
KAA 2.94+0.32 4.96+0.38 5.85+0.61 5.47+0.00 5.71+0.20 5.34:0.02 3.94+£1.70
MSA 4.66+0.04 5.27+0.23 5.37+0.42 5.06+0.13 5.39+0.67 3.85+0.65 4.20+0.56
OGYEA 4.66+0.56 5.54+0.16 6.60+0.00 6.60+0.19 6.63+0.17 5.60+0.20 5.58+0.30
VRBGA 4,89+0,91 571+0,75 4,15+0,46 1,07 £1,51 |
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32- EVOLUCION DE LOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS MAS
RELEVANTES

Las tablas I, 1V, V y VI recogen los valores de los pardmetros fisico-quimicos a lo

largo de la elaboracion y maduracion de los lotes A, B, Cy D respectivamente.

Tabla 1ll.- Evolucién de los distintos parametros fisico-quimicos durante la
elaboracion y maduracion del lote A.

Queso (semanas)
Leche  Cugada 1 2 4 8 16
pH 6,67 5,05 4,31 4,64 4,84 4,35 4,89
Aw 0,990 0966 0968 0948 0,895 0,880
Humedad 85,06 44,67 4805 3900 3091 1863 1819
NaCl 0,15 0,20 2,19 1,25 1,53 2,09 1,39

Tabla 1V.- Evolucion de los distintos parametros fisico-quimicos durante la
elaboracion y maduracion del lote B.

Queso (semanas)
Leche Cugada 1 2 4 8 16
pH 6,66 4,83 462 448 4,64 529 5,03
Aw 0,991 0971 0983 0940 0882 0,886

Humedad 8559 42,97 4436 38,73 29,56 20,57 19,36
NaCl 013 014 1,04 0,29 1,70 2,37 2,92
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TablaV.- Evolucién de los distintos parametros fisico-quimicos durante la elaboracion
y maduracion del lote C.

Queso (semanas)
Leche Cugada 1 2 4 8 16
pH 6,45 4,96 4,54 4,37 4,49 4,89 525
Aw 0,986 0960 0950 0,920 0908 0914
Humedad 83,92 50,58 4646 37,30 27,03 2421 24,87
NaCl 0,25 0,25 2,13 1,92 2,46 2,32 1,48

Tabla VI.- Evolucion de los distintos patametros fisico-quimicos durante la
elaboracion y maduracion del lote D.

Queso (semanas)
Leche Cugada 1 2 4 8 16
pH 659 5,68 468 4,78 4,62 493 4,99
Aw 0,994 0973 091 0950 0943 0,931
Humedad 82,18 49,08 52,06 4041 3593 2645 22,10
NaCl 0,10 0,21 1,45 1,32 1,58 1,45 1,26

3.3- CORRELACION ENTRE LOS RECUENTOS MICROBIANOS Y LOS
PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DURANTE LA ELABORACION Y
MADURACION

La tabla VIl recoge los valores de los coeficientes de correlacion entre los recuentos
de los diferentes grupos microbianos y los parametros fisico-quimicos més relevantes durante
la elaboracién y maduracion.




Tabla VII.- Coeficientes de correlacién entre el logyq ufc/g de los recuentos en los diferentes medios de cultivo y los parametros fisico-quimicos més relevantes

a lo largo de la elaboracién y maduracién del queso de Armada.

PCA PCA
(30°C-48 h.) (7°C-10d.) M17 ROGOSA MSE KAA MSA VRBGA OGYEA NaCl Aw Humedad pH

PCA (30°C-48h) 1

PCA (7°C-104d.) 0,76 1
M17 0,86 " 080" 1
ROGOSA 078" 047" 055" 1
MSE 0,93""" 087 N e 0,90""" 1
KAA 080" "" 072°"" 079""" 068 " 083" 1
MSA 0.,42" 0,50"" 057"" 0,18 NS 042" 0.39" 1
VREGA 0,21 NS 048" 054"" .0,32 NS 0,01 NS g9 NS 0,39" 1
OGYEA 0.80""" 064" 072" 083 " 089" 078" 051"" 0,00 NS 1
NaCl -0,05 NS .0,43" -0,21 NS 042" 0,13NS o3 NS 017 NS pe0°"" 0,27 NS 1
Aw 062""" 082""" 0,79""" 0,21 N§ 0,55 " 012" " 0,45" 0,78""" 0.44" =\ %y 7. il 1
Humedad -0,00 NS 0,35 N8 0,26 NS .0.44° 0,19 NS g o4 NS 031 NS o370 0,12 NS 070" 001" 1
pH .0,40" 0,04 NS .0,27 NS 066" "" 055" 044" 0,06 NS 0,34 NS 050" -059""" -0,07 NS 0,76 =" 4
*** p < o001.
**p< .01,
* P < .05

NS 55 005
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4.- DISCUSION

La leche utilizada para la fabricacién de los quesos presenta unos elevados recuentos
microbianos (el logaritmo de los recuentos de la flora aerobia mesofila total oscila entre 6,72
y 7,55); aunque se han observado recuentos similares en leche de cabra utilizada en la
elaboracion de otras variedades de queso (Fatichenti y col., 1979; Gutiérrez y col., 1988;
Fontecha y col., 1990; Mas Mayoral y col., 1991) estos valores fueron mucho mas altos que
los dados por otros autores (Espie y Mullan, 1987; Tirard-Collet y col., 1991; Medinay col.,
1992) y se deben al ordefio manual en condiciones poco higiénicas y a la ausencia de
refrigeracion de la leche después del ordefio. Los recuentos de los otros grupos microbianos
en leche fueron también altos pero dentro del rango que se observa en la leche destinada a la
fabricacién de otros quesos de cabra (Fatichenti y col., 1979; Gutiérrez y col., 1988; Fontecha
y col., 1990; Mas Mayora y col., 1991). Los recuentos de Enterobacteriaceae en leche (log
ufc/gramo = 4,45) se encuentran dentro del rango observado para leche de cabra usada en la
elaboracion de otros quesos de cabra espafioles (Gutiérrez y col., 1988; Gonzalez Crespo y
Mas Mayoral, 1992). Estos recuentos son més elevados que los observados en leche de oveja
por otros autores (Gaya y col., 1987; Medina y col., 1991), aunque Gaya y col. (1983)
observaron recuentos més atos (log ufc/g = 5,9) en leche de oveja empleada para la
elaboracion de queso Manchego.

Los recuentos alcanzados en la cugjada por los distintos grupos microbianos fueron
aproximadamente 1 unidad logaritmica méas altos que los observados en leche. El incremento
de la poblacién microbiana en la cugjada es un fendmeno norma en la elaboracion de los
quesos y se debe en parte ala multiplicacion microbianay en parte a laretencion fisica de los
microorganismos en la cuagjada durante el desuerado. El incremento observado en e queso de
Armada fue similar a sefialado por Medinay col. (1992) en &l queso Gredosy por Gutiérrez y
col. (1988) en & Vadeteja. Poullet y col. (1991) en & queso de oveja del Casar de Céaceres
observaron incrementos més altos (3 unidades logaritmicas). Gomez y col. (1989) en queso
Majorero observaron incrementos de 3 a 5 unidades logaritmicas, sin embargo hay que tener
en cuenta que utilizaron leche pasterizada a la que afiadieron un cultivo iniciador antes de la
coagulacion.

Los bgjos incrementos que se observan en 1os recuentos en cugjada en € queso de
Armada se podrian explicar por €l corto periodo de tiempo que transcurre entre la toma de
muestras de leche y cuagjada (aproximadamente 7 horas) en € que la multiplicacion
microbiana fue minima. Esta posibilidad es apoyada por los datos de otros autores (Tatini y
col., 1971) quienes sefidan que la retenciédn fisica de las bacterias en la cugjada es responsable
de un incremento en los recuentos en 1 unidad logaritmica, siendo € incremento restante
debido a la multiplicacion microbiana
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L os recuentos mas altos en todos los grupos microbianos se alcanzaron, generalmente,
a la semana de maduracion. El incremento en los recuentos durante la primera semana se
acompafé de una brusca caida del pH (aproximadamente 2 unidades) (ver tablas I11, IV, V y
V1) como consecuencia de la produccién de é&cido por parte de los microorganismos
presentes. Esta fuerte caida del pH es lI6gica si consideramos que los lactococos (principales
productores de &cido lactico) (recuentos en agar M17) fueron e grupo microbiano dominante
en leche, cugaday queso de una semana de maduracion.

Tras la primera semana | os recuentos de todos |os grupos microbianos decayeron lenta
e irregularmente, alcanzando, después de 16 semanas de maduracion, en los lotes madurados
en € otofio (tabla Il) recuentos aproximadamente 1 unidad logaritmica mas bajos que los que
mostraban en queso de 1 semana de maduracion. La caida mostrada por |os recuentos en M17
(presuntos lactococos) en estos dos lotes (2,45 unidades logaritmicas) fue particularmente
importante. En los lotes madurados en verano e descenso en los recuentos a lo largo de la
maduracién fue mas pronunciado (los recuentos a cabo de 16 semanas de maduracion fueron
en los diferentes grupos microbianos, por término medio, del orden de 4,5 unidades
logarimicas mas bajos que |os observados para queso de 1 semana); la caida en los recuentos
en KAA (presuntos enterococos) fue particularmente notable (6 unidades logarimicas). El
descenso en los recuentos més acentuado en estos lotes ocurrié durante las Ultimas 8 semanas
de maduraciéon (aproximadamente 2,80 unidades logaritmicas en los diferentes grupos
microbianos).

En todos los lotes, e mayor descenso en los recuentos fue e experimentado por las
enterobacterias, desapareciendo en queso de 2 semanas en los lotes A y C y en queso de 4
semanas en los lotes B y D. La desaparicion de Enterobacteriaceae a lo largo de la
maduracién de los quesos suele ocurrir lentamente. Descensos tan drésticos en |os recuentos
de Enterobacteriaceae han sido Unicamente observados en quesos de maduracion muy rapida
y muy intensa como el Cabrales (NUfiez, 1978).

En base a los coeficientes de correlacion establecidos entre e logaritmo de los
recuentos de los diferentes grupos microbianos y los distintos pardmetros fisico-quimicos
(tabla VII) la caida en los recuentos a lo largo de la maduracion parece deberse
fundamentalmente a descenso en la actividad del agua (Aw). La disminucién en la Aw fue
mas evidente en los lotes madurados en verano debido a las temperaturas més elevadas y ala
humedad relativa més baja que tenian las salas en las que se maduraban los quesos en esta
época del afio, 1o que se traduciria en una mayor pérdida de humedad de los quesos por
intercambio con e ambiente. Este fuerte descenso en la Aw en los lotes madurados en verano
coincidi6 con una fuerte disminucién en |os recuentos microbianos en esos lotes.

Los elevados coeficientes de correlacion entre los valores de Aw y los recuentos
microbianos de presuntos lactococos (r = 0,79), presuntos enterococos (r = 0,72) y
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Enterobacteriaceae (r = 0,77), indican que posiblemente sean estos grupos los mas afectados
por € descenso en la Aw. Sin embargo, Fontecha y col. (1990) observaron durante la
maduracion del queso Majorero descensos en los valores de la Aw y contenido en humedad
similares o incluso superiores a los detectados en € queso de Armada sin que hubiera
desaparicion de coliformes hasta después de los 90 dias de maduracion.

Los valoresde pH, en e rango 4,3 a4,8 alo largo de la mayor parte de la maduracion,
podrian igualmente influir en e descenso de |os recuentos de algunos grupos microbianos. Sin
embargo, esta posibilidad no se ve apoyada por los valores de los coeficientes de correlacion
entre los logaritmos de los recuentos y los valores de pH a lo largo de la maduracién (tabla
VI11). Estos resultados son particularmente sorprendentes en e caso de las enterobacterias y
contrastan con los obtenidos por otros autores que sefialan que los microorganismos
pertenecientes a este grupo microbiano son inhibidos e incluso destruidos por los bajos
valores de pH (Goe y col., 1971; Gayay col., 1983; Medinay col., 1991). A pesar de los
resultados estadisticos, no se puede descartar la contribucién de los bajos valores de pH en la
desaparicion de Enterobacteriaceae durante la maduracion del queso de Armada. La
presencia de determinadas sustancias inhibidoras producidas por la flora presente en este
gueso podria igualmente ser responsable de la desapariciéon de Enterobacteriaceae durante la
maduracién. Finalmente la alta temperatura de maduracion (aproximadamente 15°C) también
podria contribuir a este fenémeno.

El salazonado, llevado a cabo durante las operaciones de sobado de los quesos, no
parece tener mucha influencia en los recuentos (es importante sefidlar que el contenido en sal
de los diferentes quesos es bastante irregular debido a la técnica de salado utilizada; los
quesos fueron salados individua mente afiadiendo sal durante la primera operacion de salado y
es probable que no se afiadiera la misma cantidad a todos |os quesos, y que las pérdidas de sal
con € suero que escurre de la cugjada mientras se mantiene en fardeles de tela fueran
diferentes en unos quesos y en otros). Es mas, la flora con mayor tolerancia a la sd, la
perteneciente a la familia Micrococcaceae, fue conjuntamente con las enterobacterias el Unico
grupo microbiano que no se multiplicd durante la primera semana de maduracion,
experimentando incluso un descenso en este periodo en tres de los cuatro lotes estudiados. A
partir de ese momento los recuentos en MSA siguieron descendiendo lentamente hasta el final
del proceso madurativo. Otros autores (Devoyod, 1969) describieron este mismo fendmeno
durante la elaboracion y maduracién del queso Roquefort. El descenso de los niveles de
micrococaceas se puede explicar por e hecho de que parte de los microorganismos de esta
familia, los micrococos, son bacterias aerobias que no crecen bien al bajo potencial redox que
se instaura en €l interior del queso. Ademas los valores de pH observados en las primeras
semanas de maduracion del queso de Armada (tablas I11, 1V, V y VI) podrian contribuir al
descenso y/o desaparicién de agunas especies de esta familia Mattick y col. (1959)
observaron que en condiciones de pH bajo (aproximadamente 5,0) tenia lugar un répido
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descenso en € numero de estafilococos. Sharpe y col. (1962) relacionan pHs relativamente
altos (6,6) con la permanencia de estos microorganismos en el queso durante un largo periodo
de tiempo. Ademés, aunque estos microorganismos son halotolerantes, los bajos valores de
pH que se establecen en este queso podrian incrementar su sensibilidad a la sal. Las BAL
podrian igualmente g ercer un control sobre esta poblacién microbiana, que se deberia no silo
al efecto de la acidez producida, y por tanto del bagjo pH, sino también a la produccion de
bacteriocinas de accién especifica. Algunos autores (Gaya y col., 1988; Stecchini y col.,
1991) sefidan la influencia negativa de la flora acidoléctica, procedente de la leche cruda o
bien del estarter afadido, sobre la poblacion de micrococosy estafilococos.

Considerando conjuntamente los cuatro lotes, los lactobacilos (recuentos en agar
ROGQOSA) fueron € grupo microbiano dominante en los Ultimos estadios de la maduracion.
Esta circunstancia podria deberse a la mayor facilidad que tienen los lactobacilos para crecer a
bajos valores de pH (Nufez, 1976; McDonald y col., 1990), posibilidad corroborada por la
elevada correlacion negativa que se establece entre los recuentos (en unidades logaritmicas)
de los presuntos lactobacilos y los valores de pH (tabla VI1). La elevada resistencia de los
lactobacilos a la sal (Sharpe, 1979) puede también ser causa de su predominio en las Ultimas
etapas de la maduracion.

Los recuentos de mohos y levaduras se mantuvieron relativamente constantes a 1o
largo de todo el proceso madurativo (en torno a 10°-10° ufc/g), salvo en la partida A donde
experimentaron un notable descenso en las Ultimas 4 semanas. La actividad de las levaduras
gue metabolizan e é&cido lactico, conjuntamente con la liberacién de compuestos alcalinos
resultantes de la degradacion de las proteinas, podria ser |a responsable del incremento de pH
observado en este queso tras la primera semana de maduracion.

Se puede concluir que las bacterias acidolacticas constituyen la flora dominante
durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada.

En las primeras ocho semanas de maduraciéon no se apreciaron diferencias
significativas en los recuentos de los diferentes grupos microbianos asociadas a la estacion en
la que se maduraron los quesos. SAlo en los quesos de 16 semanas de maduracion (Ultimo
punto de muestreo) los recuentos en los quesos madurados en verano fueron mas bajos que
los de los quesos madurados en otofio. Estas diferencias fueron especiamente notables en la
flora aerobia mesdfila total (P < 0,001), presuntos leuconostocs ( recuentos en agar MSE) (P
< 0,001) y presuntos lactobacilos (recuentos en agar ROGOSA) (P < 0,05).
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CAPITULO I1. ESTUDIO DE LA FLORA ACIDOLACTICA DURANTE
LA ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE ARMADA

1.- INTRODUCCION

Las bacterias acidolacticas (BAL) comprenden varios géneros de microorganismos
Gram (+), entre los que se encuentran Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y
Enterococcus. Consideraremos conjuntamente lactococos, leuconostoc y lactobacilos y en
otro capitulo se hara referencia a los enterococos ya que éstos, ademés de tener un papel
tecnol 6gico, sirven como indicadores de la calidad higiénica

Este grupo microbiano lleva a cabo actividades metabdlicas como la fermentacion de
lalactosa con produccién de acido lactico, degradacion de proteinas y lipidos y produccion de
compuestos del aroma, y poseen capacidad para potenciar o inhibir el crecimiento de otros
microorgani Smos.

Las BAL pueden ser homo o heterofermentadoras. Las homofermentadoras degradan
las hexosas por la via glucalitica y rinden &cido lactico como producto final. Las
heterofermentadoras siguen la ruta de las pentosas-P y producen acido lactico, CO,, acetato
y/o etanol.

Los lactococos son homofermentadores, degradan la lactosa durante las primeras
etapas de la maduracion de los quesos, siendo responsables de los cambios que ocurren en los
estadios tempranos de la maduracién y que directa o indirectamente van a influir en €l
desarrollo del sabor y en la marcha del proceso madurativo. EI metabolismo de la lactosa en
los lactococos es dependiente de las condiciones del medio. Los lactococos producen L(+)
lactato como unico producto final de la fermentacion de los carbohidratos cuando las bacterias
crecen con exceso de glucosa o lactosa. El metabolismo de la glucosa en un medio sin O2 es
homoléctico, pero en cultivos donde la glucosa o la lactosa son limitantes, o s la fuente de
energia es la galactosa, se pueden formar otros compuestos finales ademés del lactato
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(acetato, formiato, etanol y CO») (Thomasy col., 1979, 1980). Este fendbmeno se debe a que
la concentracién de fructosa (1,6) difosfato (FDP) y de triosas-fosfato disminuye y como la
FDP activa a la lactato-DH vy las triosas-P inhiben a la piruvato-formiato-liasa, €l piruvato se
transforma en formiato, acetato y etanol (Fordycey col., 1984).

Los lactococos fermentan rdpidamente la lactosa. En précticamente todos los tipos de
guesos se encuentran las especies Lactococcus lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris
y ambas son responsable del proceso de acidificacion (Collins, 1962). Segin Devoyod (1969)
la produccion de &cido léctico por ciertos lactococos se ve estimulada por la presencia de
enterococos, que a tener una actividad proteolitica intensa proporcionarian sustancias de
crecimiento paralafloraléactica (Litopoulou-Tzanekaki y Tzanetakis, 1992).

Los leuconostoc, en cambio, pertenecen a grupo de las bacterias |&cticas
heterofermentadoras (producen gas a partir de la glucosa), no desaminan la argininay pueden
metabolizar €l citrato s en € medio se encuentra otra fuente de energia disponible. Estos
microorganismos no llevan a cabo la degradacién de la glucosa por la ruta glucolitica, ya que
carecen de una enzima clave, la fructosa (1,6) dP-aldolasa, empleando en cambio la ruta de
las pentosas-P y de la fosfocetolasa, cuyos enzimas claves son la glucosa 6-P-DH y la xilulosa
5-P-cetolasa. Los leuconostoc crecen en la leche en asociacion con los lactococos pudiendo
degradar los carbohidratos y generar compuestos del aroma una vez que los lactococos han
metabolizado buena parte de la lactosa a &cido léctico (la capacidad de los leuconostoc para
metabolizar la lactosa es mucho menor que la de los lactococos (Garvie, 1984)). Los
leuconostoc forman D(-) lactato a partir de la glucosa, asi como acetato, etanol y COp;
algunos leuconostoc pueden producir ademas compuestos del aroma no sblo a través de la
ruta heterofermentadora de degradacion de la glucosa sino también a partir del citrato.
Leuconostoc cremoris y L. lactis se suelen incluir en los fermentos para la fabricacion de
algunos quesos y otros derivados lacteos, por la capacidad de formar compuestos del aroma.

Los lactobacilos crecen en asociacién con lactococos y leuconostoc. Tienen un
metabolismo de degradacion de los azlcares que puede ser homofermentativo o
heterofermentativo. Los primeros utilizan la ruta glucolitica y producen Unicamente &cido
lactico a partir de la lactosa, no pudiendo fermentar las pentosas. Los lactobacilos
heterofermentadores degradan la glucosa por la ruta del 6-P-gluconato y rinden como
productos finales lactato, acetato, formiato y CO,, también pueden fermentar |as pentosas.

Existe, ademas, otro grupo de lactobacilos, los heterofermentadores facultativos, cuyo
metabolismo depende del medio de cultivo; normalmente llevan a cabo la degradacion de las
hexosas por la ruta glucolitica a acido lactico, pero s la glucosa es limitante podria ser
degradada a &cido lactico y otros productos finales. Los lactobacilos realizan un metabolismo
de la lactosa més lento que los lactococos, que les preceden normalmente en e curso de la
maduraciéon. Degradan la lactosa residual y producen lactato y compuestos aromaticos
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(acetato, etanol, diacetilo, COo) (Law y Kolstad, 1983), pueden llevar a cabo isomerizaciones
y racemizaciones del &cido lactico produciendo D(-) lactato y DL-lactato (Thomas y Crow,
1983), y degradar acidos organicos como citrato (via piruvato y oxalacetato) a CO» y lactato o
acetilo (Whiting, 1975).

Los lactobacilos son contaminantes importantes de los quesos y pueden llegar a
alcanzar concentraciones de 10° ufc/g. Se consideran bacterias "non-starter, no incluyéndose
normalmente entre los microorganismos gque forman parte del cultivo iniciador empleado en
lafabricacion de los quesos. Entre |os lactobacilos més frecuentemente aislados en 1os quesos
madurados se encuentran Lactobacillus plantarum, L. casei y L. brevis.

1.1.- Metabolismo ddl citrato en las bacterias acidolacticas

Dentro del género Lactococcus, L. lactis subsp. diacetilactis puede metabolizar €l
citrato contribuyendo a desarrollo del aroma en ciertos productos lacteos. Como
consecuencia del metabolismo del citrato se produce acetato, formiato, lactato, etanol, CO y
a-acetolactato (intermediario en la sintesis de acetoina, diacetilo y butanodiol).

Starrenburg y Hugenholtz (1991) observaron crecimiento de Lactococcus lactis subsp.
lactis con citrato y en ausencia de lactosa, |0 que indica que se genera energia durante el
metabolismo del citrato, parte se origina en la conversion del acetil-CoA a acetato durante la
fermentacion heteroléctica y se produce 1 mol de ATP por molécula de citrato degradada a
piruvato.

Algunas BAL necesitan también la presencia de un cosustrato para metabolizar €l
citrato (Cogan, 1987); de hecho, no se habia descrito previamente €l crecimiento de las BAL
en presencia de citrato como Unica fuente de energia debido posiblemente a que las
condiciones que permiten el crecimiento con citrato son muy criticas. En el metabolismo del
citrato influyen condiciones del medio como pH, concentracién de lactosa, de O, etc (Cogan
y col., 1981; Kaneko y col., 1990). Starrenburg y Hugenholtz (1991) observaron que la
utilizacion del citrato por los lactococos y leuconostoc era mayor en rangos de pH entre 5,5y
6,0. El citrato, que puede estimular e crecimiento de Lactococcus lactis subsp. lactis, a
pH<5,5 comienza a ser toxico y a pH>6,0 no es utilizado.
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1.2.- Capacidad proteoliticay lipolitica de las bacterias acidolacticas y accion inhibitoria
sobr e microor ganismos patégenosy alterantes

1.2.1.- Papel en la proteolisis

El papel de los lactococos en la hidrdlisis de la caseina es escaso, sin embargo atacan
los productos derivados de la accion de la quimosina sobre la caseina, originando péptidos y
aminoécidos que a lo largo de la maduracion de los quesos iran incrementando su
concentracion (Kaminogaway col., 1986).

La quimosina actla sobre la k-caseina, localizada en la superficie de las micelas de
caseina desestabilizandolas, con o que las caseinas asi, as y b quedan expuestas ala accién
de las proteinasas y peptidasas microbianas.

El sistema proteolitico de los lactococos esta constituido por (Smid y col., 1991):
- Proteinasas caseinaliticas, asociadas ala pared celular.
- Peptidasas extracelulares.
- Sistema de transporte de aminoécidos.
- Sistema de transporte de péptidos.
- Peptidasas intracelulares.

Las proteinasas asociadas a la pared celular actlan sobre la caseina rindiendo
oligopéptidos, éstos suelen ser restos de 10 a 12 aminoéacidos, comprendidos entre los
residuos aminoacidicos 53 a 93 y 164 a 209 de la b-caseina. Se han descrito 2 tipos de
proteinasas asociadas a la pared celular y que difieren en su especificidad, laAP |y laAP 11,
las proteinasas tipo AP | son especificas parala b-caseinay las AP |11 paralas caseinas as, b
y k, algunas cepas de lactococos poseen proteinasas de ambos tipos (Visser y col., 1986).
Aunqgue hay variabilidad en la especificidad de las proteinasas hacia las caseinas, la b-caseina
parece ser la més susceptible (Olson, 1990).

En los lactobacilos las proteinasas se encuentran asociadas a la pared celular como se
ha demostrado en L. bulgaricus (Argyle y col., 1976), L. helveticus (Vescovo y Botazzi,
1979) y L. casel (Neviani y col., 1984; El Soday col., 1986). Estas proteinasas actlan sobre la
as, caseinay la b-caseina produciendo un compuesto mayor y otros menores. Ezzat y col.
(1984) han demostrado también la existencia de una proteasa ligada a la pared celular en L.
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lactis, L. helveticus y L. bulgaricus. L. plantarum posee también proteinasas asociadas a la
pared celular pero en general es menos proteolitico que L. casel.

1.2.2.- Actividad peptidasa

La mayoria de los péptidos liberados por las proteinasas no pueden ser incorporados
directamente ala célulay tienen que sufrir hidrdlisis por accion de peptidasas extracelulares,
dando lugar a péptidos més cortos y aminoécidos que son transportados al interior de la célula
por medio de sistemas de transporte especificos para aminoacidos y paradi y tripéptidos.

Yan y col. (1987) caracterizaron en lactococos dos endopeptidasas posiblemente
ligadas ala pared celular, una de ellas con especificidad para el péptido as;-CN liberado en la
maduracion y sin actividad frente a proteinas como la as-caseina, b-caseina, k-caseina, a-
lactoalbimina o b-lactoglobuling, la otra endopeptidasa tenia la misma especificidad de
sustrato (as3-CN) pero también podia hidrolizar péptidos algo mayores.

También se han detectado exopeptidasas en lactococos, principamente
aminopeptidasas de localizacion no clara, ligadas a la pared celular o intracelulares (Olson,
1990; Requena y col., 1991). Es posible que haya ambos tipos en funcion de la especie y
cepas de lactococos ya que mientras Law y Kolstad (1983) detectaron la existencia de una
peptidasa ligada a la membrana celular o ala pared celular en L. lactis subsp. lactis, Exterkate
(1984) detecta una actividad Lys-aminopeptidasa en L. lactis subsp. cremoris, localizada
basicamente en € interior celular. No se ha detectado actividad carboxipeptidasa por 1o que
los lactococos solo podrian degradar péptidos comenzando por e extremo amino (Smid y col.,
1991).

En los lactobacilos la actividad peptidasa podria estar localizada en la pared celular o
en la membrana celular, existiendo también la posibilidad de que pudiera localizarse en €l
interior celular y que los derivados peptidicos atravesaran la envoltura de la célula (Law,
1979; Exterkate, 1984; Thomasy Pritchard, 1987).

En la pared celular de Lactobacillus casel, donde reside la actividad proteasa y una
actividad exopeptidasa extracelular, no se detectd actividad aminopeptidasa, dipeptidasa o
carboxipeptidasa. EI Soda y col. (1978) establecieron que € 94% de la actividad
aminopeptidasa se localiza en la fraccion soluble intracelular.

La presencia de un sistema exopeptidasa intracelular se pone de manifiesto por la
hidrdlisis de los componentes menores (EI Soda y col., 1978), pudiendo existir peptidasas
intracelulares (dipeptidasas, tripeptidasas, aminopeptidasas, endopeptidasas) que degradan los
péptidos a aminoécidos libres (Smid y col., 1991).
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Aungue generalmente se ha dado mas importancia a sistema proteolitico de los
lactococos y lactobacilos, los leuconostoc poseen un sistema intracelular péptido-hidrolasa,
con actividad dipeptidasa y aminopeptidasa, ademas de una actividad caseinolitica general
(El-Shafei y col., 1990).

La actividad proteolitica puede verse afectada por € pH que provoca ateraciones en la
estructura activa de las enzimas o en € centro activo de las mismas (De Giori y col., 1985).

1.2.3.- PAPEL EN LA LIPOLISIS

Las bacterias | &cticas tienen baja actividad lipolitica (Deeth y Fitz-Gerad, 1975; Fryer
y col., 1967; Stadhoudersy Veringa, 1973), pero son capaces de hidrolizar la grasa de laleche
cuando se encuentran en suficiente nimero y en contacto con €l sustrato durante un largo
periodo de tiempo (Fryer y col., 1967).

Las enzimas lipoliticas de las BAL son mas efectivas frente a monoglicéridos y
diglicéridos que frente a triglicéridos (Requena y col., 1991) y la actividad lipolitica de las
BAL esta preferentemente dirigida hacia la liberacién de acidos grasos de cadena corta (Singh
y col., 1973).

El sistema esterolitico presenta una gran especificidad para determinados é&cidos
grasos (butirico, caproico, caprilico).

Umemoto y col. (1968) observaron que la lipasa de las bacterias |acticas tiene un pH
optimo entre 6 y 8, cuando la tributirina actia como sustrato; en consonancia con estos
resultados Kamaly y col. (1990) establecen rangos de actividad de la lipasa de las BAL sobre
lagrasade laleche apH desde 5 a9, con un maximo apH 7. La actividad lipasa parece tener
una temperatura éptima de accion de 37°C (Umemoto y col., 1968; Kamaly y col., 1990). La
actividad esterolitica y lipolitica es maxima durante la fase logaritmica de crecimiento (Lee 'y
Lee, 1990) y disminuye al entrar en lafase estacionaria

Segun varios autores (Carini y col., 1972; Chander y Chebbi, 1972; Singh y col.,
1973) las lipasas de las bacterias lacticas serian intracelulares y a morir las células
difundirian a medio circundante, produciendo la hidrdlisis de la grasa; otros autores (Kamaly
y Marth, 1989) establecen que los lactococos poseen lipasas intracelulares y extracelulares.

Aunqgue la actividad lipolitica y esterolitica que poseen las BAL es limitante vy
probablemente no contribuya mucho a aroma del queso (Stadhouders y Mulder, 1958), si
puede tener cierta influencia en el desarrollo del mismo (El Soda y col., 1986; Lee y cal.,
1986).
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1.2.4.- ACCION INHIBITORIA SOBRE MICROORGANISMOS PATOGENOS Y DE
DETERIORO

Lactococcus lactis subsp. lactis y L. lactis subsp. cremoris inhiben e crecimiento de
muchas bacterias Gram (+), mientras Lactococcus lactis subsp. diacetilactis, Leuconostoc
cremorisy L. dextranicum inhiben alas bacterias Gram (-) a través de la produccion de acido
l&ctico, de H2O», y de bacteriocinas producidas igualmente por |os lactobacilos.

Existen dudas a cerca de cdmo influyen estos factores sobre € crecimiento
microbiano, por gemplo se sabe que la actividad del acido léctico depende del pH del medio
y el que existe alo largo de la maduracién de los quesos no es e mas idoneo para la expresion
de la maxima actividad bactericida de este compuesto. El pH del medio determina que €l
&cido se encuentre en la forma disociada o sin disociar (forma esta Ultima en la que es mas
activo). Dado que € pKa del &cido es de 3,9, a un pH superior a éste se encontrara
completamente disociado, y tendria poca actividad bactericida (Ross, 1981).

2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

Ademés del material general descrito en el capitulo | se utilizaron microscopios
Opticos OLYMPUS CHB CO11 y de contraste de fases NIKON 8TR-Ke-Ph.

2.2.- METODOS

2.21.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

Los géneros que se incluyen dentro de las BAL poseen muchas caracteristicas
comunes por lo que resulta dificil la eleccion de un medio adecuado para € recuento y
aislamiento de cada género por separado (Reuter, 1985).

En los medios MSE, ROGOSA y M17 de cada lote y para cada punto de muestreo se
aislaron de modo aleatorio, con ayuda de un disco de Harrison (Harrigan y McCance, 1979),
10 colonias en aquellas placas que contenian entre 30 y 300, manteniéndose en frascos de
agar MRS inclinado (Man y col., 1960) en refrigeracion hasta e momento de su purificacion.
Una vez purificadas las cepas se guardaron en cado MRS a temperatura de congelacion
anadiendo un 20% de glicerol como crioprotector, hasta proceder a su identificacion.

Se aislaron un total de 840 cepas (70 por lote y por medio de cultivo).
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El medio generamente empleado para cultivar y realizar pruebas de identificacion fue
el MRS. Durante el proceso de identificacion, periddicamente, se realizé unatincion de Gram
en cada cepa a objeto de comprobar la pureza del cultivo.

2.2.2.- ADSCRIPCION A GENERO
Para adscribir a género se realizaron las siguientes pruebas:

- Gram y morfologia: La tincién de Gram se hizo a partir de un cultivo en MRS
incubado a 30°C durante 14 a 17 horas; se extendi una gota del cultivo en un portay se dejo
secar a aire, luego sefijo a calor y se hizo latincion. Se observo con el objetivo de inmersion
el carécter Gram (+) 6 (-), lamorfologiay la disposicion de las células.

- Catalasa: A un cultivo en agar MRS de 24 horas a 30°C se le afadieron unas gotas
de agua oxigenada a 30%, la produccion de burbujas debido a desprendimiento de O» por
descomposicion del HoO» indicd la positividad de la reaccion.

- Produccién de CO» a partir de la glucosa: Se utiliz6 e medio semisdlido de
Gibson (Gibson y Abd-El-Malek, 1945) en tubos. Tras la inoculacion de la cepa se afiadio un
tapon de agar agua 'y se dejo solidificar, observando los tubos a las 24, 48, 72 horasy alos 7
dias de incubacién a 30°C. La produccion de gas se puso de manifiesto por la formacién de
burbujas que a veces conllevé agrietamiento del medio y desplazamiento del tapon de agar. A
los 7 dias se pueden introducir los tubos que dieron un resultado negativo en un bafio de agua
a30°C paradilatar €l gas que haya podido quedar retenido y no se apreciase previamente.

Esta prueba permite discernir entre bacterias homofermentadoras vy
heterofermentadoras, s bien hay que tener en cuenta que ciertos lactobacilos
homofermentadores pueden volverse heterofermentadores en determinadas condiciones, como
por gjemplo ante bajas concentraciones de glucosa (Moat, 1985).

- Desaminacién de la arginina: A una gota de un cultivo en caldo MRS con un 0,3%
de monoclorhidrato de L-arginina, incubado a 30°C durante 3 dias, se le afiadid una gota del
reactivo de Nessler con el fin de demostrar la produccién de amoniaco. La aparicion de un
color naranjarmarrén indico la positividad de la reacciéon. La prueba se reaiz6 siempre
comparando con un testigo positivo y otro negativo.

En la prueba de produccion de amoniaco a partir de la arginina es importante la
composicion del medio, siendo critica la concentracion de glucosa. Con una concentracion de
glucosa del 2% solo las especies de lactobacilos heterofermentadores producen amoniaco
(Briggs, 1953), con wuna baa concentracion de glucosa no solo las especies
heterofermentativas producen amoniaco sino que también algunas cepas de L. plantarum
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pueden producirlo (Keddie, 1959). Un medio que resulta adecuado para este fin es el caldo
argininaMRS, que lleva 0,3% de argininay 2% de glucosa (Sharpe, 1962).

La prueba de desaminacion de la arginina permite diferenciar los lactobacilos
heterof ermentadores de los leuconostoc; a veces morfol égicamente son dificiles de separar, ya
gue los lactobacilos pueden adoptar una morfologia cocoide y los leuconostoc pueden
aparecer como cocobacilos o bacilos cortos. Se diferencian porque los leuconostoc nunca
desaminan la arginina. Lactobacillus viridescens, dentro del grupo de los lactobacilos
heterofermentadores, asi como todos los leuconostoc, no llevan a cabo la desaminacién de la
arginina, por lo tanto y en funcion del perfil de fermentacion de azlcares la prueba de la
produccion de amoniaco va a permitir discernir en estos casos a nivel de género.

En los lactococos es una prueba de adscripcion a especie, permite distinguir L. lactis
subsp. lactis de L. lactis subsp. cremoris.

- Crecimiento a 10°C: Para lactococos y leuconostoc es una prueba que confirma la
adscripcién a género. Se realizo en caldo MRS incubando durante 7 dias. El crecimiento en
ambos casos fue, por |o general positivo.

- Crecimiento a 45°C: Se observd en caldo MRS tras 48 horas de incubacion,
permitiendo diferenciar entre lactococos y enterococos.

- Crecimiento en MRS con un 6,5% de NaCl: Se observé la presencia o no de
crecimiento tras incubar a 30°C durante 2 dias en caldo MRS con ese porcentaje de sal.

Estas dos Ultimas pruebas permitieron diferenciar entre lactococos y enterococos
(ambos son cocos homofermentadores). Los lactococos no crecen a 45°C y/o 6,5% sd,
mientras que |os enterococos si pueden crecer en esas condiciones.

Los cocos Gram (+), catalasa (-), homofermentadores, que crecen a 10°C y a 40°C
pero no lo hacen a 45°C y/o 6,5% de sal y que pueden o no desaminar la arginina se
consideraron lactococos. En las cepas que crecian a 45°C y/o 6,5% sal se hicieron pruebas
correspondientes a grupo de |los enterococos.

En los medios de cultivo M17, MSE y ROGOSA se aislaron algunas cepas
pertenecientes al género Enterococcus que fueron identificadas de acuerdo con los métodos y
criterios descritos en € siguiente capitulo. Sus caracteristicas bioquimicas y culturales
aparecen también descritas en el capitulo siguiente.

Las formas cocoides o cocobacilares, Gram (+), catalasa (-), heterofermentadores, que
no desaminan laargininay no crecen a45°C, se consideraron leuconostoc.




Se consideraron, por Ultimo, lactobacilos los bacilos o cocobacilos, Gram (+), catalasa
(), con metabolismo homo o heterofermentador, pudiendo |os homofermentadores crecer a
15°C (grupo Streptobacterium) o0 ser incapaces de crecer a esa temperatura
(Thermobacterium). En medio KAA, donde los aislamientos fueron fundamentalmente
enterococos que se estudian en € capitulo siguiente, se aisaron a las 16 semanas de
maduracién 6 cepas del género Lactobacillus, que fueron adscritas a especie de acuerdo con la
metodol ogia que se describe en €l apartado siguiente.

2.2.3.- ADSCRIPCION A ESPECIE
Para adscribir a especie se realizaron las siguientes pruebas.
- Crecimiento a 37°C (Leuconostoc): En caldo MRS durante 3 dias.

- Crecimiento a 40°C (lactococos): En caldo MRS durante 2 dias, permite diferenciar
entre Lactococcus lactis subsp. lactisy L. lactis subsp. cremoris.

- Crecimiento a 45°C (en caldo MRS durante 2 dias) y Crecimiento a 15°C (en caldo
MRS durante 10 dias). Estas dos pruebas permiten establecer dos subgrupos dentro de los
lactobacilos homofermentadores: Thermobacterium, que se corresponde con |os lactobacilos
homofermentadores obligados y Streptobacterium, que se corresponde con los
heterofermentadores facultativos. El crecimiento a 45°C no es discriminativo, ya que el grupo
Thermobacterium crece a 45-50°C y el grupo Streptobacterium puede o no crecer a esa
temperatura, sin embargo, € crecimiento a 15°C si permite diferenciar entre ambos
subgrupos, los lactobacilos del grupo Thermobacterium no crecen a 15°C, los
Streptobacterium siempre crecen a15°C y por lo general también a6°C.

Los heterofermentadores obligados (subgrupo Betabacterium) no crecen a 45°C (sdlo
L. fermenti) y crecen a 15°C (salvo L. fermenti).

- Crecimiento en presencia del 4% de NaCl: En caldo MRS con ese porcentgje de
sal, después de incubar a 30°C durante 48 horas. El crecimiento en presencia del 4% de sa
discrimina entre Lactococcus lactis subsp. lactisy L. lactis subsp. cremoris. También permite
discriminar entre |as distintas especies de leuconostoc.

- Crecimiento en presencia del 6,5% de NaCl: En cado MRS con € 6,5% de sal,
incubando a 30°C durante 48 horas. Esta prueba permite también discriminar a nivel de
especie dentro del género Leuconostoc; Leuconostoc mesenteroides y L. paramesenteroides
pueden crecer con ese porcentaje de sal.

- Crecimiento en presencia del 10% de etanol (Leuconostoc): En caldo MRS con
10% de etanol. Se incubd a 30°C y se observo el crecimiento alas 24, 48 y 72 horas. Permite
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diferenciar entre la especie Leuconostoc oenos, que crece en presencia del 10% de etanal, y €
resto de los leuconostoc que no o hacen (Garvie, E.I., 1967).

- Produccién de dextrano (leuconostoc): Se empled el medio Agar sacarosa (Evans'y
col., 1956; Garvie, 1960) que lleva en su composicién un 5% de sacarosa. La produccién de
dextrano se pone de manifiesto por la formacion de colonias mucosas y permite diferenciar
especies dentro de los leuconostoc; L. mesenteroidesy L. dextranicum producen dextrano y el
resto no.

- Prueba de Voges-Proskauer y Utilizacion del citrato: Estas dos pruebas se
efectuaron en las cepas del género Lactococcus;, permiten diferenciar L. lactis subsp.
diacetilactis del resto de los lactococos.

Laprueba de Voges-Proskauer permite comprobar |a produccion de acetoina a partir
de la glucosa, utilizando como medio de cultivo el caldo glucosa-P. Se siembra en este medio
y seincubaa 30°C durante 2 a 7 dias, a cabo de ese tiempo se efectla |la prueba.

La acetoina (acetilmetilcarbinol) es un compuesto intermediario en la sintesis del
butanodiol a partir del é&cido piravico, después de la incubacion la adicion de un dcali al
medio asegura que en presencia de esta sustancia cualquier cantidad de acetoina que esté
presente se oxide a diacetilo; el diacetilo combinado con arginina, creatina o creatinina
ofrecera un color rosado.

Para detectar la produccién de acetoina se siguié € Método de Barrit (1936), que
emplea una solucion etandlica de a-naftol a 6% y una solucion de KOH al 16%. Este método
es muy sensible (consigue detectar 1 ppm de acetoina).

A 1 ml del cultivo (en caldo glucosa-P, incubado durante 2 a 7 dias a 30°C) se afiaden
0,5 ml de una solucion de a-naftol a 6% y 0,5 ml de KOH a 16%. Se agita el tuboy s se
forma un precipitado rojo (generalmente a cabo de 5 minutos) la reaccion es positiva, S no se
aprecian cambios de color lareaccion es negativa

La prueba de utilizacién del citrato emplea como medio € agar citrato de Simmons
que lleva en su composicion citrato sodico en proporcion del 2%.

Partiendo de un cultivo en cado MRS, se centrifugd, lavando las células por
resuspension y centrifugacion sucesiva en una soluciéon de NaCl (8,5 g/l). A partir de una
suspension salina de células lavadas se sembr6 el medio con una aguja de platino o asa muy
descargada y se incubd a 30°C, durante 7 dias. La utilizacién del citrato se caracteriz6 por una
reaccion alcalina que cambi6 el color del medio de verde a azul fuerte.

El agar citrato de Simmons posee fosfato amoénico como Unica fuente de nitrégeno, y
citrato sddico como Unica fuente de carbono. S6lo pueden crecer 10os microorganismos que
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utilizan el citrato como fuente de C, dado que éstos pueden también utilizar sales inorganicas
de amonio como Unica fuente de N, el metabolismo de estas sales hace que el medio se vuelva
alcainoy se produzca el virge del indicador (azul de bromotimol) de verde a azul.

- Fermentacion de azlcares: Se empled e medio de fermentacion MRS, ligeramente
modificado, omitiendo la glucosa y e extracto de carne que suele contener pequefias
cantidades de carbohidratos (Man y col., 1960; Harrigan y Mc Cance, 1979). El pH del medio
de fermentacion es importante ya que puede determinar la actividad enzimatica de la célula.
Para lactococos y leuconostoc se gjusto el pH a aproximadamente 7,0, para lactobacilos € pH
se gusto a 6,0-6,5 (se prefiere ligeramente &cido) (Sharpe, 1962). Como indicador se utilizo el
purpura de bromocresol a 0,004%.

Los azlcares se prepararon por separado en soluciones a 10% y se esterilizaron por
filtracién, afiadiéndose asépticamente al medio hasta obtener una concentracién final del 2%.

Las células microbianas de las cepas a ensayar se lavaron mediante centrifugaciones y
resuspensiones repetidas en una solucion salina (8,5 g/l de NaCl), partiendo del sedimento de
un cultivo en caldo MRS.

Las células de cada cepa, resuspendidas en la solucion salina, se inocularon en €l
medio de fermentacién con cada uno de los azlicares en una placa de microtitulo, con la
finalidad de economizar material y reactivos; seguidamente se incubd a 30°C y se efectuaron
lecturas alas 24, 48y 72 horasy alos 5 dias. La utilizacion de los azlicares se manifestd por
el virgie del medio de fermentacion desde e color violeta inicial hasta una tonalidad
amarillenta. La lectura que se tom6 como més representativa a la hora de anotar el carécter
positivo 0 negativo en la fermentacion de un azlicar determinado fue la de 72 horas.

Se ensayaron |os siguientes azlcares.

Para lactococos. arabinosa, inulina, xilosa, glicerol, sucrosa, sorbitol, trealosa,
ramnosa, manitol, ribosa, salicina, maltosay rafinosa.

Para leuconostoc: arabinosa, celobiosa, fructosa, glucosa, lactosa, maltosa, melibiosa,
sacarosa, salicinay trealosa.

En los lactobacilos se probaron distintos azlUcares para € grupo de los
homofermentadores y para los heterofermentadores. Para los homofermentadores se
ensayaron: arabinosa, lactosa, melibiosa, sucrosa, xilosa, inulina, rafinosa, ramnosa, sorbitol y
sorbosa; para los heterofermentadores. arabinosa, celobiosa, lactosa, melezitosa, melibiosa,
rafinosa, salicing, trealosay xilosa.

Las cepas se agruparon por patrones bioquimicos de fermentacion de azlcares, asi
como por similitud en las caracteristicas fisiol0gicas para compararlas con patrones modelo y




67

se identificaron siguiendo los criterios de Garvie (1986) para los leuconostocs, Kandler y
Weiss (1986) para los lactobacilos y Mundt (1986) paralos lactococos.

3.- RESULTADOS

Lastablas |, Il y Il recogen respectivamente la identidad y la distribucion por puntos
de muestreo de |os aislamientos efectuados en los medios M17, MSE y ROGOSA.

Se aislaron en total 190 cepas pertenecientes a género Lactococcus, de las cuales 128
seaislaronen M17, 61 en MSE y 1 en ROGOSA.

Del total de lactococos (190), 159 se incluyeron en la especie Lactococcus lactis
subsp. lactis, 2 en L. lactis subsp. diacetilactis y 27 en L. lactis subsp. cremoris, 2 cepas no se
pudieron identificar anivel de especie.

L. lactis subsp. lactis representd el 83,68% del total de lactococos aislados, L. lactis
subsp. cremoris el 14,21%y L. lactis subsp. lactis var. diacetilactis el 1,05%.

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas identificadas como lactococos se recogen
enlatablalV.

En nuestro estudio el agar M17 mostr6 una moderada selectividad para el aislamiento
de Lactococcus (solo el 45,71% de las cepas aisladas en M 17 se adscribieron a este género).

Como leuconostoc se identificaron un total de 54 cepas, 46 aidladas en MSE, 4 en
M17y 4 en ROGOSA.

De estas 54 cepas, 5 se identificaron como Leuconostoc paramesenteroides, 13 como
L. mesenteroides subsp. mesenteroides y 36 como L. mesenteroides subsp. dextranicum. No
se detecto la presenciade L. cremorisni L. lactis.

Respecto a total de Leuconostoc aislados, L. mesenteroides subsp. dextranicum
representd e 66,66%, L. mesenteroides subsp. mesenteroides € 24,07% vy L.
paramesenteroides el 9,26%.

Hemos constatado la escasa selectividad del agar MSE en e aslamiento de
leuconostoc (sdlo e 16,42% de los aislamientos realizados en MSE pertenecieron a este
género) a pesar de que este medio lleva en su composicion un 10% de sacarosay un 0,0075%
de azida sddica; s bien hay que tener en cuenta que e 84% de las cepas de este género fueron
aidadas en este medio. También hemos podido comprobar la dificultad que entrafia la
adscripcion fiable a especie de los micoorganismos de este género cuando se utilizan
Unicamente caracteres fenotipicos.
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La tabla V muestra las caracteristicas bioguimicas de las cepas identificadas como
leuconostoc.

De las 409 cepas de lactobacilos aidadas, 241 (229 homofermentadoras y 12
heterofermentadoras) 1o fueron en ROGOSA, 57 (46 homofermentadoras y 11
heterofermentadoras) en M17 y 111 (102 homofermentadoras y 9 heterofermentadoras) en
MSE. De las 409 cepas de lactobacilos, 377 se consideraron lactobacilos homofermentadores
(Streptobacterium) y 32 se consideraron heterofermentadores (Betabacterium). Entre |as cepas
aisladas no se encontrd ningun lactobacilo perteneciente a grupo Thermobacterium.

Las especies encontradas en e grupo de los lactobacilos homofermentadores fueron:
Lactobacillus plantarum (215 cepas), L. casei subsp. casei (158) y L. casei subsp. alactosus

(3 cepas).

En & grupo Betabacterium se identificaron 25 cepas como pertenecientes a la especie
L. brevis, 2 como L. fermentumy 5 especies sin identificar.

Respecto a total de cepas de lactobacilos, L. plantarum represento el 52,56%, L. casei
var. casel el 38,63% y L. casel var. alactosus el 0,73%. L. brevis represento el 6,11% de los
lactobacilos totales y L. fermentum el 0,49%.

El agar ROGOSA mostré una selectividad bastante elevada para el asilamiento de
lactobacilos. Fueron clasificados como lactobacilos el 86,07% de los aislamientos efectuados
en este medio.

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas del grupo Streptobacterium se muestran
en la tabla VI. En esta tabla se recogen también las caracteristicas de las 5 cepas de
Lactobacillus casel subsp. alactosus y de la cepa de Lactobacillus casei subsp. casei aisladas
a partir de queso de 16 semanas en agar KAA.

En la tabla VII se recogen las caracteristicas bioquimicas de las cepas del grupo
Betabacterium.

Finalmente reiterar que en los tres medios de cultivo (M17, MSE y ROGOSA) se
aislaron cepas posteriormente identificadas como Enterococcus y cuyas caracteristicas seran
expuestas y discutidas en e capitulo siguiente de esta memoria. Su distribucion por puntos de
muestreo aparece también recogidaen lastablas|, 11 y 1I1.
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Tabla I.- Distribucién de las especi isladas en agar M17 durante la fabri 5n y mad i6n de los tro lotes de queso de Armada, variedad Sobado.
Semanas de maduraci6n

Especies Leche Cuajada 1 2 4 E] 16

N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%)
Lactococcus lactis ssp. lactis 19 47,5 25 62,5 28 70 21 825 15 3zs B 128 7 17.5
Lactococeus lactis
ssp. diacetilactis - 2 5 = e _ . -
Lactococcus lactis
§8p. cremoris 1 25 1 25 _ 4 10 iy =1 _
Lactobacillus plantarum 1 2,5 _ _ 4 10 - 17 425 4 10
Lactobacillus casei ssp. casei 1 2,5 - 1 2,5 § 125 6 15 4 10 3 7.5
Lactobacillus brevis = ! _ 1 28 = 1 25 4 10
Lactob, fer i 3 o~ 1 25 i — 1 25
Lactobacilli no identificados = = _ . 1 25 1 25 1 25
L oides
S$Sp. mesenteroides — = i 1 2,5 . _ _ _
1 ”
ssp. dextranicum =l 74 2 5 - s = 1 25
Enter malodoratus o i s 1 2,5 2 5 1 25 1 2,5
Enterococcus faecalis 1. o = 2 5 8 20 4 10 7 17,5
Enterococcus faecium = | i =i 1 25 il _
Enterococcus
inter faecalis-faecium = - _ _ 3 7.5 = =
Enterococei no identificados . s — _ _ _ 1 25
Enterococcei dudosos _ 1 2,5 N o N _ o
B ias no acidolacti 4 10 1 25 _ - 2 5 3 7.5 3 7.5
Cepas perdidas 14 -35 10 25 9 225 . 2 5 4 10 7 17,5
Total 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100
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Tabla Il.- Distribucién de las especies aisladas en agar MSE durante la fabricacién y maduracién del queso de Armada, variedad Sobado.

Semanas de maduracién

Especies Leche Cuajada 1 2 4 8 16

N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N® cepas (%) N°® cepas (%)
Lactococcus lactis ssp. lactis 10 25 13 325 13 325 2 5 — = .
Lactacoccus cremoris -] 15 5 125 3 7.5 3 7.5 4 10 = -
Lactococei no identificados 2 5 -, _ e a— - —
Lactobacillus plantarum 1 25 3 7.6 2 B 12 30 17 425 28 J0 21 52.5
Lactobacillus casei ssp. casel = — = 3 7.8 3 7.5 2 5 10 28
Lactobacillus brevis - . i _ 1 2.5 1 2.5 7 175
Leuconostoc mesenteroides
$Sp. mesenteroides 2 5 1 25 3 75 4 10 2 5 _ _
Leuconostoec mesenteroides
55p. dextranicum 1 2,5 3 7.5 10 25 4 10 B 10 7 17,5 —
Leuconostoc paramesenteroides 3 7.5 2 5 e e — -
Enterococcus malodoratus 6 15 = 2 5 4 10 7 17.5 1 2,5 .
Enterococcus faecalis 1 25 3 7.5 T e e o _
Enterococcus
inter faecalis-faecium - 1 2,5 o = - e -
Enterococei dudosos 1 2,5 . . . ) _ _
Bacterias no acidolacticas = = = 1 25 . 1 2,6 1 2.5
Cepas perdidas 10 25 8 20 5 12,5 7 17,5 2 5 Zi 1 2.5

Total 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100
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Tabla |ll.- Distribucién de especies aisladas de agar Rogosa durante la elaboracién y maduracién de cuatro lotes del queso de Armada, variedad Sobado.

Semanas de maduracién

Especies Leche Cuajada 1 2 4 8 16

N°® cepas (%) N° cepas (%) N® cepas (%) N° cepas (%) N°® cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%)
Lactococcus lactis ssp. lactis o8 1 2,5 a8 . _ i~ .
Lactobacillus plantarum 8 20 9 22,5 19 47,5 21 52,5 19 47,5 23 8§75 [:] 15
Lactobacillus casei ssp. casei 26 65 20 50 16 40 12 30 17 42,5 13 325 16 40
Lactobacillus casei ssp. alactosus 1 2,5 e = 1 25 . _ 1 2,5 1 25
Lactobacillus brevis 1 2,5 " . 1 25 . s 8 20
Lactobacilli no identificados - = — = it 1 2,5 1 25 =
Leuconostoc mesenteroides
ssp. dextranicum o 4 10 - - - P e
Enterococei dudosos 1 25 18 2,5 i . L — =
Bacterias no acidoldcticas 1 2,5 = — 1 25 _ = —
Cepas perdidas 2 5 5 12,5 B 10 5§ 125 3 7.5 2 5 9 225

Total 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100
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Tabla IV: Caracteristicas bioquimicas de las cepas de lactococos aisladas durante la
elaboracion y maduracién del queso de Armada, variedad Sobado.

Caracteristicas L. lactis ssp. L.lactisssp. L. lactisssp. lactisvar.  Sinidentificar

lactis cremoris diacetylactis

N° de cepas 159 27 2 2
Crec. 45°C - - - -
Crec. 40°C 129 18 1 -
Crec. 10°C 159 22 2 2
Desam. de Arg 158 1 1 -
Diacetilo - - 2 -
V.P. - - 2 -
Crec. 4% 159 7 2 2 (+-)
Crec. 6,5% - - - -
Fermentacion:

Arabinosa 19 1(+/-) - 2
Xilosa 56 1(+/-) 1 1
Sucrosa 35 22 - 2
Treadlosa 159 23 1 2
Manitol 72 19 - 2
Sdicina 159 22 1 2
Rafinosa - 11 - 2
Inulina - - - -
Glicerol 4 - - 1
Sorbitol 4 18 - -
Ramnosa 5 18 - -
Ribosa 124 23 2 2

Maltosa 159 23 1 2
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Tabla V: Caracteristicas bioquimicas de las cepas de Leuconostoc aisladas durante la
elaboracion y maduracién del queso de Armada, variedad Sobado.

Caracteristicas L. mesenteroides L. mesenteroides L. paramesenteroides
bioquimicas Ssp. mesenteroides ssp. dextranicum

N° de cepas 13 36 5
Crec. al10°C 13 36 5
Crec. a37°C 13 35 Oy 1(+-)
Cre. 4% NaCl 13 35 3
Cre. 6,5% NaCl 9y 2 (+-) 5 0
Prod. dextrano 13 36 0
Fermentacion de:
Arabinosa 11y 2 (+-) 21 (+/-) 3 (+-)
Celobiosa 13 2 (+-) 5
Fructosa 13 36 5
Glucosa 13 36 5
Lactosa 13 36 5
Maltosa 13 36 5
Melibiosa 12y 1(+-) 36 5
Sacarosa 13 36 5
Salicina 6y 2(+-) 1(+/-) 3y 2(+-)
Trealosa 6y 3(+-) 1(+/-) 1y 4 (+-)
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Tabla VI: Caracteristicas bioquimicas de las cepas de lactobacilos homofermentadores
aisladas durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado

Caracterigtica L. plantarum L.casel ssp.casel L. casal syp. casal var. alactosus
N° de cepas 215 158 3
Crec. 45°C 8 6 -
Fermentacion de:

Arabinosa 68 - -
Lactosa 215 158 -
Melibiosa 215 - -
Sucrosa 184 139 3
Xilosa 8 - -
Inulina 3 7 -
Rafinosa 137 - -
Ramnosa 43 - -
Sorhitol 166 49 2

Sorbosa 9 17 2
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Tabla VII: Caracteristicas bioguimicas de las cepas de lactobacilos heterofermentadores
aisladas durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado.

Caracteristica L. brevis L. fermentum
N° de cepas 25 2
Crec. 15°C 25 2
Crec. 45°C - 2
Desam. Arg 25 2
Fermentacion:

Arabinosa 25 2
Celobiosa - 2
Lactosa 16 2
Melecitosa - 2
Mélibiosa 17 2
Rafinosa - -
Sdicina - 2
Treadlosa - 2
Xilosa 25 2
Manosa - 2

4.- DISCUSION

El agar M17 mostr6 una selectividad moderada para el aislamiento de lactococos en
este queso (solo e 45,71% de los aislamientos obtenidos en este medio fueron clasificados
como lactococos). La especie de lactococos que se aislé en mayor proporcion fue Lactococcus
lactis subsp. lactis. Esta especie constituyo el 47,5% de los aislamientos efectuados en leche,
su proporcion se incrementd en cugjada (62,5% de los aislamientos) y todavia mas en queso
de una semana (70% de los aislamientos). A partir de este momento su presencia descendio
notablemente alcanzando bajas proporciones en queso de 8 semanas de maduracion (12,5% de
los aidlamientos) y de 16 semanas (17,5% de los aislamientos en M17 en este punto de
muestreo). El aislamiento de Lactococcus lactis subsp. diacetilactis y de Lactococcus lactis
subsp. cremoris fue précticamente testimonial. Los estudios previamente efectuados por otros
autores, en diferentes variedades de queso, coinciden en sefiaar estas dos especies como muy
minoritarias frente a Lactococcus lactis subsp. lactis. Algunos autores incluso (Martinez-
Moreno (1976) en queso Manchego, Mas y Gonzédlez Crespo (1992) en queso de los Ibores,
Tzanetakis y Litopoulou-Tzanetaki (1992) en Telemé, Poullet y col. (1993) en queso del
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Casar de Céceres), aislaron Unicamente Lactococcus lactis subsp. lactis, si bien algunas de
estas cepas eran consideradas como atipicas.

El descenso en el nimero de lactococos a partir de la primera semana de maduracion
tiene lugar probablemente debido al efecto inhibitorio de los bajos valores de pH alcanzados
(ver tablas 111 a VI del capitulo 1) y de la elevada concentracion sal/humedad, que entre la8 'y
16 semana de maduracién alcanza valores del 9% aproximadamente. Este descenso, incluso
més pronunciado, ha sido también observado por otros autores en diferentes variedades de
quesos; Litopoulou-Tzanetaki (1990), trabgjando en queso Kefaotyri, observé una total
desaparicion de los lactococos a partir del dia 15 de maduracion; en queso Telemé
(Tzanetakis y Litopoulou-Tzanetaki, 1992) la desaparicion se produjo en momentos
probablemente méas tempranos todavia, no observandose lactococos a partir del 5° dia de
maduracion.

Aunque los lactococos estan presentes en précticamente todas las variedades de queso
estudiadas hasta la actualidad, en agunas variedades de queso no han sido detectados.
Thompson y Marth (1986) trabagjando en queso Parmesano y utilizando como medio de
recuento y aislamiento agar APT, aidaron a lo largo del proceso madurativo Unicamente
lactobacilos; Tzanetakis y Litopoulou-Tzanetaki (1992) tampoco detectaron lactococos a lo
largo de la maduracion del queso Feta utilizando como medios de aislamiento agar MRS y
agar ROGOSA. Bien es verdad que en ambos casos los medios utilizados, debido
fundamental mente a sus bajos pHs, no son los mas idoneos para el aislamiento de lactococos.

Los lactobacilos que se aislaron en proporciones insignificantes a partir de agar M17
en los primeros estadios de la maduracién, constituyeron las especies dominantes en queso de
8 semanas (57,5% de los aislamientos efectuados en agar M17) y de 16 semanas (32,5% de
los aislamientos).

El aislamiento de leuconostoc en agar M17 fue vestigial. De las 280 cepas aisladas en
este medio solo 4 fueron adscritas a este género. Es finamente destacable el aislamiento de
cepas de Enterococcus a partir sobre todo de la cuarta semana de maduracion.

El nimero de cepas perdidas, entre los aislamientos efectuados en agar M17, fue muy
elevado, especialmente en los tres primeros puntos de muestreo (leche, cugjaday queso de 1
semana). Es necesario apuntar que préacticamente todas estas pérdidas se produjeron durante la
fase de purificacion de las cepas (pases aternos en agar MRSy caldo MRS), lo que nos lleva
a sospechar que posiblemente estas cepas no fueran bacterias acidol &cticas.

Como hemos sefidlado previamente en el apartado de resultados de este capitulo, a
pesar de su elevado contenido en sacarosa (100 g/l) y de la presencia de azida sddica (0,075
g/l), el agar MSE mostr6é en nuestro caso una selectividad muy baja para el aislamiento de
Leuconostoc (sdlo e 16,42% de los aislamientos efectuados en este medio pertenecieron a
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este género), bien es verdad que € agar MSE fue de los tres medios utilizados para €l
aislamiento de la flora acidoléctica el que nos permitié el aislamiento de un mayor porcentaje
de leuconostoc por lo que podria considerarse como electivo para €l recuento y aislamiento de
este género. Este medio de cultivo ha sido previamente ensayado por otros autores con
resultados ligeramente més satisfactorios que los nuestros. Alonso Callgja (1991), trabajando
en queso de cabra de Valdeteja, identific6 como Leuconostoc € 28% de las cepas aidadas en
agar MSE. Poullet y col. (1993), en queso de oveja del Casar de Céceres, obtuvo un 48,5% de
leuconostoc entre los aislamientos efectuados en este mismo medio. En este medio podria
hacerse un aislamiento y recuento selectivo de las especies que producen dextrano (y forman
por lo tanto colonias mucosas, facilmente reconocibles), pero sin embargo las colonias de
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc lactis y Leuconostoc
paramesenter oides son totalmente indistinguibles de las de lactococos y lactobacilos.

Las especies de leuconostoc aisladas del queso de Armada coinciden con las
identificadas en otros quesos de cabra (Fatichenti y col., 1979; Fontecha y col., 1990;
Litopoulou-Tzanetaki y Tzanetakis, 1992; Mas y Gonzdlez Crespo, 1992). Leuconostoc
mesenteroides subsp. dextranicum fue la especie de Leuconostoc mas abundante, siendo su
presencia particularmente importante en queso de una semana (25% de los aislamientos en
agar MSE) y en queso de 8 semanas (17,5%). Esta especie fue también descrita como
mayoritaria en el queso de cabra de Valdetgja (Alonso Callgja, 1991) y en quesos elaborados
con leche de otras especies como € Cabrales (NUfiez y Medina, 1979) y e Roquefort
(Devoyod, 1969).

La baja selectividad mostrada por €l agar MSE hace que las especies aisladas en este
medio sean un fiel reflgjo de la evolucién globa de la flora acidoléctica a lo largo de la
elaboracion y maduracién de este queso. Los lactococos (L. lactis subsp. lactis y L. lactis
subsp. cremoris) fueron los gérmenes mayoritariamente aislados en este medio a partir de
leche, cugada y queso de 1 semana, mientras que los lactobacilos (L. plantarumy L. casei
subsp. casei) predominaron entre |os aislamientos efectuados a partir de queso de 2, 4, 8y 16
semanas de maduracion.

El nimero de aislamientos perdidos, de entre |os efectuados en este medio fue también
importante, particularmente en los primeros puntos de muestreo. Como ocurrié con e agar
M17, practicamente todas las pérdidas se produjeron cuando las cepas estaban en la fase de
purificaciéon y estaban siendo cultivadas en agar y caldo MRS. Esta dificultad para crecer en
medio MRS nos llevé igualmente a sospechar que no se trataba de bacterias acidol &cticas.

El agar ROGOSA, por dltimo, mostré una selectividad bastante elevada para el
aislamiento de lactobacilos (se clasificaron como tales el 86,07% de los aislamientos
efectuados en este medio). En nuestro estudio € agar ROGOSA mostré una selectividad
mayor que la observada por otros autores. Poullet y col. (1993) sblo identificaron como
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lactobacilos e 39,3% de los aislamientos efectuados en este medio. Alonso Callgja (1991) por
su parte, trabajando en queso de Valdeteja, observo una deficiente selectividad de este medio,
sobre todo en leche, cugada y queso de 2, 5 y 10 dias, donde aid6 a partir de €
fundamentalmente leuconostoc. Kandler y Weiss (1986) sefidlan que aunque en € agar
ROGOSA crecen bien los lactobacilos, no es completamente selectivo y pueden crecer en é
otras bacterias acidolcticas como leuconostocs, pediococos, enterococos, bifidobacterias (en
muestras de origen intestinal) e incluso levaduras. Las especies de lactobacilos
mayoritariamente aisladas en este medio fueron Lactobacillus casel subsp. casel y
Lactobacillus plantarum. Estas dos especies se hallaron en practicamente la misma
proporcion y con una distribucion muy similar en todos los puntos de muestreo; son las
especies que mejor se desarrollan con un 5% de sal y un pH inicia de 5,0, por lo que su
resistenciaalasa y ala acidez puede explicar € hecho de que sean las especies dominantes
en la mayoria de los quesos madurados (Sharpe, 1979). Estas dos especies resultaron también
mayoritarias en otros quesos de cabra como e Mgjorero artesanal (Fontecha y col., 1990),
Majorero industrial (Gomez y col., 1989), blanco-salmuerizado (Litopoulou-Tzanetaki y
Tzanetakis, 1992) e Ibores (Mas 'y Gonzdlez Crespo, 1992); sin embargo en casi todos estos
quesos Lactobacillus plantarum predomind claramente sobre L. casel subsp. casel, cosa que
no ocurrié en e queso de Armada. Ambas especies fueron también aidadas como las Unicas
especies de lactobacilos en € queso Tafi de vaca (De Giori y col., 1983) y como mayoritarias
en el Cabrales de mezcla (Nufiez y Medina, 1979).

De estas dos especies L. casel subsp. casel parece ser la de mayor significacion
tecnologica. Este microorganismo ha sido descrito como la especie de Lactobacillus
predominante en quesos de vaca como € de Ledn (Rodriguez Medinay col., 1995), el Palmita
venezolano (Ferrer Ocando y col., 1991), Kefalotiry (Litopoulou-Tzanetaki, 1990) y queso
Cheddar Irlandés (Jordan y Cogan, 1993). En queso Parmesano, Lactobacillus casei subsp.
casei fue la bacteria acidoléctica mayoritaria y la Unica aidada a partir del segundo mes de
maduracién. En queso Pamita venezolano es considerada como la principal especie
responsable de las caracteristicas organolépticas del queso elaborado con leche pasterizada
(Ferrer Ocando y col., 1987; Ferrer Ocando y col., 1991). La contribucion de este
microorganismo en el desarrollo del sabor y del aroma del queso Cheddar ha sido puesta de
manifiesto en numerosos trabajos (Marth, 1963). Més recientemente Trepanier y col. (1991)
comprobaron que la adicién de células vivas de L. casei subsp. casei y de homogeneizados de
células de esta misma especie a queso Cheddar da lugar a un queso madurado de buena
calidad con un 40% més de aroma con respecto a los quesos control elaborados sin este tipo
de adiciones.

Solamente 10 cepas de lactobacilos fueron identificadas como Lactobacillus brevis, 8
de ellas a partir de queso de 16 semanas. Aungue este fendmeno también se ha observado en
queso de vaca de Ledn (Rodriguez Medinay col., 1995), es bastante atipico € aislamiento de
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Lactobacillus brevis a fina del proceso madurativo. En otros quesos donde se aislé esta
especie u otros lactobacilos heterofermentativos (Litopoulou-Tzanetki, 1990; Thompson y
Marth, 1986), se aislaron fundamentaimente en los primeros momentos de la maduracion,
desapareciendo después debido a su sensibilidad a las condiciones ambientales adversas.
Lactobacillus brevis ha sido aislado también en queso Cabrales (Nufiez y Medina, 1979), en
€l queso Casar de Céceres (Poullet y col., 1993) y en queso Suizo (Langsrud y Reinbold,
1973). En esta Gltima variedad es considerado responsable del sabor &cido.
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CAPITULO 1Il. ESTUDIO DE LOS ENTEROCOCOS AISLADOS
DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE
ARMADA

1.- INTRODUCCION

L os enterococos se encuentran entre |os muchos contaminantes de laleche y productos
l&cteos. Estos microorganismos pueden acceder alalechey a queso através del aire, agua,
estiércol, insectos, o del equipo durante la elaboracion.

Durante mucho tiempo se han considerado indicadores de las condiciones higiénicas
observadas durante la produccion y procesado de los aimentos, su presenciaen e aguay los
alimentos era un indice de contaminacién fecal a igual que la presencia de coliformesy otras
enterobacteridceas (Batish y Ranganathan, 1984). Como también se tenia en cuenta su
capacidad para producir alteraciones en e producto (algunas cepas son atamente
proteoliticas) y el carécter patdgeno relacionado con la produccién de enterotoxinas, se
rechazaban |os productos en [os que se encontraban presentes en proporciones el evadas.

Actuamente se cuestiona s los enterococos pueden reamente ser considerados
indicadores de contaminacion fecal ya que al tratarse de organismos muy resistentes a
condiciones adversas como la temperatura, sal 0 acidez, no se podria relacionar claramente su
presencia en un aimento con contaminacion fecal (Bossi y col.,1986). Para evaluar la
importancia 'y € significado de la presencia de estos microorganismos en un alimento, y su
repercusion en la salud, seria necesario considerar antes varios factores como el tipo de
producto, su tecnologia de elaboracién o la concentracion en la que estén presentes.

En tecnologia quesera los enterococos forman parte de la flora microbiana normal de
guesos elaborados con leche cruda, por o que su presencia ha comenzado a interpretarse de
modo diferente. Como la contaminacion se produce de modo totalmente a azar, la
concentracion a la que se encuentran estos microorganismos varia mucho de unos quesos a
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otros (Hernandez y col., 1989). La presencia de agunas especies podria ser incluso deseable
ya que poseen determinadas caracteristicas que permitirian su utilizacion como cultivos
iniciadores. La presencia de otra flora complementaria a las bacterias acidoléacticas parece
necesaria para que se desarrollen las caracteristicas de textura 'y aroma que diferencian a los
guesos artesanales.

L os enterococos tienen capacidad de acidificar, de producir compuestos aromaticos, de
degradar proteinas y lipidos, bacteriolitica y estimulante de la actividad de lactococos y
leuconostoc (Devoyod y Muller, 1969; Devoyod y Desmazeaud, 1970).

La actividad acidificante (que como es sabido depende tanto de la aptitud para
fermentar la lactosa como de la resistencia a la acidez desarrollada) es, en los enterococos,
altamente variable de unas cepas a otras e incluso dentro de la misma especie (Carrasco de
Mendoza y col., 1992). Si bien las bacterias lacticas que cominmente se emplean como
estarters producen una acidificacion final del medio superior, algunas especies de enterococos
(E. faecalis var. liquefaciens) llevan a cabo una acidificacion més répida (Schmidt y
Lenoir,1972).

La capacidad de producir compuestos arométicos como diacetilo o acetoina es
bastante débil (Schmidt y Lenoir, 1972) y es probable que ademés de la lactosa los
enterococos empleen otro tipo de sustratos como aminoacidos para la produccion de écidos
organicos (propiénico o acético) (Ferrer Ocando y col., 1993).

Los enterococos también pueden ser capaces de utilizar € citrato de modo similar a
como lo hace Lactococcus lactis subsp. diacetilactis. Como principales productos de la
degradacién del citrato producen CO» y acetato. El citrato puede, ademés, representar una
fuente adicional de piruvato para las células. El metabolismo del piruvato parece ser muy
similar a observado en las bacterias del grupo N streptococci; los principales productos
derivados del piruvato son acetato, CO», acetoinat+diacetilo y lactato. Teniendo en cuenta que
la formacion de acetoinay diacetilo no ocurre hasta que la ruta de formacion de acetato se ha
saturado, cuando esta ruta esta blogueada (por inhibicion de la piruvato-deshidrogenasa) tiene
lugar e desvio metabdlico hacia la formacion de acetoina y diacetilo, obteniéndose como
productos finales de la degradacién del citrato, acetato, acetoina y/o diacetilo y CO»
(Coventry y col., 1978).

La posibilidad de ocasionar deterioro en los alimentos estd en relacion con la
capacidad proteolitica que es muy evidente en cepas de la especie Enterococcus faecalis var.
liquefaciens. Si esta especie se encuentra en muy elevada proporcion, la calidad del producto
se puede ver deteriorada por degradacion de las proteinas y aparicion de sabores amargos. E.
faecium puede provocar ateraciones en productos lacteos envasados, originando sabores
&cidos y texturas anormales (Devoyod, 1969). Ademas algunas cepas de E. faecalis y E.
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faecium pueden, incluso, ser proteoliticas a temperaturas de refrigeracion (Wessels y col.,
1990).

Los enterococos poseen sistemas proteoliticos extracelulares y endocelulares. E.
faecalis var. liquefaciens posee proteinasas extracelulares que hidrolizan las caseinas (a y ) y
otras proteinas de la leche liberando péptidos y polipéptidos (Schmidt y Lenoir, 1972;
Mucchetti y col., 1982; Garcia de Fernando y col., 1991a y b; Garcia de Fernando y cal.,
1992). Las proteinasas endocelulares de E. faeciumy E. durans son liberadas a medio con la
lisisdelacéula(Schmidt y Lenoir, 1972).

No esta claro en qué rango de pH y T2 se desarrolla la actividad éptima de la proteasa
endocelular de E. faecium. Segun Wallace y Harmond (1970) tiene lugar a pH 7,5,
conservando alguna actividad a pH 5,5-6,0 (de modo smilar a la actividad primaria y
secundaria de las proteasas de Lactococcus lactis). Esto supondria la existencia de dos
enzimas o bien dos formas ionizables del mismo enzima. Segin Schmidt y Lenoir (1972), la
actividad Optima ocurririaa pH 5,4-5,7 y T2de 45°C.

También se aprecian similitudes entre la estabilidad térmica de la proteasa intracelular
de Enterococcus faecium y la de la proteasa extracelular de Lactococcus lactis. Tras un
calentamiento de 97°C a99°C y aun pH de 6,0-7,5, la endoproteasa de Enterococcus faecium
se mantiene estable durante un periodo de 60 minutos y pierde el 10% de actividad aun pH de
8,5 después de 30' y € 21% da cabo de 60. Esta termoestabilidad puede deberse a una
estabilidad inherente a la molécula o bien a la presencia de factores protectores (Wallace y
Harmond, 1970).

La actividad 6ptima de la proteasa extracelular de E. faecalis ocurre aun pH de 7,3, y
a pH 5,6 (més proximo a que suele darse en un queso) presenta un 50% de la actividad
méxima (Schmidt y Lenoir, 1972).

Aunque los enterococos son principalmente proteoliticos, también pueden tener
capacidad para hidrolizar los triglicéridos de la leche, esta capacidad lipolitica es més intensa
en cepas de la especie E. faecalis var. liquefaciens (Carrasco de Mendozay col., 1992).

Lalipasade E. faecalis es especifica sobre todo para triglicéridos con acidos grasos de
cadena corta, capaces de formar facilmente emulsiones, como la tributirina, y tiene menos
preferencia hacia lipidos con largas cadenas de AG insaturados, como latrioleina. El orden de
preferencia seria: tributirina>tricaproina>tricaprilina>trioleina (Chander y col., 1979).

El pH y temperatura Optimos para la actividad de lalipasa de E. faecalis es 7,5 y 40°C,
respectivamente, y ligeras variaciones por encima y debgo de esos valores inhiben la
actividad de la enzima (Chander y col., 1979).
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Se suele apreciar una similitud entre la especificidad y las condiciones éptimas de
actuacion (pH y T9) de las lipasas de enterococos y bacterias lacticas (Umemoto y col., 1968).

Pompei y col. (1992) han ensayado la actividad bacteriolitica de |os enterococos frente
a especies de micrococéceas, concluyendo que se trata de una propiedad constante en todas
las cepas de una misma especie, pero que varia entre cepas de diferentes especies. La
produccion de sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) comienza en la fase logaritmica de
crecimiento y su actividad es maxima en la fase estacionaria (Villani y col., 1993).

Mc Kay (1990) demostro la produccién por E. faecium de una bacteriocina cuya
accion antimicrobiana era especialmente intensa frente a Listeria. La produccion de
bacteriocinas parece requerir la presencia de determinadas sustancias como péptidos; si éstos
se encuentran en concentracion limitada pueden no ser producidas. E. faecalis produce
también una sustancia de naturaleza proteica, activa frente a Listeria monocytogenes, L.
innocua y cepas de enterococos. Es moderadamente estable al calor, (resiste calentamientos
de 90°C/30', manteniendo e 50% de su actividad después de 100°C/30' y se inactiva
completamente después de 121°C/15"); esta bacteriocina se inactiva también por accién de
determinadas enzimas proteoliticas, con excepcion de la pepsina (Villani y col., 1993).

Las bacteriocinas producidas por enterococos pueden tener aplicacion en la
identificacion de este grupo microbiano y a ser resistentes a la renina también tendrian
aplicacion tecnolégica. Se podrian incluir cepas de enterococos con esta propiedad en los
estarters lacticos, asi € pH é&cido y las bacteriocinas gjercerian un efecto sinergista en la
inhibicién de Listeria y otros microorganismos patdgenos (Giraffay col., 1994).

Es posible que los enterococos tengan un papel importante en la maduracion de los
quesos, a través de su accién glicolitica y por la posibilidad que determinadas cepas de E.
faecalis tienen de degradar la caseina e hidrolizar los triglicéridos.

2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

Ademés del material general que se describe en e capitulo | se utilizaron los
microscopios épticos OLY MPUS CHB COL11 y de contraste de fases NIKON 8TR-Ke-Ph.
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2.2.- METODOS

221.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

En agar KAA, tras incubar a 37°C durante 24 horas, de cada punto de muestreo, y en
cada uno de los cuatro lotes, se aislaron 10 cepas. Un total de 270 cepas que se mantuvieron
en frascos de agar nutritivo inclinado hasta proceder a su purificacién. Una vez purificadas
mediante 2 pases alternos en agar nutritivo-caldo nutritivo, las cepas se guardaron congeladas
en caldo nutritivo en tubos eppendorf con un 20% de glicerol hasta su identificacion.

Durante la fase de identificacion, en cada cepa se realizé periddicamente una tincion
de Gram para verificar la pureza del cultivo.
2.2.2.- ADSCRIPCION A GENERO

Paralaidentificacion anivel de género se realizaron las siguientes pruebas:

- Gram y morfologia: A partir de un cultivo en TSB (Tryptone-Soya-Broth) de
aproximadamente 12 horas se realizé unatincion de Gram, observando € caracter Gram + 0 -
, lamorfologia, disposicion de las células, etc.

- Catalasa: En un cultivo de aproximadamente 24 horas en TSA (Tryptone-Soya-
Agar), se afladieron a las colonias unas gotas de agua oxigenada a 30% y se observé la
formacion de burbujas de Oo.

- Produccién de CO» a partir de la glucosa: Las cepas se sembraron en € medio de
Gibson y Abd-El-Malek (1945), afiadiendo a cada tubo un tapon de agar, se incubaron a 37°C
y se observé el desprendimiento de gasalas 24, 48y 72 horasy alos 7 dias de incubacién.

- Crecimiento a 10°C: Se observé la presencia 0 no de crecimiento después de 10
dias de incubacion en TSB a esta temperatura.

- Crecimiento a 37°C: En caldo TSB, tras 3 dias de incubacion.
- Crecimiento a 40°C: En caldo TSB, tras 3 dias de incubacion.
- Crecimiento a 45°C: En caldo TSB, tras 48 horas de incubacion.

- Crecimiento en presencia de 4% y 6,5% de NaCl: Se observd €l crecimiento
después de tres dias de incubacion a 37°C en TSB con cada una de las concentraciones salinas
mencionadas.
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- Crecimiento a pH 9,6: En caldo BHI (Brain-Heart-Infusion), gjustado con K3POg4 d
20%.

El cado se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15' y € K3POy4 se esterilizé por
filtracidn; justo antes de sembrar se afladié a cada tubo y en condiciones estériles las gotas
necesarias para que € caldo BHI alcanzase el pH 9,6. Se prepararon ademas dos controles,
uno para gustar al pH adecuado los tubos que iban a ser sembrados y otro para medir € pH a
cabo de 24 horas. Tras un dia de incubacion a 30°C €l tubo control presentdé un descenso
variable del pH.

Se sembraron y se cerraron 10s tubos con parafilm para reducir el intercambio de gases
con laatmésferay que asi € pH variase o menos posible, incubando a 30°C durante 24 a 48
horas.

No se consideré una prueba definitiva de discriminacion ya que se pueden dar
variaciones del pH, pudiendo ocurrir que no tengan todos los tubos € mismo pH que €l
gjustado para el control; ademés el pH puede variar con el tiempo de incubacion.

- Resistencia al calentamiento a 60°C durante 30": Un cultivo en TSB de 12 a 24
horas se mantuvo durante 30' en un bafio a 60°C, a continuacion se sembré en TSA y se
incubd a 37°C, durante 48 horas. Se apunté la presencia o no de crecimiento en las placas.

- Crecimiento en agar bilis esculina: Se incubd durante tres dias en € medio Bile-
Esculin-Agar (Difco) a30°C y se observo € crecimiento y lahidrélisis de la esculina.

L os enterococos toleran la presencia de bilis por 1o que pueden multiplicarse en este
medio. Hidrolizan el glucésido esculina a glucosay esculetina. La esculetina forma con iones
Fe>* un complejo de color desde verde oliva hasta negro, que suele ser visible a las 24 horas
de incubacién. La hidrélisis de la esculina y la tolerancia a la bilis son consideradas como
caracteristicas fidedignas y constantes de |os enterococos (Facklam, 1972, 1973).

- Crecimiento en agar KF y reduccion del TTC: Este medio lleva lactosay maltosa
que son utilizados por la mayoria de los enterococos con formacion de &cido que se pone de
manifiesto por el viraje a amarillo del indicador purpura de bromocresol. También lleva azida
sodica.

Los enterococos reducen el TTC (2,3,5 - cloruro de trifenil-tetrazolio) presente en el
medio dando lugar a colonias de color rojo. E. faecalis y sus variedades dan colonias rojas
con buen crecimiento y casi siempre con halo amarillo, E. faecium da colonias rosas por su
menor facilidad parareducir el TTC.
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L as cepas se incubaron en este medio a 37°C durante 48 horas y se apunt6 la presencia
0 no de crecimiento y en caso afirmativo el color, tipo de coloniasy la presencia o no de halo
amarillo.

Tras redizar las pruebas de adscripcion a género se consideraron enterococos |0s
cocos Gram +, agrupados en pargjas 0 cadenas cortas, catalasa -, anaerobios facultativos,
homofermentadores (producen L-Lactato como producto principal de la fermentacion de la
glucosa), que crecieron a 10°C, 37°C, 40°C y por lo general a45°C, crecieron en presencia de
6,5% NaCl, a pH 9,6 y en presencia de 40% de hilis, en agar KF formaron colonias rojas o
rosas, normalmente con halo amarillo y sobrevivieron tras calentamiento a 60°C durante 30'.
Algunos cultivos de otros microorganismos como por eemplo lactococos, aerococos,
pediococos o leuconostoc pueden crecer en caldo con 6,5% NaCl o ser bilis (+), esculina (+).

2.2.3- IDENTIFICACION A NIVEL DE ESPECIE
Paralaidentificacion anivel de especie se redlizaron las siguientes pruebas:

- Crecimiento en presencia de 0,1% de azul de metileno: Las cepas se sembraron
en leche descremada con 0,1% de azul de metileno y se incubaron a 37°C durante 24 a 48
horas. Se observo lareduccion del azul de metileno.

- Desaminacion de la L-arginina: Se utiliz6 caldo TSB suplementado con 0,3% de
monoclorhidrato de L-arginina que se sembré e incubd a 37°C durante 3 dias. La produccion
de amoniaco a partir de la arginina se puso de manifiesto haciendo reaccionar una gota del
cultivo con una gota del reactivo de Nessler.

- Crecimiento en presencia de 0,04% de telurito potasico: Las cepas se sembraron
en TSA con 0,04% de telurito potésico y se incubaron a 37°C durante 48 horas. La prueba se
considerd positiva cuando se observé crecimiento en forma de colonias negras debido a la
capacidad de reduccion del telurito.

- Crecimiento en agar KF: Aunque e crecimiento en agar KF es tambien una prueba
de adscripcion a género puede ayudar a discriminar entre especies, de hecho E. faecalisy E.
faecium difieren en la capacidad de reducir el TTC.

- Crecimiento a 45°C: Se sembraron las cepas en caldo TSB y se incubaron a 45°C
durante 48 horas. La capacidad de crecer en estas condiciones contribuye a discriminar entre
especies de enterococos (la mayoria de ellos son capaces de crecer a esta temperatura por o
gue representa también una prueba de adscripcién a género).
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- Crecimiento a 50°C: La siembra se hizo en caldo TSB y se incubd a 50°C durante
48 horas. Esta prueba permite discriminar entre E. faecalis que no crece a esa temperatura y
E. faecium que si es capaz de crecer.

- Fermentacion de azUcares: Se utilizd € mismo medio basa de fermentacion de
azUcares que para las bacterias lécticas (Harrigan y Mc Cance, 1979), gjustando e pH del
medio a7,5.

Los azlcares ensayados fueron: L-arabinosa, arbutina, melezitosa, melibiosa, sorbitol,
sorbosa, ramnosa, rafinosa, amidon y sucrosa.

La reduccién del tetrazolio, resistencia a telurito y produccion de &cido del sorbitol y
del glicerol son caracteristicas de la especie E. faecalis, mientras E. faecium y E. durans no
suelen dar positivo a estos tests. A diferencia de las otras dos especies E. faecium
normalmente produce &cido a partir de la arabinosa. Para diferenciar E. faecium de E. durans
se realizan los tests de fermentacion del manitol, arabinosa y sucrosa que resultan positivos
para E. faeciumy negativos para E. durans (Facklam, 1972).

Como se ha descrito en el capitulo anterior, se han aislado también cepas de
enterococos en los medios agar M17, agar MSE y agar Rogosa. Para estas cepas, a ser
inicialmente identificadas conjuntamente con los lactococos, leuconostoc y lactobacilos, se
poseen datos también de la fermentacién de otros azlcares (Xilosa, trealosa, manitol, salicina,
inulina, glicerol, ribosay maltosa).

Para la identificacion a nivel de especie se siguieron los criterios propuestos por
Mundt (1986).

3.- RESULTADOS

La tabla | recoge la distribucion de las especies aisladas en agar KAA durante la
elaboracion y maduracion del queso de Armada.

De los 270 aislamientos realizados en KAA, 248 se identificaron como enterococos (2
de ellos dudosos). De éstos, 211 cepas pertenecieron a la especie E. faecalis, 6 aE. durans, 1
a E. faecium, 10 cepas presentaban similitud con la especie E. faecalis por lo que fueron
denominadas "E. like-faecalis' y 18 presentaban caracteres intermedios entre E. faecalisy E.
faecium, se les denomind "E. inter faecalis-faecium”.

Como se describi6 en el capitulo anterior se aislaron 32 cepas de enterococos en agar
M17, 26 cepas en agar MSE y 2 cepas en agar ROGOSA. De estos 60 enterococos, 25 se
identificaron como E. faecalis, 1 E. faecium, 4 "E. inter faecalis-faecium’, 25 E. malodoratus
y 2 cepas quedaron sin identificar; 3 cepas se consideraron enterococos dudosos.
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La especie de Enterococcus que aparecié como dominante en el queso de Armada fue
E. faecalis. A esta especie pertenecieron el 85,08% de los enterococos aislados en KAA y €
40,32% de | os enterococos aislados en |os otros medios.

Como se puede apreciar a la vista de los resultados obtenidos, €l agar KAA presentd
en nuestro estudio una alta selectividad para el aislamiento de enterococos.

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas en KAA se muestran en la tabla

Las caracteristicas bioguimicas de las cepas de enterococos aisladas en los otros
medios de cultivo aparecen reflgjadas en latablallll.
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Tabla |.- Distribucién de las especies aisladas en KAA durante |la fabricacién y maduracién de cuatro lotes del queso de Armada, variedad Sobado.

Semanas de maduracion

Especies Leche Cuajada 1 2 4 8 16

N° cepas (%) N° cepas (%) N° cepas (%) N°® cepas (%) N® cepas (%) N°® cepas (%) N° cepas (%)
Enterococcus faecalis 28 70 28 70 29 72,5 40 100 37 925 30 75 12 63,3
Enterococcus like-faecalis 1 2,5 3 7.5 4 10 i . 1 2,5 1 3.3
Enterococcus faecium o o = = = 1 25 e
Enterococeus durans =l 2 -3 L - 3 25 3 7.5 -
Enterococcus
inter faecalis-faecium 10 25 1 2,5 - 10 = 1 28 2 5 _
Enterococci dudosos £l B 1 2,5 — { 25 - =
Lactobacillus casei ssp. casei = T X - _— - 1 3,3
Lactobacillus casei ssp. alactosus 2 il e . . 5 16,6
Cepas perdidas 1 2,5 6 15 2 5 . n l 3 7.5 4 13,3
Total 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 40 100 30 100
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Tabla I1.- Caracteristicas bioguimicas de los enterococos aislados en KAA durante la
elaboracion y maduracién del queso de Armada, variedad Sobado.

Prueba E. E. faeccium "E. Inter E.durans "E.like- Enterococo
bioguimica faecalis faecalis- faecalis'  sdudosos
faecium’
Nedecepas 211 1 18 6 10 2
Crec. 45°C 190 1 9 6 10 1
Crec. 50°C 13 1 0 0 0 0
Crec. pH 201 1 18 6 10 2
9,6
Crec. 6,5% 211 1 12 6 10 1
NaCl
Crec. 0,1% 211 1 18 6 10 2
Azul
Metileno
Res. 207 1 16 6 8 2
60°C/30'
Crec. 0,04% 210 0 10 2 10 1
KoTeOs
Ferm. 0 1 4 0 0 0
Arabinosa
Arbutina 211 1 18 6 10 2
Melezitosa 211 0 17 0 10 1
Melibiosa 0 1 16 2 10 1
Sorbhitol 211 0 16 0 10 2
Sorbosa 0 11 0 0 1
Ramnosa 0 7 0 1
Rafinosa 0 6 0 0 0
Almidén 211 1 17 6 10 1
Sucrosa 211 0 17 0 10 1
Crec.enKF 211 1 18 3y 3(+-) 10 2 (+-)
Des. 211 1 7 6 10 1

Arginina
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Tabla Il1.- Caracteristicas bioquimicas de los enterococos aislados en medios diferentes al
KAA durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado.

Prueba E. E. "E. Inter E. Enteroc. Enterococos
bioquimica faecalis  faeciu faecalis- mal odoratus sn dudosos
m faecium" identificar
aespecie
N©° de cepas 25 1 4 25 2 3
Crec. 45°C 25 1 4 0 0 0
Crec. 50°C 7 0 1 0 0 0
Crec. pH 9,6 20 1 4 18 2 1
Crec. 6,5% 24 1 4 20 2 3
NaCl
Crec. 0,1% 25 0 4 13 2 2
Azul Metileno
Crec. 40% 25 1 4 11 1 2
bilis
Res. 60°C/30' 20 1 4 14 2 1
Coag. leche OF+13** 0 2F+2x* 1** 0
Hidr. Esculina 25 1 4 8 1 2
Red. 0,04% 25 0 4 0 1 0
KsTeOs
Ferm. 2 0 0 0 1 0
Arabinosa
Arbutina 25 1 4 25 2 2
Melezitosa 23 0 4 10 2 1
Melibiosa 0 1 4 25 1 2
Sorhitol 25 0 4 22 1 0
Sorbosa 0 1 4 25 1 0
Ramnosa 24 0 4 21 0 0
Rafinosa 5 1 1 4 0 2
Almidén 25 1 4 17 2 2
Sucrosa 25 1 4 25 2 1
Crec. en KF 25 1 4 25 2 2y 1(+-)
Des. Arginina 25 1 4 0 0 3

* Coagulan laleche alas 48 horas.
** Coagulan laleche a cabo de 72 horas.
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4.- DISCUSION

El agar KAA mostré en nuestro caso una selectividad muy elevada para €l aislamiento
de enterococos, representando el 91,85% de los aislamientos realizados en este medio;
Unicamente en € Ultimo punto de muestreo se aislaron 6 cepas que no eran enterococos (1
identificada como Lactobacillus casel subsp. casei y 5 como. casel subsp. alactosus).

La especie predominante fue Enterococcus faecalis, constituyendo el 100% de los
aislamientos realizados en queso de 2 semanas de maduracién y mas del 60% en € resto de
los puntos de muestreo. Algunos aislamientos (10) mostraron caracteristicas muy préoximas a
Enterococcus faecalis pero sin coincidir exactamente con los patrones bioquimicos y
culturales de esta especie por |0 que consideramos més correcto integrar estas cepas bajo €l
nombre de "Enterococcus like-faecalis', este grupo incluye cepas moviles que se han venido
incluyendo en la especie Enterococcus faecalis y cuya inclusion en esta especie es erronea,
pues E. faecalis se trata de una especie no movil. En algunos casos se hacen necesarios
estudios de composicion de bases del DNA 'y de hibridacién de écidos nucleicos para asegurar
una adscripcién més fiable de las cepas a la especie correspondiente. 6 aislamientos fueron
identificados como Enterococcus durans 'y solo 1 como Enterococcus faecium. Finalmente 18
aislamientos mostraron caracteristicas intermedias entre E. faecalis y E. faecium y por €lo
fueron considerados como "Enterococcus inter faecalis-faecium'”.

El aidamiento de enterococos en agar M17 después de la cuarta semana de
maduracién fue notable, siendo de nuevo E. faecalis la especie predominante entre los
enterococos aislados en este medio (20% de los aislamientos realizados a las 4 semanas de
maduracién, 10% de |os realizados a las 8 semanas de maduracion'y 17,5% en €l dltimo punto
de muestreo).

En agar MSE también se aidaron de una forma significativa enterococos. En este
medio de cultivo la especie de Enterococcus predominante fue E. malodoratus. Esta especie,
gue también se aislé en agar M17 aunque en mucha menor proporcién, ha sido también
descrita en queso Gouda (Collinsy col., 1984) y por Alonso Callgja (1991) en queso de cabra
de Valdetgja. Sorprendentemente no fue aislada en agar KAA.

Considerando globalmente los resultados obtenidos en los distintos medios de cultivo,
podemos concluir que Enterococcus faecalis es la especie de Enterococcus dominante en el
gueso de Armada, variedad Sobado. E. faecalis ha sido igualmente descrito como la especie
de Enterococcus mayoritaria en otros quesos de cabra artesanales como € de Cerdefia
(Fatichenti y col., 1979), Mgjorero (Fontechay col., 1990) e Ibores (Mas y Gonzdlez Crespo,
1992). De entre los quesos de cabra elaborados con leche cruda, sélo en € queso madurado en
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salmuera (Litopoulou-Tzanetaki y Tzanetakis, 1992) E. faecalis no fue mayoritario, siendo en
este caso predominante E. faecium.

E. faecalis ha sido también aislado en proporciones elevadas en € queso Ulloa
(Burgos y Ordofiez, 1977; Orddiez y Burgos, 1977) los autores lo relacionan con la elevada
proteolisis que presenta este queso. Orddfiez y col. (1978) aislaron también esta especie en
proporciones muy elevadas (80% de los enterococos) en queso Manchego. Sin embargo
Martinez-Moreno (1976), estudiando también la poblacién de enterococos del queso
Manchego, aisl6 Enterococcus durans como la especie mayoritariaa predominar en €l aire de
la sada de fabricacion. Esto no debe resultar extrafio ya que la llegada de estos
microorganismos a queso tiene lugar de un modo totalmente aleatorio, habituamente por
contaminacion durante la elaboracion.
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CAPITULO 1V. ESTUDIO DE ENTEROBACTERIACEAE AISLADAS
DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE
ARMADA

1.- INTRODUCCION

L as enterobacteriaceas son uno de |os grupos microbianos mas importantes en la leche
cruda. Estos microorganismos acceden a la leche por falta de higiene durante el ordefio o
procedentes del ambiente, pudiéndose ailar también en queso, principamente en las etapas
tempranas de la maduracion.

La importancia de este grupo microbiano en leche destinada a la elaboracion de queso
y en el queso mismo radica en dos aspectos:

- Higiénico-sanitario:

Determinados géneros como Salmonella, Shigella, Yersinia o Escherichia pueden
presentar cepas enteropatogenas.

Como indice del grado de higiene se emplea normamente e recuento de
enterobacteridceas o0 el de coliformes. La presencia en nimero elevado de estos
microorganismos indicaria en cada caso:

- Métodos de ordefio y/o fabricacion poco higiénicos.
- Inadecuada pasterizacion de laleche.
- Contaminaciones post-pasterizacion.

En quesos elaborados con leche cruda se suele aidar un nimero ato de
enterobacteridceas debido a deficiencias de higiene durante € ordefio y posterior
mani pulacion.
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- Tecnoldgico:

Ademés de entrafiar un riesgo parala salud, algunas especies pueden causar problemas
de tipo tecnoldgico; Enterobacter aerogenes y Escherichia coli pueden degradar la lactosa
produciendo CO, y originando problemas de textura, conocidos como "hinchazén precoz".
También ciertas cepas psicrotrofas de enterobacteridceas pueden exhibir propiedades
proteoliticas y lipoliticas (Juven y col., 1981).

El nimero de Enterobacteriaceae es un indicador de la calidad higiénica del queso y
su deteccidn tiene interés tanto higiénico-sanitario como preventivo de defectos de aroma 'y
textura, siendo indeseable su presencia en nimero elevado (Lick y Dunkeld, 1981).

Una buena refrigeracion de la leche durante el almacenamiento y transporte podria
controlar el crecimiento de la mayoria de estos microorganismos (NUfiez y col., 1984).

Los vaores de pH y de acidez titulable de la leche también influyen en la poblacion de
enterobacteriaceas (Gaya y col., 1987), y en la fabricacion de quesos €l empleo de cultivos
iniciadores adecuados juega un importante papel en el control de estos microorganismos a
través de la produccion de écido lactico y €l consiguiente descenso de pH y, posiblemente
también por la produccién de alguna sustancia con capacidad inhibitoria del crecimiento
(Hargrovey col., 1969; Gibbs, 1987).

Las enterobacterias tienen un metabolismo anaerobio facultativo. La forma maés
comun que tienen de degradacion de los azlcares es a través de una fermentacidn écido-
mixta, que da lugar a la formacion de gran cantidad de é&cidos (écidos lactico, acético,
succinico, férmico (o bien sus productos de degradacién CO, y Hy)) y etanol.

Esta ruta es caracteristica de géneros como Escherichia, Salmonella, Shigella, Proteus
o Yersinia.

Otras bacterias entéricas, como Enterobacter y Serratia, |levan a cabo la fermentacion
butanodidlica, que se caracteriza por la formacién de un compuesto adicional, € 2,3-
butanodiol. Como parte del piruvato se desvia en este caso hacia la formacion de este nuevo
compuesto e balance de acidos formados sera menor en una fermentacion butanodiélica con
respecto a una &cido-mixta, siendo éste un caracter que permite diferenciar géneros.

Otro caracter de importancia taxondmica es la produccién de gas como consecuencia
de la fermentacion de la glucosa y se debe a la posesién de una enzima (Hidrogenoliasa
férmica) que escinde el formiato en CO2 e H2. La posesién de esta enzima es la Unica
posibilidad de que bacterias que realizan una fermentacion acido mixta produzcan gas. Como
giemplo de géneros que llevan a cabo una fermentacion acido mixta con formacién de gas
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estén: Escherichia, Proteus, Salmonellay sin formacion de gas: Shigella, Yersinia o la especie
S. typhi.

En la fermentacién butanodidlica se produce siempre CO, a la vez que butanodiol,
pero este gas es muy soluble en agua con lo que se mantiene disuelto en e medio. La
formacion de gas apreciable se produce cuando poseen la enzima que degrada el formiato a
CO, e H,. Entre las enterobacterias que llevan a cabo una fermentacion butanodidlica con
formacion de gas se encuentra Enterobacter y sin formacion apreciable de gas Serratia
(Stanier y col., 1984).

Otra caracteristica de importancia en e grupo de las enterobacterias es la capacidad
para fermentar la lactosa con produccién de gas, que es dependiente de la posesion de la 13-
gaactosidasa y de una galactésido permeasa, aunque a veces la produccion de gas ocurre
lentamente. Presentan capacidad para fermentar la lactosa los géneros Escherichia y
Enterobacter, mientras que no la fermentan |os géneros Shigella, Salmonella o Proteus.

Las enterobacterias con capacidad para utilizar la lactosa se engloban bajo el término
"coliforme".

Varios autores han estudiado la presencia 'y evolucion de diferentes especies y grupos
de la familia Enterobacteriaceae en quesos de vaca como e Brie, Camembert, Gouda y
Cheddar. Entre los quesos de oveja, € Manchego ha sido también estudiado en este aspecto.
Sin embargo la informacién existente sobre quesos de cabra es escasa. Se han efectuado
estudios en queso Mgorero (Fontecha y col., 1990), Ibores (Mas-Mayoral y col., 1991) y
Valdetgja (Gutiérrez y col., 1988), pero estos trabajos se refieren Unicamente a la evolucion de
los recuentos de Enterobacteriaceae o de coliformes a lo largo de la maduracién sin
identificar las especies presentes.

A lo largo de este capitulo se estudia la poblacion de enterobacteriaceas en € queso de
Armada, variedad Sobado, asi como su evolucién en relacion con determinados pardmetros
bioquimicos (pH, Aw, contenido en CINay humedad).

2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

Ademés del material general que se describe en el capitulo | se utilizaron microscopios
Opticos OLYMPUS CHB CO11 y de contraste de fases NIKON 8TR-Ke-Ph.
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2.2.- METODOS

221.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

En cada punto de muestreo y de cada uno de los 4 lotes de queso de Armada se
tomaron, a partir de las placas de VRBGA donde se habian efectuado los recuentos, 10
colonias a azar con ayuda de un disco de Harrison. Un total de 140 cepas que se purificaron
haciendo 4 pases aternos en caldo y agar nutritivo.

2.2.2.- IDENTIFICACION DE LAS CEPAS

Las cepas Gram (-), catalasa (+), oxidasa (-), con morfologia cocobacilar o de bacilos
cortos se consideraron enterobacteridceas y se identificaron segun los criterios de Lapage y
col. (1979) y Brenner (1984).

Se estudiaron los siguientes caracteres:

- Tipo de metabolismo (fermentacién &cido-mixta o fermentacién butanodidlica): se
detecto en funcion de la cantidad de &cidos formados, empleando €l test del Rojo de Metilo.

El medio empleado fue el Caldo-Glucosa-Fosfato (Harrigan y McCance, 1979). Se
sembrd y se incubé a 37°C durante 48 horas. Al cabo de ese tiempo se afladieron unas gotas
del reactivo de rojo de metilo.

La reaccion es positiva s € medio adquiere color rojo. Si € color es amarillo la
reaccion es negativa. Esta prueba aporta una medida del pH final, el indicador presenta color
rojo avaloresde pH < 4,5y color amarillo apH 4,5 6 superior. Un resultado positivo indicara
una produccién intensa de &cidos, caracteristico de la fermentacion &cido-mixta.

Para estudiar €l tipo de fermentacién se podria también realizar |a prueba de Voges-
Proskauer, que permite detectar la presencia de acetoina, un compuesto intermediario en la
formacion del 2,3-butanodiol que pone de manifiesto la fermentacion butanodidlica.

- Formaciéon de gas a partir de la glucosa: se empled € medio O/F (Difco),
suplementado con dextrosa.

Cada cepa se sembrd por duplicado (un tubo para la oxidacion, como prueba
confirmatoria de la identificacién y otro para la fermentacion, en este caso se afiadieron 2 ml
de agar bacterioldgico para formar un tapon que crease anaerobiosis y permitiera observar la
produccion de gas).
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- Fermentacién dela lactosa: se empled el mismo medio basal O/F, suplementado en
este caso con lactosa a 10% de modo que la concentracion final de azlcar en cada tubo fuera
del 1%.

- Utilizacion del gluconato: como medio se empled e caldo gluconato (Shaw y
Clarke, 1955), descrito por Harrigan y McCance (1979).

L as cepas se sembraron en los tubos de caldo-gluconato y se incubaron durante 48 h a
37°C, transcurrido el tiempo de incubacion se afiadid 1,0 ml del reactivo de Benedict. Los
tubos se introdujeron en agua hirviendo durante 10 min. Cuando la prueba fue positiva se
formo un precipitado marrén-amarillento.

- Utilizacién del malonato: el medio empleado fue € caldo malonato (Report, 1958),
descrito por Harrigan y McCance (1979).

Las cepas se sembraron en € medio y se incubaron a 37°C durante 48 horas. La
utilizacion del malonato viene indicada por una reaccion alcalina que se aprecia por un virgje
del indicador de verde a azul.

- Movilidad en un medio semisolido: se empled el medio M (API 20 E).

Se reaizd una siembra por picadura 'y se incub6 a 37°C durante 24 a 48 horas. La
difusion del crecimiento en € medio indica la capacidad de movimiento de las cepas.

Todas las cepas aidadas fueron finamente inoculadas en galerias APl 20 E, que
incluyen los siguientes test bioguimicos: produccién de indol y de H,S, reduccion de nitratos
a nitritos, reduccion de los nitritos a nitrégeno gaseoso, produccién de acetoina, licuefaccion
de la gelatina, posesion de las enzimas ureasa, lisina descarboxilasa, arginina descarboxilasa,
ornitina descarboxilasa, 3-galactosidasa y triptofano desaminasa, utilizacion del citrato,
fermentacion de D-glucosa, D-manitol, inositol, D-sorbitol, L-ramnosa, sucrosa, melibiosa,
amigdalina, arabinosay lactosa.

3.- RESULTADOS

De 140 cepas adadas, 139 se consideraron pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Las especies identificadas fueron: Hafnia alvei (58 cepas), Serratia
liquefaciens (34), Morganella morganii (21), Escherichia coli (11), Klebsiella oxytoca (8),
Yersinia enterocolitica (2), Providencia alcalifaciens (2), Providencia rettgeri (1),
Enterobacter sakazakii (1) y Citrobacter freundii (1).

Algunas de las caracteristicas de estos aislamientos no coinciden estrictamente con los
patrones descritos por Lapage y col. (1979) y Brenner (1984). Varios autores han descrito
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también dificultades en la identificacidn de enterobacteridceas procedentes de queso Cheddar
(Dommet, 1975), queso Manchego (Gayay col., 1983) y leche cruda de oveja (Gayay cal.,
1987).

Latabla | muestra la distribucién de las especies identificadas en los distintos puntos
de muestreo.

Las especies identificadas en leche fueron Serratia liquefaciens (57,5% de los
aislamientos efectuados en este punto de muestreo), Morganella morganii (27,5%), Hafnia
alvel (5%), Yersinia enterocolitica (5%) y Klebsiella oxytoca (5%). Morganella morganii no
se aido en cugjada pero fue aidada de nuevo en queso de una semana de maduracion.
Yersinia enterocolitica no se volvié aaidar ni en cugjada ni en queso.

Serratia liquefaciens y Klebsiella oxytoca (27,5% y 15% respectivamente de los
aislamientos efectuados en cugjada) no volvieron a aislarse en queso de una ni de 2 semanas
de maduracion. Hafnia alvei incrementd su proporcion en cuagjada (47,5% de |los aislamientos
en este punto de muestreo) y todavia mas en queso de 1 semana (75%), descendiendo en
queso de 2 semanas (36,8%). Escherichia coli se aidd Unicamente a partir de queso de 2
semanas, suponiendo el 57,8% de los aislamientos efectuados en este punto de muestreo.
Finamente, otras especies se aislaron en pequefia proporcion en cugada, Providencia
alcalifaciens (5%), Enterobacter sakazakii (2,5%), Citrobacter freundii (2,5%) y en queso de
2 semanas de maduracién (Providencia rettgeri (5,2%)).

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas identificadas aparecen recogidas en la
tablall.
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Tablal: Distribucion de especies de Enterobacteriaceae por puntos de muestreo.

Queso (semanas)

Leche Cugada 1 2

Especie N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)

cepas cepas cepas cepas
Hafnia alvei 2 5 19 475 30 75 7 36,8
Serratia liquefaciens 23 57,5 11 27,5 - -
Morganella morganii 11 27,5 - 10 25 -
Escherichia coli - - - 11 57,8
Klebsiella oxytoca 2 6 15 - -
Yersinia 2 - - -
enterocolitica
Providencia - 2 5 - -
alcalifaciens
Providencia rettgeri - - - 1 52
Enterobacter - 1 2,5 - -
sakazakii
Citrobacter freundii - 1 2,5 - -
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Tabla II.- Caracterfsticas bioquimicas de las cepas de la familia Enterobacteriaceae.

P. rengert E. sakazaki C frewndii

E. coli

H. alvei 5. liguefaciens M. morganii

11

2

N*® de nislamientos

Prod, Indol
Rajo Metilo
Voges-Proskaver

1]

il

2

i3

18

a7
)

Unilizas win Citrato
Prod. H.S

i

Urcasa

Lys

2i

58

Arg. Dihidrolasa

Ormating descarboxilass

11

27

B-Galactossdasa

il

47

Utiliras iin malonato

Utilizacidn gloconato
Acido de glacosa
Gas de glucosa

D-Manitnl

21

58

k¥ 4
34

13

12

i

11

1

Melibiosa

33

Amigdalina

58

NO, — NO;

=N,
Motilidad

F 1]

15
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4.- DISCUSION

No hemos podido encontrar datos en la bibliografia sobre identificacion de
enterobacterias procedentes de leche y queso de cabra.

Las especies que hemos aislado en leche son bastante diferentes a las aisladas por
otros autores a partir de leche cruda de oveja (Mishra 'y col., 1978; Gaya y col., 1987). S
liquefaciens fue aislada también por Nufiez y col. (1984) y por Gayay col. (1987) en leche de
oveja aungue no en tan elevada proporcion. M. morganii no ha sido descrita hasta é momento
en leche y productos lacteos pero a estar presente en heces de mamiferos (Brenner 1984)
podria acceder facilmente a laleche como consecuencia de practicas poco higiénicas. H. alvei
€s un microorganismo tipico de la leche y productos lacteos y cominmente aislado en queso
(Gayay col., 1983; Gayay col., 1987; Jacquet y Coiffier, 1984; Rutzinski y col., 1979), lo
qgue puede guardar relacion con su elevada resistencia a condiciones acidas. Klebsiella
oxytoca fue también aislada por Gaya y col. (1987) en leche de oveja en proporciones
similares a las nuestras.

Es importante la presencia de Y. enterocolitica ya que es capaz de producir toxinas
resistentes a tratamiento térmico en leche almacenada a temperatura ambiente (Francisy col.,
1980; Olsvik y Kapperud, 1982). Este microorganismo se aisla con frecuencia a partir de
leche cruda (Larkiny col., 1991; Schiemany Toma, 1978; Vidou y Delmas, 1981) y presenta
una gran capacidad de supervivencia durante el amacenamiento de la leche a temperaturas de
refrigeracion. Schieman (1978) describié también su presencia en cugjada pero no existen
pruebas experimentales de que haya sobrevivido en queso.

En quesos elaborados con leche cruda que no se ponen a la venta antes de 60 dias de
maduracién Y. enterocolitica desaparece a lo largo del proceso madurativo por lo que estos
quesos artesanales no constituyen un medio de transmisién de este patdgeno (Schieman y
Toma, 1978).

Brocklehurst y Lund (1990) establecieron que e pH combinado con la temperatura
puede controlar el crecimiento de Y. enterocolitica, a pesar de que muestra gran resistencia a
condiciones &cidas y a temperaturas bagjas pudiendo multiplicarse en las siguientes
condiciones de temperatura 'y pH: 10°C y 4,26; 7°C y 4,36; 4°C y 4,50 a cabo de 21 dias
(temperaturas més bgjas incrementan el pH minimo de crecimiento).

La leche aunque es un buen sustrato para € crecimiento de Y. enterocolitica no lo es
para la produccién de enterotoxinas y en caso de ser producidas podrian ser inactivadas por
enzimas y otros componentes de la leche (Francis y col., 1980). Ademés las temperaturas de
almacenamiento de laleche necesarias para garantizar su higiene impiden tal produccion.
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Las cepas de Y. enterocolitica aisladas en nuestro estudio fueron ramnosa (-) y
citrato(-), patrones gque se corresponden con las caracteristicas tipicas de esta especie (Stern y
Pierson, 1979); pero a ser también lactosa (+) serian cepas atipicas (Schieman y Toma,
1978). Algunas cepas pueden utilizar la ramnosa 'y €l citrato (ramnosa (+), citrato (+)) y se
catalogan como cepas "ambientales” (Schiemany Toma, 1978). Segun los criterios de Stern 'y
Pierson (1979), nuestras cepas serian cepas "atipicas ambientales'.

La presenciay supervivencia de Hafnia alvei durante la elaboracion y maduracion del
gueso de Armada, variedad Sobado, concuerda con las observaciones efectuadas previamente
por otros autores. Jacquet y Coiffier (1984) observaron que este microorganismo era la
especie més resistente y que mas proliferaba durante la maduracion del queso Brie, Gaya y
col. (1983) aislaron H. alvei en proporciones muy elevadas en queso Manchego de 60 dias de
maduracién, Kleeberger y col. (1980) consideran que H. alvei es el tipico microorganismo
aislado a partir de leche y de productos lacteos. Por otra parte, Rutzinski y col. (1979),
trabgjando con queso Camembert elaborado con leche pasterizada inoculada
intencionadamente con H. alvei y con un cultivo iniciador, observaron que este
microorganismo era capaz de sobrevivir en € queso durante la maduracion, alcanzando
niveles muy elevados (10°-10° ufc/g) a cabo de 9 semanas.

Escherichia coli se aid6 a cabo de 2 semanas de maduracién. El hecho de no aidar
antes este microorganismo se podria deber a que se encuentra en proporcion minoritaria
respecto al resto de las especies que se aislan en leche, cugada y queso de 1 semana. La
presencia de E. coli a cabo de 2 semanas de maduracion esta relacionada con la mayor
resistencia que presenta este microorganismo a condiciones acidas y Aw bajas, como también
indican Gaya y col. (1983) que aislan este microorganismo en ata proporcion en Manchego
después de 60 dias de maduracion, més que con alguna posible contaminacion de los quesos
durante su manipulacién. Bester (1976) observd también una elevada capacidad de
supervivencia de E. coli en queso Gouda, obteniendo elevados recuentos (por encima de
105ufc/g) tras 12 semanas de maduracion. La elevada resistencia de E. coli a condiciones
desfavorables ha sido también puesta de manifiesto por varios autores trabajando con quesos
contaminados de modo artificial (Frank y col., 1978; Kornacki y Marth, 1982; Rash y
Kosikowski, 1982).

La probabilidad de que las cepas de E. coli aisadas en nuestro estudio sean
toxigénicasy en tal caso que las toxinas producidas persistan en € queso después de que estos
microorganismos hayan desaparecido, es minima, ya que la temperatura éptima para la
produccion de enterotoxinas por este microorganismo es de 35°C y no es frecuente que se den
esas condiciones durante la maduracion y almacenamiento del queso (Lovett y col., 1979).
Glatz y Brudvig (1980) estudiaron la produccion de enterotoxinas por cepas de E. coli
enterotoxigénicas estableciendo que es poco probable que produzcan enterotoxinas en
aquellos productos |acteos en los que e pH desciende rapidamente por debajo de 6,5 por lo
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que € pH también parece influir en la toxigénesis. A pesar de lo expuesto siempre es
conveniente mantener un bgjo nivel de E. coli, que actia como indicador de contaminacion
fecal, a lo largo de la manufactura del queso, 10 que puede conseguirse extremando las
medidas higiénicas durante todo €l proceso de fabricacion.
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CAPITULO V. ESTUDIO DE MICROCOCCACEAE AISLADAS
DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE
ARMADA

1.- INTRODUCCION

La importancia de aislar e identificar microorganismos de la familia Micrococcaceae
en leche y queso se debe a dos razones. La primera es higiénico-sanitaria, ya que algunos
estafilococos producen enterotoxinas que causan gastroenteritis. La intoxicacion
estafilococica es una de las mas comunes a nivel de alimentos (Todd, 1978) y € queso hasido
protagonista de un buen nimero de brotes de intoxicacion estafilocdcica (De Buyser y col.,
1987; Winekey Gilvert, 1987; Zottolay Smith, 1991).

Muchos autores relacionan el origen de los estafilococos con infecciones subclinicas
de ubres en cabras (Valley col., 1990). La creciente aparicién de estafilococos patégenos en
el queso parece estar relacionado con € incremento de mastitis estafilocécicas que se
producen desde el uso de antibiéticos (Thatcher, 1958; Munch-Peterson, 1960).

L as enterotoxinas de estafilococos se han identificado y nombrado dela A alaE. LaA
es una de las maés relacionadas con intoxicaciones aimentarias (Minor y Marth, 1976) y su
produccion se ve poco afectada por factores como bajos niveles de O,, pH, Aw o T2 (Markus
y Silverman, 1970).

Las enterotoxinas, que son sintetizadas en las etapas tempranas del ciclo de
crecimiento (Markus y Silverman, 1970), se pueden detectar no sélo en leche o durante la
elaboracion sino que a veces permanecen varios meses en e queso aunque € pH sea bajo
(Kgakovic-Miljkovic, 1960).

Aungue no se tiene referencia de casos de intoxicacion estafilococica a partir del
consumo de productos elaborados con leche de cabra, la presencia de estafilococos
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enterotoxigénicos en leche de esta especie indica la necesidad de evitar condiciones en las que
estos microorganismos puedan desarrollarse y producir enterotoxinas entre el periodo de
producciony el de consumo (Harvey y Gilmour, 1988).

La otrarazdn que justifica € estudio de estos microorganismos es tecnoldgica. Poseen
actividad proteolitica y lipolitica, contribuyendo al desarrollo de la textura y las propiedades
organol épticas del queso.

Sus lipasas y proteasas actlian en rangos de pH alcalinos, disminuyendo su actividad a
medida que & pH disminuye (Robertson y Perry, 1961; Desmazeaud y Hermier, 1968).

Las lipasas extracelulares de los micrococos son activas frente a triglicéridos con
&cidos grasos de cadena corta y larga. Al liberar acidos grasos de cadena larga de los
triglicéridos, facilitan € posterior atague de éstos por las bacterias acidolécticas (que tienen
capacidad para actuar sobre monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos de acidos grasos de
cadena corta (Ordofiez y Ortiz de Apodaca, 1977). Ademés aungue los micrococos
descienden répidamente durante la maduracién sus lipasas extracelulares permanecen activas
(Ortiz de Apodaca y col., 1993), por lo tanto la contribucién de los micrococos al desarrollo
del sabor del queso madurado es importante.

De una manera similar a lo que ocurre con la familia Enterobacteriaceae, son
abundantes en la bibliografia los estudios sobre la presencia y evolucion de diferentes
especies y grupos de la familia Micrococcaceae en quesos de vacay ovea. Sin embargo son
précticamente inexistentes los estudios efectuados en queso de cabra. Se han investigado los
niveles de micrococos y estafilococos durante la elaboracion y maduracion de los quesos de
Valdetgja (Gutiérrez y col., 1988), Mgorero (Fontecha y col., 1990), Ibores (Mas-Mayora y
col., 1991), Gredos (Medina y col., 1992) y blanco salazonado en salmuera (Litopoulou-
Tzanetaki y Tzanetakis, 1992), pero la informacidn de estos articulos se refiere Unicamente a
la evolucién de los recuentos, sin hacer ninguna referencia a la identidad de los
microorganismos presentes y a sus caracteristicas. S6lo hemos podido encontrar en la
literatura datos sobre las especies de estafilococos aisladas de leche de cabra (Harvey y
Gilmour, 1988).

En este capitulo se pretenden identificar las especies de micrococos y estafilococos
aidadas durante la elaboracién y maduracion del queso de Armada, estudiando sus
caracteristicas asi como la capacidad de formar enterotoxinas por parte de las cepas de
estafilococos.
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2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

Ademés del material general que se describe en el capitulo |, para € estudio de la
poblacion de Micrococcaceae se utilizaron:

Membranas de didisis MEDICELL INTERNATIONAL LTD de 7,5 cm de anchura.

Agitadores orbitlles HUCOA-ERLOSS G24 y HEIDOLPH UNIMAX 2010,
empleados para mantener los cultivos de estafilococos, destinados a la produccién de toxinas,
en agitacion permanente.

Una supercentrifuga BECKMAN J2-MC con rotor JA 20 para la centrifugacion de los
cultivos celulares en la determinacion de enterotoxinas.

2.2.- METODOS

2.21.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

De cada lote y en cada punto de muestreo se aislaron 10 colonias de las placas de
MSA en las que previamente se habia efectuado €l recuento.

El medio MSA posee como agente selectivo un elevado contenido en sal (75 g/l) por
lo que sblo crecerdn en este medio |os microorganismos hal otolerantes. También lleva manitol
y la utilizacion de éste se manifiesta por la formacion de &cido y e consiguiente virgje del
indicador. La utilizacién del manitol con formacién de é&cido esta relacionada con la
patogenicidad del microorganismo y sirve como indicativo de S aureus.

Las colonias manitol (+), con halo amarillento y crecimiento intenso corresponden por
lo generad a S aureus, otras sin cambio de color y de crecimiento débil casi siempre
corresponden a S. epidermidis entre otros posibles.

Se aidaron un total de 280 cepas que se purificaron a través de 4 pases alternativos en
cadoy agar BHI.
2.2.2.- IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS

La identificacion de las cepas se llevd a cabo de acuerdo con los criterios de Schleiffer
(1986). Se redlizaron las siguientes pruebas generales de identificacion:
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- Gram.

Serealiz6 a partir de un cultivo de 12 a 16 horas en caldo BHI.

- Catalasa.

Se afadieron unas gotas de H,O, (30 %) a un cultivo de 24 horas en agar BHI.
- Oxidacion-Fermentacion de la glucosa.

Se empled el medio de Hugh y Leifson modificado (Harrigan y McCance, 1979). Se
apuntd la presencia 0 no de crecimiento, cambio de color del medio, y produccién de gas a
cabo de 48y 72 horas.

Se consideraron micrococos los cocos Gram (+), catalasa (+), dispuestos en pargjas 0
tetradas, estrictamente aerobios.

Se consideraron estafilococos los cocos Gram (+), catalasa (+), dispuestos en parejas,
tetradas, anaerobios facultativos.

- Crecimiento en BHI con distintos por centajes de sal (5%, 10% y 15% de NaCl).
Se observo la presencia 0 no de crecimiento a cabo de 2 y 3 dias de incubar a 37°C.

Todas las especies de micrococos crecen en presencia del 5% de sal (Schleiffer, 1986),
como las cepas se han aislado en MSA, éstas también creceran en presencia del 7,5% de
CINa.

- Crecimiento en Baird-Parker (Baird-Parker, 1962).
Se observo €l tipo de crecimiento después de incubar a 37°C durante 48 horas.

Se trata de un medio disefiado para €l aislamiento y diferenciacion de estafilococos
(sobre todo de S. aureus) a partir de alimentos y otros origenes.

Este medio lleva yema de huevo y telurito potésico como agente selectivo. En €, la
mayoria de las cepas de S. aureus utilizan la lipoproteina de la yema de huevo produciendo
una clarificacion arededor de las colonias. Los estafilococos crecen bien, originando
generamente colonias negras brillantes, a veces con hal os de aclaramiento; también es comun
encontrar un precipitado blanco en las areas de aclaramiento que se debe a la formacion de
sales de calcio y magnesio de los &cidos grasos liberados. Los micrococos presentan
crecimiento ocasional formando colonias pardas a negrasy sin halos de aclaramiento.
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Se suele emplear la reaccion de la yema de huevo para € reconocimiento de los
estafilococos coagulasa (+), aunque algunos autores como Jay (1966) cuestionan la validez de
este criterio.

- Pigmentacion de las colonias en agar BHI que también constituye un carécter
taxondmico para |os micrococos.

- Para analizar € resto de las caracteristicas bioguimicas se utilizaron galerias APl 32
STAPH que incluyen los siguientes tests. ureasa, arginina-dihidrolasa, ornitina-decarboxilasa,
hidrdlisis de la esculing, utilizacion de glucosa, fructosa, manosa, maltosa, lactosa, trealosa,
manitol, rafinosa, ribosa, celobiosa, sacarosa, N-acetil-glucosaming, turanosa y arabinosa,
reduccion de los nitratos, produccion de acetoina, b-galactosidasa, arginina arilamidasa,
fosfatasa acalina, pirrolidonil arilamidasa, b-glucuronidasa y resistencia a la novobiocina.
Las galerias se utlilizaron de acuerdo con las instrucciones dadas por € fabricante.

- Coagulasa.

Para las cepas de la especie S. aureus se hizo la prueba confirmatoria de la coagul asa.
Todas fueron coagulasa (+).

El test de la coagulasa se ha descrito en la bibliografia como € mejor medio para
detectar estafilococos potencialmente toxigénicos en € laboratorio; aunque no todos los
estafilococos coagulasa (+) son productores de enterotoxinas.

La coagulasa como criterio para establecer la patogenicidad y toxicidad de los
estafilococos ha sido cuestionada por Thatcher y Simon (1956), basandose en que algunos
estafilococos coagulasa (-) pueden ser enterotoxicos. Smith y Farkas-Himsley (1969)
describen estafilocos coagulasa (-) como agentes causantes de enfermedades.

Para las cepas que no pudieron ser identificadas utilizando los tests hasta agui
expuestos se realizaron otras pruebas clasicas, siguiendo los criterios de Schleiffer (1986):

- Oxidasa.

Por lo general los micrococos son oxidasa (+) y los estafilococos oxidasa (-).
Esta prueba se realiz6 después de incubar a 37°C durante 3 dias en agar BHI.
- Estudio del metabolismo de carbohidratosy alcoholes.

Se utiliz6 e medio de Hugh y Leifson (1953), afadiendo las soluciones de
carbohidratos o alcohol, previamente esterilizados por filtracion, de modo que la
concentracion final fuese del 0,5% (Baird-Parker, 1963).




124

En @ estudio del metabolismo de la glucosa la respuesta a test de
oxidacion/fermentacion era débil para algunas cepas por 1o que se ensayd ademas con €l
mismo medio modificado (Harrigan y Mc Cance, 1979), en este medio se comprobd también
laasimilacion en aerobiosis y anaerobiosis del manitol.

La produccién en estos medios de acido y también de gas, s se trata de fermentacion,
seleyb alos 3y 7 dias de incubacion a 37°C.

- Capacidad de hidrdlisis de la esculina.

Se empled e medio Esculina Azida Agar Base. Todas las cepas presentaban buen
crecimiento en este medio. A los 3y 7 dias de incubacién a 37°C se evalud la capacidad de
hidrolizar la esculina, la hidrélisis produce glucosa y esculetina que con los iones Fe3+ forma
un compleo de color verde-oliva a negro.

- Crecimiento a diferentes temperaturas.

Se estudio cultivando las cepas en caldo BHI, a 10°C, 15°C y 45°C y observando €
crecimiento alos 3, 5y 7 dias de incubacion.

- Desaminacion de la arginina.

Se empled caldo BHI suplementado con monoclorhidrato de L-arginina al 0,3%. Para
demostrar la produccion de amoniaco se utilizd el reactivo de Nessler. Se observé la reaccion
alos 7 dias de incubacién a 37°C.

- Hidrolisisdel almidén.
Se utilizé el medio agar-almidon (agar nutritivo con amidoén soluble al 0,2-1%).

En este medio se incubé de 8 a 14 dias y para comprobar la hidrélisis se afiadieron 5 -
10 ml de lugol en la superficie, si no hay hidrolisis del amidon el medio se tifie de azul, en las
lineas de hidrélisis se observan zonas claras (actividad b-amilasa); s € color es marrén-
rojizo, indica una hidrdlisis parcia a dextrinas (actividad a-amilasa) (Harrigan y Mc Cance,
1979).

- Hidrdlisis del Tween-80.

Se empled e medio de Sierra (Sierra, 1957). El medio incluye una sal soluble de
cacio para poder detectar los acidos grasos que se liberan en forma de sales de calcio
precipitadas.
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Se incub6 durante un periodo de hasta 7 dias. Si la cepa tiene actividad lipolitica se
forma un halo opaco arededor de la colonia que se compone de sales de calcio de los &cidos
grasos libres (Harrigan y Mc Cance, 1979)

- Produccién de acetoina.

Después de incubar en caldo glucosa a 37°C durante un periodo de hasta 7 dias, se
anadio, a1 ml del cultivo, 0,5 ml de cada uno de los dos reactivos que se emplean y se agito.
La reaccion positiva se caracterizd por la formacién de un precipitado rojo a cabo de 5
minutos. Este método detecta hasta 1 ppm de acetoina.

- Fosfatasa.

Las placas se incubaron a 30°C durante 3 a 5 dias (Baird-Parker, 1963). La liberacion
de fenolftaleina se verifico poniendo una gota de NH4OH al 22% en la tapa de cada placa o
colocando las placas abiertas en la boca del frasco con € reactivo. Las colonias que producen
fosfatasa dan color rosa.

- Reduccion delos nitratos.
Esta prueba se realiz6 con los dos medios a los que se hace referencia en el apéndice.

Los medios se sembraron y se incubaron a 37°C durante 2 a 7 dias. Para visualizar la
reaccion se emplearon los reactivos de Griess-1losvay.

La reaccion positiva se caracteriza por la aparicién de un color rojo que indica
presencia de nitritos, si la reaccion es negativa se afiaden al tubo aproximadamente 0,05 g de
zinc en polvo. El Zn reduce a nitrito cualquier residuo de nitrato, dando color rojo, s no se
produce cambio de color la reaccion es también positiva, es decir los nitratos se habian
transformado en nitritos y éstos en N (Harrigan y Mc Cance, 1979).

- Asimilacion de nitr 6geno inor ganico como unica fuente de N.

Se empled un medio que llevaba sales minerales, extracto de levadura, factores de
crecimiento y como fuente de carbono, bacto-dextrosa. EI KNO3 se afiadié a una
concentracion final del 0,1% (Holding, 1960).

Se sembré el medio y se incub6 a 37°C durante 3 a 7 dias. El crecimiento en este
medio, que viene indicado por la aparicién de turbidez apreciable, nos refleja la capacidad
para utilizar el N2 cuando es la tnica fuente de nitrégeno disponible. Una turbidez escasa no
siempre puede tomarse como un resultado positivo ya que puede deberse a la presenciaen €l
medio de factores de crecimiento que proceden del medio original, resultando necesario hacer
una segunda siembra.
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2.2.3.- ENSAYO DE LA PRODUCCION DE ENTEROTOXINAS POR LAS CEPAS
DE ESTAFILOCOCOS

Una vez concluida la identificacion nos parecié interesante estudiar la capacidad
potencial que tenian las cepas de estafilococos para producir enterotoxinas.

Para la produccion y concentracion de toxinas se siguié € método del cultivo en sacos
de didisis (Donnelly y col., 1967).

Se lavaron trozos de membrana de didisis de aproximadamente 40 cm de longitud en
agua destilada, se hizo un nudo en un extremo y se soplé por €l otro para obtener un saco; a
continuacion se introdujeron en frascos Erlenmeyer de 250 ml de modo que € extremo
anudado descansara sobre el fondo del recipiente, se llenaron con 100 ml de caldo BHI
preparado utilizando €l doble de concentracion y se anudo e otro extremo. Se ataron los dos
extremos con una goma para que adquiriera forma de U y que los extremos atados quedaran
en e cuello del matraz. Se esterilizaron los frascos Erlenmeyer con su contenido a 121°C
durante 15 minutos y después se eliminé e liquido que salié de las membranas con una pipeta
estéril. A continuacion se transvasaron 18 ml de solucién salina fisiol6gica tamponada con
fosfato estéril a frasco Erlenmeyer y se sembraron con 2 ml del inéculo correspondiente (las
células fueron previamente lavadas con solucién salina) obteniendo un volumen final fuera de
la membrana de 20 ml, se incubd a 37°C durante 24 a 48 horas en un agitador orbital a 200
rpm. Terminada la incubacion se recogi6 e liquido situado fuera de la membrana de didlisis
(que contiene células microbianas, constituyentes del medio y enterotoxinas) y se centrifugd a
23.500 x g durante 20 minutos.

La presencia de enterotoxinas en el sobrenadante se investigb empleando e SET-
RPLA (Reversed passive latex agglutination) kit (Oxoid TD-900) que permite la deteccion de
las enterotoxinas estafilocécicas A, B, Cy D. La sensibilidad de este test en |a deteccién de
enterotoxinas es de aproximadamente 0,5 ng/ml.

3.- RESULTADOS

De 280 cepas aidadas en MSA, 66 pertenecieron a la familia Micrococcaceae, 185 a
otras familias y 28 no crecieron en pases sucesivos durante la fase de purificacion. Los
estafilococos y micrococos aislados en MSA representaron solo el 23,57% de los aislamientos
realizados en este medio.

De las 66 cepas, 44 se consideraron pertenecientes al género Staphylococcus y 22 d
género Micrococcus.
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Dentro del género Staphylococcus se identificaron las siguientes especies: S. sciuri
(21), S saprophyticus (6), S aureus (3), S. capitis (2), S epidermidis (2), S xylosus (4), S
warneri(1). 5 cepas quedaron sin identificar anivel de especie.

En el género Micrococcus las especies identificadas fueron M. varians (11), M. roseus
(2) y 9 cepas no se pudieron identificar de un modo fiable a nivel de especie.

La tabla | recoge los valores medios de los recuentos en MSA y los porcentgjes de
Micrococcaceae, Micrococcus y Staphylococcus durante la elaboracion del queso de Armada.

La distribucion de especies por puntos de muestreo se puede observar en latablall.

Las especies identificadas en leche fueron Saphylococcus sciuri (22,5% de los
aislamientos en este punto de muestreo), S. saprophyticus (7,5%), Micrococcus varians (10%)
y M. roseus (5%). Staphylococcus sciuri y Micrococcus varians incrementaron su proporcion
en cugada (suponiendo respectivamente 30 y 17,5% de los aislamientos efectuados en este
punto de muestreo) y no volvieron a ser aislados a lo largo de la maduracién. Es destacable el
aislamiento de Staphylococcus aureus en cugjada (7,5% de los aislamientos en este punto de
muestreo); esta especie no se aisld de nuevo en queso. El resto de las especies se aislaron de
cuagjada 'y queso, o solamente de queso en diferentes etapas de la maduracion, pero siempre en
proporciones muy reducidas.

L as caracteristicas bioquimicas de estas cepas se recogen en latablalll.

Los resultados de |os ensayos de produccion de enterotoxinas A, B, C 'y D por parte de
las cepas de estafilococos se recogen en latablalV.

De las 21 cepas de S. sciuri, sélo 2 de ellas produjeron enterotoxina C, € resto no
produjo ninguna de las enterotoxinas ensayadas.

Delas 3 cepas de S aureus todas ellas produjeron enterotoxinas A y C.

En € resto de las especies, S. xylosus (4 cepas), S. capitis (2), S warneri (1) y S
epidermidis (2), no se detectd produccion de ninguna de las 4 enterotoxinas investigadas.
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Tabla I. Valores medios de los recuentos (log ufc/g) en MSA y porcentajes de Microcococcaceae, Micrococcus y Staphylococcus durante la
elaboracién y maduracién de las cuatro partidas de queso de Armada, variedad Sobado.

Semanas de maduracion

Leche Cuajada 1 2 4 8 16
Recuentos en MSA 4.57+0.15 5.24+0.33 5.06+0.45 4.48+0.69 4.71+£1.10 3.93+1.68 3.39+0.98
Micrococcaceae (%) 55 70 10 0 17.5 0 12,5
Micrococcus (%) 30 50 7.5 0 15 0 75

Staphylococcus (%) 25 20 25 0 25 0 5
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Tabla Il.- Distribucién de especies de Micrococcaceae por puntos de muestreo durante la elaboracién y maduracion del queso
de Armada, variedad Sobado.

Queso (semanas)

Leche Cuajada 1 2 4 8 16
Especie N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
cepas cepas cepas cepas cepas cepas copas

S. sciuri 9 22,5 12 30 - = g = Z

S. aureus - 3 1.5 - = 3 % =

S. xvlosus - 1 2,5 - - 1 2,5 - 2 5
S. capiris = 1 2,5 - - 1 2.5 - -

S. warneri - - - - . - 1 2.5
S. epidermidis - - - i 2 5 5 i

8. saprophyticus 3 7.5 3 7.5 - - - - -

Staph. spp. - - 3 7.5 - 2 5 - L

M. varians 4 10 7 17,5 - - & = &

M. roseus 2 5 - - . - L &

Microc. spp. el 10 1 2,5 1 2,5 - 1 2,5 - 2 5
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Tabla lil.- Caracteristicas bioquimicas a 30°C de las 66 cepas de Micrococcaceae aisladas durante la fabricacién y maduracién del queso de Armada, Sobado.
Los nimeros incluldos en la tabla corresponden al nimero de aislamientos positivos en cada prueba. (IND = no determinado).

Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Micrococcus Micrococcus Micrococcus

seiuri aureus xylosus  capitis warneri  epidermidis  saprophyticus spp. varians raseus spp.
No.de aislamientos 21 3 4 2 1 2 6 5 1 2 9
Oxidacién Glucosa 21 3 4 2 1 2 6 5 1 4] 3
Fermentacion Glucosa 21 3 4 2 1 2 6 & o] o o
Crecimiento a 10 °C ND ND ND ND ND 0 ND ND 9 ND 9
Crecimiento a 37 °C 21 3 - 2 1 2 -] s 1 2 9
Crecimiento a 45 °C ND ND ND ND ND ND ND ND 8 ND 1
Crecimiento a 7,5 % NaCl 2 3 4 2 1 2 (] 5 1 2 9
Crecimiento a 10 % NaCl 20 3 4 2 1 2 (] 3 4 2 9
Crecimiento a 15 % NaCl ND ND ND ND ND 2 ND ND 0 ND E:]
Utilizacién Citrato ND ND ND ND ND ND ND ND 0 ND 1
Crecimiento agar N inorg. ND ND ND ND ND ND ND ND 4] ND o
Hidrélisis almiddn ND ND ND ND ND ND ND ND o ND (4]
Hidrélisis Tween 80 ND ND ND ND ND ND ND ND o ND o
Hidrdlisis esculina 21 o 1 [+} 0 o o 4 0 o 2
Coagulasa o 3 [+} 0 0 0 (4] o ND ND ND
Ureasa 0 3 4 o] 1 2 -] (o] 0 2 8
Arginina dihidrolasa 0 a o] 1 o] 2 0 3 0 0 0
Ornitina decarboxilasa 0 0 o] (o]} (o} 0 o] o o] o] 0
Fosfatasa alcalina 21 3 1 0 (o] 2 0 o 2 [+] 1
Pirrolidonil arilamidasa 0 3 0 0 o} 0 [} 1 0 0 (v}
B-galactosidasa 0 (o] 4 (v} 0 0 6 0 0 ] 6
Arginina arilamidasa (¢} (o] 0 0 o] (o} (o} o 0 0 0
Oxidasa ND ND ND ND ND ND ND ND 1 ND 0
B-Glucuronidasa 20 0 4 (v} [+} 2 0 (v} 0 (o} 6
Voges-Proskauer 0 3 ] 2 1 2 6 5 1 8] 1
Reduccién Nitrato 2 3 4 2 1 2 4] o 1 2 9
Resistencia Novabiocina 2 (8] 3 [e] 4] 0 6 o 0 8] 2




Tabla Ill.- (Continuacién)} Caracteristicas bioquimicas a 30°C de las 66 cepas de Micrococcaceas obtenidas durante la elaboracién y maduracién del queso de Armada-Sobado.
Los nimeros incluidos en la tabla corresponden al nimero de aislamientos positivos en cada prueba. (ND = no determinado).

Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Staph. Micrococeus Mierococcus Micrococcus

seiuri aureus xylosus  capitis warneri  epidermidis  saprophyticus spp. varians roseus
No. de aislamientos 2 3 4 2 1 2 6 5 11 2 9
Acido de:
Galactosa ND ND ND ND ND ND ND ND 0 ND 4
Glicerol ND ND ND ND ND ND ND ND 11 ND 5
Lactosa 21 3 4 2 0 2 6 5 11 4] 1
D-Manitol 21 3 4 1 0 0 -] 4 0 o ND
D-Manosa 21 3 4 1 0 1 0 4 0 o 1
N-acetil glucosamina 21 3 4 0 o o 4 5 o 4] a
Asimilacién de:
L-Arabinosa 7 0 1 0 0 o 4] 4] o 4] 1
D-Celobiosa 20 0 2 0 o (o] o] 4 0 o 1
D-Fructosa 21 3 4 2 1 2 6 4 11 (4] 5
Glucosa 21 3 4 2 1 2 6 5 1 o] 3
Maltosa 21 3 2 1 1 2 6 4 11 o 3
Rafinosa o L] 0 0 0 o o] o] o o o
D-Ribosa 16 o 2 0 o 4] 0 1 0 4] 1
Sacarosa 21 3 E! 2 1 2 6 4 0 0 8
D-Trealosa 2 3 2 ] 1 0 6 4 2 4] 5
D-Turanosa 20 3 1 o o] 0 6 1 (4] (4] 8]
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Tabla V.- Tipos de enterotoxinas (ES) producidas por las especies de Staphylococcus
aisladas durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado.

N° cepas que producen ES
Especies N° cepas
ESA ESB ESC ESD
Staphylococcus sciuri 21 0 0 2 0
S aureus 3 3 0 3 0
S xylosus 4 0 0 0 0
S capitis 2 0 0 0 0
S warneri 1 0 0 0 0
S epidermidis 2 0 0 0 0
S saprophyticus 6 0 0 0 0
Saph. no identif. 5 0 0 0 0
Total 44 3 0 5 0
% 6,81 0 11,36 0
4.- DISCUSION

En este estudio e MSA se comporté como un medio muy poco selectivo para €l
aislamiento de micrococéceas. A este fendbmeno posiblemente contribuya el bajo porcentaje
en que, de hecho, se encuentran estos microorganismos a lo largo de la maduracion. El
recuento de Micrococcaceae experimentd un descenso pronunciado al fina de la primera
semana de maduracion, permaneciendo en bajos niveles durante e resto del proceso. Otros
autores (Devoyod, 1969) describieron este mismo fendmeno durante la elaboracion y
maduracién del queso Roquefort.

Los valores de pH acanzados en €l queso de Armada, variedad Sobado, a la semana
de maduracién (ver capitulo 1) pueden contribuir al descenso y/o desaparicion de agunas
especies. Segun Mattick y col. (1959) los estafilococos desaparecen cuando €l pH de los
guesos es de aproximadamente 5,0. Sharpe y col.(1962) relacionan los valores de pH
relativamente altos (6,6) con la permanencia de estos microorganismos en el queso durante un
periodo de tiempo largo.

Otro factor que puede contribuir a la desaparicién de estos microorganismos es la baja
Aw Y la concentracién de sal, ya que aunque se trata de gérmenes halotolerantes los bajos
niveles de pH pueden aumentar su sensibilidad ala sal.
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Ademés, la flora microbiana de este queso esta compuesta fundamentalmente por
bacterias acidolécticas (ver capitulo ) que podrian gercer un control sobre la poblacion de
Micrococcaceae no solo por la produccion de acido lactico, sino también mediante la
elaboracion de bacteriocinas especificas frente a ese grupo microbiano. Algunos autores
(Gaya y col., 1988; Stecchini y col., 1991) han observado la influencia de la flora
acidoléactica, procedente de la leche cruda y/o de cultivos iniciadores, sobre la poblacion de
micrococosy estafilococos.

A lo largo del proceso de elaboracién y maduracion hemos aislado estafilococos
siempre en mayor nimero que micrococos. El predominio de los estafilococos se podria
explicar en parte porque las muestras se tomaron siempre del interior del queso, donde los
microorganismos anaerobios facultativos (estafilococos) encuentran condiciones mas
apropiadas para desarrollarse que los aerobios estrictos (micrococos). Si bien aungque se
hubieran tomado muestras de superficie probablemente tampoco se hubieran obtenido
porcentajes mucho mayores de micrococos, ya que e salazonado (origen importante de
MiCcrococos) en este queso no se redliza en superficie, sino anadiendo sal a la cugjada durante
las operaciones de sobado, con lo cual la superficie del queso no recibe un aporte adicional de
micrococos que podrian después desarrollarse a ese nivel.

Saphylococcus sciuri y Staphylococcus saprophyticus fueron las dos Unicas especies
de estafilococos aisladas en leche. Estas especies no concuerdan con las haladas por otros
autores en leche de cabra (Harvey y Gilmour, 1988; Vale y col., 1990). En la cugada S
sciuri aumentd su proporcién, mientras que la proporcion de S. saprophyticus se mantuvo.
Ambas especies no volvieron a ser aisladas en queso.

S. aureus fue Unicamente aislado en la cugjada de uno de los cuatro lotes y no volvié a
ser aidado en queso alo largo de la maduracion. A la semana de maduracién se obtienen en
este queso valores medios de pH (4,53) y de actividad del agua (0,967) que son suficientes
para evitar €l crecimiento de S aureus. Notermans y Heuvelman (1983) indican que no se da
crecimiento de este microorganismo a 12°C (aproximadamente la temperatura de maduracion
del queso de Armada, variedad Sobado) cuando laAw esde 0,96 y & pH es de 4,9 o inferior.
A lo largo de la maduracion € pH se eleva hasta alcanzar valores de 5,04+0,15 a fina del
proceso, pero la Aw desciende hasta valores finales de 0,902+0,023. Notermans y Heuvelman
(1983) sefialan que una Aw de 0,90 o bien de 0,93 combinada con un pH inferior a 5,5
impiden el crecimiento de S. aureus. Asi pues, los valores de Aw y pH en € queso de Armada
alo largo de la maduracion explicarian € no aislamiento de S. aureus durante el proceso.

S xylosus se aidl6 en cugjada 'y en queso de 4 y 16 semanas de maduracion, S. capitis
fue aidlado en cugjada 'y en queso de 4 semanas, S. epidermidis se aislé Unicamente en queso
de 4 semanas, mientras que S warneri se aildé Unicamente en queso de 16 semanas.
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Finamente 5 cepas pertenecientes al género Saphylococcus, aisladas en queso de 1y 4
semanas, no pudieron ser identificadas anivel de especie.

No hemos podido encontrar en la bibliografia informacion sobre identificacion de
estafilococos en queso de cabra por o que no nos es posible discutir ni comparar nuestros
datos con los de otros autores. Algunas especies de estafilococos aisladas en el queso de
Armada (S. epidermidis, S warneri, S xylosus) fueron también aisladas en leche de cabra en
diferentes paises (De Buyser y col., 1987; Harvey y Gilmour, 1988; Vale y col., 1990). S
epidermidis, S. saprophyticus, S sciuri y S. xylosus fueron también identificados en quesos de
leche de oveja como el Manchego (Garciay col., 1988) y € de Burgos (Garciay col., 1988,
1990).

Por lo que respecta a origen de los estafilococos presentes en el queso de Armaday en
la leche utilizada para su elaboracion, la mayoria de las especies parecen tener un origen
animal. S sciuri ha sido la especie aislada con mayor frecuencia a partir de cabras (Devriesey
col., 1985). A juzgar por los datos de varios autores (Devriese y col., 1985; Valle y col.,
1990), S saprophyticus, S warneri y S xylosus podrian provenir también de estos animales.
En cuanto a S. aureus, este microorganismos es el patdgeno que més frecuentemente se asocia
con la madtitis caprina (Smith y Roguinsky, 1977). Finalmente, S epidermidis es una de las
especies mas frecuentemente aisladas del hombre (Kloos, 1980) y su presencia en nuestro
gueso podria sugerir una contaminacién accidental debido ala manipulacion.

Micrococcus varians y M. roseus fueron las especies de micrococos aisladas en leche.
M. varians incrementd su proporcién en cugjaday no volvié a ser aislado en queso. M. roseus
no se volvié aaidar ni de cugjada ni de queso. Finamente 4 cepas aisladas en leche, 1 aidada
de cugada y 4 de queso no pudieron ser identificadas a nivel de especie con suficiente
exactitud.

Tampoco hemos podido encontrar en la bibliografia datos sobre especies de
micrococos aisladas de leche 0 queso de cabra. M. varians ha sido aislada como la especie
predominante en el queso Cabrales (NUfiez y Medina, 1980). Ambas especies (M. varians y
M. roseus) han sido también aisladas de queso Manchego (Garcia y col., 1988; Ortiz de
Apodaca y Ordériez, 1979), y de la superficie del queso Roquefort (Vivier y col., 1994). En
cuanto al origen de estas especies, M. varians se encuentra con frecuencia en la piel de los
mamiferos y en € agua (Schleiffer, 1986) y ésta podria ser su procedencia. En cuanto a M.
roseus podria proceder del agua, que es, conjuntamente con €l suelo, (Schleiffer, 1986) su
habitat habitual.

Por lo que respecta a la produccion de enterotoxinas por las especies de estafilococos,
se asocia generalmente esta propiedad con la propiedad coagulasa positiva (Evans y col.,
1950), aunque algunos autores han observado que no todas las cepas coagulasa-positivas
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producen enterotoxinas y que algunas coagulasa-negativas pertenecientes a las especies S.
epidermidis (Breckindge y Bergdoll, 1971; Crass y Bergdoll, 1986; Hoover y col., 1983;
Olsvik y coal., 1982), S xylosus (Bautista y col., 1988), S sciuri (Vale y col., 1990), S
warneri (Vale y col., 1990) y S saprophyticus (Vale y col., 1990) también pueden ser
toxigénicas. Es por esta razon por 1o que se ha ensayado la produccion de enterotoxinas A, B,
Cy D en todas las cepas aid adas pertenecientes al género Staphylococcus. De todas las cepas
de estafilococos coagulasa-negativas solo dos cepas de S sciuri aisladas de leche produjeron
enterotoxina C, €l resto no produjo ninguna de las 4 enterotoxinas ensayadas. Las 3 cepas
coagul asa-positivas (S. aureus) produjeron enterotoxina A y C, pero no B y D. Hay que tener
en cuenta que la produccion de enterotoxinas depende del sustrato de crecimiento, pudiéndose
obtener resultados distintos si 1a cepa es cultivada en otro medio sintético o en condiciones
naturales (Gomez Lucia y col., 1989). Por lo tanto, nosotros sdlo hemos averiguado la
capacidad potencia que tienen las cepas aisladas para producir enterotoxinas.

Todas las cepas enterotoxigénicas produjeron SEC (enterotoxina estafilococica C) sola
0 en combinacion con SEA. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por De
Buyser y col. (1987); Harvey y Gilmour, (1988) y Valle y col. (1990) en cepas aidadas de
cabras |o que parece confirmar que nuestras cepas podrian tener el mismo origen. A pesar de
que la presencia de estafilococos enterotoxigénicos en leche y cugjada podria parecer que
representa un riesgo de intoxicacion, ya que las enterotoxinas producidas no se inactivan sino
gue permanecen en el queso largo tiempo (Kéakovic-Miljkovic, 1960), los bajos recuentos de
estafilococos registrados durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada resultan
tranquilizadores. Noleto y Bergdoll (1980) han puesto de manifiesto que las enterotoxinas
estafilocOcicas solo son detectables en leche cuando las cepas enterotoxigénicas alcanzan
recuentos de 10 ufc/m.
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CAPITULO VI. ESTUDIO DE LAS LEVADURAS AISLADAS
DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE
ARMADA

1.- INTRODUCCION

Las levaduras son hongos unicelulares que se reproducen vegetativamente por
gemacion, en algun caso |o hacen por fisidn o por una combinacién de ambas formas.

Su taxonomia atendiendo alos criterios de Kreger-van Rij (1984) esla siguiente:
Reino: FUNGI
Divisién: EUMY COTA
Subdivision: - ASCOMY COTINA
- BASIDIOMY COTINA
- DEUTEROMY COTINA
Subdivisién:
- ASCOMY COTINA:

Se incluyen las levaduras que se reproducen sexualmente por medio de ascosporas
localizadas en €l interior de cuerpos fructiferos, llamados ascas.

Dentro de esta subdivision se establece:
Orden: ENDOMY CETALES, se distinguen dos familias:

Familiaa SACCHAROMY CETACEAE




142

Subfamiliaz - SCHIZOSACCHAROMY CETOIDEAE
- NADSONIOIDEAE
- SACCHAROMYCETOIDEAE
- LIPOMY CETOIDEAE
Familiaa SPERMOPHTHORACEAE
[1- BASIDIOMY COTINA:
L os basidiomicetos se reproducen sexual mente por medio de basidiosporas.
[11- DEUTEROMY COTINA:
No se observa reproduccion sexua. Se diferencian dos familias:
Familiaa CRYPTOCOCCACEAE
Familiaa SPOROBOLOMY CETACEAE

Las levaduras que asimilan lactosa contribuyen conjuntamente con las bacterias
acidolacticas a descenso de pH que tiene lugar en las etapas tempranas de la maduracion.
Aquellas levaduras que ademas tienen capacidad fermentativa hidrolizan la lactosa a etanol y
CO, y a partir del etanol se originan ésteres de acidos grasos que son responsables del
desarrollo del sabor en determinados tipos de quesos. La produccion de CO, es proporciona a
la concentracién de lactosa disponible, si la fermentacién de la lactosa por las levaduras
ocurre en las primeras etapas 10s riesgos de que ocurran hinchamientos en etapas posteriores
disminuyen considerablemente (Millet y col., 1974). Las levaduras pueden también participar
junto con los lactobacilos heterofermentativos y los leuconostoc en la apertura de la cugjada,
S bien un exceso en la produccion de CO, es indeseable ya que puede provocar
hinchamientos.

Algunas levaduras tienen capacidad proteolitica y lipolitica, ademéas influyen en la
eliminacién de aminas y pueden jugar un papel importante en € desarrollo del aromay el
sabor del queso.

Otra actividad interesante de las levaduras es |la capacidad para metabolizar el acido
l&ctico permitiendo asi € asentamiento de otros grupos microbianos sensibles a pH écidos
como por gjemplo los micrococos.

Las levaduras, por tanto, participan activamente en la transformaciones que ocurren
durante la maduracion ya que poseen un gran potencial enzimatico y contribuyen al desarrollo
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del sabor y la textura (Nahabieh y Schmidt, 1990). También han sido muy estudiadas por
representar 10s contaminantes mas importantes en algunos tipos de productos lacteos en los
gue los bajos valores de pH ofrecen un medio selectivo para su crecimiento (Rohm y col.,
1992).

Las levaduras, a contrario de lo que ocurre con ciertas bacterias, contribuyen poco a
deterioro de los productos lacteos, aunque pueden tener importancia si la presencia es muy
elevada, € tiempo de exposicion es largo, s se produce contaminacién a lo largo de la
transformacion del producto, o bien si se parte de leche cruda para la elaboracion (las células
y esporas de levaduras y los hongos filamentosos no sobreviven generamente a las
temperaturas de pasterizacion (Cooke y Brazis, 1968)). Vadillo (1987) aid6 levaduras sdlo
después de tratamientos térmicos a baja temperatura y durante largos periodos de tiempo,
como 63°C durante 30 minutos, y en muy bajos porcentajes.

La poblacién de levaduras que se aisla normalmente de los quesos incluye aquéllas
gue llegan accidentalmente a la leche o a queso procedentes del agua, aire, sal, por
contaminacion humana o a través de vectores como insectos, ademas de las levaduras que
forman parte de la flora normal de laleche cruda. Entre los géneros de levaduras que se aislan
frecuentemente de derivados lacteos figuran Dipodascus, Endomyces, Hansenula,
Issatchenkia, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Saccharomycopsis, Torulaspora,
Yarrowia, Zygosaccharomyces que pertenecen a la subfamilia SACCHAROMY CETOIDEA
y Lipomyces que pertenece a la subfamilia LIPOMY CETOIDEAE, todos tienen reproduccion
sexual y asexua por ascosporas. Dentro de la familia CRYPTOCOCCACEAE se aidan
frecuentemente géneros como Candida, Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula o
Trichosporon. Sin embargo, en e queso la flora de levaduras estd poco diversificada
(Baroiller y Schmidt 1984), ya que diferentes factores gjercen una seleccion durante las fases
de elaboracion y maduracion del queso.

Vivier y col. (1994) estudiaron el efecto de varios parametros (pH, concentracion de
NaCl, Aw y T3 sobre e crecimiento de las levaduras concluyendo que mientras e pH
précticamente no afecta a crecimiento, ya que crecen en rangos de pH de 2,5 a 8 (aunque su
pH Optimo es de 5,5), aumentos en la concentracién de NaCl provocan descensos lineales en
la poblacion de levaduras y sblo las cepas de algunas especies més halotolerantes (C.
sphaerica) podian crecer a 14% de sa. También demostraron que descensos en la Aw
provocan descensos lineales de la poblacion de levaduras.

El salado es un factor importante que suele provocar un descenso pronunciado en el
nimero de estos gérmenes. En general el nimero de todos los grupos de bacterias y levaduras
disminuye tras el salado (Galziny col., 1970).
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Después del salado se suele observar un predominio de las formas no esporuladas
(Gazin y col., 1970; Besangon y col., 1992), mientras que desaparecen las levaduras
acidogenas que parecen ser particularmente sensibles ala sa y al incremento de extracto seco
(Galziny col., 1970).

Cuando € sdado se efectia en seco, la poblacion de levaduras se mantiene mas
estable en & centro del queso que en la superficie ya que la sal penetra gradualmente a
interior y su efecto es menos intenso que en la superficie.

La concentracion de sal también influye en la concentracion de CO, producida por las
levaduras que fermentan la lactosa, concentraciones de NaCl del 0,5 a 1% incrementan la
produccion de CO, mientras que concentraciones mayores del 3% de NaCl la disminuyen
(Millety cal., 1974).

- Por 1o que respecta a la disponibilidad de fuentes de carbono (lactosa), algunas
levaduras tienen capacidad asimilativa y a veces también fermentativa de la lactosa. Estas
levaduras se suelen desarrollar en las primeras 48 horas después de la adicion del cugjo.

La hidrdlisis enzimética de la lactosa en sus dos componentes (glucosay galactosa) no
parece ser necesaria para la fermentacion de la lactosa por las levaduras.

- Muchas levaduras se desarrollan a valores de pH entre 3y 8 6 entre 3y 11, aunque
su pH éptimo esta por 1o general entre 3,5y 6,5 (Skinner y col., 1980). Este factor quiza no
tenga demasiado efecto ya que las levaduras son microorganismos acidéfilos con mérgenes
amplios de pH en los que su crecimiento se ve poco afectado, pero e salado puede provocar
una sensibilizacion de las levaduras a pH écido.

Las levaduras fermentadoras de la lactosa ven afectada su produccion de CO, en
funcion del pH (Millet y cal., 1974). Asi apH 5,0 la produccién de CO, es maximay apH 6,0
es todavia importante.

- Aunque la temperatura éptima para las levaduras es 25-28°C o incluso 32°C, algunas
especies como Kluyveromyces thermotolerans tienen posibilidad de crecer en margenes mas
amplios (de 4 a44°C) (Vivier y col., 1994).

- En cuanto a la influencia del O, se ha observado que bajas concentraciones de O,
provocan descensos en la poblacién de levaduras esporuladas, en la de cepas nitrato (-) v,
aunque parezca extrafio, incluso en la de levaduras de metabolismo fermentativo (en
determinados casos € proceso fermentativo se ve estimulado por concentraciones bajas de
0O5). En condiciones de bajos niveles de O, las levaduras se pueden ver desplazadas por otros
grupos microbianos mas resistentes a condiciones microaerdfilas o anaerobias como son
algunas micrococaceas, 0 pueden ver retrasado su asentamiento.
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Segln Ghoniem (1968) los antibiéticos han contribuido a incremento de infecciones
causadas por levaduras tanto en el hombre como en el ganado, asi como a su mayor severidad.
Esto también parece tener relacién con la marcada incidencia de levaduras en la leche y
productos l&cteos. Las levaduras acceden ala leche a partir de animales con mastitis micéticas
0 apartir del ambiente.

En los Ultimos 15 afios se han implicado varios tipos de levaduras en la produccion de
mastitis en e ganado. Este incremento parece coincidir con la introduccion de antibidticos
parael tratamiento de infecciones en las ubres.

2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- MATERIAL DE LABORATORIO

Ademés del material general descrito en el capitulo | para el examen microscopico se
utilizaron los microscopios 6pticos OLYMPUS CHB COL11 y de contraste de fases NIKON
8TR-Ke-Ph.

Para redlizar las microfotografias se empled un microscopio NIKON OPTIPHOT
acoplado con un transformador NIKON UFX-DX y una camara fotogréfica NIKON FX 35
DX.

2.2.- METODOS

2.21.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS

En cada lote y en cada punto de muestreo se aislaron a azar 10 cepas a partir de las
placas de OGY EA con un numero de colonias entre 30 y 300. Estas cepas se mantuvieron en
agar Sabouraud antes de proceder a su purificacion e identificacién y se cubrieron con
parafina estéril para reducir su actividad metabdlica. Para las resiembras de las cepas de
levaduras se empled el medio 2% Glucose Y east Peptone.

2.2.2.- IDENTIFICACION DE LAS CEPAS

Los métodos seguidos fueron los propuestos por Lodder (1970), Kreger-van Rij (1984)
y Barnett y col. (1990). En cada cepa se estudiaron caracteristicas morfolégicas, culturales,
sexuales y bioquimicas.
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Car acteristicas mor foldgicas.
Las pruebas morfol dgicas son muy importantes en la identificacion de las levaduras:

- Permiten diferenciar entre géneros, ya que en las claves dicotébmicas tienen gran
poder discriminante en etapas tempranas de la identificacion.

- Ciertas levaduras anascospordgenas tienen un perfil bioguimico similar a de
levaduras ascosporégenas, siendo necesario recurrir a caracteres morfologicos para poder
diferenciarlas.

En cada cepa se observo:

1.- Morfologia de las células y tipo de reproduccién vegetativa: la morfologia de las
células y € tipo de reproduccion vegetativa, que puede tener lugar por gemacion (en cuyo
caso se observa si es unipolar, bipolar o multipolar), fision, o por combinaciéon de ambas, se
observé en preparaciones en fresco, a partir de cultivos en 2% GYP caldo e incubados 2-3
dias a la temperatura dptima (25-28°C). Se observ6 a microscopio con objetivo de inmersion
y empleando como contraste una gota de lugol o una solucién acuosa de nigrosina al 5%.

2.- Presencia de seudomicelio y/o micelio verdadero: se estudié en agar maiz y en agar
morfol6gico después de 1 a 2 semanas de incubacion ala T2 optima.

Con €l cultivo en agar maiz se hizo una extension en portas con una gota de lugol y se
observo a microscopio.

Por lo que respecta a la observacion en agar morfolégico, se esterilizaron en primer
lugar portaobjetos y sobre cada uno se dejo solidificar una capa fina de dicho medio, por otro
lado se prepararon placas de petri con discos de papel de filtro humedecidos con agua o
glicerol a 20% para evitar que se desecara €l cultivo y varillas de vidrio en forma de U (todo
el material estaba estéril). El porta con € medio solidificado se sembrd con € cultivo de
levadura y a continuacion se coloco sobre €l un cubre estéril. Se coloco en la placa sobre la
varilla de vidrio y se incub6 de 1 a 2 semanas a 25°C. Al cabo de este tiempo se observo
directamente a microscopio. También se probd separando € cubre y colocandolo en otro
porta limpio con una gota de agua o de lugol.

Para distinguir un seudomicelio de un micelio verdadero hay que tener en cuenta que:

- El seudomicelio estd congtituido por una cadena de células que se reproducen
exclusivamente por gemacion, no presenta septos discernibles, las células terminales son mas
cortas 0 aproximadamente iguales a las precedentes y hay marcadas constricciones (fig. 1).
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- Si las células se reproducen solo por fision se constituye un micelio verdadero. Este
se caracteriza por presentar septos que se perciben por su refractividad, las células terminales
son més largas que las precedentes, tiene pocas constricciones y a veces se aprecian
artrosporas (fig. 2). También hay que tener presente que pueden darse formas intermedias que
presentan algunos septos 'y a veces células terminales més largas que | as precedentes.

Figura 1.- Microfotografia mostrando un seudomicelio (preparacion de Candida
lambica aislada del queso de Armada, variedad Sobado).

Figura 2.- Microfotografia mostrando un micelio verdadero (preparacion de
Trychosporon beigelii aislada del queso de Armada, variedad Sobado).
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3.- Produccion de balistosporas. es caracteristico de las levaduras del género
Soorobolomyces y aungue éste no es un género que se aisla normalmente de productos lacteos
algunas especies son comunes en el ambiente.

Las balistosporas se producen en estructuras que sobresalen de las células,
denominadas esterigmas, a partir de las cuales son expulsadas a aire. En los cultivos en placa
se observan imagenes invertidas en las tapas debido a la descarga de esporas.

El medio utilizado para su observaciéon fue e agar Gorodkowa. La técnica que se
sigui6 fue ladd cultivo en portaobjetos modificada (Lodder y Kreger-van Rij, 1952).

Se prepararon portaobjetos con el medio y una vez sembrados se colocaron invertidos
sobre un segundo porta con una varilla en forma de U entre ambos y se incubaron en placas
de petri con discos de papel de filtro humedecidos en agua o glicerol.

Se incubd durante 4-5 dias a 25°C, a cabo de este tiempo se determind la presencia o
ausencia de balistosporas por examen microscopico del porta inferior, también se examind el
porta con €l cultivo.

CARACTERISTICASCULTURALES.
En cada aislamiento se estudio:

1.- Crecimiento en medio sdlido (2% GY P (Glucose-yeast-peptone) agar después de 2-
3 dias a 25°C). Se observo € aspecto de las colonias (lisas, rugosas, planas, en forma de
cUpula, mucosas), € color, la produccién de pigmentos, €etc.

2.- Crecimiento en medio liquido (2% GYP cado después de 2-3 dias a 25°C). Se
observé la formacion de pelicula, e aspecto de la misma, la formacién de anillo, de
sedimento, etc.

CARACTERISTICAS SEXUALES.
Se observo:

1.- Formacién de ascas y ascosporas, para ver si tenia lugar la reproduccion sexual por
medio de ascas y acosporas se empl eo:

- Medio de preesporulacion: YM (Y east-Malt) caldo y YM agar (Wickerham,
19514a). Se incubd a 25°C durante 1-2 dias, pudiendo hacerse una resiembra en este medio.

- Medio de esporulacion: A partir del cultivo crecido en e medio de
preesporulacion se sembraron diferentes medios de esporulacion para observar en cada uno de
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ellos s tenia lugar la formacion de ascosporas. Los medios empleados fueron agar
Gorodkowa, agar acetato, agar de Kleyn, agar V8, agar maiz, patata-dextrosa-agar y agar
etanol de Starkey.

A veces las células mal nutridas tienen dificultad para producir ascosporas, por ello se
cultivaron previamente en un medio rico (medio de preesporulacion) y luego fueron
transferidas al medio de esporulacion. En muchos de estos medios de esporulaciéon la
concentracion de algin azlcar u otro nutriente es limitada, entonces las células de levadura
detienen su reproduccién vegetativa y comienza la formacién de ascosporas (se inicia la
meiosis).

Se incubd a la temperatura Optima (25-28°C) y a 20°C, examinando la produccion de
ascosporasalos 3, 7, 14y 21 dias.

Para € examen microscopico se siguié la modificacion del méodo de Wirtz-
Schaeffer-Fulton (1933), como lo describe McClung (1943) y que consiste en hacer una
extension fina de células en un porta que luego se fija a calor. A continuacion se tifie con
verde malaquita (solucion acuosa a 5% 6 1% en fenol acuoso a 1%) durante 30-60 segundos,
se pasa por la llama sin que hierva 3 6 4 veces, aproximadamente 2 minutos, se lava durante
medio minuto y se hace una tincion de contraste con una solucion de safranina acuosa al
0,5%, durante 30 segundos. Después de lavar y secar se observa a microscopio Optico con
objetivo de inmersién. Las esporas de las levaduras aparecen verdes mientras que las ascas y
las células son de color rosa fuerte.

2.- Interfertilidad de las levaduras:

Para afirmar que una levadura no forma ascosporas se debe ensayar la produccién de
ascas en una gran variedad de medios, pero ademas es necesario comprobar que no se trata de
tipos haploides de especies heterotdlicas. Para comprobar la interfertilidad entre las cepas se
sembraron varias, presumiblemente de la misma especie, en los medios de esporulacion,
toméndolas de 4 en 4, se incubaron a 25°C durante 3 semanas y se observé la formacion de
ascas Yy ascosporas cada 7 dias.

CARACTERISTICASBIOQUIMICAS.
En cada aislamiento se efectuaron las siguientes pruebas:

1.- Asimilacién de azUcares. se siguié € método auxanogréfico de Beijerink y se
empled e medio basal 1l (Lodder, 1970).

En una placa se vertieron 2 ml del cultivo, previamente "lavado" en solucién salina
fisiolégica (para "lavar” las céulas se centrifugo € cultivo, se decantd y resuspendio en la
solucién salina, repitiendo esta operacion una vez mas), y se afiadieron 15-20 ml del medio
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basal 1I, fundido y enfriado a 40°C, mezclando bien. Una vez que e medio se solidifico
completamente se colocaron en la superficie aproximadamente 0,05 gramos del azlcar a
ensayar y se incub6 a 25°C durante 3 dias, cuando los resultados no fueron claros se prolong6
4 dias més la incubacion. La asimilacion del azlcar estimulé e crecimiento de las cepas en la
zona de difusion del mismo.

Los azlcares ensayados fueron glucosa, maltosa, rafinosa, celobiosa, galactosa,
sucrosa, treal osa, ribitol, L-sorbosa, D-xilosa, L-arabinosa e inositol.

La glucosa es asimilada por todas las levaduras. Si una cepa asimila un azlcar
cualquiera, necesariamente asimila también la glucosa.

2.- Fermentacion de azlcares: se empled el medio basal de Wickerham (Wickerham,
1951a). Se sembr6 cada tubo, con el azlicar a ensayar, con 0,1 ml del cultivo. Se afiadieron
aproximadamente 2 ml de agar bacteriolégico para que a solidificar formara un tapén que
crease anaerobiosis. Seincubd a25°C y se observé e viraje del color y la produccion de gas a
los 3, 7'y 14 dias de incubacion.

Los azUcares ensayados fueron glucosa, lactosa, galactosa, sucrosa, maltosa y
melibiosa.

Hay que tener en cuenta que cualquier azicar fermentado es también asimilado (salvo
pocas excepciones), e fendmeno inverso no ocurre siempre. Ademéas si una cepa fermenta un
azUcar cuaquiera, esa cepa fermentara también la glucosa.

3.- Asimilacion de nitratos: la capacidad de asimilacién depende del sistema reductasa
que permite llevar a cabo la reduccion asimilatoria del nitrato a otros compuestos mas
reducidos.

La asimilacion de nitratos se estudio en medio liquido (Wickerham, 1946), para lo
cual se prepard una solucion de 100 ml con Bacto Y east Carbon Base (11,7 g/l), esterilizada a
115°C/15' y nitrato potasico (0,78 g/l), esterilizado por filtracién. Se mezclaron 0,5 ml de esta
solucién con 4,5 ml de agua destilada estéril, obteniendo asi una dilucion 1/10, se sembr6 e
incubd a 25°C durante 3 dias. Transcurrido ese tiempo se hizo una segunda siembra (aunque
la fuente de nitrégeno no sea asimilada se suele observar cierto crecimiento en los tubos,
debido a que las células bien nutridas excretan a medio nitrogeno asimilable y también a la
presencia de ciertas cantidades de sulfato amoénico en € medio de cultivo) y se observé la
presencia 0 no de turbidez en e medio.

4.- Ureasa: las levaduras difieren en su capacidad para hidrolizar elevadas
concentraciones de urea en medios completos conteniendo una fuente de nitrégeno organico
como |la peptona.
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Se empled como medio €l agar urea de Christensen (Christensen, 1946). El cultivo se
incubd a 25°C durante 5 dias. La reaccion se consider6 positiva tras la aparicion de un color
rosa fuerte. Cuando la cepa produce ureasa tiene lugar la hidrélisis de la urea con la
consiguiente formacion de amoniaco, esto hace aumentar €l pH del medio y éste vira de
amarillo arojo.

Para algunas cepas se ensay0 también:

5.- Crecimiento en un medio sin vitaminas (Wickerham, 1951b): muchas especies de
levadura son auxoheterotréficas y requieren una 0 mas vitaminas, a partir de una fuente
externa, para sintetizar nutrientes esenciales. Se estudio la capacidad para crecer o no en un
medio carente de factores de crecimiento (vitaminas del grupo B) en condiciones de
aerobiosis. El medio empleado se obtuvo mezclando 0,5 ml de Bacto-vitamin-free-yeast base
al 16,7% (esterilizado por filtracion) con 4,5 ml de agua destilada estéril, y se incub6 a 25°C
durante 7 dias.

Las células de levadura que estan bien nutridas pueden crecer en este medio a costa de
factores de crecimiento que hayan podido acumular, por lo que la proliferaciéon en e primer
tubo del test liquido no concluye la capacidad de las cepas para crecer en un medio libre de
vitaminas; es necesario hacer una segunda siembra en otro tubo para eliminar esa fuente
interna de factores de crecimiento.

6.- Crecimiento en presencia de 100 ppm de cicloheximida (actidiona): se mezclaron
4,5 ml de una dilucién 1/10 de actidiona (esterilizada por filtracién) con 0,5 ml de Bacto
Y east Nitrogen Base, concentrado 10 veces, que llevaba glucosa. Se sembr6 e incubd a 25°C
durante 3 semanas. El crecimiento alos 7 dias, que se apreci6 por la turbidez, indica que la
cepa era adtamente resistente a la cicloheximida, en cambio un crecimiento débil a las 4
semanas indica la sensibilidad a antibidtico.

Dada la complegjidad de la identificacion de levaduras en base a caracteristicas
morfoldgicas, culturales, sexuaes, y bioquimicas (utilizacion de claves dicotdmicas que
pueden inducir a fécil error) se decidié contrastar la identificacion utilizando galerias AP
32C. Para ello 34 cepas previamente identificadas por los métodos convencionales (Lodder,
1970; Kreger-van Rij, 1984 y Barnett y col., 1990) se sometieron a veredicto de las galerias
API.
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2.2.3.- ENSAYO DE ALGUNAS PROPIEDADES DE INTERES TECNOLOGICO EN
LAS CEPASIDENTIFICADAS.

Se siguieron los criterios de Besancon y col. (1992). En cada cepa se ensayo:

- Crecimiento a diferentes concentraciones de sal (5%, 10%, 15% y 20% NaCl). El
medio empleado fue Bacto Yeast Nitrogen Base a 0,67% p/v con glucosa a 0,5% p/v y con
cada una de |as diferentes concentraciones salinas.

- Asimilacién de lactosa al 0,5%. Como medio se empled Bacto Yeast Nitrogen Base
al 0,67% plv con lactosa a 0,5% p/v en tampon fosfato 0,1M, pH 7.

- Asimilacién de &cido lactico a 0,5%. Se empled como medio Bacto Y east Nitrogen
Base al 0,67% p/v con &cido lactico a 0,5% p/p en tampdn tartrato 0,1 M, pH 4.

- Asimilacién de tributirina (glicerol tributirato). Se empled como medio Bacto Y east
Nitrogen Base a 0,67% p/v con gliceral tributirato a 0,3% p/p, agitando diariamente los
tubos.

- Asimilacién de aminas (histamina, tiramina, putrescina y cadavering). El medio
empleado fue Bacto Yeast Carbon Base a 1,17% p/v con 0,8 g/l de la amina correspondiente.

En estas cinco pruebas la temperatura de incubacion fue 25°C y e tiempo de 3 a7
dias.

3.- RESULTADOS

De las 274 cepas aisladas en OGYEA durante la elaboracion y maduracion de los 4
lotes de queso de Armada, 128 cepas (46,71%) se consideraron levaduras y fueron
identificadas como Candida lambica (58 cepas), C. kruseal (11), C. catenulata (1), C. ingens
(2), Kluyveromyces marxianus (11), K. lactis (19), Saccharomyces unisporus (10), Candida
lipolytica (4), C. pintolopesii (1), C. collicullosa (1) y Trichosporon beigelii (3). Dada la
complejidad de la identificacion de las levaduras se recogen seguidamente los pormenores de
laclasificacion:

Género Candida (78 cepas):

- 58 cepas asimilaron glucosa y xilosa, solo fermentaron la glucosa y no asimilaron
ningun otro azlcar ensayado, solo dos cepas asimilaron muy débilmente la lactosa, las 58
asimilaron el &cido léactico asi como las 4 aminas ensayadas, no mostraron capacidad lipolitica
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sobre la tributirina, todas formaron seudomicelio (salvo 2 cepas que solo formaron en agar
maiz un seudomicelio rudimentario). Estas cepas se identificaron como Candida lambica.

- 11 cepas no fueron capaces de asimilar la D-xilosa, en € resto de las pruebas
ensayadas coincidieron con la especie anterior; se identificaron como C. krusa.

- 1 cepa ferment6 la glucosa, galactosay maltosay no asimil6 latiraming; se identifico
como C. catenulata.

- 2 cepas que solo formaron seudomicelio en agar maiz, no fermentaron ningn azlcar
pero asimilaron la glucosa, galactosay sorbosa, no asimilaron tampoco e lactato, presentaron
actividad lipolitica sobre la tributirina e hidrolizaron las cuatro aminas ensayadas, se
identificaron como C. ingens.

- 4 cepas mostraron caracteristicas bioguimicas y morfolégicas que nos llevaron a
adscribirlas ala especie C. lipolytica.

- 1 cepa mostro € perfil tipico de C. collicullosa.

- 1 cepa que formd seudomicelio muy rudimentario, solo en agar maiz, se considerd
perteneciente a la especie C. pintolopesii. En agar maiz se observé la presencia de cadenas
ramificadas de células ovoides y alargadas, a igual que las descritas por Lodder (1970) en su
monografia sobre las levaduras.

Géner o Kluyveromyces (30 cepas):
Lataxonomia del género Kluyveromyces ha sido controvertida.

Lodder (1970) incluye dentro de este género 4 especies, Kluyveromyces bulgaricus, K.
wikenii, K. lactisy K. marxianus. Barnett y col (1979) consideran K. lactis y K. bulgaricus no
totalmente diferentes de K. marxianus. Actualmente Barnett y col. (1990) agrupan en la
especie K. marxianus a K. marxianus var. bulgaricus y K. marxianus var. wikenii (variedades
establecidas por Kreger-van Rij (1984)) y consideran K. lactis como una especie diferenciada.

Las principales diferencias en los caracteres bioquimicos radican en que K. marxianus
no asimila la maltosa, la L-sorbosa ni la trealosa, puede 0 no asimilar la celobiosay fermenta
la galactosa aunque a veces débilmente; en cambio K. lactis asimila la celobiosa, la maltosa,
latrealosay laL-sorbosa (si bien esta Ultima a veces débilmente) y fermenta la gal actosa.

- 11 cepas se adscribieron ala especie K. marxianus.

- 11 cepas no asimilaron, en su mayoria, la celobiosa. Lodder (1970) utilizé esta
prueba como discriminante entre K. bulgaricus y K. lactis. Sin embargo estas 11 cepas se
adscribieron a la especie K. lactis ya que en la mayoria de las pruebas se asemejaron a esta




154

especie, y otros criterios de identificacion no consideran la prueba de la asimilaciéon de la
celobiosa tan discriminante.

- 8 cepas coincidieron en la mayoria de las caracteristicas bioquimicas y morfol dgicas
con Candida sphaerica, aunque difirieron en algunas pruebas. A estas cepas se les hizo la
prueba de interfertilidad tomando las cepas de 4 en 4, se observaron células conjugantes y/o
ascosporas, segun estos resultados concluimos que se trata de Kluyveromyces lactis, especie
mas avanzada del género Kluyveromyces y la Unica en la que se observa heterotalismo
(Lodder,1970)).

Aungue Barnett considera actualmente K. marxianus y K. lactis especies claramente
diferentes no cabe duda de que ambas especies presentan gran similititud como han
demostrado nuevas técnicas de identificacion basadas en hibridacion de &cidos nucleicos,
comparacion del porcentgjes en (G+C) y estudio de las estructuras de la pared o0 estructuras
antigénicas, que tienden a agrupar o diferenciar las especies sin considerar sus caracteristicas
bioquimicas.

Saccharomyces (10 cepas):

Las cepas incluidas en este género se caracterizaron porgue la formacion de las ascas
no fue precedida de células conjugantes, presentaron capacidad para asimilar y fermentar la
glucosay la galactosa, solo una cepa asimilo la cadavering, 4 cepas asimilaron la histamina (3
de ellas débilmente), no asimilaron la putrescina, asimilaron la tiramina, no presentaron
accion sobre la tributirina y no asimilaron € é&cido lactico. Se identificaron como
Saccharomyces unisporus.

Segun Kreger-van Rij (1984) son caracteres decisivos para la identificacion de S.
unisporus la capacidad asimilatoria de L-Lys y etilamina, la asimilacién de cadaverina, la
capacidad para crecer en presencia de 100 y 1000 ppm de cicloheximida y la asimilacién de
sucrosa. Las cepas ensayadas difirieron en el hecho de que no asimilaban la cadaverina (sélo
una cepa débilmente) pero dado que en € resto de las pruebas bioquimicas y morfol bgicas
coincidieron con esta especie se adscribieron a S. unisporus.

Trichosporon beigelii (3 cepas):

Las 3 cepas formaron micelio verdadero y artrosporas y se adscribieron a la especie
Trichosporon beigelii. Las células se reproducian por fision, observandose también células
gemantes. Estas cepas no mostraron capacidad fermentativa.

En latabla | se presenta la distribucion de las especies a lo largo de la elaboracion y
maduracioén del queso.
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Se puede observar un claro predominio de las formas anascospordgenas. Candida
lambica (45% de las cepas aidladas) es la especie dominante a lo largo del proceso, salvo en
gueso de 1 semana donde predominan K. lactis y K. marxianus (47,62% y 23,81% de los
aislamientos en esta etapa, respectivamente) y en queso de 16 semanas donde predomina C.
krusel (87,5% de los aislamientos en esta etapa). Entre las levaduras esporégenas predominan
Kluyveromyces marxianus (16%) y Saccharomyces unisporus (8%).

En la tabla Il aparecen las caracteristicas bioquimicas y en la Ill se recogen las
caracteristicas morfoldgicas, culturales y sexuales de las distintas cepas.

Las caracteristicas de interés tecnol 6gico aparecen recogidas en latabla V. Por lo que
respecta a crecimiento a distintos porcentges de sal todas crecieron a 5%, al 10% crecieron
las cepas de Candida krusei, C. inconspicua, Kluyveromyces marxianus y K. lactis. Muy
pocas cepas pudieron crecer a porcentgjes de sal del 15% y las que lo hicieron fue muy
débilmente, se trata de cepas de K. lactis y algunas de K. marxianus, que son |as especies mas
hal otol erantes.
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Tabla .- Distribucion por puntos de muestreo de las especies de levaduras aisladas durante la elaboracion y maduracién del queso de Armada,
variedad Sobado.

Queso (semanas)

Especie Leche (%) Cugada (%) 1 (%) 2 (%) 4 (%) 8 (%) 16 (%)
C. lamhica 12 63,16 7 38,89 3 1428 8 47,06 15 68,18 12 52,17 1 12,5
C. krusei - 1 5,55 1 476 1 588 - 1 4,35 7 875
C. catenulata - 1 5,55 - - - - -
C. ingens - - - - - 2 8,69 -
C. lipolytica - 2 11,11 1 4,76 - - - 1 4,35 -
C. pintolopesii 1 5,26 - - - - - - -
C. coliicullosa - - - - - - 1 4,35 -
K. marxianus 1 5,26 1 5,55 5 2381 2 1176 2 9,09 - -
K. lactis - 2 1111 10 4762 3 17,65 2 9,09 2 8,69 -
S unisporus - 1 5,55 - 3 17,65 3 1364 3 1304 -
Tr. beigdlii 1 5,26 2 11,11 - - - - - -
Sin ident. 4 21,05 1 5,55 1 476 - - - - 4,35 -




Tablall.- Asimilacion de los azlcares por parte de |as cepas de levaduras aisladas del queso de Armada, variedad Sobado.

ASIMILACION DE:

Especie GLC LAC GAL MAL SOR TREA XIL CEL L-ARA SAC RAH RIBI NIT L-LIS
C. lambica 58 0 0 0 0 0 58 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. krusei 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. catenulata 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. ingens 2 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 N.D.
C.lipolytica 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. pintolopesii 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. caliicullosa 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 N.D.
K. marxianus 11 11 6 0 2 0 0 0 0 11 11 0 0 N.D.
K. lactis 19 19 19 16 15 9 1 2 1 18 17 1 0 N.D.
S unisporus 10 0 10 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 10

Tr. beigdlii 3 3 3 3 0 3 2 2 0 3 ly1? 0 0 N.D.

157
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Tabla Il (continuacion).- Fermentacion de los azlcares por parte de las cepas de
levaduras aisladas del queso de Armada, variedad Sobado.

FERMENTACION DE:

Especie GLC GAL MAL SAC MEL LAC
C. lambica 58 0 0 0 0 0
C. krusei 11 0 0 0 0 0
C. catenulata 1 1 1 0 0 0
C. ingens 0 0 0 0 0 0
C. lipolytica 0 0 0 0 0 0
C. pintolopesii 1 0 0 0 0 0
C. callicullosa 1 1 0 1 0 0
K. marxianus 11 0 0 11 0 11
K. lactis 19 19 19(3) 18 0 19
S unisporus 10 10 0 0

Tr. beigdlii 0 0 0 0




Tablalll.- Caracteres morfol 6gicos, culturales y sexuales de las cepas de levaduras aisladas del queso de Armada, variedad Sobado.

159

Especie Gemacion Anillo Sedimento Sedimento  Ascosporas Cédulas Ascosporas  Pseudomicelio  Micdlio  Crec.
multipolar  superficia que se en grumos conjugantes  (maduran verdade  20-
disuelve ® Ascas fuera) ro 25°C
C. lambica 58 58 0 0 0 0 0 58 0 58
C. krusal 11 11 0 0 0 0 0 11 0 11
C. catenulata 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1
C. ingens 2 2 0 0 0 0 0 2 0 N.D.
C. lipolytica 4 4 0 0 0 0 0 0 0 N.D.
C. pintolopesii 1 1 0 0 0 0 0 * 0 N.D.
C. callicullosa 1 0 0 1 0 0 0 0 0 N.D.
K. marxianus 11 0 11 0 11 0 0 0 0 N.D.
K. lactis 19 1 6 12 11 0 0 0 0 N.D.
S unisporus 10 0 10 10 0 0 0 0 N.D.
Tr. beigdlii 0 3 0 0 0 0 0 3 N.D.

* Forma un seudomicelio rudimentario en agar maiz.




160

Tabla 1V.- Caracteristicas de interés tecnolégico de las cepas de levaduras aisladas durante la elaboracion y maduracion del geuso de Armada,
variedad Sobado.

Crecimiento en: Asimilacién de: Hidrdlisis Asimilacion delas
aminas.

Especie 5% NaCl 10% 15% 20% 0,5% 0,5% TRIBUT CADA HISTA PUTRE TIRA

NaCl NaCl NaCl Lactosa Lactato
C. lambica (58) 58 2y 6* 0 0 2* 58 0 58 58 58 58
C. krusal (11) 11 11 2* 0 0 11 0 11 11 11 11
C. catenulata (1) 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0
C. ingens (2) 2* 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2
C. lipolytica (4) 4 4 0 0 0 4 4 4 4 4 4
C pintolopesii (1) 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1
C. collicullosa(2) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
K. marxianus 11 11y 2* 4* 0 11 9y 2 0 9 4y 7* 11 2y 3¢
(11)
K. lactis (19) 19 17y 1* 12* 0 17 18 0 13 18 18 4
S. unisporus (10) 8y 2* 6* 0 0 1* ly 3* 0 10
Tr. beigdii (3) 3* 0 0 0 3 0 3 3 3 3 3*

* Crecimiento débil.
Los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de cepas ensayadas de cada especie.
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Al comparar los resultados de la identificacion clésica con los obtenidos utilizando
galerias APl ATB 32C, e grado de coincidencia fue bastante satisfactorio (tabla V). Sin
embargo este gjercicio nos ha permitido comprobar que un buen nimero de cepas no podrian
haberse identificado correctamente haciendo Unicamente uso de las galerias API, sin la ayuda
de algunas pruebas convencionales, ya que a veces se hace imprenscindible diferenciar entre
el estado amorfoy e sexual.

* De las 6 cepas identificadas por los métodos clasicos como Candida lambica,
utilizando galerias APl se identificaron 4 como C. lambica y 2 no se pudieron adscribir a

especie.

* 2 cepas identificadas por los métodos clasicos como Kluyveromyces marxianus,
utilizando galerias API se identificaron como Candida kefyr (anamorfo de K. marxianus).

* De 7 cepas identificadas como Kluyveromyces lactis (métodos clasicos), 3 se
identificaron por galerias APl como Candida sphaerica (anamorfo de K. lactis) y 4 no
pudieron ser identificadas.

* 4 cepas identificadas por los métodos clasicos como Saccharomyces unisporus no
fueron identificadas con los API (esta especie no figura en la base de datos del sistema ATB
320C).

* 3 cepas de Trichosporon beigelii (métodos clasicos) no pudieron ser identificadas
haciendo uso de las galerias API.

* 3 cepas identificadas como Candida krusei (métodos clésicos), por medio de galerias
APl se adscribieron ala misma especie.

* 2 cepas identificadas como Candida ingens (métodos cléasicos) por medio de los API
se identificaron como Zygosaccharomyces spp. Estas cepas se habian considerado C. ingens
en base a la caracteristica principa de no realizar ninguna fermentacion y esta caracteristicala
diferenciaba de Zygosaccharomyces. En los APl no se contemplan pruebas asimilatorias de
azUcares en ausencia de oxigeno.

* 1 cepa identificada como Candida catenulata (métodos clasicos), con gaerias API
se adscribié a la misma especie.

* 1 cepa identificada como Candida pintolopesii (métodos clasicos) se identificd a
través de las galerias APl como C. lambica. Esta cepa se mantuvo en duda entre ambas
especies pero finalmente se adscribié a la especie C. pintolopesii debido a tipo de
seudomicelio que formaba.
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* 1 cepa se identifico como Candida collicullosa por los métodos clésicos y las
galerias API.

4 cepas de Candida inconspicua identificadas por los métodos clasicos se identificaron
con las galerias APl como Candida lipolytica. Estas cepas inicialmente se habian considerado
pertenecientes al género Torulopsisy se identificaron como Torulopsis inconspicua (Candida
inconspicua) ya que entre otras caracteristicas no formaban micelio en agar morfolégico ni en
agar maiz, solo se podia apreciar en una cepa la formacion de una cadena alargada de células
gue podria representar un seudomicelio rudimentario mientras Candida por lo general forma
seudomicelio. Si se consideran pertenecientes a género Candida, utilizando los métodos
convencionales se identificarian también como C. lipolytica. Ademas se sabe que aungue C.
lipolytica normalmente produce seudohifas, en algin aislamiento realizado en Industrias de
Alimentos no llegaba a formarlas. Este hecho, junto con la caracteristica de las cepas de
crecer en presencia de cicloheximida a 100 y 1000 ppm, carécter que no presenta C.
inconspicua, nos llevé aincluir finalmente estas cepas en la especie C. lipolytica.

Tabla V.- Relacion entre los resultados de la identificacion de levaduras obtenidos
utilizando métodos clasicosy galerias APl ATB 32C.

N° de cepas Métodos clasicos N° de cepas API ATB 32C
4 Candida inconspicua 4 Candida lipolytica
1 Candida collicullosa 1 Candida collicullosa
1 Candida catenulata 1 Candida catenulata
1 Candida pintolopesii 1 Candida lambica
2 Candida ingens 2 Zygosaccharomyces sp.
6 Candida lambica 4 Candida lambica
2 Sin identificar
2 Kluyveromyces marxianus 2 Candida kefyr
7 Kluyveromyces lactis 3 Candida sphaerica
4 Sin identificar
Saccharomyces unisporus 4 Sin identificar
Trichosporon beigdlii 3 Sinidentificar
3 Candida krusel 3 Candida krusel
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4.- DISCUSION

En nuestro estudio hemos aislado Candida lambica en altas proporciones en leche,
cugjada y a lo largo de la maduracion, lo que indica que podria adaptarse bien a las
condiciones de Aw, pH y concentracién de sal de este queso y que es altamente competitiva.

Baroiller y Schmidt (1990) aislaron levaduras anascospordgenas en altas proporciones
a partir de explotaciones agricolas (ensilados, heces, agua, suelo,...) siendo particularmente
importante C. lambica. Estos autores no aislan esta especie en leche ni durante la maduracion
de los quesos, la consideran como flora "contaminante" que en € queso se veria desplazada
por otras especies mejor adaptadas a este alimento como Kluyveromyces lactis y su forma
asexua Candida sphaerica.

En la evolucion de C. lambica a lo largo de la maduracion del queso de Armada solo
se observa un ligero descenso en queso de 1 semana donde predominan Kluyveromyces lactis
y Kluyveromyces marxianus 'y en queso de 16 semanas donde est4 escasamente representada y
se ve superada por Candida krusei, si bien se observa también |a ausencia de otras especies.

Esinusua aidar a partir de quesos C. lambica como especie mayoritaria aunque si se
suele encontrar en porcentajes elevados en muchos estudios. C. lambica se aidé también de
guesos franceses de cabra (Nahabieh y Schmidt, 1990) como el Crottin de Chavignol y €
Pouligny Saint-Pierre aunque no en niveles importantes. El género Candida se a6 en estos
guesos en porcentajes del 60% del total de la flora (Nahabieh y Schmidt, 1990). En nuestro
estudio este género represento el 61% del total de levaduras aisladas.

Otras especies del género Candida aisladas en € queso de Armada fueron C. krusei, C.
pintolopesii y C. lipolytica. C. krusel fue también aislada por Deiana y col. (1977) en quesos
de cabra de diversas localidades de Cerdefia y por Cooke y Brazis (1968) a partir de leche
cruda, leche pasterizada y diversos productos lacteos, entre ellos queso. Nahabieh y Schmidt
(1990) aidlaron también C. pintolopesii en queso de cabra en un porcentgje del 15%, si bien
estos autores sefialan su presencia como inusual. C. lipolytica puede jugar un papel importante
en el desarrollo del aroma del queso a aumentar € contenido en écidos grasos volétiles
(Devoyod y Sponem, 1970; Parmelee y Nelson, 1949). Nahabieh y Schmidt (1990) aislaron
esta especie en quesos franceses de cabra en su forma sexual y asexual en proporciones del
13% de los aislamientos, siendo la especie dominante en el Crottin de Chavignol durante la 12
fase de la maduracion.

En genera se puede observar que a lo largo de la maduracion predominaron las
levaduras anascosporégenas del género Candida, hecho que ya sefialaron en otros estudios
autores como Devoyod y Sponem (1970).
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Kluyveromyces lactis se a6 en porcentajes importantes a la semana de maduracion
representando aproximadamente e 48% de las levaduras aisladas en este punto de muestreo.
Esta especie constituy6 aproximadamente el 15% del total de levaduras aidladas. Nahabieh y
Schmidt (1990) aidlaron K. lactis/C. sphaerica como dominante en algunas etapas de la
maduracion de los quesos, normalmente en las etapas iniciales en las que puede multiplicarse
activamente ya que es una especie con capacidad para asimilar y fermentar la lactosa ademas
de poder metabolizar €l acido lactico; esta especie ha sido también aislada de los quesos
Roquefort (Devoyod y Sponem, 1970), Mahon (Suérez e ifiigo, 1982), Cabrales (NUfiez y
col., 1981), Saint-Nectaire (Vergeade y col., 1976), Kopanisti (Kaminarides y Anifantakis,
1989), Telémé (Georgantas, 1979) y Canta (Millet y col., 1974).

Baroiller y Schmidt (1990) no la aislaron de ensilados, agua, alimentos o heces, en su
forma perfecta o imperfecta, sin embargo es una especie muy comunmente encontrada en
quesos; estos autores lo explican considerando que en realidad dicha especie esta bien
representada en los ambientes mencionados pero se ve dominada por otras especies
mayoritarias como C. lambica.

K. lactis tiene capacidad para asimilar y fermentar |a lactosa por 10 que parece tener un
papel importante en e desarrollo del sabor y aroma del queso. A partir de la lactosa se forma
etanol y CO, y a partir del etanol pueden originarse ésteres de acidos grasos que contribuyen
al desarrollo del sabor y € aroma.

Ademés agunos autores (Devoyod y Sponem, 1970) asignan a esta especie la
capacidad de poder actuar sobre Penicillium roqueforti estimulandole en la produccién de
metilcetonas. Georgantas (1979) le asigna también un efecto estimulante de la produccion de
&cido por parte de los lactococos.

18 de las 19 cepas de K. lactis aisladas por nosotros presentaron también capacidad
asimilatoria del acido lactico.

Kluyveromyces marxianus representd € 9% del total de aislamientos siendo mas
notable su presencia a la semana de maduracién. Esta especie se ha aislado en porcentgjes
importantes en el queso Pouligny-Saint-Pierre, representando la Uinica levadura ascosporégena
presente en proporciones significativas en |os primeros estadios de la maduracion (Nahabieh y
Schmidt, 1990). En e Chevrotin des Aravis, K. marxianus y su forma asexua C. kefyr
representan un porcentgje no despreciable del total de laflora (el 13%), en e Sainte-Maure,
en cambio, se observé una ausencia total de esta especie. Segin Nahabieh y Schmidt (1990)
esta levadura (en su forma sexual y asexual) representa el 5% del total de aislamientos de
levaduras realizados en |os quesos franceses de cabra estudiados por ellos.

La especie K. marxianus (Barnett y col., 1990) se corresponde con las especies K.
bulgaricus y K. wikenii descritas por Lodder (1970) y con las variedades K. marxianus var.
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bulgaricus y var. wikenii de Kreger-van Rij (1984). Esta especie tiene capacidad de
asimilacién de lalactosa y también de acido | actico.

Saccharomyces unisporus fue la Unica especie identificada del género Saccharomyces
y supuso € 7% del total de levaduras identificadas. Esta especie fue también aislada por
Nufiez y col. (1981) en € estudio del queso de Cabrales en proporciones del 3%. Las especies
de este género que han sido aisladas mas frecuentemente de leche y productos lacteos son S.
fragilis y S cerevisiae (Devoyod y Sponem, 1970; Schmidt y Lenoir, 1978, 1980). Sin
embargo hay que tener en cuenta que actualmente S. fragilis se corresponde con la especie K.
marxianus. Nahabieh y Schmidt (1990) aislan tanto S. cerevisiae como su forma asexua C.
robusta en un porcentaje del 14,5% en quesos de cabra franceses. Otros autores como
Baroiller y Schmidt (1990), estudiando € queso Camembert a lo largo de la maduracion solo
aislaron cepas de la especie S cerevisiae y en una proporcion muy baa (3% de los
aislamientos).

Trichosporon beigelii es una especie que procede siempre de contaminaciones. En
nuestro estudio representd solo € 2% de los aislamientos. NUfiez y col. (1981) la aislaron en
leche en € estudio del queso de Cabrales. En algunos quesos llega a constituir una especie
mayoritaria, por eiemplo, en e queso Damietta, Ghoniem (1968) aislé este género en el 44%
de los casos. Nahabieh y Schmidt (1990) aislaron Tr. beigelii aproximadamente en la misma
proporcion que Nosotros.

Solo las cepas de K. lactis y K. marxianus fueron capaces de asimilar y fermentar la
lactosa lo que de acuerdo con Cooke y Brazis (1968) nos llevaria a considerar que la mayoria
de las especies de la poblacién de levaduras serian contaminantes casuales antes que flora
"propid’ delalechey el queso.

Posiblemente las cepas de K. marxianus y K. lactis contribuyan junto con las bacterias
l&cticas ala degradacion de lalactosa. Aungue no predominan las especies con capacidad para
metabolizar la lactosa, en queso de 1 semana son precisamente K. lactis y K. marxianus las
que presentan val ores més altos, considerando ademés que se aislan de la dilucién 10™.

K. marxianus, K. lactis, C. krusel y C. lambica mostraron capacidad de asimilacién del
&cido lé&ctico. Estas especies podrian participar activamente en el consumo de acido lactico y
ser las responsables del descenso de los contenidos en acidos D y L-l4ctico observado a partir
de la primera semana de maduracion (Fresno, 1994).

Las levaduras aisladas del queso de Armada no parecen tener gran participacion en la
hidrdlisis lipidica. De todas las cepas aisladas, solo 9 han presentado esa actividad: 2 cepas de
C. ingens, 4 de C. lipolyticay 3 de Tr. beigdlii.




166

Podemos concluir que la flora de levadura dominante en este queso esta constituida
por especies del género Candida, sobre todo C. lambica y C. krusei (levaduras
anascosporégenas). Como levaduras espordgenas estan presentes las especies K. lactis, K.
marxianus y S. unisporus. Nahabieh y Schmidt (1990) aislaron de quesos franceses de cabra
las mismas especies del género Candida (C. lipolytica 'y C. lambica) que constituyen la flora
dominante y como representantes de las levaduras ascosporégenas K. marxianus var. lactis (=
K. lactis) y K. bulgaricus (= K. marxianus).

Los resultados de identificacion utilizando galerias ATB 32 C no coinciden
estrictamente con €l veredicto de los métodos clésicos. Esto es debido sin lugar a dudas a que
las galerias APl estan adaptadas a la identificacion de levaduras de origen clinico y no
incluyen algunas pruebas de capital importancia para la identificacion de levaduras de origen
alimentario. Nuestros resultados en este sentido prueban una vez mas la importancia de las
pruebas morfologicas para hacer una identificacion fiable. Sin embargo, como ya indicaron
otros autores (Rohm y col., 1990), las galerias APl pueden tener aplicacion en combinacion
con los métodos clésicos.
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CAPITULO VII. ESTUDIO DE LOSMOHOSAISLADOS DURANTE LA
ELABORACION Y MADURACION DEL QUESO DE ARMADA

1.- INTRODUCCION.

1.1- PAPEL DE LOS MOHOS EN LA MADURACION DE LOS QUESOS.
ACTIVIDAD PROTEOLITICAY LIPOLITICA.

Las enzimas proteoliticas y lipoliticas de los mohos intervienen en la maduracion de
los quesos. Varios autores han estudiado los sistemas proteolitico y lipolitico de Penicillium
roqueforti.

Tanto el micelio de P. roqueforti como sus esporas poseen enzimas que intervienen en
el proceso de maduracion de los quesos (Hawke, 1966). En los quesos azules la actividad
proteolitica se puede deber en parte a los microorganismos que constituyen el cultivo
iniciador y a la renina pero sobre todo a los enzimas de P. roqueforti (Kinsella y Hwang,
1976).

Su sistema proteolitico actta sobre un amplio espectro de proteinas incluidaslasa y 3
caseinas.

P. roqueforti posee una proteasa intracelular que esta sujeta a represion por la
presencia de aminoacidos en el medio (Bolcato y col., 1973), y cuya actividad estéd en €l rango
de pH de 3 a 6 (Kinsdlla y Hwang, 1976), y otra extracelular cuya actividad tiende a
incrementarse con la presencia de aminoacidos en el medio (Bolcato y col., 1973) y cuyo pH
Optimo esta entre 5 y 6, aunque también tiene actividad a pH 4,5 a 7 (Kinsella y Hwang,
1976).

Las proteinasas extracelulares de P. roqueforti (&cida y neutra) actUan sinérgicamente
con las proteinasas y peptidasas del estarter (Desmazeaud y col., 1976; Gripon y col., 1977).
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Estas proteinasas liberan péptidos con P.M. > 1000, que seran hidrolizados por las bacterias
|&cticas a péptidos més peguefios y aminoacidos.

P. roqueforti también produce amino y carboxipeptidasas intra y extra celulares
(Paquet y Gripon, 1980).

El contenido en sal actlia controlando la proteolisis en los quesos madurados por
mohos (Kinsella y Hwang, 1976). La proteasa extracelular se ve inhibida por e NaCl,
mientras el CaCl, tiende a estimularla (Gripon y Hermier, 1974).

La proteolisis es necesaria para €l desarrollo de una textura apropiada y del sabor. Los
aminoécidos son precursores de adehidos, metilcetonas, acoholes y ésteres y son
estimulantes de la germinacion de las esporas fungicas (Kinsellay Hwang, 1976). A su vez se
pueden producir desaminaciones de aminoécidos, siendo importante en este sentido la
presencia de cepas del género Geotrichum (Hemme y col., 1982), e amoniaco liberado
contribuye igualmente a la formacion del aroma.

Niki y col. (1966) han observado que cepas de P. roqueforti con elevada actividad
proteolitica poseen baja actividad lipolitica y viceversa y que son las cepas con menor
actividad proteolitica y mayor actividad lipolitica las que parecen producir quesos de mejor
calidad en periodos mas cortos.

Los aromas generados en la lipolisis son posiblemente los mas determinantes en €l
desarrollo del sabor de los quesos azules (Kinsellay Hwang, 1976). Los &cidos grasos libres
son compuestos con sabor por si mismos y también son precursores de metilcetonas. En
ausencia de una lipolisis adecuada, €l sabor del queso es pobre o se desarrolla ligeramente
(Morrisy col., 1963).

El sistema lipolitico de P. roqueforti también ha sido estudiado y es muy importante
ya que la manufactura de un queso azul de calidad depende principalmente del metabolismo
lipidico en el queso. Los triglicéridos son progresivamente hidrolizados a monoglicéridos y
&cidos grasos libres y los acidos grasos son parcialmente oxidados, originando sobre todo
metilcetonas (Gehrig y Knight, 1963; Parksy col., 1964).

La hidrdlisis lipidica depende de varios factores. la actividad lipasa de los mohos, la
actividad lipolitica residual de la leche (que se destruye con la pasterizacion),
microorganismos que constituyen €l cultivo iniciador, eficiencia de la homogeinizacion de la
leche (que a romper la membrana que rodea a los lipidos facilita e acceso de éstos a las
lipasas), € pH, latemperaturay la concentracion de NaCl.
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P. roqueforti produce dos lipasas pero sélo la enzima acida tiene un papel significativo
en la maduracién del queso (citado por Law, B.A., 1984-congreso). La lipasa de P. roqueforti
parece tener gran importanciaen el desarrollo de sabor del queso azul.

En general las condiciones dptimas parala produccion de esta lipasa coinciden con las
de maduracién de los quesos azules (Kinsellay Hwang, 1976). En la produccién de esta lipasa
influyen varios factores: la lactosa, glucosa o galactosa inhiben su produccién y la adicion de
grasa de la mantequillala activa (K ataoka-1963).

La temperatura Optima para la lipasa de P. roqueforti esta entre 30 y 35°C (Morris 'y
Jezeski, 1973; Shipe, 1951) o incluso 37°C para algunas cepas (Eitenmiller y col., 1970),
siendo funcion también de otras condiciones de crecimiento. El sistema lipasa del moho se
mantiene bastante activo a bagja temperatura (10°C) (Kinsellay Hwang, 1976).

Los mohos tienen capacidad para oxidar los acidos grasos a metilcetonas y CO..
Diversos estudios indican que los &cidos grasos libres son toxicos para el micelio y en elevada
cantidad podrian inhibir la formacion de metilcetonas (Kinsellay Hwang, 1976). Como en €l
queso los &cidos grasos se encuentran més bien asociados con la fase lipidica (se solubilizan
en la grasa de la leche) sin entrar en contacto con & moho, es posible que la actividad lipasa
del moho oxide los &cidos grasos a metilcetonas y CO-, (Kinsellay Hwang, 1976).

La ruta metabdlica para la formacién de metilcetonas por € micelio y las esporas de P.
roqueforti eslasiguiente (Law, 1984):

TG ® AG (Cp) ® Oxo-Acil-CoA ® b-cetodcidos® Metilcetonas (Cp-1)
n=6,8,10 6 12

Las d-lactonas también contribuyen a desarrollo del aroma del queso (Wong y col.,
1973). Boldingh y Taylor (1962) citan g emplos de mohos y levaduras que producen lactonas
por lavia

Glicéridos® d-cetoacidos® d-hidroxiacidos® d-lactona

1.2.- IMPORTANCIA DELOSMOHOSY SUSTOXINASEN EL QUESO.

Las especies de mohos empleadas en la elaboracion de determinados alimentos son
muy limitadas y estén representadas exclusivamente por especies del género Penicillium: P.
roqueforti, P. camemberti, P. nalgiovensey P. chrysogenum.

Los mohos del género Penicillium son muy empleados (al menos en Europa, EEUU y
Canadd) en la elaboracion de queso, salchichas, jamon crudo curado y embutidos (Leistner,
1986).
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Entre los quesos elaborados con P. roqueforti se encuentran el Roquefort (Francia),
Gorgonzola (Italia), Stilton (Gran Bretafia), Danish Blue (Dinamarca), Blanschimmelkéase
(Suiza), Tulum (Turkia). Entre los que emplean como cultivo iniciador P. camemberti (= P.
caseicolum = P. candidum) destacan el Camembert, Brie y otros quesos de moho blanco.
También son frecuentes los quesos elaborados con P. camemberti en la superficie y P.
roqueforti en €l interior, por ggemplo e queso Bayrisch Blau de Alemania.

Las cepas de Penicillium seleccionadas en Industria Alimentaria no deben ser
toxigénicas lo que resulta dificil ya que en estudios realizados por Leistner (1986) € 75% de
las cepas de Penicillium aisladas de alimentos eran toxigénicas y la mayoria de las cepas de P.
rogueforti producen alguna micotoxina. Sin embargo, esto no es muy problematico ya que
aunque el queso es un excelente sustrato para € crecimiento de los mohos no o es para la
produccion de micotoxinas (Bullerman, 1981). Aun teniendo en cuenta esto se prefieren como
cultivos iniciadores aquellas cepas que no producen ninguna toxina, a menos conociday por
ello en las cepas comerciaes de P. roqueforti no se aprecia produccién de micotoxinas como
patuling, &cido penicilico y citrinina (Bullerman, 1981).

El crecimiento incontrolado de mohos debe también ser evitado porque en estudios
futuros se puede poner de manifiesto la presencia de alguna otra toxina hasta ahora
desconocida (Aran y Eke, 1987).

Debido a que la produccion de micotoxinas es un aspecto muy importante en los
mohos utilizados en Tecnologia de los Alimentos es necesario hacer alguna consideraciéon a
este respecto:

Entre las toxinas que puede producir P. roqueforti se encuentra la PR-toxina,
roquefortina A, C, etc. P. camemberti produce acido ciclopiazonico.

La PR-toxina posee gran toxicidad. También son bastante tdxicas otras como la
patulina'y el écido penicilico (sin embargo estas micotoxinas o bien no son producidas en €l
gueso o bien son inestables).

El Dairouty y col. (1990) examinaron muestras de queso Roquefort comprobando que
en ninguna se detectaba la presencia de PR-toxina. Sin embargo el 16,6% de los aislamientos
de P. roqueforti producian esta toxina cuando se cultivaban en medios artificiales.

Los reducidos niveles de micotoxinas detectados en el queso con respecto a cereaes
puede ser debida a que ciertas micotoxinas son menos estables en productos con elevado
contenido proteico y bao en carbohidratos como queso y productos carnicos (Lieu y
Bullerman, 1977). Este fendbmeno se atribuye a la combinacion de las toxinas con
aminoécidos y compuestos que contienen grupos sulfidrilo, reduciendo asi su actividad
bioldgica (Bullerman, 1981). Algunas toxinas como la patuling, el é&cido penicilico y la PR-
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toxina se vuelven quimicamente indetectables en € queso. La PR-toxina se combina con
compuestos amino como la glutationa y la cisteina (Nakamoura y col., 1977), esta toxina
reacciona también con las sales de amonio y con el amoniaco originando PR-iminas que son
productos inactivos y no tienen accién bioldgica (Scott y Kanhere, 1979).

Segun Northolt, y col. (1979), los niveles de determinadas micotoxinas en € queso se
deben no sblo a su inestabilidad sino también a que son producidas en cantidades
insignificantes. Micotoxinas como la roquefortina (de toxicidad ligera), isofumigaclavina A y
acido micofendlico (de toxicidad muy ligera) se producen en e queso Unicamente en
cantidades de ppm (Scott, 1981).

Para evitar la ingestion de determinadas micotoxinas como el écido ciclopiazénico,
gue es medianamente téxico, basta eliminar la corteza del queso ya que a ser una sustancia
poco soluble su localizacion se limita a la corteza. Ademas esta micotoxina sélo es producida
en cantidades importantes a altas temperaturas, no a las temperaturas de refrigeracion.

A pesar de que la presencia de micotoxinas en determinados alimentos es apenas
detectable, cuando los mohos son aislados y cultivados en medios de laboratorio apropiados,
la mayoria de ellos presentan capacidad de producir micotoxinas.

El crecimiento y esporulacién de un cultivo fungico no necesariamente va seguido de
la produccion de micotoxinas ya que aunque muchos sustratos son buenos para €l crecimiento
no lo son parala produccion de estos metabolitos.

El mejor medio para la produccién de toxinas depende de la especie y a veces también
de la cepa. En general la produccion éptima de micotoxinas ocurre después de 14 dias de
incubacion a 25°C en medios como YES (Yeast extract sucrose) agar, OA (Oatmeal agar) o
CY A (Czapek yeast extract agar) (Leistner, 1986).

Como hemos visto anteriormente el queso es un sustrato excelente para el crecimiento
de los mohos pudiendo desarrollarse tanto durante el proceso de maduracién como de
conservacion a refrigeracion. La mayoria de los mohos que se aislan pertenecen al género
Penicillium. Dentro de este género algunas especies como P. commune, P. solitum, P.
crustosum, P. aurantiogriseum, P. viridicatum o P. verrucosum son dificiles de separar en
base solo a criterios morfoldgicos por 1o que se hace necesaria la utilizacion de tests
fisioldgicos (entre los que se encuentra la produccién de metabolitos secundarios) (Frisvad,
1988).

En la utilizacion de micotoxinas como ayuda a la identificacion hay que tener en
cuenta que, una toxina determinada no siempre es producida por todos los aislamientos de una
misma especie y diferentes especies pueden producir la misma toxina (Leistner, 1986), siendo
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igualmente importante detectar al menos tres metabolitos secundarios diferentes para aplicar
criterios de identificacion (Frisvad y Filtenborg, 1983).

Taniwaki y van Dender (1992) determinaron micotoxinas en muestras de queso Prato
(una variedad de quesos brasilefios) y no detectaron ninguna de las micotoxinas conocidas
después de 20 dias de incubacion a 25°C, aunque €l crecimiento de los mohos era
considerable. Posiblemente las muestras contenian exclusivamente cepas de Penicillium
incapaces de producir las micotoxinas testadas o, s eran producidas, no eran estables en €l
gueso. Todas las variedades de queso brasilefio examinadas (Prato, Parmesan, queso
procesado) tenian valores elevados de actividad de agua lo que favorece el crecimiento de
muchos mohos, sin embargo el queso no parece ser un buen sustrato para la produccion de
patulina aunque haya elevada Aw pues como vimos anteriormente algunas micotoxinas
(patulina, &cido penicilico (Leistner, 1986), citrinina (Scott, 1980) y PR-toxina (Leistner,
1986) no son estables en € queso. Ademas la difusion de metabolitos en quesos madurados es
baja (Bullerman, 1981).

1.3.- FACTORES QUE AFECTAN AL CRECIMIENTO DE LOS MOHOS Y A LA
PRODUCCION DE MICOTOXINAS.

1.3.1.- CONDICIONES DE DESARROLLO DE LOSMOHOS.

- Temperatura: Los mohos y concretamente los del género Penicillium se incluyen en
el grupo de los microorganismos mesofilos. El éptimo de crecimiento se encuentra hacia los
20-25°C. Algunos crecen también a temperaturas de refrigeracion, pero por lo general no
pueden desarrollarse por encima de 35°C, aunque existen algunas especies termdfilas (Smith,
1963). La capacidad para crecer a 37°C se ha empleado a veces como criterio taxonémico. P.
viridicatum tiene una temperatura Optima de crecimiento proxima a 36°C, P. citrinumy P.
chrysogenum pueden presentar crecimiento a 37°C pero no es un caracter muy estable
(Frisvad, 1981), en cambio la temperatura maxima de crecimiento para P. aurantiogriseum
esta proxima a 30°C.

- Disponibilidad de oxigeno: En general, todos los mohos necesitan oxigeno para su
desarrollo, aunque algunos parecen reabsorber parte del CO, producido en la respiracion y o
aprovechan para formar (a partir también de productos residuales de la glucosa) productos
metabdlicos (Smith, 1963).

Algunos mohos pueden desarrollarse en presencia de CO; y en ausencia completa de
O, (Escoula y Le Bars, 1973). Segin Veau y col. (1981) e aporte de CO, estimula
ligeramente a P. roqueforti, en cambio sobre P. verrucosum var. cyclopium tiene reaccion
inversa. Por otro lado P. roqueforti, a igua que P. cyclopium toleran bien una atmésfera
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pobre en O, (con aproximadamente un 5% de O,) (Moreau, 1980; Veau y col, 1981). P.
roqueforti tolera bajas concentraciones de O, y atas de CO, y aunque & crecimiento del
micelio se retarda en estas condiciones, puede verse favorecido frente a otros mohos
competidores (Kinsellay Hwang, 1976). Concentraciones atas de O, pueden ser perjudiciales
para agunas especies, asi niveles de O, del 100% inhiben a P. roqueforti (més bien
microaerdfilo) aungque no a P. cyclopium (que es muy aerdfilo), una concentracién de O, del
10% eslaméas favorable para el cultivo de las dos especies (Veau y col.,1981).

- Acidez: Muchas especies de Penicillium crecen megjor en un sustrato acido (Raper y
Thom, 1968). Hay especies que toleran mejor las variaciones del pH que otras, por ejemplo P.
rogueforti tiene gran capacidad de adaptacion a pH écidos y la mayoria de las cepas de esta
especie se desarrollan en un pH entre 3 y 10,5, siendo buena la produccion de micelio en un
margen de 4,5 a 7,5 (Jacquet y col., 1957), ademas pueden crecer con 0,2% de é&cido
propionico (pH 4,5) y 4% de &cido lactico (pH 2,0). Esta capacidad de adaptacién a pH écidos
les permite también crecer en presencia de fungicidas como el acido acético (Engel y Teuber,
1978).

- Efecto de los fungicidas. Los mecanismos de accion de los agentes antifingicos
pueden estar basados (De Boer, 1988) en:

a) Destruccion de la pared celular o membrana celular.
b) Inhibicion de varios sistemas enzimaticos.
c) Destruccion de la estructura genética del protoplasto.

Algunos &cidos organicos actlan como agentes antimicrobianos debido a su efecto de
reducir el pH (De Boer, 1988). Para muchos agentes antimicrobianos €l pH a que se disocia
el 50% del é&cido oscilaentre los valores de 3y 5. Cuando € pH desciende la concentracion de
&cido no disociado se incrementa aumentando asi su actividad antimicrobiana (Dziezak,
1986).

El &cido acético y sus sales tienen accidén antimicrobiana hasta pH 4,5 (Dziezak,
1986). Aunque la forma no disociada del écido acético tiene accion antimicrobiana es
principalmente e i6n hidrégeno y e descenso resultante del pH lo que inhibe a estos
microorganismos (Leviney Fillers, 1939).

Los acidos sorbico, benzoico y propiénico muestran actividad antimicrobiana cuando
se encuentran en forma no disociada y, por tanto su accion es también dependiente del pH
(Liewen y Marth, 1985). El porcentaje de acido no disociado se incrementa con el descenso
del pH, siendo por tanto activos a pH bagjo (De Boer, 1988).
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El &cido benzoico tiene actividad maxima en €l rango de pH de 2,5a4,0 6 4,5, €l pH
maximo limite para su actividad es 4,0-4,5 (Liewen y Marth, 1985) (Dziezak, 1986). La sal
sodica del &cido benzoico es mas soluble y generalmente mas empleada (Dziezak, 1986).

El &cido propionico a ser un liquido muy corrosivo se suele emplear menos que sus
sales de sodio y de calcio en laindustria alimentaria. El pH limite para su actividad esta entre
5y 5,5 (Dziezak, 1986, Liewen y Marth, 1985).

El &cido sorbico junto con € sorbato potasico es méas efectivo frente a mohos y
levaduras que frente a bacterias (Dziezak, 1986). El pH limite para su actividad es de 6 a 6,5
(Dziezak, 1986) (Liewen y Marth, 1985). Se emplean varios agentes antimicrobianos junto
con el &cido sorbico para intensificar su accion antimicrobiana. El sorbato es muy usado para
inhibir el crecimiento de mohos en quesos (Liewen y Marth, 1985). Liewen y Marth (1984)
examinaron varias cepas de Penicillium y Aspergillus en relacion con su capacidad para
crecer en presencia de sorbato y observaron que solo los mohos del género Penicillium,
aislados de quesos tratados con sorbatos eran capaces de crecer en presencia de un porcentagje
igual o superior a 0,3% (3000 ppm) de sorbato potésico (niveles permitidos por la Federal
Standard of Identifity) y ninguno de los Aspergillus examinados crecian en presencia de mas
del 0,1% (1000 ppm) de sorbato. Los mohos del género Aspergillus son generamente mas
sensibles a sorbato que los del Penicillium ya que algunos mohos del género Penicillium
pueden degradar € sorbato a 1,3 pentadieno (un compuesto volatil de muy fuerte olor) a
través de una reaccién de descarboxilacion (Marth y col., 1966).

- Concentracion de NaCl: El crecimiento de los mohos es también parciamente
controlado por la concentracién de NaCl en el queso (Kinsellay Hwand, 1976). Por gjemplo
P. roqueforti crece més rapidamente con un porcentgje de sal del 1 a 3% (Godinho y Fox,
1981 ay b).

1.3.2.- CONDICIONES DE PRODUCCION DE MICOTOXINAS.

La Aw y la temperatura son los dos factores mas importantes que afectan a la
produccion de micotoxinas.

Con respecto a latemperatura en general se considera que hay un amplio margen de
temperatura en el que las especies de Penicillium pueden producir micotoxinas (por encima de
4 u 8 °C) aungue tienen una temperatura Optima que dentro de una especie varia con la cepa.
Northolt y col. (1979) observaron que la produccion de écido penicilico en unas cepas de P.
cyclopium ocurria a 24°C y en otras a 31°C. A temperaturas de refrigeracion crecen cas
exclusivamente especies de Penicilliumy el porcentagje de micotoxinas conocidas, producidas
por estos mohos, parece ser muy bajo. La produccion de patulina y écido penicilico por
gjemplo, no ocurre o bien ocurre a tan bagjos niveles que las toxinas sdlo se detectan en €l




177

micelio del moho (Bullerman, 1981). La ocratoxina puede ser producida en e queso a
temperaturas de refrigeracion pero en muy baja cantidad, de ahi laimportancia de mantener €l
gueso a bajas temperaturas (aproximadamente 5°C). El caso de otros mohos como Aspergillus
es similar, la produccion de esterigmatocistina (carcinégeno potencial), producida por A.
versicolor puede prevenirse a igual que e crecimiento del moho a temperaturas inferiores a
5°C (Bullerman, 1981). A. flavus no crece por debajo de 11-13°C pero crece bien y produce
aflatoxinas a 25°C (Lieu y Bullerman, 1977).

A temperaturas de 5-7°C los mohos que se desarrollan son especies del género
Penicillium que no producen aflatoxinas o esterigmatocistina. Asi e almacenamiento a esas
temperaturas podria prevenir la produccion de esas micotoxinas. Pero no hay que olvidar que
la aflatoxina puede contaminar €l queso y otros productos fermentados también por otras vias
como es la leche que producen animales que consumen alimentos contaminados con
aflatoxinas, en tal caso sOlo se detectaria la aflatoxina M1 ya que € animal convierte la
aflatoxina B1 en M1 antes de la secrecion lactea. No hay evidencia de que otras micotoxinas
puedan ser transmitidas por esta via (Bullerman, 1981).

Northolt y col. (1979) estudiaron la influencia de la Aw en la produccién de écido
penicilico por varias cepas de las especies P. cyclopium, P. martensii, P. viridicatum y A.
ochraceus deduciendo que dependia de la composicion del sustrato de crecimiento. En
cultivos en MES (Malt extract sucrose) la Aw limite para la produccion de acido penicilico
por esas especies era de 0,97. El rango de Aw que presentan los quesos ho resulta éptimo para
la produccién de micotoxinas.

La cantidad final de toxina detectable en los quesos depende de la cantidad producida
y de las perdidas por reaccién con otros componentes (Northolt y col., 1979).

No se puede asegurar que los mohos que se desarrollan en e queso son inofensivos,
sin embargo si que predominan los mohos no toxigénicos (género Penicillium) sobre los
toxigeénicos, ademas de que éstos no producen micotoxinas por debajo de los 5°C.

2.- MATERIAL Y METODOS.

2.1.- MATERIAL.

Ademés del material general descrito en e capitulo |, para visualizar los caracteres
macroscopicos de las colonias se empled una lupa estereoscopica WILD M3y para € estudio
de la micromorfologia un microscopio OLYMPUS CHB con una camara licida OLY MPUS
BH2-DA acoplada para medir estructurasy realizar dibujos.
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Las fotografias se realizaron empleando una lupa MEIJI con una camara OLY MPUS
OM-101 y un transformador NIKON, y un microscopio NIKON acoplado a una camara
NIKON FX-35DX y un transformador NIKON UFX-DX.

Las fotografias de los mohos en placa se hicieron con una cdmara NIKON FG y una
NIKON 4004 S.

Para e andlisis de micotoxinas se emplearon placas de cromatografia en capa fina
(cromatofolios de auminio silicagel 60 WFs4s de MERCK).

Para visualizar las micotoxinas se empled una ldmpara de U.V. (SVL) (Wilber
Lourmat) con| 254 nm.

2.2- METODOS.

2.21.- AISLAMIENTO DE LAS CEPAS.

A partir de las placas de OGY EA que presentaban entre 30 y 300 colonias se aislaron
al azar 10 cepas en cada lote y punto de muestreo. Las cepas se mantuvieron hasta su estudio
en viales con agar Sabouraud y cubiertos con parafina estéril para reducir su actividad
metabdlicay para evitar la deshidratacion del medio de cultivo.

2.2.2.- IDENTIFICACION DE LAS CEPAS.

Los mohos se diferenciaron de las levaduras en base a la morfologia y tipo de
crecimiento que presentaban: se caracterizan por la formacion de micelio que da a las colonias
un aspecto algodonoso o aterciopelado y normalmente presentan color verdoso, al menos en
alguna parte del micelio.

Para € cultivo se emplearon diferentes medios, en cada uno adquieren una morfologia
caracteristica

- Czapek agar (C2).
- Czapek yeast autolisate extract agar (CYA).
- Malt extract agar (MEA).

La inoculacion en los medios se realizé en tres puntos equidistantes a partir de una
suspension de esporas en 0,2-0,4 ml de un medio semisolido (Pitt, 1988) que lleva en su
composicion agar fundido (0,2%) y Tween 80 (0,5%) por evitar en la medida de lo posible la
diseminacion de las esporas en €l medio de cultivo.
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Después de 7 dias a 25°C los cultivos en cada medio se examinaron
macroscopicamente y se anoté e didmetro de las colonias, € color, la textura, la produccion
de pigmento, produccion de exudado, etc.

Para el examen microscopico se realizaron preparaciones tomando con una aguja
estéril una porcién del micelio y empleando como colorante lactofenol, lactofenol-acido
picrico 0 més comunmente lactofenol-azul algodon.

Segun las caracteristicas del cultivo se podia emplear cinta adhesiva para visualizar las
estructuras fungicas sin romperlas.

2.2.2.1.- IDENTIFICACION A NIVEL DE GENERO.

Para adscribir a género se siguieron los criterios de Samson y van-Reenen-Hoekstra
(1988). Se observaron las caracteristicas siguientes:

- Presencia de micelios septados y produccién de esporas asexuales dentro de
esporangios o bien a partir de hifas.

- Presencia de cuerpos fructiferos (todas las cepas se incluyeron en € grupo de los
Deuteromycetes ("Fungi imperfecti") de los que sdlo se conoce €l estado asexua o también
[lamado conidial).

- Modo de formacion de los conidios, que puede ser a partir de células conididgenas,
por gemplo fidlides (con forma de botella o de lanza) de las cuales surgen por sucesion
basipeta los conidios, como es el caso de Penicillium, o bien por fragmentacion de las hifas.
Si ademas los conidios son de desarrollo sdlo artrico y las hifas son bifurcadas se trataria del
género Geotrichum y dentro de este género a la especie mas comun en alimentos que es G.
candidum. Se puede presentar también en € estado sexua (Galactomyces geotrichum)).

- Disposicion de los conidiéforos, que cuando estdn ramificados en verticilos son
caracteristicos del género Verticilliumy dentro de este género de la especie V. lecanii.

- La forma de los conidios, ovoides, piriformes o elipsoidales; s éstos son de buen
tamano, tienen un cuello corto y surgen de cadenas largas y ramificadas se adscriben las cepas
al género Alternaria y dentro de este género ala especie A. alternata o A. tenuis.

2.2.2.2.- IDENTIFICACION A NIVEL DE ESPECIE.

La identificacion a nivel de especie de los mohos del género Penicillum se efectud
examinando las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas.
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Car acter isticas mor foldgicas:

El estudio de los caracteres macro y micromorfolégicos nos han permitido una
identificacion previa a nivel de especie, segun criterios de Pitt (1988), Samson y van Reenen-
Hoekstra (1988), Ramirez (1982) y Raper y Thom (1968). Esta identificacion fue luego
confirmada empleando tests fisiol 6gicos.

L as cepas se cultivaron en los medios siguientes:
- MEA

- Czapek

-CYA

Después de incubar a 25°C durante 7 dias en cada medio se observaron caracteristicas
macroscopicasy caracteristicas microscopicas.

Car acteristicas macr oscopicas:

color, textura (aterciopelada, fasciculada, lanosa, funiculosa), olor, produccion de
exudado, produccion de pigmento, didmetro de las colonias, etc.

Car acteristicas microscopicas:

Estructura del conidiéforo (grado de ramificacion entre fidides y estipe, que en
funcion de que tengan un punto de ramificacion, dos, tres o cuatro se clasifican en mono, bi,
ter o cuaterverticilados,), forma y dimensiones de fidides, métulas y rami, superficie de los
estipes (lisos, rugosos, verrucosos), tamafio, forma, superficiey color de los conidios.

En e género Penicillium suele haber una proporcién de aislamientos dificiles de
identificar en funcién Unicamente de caracteristicas morfolégicas ya que algunos criterios
como latexturay € color son bastante artificiales y subjetivos. Ademés algunas especies son
dificiles de distinguir en base a sus caracteristicas microscopicas. Frisvad (1981, 85) y Pitt
(1988) aplican criterios fisiologicos como ayuda para la identificacion sobre todo de los
Penicillia terverticilados.

Caracteristicas fisiologicas:
Se estudiaron las siguientes:

* Reacciéon con FeCls: se dgjé crecer el moho en tubos de ensayo con peguefios
volumenes de solucién Czapek. Al cabo de 7 dias se observo € color del medio antes y
después de la reaccion con cloruro férrico (Smith, 1963).
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* Capacidad para producir podredumbre en manzanas y/o citricos. tras limpiar la
superficie de la fruta con un agente desinfectante se realizd una puncién, manteniendo la
esterilidad y se inoculé la cepa. Se incub6 a 25°C hasta 7 dias (Frisvad, 1981).

* Digestion de laleche: se sembré en el medio agar-leche a 30% y después de incubar
a 25°C durante 7 a 14 dias se observd la formacion de halos de aclaramiento arededor de las
colonias (Harrigan, 1979).

* Crecimiento en agar creatina-sucrosa (CREA): se observo la capacidad de crecer en
este medio, asi como la de producir &cido y posteriormente acali, se realizaron lecturas a la
primera, segunday tercera semana de incubacion a 25°C (Frisvad, 1981, 1985).

* Crecimiento en agar y en solucion NO» : se compard el crecimiento de las cepas en
un medio con nitritos como Unica fuente de nitrégeno con el presentado en CYA y en agar-
agua después de 7, 14 y 21 dias de incubacién. Al ser el crecimiento igual que en CYA sele
asigné un crecimiento (++), si es algo mas bajo se le di6 (+) y s € crecimiento es como en
agar-agua sele dié (-) (Frisvad, 1981).

* Crecimiento a5, 30, 34y 37°C): se observo tras incubar en CYA durante 7 dias. P.
aurantiogriseum tiene una temperatura 6ptima de crecimiento proxima a 30°C, mientras que
P. viridicatum la tiene préxima a 36°C.

* |nhibicién de S aureus, Candida, Bacillus cereus y Bacillus subtilis: se reaiz6
seguin los criterios de Smith (1963). Las placas de Petri con € medio de Raper y Thom se
sembraron con esporas de Penicillium haciendo una linea a un lado de la placay se incubaron
a 25°C durante 3 6 4 dias. A continuacion se sembraron las suspensiones de los
microorganismos problema formando angulo recto con la colonia del moho y las placas se
incubaron a 30°C durante 24 horas. Se observd la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos problema en la proximidad del moho.

* Capacidad lipolitica: se observé el crecimiento en agar tricaproinay agar tributirina
alos 5, 7y 14 dias de incubacion. Se redizd la prueba primero en agar tricaproina y se
observé e aclaramiento del medio (Frisvad, 1981), como apenas se observé crecimiento se
determind entonces la capacidad de crecer o no en e medio cuando la Unica fuente de C
disponible era la tributirina para o cual se suprimié la sacarosa de la composicion del medio
basal Czapek.

* Crecimiento en presencia de fungicidas. se emplearon los medios GYBS (GY agar
con 50 ppm de &cido sdrbico y 50 ppm de &cido benzoico), GYP (GY agar con 1000 ppm de
&cido propionico) y GYA (GY agar con 5000 ppm de é&cido acético). El crecimiento se
observé los 5, 7'y 14 dias de incubacién y se compard con el crecimiento en GY agar. Cuando
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el crecimiento no se ve afectado se le asignd (++), si es algo mas ligero que en GY agar (+) y
s no habia crecimiento (-), (Frisvad, 1981).

* Andlisis de metabolitos secundarios (micotoxinas), mediante cromatografia en capa
fina(TLC).

Segun Frisvad y Filtenborg (1983) los Penicillia terverticilados se podrian definir en
funcion de los perfiles metabdlicos secundarios, pudiendo ser usados como un criterio
primario en la taxonomia de Penicillium.

Las cepas se cultivaron en diferentes medios (CYA, OA y YES) a 25°C, durante 7 a
14 dias.

El andlisis se realiz6 mediante la técnica de extraccion de toxinas y la del "tapon de
warll.

- Extraccion de toxinas (Frisvad, 1981): las cepas se cultivaron en YES agar y tras 21
dias se dividi6 € agar y € cultivo en tres porciones iguales. Con una se siguio € método del
circulo de agar y las otras dos se metieron en una bolsa de Stomacher protegida por otras dos.
Se afadieron 50 ml de cloroformo y se homogeneiz6 durante 2 minutos. Se secaron
aproximadamente 30 ml de la fase de cloroformo sobre NaxSO4 anhidro y se filtr6. El
solvente se concentré (en vacio a 55°C) hasta aproximadamente 2 ml. En las placas de
silicagel se colocaron alicuotas de 10 mi.

- Técnicadel "tapdn de agar” (Filtenborg y Frisvad, 1980; Filtenborg y col., 1983): del
centro de la colonia del moho se recorté un circulo de agar de un didmetro de
aproximadamente 0,4 cm (la produccién de la toxina es normalmente més ata en € centro de
la colonid). El tapon fue extraido de la placa de agar con una aguja estéril y luego aplicado
directamente en la placa de cromatografia o bien humedecida con una gota de
cloroformo/metanol (2:1) o diclorometano/acetona (2:1) y aplicado presionando rgpidamente
con la cara del micelio en la placa. Una vez seco € sitio de aplicacidon se pusieron mas
tapones en el mismo sitio siempre que la aplicacion no fuera mayor de 8 mm de didmetro.

Se emplearon como patrones externos e internos griseofulvina, écido micofendlico,
acido penicilico, rogquefortinay penitrem A, en concentraciones de 0,5 mg/ml.

Enlastablas 1y 2 serecogen los valores de Rf y las condiciones de revelado de estos
patrones, utilizando comoeluyentes TEF y CAP, respectivamente.

Algunos ensayos se hicieron impregnando previamente las placas en acido oxdlico al
8%, en agua o en metanol, secandolas luego a aire. De esta manera se pretendieron obtener
mejores resultados para las micotoxinas écidas como el é&cido ciclopiazonico, citrinina,
ocratoxina, etc.
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Como eluyentes se utilizaron el TEF (tolueno-etilacetato-acido férmico al 90%)
(5:4:1) y e CAP (cloroformo-acetona-propano-2-ol) (85:15:20) que es més especifico parala
roquefortina C y la griseofulvina.

Una vez findizada la carrera se observaron las placas (antes y después de los
tratamientos quimicos) con luz visible y ultravioleta a 254 nm, algunas micotoxinas eran
visibles sin ninglin tratamiento quimico.

Para el revelado se emplearon reactivos quimicos que pulverizados sobre las placas o a
través de sus vapores originaban productos coloreados o fluorescentes (Frisvad, 1981; Frisvad
y Filtenborg, 1983; Filtenborg y col., 1983; Samson y van Reenen-Hoekstra, 1988),
ensayando primero con las micotoxinas patron.

Los reactivos empleados en las placas cuyo eluyente fue el TEF, y las micotoxinas
patrén que se visualizaron con cada uno de ellos fueron los siguientes:

- Reactivo 1 (R1): FeCl3 a 1% (p/v) en butano-1-ol. Permitio visualizar griseofulvina
y é&cido micofendlico.

- Reactivo 2 (R2): HoSO4 a 50%, calentando unos 5 minutos a 120-130°C. Visualizd
griseofulvinay &cido penicilico.

- Reactivo 3 (R3): ANIS: p-anisaldehido a 0,5% en metanol o etanol/acido
acético/sulfurico concentrado (17:2:1) y calentando la placa durante unos 5 minutos a 120°C.
Principalmente para griseofulvina, &cido micofendlico y acido penicilico.

- Reactivo 4 (R4): Vapores de NH3 durante 1 a 3 minutos, posteriormente las placas se
pulverizaron con ANIS'y se calentaron. Visualizo griseofulvinay &cido penicilico.

- Reactivo 5 (R5): AlCl3 a 20% (p/v) en etanol a 96%, luego se calentaron 5 minutos
a120°C. Visuaizd penitrem A.

- Reactivo 6 (R6): FeCl3 a 1% (p/v) en butano-1-ol y ANIS calentando las placas a
120°C durante 10 minutos. Visualizo griseofulvinay penitrem A.

Paralas placas eluidas en CAP se empled e siguiente reactivo:

- Reactivo 7 (R7): Ce(SOg)2 d 1% (p/v) en HySO4 (6 N). Permitié visualizar
roquefortina, penitrem A, griseofulvina, &cido micofendlico y acido penicilico.

Para la identificacion de las micotoxinas se midi6 € valor Rf (Factor de retraso) que
indica la relacién entre la velocidad de desplazamiento del soluto y la velocidad de
desplazamiento de la fase movil.
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En las tablas 1 y 2 se recogen los valores Rf y las condiciones de rerevelado de estos
patrones, utilizando como eluyentes TEF y CAP, respectivamente.

Tabla 1. Valores Rf y condiciones de revelado de las microtoxinas patron en TEF

Micotoxina Rf Tratamiento Color Luz
quimico empleada
Griseofulvina 0,36 - 0,38 violeta u.v.
R1 violeta u.v.
R2 amarilla u.v.
R3 rosa visible
R4 verde- u.v.
amarillo
R6 rosa-violeta visible
En Oxdlico violeta/Blanca u.v.
Micofendlico  0,47-0,48 oscura u.v.
R3 rojiza visible
R1 violeta claro visible
En oxdlico oscura u.v.
Penicilico 0,37-0,38 oscura u.v.
R3 azul visible
R4 azul visbley U.V.
R2 Blanca u.v.
Roquefortina 0,02 oscura u.v.
Penitrem A 0,60-0,62 oscura u.v.
R5 azul visible

0,56 R6 azul oscuro visible
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Tabla 2. Vaores Rf y condiciones de revelado de las micotoxinas patron, utilizando
como eluyente CAP

Micotoxina Rf Tratamiento Color Luz empleada
quimico
Griseofulvina 0,65-0,70 violeta u.v.
R7 oscura visible
Micofendlico 0,70 oscura u.v.
R7 amarilla u.v.
oscura visible
Penicilico 0,57-0,59 oscura u.v.
R7 azul U.Vv.
Roquefortina 0,18-0,19 oscura U.Vv.
R7 roja visible
Penitrem A 0,73-0,76 oscura u.v.
R7 oscura visible

Como los Rf dependen de las circunstancias experimentales (tipo de fase movil y
estacionaria, temperatura, etc) se empled el Rfg que nos da la relacion entre la distancia
recorrida por la zona de soluto y la recorrida por la griseofulvina, corrigiendo asi las posibles
diferencias debidas a variaciones en los experimentos y pudiéndose entonces comparar con
los valores Rfg conocidos para a gunas micotoxinas.

3.- RESULTADOS

De las 274 cepas aidadas en OGYEA 90 (e 32,48%) resultaron ser mohos. A
continuacién se dan agunas descripciones referentes a la morfologia que presentan en
diferentes medios de cultivo, siempre refiriéndonos a un periodo de incubacion de 7 dias a
25°C.

- 60 cepas fueron identificadas como pertenecientes a la especie Geotrichum
candidum. Las cepas de la especie G. candidum presentan buen crecimiento en MEA (fig. 1),
las colonias son planas, hialinas, mucosas, con fino micelio de aspecto aterciopelado,
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similares en cierto modo a las colonias de levaduras, € didmetro de las colonias es de
aproximadamente 6,5 cm. En Czapek apenas se aprecia crecimiento. Microscopicamente las
hifas son bifurcadas, los artroconidios de 6-8-10 m x 2-3-5 m También se observan
clamidosporas intercalares y terminales (fig. 2).

Fig. 1.- Coloniade G. candidumen MEA. Fig. 2.- Aspecto microscopico de G.
candidum.

Fig. 2:. Aspecto microscépico de G. candidum
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-1 cepa se adscribid a la especie Verticillium lecanii. En MEA (fig. 3a) las colonias
son blancas, algodonosas, de aproximadamente 1 cm de diametro, €l reverso de las colonias es
ligeramente amarillento. En Czapek (fig. 3b) las colonias son blancas, planas, de 1,5 cm de
diametro, a cabo de varios dias comienza a difundir levemente un pigmento rosa. En CYA
(fig. 3c) las colonias son blancas y surcadas radialmente, se observa también la produccion de
pigmento rosa que difunde al medio y forma un halo arededor de las colonias, a cabo de més
tiempo e medio se vuelve completamente rojo. MicroscOpicamente se observa que las fidlides
se disponen aisladas o bien ramificadas cerca de la base, en verticilos, los conidios son muy
pequefios, de aproximadamente 1 mde didmetro y se disponen aislados o en grupos en €l
extremo de lasfidlides (fig. 4).

Fig. 32 Coloniasde V. Lecanii en MEA
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Fig.3b.- Colonias de V. lecanii en Czapek

Fig. 3c.- Colonias de V. lecanii en CYA.
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Fig. 4.- Aspecto microscopico de V. lecanii.

- 1 cepa perteneci6 ala especie Alternaria alternata (= A. tenuis). En MEA (fig. 5a) €
micelio es grisaceo, oscuro, con abundante micelio aéreo que toma un aspecto algodonoso.
Después de 1 mes en Czapek adquirid un tono ligeramente rosado y en contacto con el
sustrato se apreciaba micelio oscuro con borde blanquecino (fig. 5b). Las hifas son muy
tabicadas y los conidios muy caracteristicos, son grandes, de aspecto piriforme y de base
redondeada, con desarrollo bléstico (fig. 6).

Fig. 5a.- Colonia de A. alternata en MEA
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Fig. 5b.- Colonia de A. afternata en CYA

ot

Fig. 6.- Aspecto microscépico de A. alternata

28 cepas se adscribieron a género Penicillium. Entre las caracteristicas que
presentaban destacan un micelio verde o blanco con buena esporulacién, conidiéforos en
forma de pincel (penicilio), presencia de células conididgenas (fidlides), métulas y rami que
son ramificaciones del conidioforo o hifa fértil. Las fidlides tienen forma de botellao s son
mas alargadas, de lanza, los conidios surgen de €ellas por sucesion basipeta.

Los caracteres fisiolégicos y las micotoxinas producidas por las cepas adscritas a
especies del género Penicillium se recogen en las tablas 3y 4, respectivamente.
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Tabla 3. Caracteristicas fisiologicas de las capas adscritas a género Penicilium

aisladas durante la elaboracion y madiracion del queso de Armada, variedad Sobado.

P. roqueforti  P. chrysogenum  P. crustosum  P.verrucosum P. commune P.
Quimiotipo | aurantio
griseum
N° de 10 3 6 2 4 3
cepas
Podre. de 0 0 6 (Pequefia 0 2 (Pequefia 0
manzanas Zona) Zona)
Podre. de 10* 2% 0 1* 1* 1*
citricos
Coagul. 0 3 0 0 0 0
leche**
Tricaproin 0 0 0 0 0 0
a
Tributirina 10 3 6 2 4 3
Crec. 5°C 0 0 0 0 0 0
Crec. 30°C N.D. N.D. 0 N.D. 0 0
Crec. 34°C N.D. N.D. 0 N.D. 0 0
Crec. 37°C 0 0 0 0 0 0
FeCl; 10 amarillo 3 naranja amarillo 3 1 amarillo 1 2 amarillo
naranja naranja
Inhib. de: 0 0 0 0 Oy 1N.D. 3
Candida
S aureus 0 3yl() 1y3() 1() Oy 1N.D. 2()
B. cereus 0 3() 2y3() 0 3() 2()
B. subtilis 10(0) 3 4y 1() 1(0) 2,1()y1l 1yi1()
N.D.
Crec. 10 3 6 0 4 0
CREA
Acido en 0 3 6 0 4 +/-
CREA
Alcadli en 0 0 6 0 4 0
CREA
Agar NOy 10 0 +/- 2 0 0
Caseina 10 3 6 2 3 3
GYBS 10 3 6 0 4 0
GYP 10 0 6 0 2 0
GYA 10 0 0 0 0 0

* Presencia de moho blanco y gris-verdoso que recubre la corteza.
** Se aprecia un crecimiento muy débil en todas las cepas, que se considera negativo.
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Tabla 4. Micotoxinas producidas por las cepas adscritas a género Penicilium aisladas
durante la elaboracién y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado

Especie Rfg en Micotoxina Revelado Rfg en Revelado Cepas
TEF CAP
P. roqueforti 0,07-0,08  Roquefortina ninguno 0,22-0,21 R7-rojo 10
C R6-visible
1,26-1,34  Micofendlico ninguno 1,04-1,03 ninguno 10
R2-amarillo
1,05-1,08 Penicilico R2-amarillo  0,83-0,88 R7-azul 10
1,41 PR-toxina R1 10
P. chrysogenum 0,11-0,14  Roquefortina R6-naranja  0,43-0,47 R7-azul- 3
C R1-marrén verde
1,39-1,43 PR-toxina ninguno 1,11-1,13 ninguno 3
R2-oscura
P. crustosum  0,57-0,64 Terréstrico ninguno 3
0,72-0,80 R3-amarillo 5
0,05-0,06  Rugulovasina R6-oscuro 2
0,07-0,14  Roquefortina R3-violeta 0,41-0,42 5
C
1,51-1,55 Penitrem A R2-naranja  1,12-1,22 R7 6
1,56-1,74 R3-violeta
P.verrucosum  1,35-1,39  Ocratoxina A ninguno 0,31 2
quimiotipo | R1-azul
P.commune  0,05-0,08 Rugulovasina R6-oscura 0,08 R7-azul 1
R2-azul 2
1,51-1,60 Penitrem A R2-naranja  1,09-1,14 3
1,55-1,70 R3-violeta
1,30-1,39 Ciclopiazédnico ninguno 2
R2-azul
R6-azul
1,03-1,05 Ciclopenol/Cic ninguno 0,84-0,92 R7-azul 3
lopenina oxdlico-R2-

azul
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Tabla 4 (Continuacién). Micotoxinas producidas por las cepas adscritas al género Penicilium
aisladas durante la elaboracion y maduracion del queso de Armada, variedad Sobado

Especie Rfg Micotoxina Revelado Rfg Revelado N° cepas
en CAP productoras
P. 1,51- Penitrem A R2-naranja  1,09-1,13  ninguno 2
aurantiogriseum 1,55 R3-violeta 1,22
0,58- Terréstrico ninguno 3
0,69
1,39 Ciclopiazébnico  ninguno 1
0,05- Rugulovasina  R6-oscuro 2
0,06

- 10 cepas se adscribieron ala especie P. roqueforti.

La adscripcién a esta especie no planted mayores dificultades ya que la morfologia
tanto macro como microscopica es muy caracteristica.

Macromorfolégicamente las colonias de estas cepas no tienen olor apreciable.
Presentan en MEA (fig. 7a) un color verde-gris, con un diametro de 7 cm, la colonia tiene un
aspecto que recuerda a de la tela de arafia y por eso se hace referencia a é como aspecto
aracnoideo, la textura es aterciopelada. En Czapek las colonias tienen un crecimiento mas
restringido, color verde-grisaceo y un diametro de 1,5 a 2 cm. En CYA (fig. 7b) las colonias
son planas con la zona central més elevada, de color verde-gris y con e borde blanco. El
reverso es verde oscuro, casi negro (1 cepa de las adscritas a esta especie presentaba ligera

variacion en las caracteristicas morfol 0gicas examinadas).

Microscépicamente presentan conidioforos terverticilados sobre todo, con estipes
verrucosos, los conidios son bastante grandes, con un didmetro de hasta 6 nm (fig. 8).




194

Entre los caracteres fisiologicos mas destacables se encuentra la incapacidad de
producir podredumbre en manzanas, mientras en citricos crecen formando una capa de moho
blanco y gris-verdoso en la corteza, en e medio CREA presentan crecimiento sin produccion
de &cido, asimilan los nitritos como Unica fuente de N disponible, no inhiben e crecimiento
de Candida y tampoco €l de bacterias como S aureus 'y B. cereus 'y solo ligeramente € de B.
subtilis, pueden crecer en presencia de tributirina pero solo lo hacen ligeramente en presencia
de tricaproina, no coagulan la leche, tienen actividad casinolitica moderada a los 7 dias y mas
intensa a los 14 dias y presentan buen crecimiento en presencia de los tres fungicidas
ensayados (GYBS, GYP, GYA) (Tabla 3).

En cuanto a la produccion de micotoxinas se identificaron roquefortina C, écido
micofendlico y acido penicilico (tabla 4).

- 6 cepas se identificaron como pertenecientes a la especie P. crustosum.
Macroscopicamente se caracterizan por colonias en MEA (fig. 9a) de didmetro
aproximadamente 2,5 cm, de color verde-gris, con marcada zonacion, olor acentuado, como
afrutado, muy esporuladas, se desprenden masas de conidios facilmente a golpear la placa (es
una caracteristica muy tipica de P. crustosum). En Czapek (fig. 9b) el diametro es de 2,5 cm
aproximadamente, las colonias son también verde-griséceas, con surcos radiaes y
concéntricos, en algunas cepas se observa exudado abundante a modo de gotas incoloras, €l
reverso es amarillo-crema, a veces anaranjado, los bordes tienen halos amarillo-brillante. En
CYA (fig. 9c) presentan un didmetro de aproximadamente 3 cm, las colonias estan muy
surcadas radialmente, son verdes con el borde blanco y tienen abundante exudado, el reverso
es similar al observado en Czapek y la textura parece fasciculada.

Micromorfol 6gicamente se caracterizan porgue los conidiéforos presentan estipes lisos
o finamente rugosos, bi y terverticilados, los conidios son elipsoidales, globosos y
subglobosos de 4 mde didmetro (fig. 10).
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Fig. 9b.- Colonias de P. crustosum en Czapek
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Fig. 9c.- Colonias de P. crustosum en CYA

Fig. 10.- Aspecto microscépico de P.
crustosum

Entre las caracteristicas fisiolégicas (tabla 3) méas destacables al ser inoculadas en
manzanas producen una pequefia zona de podredumbre, en CREA presentan crecimiento con
produccion de acido y posteriormente de base, € crecimiento en presencia de NO, como
unica fuente de N disponible es débil, no inhiben e crecimiento de Candida, tampococo
tienen capacidad (o bien es muy ligera) parainhibir el crecimiento de S. aureus, algunas cepas
pueden inhibir el crecimiento de B. cereus 'y B. subtilis, no coagulan la leche, tienen actividad
caseinolitica a los 7 dias que se hace muy notable a los 14 dias de incubacién, las 5 cepas
demostraron resistencia a dos fungicidas (GYBS y GYP) y fueron sensibles a GYA, 3 cepas
reaccionan con el FeCl; dando un color naranja fuerte.
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En todas las cepas se identificaron las Micotoxinas siguientes. penitrem A,
roquefortina C, acido terréstrico y posiblemente rugulovasina (esta micotoxina no figuraen la
bibliografia entre las producidas por P. crustosum) (tabla 4).

9 cepas se incluyeron en e grupo P. verrucosum COMPLEX (segln Samson y van
Reenen Hoekstra (1988)) y dentro de este grupo atendiendo sobre todo a las caracteristicas
fisiolOgicas se pudieron diferenciar en las siguientes especies:

- P. commune (4 cepas):

Macromorfologia: en MEA (fig. 11a) presentaban colonias de color verde, con reverso
verde-amarillo pélido. Los cultivos vigjos tienen fuerte olor a moho. En Czapek (fig. 11b) €l
micelio era blanco, algo verde en e centro, las colonias surcadas radialmente, con exudado
incoloro y amarillo muy claro, € didmetro es de aproximadamente 1,5 cm. El reverso es de
color blanco-crema. En CYA (fig. 11c) las colonias son verde-azules, en algunas cepas
cubiertas de micelio blanco y con surcos radiales, més elevadas en e centro, de 2-2,5 hasta
3,5 cm de diametro.

Micromorfol6gicamente se  observan conidi6foros biverticilados y también
terverticilados, 1os estipes son lisos 0 muy finamente rugosos. Los conidios son globosos o
subglobosos de 3 a5 mde diametro (fig. 12).

Fig. 11a.- Colonias de P. commune en MEA
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Fig. 11b.- Colonias de P. commune en Czapek

Fig. 11c.- Colonias de P. commune en CYA
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Fig. 12.- Aspecto microscépico de P.
commune
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En cuanto a las caracteristicas fisiolégicas (tabla 3) presentan crecimiento en CREA,
con produccion primero de é&cido y luego de dcali, no crecen en presencia de nitritos cuando
son la unica fuente de N disponible (sdlo agunas cepas lo hacen ligeramente en agar-NO,
después de 14 dias, no coagulan laleche, 3 cepas tienen actividad caseinolitica (alos 7 dias se
aprecia un hao de aclaramiento arededor de las colonias en agar-leche que se hace mas
marcado al cabo de 2 semanas), presentan crecimiento en presencia de GY BS, en presencia de
GYP crecen 2 cepas y ninguna lo hace con GY A, no inhiben e crecimiento de Candida ni de
S aureus (sdlo 1 cepa ligeramente), algunas cepas inhiben el crecimiento de Bacillus subtilis
y ligeramente el de B.cereus.

1 de las 4 cepas adscritas a esta especie difiere ligeramente en algunas caracteristicas
morfolgicasy fisioldgicas como por gemplo en que no degrada la caseina.

En todas las cepas se identificaron las micotoxinas. rugulovasina, penitrem A, &cido
ciclopiazénico y una que no ha podido ser identificada pero que podria ser ciclopenol o
ciclopenina, aungue en la bibliografia no figura esta micotoxina entre las producidas por P.
commune (tabla 4).

- 3 cepas se adscribieron a la especie P. aurantiogriseum.

Macromorfologia: crecieron en MEA (fig. 13a) originando colonias verdes, de bordes
blancos, no planas, algo més elevadas en e centro, de 1 cm aproximadamente de didmetro, €l
reverso es amarillo-naranja brillante, la textura es aterciopelada, abundante zonacién,
aislamientos sucesivos originaron colonias de mayor didmetro, hasta 25 cm, olor afrutado. En
Czapek (fig. 13b) originan colonias blancas, algodonosas, con surcos radiales, de 1 cm
aproximadamente de diametro, con el reverso de color blanco, en algunas colonias se observa
algo de exudado a modo de gotas incoloras. En CYA (fig. 13c) las colonias estan radialmente
surcadas, son verdes en e centro, con los bordes blancos y un diametro de aproximadamente
1,5 cm, € reverso es de color cremay en el centro algo mas oscuro, aspecto estrellado.

Microscépicamente los conididforos son bi y terverticilados, los estipes lisos 0 muy
finamente rugosos, a veces se ve mas rugoso en la parte basal (fig. 14).
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Fig. 13a.- P. aurantiogriseum en MEA

Fig. 13- B gurariiogresevrn en Czapek
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Fig. 13c.- P. aurantiogriseurn en CYA

Fig. 14.- Aspecto microscépico de P.
aurantiogriseum
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En cuanto a los caracteres fisiol6gicos. apenas presentan crecimiento en agar CREA,
sin embargo a las 3 semanas de incubacién hay una produccion muy ligera de &cido, no
presentan crecimiento en presencia de NO,, no coagulan la leche, tienen actividad
caseinolitica alos 7 dias y més acentuada a los 14 dias, no crece en presencia de ninguno de
los fungicidas ensayados, a diferencia del resto de las cepas estudiadas tiene capacidad
inhibitoria de Candida (tabla 3).

Por lo que respecta a la produccion de micotoxinas se identificaron para las tres cepas
&cido terréstrico, rugulovasinas, penitrem A 'y &cido ciclopiazdnico (tabla 4).

- 2 cepas se adscribieron ala especie P. verrucosum quimiotipo |.

Macromorfologia: en MEA (fig. 15a) presentaban colonias de didmetro 1,1 cm a 1,2
cm, de aspecto algodonoso aungue en cultivos vigjos la textura es més bien aterciopelada o en
los bordes incluso fasciculada, |a zona central es més elevaday de color verde oscuro, €l resto
del micelio es més claro y con los bordes blancos, € reverso tiene la zona central més claray
los bordes con halos marron-canela y otros mas claros, presentan zonacion, recuerdan a
"panecillos’, se distingue un olor fuerte, como a pegamento o acetona. En Czapek (fig. 15b)
las colonias tienen un diametro de 1,1 cm, son blancas, algodonosas, con relieve, en la parte
central se deja entrever algo verde, e reverso carece de color, se aprecia exudado (gotitas
claras) en la zona central, sin olor apreciable. En CYA (fig. 15c) presenta colonias de 1,5 cm
de diametro, son blancas, algodonosas, surcadas radialmente, en la zona central se puede ver
algo de micelio verde, € reverso carece de color o s lo tiene es amarillo, presencia de
exudado (gotitas incoloras o amarillo muy pdido). En algin aisamiento de estas cepas
aparecio un ligero viraje del medio (CYA y Czapek) haciavioleta

Microscépicamente presenta conidiéforos ter y cuaterverticilados, estipes por lo
genera finamente espinulosos y de 4 a 5 mde didmetro, las métulas y fidlides estén bastante
comprimidas, los conidi6foros forman ramilletes muy frondosos y compactos, los conidios
son globosos o0 subglobosos aunque nacen elipsoidales, verdes, de 2 a 3 mde didmetro (fig.
16).
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Fig. 15a.- P. verrucosum quimiotipo |
en MEA

Fig. 15 b.- P. verrucosum quimiotipo |
en Czapek




Fig 15¢.- P. verrucosum quimiotipo |
en CYA

Fig. 16.- Aspecto microscépico de
P. verrucosum quimiotipo |
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Caracteristicas fisiolégicas (tabla 3): no producen podredumbre en las manzanas, no
coagulan la leche, capacidad caseinolitica en 1 cepay en la otra a los 14 dias, tiene un
crecimiento muy escaso en CREA, sin producciéon de écido (siempre se aprecia algo de
crecimiento por restos de N. en el medio), crecen en presencia de NO, como Unica fuente de
N, no inhiben el crecimiento de Candida asi como tampoco e de los otros microorganismos
ensayados, no crecen en presencia de ninguno de los tres fungicidas.

En cuanto a las micotoxinas (tabla 4) destacar la produccion de ocratoxina A (es
exclusivamente producida por P. verrucosum y constituye pues un carécter diferenciable).

Estas cepas se pudieron adscribir a esta especie atendiendo sobre todo a las
caracteristicas fisiol 6gicas.

- 3 cepas se adscribieron ala especie P. chrysogenum.
La adscripcion a especie de estas cepas no entrafia mayores dificultades.

Macromorfologiaa en MEA (fig. 17a) originan colonias verde-gris, de textura
aterciopelada, diametro de 2,4 a 2,5 cm, planas, con reverso amarillo-verde a amarillo palido,
olor no pronunciado, aromético. En Czapek (fig. 17b) las colonias son verde-grises o verde-
amarillentas, aterciopeladas, con surcos radiales y concéntricos y mas elevadas en € centro, a
veces hay micelio blanco algodonoso que recubre las colonias, €l reverso es crema o amarillo-
verdoso, presencia de exudado incoloro o amarillento a amarillo brillante y muy abundante.
En CYA (fig. 17c) las colonias presentan un didmetro de 3,5 a 3,7 cm, son verdes o verde-
amarillentas, con borde blanco y de textura aterciopelada o algodonosa, presentan surcos
radiales y halos concéntricos, exudado amarillento en el centro y no muy abundante, produce
un pigmento amarillo-verdoso que difunde a medio, tomando éste un color amarillento-
brillante (més marcado en unas cepas que en otras).

Microscépicamente presenta conidiéforos bi y terverticilados, los estipes son de
superficie lisa 0 poco rugosa, 1os conidios en principio son mas bien elipsoidales luego se van
haciendo mas globosos, alacanzando un didametro de 3 6 4 mcomo mucho, se organizan en
cadenas o0 bien estan de forma desordenada (fig. 18).
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Fig. 17a.- P. chrysogenum en MEA

Fig. 17b.- P. chrysogenum en Czapek




208

Fig. 18.- Aspecto microscépico de
P. chrysogenum
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Entre las caracteristicas fisioldgicas (tabla 3) destacar que no producen podredumbre
en manzanas, coagulan la leche, produciendo un liquido amarillo brillante después de 5 dias
de incubacion, actividad caseinolitica muy intensa (halos de aclaramiento alrededor de las
colonias en agar-leche muy marcados), en CREA 2 cepas presentaron poco crecimiento y otra
crecimiento normal, todas produjeron &cido no seguido de la produccion de base, no crecen en
agar o solucion-NO,, crecen en GYBS pero no en GYP y GYA (sblo 2 cepas muestran un
crecimiento ligero al cabo de 14 dias en GY P), cultivos de las 3 cepas reaccionaron con FeCl;
produciendo un color naranja fuerte, no inhiben a Candida pero si a S aureus y también a
Bacillus (aunque a veces es ligera).

Las cepas de esta especie produjeron las micotoxinas (tabla 4): roquefortina C y PR-
toxina.

La tabla 5 recoge la distribucion de las distintas especies fungicas en los puntos de
muestreo alo largo de la maduracion.

Semanas de maduracion
Especie Leche Cugada 1 2 4 8 16
Geotrichum candidum 11 7 14 13 12 2 1

Alternaria alternata - - - 1 - - .

Verticillium lecanii 1 - - - - - -

N
1
1
1
1
1
(o]

Penicillium roqueforti

P. verrucosum - 1 - - - 1 -
quimiotipo |

P. chrysogenum - 1 - 1 - 1 -
P. crustosum - - - - - 1

P. commune - - - - 1 -

N W O

P. aurantiogriseum - - - 1 - -

4.- DISCUSION.

4.1.- METODOLOGIA DE IDENTIFICACION.

El método seguido para la identificacién de los mohos basado tanto en caracteristicas
morfolégicas como fisioldgicas 1o podemos justificar porque si bien la taxonomia de los
mohos se ha venido realizando en base casi exclusivamente a criterios morfolégicos, tanto
macroscopicos como microscopicos, sobre todo dentro del grupo de los Penicillia
terverticilados existe una gran variabilidad que se aprecia tanto en la macromorfologia como
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en la micromorfologia. Siembras sucesivas de una misma cepa en € mismo medio puede
originar colonias de dimensiones y aspecto diferentes.

Latextura de las colonias fue uno de los criterios empleados por Raper y Thom (1968)
para establecer taxones dentro del género Penicillium, este criterio ademas de ser artificial
resulta muy subjetivo como ya establecieron Ciegler y col. (1973) por lo que resulta dificil
Situar una especie en una u otra seccion. Incluso Raper y Thom consideraron que existian
intergraduaciones entre secciones, de manera que una misma especie podia presentar
variaciones en algunas caracteristicas, ademas sucesivas siembras de una cepa podia afectar a
las caracteristicas morfol gicas de las colonias.

Otros autores como Ramirez (1982) en su "Manual sobre el género Penicillium" y Pitt
(1988) en "La guia de laboratorio para las especies mas comunes del género Penicillium”,
emplearon criterios similares, si bien Pitt hizo mas énfasis alos caracteres micromorfol 6gicos.
De todas formas no siempre pueden observarse diferencias micromorfol 6gicas importantes, ya
que ciertos Penicilios asimétricos pueden tener una 0 méas ramas apresadas que terminan en
verticilos de métulas y fidides, conidiéforos més o menos largos que pueden ser lisos,
rugosos o finamente rugosos (Ciegler (1973). Por |o tanto se hacen necesarias otras pruebas,
a menos confirmatorias de la identificacion, sobre todo dentro del grupo que Samson y van
Reenen (1988) describen como P. verrucosum complex. Muchas especies incluidas en este
grupo fueron objeto de frecuentes confusiones taxonémicas (Frisvad y Filtenborg, 1983).

Diversos autores empezaron a establecer criterios fisiolégicos que pudieran ser
aplicados a la taxonomia de los mohos. Samson y van Reenen (1988) incluyeron brevemente
esta posibilidad en su "Introduction to food borne fungi". Sin embargo hay escasa
informacién disponible para establecer relaciones entre caracteres fisiol 6gicos y taxones.

Entre los criterios fisiol 6gicos mas utilizados en taxonomia se encuentran:

- Capacidad de ciertas especies de Penicillium para crecer en agar-NO, (Engel vy
Teuber, 1978; Frisvad, 1981).

- Crecimiento en agar creatina-sucrosa (CREA), con capacidad para producir &cido y
base (Engdl y Teuber, 1978; Frisvad, 1985).

- Resistencia a fungicidas como son GYBS, GYP y GYA. Segun Frisvad (1981) no
resultan de gran importancia taxondémica ya que la resistencia puede ser debida a una reciente
adaptacion a medio (ademas de estar muy relacionado con € pH, a veces peguefias
variaciones pueden producir respuestas diferentes), sin embargo en P. roqueforti la resistencia
alos fungicidas parece ser genotipica.
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- Capacidad de producir ciertos metabolitos secundarios, como micotoxinas. Frisvad y
Filtenborg (1983) establecen que las especies de Penicillia terverticilados producen un perfil
restringido de micotoxinas, pudiendo establecer relaciones entre los taxones y los perfiles de
micotoxinas y otros metabolitos secundarios.

También hay que tener en cuenta que muchos aislamientos tienen tendencia a variar
cuando se cultivan en laboratorio y generalmente se reflgja en la pérdida de capacidad para
producir un determinado metabolito secundario (Ciegler y col., 1973). Muchas especies y
subgrupos producen una o0 dos micotoxinas en comun pero la produccion de 3 6 mas
micotoxinas iguales por especies 0 subgrupos distintos no es frecuente, aln asi existen
especies para las que en algin momento se han descrito a menos tres micotoxinas en comun,
por gemplo P. viridicatum y P. aurantiogriseum (Frisvad, 1985) o P. crustosum y P.
commune.

Parece por tanto necesario detectar al menos tres metabolitos diferentes para poder
identificar un aislamiento del grupo de los Penicillia terverticilados de modo no ambiguo
(Frisvad y Filtenborg, 1983).

Hasta e momento los patrones de metabolitos secundarios se utilizan como un método
confirmatorio de la identificacion ya que a veces no siempre son detectados todos los
metabolitos que pueden ser producidos por la especie a la que pertenece la cepaen estudio y a
veces aparecen metabolitos que son comunes para todos |os aislamientos (Frisvad, 1981).

La deteccion de los metabolitos secundarios se suele hacer por patrones de TLC (Thin
Layer Cromatography), empleando medios en los que hay buena produccién de micotoxinas
como son CYA, YESy OA alatemperatura de 25°C durante 7 a 14 dias.

Otro problema adicional es la escasa informacion existente para poder identificar
micotoxinas através de los valores Rf y Rfg, por 1o que hay pocos patrones de micotoxinas.

Esguemaéticamente se pueden establecer una serie de afirmaciones como son:

- Aidamientos de P. crustosum producirian siempre penitrem A, ademés de
roquefortina C, &cido terréstrico, viridicatina, &cido ciclopiazonico y ciclopaldico.

- P. verrucosum (Pitt, 1988) es el Unico productor de ocratoxina A, pudiendo o no
producir citrinina.

- P. aurantiogriseum (Pitt, 1988) y P. viridicarum (Ciegler y col., 1973), especies
anteriormente agrupadas en "P. cyclopium p" (Raper y Thom, 1968) producen micotoxinas en
comun. Principamente se caracterizan por producir &cido penicilico, ademés de é&cido
ciclopaldico, ciclopiazénico, rugulovasinas, viridicating, &cido terréstrico y penitrem A, s
pueden producir brevianamidas se trataria de P. viridicatum.
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- P. roqueforti produce &cido micofendlico, PR-toxina, roquefortina C y &cido
penicilico.

- P. chrysogenum produce roquefortina C, PR-toxinay penicilina.

- P. commune produce penitrem A, roquefortina C, ciclopiazonico, ciclopddico y
rugulovasinas.

En la bibliografia disponible parecen no apreciarse a veces claras diferencias entre el
perfil de metabolitos secundarios producidos por P. commune y los producidos por P.
crustosum ya que P. crustosum puede producir penitrem A, roquefortina C, &cido terréstrico,
viridicatina e isofumigaclavinas (Frisvad, 1988), penitrem A, roquefortina C y ciclopiazonico
(Filtenborg y col., 1983), penitrem A, roquefortina C y é&cido terréstrico segun Frisvad y
Filtenborg (1983) y P. commune, puede producir penitrem A y roquefortina C (Filtenborg y
col., 1983) y seguin Frisvad (1988) ademaés ciclopiazonico, ciclopaldico y rugulovasinas.

En base a lo visto anteriormente parece ser que ambas especies pueden producir tres
micotoxinas iguales (penitrem A, roquefortina C y acido ciclopiazdnico).

P. commune y P. crustosum muestran ademas gran similitud en las pruebas
fisiologicas aunque hay algunos caracteres diferenciales, por emplo la capacidad que tiene
P. crustosum para producir una ligera podredumbre en manzanas. En la mayoria de las
pruebas morfol 6gicas cada especie tiene caracteristicas especificas que permiten también una
clara diferenciacion.

4.2.- ESPECIES DE MOHOS PRESENTES EN EL QUESO DE ARMADA Y SU
PAPEL EN LA MADURACION.

Geotrichum candidum fue la especie mayoritaria en leche, lo que concuerda con
observaciones hechas por otros autores en leche de vaca (Vadillo Machotay col., 1987). Esta
misma especie fue también la predominante en cugada y queso durante las 4 primeras
semanas de maduracion. Gueguen y Jacquet (1982) consideran tres tipos de cepas de G.
candidum:

- Tipo 1: son cepas similares alevaduras, de color crema, principal mente acidificantes,
con baja capacidad proteolitica.

- Tipo 3: cepas que originan colonias blancas, de apariencia aterciopelada,
alcalinizantes, con alta actividad proteolitica.

- Tipo 2: cepas intermedias entre |as dos anteriores.
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La mayoria de las cepas de G. candidum aisladas del queso de Armada y de la leche
utilizada en su elaboracion pertenecian morfolégicamente a tipo 1. Estas cepas fueron
aidadas en las etapas més tempranas de la maduracion y posiblemente contribuyan al
descenso del pH en estas etapas que es muy marcado en € queso de Armada (Fresno, 1995).
El predominio de estas cepas y su escaso carécter proteolitico concuerda también con los
bajos niveles de proteolisis observados alo largo de la maduracion del queso de Armada.

Unicamente unas pocas cepas podrian considerarse algo mas proximas a tipo 2, ya
gue presentan un aspecto més blanquecino y pulverulento.

En cualquier caso G. candidum es en s mismo un moho débilmente proteolitico (Fox
y Law, 1991) y ni que decir tiene que en € queso de Armada |las elevadas concentraciones de
sal/humedad y los bajos pH observados (Fresno, 1994) contribuirian a reducir todavia mas la
actividad de las proteasas.

Por lo que respecta a papel de G. candidum en la lipolisis, varios autores han
estudiado la actividad lipolitica de este moho. Segun los trabgjos efectuados por Sidebotton y
col. (1991), G. candidum produce dos lipasas con distintas especificidades, la lipasa A (no
especifica) y la lipasa B (especifica para ésteres de cis-D-9 &cidos grasos), que libera
preferentemente acidos grasos de 18 &omos de carbono con un doble enlace en la posicién 9
(&cido oleico) (Tahoum y col., 1982), aunque también libera en baja proporcién acidos grasos
saturados. En vista del perfil de &cidos grasos libres observado en el queso de Armada, G.
candidum parece tener un papel importante en la degradacion de los lipidos en las primeras
etapas de la maduracion. En este queso la relacion existente entre los &cidos grasos
mayoritarios C16/C1g:1 €s muy baga (0,5) y favorable a Cig:1 10 que concuerda con la
actividad de la lipasa B de G. candidum. Esta relacion se va incrementando hasta 0,85
(Fresno, 1994) a medida que G. candidum va disminuyendo a partir del segundo mes de
maduracion.

G. candidum se encuentra pesente en la superficie de muchos quesos (Gueguen y
Lenoir, 1976), donde los datos niveles de &cidos grasos encontrados se deben
fundamentalmente a la accion de sus enzimas. Esta especie gerce una proteccién frente a
desarrollo de mohos indeseables (Dale, 1972; Delespaul y col., 1973; Gueguen y col., 1974).

En las Ultimas etapas de la maduracién predominan los mohos del género Penicillium,
sobre todo P. roqueforti que fue aisado en queso de 16 semanas en 2 de las 4 partidas
estudiadas. Obviamente los niveles de P. roqueforti hallados en €l queso de Armada estan
muy por debajo de los observados en quesos de vena azul (Gonzdlez de Llanoy col., 1992; El
Dairouty y col., 1990). La presencia de esta especie en las Ultimas etapas de la maduracion del
gueso de Armada puede explicarse por la presencia de grietas en algunos egjemplares que
facilitan laimplantacién en el interior de la masa.
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Penicillium roqueforti posee una accién proteolitica intensa (Gripon y col., 1977), lo
gue no concuerda demasiado con los bajos niveles de proteolisis observados en el ques ode
Armaday los elevados valores de cociente sal/humedad (Fresno, 1995) sean |os responsables
de la bgja actividad de sus enzimas en este queso. Se sabe que la actividad de las proteasa de
P. roqueforti disminuye al aumentar la concentracion de sal por encima del 0,5% (Kinsellay
Hwang, 1977). Por otra parte se ha observado una gran variabilidad en la actividad
proteolitica de la cepa de P. roqueforti, poniéndose de manifiesto que, en general, las que
poseen una elevada actividad proteolitica tienen baja capacidad lipolitica y viceversa
(Salvadori y coal., 1964; Niki y col., 1966). Dada la intensa lipolisis sufrida por €l queso de
Armada (Fresno, 1994) y la posible participacién de P. rogueforti en este proceso, que a
continuacién pasaremos a comentar, cabe la posibilidad de que las cepas de P. roqueforti
presentes en este queso sean débilmente proteoliticas. La capacidad proteolitica de las
especies de Penicillium presentes fen el queso de Armada, puede verse también inhibida por
las elevadas concentraciones de é&cidos grasos libres generados durante la maduracion
(Imamura, 1960). En cuanto a la posible participacion de P. roqueforti (y de las otras especies
de Penicillium aisladas) en los procesos lipoliticos que tienen lugar durante la maduracion del
queso de Armada, su presencia podria estar relacionada con €l marcado incremento en el
contenido en acidos grasos libres totales, y de cadena corta en particular, que se observa a
partir del segundo mes de maduracién (Fresno, 1994). Las lipasas de P. roqueforti poseen una
actividad muy intensa, caracterizada por una gran produccion de caprico y otros acidos grasos
de cadena corta (Hay Lindsay, 1993). Ademas esta actividad no se ve fuertemente inhibida
por los bajos pHs ni por las concentraciones de sal/humedad elevadas, siendo capaces de
actuar a pHs en torno a 5 (Tomasini y col., 1993) y a concentraciones de sal/humedad de
aproximadamente el 8% (King y Clegg, 1979).
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CONCLUSIONES

PRIMERA.- La leche utilizada en la elaboracion del queso de Armada, variedad
Sobado, presentd recuentos elevados de todos los grupos microbianos investigados. Los
maximos recuentos de todos estos grupos se alcanzaron, generalmente, en queso de una
semana. A partir de ese momento los niveles fueron descendiendo lenta e irregularmente,
alcanzandose, después de 16 semanas de maduracién, en los lotes madurados en otofio,
recuentos aproximadamente una unidad logaritmica mas bajos que los obtenidos en queso de
una semana. En los lotes madurados en verano, € descenso de los recuentos a lo largo de la
maduracion fue mas pronunciado; los recuentos al cabo de 16 semanas fueron en los
diferentes grupos microbianos, por término medio, del orden de 4,5 unidades logaritmicas
mas bajos que los observados en queso de una semana.

SEGUNDA.- De acuerdo con los coeficientes de correlacion establecidos entre los
logaritmos de |os recuentos de |os distintos grupos microbianos y los valores de |os diferentes
parametros fisico-quimicos a lo largo del proceso madurativo, la caida de los recuentos a lo
largo de la maduracion parece deberse fundamentalmente a descenso de la actividad del
agua. No obstante, |os bajos valores de pH observados durante la mayor parte del proceso, en
el rango entre 4,3 y 4,8, podrian tener un papel destacado en € descenso de los niveles de
algunos grupos de microorgani Smos.

TERCERA.- La flora acidoléactica fue e grupo microbiano mayoritario durante la
elaboracion y maduracion. El agar M17 mostré una selectividad moderada para el aislamiento
de lactococos. El agar MSE fue escasamente selectivo para el aislamiento de leuconostoc, s
bien es verdad que casi todas las cepas pertenecientes a este género fueron aisladas en este
medio de cultivo. El agar ROGOSA, finalmente, mostré una selectividad bastante elevada
parael aislamiento de lactobacilos.

CUARTA.- Considerando globalmente los recuentos obtenidos en los tres medios de
cultivo (agar M17, MSE y ROGOSA) y la identidad de los aislamientos efectuados,
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Lactococcus lactis subsp. lactis fue la especie mayoritaria en leche, cugjaday queso de unay
dos semanas de maduracion. La presencia de Lactococcus lactis subsp. diacetilactis y de
Lactococcus lactis subsp. cremoris fue muy minoritaria. A partir de la segunda semana de
maduracion predominan los lactobacilos, fundamentalmente Lactobacillus casel subsp. casei
y Lactobacillus plantarum. La especie de Leuconostoc mayoritariamente aislada durante la
elaboracion y maduracion fue Leuconostoc mesenter oides subsp. dextranicum.

QUINTA.- A juzgar por los estudios efectuados en otras variedades de queso, y por €l
nivel de presencia de esta especie en el queso de Armada, variedad Sobado, Lactobacillus
casei subsp. casel podria jugar un papel relevante en e desarrollo de las caracteristicas
organolépticas de esta variedad. Los lactobacilos heterofermentadores se aislaron en una
proporcion vestigial.

SEXTA.- El medio KAA mostré una selectividad muy elevada para € aislamiento de
enterococos a lo largo de la elaboracion y maduracion. La especie mayoritaria, entre los
aislamientos efectuados en este medio de cultivo, fue Enterococcus faecalis. Enterococcus
faecalis fue también la especie de Enterococcus mayoritariamente aislada en agar M17. En
agar MSE, sin embargo, la especie de Enterococcus predominante fue Enterococcus
mal odor atus.

SEPTIMA .- Las enterobacteriaceas desaparecieron por completo alas dos semanas de
maduracién en dos lotes y a las 4 semanas en los otros dos lotes estudiados. Considerando
globalmente todos los puntos de muestreo Hafnia alvei fue la especie de enterobacteria
mayoritariamente aislada, lo que concuerda con observaciones previamente efectuadas por
otros autores. Escherichia coli predominé en queso de 2 semanas de maduracién, suceso
relacionado con la mayor resistencia que presenta este microorganismo alaacidez elevaday a
laactividad del agua baja.

OCTAVA.- Por su significacion sanitaria es relevante el aislamiento de dos cepas de
Yersinia enterocolitica en leche. Segun los criterios de Stern y Pierson, estas cepas fueron
catalogadas como "atipicas ambientales’.

NOVENA.- El medio MSA mostr6 escasa selectividad para € aislamiento de
Micrococaceas. A lo largo de la elaboracion y maduracion del queso de Armada se han
aisado estafilococos en mayor proporcion que micrococos. Staphylococcus sciuri fue la
especie mayoritariamente aislada en leche y cugjada. En queso predominaron S. xylosusy S.
epidermidis. Staphylococcus aureus se aidd Unicamente en cuagjada de uno de los 4 lotes
estudiados. Las cepas de micrococos se adscribieron mayoritariamente a las especies
Micrococcus variansy M. roseus.

DECIMA.- De las 41 cepas de estafilococos coagulasa-negativos aisladas, solo 2
cepas de Saphylococcus sciuri aisladas de leche produjeron enterotoxina C. Las tres cepas de
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S aureus produjeron enterotoxinas A y C. El perfil toxigénico de las cepas aisladas parece
sugerir que son de origen caprino.

UNDECIMA.- A lo largo de la maduracion predominaron las levaduras
anascosporégenas del género Candida. Candida lambica estuvo mayoritariamente presente
durante todo el proceso madurativo; solo fue cuantitativamente superada por Kluyveromyces
marxianus y Kluyveromyces lactis en queso de 1 semanay por Candida krusei en queso de 16
semanas.

DUODECIMA .- Solo las cepas de Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces marxianus
fueron capaces de asimilar y fermentar la lactosalo que nos lleva a concluir que la mayoria de
las especies de levaduras aisladas del queso de Armada, variedad Sobado, son contaminantes
casuales y no flora propia de la leche y & queso. Las cepas de Kluyveromyces lactis y
Kluyveromyces marxianus posiblemente contribuyan, junto con las bacterias acidolacticas y
las cepas de Geotrichum candidum a la degradacién de la lactosa durante las primeras etapas
de la maduracion.

DECIMOTERCERA .- Las levaduras aisladas del queso de Armada no parecen tener
gran participacion en los procesos lipoliticos. De las 128 cepas aisladas, solo 9 (2 cepas de
Candida ingens, 4 de Candida lipolytica y 3 de Trichosporon beigelii) hidrolizaron la
tributirina.

DECIMOCUARTA.- Geotrichum candidum fue la especie fungica mayoritariamente
aislada en leche, cugjaday queso de 1, 2 y 4 semanas de maduracion. En queso de 16 semanas
predominan los mohos del género Penicillium (P. roqueforti, P. crustosum y P. commune).
Las cepas de Geotrichum candidum aisladas pertenecen morfologicamente al tipo 1 de
Gueguen y Jacquet (cepas similares a levaduras, de color crema, principalmente acidificantes
y con baja capacidad proteolitica). Estas cepas posiblemente contribuyan a descenso del pH
en las etapas tempranas de la maduracion, fenébmeno que es muy marcado en e queso de
Armada. El predominio de estas cepas y su escaso carécter proteolitico concuerda también
con la escasa proteolisis que presenta este queso. Penicillium roqueforti y las otras especies de
Penicillium aisladas podrian estar relacionadas con el marcado incremento en el contenido en
acidos grasos libres totales, y de cadena corta en particular, que se observa en el queso de
Armada a partir del segundo mes de maduracion.







APENDICE

1- MEDIOS Y REACTIVOS EMPLEADOS EN EL AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE BACTERIASACIDOLACTICAS

MSE AGAR (Mayeux, Sandiney Elliker, 1962) (Biokar):

Se disuelven 138,5 g del medio en 1 litro de agua destilada y se esteriliza en autoclave
a110°C/20.

Composicion (g/l):

Triptona 10,0
Gelatina 2,5
Extracto de levadura 50
Sacarosa 100,0
Glucosa 50
Citrato sodico 1,0
Azida sodica 0,075
Agar bacteriol6gico 15,0

pH 6,9+0,2




226

M 17 AGAR (Biokar) (Terzaghi y Sandine, 1975)

Se disuelven 57,2 g del medio en 1 litro de agua destilada y se esteriliza en autoclave a
115°C/20'.

Composicion (g/l):

Triptona 2,5
Peptona de carne2,5

Peptona de harina de soja 50
Extracto de levadura 25
Extracto de carne 50
Lactosa 50
Glicerofosfato sodico 19,0
Sulfato magnésico 0,25
Acido ascorbico 0,50
Agar bacteriol6gico 15,0
pH 7,1+0,1

ROGOSA AGAR (Rogosa, Mitchell y Wiseman, 1951) (Oxoid):

Se disuelven 82 g del medio en 1 | de agua destilada, se afiaden 1,32 ml de &cido
acético glacial y se mezcla, se hierve durante 2-3 minutos, no se autoclava.

Composicion (g/l):

Triptona 10,0
Extracto de levadura 50
Glucosa 20,0
Tween 801,0
Dihidrégenofosfato potésico 6,0
Citrato aménico 2,0
Acetato sédico (anhidro) 17,0
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,575
Sulfato de manganeso (I1) 4 hidrato 0,12
Sulfato ferroso 7 hidrato 0,034
Agar 20,0

pH 5,4+0,2




MRS AGAR (de Man, Rogosay Sharpe, 1960) (Oxoid):
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Se disuelven 62 g en 1 | de agua destilada y se lleva a ebullicion, se esteriliza en

autoclave a 121°C/15'.

Composicion (g/l):
Peptonall,0

Polvo "Lab-Lemco" 8,0
Extracto de levadura 4,0
Glucosa 20,0
Tween 801,0
Fosfato dipotésico 2,0
Acetato sodico 3 hidrato 5,0

Citrato triamonico 2,0
Sulfato de magnesio 7 hidrato 0,2
Sulfato de manganeso (I1) 4 hidrato 0,05
Agar 10,0

pH 6,2+0,2

MEDIO SEMISOLIDO DE GIBSON (Gibson y Abd-El-Malek, 1945) (Adsa-Micro):

Se disuelven 58 g del medio base en 500 ml de agua destilada y se lleva a ebullicion,
se distribuye en un frasco de 1 litro de capacidad y se esteriliza a 121°C/15'. Se mantiene en
bafio maria a 60°C aproximadamente.

Se diluyen 100 g de leche descremada en 500 ml de agua destilada templada y se
esteriliza en autoclave a 121°C/10'.

La leche descremada caliente se vierte sobre € medio base, se homogeneiza y se
distribuye en tubos estériles.

Composicion del medio base (g/l):

Extracto de carne 0,20
Extracto de levadura 3,0
Peptona 1,0
Cloruro sodico 1,0
Dextrosa 50,0
Sulfato de manganeso (I1) 4 hidrato 0,04
Agar 3,0

En un frasco aparte se presenta la leche descremada en polvo (100 g/l).
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AGAR SACAROSA (Garvie, 1960):

Composicion (g/l):

Triptona 10,0
Extracto de levadura 50
Fosfato dipotésico 50
Citrato triamonico 50
Sacarosa 50,0
Agar 15,0

Se disuelven los ingredientes en el aguay se esterilizaa 121°C/15'.

CALDO GLUCOSA-FOSFATO (Harrigany Mc Cance, 1979):

Composicion (g/l):

Peptona 50
D-Glucosa 50
Fosfato dipotésico 5,0

Se esterilizaa 115°C/20'. El pH es de aproximadamente 7,5.
Reactivos (Método de Barrit, 1936):

Solucién etandlica de a-naftol al 6%
Solucién de KOH a 16%.

AGAR CITRATO DE SIMMONS (Simmons, 1926) (A report, 1958) (Adsa-Micro):
Se disuelven 24 g del medio en 1 | de agua destilada y se esterilizaa 121°C/15.

Composicion (g/l):

Sulfato magnésico 0,2
Fosfato monoamonico 1,0
Fosfato dipotésico 1,0
Citrato sodico 2,0
Cloruro sodico 50
Azul de bromotimo 10,08
Agar 15,0
pH aproximado 6,8.

AGAR SEMISOLIDO CITRATO LECHE (Crawford, 1962) (para lactobacilos):

1.- Se preparan 500 ml de leche descremada reconstituida y se reparte en tubos de
ensayo, arazon de 10,5 ml por tubo. Se esteriliza en autoclave calentando a 100°C durante 30'
y luego a 115°C durante 10

2.- Se preparan 100 ml de una solucion de citrato sddico 2 hidrato al 10% en agua
destilada, se reparte en cantidades de 10 ml y se esteriliza a 121°C durante 20'.
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3.- Se disuelven 2 g de agar en 100 ml de agua destilada y se reparte en tubos de
ensayo a razén de 4 ml. Se tapa con tapones de goma Astell y se esteriliza a 121°C durante
20'.

Para la preparacion y utilizacion del medio completo se afiaden 0,5 ml de la solucion
estéril de citrato sodico a 10% a cada tubo de leche desnatada, se invierten los tubos para
mezclar bien e contenido y se dgjan en reposo durante 30'. Cuando se vayan a utilizar se
inocula un 1% de cultivo (0,1 ml) en laleche citratada y se mezcla bien por rotacion del tubo
entre las manos y a continuacion se vierte sobre los 4 ml de agar fundido al 2% y enfriado a
45-50°C, setapa, seinvierte el tubo para mezclarlo bien y se incuba a la temperatura 6ptima.

MEDIO DE FERMENTACION MRS (de Man, Rogosay Sharpe, 1960):

Composicion (g/l):

Peptona 10,0
Extracto de levadura 50
Tween 801 ml
Fosfato dipotésico 2,0
Acetato sodico 5,0
Citrato triaménico 2,0
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,2
Sulfato de manganeso (I1) 4 hidrato 0,05

Los ingredientes se disuelven en e aguay se gusta el pH. Se esteriliza a 121°C/15'.
Para lactococos y leuconostoc € pH se gjusté aproximadamente a 7,0; para los lactobacilos se
prefirié un pH ligeramente més acido (6,0-6,5).

2.- MEDIOS EMPLEADOS EN EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
ENTEROCOCOS

KAA (Kanamycin-Aesculin-Azide-Agar-Base) (Oxoid):
(Kanamicina-Esculina-Azida-Agar)

Se disuelven 21,3 g en 500 ml de agua destilada y se aflade un vial del suplemento
Kanamicina, reconstituido. Se esterilizaa 121°C/15'.

Composicion (g/l) del KAA (Oxoid):

Triptona 20,0
Extracto de levadura 50
Cloruro sodico 50
Citrato sodico 1,0
Esculina 1,0
Citrato férrico amoénico 0,5
Azida sodica 0,15
Agar 10,0

pH 7,0£0,2
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TSB (Tryptone-Soya-Broth) (Oxoid):

(Caldo peptona de caseina-peptona de harina de soja)

Se disuelven 30 g en 1 litro de agua destilada y se esterilizaa 121°C/15'.

Composicion (g/l):
Peptona de caseina
Peptona de harina de soja
Cloruro sodico
Hidrégeno fosfato dipotésico
Glucosa
pH 7,3+0,2

17,0
3,0
50
2,5
2,5

MEDIO SEMISOL DO DE GIBSON (Adsa-Micro):

(Ver pagina 283).
BHI (Brain-Heart-Infusion) (Oxoid):

(Caldo de cerebro-corazén)

37 g del medio se diluyen en 1 litro de agua destilada y se esterilizaa 121°C/15'.

Composicion (g/l)
Infusién de cerebro de ternero
Infusion de corazén de buey
Proteosa-peptona
Cloruro sodico
Dextrosa
Fosfato disddico anhidro
pH aproximadamente 7,4

KF (KF Streptococcus Agar) (Difco):
(Agar KF para estreptococos)

Disolver 764 g del medio en 1 |
aproximadamente. No esterilizar.

12,5
50
10,0
50
2,0
2,5

de agua dedtilada, calentar durante 5

Una vez enfriado a 50°C afiadir 1 ml de solucion TTC (2, 3, 5 cloruro de trifenil-
tetrazolio) a 1% por cada 100 ml de medio y mezclar.




Composicion (g/l):
Proteosa-peptona
Extracto de levadura
Cloruro sodico
Glicerofosfato sodico
Maltosa
Lactosa
Azida sodica
Parpura de bromocreso
Agar
pH 7,2+0,2

BILE ESCULIN AGAR (Difco):

(Agar bilis esculing)

Se disuelven 64 g del medio en 1 | de agua destilada y se esterilizaa 121°C/15.

Composicion (g/l):
Extracto de carne de buey
Peptona
Esculina
Bilis de buey
Citrato férrico
Agar
pH 6,6+0,2

10,0
10,0
50
10,0
20,0
1,0
04

10,015

20,0

3,0
50
1,0
40,0
0,5
15,0
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3- MEDIOS Y REACTIVOS EMPLEADOS EN EL AISLAMIENTO E

IDENTIFICACION DE ENTEROBACTERIACEAS

VRBGA (Violeta cristal-Rojo neutro-Bilis-Glucosa-Agar) (Oxoid):

Se disuelven 38,5 g en 1 litro de agua destilada, se [levaa ebullicion. No se esteriliza.

Composicion (g/l):
Extracto de levadura
Peptona
Cloruro sodico
Saleshiliares N0.3
Glucosa
Rojo neutro
Cristal violeta
Agar
pH 7,4+0,2

3,0
7,0
50
15
10,0
0,03

0,002

12,0
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CALDO GLUCOSA-FOSFATO (Harrigany Mc Cance, 1979):
(Se emplea parala prueba del Rojo de Metilo)

Composicion (g/l):

Peptona 50
D-glucosa 50
Fosfato dipotésico 5,0

Los componentes se disuelven en agua y se gjusta € pH aproximadamente a 7,5. En
cada tubo se dispensan 5 ml y se esteriliza en autoclave a 115,5°C/20'.

Reactivo:
Rojo de metilo 0,19
Etanol (a 95%) 300 mi

Después se afade agua destilada hasta 500 ml.
MEDIO O/F (Medio de Oxidacion-Fermentacion):
(Para detectar laformacion de gas a partir de la glucosa o lactosa):

Composicion del medio base (g/l):

Triptona 2,0
Cloruro sodico 50
Fosfato dipotésico 0,3
Azul de bromotimo 10,08
Agar 2,0

El pH final es aproximadamente 6,8.

El medio se reparte en volumenes de 4,5 ml y se esterilizaa 121°C/15'. A cada tubo se
anaden 0,5 ml de glucosa o lactosa a 10% (filtrada) para obtener una concentracion final del
1% de azUcar en cada tubo.

CALDO GLUCONATO (Shaw y Clarke, 1955):

Composicion (g/l):

Peptona 15
Extracto de levadura 1,0
Fosfato dipotésico 1,0
Gluconato potésico 40,0

Se gusta el pH aproximadamente a 7,0 y se esterilizaa 115°C/10'.

Se disuelven los componentes y se distribuyen 5 ml en tubos de ensayo,
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Reactivo de Benedict:

Composicion (g/l):

Sulfato de cobre (11) 5 hidrato 17,3
Carbonato sodico (anhidro) 100,0
Citrato sodico 173,0

Para preparar e reactivo se disuelven el carbonato y € citrato en 600 ml de agua
destilada y se lleva hasta 850 ml, a continuacion se disuelve e sulfato en 100 ml de agua
destilada y se lleva hasta 150 ml, esta dUltima disolucion se afiade a la primera lentamente y
con agitacion constante.

CALDO MALONATO (Report, 1958):

Composicion (g/l).
Extracto de levadura 1,0
Sulfato aménico 2,0
Fosfato dipotésico 0,6
Fosfato monopotésico 04
Cloruro sodico 2,0
Malonato sodico 3,0
Azul de bromotimol 0,025

Se disuelven los componentes en € agua, se reparte e medio en volumenes de 5 ml y
se esterilizaa 121°C/15.

MEDIO M (Api 20E # 5012):
(Para comprobar la movilidad)

Composicion (g/l):

Caldo de corazodn 25,0
Gelatinas3,0

Agar 3,0
pH 7,0+0,2

Antes de inocular € medio se debe licuar en bafio maria y luego dejar solidificar en
posicion vertical.

4.- MEDIOS Y REACTIVOS EMPLEADOS PARA EL AISLAMIENTO Y
RECUENTO DE MICROCOCACEAS

M SA(Mannitol Salt Agar) (Oxoid) (Chapman, 1945):

Disolver 111 g del medio en 1 litro de agua destilada y esterilizar en autoclave a
121°C/15.
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Composicion (g/l):

"Lab-Lemco" en polvo 1,0
Peptona 10,0
Manitol 10,0
Cloruro sodico 75,0
Rojo fenal 0,025
Agar 15,0
pH 7,5+0,2

BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid):
(Ver pagina 287)
ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS (Hugh y Leifson, 1953):

Composicion del medio base (g/l):

Fosfato monoamaonico 1,0
Cloruro potésico 0,2
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,2
Extracto de levadura 1,0
Plrpura de bromocreso 10,04
Agar 2,0

pH aproximadamente 7,0

El medio se esteriliza en cantidades de 3,8 ml, a 121°C/15', una vez enfriado a 45°C se
le afladen 0,2 ml de una solucién filtrada de glucosa al 10%, consiguiendo asi una
concentracion final de azGcar del 0,5%. Para estudiar la asimilacion en anaerobiosis se
echaron, en cada tubo sembrado, aproximadamente 2 ml de agar bacteriolégico para crear
condiciones de anaerobiosis.

Con € resto de los carbohidratos (excepto € manitol) se ensay6 solo la asimilacion en
aerobiosis para lo que se emplearon placas de agar. En este caso se afladio agar a 1,5%. Los
azUcares se adicionaron a medio de modo que la concentracion final fuera del 0,25-0,50%

MEDIO DE HUGH Y LEIFSON MODIFICADO:

Para determinar el metabolismo oxidativo y fermentativo de la glucosa y e manitol
por Saphylococcus y Micrococcus (Harrigan y Mc Cance, 1979).

Composicion (g/l):

Triptona 10,0
Extracto de levadura 1,0
D-Glucosa o Manitol 10,0
Parpura de bromocresol a 1% 40ml
Agar 2,0

pH aproximadamente 7,0
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Se disuelven los ingredientes en el agua en bafio de agua hirviendo, se gusta el pH
aproximadamente a 7,0 y se reparte e medio en tubos de ensayo, llenando dos tercios de su
volumen. Se esteriliza en autoclave a 115°C/20'. Inmediatamente antes de utilizar el medio se
pone en bafio de vapor durante 10 a 15 minutos para expulsar el oxigeno y se le dga
solidificar colocando los tubos en agua fria o con hielo.

BAIRD-PARKER (Oxoid) (Baird-Parker, 1962)

Se disuelven 63 g en 1 litro de agua destilada y se esteriliza en autoclave a 121°C/15.
Se dgja enfriar hasta 50°C aproximadamente y se afiaden 50 ml del suplemento (SR54)
emulsién yema de huevo-telurito, mezclando bien antes de distribuir en placas.

Composicion (g/l):

Triptonal0,0

Polvo "Lab-Lemco" 50
Extracto de levadura 1,0
Piruvato de sodio 10,0
Glicina 12,0
Cloruro delitio 50
Agar 20,0
pH 6,8+0,2

Reactivo de Nessler (Harrigan y Mc Cance, 1979).

Para demostrar |a produccion de amoniaco.

Y oduro potésico 7,09
Y oduro mercuirico 10,0¢g
Hidroxido potasico 10,0¢g
Agua destilada 100 ml

Ambos yoduros se disuelven en 40 ml de agua destilada, se disuelve la potasa en 50
ml de agua destilada y se enfria. Se mezclan ambas soluciones y se aflade agua hasta 100 ml,
se dga que sedimente e precipitado, se decanta e sobrenadante claro en un frasco de
reactivosy € precipitado se desecha.

MEDIO PARA DETECTAR LA PRODUCCION DE COAGULASA

Se distribuye Caldo BHI en volumenes de 5 ml por tubo, a continuacién se reparte
plasma de congjo conteniendo heparina o EDTA en tubos de tapon de rosca de 10° 75 mm a
razén de 0,3 ml por tubo. Se siembran los tubos de BHI con las cepas a ensayar y se incuba a
37°C durante 24 horas. Se pasan 0,1 ml del cultivo a los tubos con e plasmay se incuba a
37°C.

Los tubos se examinan a las 4 horas con €l fin de detectar |a presencia de coagulos, si
no se observan se mantienen los tubos a temperatura ambiente y se vuelven a leer a las 24
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horas. La apariciéon de un coégulo bien definido es indicativo de la actividad coagulasa. Hay
que tener cuidado a la hora de diferenciar entre un seudocoagulo y un coégulo verdadero, los
seudocoagulos se deshacen a agitar € tubo suavemente. El resultado positivo se cataloga
desde 1+ (coagulos pequefios desorganizados) hasta 4+ (todo el contenido del tubo aparece
coagulado y el codgulo se mantiene alin cuando se invierte e tubo) (ICMSF, 1982).

ESCULINA AZIDA AGAR BASE

Se empled @ medio KAA (Kanamycin Aesculin Azide Agar Base) (Oxoid)
prescindiendo de la adicidn del suplemento de kanamicina

Se disolvieron 21,3 g en 500 ml de agua destiladay se esteriliz6 a 121°C/15'.

Composicion (g/l):

Triptona 20,0
Extracto de levadura 50
Cloruro sodico 50
Citrato sodico 1,0
Esculina 1,0
Citrato férrico amoénico 0,5
Azida sodica 0,15
Agar 10,0
pH 7,0+0,2

PRUEBA DE LA OXIDASA (Kovacs, 1956):

En la superficie de un cultivo en agar BHI se vierten unas gotas del reactivo (solucion
acuosa de tetrametil-p-fenilendiamina a 1%). Las colonias que dan reaccion positiva a la
oxidasa adquieren un tono rosado que en 10 a 30" pasa a ser rojo oscuro, parpuray negro.

También se puede hacer una extension de células en un trozo de papel de filtro y
anadir luego unas gotas del reactivo.

AGAR-ALMIDON (Harrigan y Mc Cance, 1979):

Se vierten 10 ml de agar nutritivo en placas y se deja solidificar, a continuacién se
echan 5 ml de agar-almidon en la capa superficial.

La composicién del agar-amidon es agar nutritivo y ailmidén soluble al 0,2-1,0%.
Se disuelve e almidon en e medio basal fundido y se esterilizaa 121°C/15'.

Para comprobar s hay hidrdlisis del amidon se echan 5 a 10 ml de lugol en la
superficie del cultivo.
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HIDROLISISDEL TWEEN 80 (Sierra, 1957)
Se empled el Medio de Sierra.

Composicion (g/l):

Peptona 10,0
Cloruro calcico hidratado 0,1
Cloruro sodico 50
Tween 80 10,0 ml
Agar 15,0

pH antes de esterilizar 7,0-7,4

El medio debe incluir una sal soluble de calcio para poder detectar el &cido graso que
se liberaen formade sal de calcio precipitada.

Para disminuir la viscosidad del tween 80 se recomienda calentar a 45-50°C.
El medio se esterilizaa 115°C/20'.

Se hace una sola estria en € medio o bien se siembra en botén. La actividad lipolitica
se verifica por laformacion de un halo opaco alrededor de la colonia que se compone de sales
de calcio de los &cidos grasos libres.

PRUEBA DE VOGES-PROSK AUER (Harrigan y Mc Cance, 1979):
Para detectar |a produccién de acetoina.
El medio que se empled fue el Caldo Glucosa.

Composicion (g/l):

Triptona 10,0
Lab-Lemco 3,0
Extracto de levadura 1,0
Glucosa 20,0

L os reactivos empleados para visualizar la reaccion fueron:

Modificacién de Barrit (Barrit, 1936): consiste en una solucion etandlica de a-naftol a
6% y de hidroxido potésico a 16%.

A 1 ml del cultivo se le aflade 0,5 ml de cada uno de los reactivos anteriores, se agitay
s se forma un precipitado rojo alos 5' la reaccion es positiva. Este método detecta hasta 1
ppm de acetilmetilcarbinol o acetoina.
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FOSFATASA (Harrigan y Mc Cance, 1979).

Se empled € medio siguiente:
Agar extracto de levadura o agar nutritivo 100 mi
Solucion de fosfato de fenolftaleinaal 1% 1ml

La liberacién de fenolftaleina se verifica haciendo llegar vapores de hidréxido
amonico al 22% a la superficie del cultivo. Las colonias que producen fosfatasa dan color
rosa.

REDUCCION DE LOSNITRATOS
Esta prueba se realiz6 con dos medios:

a) Composicién (Harrigan y Mc Cance, 1979):

Agua de peptona 1litro
Nitrato potésico 0,02-0,2¢g
b) Composicion (g/l) (Baird-Parker, 1963):
Triptona 1,0
Polvo "Lab-Lemco" 0,3
Extracto de levadura 0,1
Glucosa 01
Fosfato disodico 0,5
Nitrato sodico 0,02

Se esterilizan a121°C/15'.

El medio se siembray se incuba a 37°C durante 2 a 7 dias. Para visualizar la reaccion
se emplean los reactivos de Griess-Ilosvay (modificado), que consisten en:

Reactivo 1:
Acido sulfanilico 1g
Acido acético 5N 100 ml
Reactivo 2:
a-naftol 19
Etanol a 95% 100 ml

Se echa 1 ml de cada uno de los reactivos anteriores. Una reaccion positiva se
caracteriza por la aparicion de un color rojo que indica la presencia de nitritos. Si la reaccion
es negativa se afiade a tubo una pizca de zinc en polvo. El zinc reduce a nitrito cualquier
residuo de nitrato, dando color rojo. Si no se produce cambio de color la reaccién es positiva,
es decir los nitratos se habian transformado en nitritos y €stos en nitrGgeno gaseoso.




POLVO "LAB-LEMCOQO" (Oxoid).

Composicion (%):

MEDIO CON NITROGENO INORGANICO (Holding, 1960):

Nitrogeno total 12,4
Nitrégeno aminico2,5
Cloruro sodico5,7

pH aproximadamente 7,2

Composicion (g/l):

D-Glucosa 50
Citrato sodico hidratado 1,0
Acetato sodico hidratado 1,0
Succinato sodico hidratado 1,0
Gluconato calcico hidratado 1,0
Fosfato monoamonico 1,0
Fosfato dipotésico 0,08
Fosfato monopotésico 0,02
Nitrato potésico 1,0
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Se disuelven los ingredientes hasta que hierva, se distribuye a razon de unos 5 ml por
tubo y se esterilizaa 115°C/20'.

5.-

MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO E

LEVADURAS

IDENTIFICACION DE

2% GLUCOSA EXTRACTO DE LEVADURA PEPTONA AGUA:

Composicion (g/l)

Glucosa 20,0
Bacto peptona °10,0
Bacto extracto de levadura 5,0

Se puede preparar el medio solido afladiendo agar a 2% (p/v).

Se esterilizaa 121°C/15'.

MEDIO BASAL DE FERMENTACION DE WICKERHAM:

Composicion (g/l):

Se reparte en adicuotas de 2 ml y se esterilizaa 121°C/15'.

Extracto de levadura 45
Peptona 75
Azul de bromotimol 0,08
Aga 2,0
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A cada tubo se afiade 1 ml de la solucion filtrada de azGcar a 6% (excepto para la
rafinosa que se prepara al 12%).

MEDIO BASAL I1:

(para asimilacion de azlcares)

Composicion (g/l):
Bacto-yeast-nitrogen base (Difco) 6,7
Agar bacteriol6gico 20,0

Se reparte en tubos volumenes del8 a 20 ml y se esterilizaa 115,5°C/15'.

El cultivo de levadura se centrifuga y resuspende en 2 ml de solucion salina
fisiologica, repitiendo esta operacion. Se vierten los 2 ml del inéculo en placas y a
continuacion € medio fundido, se mezclay se dgja solidificar. Una vez sdlido se coloca en la
superficie del medio una pizca del azlcar a ensayar, s €l azlcar es asimilado se observa
crecimiento en la zona de difusién del azlcar.

ASIMILACION DE NITRATOSEN MEDIO LIQUIDO (Wickerham, 1946):
Composicion (%):

Bacto-yeast-carbon base (Difco) 11,7

Nitrato potésico 0,78

Se esteriliza por filtracién y se mezclan 0,5 ml de la solucién anterior con 4,5 ml de
agua destilada estéril .

CRECIMIENTO EN UN MEDIO SIN VITAMINAS:

Composicion (%):
Bacto-vitamin-free-yeast base (Difco) 16,7

Se esteriliza por filtracion y luego se mezclan 0,5 ml de esta solucién con 4,5 ml de
agua destilada estéril.

AGAR UREA DE CHRISTENSEN (Christensen, 1946):

Composicion (%):
Bacto-urea-agar base (Difco) 29

Se esteriliza por filtracion.

Por otro lado se disuelven 15 g de agar bacteriol6gico en 900 ml de agua destiladay se
esterilizaa 121°C/15'. Se dgja enfriar y luego se le afade la solucién anterior, se mezclay se
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distribuye en tubos estériles, dejandolos solidificar inclinados (también se puede verter en
placas).

Composicion del medio Bacto-urea-agar base (Difco) (g/l)
Peptonal,0
Glucosal,0
Cloruro sodico5,0
Fosfato monopotésico2,0
Urea 20,0
Rojo fenol 0,012
El pH final de este medio es aproximadamente 6,9.

RESISTENCIA A LA CICLOHEXIMIDA (ACTIDIONA):
(100 ppm de cicloheximida)

10 mg de actidiona se disuelven en 90 ml de agua destilada y se esteriliza por
filtraciéon. De esta solucion 4,5 ml se distribuyen en tubos estériles, se afiaden 0,5 ml de un
concentrado (10 veces) de bacto-yeast-nitrogen base (BY N) y se agita para que se mezcle.

Composicion del concentrado de BYN (%):
Bacto-yeast-nitrogen base 6,7
Glucosa 50

AGAR GORODKOWA (Lodder, 1970):

Composicion (g/l):

Peptona 10,0
D-Glucosa 1,0
Cloruro sodico 50
Agar 20,0

Se esterilizaa 121°C/15'.

AGAR MAIZ (Bernhardt, 1946):
Harina de maiz 1259
Agua destilada 300 ml

Se calienta durante 1 hora a 60°C en € bafio maria y a continuacién se filtra. Se
anaden 3,8 g de agar y se esteriliza a 121°C/15', serefiltra en algodén y se esteriliza de nuevo
al121°C/15.

YEAST MORPHOLOGY AGAR (Difco):

La composicién se describe en "The Y easts', pag. 82 (Lodder, 1970).
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AGAR MALTA:

Composicion (g/l):
Agar malta (Difco) 45

Se esterilizaa 121°C/15'.
Composicion del Agar Malta (Difco):
Extracto de malta 30g
Agar bacteriol6gico 159
AGAR ACETATO DE KLEYN (Kleyn, 1954):

Composicion (%):

Bacto triptosa 0,25
Glucosa 0,062
Cloruro sodico 0,062
Acetato sodico 0,5
Agar 2,0

Se esterilizaa 121°C/15'. El pH después de esterilizar es de 6,9-7,1.
AGAR ACETATO DE Mc CLARY (Mc Clary y col., 1959):

Composicion (%):

Glucosa 0,1
Cloruro potésico 0,18
Extracto de levadura 0,25
Acetato sodico 3 hidrato 0,82
Agar bacteriol6gico 1,5

Se esterilizaa 121°C/15'.
PATATA-DEXTROSA-AGAR (PDA):

100 g de patatas peladas, lavadas y troceadas se mantienen en 300 ml de agua
destilada durante varias horas en €l refrigerador. Sefiltray autoclava 1 horaa 121°C.

230 ml de este extracto se mezclan con 770 ml de agua destilada, 20 g de agar y 20 g
de glucosay se esterilizaa 121°C/15.

MEDIO V8:

Iguales cantidades de zanahorias, pepino, remolacha y patatas picadas o ralladas se
mezclan con cantidades iguales de agua.
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Se filtra después de esterilizar a 115,5°C durante 10'. El pH final aproximadamente es
57.

Se mezcla con extracto de levadura y con agar bacteriolégico (los dos a 2%), se
esterilizaa 121°C/15'.

MEDIO ETANOL DE STARKEY:

Composicion (%):

Etano 10,5
Fosfato dipotésico 0,1
Fosfato monopotésico 0,025
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,025
Cloruro célcico 0,005
Agar 2,0

Se esterilizaa 115,5°C/15'. El etanol se afiade después de esterilizar.

OXITETRACICLINA-GLUCOSA-EXTRACTO DE LEVADURA AGAR
(OGYEA) (Oxoid):

(Para el aislamiento selectivo de mohosy levaduras)

Se disuelven 37,0 g en 1 | de agua destilada y se esteriliza a 115,5°C/10'. A 500 ml de
medio estéril se le adiciona asépticamente un vial de oxitetraciclina (Oxoid) rehidratado con
10 ml de agua destilada estéril, se mezclay se vierte en placas de Petri. El pH después de la
adicion del suplemento es aproximadamente 7,0.

Composicion del medio sin e antibidtico (g/l):

Extracto de levadura 50
Dextrosa 20,0
Biotina 0,0001
Agar bacteriol6gico 12,0

6.- MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MOHOS:
AGAR CZAPEK (C2):

Composicion (g/l):

Sacarosa 30,0
Nitrato sodico 3,0
Fosfato dipotésico 1,0
Cloruro potésico 0,5
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,5
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato 0,01
Agar 15,0

Se esterilizaa 121°C/15' . El pH final es de 6,0-6,5.
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Para evitar €l crecimiento de colonias atipicas se afiade 1 ml de una solucion de

elementos traza por litro de medio.

Composicion (%) de la solucion de elementos traza:

Sulfato de zinc 7 hidrato
Sulfato de cobre (11) 5 hidrato

EXTRACTO DE LEVADURA CZAPEK AGAR (CYA) (Pitt, 1973):

Composicion (g/l):
Nitrato sodico
Fosfato dipotésico
Cloruro potésico
Sulfato magnésico 7 hidrato
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato
Extracto de levadura
Sucrosa
Agar

Se aflade 1 ml de la solucion de elementos traza por litro de medio y se esteriliza a

121°C/15.
AGAR EXTRACTO DE MALTA (MEA):
Composicion (g/l):

Extracto de malta
Bacto agar

Se esterilizaa 121°C/15'. El pH final se gustaa 5,5 utilizando 0,17 ml de una dilucién

1,0
0,5

3,0
1,0
0,5
0,5

0,01

50

30,0

15,0

30,0
15,0

1/10 de &cido l&ctico al 85% estéril, por cada 100 ml de medio.

AGAR CREATINA SUCROSA (CREA):

Composicion (g/l):
Creatina
Sucrosa
Cloruro potésico
Sulfato magnésico 7 hidrato
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato
Fosfato dipotésico
Plrpura de bromocresol
Agar bacteriol 6gico

Después de esterilizar a 121°C/15' se gjusta el pH aproximadamente a 8,0.

3,0
30,0
0,5
0,5
0,01
1,3
0,05
15,0




AGAR NITRITOS:

Composicion (g/l):
Sacarosa
Nitrito sodico
Fosfato dipotésico 3 hidrato
Solucion mineral
Agar

Composicion de la solucion mineral (%):
Cloruro potésico
Sulfato magnésico 7 hidrato
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato

SOLUCION CZAPEK-DOX:

(Para comprobar la asimilacion de nitritos en medio liquido)

Composicion (g/l):
Sacarosa
Nitrito sodico
Fosfato dipotésico
Cloruro potésico
Sulfato magnésico 7 hidrato
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato

30,0
3,0
1,3

10 ml

20,0

50
50
0,1

30,0
3,0
1,0
0,5
0,5

0,01

AGAR LECHE (30% leche) (Smith y col., 1952):

(Para detectar la actividad proteolitica)
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Se mezclan asépticamente 10 ml de una solucién a 2,5% de agar, estéril y en caliente
con 5 ml de leche desnatada reconstituida, también estéril y en caliente y se vierte en una
placa. También puede emplearse para formar una capa fina sobre una base de 10 ml de agar

previamente vertido y solidificado.

AGAR 25% GLICEROL-NITRATO (G25N) (Pitt, 1973):

Composicion:
Fosfato dipotésico
Concentrado Czapek
Extracto de levadura
Glicerol (paraandlisis)
Agar bacteriol 6gico
Aguadestilada

0,75

7,5 ml

3,7

250 mi

12,0

750 mi

Composicion del concentrado Czapek (%) (Pitt, 1973):

Nitrato sodico
Cloruro potésico

30,0
50
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Sulfato magnésico 7 hidrato 5,0
Sulfato de hierro (11) 7 hidrato 0,1
Sulfato de zinc 7 hidrato 0,1
Sulfato de cobre (11) 5 hidrato 0,05

AGAR EXTRACTO DE LEVADURA SUCROSA (YES):

Composicion (g/l):

Extracto de levadura 2,0
Sucrosa 15,0
Agar bacteriol6gico 2,0

AGAR AVENA (OAT) (Difco):

Se disuelven 72,5 gramos de agar avena en 1l de agua destilada. Se esteriliza a
121°C/15.

Composicion del agar avena (g/l) (Difco):
Harina de avena 60,0
Agar bacteriol6gico 12,5
AGAR TRICAPROINA/AGAR TRIBUTIRINA:
(Para estudiar la actividad lipolitica)

Composicion (g/l):

Medio basal Czapek (sin sacarosa) 35,0
Cloruro célcico 2 hidrato 0,4
Agar bacteriol6gico 20,0

Se esteriliza y una vez enfriado a 50°C se le aflade 1g de tricaproina (glicerina
tricaproato) (Agar tricaproina) o de tributirina (Agar tributirina) una vez esterilizada por litro
de medio estéril.

AGAR GLUCOSA EXTRACTO DE LEVADURA (GY):

Composicion (g/l):

Glucosa 20,0
Extracto de levadura 5,0
Agar bacteriol6gico 20,0

GYBS (GY agar con 50 ppm de &cido sorbico y 50 ppm de &cido benzoico):

Composicion:
Benzoato sodico 0,09
Sorbato potésico 0,067

GY agar 1000 mi
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Se esteriliza y sellevae pH a 3,8 con &cido clorhidrico 1 N (estéril).

GYP (GY agar con 1000 ppm de acido propionico):

Composicion:
Propionato sodico 1,375
GY agar 1000 mi

Se esteriliza y posteriormente se gjusta el pH a 3,8 utilizando acido clorhidrico 1 N
(estéril).

GYA (GY agar con 5000 ppm de acido acético):

El &cido acético glacial se esteriliza a 115,5°C/20' y luego se aflade a una
concentracion final del 0,05% (v/v) a medio GY agar. El pH se gustaa 3,8.

AGAR AGUA:

Composicion (g/l):
Agar 20,0

MEDIO DE RAPER Y THOM (citado en "Introduccion a la Micologia
Industrial”, Smith, 1963):

(Para el test de especificidad bacteriano)

Composicion (g/l):

Extracto de levadura 2,0
Peptona 3,0
Dextrosa 2,0
Sacarosa 30,0
Granos de maiz sdlido 5,0
Nitrato sodico 2,0
Fosfato dipotésico 3 hidrato 1,0
Sulfato magnésico 7 hidrato 0,5
Cloruro potésico 2,0
Sulfato de hierro (1) 7 hiddrato 0,01
Agar bacteriol6gico 20,0

El medio se gjusta aproximadamente a pH 7 antes de esterilizar.

Unavez estéril se vierte en placas de Petri (15 a20 ml) y se dgja secar la superficie del
agar durante 1 6 2 dias.




248

7.- BIBLIOGRAFIA

BAIRD-PARKER, A.C. (1962). An improved diagnostic and selective medium for
isolating coagul ase positive staphylococci. J. Appl. Bacteriol., 25:12-19.

BARRIT, M.M. (1936). The intensification of the Voges-Proskauer reaction by the
addition of a-naftol. J. Path. Bacteriol., 42:441.

BERNHARDT, E. (1946). Mycologia, 38:228. Citado por Lodder (1970) en "The
yeasts', p. 45.

CHAPMAN, G.H. (1945). The significance of sodium chloride in studies of
staphylococci. J. Bacteriol., 50:201-203.

CHRISTENSEN, W.B. (1946). J. Bact., 52:461. Citado por Lodder (1970) en "The
yeasts', p. 97.

CRAWFORD, R.J.,M. (1962). Citrate utilizing activity of certain starter bacteria. 16
th Int. Dairy Congr., B, 322.

GARVIE, E.I. (1960). The genus Leuconostoc and its nomenclature. J. Dairy Res,,
27:283-292.

GIBSON, T.y ABD-EL-MALEK, Y. (1945). The formation of carbon dioxide by
lactic acid bacteria and Bacillus licheniformis and a cultural method of detecting the process.
J. Dairy Res., 14:35-44.

HARRIGAN, W.F. y Mc CANCE, M.E. (1979). Métodos de laboratorio en
Microbiologia de Alimentos y Productos |acteos. Academia. Ledn.

HOLDING, A.J. (1960). The properties and classification of the predominant Gram-
negative bacteria ocurring in soil. J. Appl. Bacteriol., 23:515.

HUGH, R. y LEIFSON, E. (1953). The taxonomic significance of fermentative
versus oxidative metabolism of carbohydrate by various Gram negative bacteria. J. Bacteriol.,
66:24.

ICMSF (1982). Microorganismos de los Alimentos 1. Técnicas de analisis
microbiolégico. Elliott, R. P., Clark, D.S., Lewis, K.H., Lundbeck, H., Olson J., JC. y
Simonsen, B. (ed.). Acribia. Zaragoza, p. 229-230.




249

KLEYN, J.G. (1954). Wallerstein Lab. Commun., 17:91, citado por Lodder (1971) en
"The yeasts', p. 57.

KOVACS (1956). Identification of Pseudomonas pyocyanea bu the oxidase reaction.
Nature, 178:703.

LODDER, J. (1970). The yeasts. a taxonomic study, 2 nd. ed. North-Holland
Publishing Company. Amsterdam-L ondon.

MAN, J.D. DE, ROGOSA, M. y SHARPE, M.E. (1960). A medium for the
cultivation of Lactobacilli. J. Appl. Bacteriol., 23:130-135.

Mc CLARY, D.O.,, NULTY,W.L.y MILLER, G.R. (1959). J. Bact., 78:362. Citado
por Lodder (1970) en "The yeasts".

MAYEUX, J.V., SANDINE, W.E. y ELLIKER, P.R. (1962). A selective medium
for detecting Leuconostoc organisms in mixed-strain starter cultures. J. Dairy Sci., 45:655-
656.

PITT, J.l. (1973). An appraisal of identification methods for Penicillium species:
novel taxonomic criteria based on temperature and water relations. Mycologia, 65:1135-1157.

REPORT (1958). Report of the Enterobacteriaceae Subcommitee of the
Nomenclature Commitee of the International Association of Microbiological Societies. Int.
Bull. Bact. Nomencl. Taxon., 8:25.

ROGOSA, M., MITCHELL, JA.y WISEMAN, R.F. (1951). A selective medium
for the isolation of oral and fecal Lactobacilli. J. Bacteriol., 62:132-133.

SHAW, C. y CLARKE, P.H. (1955). Biochemica classification of Proteus and
Providence cultures. J. Gen. Microbiol., 13:155.

SIERRA, G.C. (1957). A simple method for the detection of lipolytic activity of
microorganisms and some observations on the influence of the contact between cells and fatty
substrates. Antonie van Leeuwenhoek, 23:15.

SIMMONS, J.S. (1926). A culture medium for differentiating organisms of typhoid-
colon aerogenes groups and for isolating of certain fungi. J. Infect. Dis., 39:209-241.

SMITH, N.R., GORDON, R.E. y CLARK, F.E. (1952). Aerobic spore-forming
bacteria. V. S. Dept. Agric. Monograph No 16. Washington: V.S. Dept. of Agric.




250

SMITH, G. (1963). Introduccion a la Micologia Industrial. Acribia. Zaragoza.

TERZAGHI, B.E. y SANDINE, W.E. (1975). Improved medium for lactic
streptococci and their bacteriophages. Appl. Microbiol., 29:807-813.

WICKERHAM, L.J. (1946). J. Bacteriol., 52:293. Citado por Lodder (1970).




	Índice
	Introducción
	1. Origen y situación de explotaciones caprinas
	2. Situación queso de Armada
	3. Tipificación del queso Armada
	3.1. Procedimiento de elaboración
	3.2. Composición química del queso Armada
	3.3. Principales fenómenos bioquímicos...
	3.4. Características microbiológicas

	4. Justificación y objetivos de esta tesis
	5. Bibliografía

	Cap. I. Evolución de diferentes grupos microbianos...
	1. Introducción
	2. Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Quesos
	2.3. Recuento de grupos microbianos durante elaboración y maduración
	2.3.1. Toma de muestras
	2.3.2. Homogeneización de muestras ...
	2.3.3. Recuento de diferentes grupos microbianos
	2.3.3.1. Flora aerobica mesófila...
	2.3.3.2. Flora aerobica psicotrofa
	2.3.3.3. Flora acidoláctica
	2.3.3.4. Enterococos
	2.3.3.5. Micrococcaceae
	2.3.3.6. Enterobacteriaceae
	2.3.3.7. Mohos y levaduras


	2.4. Determinación de parámetros físico-químicos

	3. Resultados
	3.1. Evolución de recuentos de diferentes grupos microbianos...
	3.2. Evolución de parámetros físico-químicos...
	3.3. Correlación entre recuentos microbianos y parámetros físico-químicos...

	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap II. Estudio de flora acidoláctica....
	1. Introducción
	1.1. Metabolismo del citrato en bacterias acidolácticas
	1.2. Capacidad productiva y lipolítica de bacterias acidolácticas...
	1.2.1. Papel en la proteolisis 
	1.2.2. Actividad peptidasa
	1.2.3. Papel en la lipolisis 
	1.2.4. Acción inhibitoria sobre microorganismos patógenos...


	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento de cepas
	2.2.2. Adscripción a género
	2.2.3. Adscripción a especie


	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap. III. Estudio de enterococos aislados...
	1. Introducción
	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Adscripción a género
	2.2.3. Identificación a nivel de especie

	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía


	Cap IV. Estudio de enterobacteriaceae... 
	1. Introducción
	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Identificación cepas


	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap. V. Estudio de micrococcaceae...
	1. Introducción
	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Identificación cepas
	2.2.3. Ensayo de producción de entero toxinas...


	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap. V. Estudio de micrococcaceae aislad as...
	1. Introducción
	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Identificación cepas
	2.2.3. Ensayo de producción de enterotoxinas... 


	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap. VI. Estudio de levaduras aisladas....
	1. Introducción
	2.  Material y métodos
	2.1. Material de laboratorio
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Identificación cepas
	2.2.3. Ensayo propiedades interés tecnológico...


	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Bibliografía

	Cap. VII. Estudio de mohos aislados durante la…
	1. Introducción
	1.1. Papel de los mohos en maduración de quesos.
	1.2. Importancia  de los mohos y sus toxinas
	1.3. Factores que afectan al crecimiento de los mohos... 
	1.3.1. Condiciones de desarrollo de mohos
	1.3.2. Condiciones producción de micotoxinas


	2.  Material y métodos
	2.1. Material
	2.2. Métodos
	2.2.1. Aislamiento cepas
	2.2.2. Identificación cepas
	2.2.2.1. Identificación a nivel de género
	2.2.2.2. Identificación a nivel de especie



	3. Resultados
	4. Discusión
	4.1. Metodología de inscripción
	4.2. Especies de mohos presentes en queso de Armada

	5. Bibliografía


	Conclusiones
	Apéndice
	1. Medios y reactivos empleados en bacterias acidolácticas...
	2.  Medios y reactivos empleados en enterococos....
	3.  Medios y reactivos empleados en enterobacteriáceas....
	4.  Medios y reactivos empleados en micrococáceas...
	5.  Medios y reactivos empleados en levaduras....
	6.  Medios y reactivos empleados en mohos...
	7. Bibliografía


