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RESUMEN

Esta Tesis Doctoral se encuadra en el marco de un Proyecto de investigacidon acerca de la
caracterizacién del queso de Genestoso., dando continuidad a un trabajo previo de caracterizacién
bioquimica, fisico-quimica y reoldgica que se llevd a cabo en el Departamento de Higiene y Tecnologia

de los Alimentos de la Universidad de Ledn.

El estudio de la actividad enzimatica de las cepas de bacterias lacticas aisladas del queso de
Genestoso e identificadas a nivel de especie permite llevar a cabo una seleccidon de las cepas con
mayor aptitud tecnoldgica y disefiar un cultivo iniciador autdctono para su uso en la fabricacion
industrial de quesos artesanales. La adicidon de cultivos iniciadores autdctonos puede contribuir a
conservar la peculiaridad del producto, controlando la fermentacién para que transcurra de modo
adecuado y garantizando la calidad higiénico-sanitaria de los quesos, asi como la uniformidad de las
partidas en su fabricacion. A su vez, la recuperacion de estos quesos artesanales podria suponer un

plan de dinamizacidn econémica y social para la zona de produccién del queso de Genestoso.

Las cepas de bacterias lacticas fueron adscritas a los géneros Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc y Enterococcus. Después de utilizar técnicas bioquimicas y genéticas, de forma
combinada, se adscribieron a nivel de especie catorce cepas que a su vez presentaron actividad

antimicrobiana frente a cinco cepas de referencia.

En base al bajo nivel de actividad proteasa, la alta actividad peptidasa y los niveles de
actividad esterasa-lipasa (C4 y C8) es posible sugerir que Lactococcus lactis subsp. lactis GE 11, GE 12 y
GE 2363, Lactobacillus paracasei GE 2036 y Enterococcus faecalis GE 2320 serian adecuadas para
disefiar uno o mas cultivos autdctonos. Todas estas cepas mostraron altos indices de hidrofobicidad,
propiedad interesante en la seleccion de cepas probidticas. El estudio de incompatibilidad de cepas
resultd imprescindible en la propuesta de cultivos mixtos. La combinacidon de cepas que mejor
reproduzca los atributos de calidad del queso de Genestoso en las elaboraciones piloto previstas,

constituiran el/los cultivos iniciadores autdctonos mas idoneos.



Summary

This study researches into the characterization of Genestoso cheese in a Research
Project which is the continuation of a previous biochemical, physico-chemical and rheologic

study carried out at Food Science and Technology Department of University of Ledn.

The enzymatic activity study on the LAB strains isolated from Genestoso cheese and
identified at species level allowed for the carrying out of a selection of the strains with a
greater technological aptitude and designing of autochthonous starter for the use of industrial
manufacturing of artisanal cheeses. The addition of the autochthonous starter could
contribute to the peculiarity of this product and control the adequate fermentation and

guaranteeing hygienic quality of cheeses as well as the uniformity of the batches.

The recovery of these artisanal cheeses also involves an economic and social strategy

for the region where this cheese is produced.

LAB strains where assigned to the Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc and
Enterococcus genii. After using biochemical and genetic techniques at the same time, fourteen
strains were assigned at species level showing antimicrobial activity against five reference

strains.

Based on low protease activity, high peptidase activity, and esterase-lipase activity (C4-
C8) levels, it is suggested that Lactococcus lactis subsp. lactis GE 11, GE 12 y GE 2363,
Lactobacillus paracasei GE 2036 and Enterococcus faecalis GE 2320 would be appropriate
strains to take part in one or more autochthonous starter cultures. All those strains showed
high hydrophobicity levels, which is of interest as a probiotic property. The study of
incompatibility inter-strains were of vital importance in order to propose mixed starter
cultures. The combination of strains, which best reproduce quality attributes of Genestoso
cheese in future pilot plant manufacturing, would make the most suitable autochthonous

starter culture.
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1.1.- Aspectos generales relativos al queso de Genestoso

El queso de Genestoso se elabora en el Principado de Asturias. “Queisu-i-Xinistosu” es

su denominacion tradicional en asturiano.

La zona de elaboracion de este queso es casi
exclusivamente el pueblo de Genestoso o “Xenestoso”, un
montanoso y apartado pueblo del municipio de Cangas del
Narcea, concejo situado al sur occidente del Principado de

Asturias.

Su produccion se remonta a la trashumancia que se
hacia en la zona hacia Castilla y Extremadura y era elaborado por los pastores con la leche de sus
cabras y ovejas. Como influencia de aquellos tiempos le ha quedado la forma, muy rara para los
guesos elaborados en Asturias y mas habitual en los extremefios, con los que comparte no pocas
de sus caracteristicas. En la actualidad, la elaboracién de este queso artesano es muy escasa,
guedando reducida a dos productores del propio pueblo de Genestoso, si bien, la Consejeria de
Agricultura del Principado de Asturias ha presentado un plan para la dinamizacion del sector. El
planteamiento de esta tesis surge como consecuencia del contacto establecido con las
instituciones locales, pretendiendo impulsar asi un proyecto de industrializacién del queso de

Genestoso.

La elaboracion de este queso se lleva a cabo de forma exclusivamente artesanal, con
leche cruda de vaca de la raza Asturiana de los Valles, aunque excepcionalmente se elabora
algun queso con mezcla de leche de oveja y cabra. El proceso de elaboracién fue estudiado por
Arenas (2007) y se describe a continuacién. A la leche recién ordefiada y templada a una
temperatura de 20-25°C se le afiade cuajo comercial de ternero (10-20 mL por cada 100 L de
leche, de fuerza 1:10000). La coagulacion transcurre durante 24 horas. Una vez escurrida, la
cuajada se coloca en un plato donde se corta en cruz con el objeto de facilitar el desuerado,
permaneciendo asi durante un par de horas. Finalizado este reposo, la cuajada se pasa a una
cazuela y se trabaja con ayuda de una cuchara hasta obtener una masa cremosa. Seguidamente,
la cuajada se salazona con sal de mesa, con 10-12 g de sal por cada 2 Kg de cuajada. A
continuacién, se introduce en moldes artesanales de esparto sobre un plato hondo, donde

permanece durante 48 horas, 24 horas sobre una cara y 24 horas sobre la otra. Cuando la
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cuajada adquiere la consistencia adecuada el cincho de esparto es retirado y se procede a su
maduracién. Esta se realiza en hérreos, dentro de queseras colgadas del techo, sobre una base
constituida por piezas de pizarra. Los quesos se voltean diariamente durante la primera semana.

La maduracidn se mantiene durante un periodo de dos a tres semanas.

El queso de Genestoso es agradable a la vista, su aroma evoca olores florales, verdes vy,
en ocasiones, afrutados, con aromas primarios y un bouquet suave que recuerda a las avellanas
y a la miel. En primavera, el aroma a mantequilla es motivado por la leche utilizada, con escaso
retrogusto, recordando al Afuega’l Pitu fresco; en otofio, presenta un aroma mas intenso y un
bouquet pronunciado, con sensaciones de hierba seca y olores de brezo. Tiene un sabor acido,
escaso de sal y mas o menos picante segin su madurez. Se consume normalmente con dos o

tres semanas de maduracion.

LECHE CRUDA'Y ENTERA DE VACA

10-20 ml de cuajo animal/100 | de

leche

COAGULACION

20-25°C / 24 horas

Corte ligero de la cuajada DESUERADO

2 horas

Trabajo de la cuajada SALADO
Sal 0,5% (p/p)
MOLDEADO
Cinchos de esparto Sin prensado / 48 horas
MADURACION

Dentro de queseras

3-22°C, 45-80% H.R. / 60 dias

Diagrama de flujo del procedimiento de elaboracién del queso Genestoso
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Los quesos usados para este estudio fueron elaborados por dos productores siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito, aunque se dejaron madurar durante dos meses, que es
el periodo minimo de maduracion que ofrece garantias sanitarias para el consumo de los quesos
elaborados con leche cruda. El peso al final de la maduracion oscilé entre los 500 y los 700 g. La
maduracién transcurrido en hérreos en los que la temperatura y la humedad fluctuaron en
funcién de la época del afio. Estas variaciones de temperatura y humedad relativa fueron
registradas mediante un higrémetro (Ratona Termograph mod. 9708) y los valores se muestran

enlatablal:

Tabla I.- Variacion de la temperatura y la humedad relativa en los hdrreos de maduracidn segun la época del afio.

Temperatura (2C) Humedad relativa (%)

Otoiio 5-11 50-80
Invierno 3-9 45-53
Primavera 8-15 60-70
Verano 15-22 48-52

En el marco del mismo proyecto de investigacion, un trabajo previo de caracterizacién
del queso de Genestoso, comprendid el estudio microbioldgico, fisico-quimico, bioquimico y
reoldgico del queso durante su maduracién(Arenas, 2007). Los valores de composicion media
del queso de Genestoso obtenidos en dicho estudio se reflejan en la tabla Il. A continuacion, se
recogen las conclusiones de Arenas (2007) respecto a la evolucion de la composicion media del

queso.

El queso de Genestoso se caracterizd por presentar un alto contenido en extracto seco al final de
la maduracion, mientras que los valores de materia grasa y proteina fueron muy similares a los
descritos para otros quesos de vaca artesanales. Con la excepcidén del contenido en extracto
seco, que presenté diferencias significativas en funcién de la época de elaboracién, ni el
contenido en materia grasa ni el de proteina las mostraron, ni en funcion del tiempo de

maduracién, época de elaboracion o productor.
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Tabla Il.- Evolucién de los principales parametros quimicos y fisico-quimicos del queso de Genestoso a lo largo de la

maduracion. (Valores medios de 8 lotes)

Dias de maduracién

2 7 15 30 45 60
Acidez Titulable
(8/100g ES) 2,02+0,30 1,55+0,28 1,5240,35 1,4240,19 1,3440,29 1,42+0,50
Sal/Humedad
(%) 0,25+0,08 1,69+0,65 2,28+1,49 4,66+2,78 7,03+3,09 9,28+3,52
Extracto Seco
(/100 g queso) 30,35+2,85 42,60+3,39 46,97+7,02 61,46+8,23 71,04+4,05 75,20+4,90
Grasa
46,21+4,20 46,22+4,85 47,0545,25 48,35+4,51 49,24+4,97 47,5146,21
(g/100 g ES)
Proteina
39,30+3,51 39,10+3,48 39,96+4,12 41,14+3,48 41,92%4,24 45,28+4,80
(g/100 g ES)
Cenizas
2,68+0,80 3,89+0,85 3,64+0,83 3,80+0,81 3,70+0,76 3,71+0,63
(g/100 g ES)
Lactosa
8,51+0,94 5,33+0,93 3,67+0,65 2,42+1,24 1,65+1,46 1,25+1,41
(g/100 g ES)
Actividad del agua
0,995+0,003 0,984+0,005 0,975+0,006 0,953+0,015 0,931+0,025 0,910+0,026
Aw
pH 4,19+0,36 4,14+0,20 4,10+0,13 4,08+0,13 4,12+0,14 4,04+0,14
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El contenido en lactosa experimenté el descenso mds acusado durante el primer mes de
la maduracién, si bien al final de la misma todavia se mantuvieron niveles mas o menos
importantes dependiendo de la época de elaboracién y de productor. El pronunciado descenso
inicial del pH posiblemente influye en la actividad de la lactasa microbiana, asi como en el
desarrollo de la microbiota lactica, ralentizando el metabolismo de la lactosa; un
comportamiento similar al obtenido en el queso Afuega’l Pitu (Margolles y col., 1996), Babia-

Laciana (Franco y col., 2003) y Armada (Fresno y col., 1996).

El cociente sal/humedad se incrementé de manera muy notable a lo largo del primer
mes de la maduracién alcanzando niveles del 7-9%, con el consiguiente efecto negativo sobre la

actividad enzimatica del cuajo y el desarrollo de la microbiota lactica.

En general, los valores medios globales de la actividad de agua del queso de Genestoso
mostraron un descenso gradual y significativo durante toda la maduracion, difiriendo entre

épocas de elaboracién y productores a partir del primer mes de maduracién.

El queso es un ecosistema en continuo cambio en el cual unas especies bacterianas
suceden a otras de forma continua, dependiendo de las condiciones fisico-quimicas que a su vez
son modificadas por el metabolismo de la propia microbiota. Los recuentos microbianos
obtenidos en los diferentes medios de cultivo a lo largo de la elaboracién y maduracién del
queso de Genestoso en las diferentes épocas del afio (otofo-invierno, primavera-verano) se

muestran en las tablas lll y IV.

Los recuentos de la microbiota aerobia mesdfila total, efectuados en plate count agar
(PCA), fueron altos en la leche empleada en la elaboracion de los diferentes lotes, alcanzando
los maximos valores en los quesos de 2 dias de maduracion. Este comportamiento refleja la
evolucion seguida por la mayoria de los grupos microbianos y, en particular, por la microbiota
lactica. Los recuentos de enterococos, llevados a cabo en kanamicine aesculine agar (KAA),
difirieron entre los distintos lotes con respecto a la época del afo y al productor, debido,
probablemente, al grado de contaminacion inicial de la leche y a la evolucidn de los parametros
fisicos y quimicos. La poblacién de Enterobacteriaceae, aislada en violet red bile glucose agar
(VRBGA), evoluciond de forma diferente en cada uno de los lotes dependiendo del productor y
de la estacion del afo. Los recuentos obtenidos en manitol salt agar (MSA), medio empleado
para el recuento y aislamiento de Micrococcaceae, fueron muy bajos desapareciendo en las
primeras etapas de la maduracion, y siendo incluso indetectables en alguno de los lotes desde el

inicio de la misma. Por su parte, los recuentos de mohos y levaduras, llevados a cabo en el
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medio oxytetracycline glucose yeast extract agar (OGYEA), aumentaron progresivamente hasta
los 30 dias de maduracidén, momento a partir del cual descendieron progresivamente hasta el
término de la misma. De hecho, la correlacién entre los parametros fisico-quimicos y los

recuentos en OGYEA fueron estadisticamente significativos (p < 0,05) (Arenas y col, 2004).

Los recuentos en todos los medios de cultivo experimentaron un incremento en la
cuajada debido, en parte, a la retencién fisica de los microorganismos en el codgulo y a la
multiplicacién microbiana durante la coagulacion y el drenaje del suero. Segun Tatini y col.
(1971), la retencion fisica produce el incremento en una unidad logaritmica, siendo el
crecimiento microbiano responsable del resto. Ademds hay que tener en cuenta la

contaminacién producida durante la elaboracién de los quesos (Plommet y col., 1988).

La evolucion de los recuentos en tres de estos medios queda reflejada en las graficas 1 a
3. En M17 y Mayeux, Sandine y Elliker agar (MSE) se observé un incremento mayor de los
recuentos en los estadios iniciales de la maduraciéon, en comparacion con los recuentos en
ROGOSA, cuyo incremento fue paulatino hasta los 30-45 dias de maduracidn. Lactococos vy
leuconostoc se multiplican activamente al inicio de la maduracién, y debido a su capacidad
acidificante provocan un rapido descenso del pH. En el transcurso de la maduracién la poblacion
de lactococos desciende gradualmente, mientras que los lactobacilos, con un metabolismo mas
lento y mayor capacidad de adaptacién a condiciones adversas dominan en etapas avanzadas de
la maduracién. La correlacién negativa entre los valores de actividad de agua y los recuentos
microbianos en agar ROGOSA asi como la correlacion positiva entre los mismos y el cociente
sal/humedad, sugieren dicha capacidad de adaptacidn. Si bien este grupo microbiano es
considerado microbiota lactica non-starter (NSLAB), gracias a su potencial enzimatico contribuye
al incremento de la concentracién de péptidos de pequeiio tamaiio, aminoacidos libres y acidos
grasos libres en el queso, como han resefiado también otros autores (Albenzio y col., 2001).

Los recuentos de bacterias lacticas en M17 y MSE fueron inferiores a los obtenidos para
otros quesos como Arzua (Centeno y col., 1994), Cebreiro (Centeno y col., 1996) y San Simdn
(Garcia Fontan y col., 2001). Desde el segundo dia de maduracion los recuentos en agar M17
fueron decreciendo gradualmente hasta el final de la misma, mientras que en MSE se observd
un descenso de una o dos unidades logaritmicas la primera semana, manteniéndose después

mas o menos constantes hasta el final.
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Tabla Ill.- Evolucidn de los recuentos microbianos (log UFC/g) obtenidos en los diferentes medios de cultivo durante la

maduracion del queso Genestoso elaborado por el primer productor en otofo-invierno y primavera-verano

Queso (dias de maduracién) ‘

Leche 2 7 15 30 a5 60

o-i 7,04 10,12 8,15 8,20 8,08 8,16 8,04
PCA,,

p-v 6,04 10,22 8,44 8,14 8,51 8,02 8,14

o-i 6,93 8,52 8,02 8,06 7,98 7,47 7,35
PCA,

p-v 4,92 8,12 6,90 7,90 8,01 6,37 6,73

o-i 5,06 8,02 5,24 5,47 5,78 3,17 2,29
M17

p-v 3,70 7,57 5,74 4,93 3,15 5,39 5,10

o-i 4,35 7,63 5,40 5,25 5,36 5,35 5,07
MSE

p-v 1,84 7,09 5,49 5,31 6,13 5,94 5,97

o-i 4,85 7,43 7,35 7,55 7,57 7,47 7,53

ROGOSA

p-v 2,84 6,60 7,06 7,22 8,34 8,19 8,01

o-i 2,35 4,80 2,98 3,57 2,94 2,87 2,40
KAA

p-v 1,02 4,32 3,76 2,99 - - -

o-i 3,21 4,01 - - - - -

VRBGA

p-v 1,63 3,98 2,59 2,31 - - -

o-i 2,08 1,52 1,47 - - - -
MSA

p-v 1,46 2,29 - B B B _

o-i 3,97 6,09 6,63 6,95 6,84 6,94 6,86

OGYEA
p-v 3,85 5,22 6,36 6,68 8,04 7,36 7,30

o-i: lotes elaborados en otofio-invierno.

p-v: lotes elaborados en primavera-verano.
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Tabla IV.- Evolucién de los recuentos microbianos (log UFC/g) obtenidos en los diferentes medios de cultivo durante la

maduracion del queso Genestoso elaborado por el segundo productor en otofio-invierno y primavera-verano

Queso (dias de maduracién)

Leche 2 7 15 30 a5 60

o-i 6,91 9,84 8,40 8,18 8,09 8,23 8,10
PCA,,

p-v 6,95 9,78 9,44 8,97 8,99 8,70 8,56

o-i 6,45 9,79 7,80 7,85 7,75 7,49 7,57
PCA,

p-v 6,77 9,58 9,10 7,68 8,12 7,69 6,69

o-i 4,49 7,81 6,30 6,12 3,87 5,32 4,85
M17

p-v 4,49 7,56 6,89 6,61 5,12 4,22 4,19

o-i 3,39 7,65 5,85 5,68 5,63 5,11 5,28
MSE

p-v 3,17 6,78 6,01 5,58 5,89 6,00 5,49

o-i 4,44 6,03 6,68 6,76 6,94 7,54 7,07

ROGOSA

p-v 5,48 6,90 7,40 7,98 9,27 8,93 8,67

o-i 4,98 6,48 7,69 7,53 7,48 7,70 6,63
KAA

p-v 5,10 7,67 7,82 7,49 6,59 5,83 5,40

o-i 3,84 7,07 6,16 5,06 4,79 3,10 2,30

VRBGA

p-v 4,39 7,91 6,64 5,96 - - -

o-i 1,40 1,67 0,97 - - - -
MSA

p-v - - - - - - -

o-i 3,83 4,84 5,39 5,87 6,01 5,22 6,11

OGYEA
p-v 4,01 5,00 5,35 5,68 6,00 4,91 5,47

o-i: lotes elaborados en otofio-invierno.

p-v: lotes elaborados en primavera-verano.

10
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Figura 1.- Evolucion de los recuentos en M17 durante la maduracién del
queso de Genestoso ( O primer productor o-i, © segundo productor o-i,
primer productor p-v, ¢segundo productor p-v)

Leche 2 7 15 30 45 60

Dias de maduracion

Figura 2.- Evolucion de los recuentos en MSE durante la maduracion del
queso de Genestoso. ( O primer productor o-i, o segundo productor o-i,
primer productor p-v, ¢segundo productor p-v)
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Leche 2 7 15 30 45 60

Dias de maduracion
Figura 3.- Evolucidn de los recuentos en ROGOSA durante la maduracion del

queso de Genestoso. (g primer productor o-i, o segundo productor o-i,
primer productor p-v, ~segundo productor p-v)
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1.2.- Las bacterias lacticas

1.2.1.- Caracteristicas generales de las bacterias lacticas

Las bacterias lacticas (BAL) comprenden un amplio rango de géneros que incluyen un
considerable nimero de especies. Por regla general, las BAL se consideran Gram (+) y
normalmente catalasa negativas, pudiendo crecer desde condiciones microaerofilicas hasta
condiciones de anaerobiosis estricta y no forman esporas. Los géneros mds importantes de
bacterias lacticas son Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus y Bifidobacterium (Klein y col., 1998).
Filogenéticamente las bacterias Gram (+) se dividen en dos grandes Phyllum. Con la excepcién de
las bifidobacterias, todos los géneros mencionados pertenecen al Phyllum de Gram (+) con un
bajo contenido en Guanosina+Citosina (< 50%). El género Bifidobacterium no incluye bacterias
Gram (+), pero se las considera BAL por tener propiedades fisioldgicas y bioquimicas similares a
los otros géneros, y compartir algunos nichos ecoldgicos, como el tracto gastrointestinal

humano y productos fermentados (Scheifer y Ludwig, 1995).

Las BAL tienen limitadas habilidades biosintéticas (Klaenhammer y col., 2005) y altos
requerimientos de fuentes de carbono y nitrégeno (Salminen y Von Wright, 1998) siendo su
habitat natural los ambientes ricos desde el punto de vista nutritivo, entre los cuales destacan
los productos fermentados. De hecho, las bacterias lacticas contribuyen significativamente al
flavor, textura, valor nutricional y seguridad microbiana de dichos alimentos, siendo objeto de
numerosas aplicaciones industriales. Los géneros comuiUnmente seleccionados para estas
aplicaciones son: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus y

Streptococcus. Aungue también Enterococcus puede llegar a emplearse.

Algunas caracteristicas fisioldgicas importantes de las BAL desde el punto de vista
taxondmico se refieren a los modelos de fermentacion de los carbohidratos, la resistencia a
diferentes concentraciones de cloruro de sodio, el crecimiento en presencia de distintos
nutrientes, el crecimiento a distintas y determinadas temperaturas y la resistencia a antibidticos.
Otras caracteristicas fisiolégicas tienen interés desde un punto de vista probidtico como la
capacidad de supervivencia en el tracto gastrointestinal, basada en su resistencia a la presencia

de sales biliares y a pH bajos (Fuller, 1989).
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La taxonomia de las BAL se ha basado durante décadas en propiedades fenotipicas, de
acuerdo a la serie de caracteristicas anteriormente citadas. Los métodos modernos, basados en
la biologia molecular, han mostrado que estos grupos taxondmicos tradicionales son
inconsistentes con las relaciones filogenéticas de las especies. Teniendo en cuenta las
limitaciones de los métodos de identificacién fenotipica se han impuesto los métodos
moleculares como procedimientos alternativos y/o complementarios. Los métodos genotipicos
se basan en analisis de homologia de ADN, pruebas genéticas y técnicas de PCR (Polymerase
Chain Reaction) y analisis con enzimas de restriccidn. Otros métodos consisten en el analisis de
la composicidon de la pared celular, andlisis de proteinas citoplasmaticas solubles y movilidad
electroforética de ciertos enzimas. Estas técnicas que se conocen como técnicas de taxonomia
polifasica, se aplican combinadas y permiten diferenciar especies que fenotipicamente son muy
similares pero genéticamente son bastante diferentes (Vandamme y col., 1996). De acuerdo a
estas técnicas se han llevado a cabo revisiones de los grupos taxondmicos a nivel de especie,

recogidas en la literatura cientifica.

1.2.2.- Importancia de las bacterias lacticas en el queso

Los quesos pueden ser clasificados siguiendo diferentes criterios, uno de los cuales se
basa en los microorganismos que integran el cultivo iniciador. Una de las clasificaciones mas
recientes es la propuesta por Mucchetti y Neviani, (2006), diferenciando en quesos fabricados

con:
e Leche pasterizada y cultivos iniciadores definidos
e Leche pasterizada y cultivos iniciadores naturales
e Leche cruday cultivos iniciadores definidos
e Leche cruday cultivos iniciadores naturales
e Leche cruda sin cultivo iniciador

El queso de Genestoso, segln esta clasificacion, pertenece a la categoria de queso
elaborado con leche cruda sin cultivo iniciador. El proyecto de elaboracién industrial del queso

de Genestoso pretende como fin ultimo la elaboracién industrial de esta variedad con leche
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pasterizada y un cultivo iniciador natural. Para ello es imprescindible la seleccion de cepas

autéctonas con adecuada aptitud tecnoldgica.

Durante la maduracion del queso de Genestoso, la evolucion del pH, la actividad de agua
y el cociente sal/humedad determinan un habitat hostil para muchos microorganismos, excepto
para algunas especies de bacterias lacticas que pueden multiplicarse en tales condiciones y

ejercer al mismo tiempo efectos beneficiosos (Settanni y Moschetti, 2010).

Las bacterias lacticas juegan diferentes papeles en el proceso de fabricacion del queso.
Algunas especies participan mds en la fermentacion y otras estan implicadas sobre todo en la
maduracién. En la fabricacién del queso, las bacterias lacticas llevan a cabo la acidificacion inicial
de la leche, favoreciendo la coagulacion. De hecho, su habilidad para producir acido lactico es
probablemente la propiedad mas importante de las bacterias lacticas integrantes del cultivo
iniciador, entre las que se encuentran los lactococos (Cogan y col., 1997). La capacidad
acidificante contribuye también a la sinéresis de la cuajada, a la expulsién del suero, a la

solubilizacion del calcio micelar y, por tanto, a la textura final del queso.

Las bacterias lacticas no integrantes del cultivo iniciador, “non-starter lactic acid
bacteria” (NSLAB), contribuyen a la maduracion de los quesos, desarrollando reacciones
enzimaticas proteoliticas y lipoliticas. En este grupo se encuentran los lactobacilos, que en
funcién de su aptitud tecnoldgica pueden incluirse como adjuntos en el cultivo iniciador
(Williams y col., 1998). Algunas cepas tienen proteinasas asociadas a la pared celular que
preferentemente hidrolizan la caseina. Los péptidos libres de la caseina son hidrolizados a
péptidos mas pequefios y a aminodacidos libres por las peptidasas intracelulares. La contribucién
de las bacterias lacticas a la lipolisis durante la maduracidon de los quesos es, por lo general,
escasa. Sin embargo, algunas cepas son capaces de hidrolizar la grasa de la leche o al menos
algunos triglicéridos (Gobbetti y col., 1996). Las lipasas y esterasas de las bacterias del cultivo
iniciador y las bacterias NSLAB pueden influenciar, en mayor o menor medida, el desarrollo del

flavor del queso.

Otras cualidades de las bacterias lacticas de particular interés en la industria quesera
incluyen: la resistencia a bacteriofagos, la produccién de sustancias antimicrobianas, las
propiedades probidticas y la capacidad para formar compuestos bioactivos (De Vuyst y Leroy,

2007; Collado y col., 2007; Siragusa y col., 2007; Guglielmetti y col., 2008).

Por consiguiente, en tecnologia quesera, la seleccion de cepas de bacterias lacticas

influye en el buen desarrollo del coagulo y del proceso madurativo de los quesos. La capacidad
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de producir bacteriocinas incrementa el interés de las cepas lacticas integrantes del cultivo
iniciador. Cuando la accién antimicrobiana de las bacteriocinas se dirige hacia microorganismos
patdgenos y/o alterantes, la incorporacion al cultivo inicicador de las cepas productoras de estos

metabolitos conlleva sin duda ventajas.

Uno de los principales problemas en la distribucidon de algunos quesos artesanales es la
dificultad de asegurar su calidad higiénico-sanitaria. Un ejemplo lo encontramos precisamente
en el queso de Genestoso que se elabora con leche cruda y alcanza sus éptimas caracteristicas
sensoriales en menos de sesenta dias de maduracién. Un problema afiadido es la ausencia de
uniformidad entre lotes. La produccidn industrial de estos quesos requiere la pasterizacion de la
leche y la adicién de un cultivo iniciador. El uso de cultivos iniciadores autéctonos, constituidos
por bacterias lacticas aisladas de los propios quesos artesanales y seleccionadas en funcién de su
aptitud tecnolégica podria garantizar la calidad higiénico-sanitaria de estos quesos, preservando
las caracteristicas que definen su identidad (Pérez y col., 2003). Las caracteristicas especificas de
sabor y aroma de los quesos artesanales pueden ser atribuidas al tipo de leche usado en la
fabricacion, a la calidad microbioldgica, al grado de acidificacién de la cuajada y a las condiciones
de maduracién. La presencia de microbiota autdctona introduce variabilidad en el proceso de
maduracién de los quesos, que no es facilmente controlable, lo cual puede influir en las
caracteristicas finales del producto (Franciosi y col., 2008). Esta variabilidad ha sido detectada
entre elaboraciones de diferentes industrias (Antonsson y col., 2003; De Angelis y col., 2001),
productores, asi como entre quesos fabricados en la misma queseria en dias distintos y entre
guesos de diferentes lotes del mismo dia de fabricacién (Williams y Banks., 1997; Fitzsimons y
col., 1999;). Por todo ello y con el fin de minimizar la variabilidad en todo el proceso de

produccion de los quesos, es muy importante el control de dicha microbiota.

Las NSLAB se han seleccionado tradicionalmente en funcidon de las caracteristicas
organolépticas que confieren a los quesos gracias a su aptitud tecnolégica (Beresford y Williams,
2004). Sin embargo, los criterios de seleccidon de cepas destinadas a formar parte de cultivos
iniciadores deben tener en cuenta, ademas, la patogenicidad de las cepas y la posibilidad de que
tengan efectos nocivos en la salud de los consumidores o para el medio ambiente. Por ello es
importante una diferenciacion clara de posibles patégenos y la determinacion de factores de
virulencia, en particular si se trata de cepas del género Enterococcus. De hecho, las cepas
pertenecientes a este género ademds de formar parte de la microbiota natural de los quesos
artesanales y contribuir notablemente al flavor de los mismos, son reconocidos patégenos

nosocomiales que causan bacteriemia, endocarditis y otras infecciones (Saavedra y col., 2003), y
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presentan resistencia intrinseca a determinados antibidticos, particularmente a la vancomicina,
uno de los antibiéticos reservados para combatir microorganismos multirresistentes (Olivares y

col., 2006).

1.2.3.- Actividad antimicrobiana de las bacterias lacticas

En los ultimos afios se ha incrementado notablemente el interés por los conservantes
naturales debido a la demanda por parte de los consumidores de que los alimentos sean seguros
desde un punto de vista higiénico-sanitario y si es posible tengan efectos beneficiosos para la
salud. Sin embargo, aditivos quimicos como los nitratos siguen siendo usados en la industria
qguesera. Las bacterias lacticas con capacidad antimicrobiana incluidas en los cultivos iniciadores
o como co-cultivos constituyen una prometedora alternativa al empleo de conservantes en
ciertos procesos tecnoldgicos tales como la elaboracion de queso (Foulquié Moreno y col.,

2003).

La capacidad inhibitoria de las bacterias lacticas se debe tanto al acumulo de
metabolitos primarios (lactico, acético, etanol y CO,) como a la produccién de otros compuestos
antimicrobianos (acidos formico y benzoico, perdxido de hidréogeno, diacetilo, acetoina vy
bacteriocinas). Los niveles de producciéon de estos compuestos y la proporcién en la que se
encuentran dependen de la cepa y de la composicion del medio de cultivo. Las bacteriocinas
merecen atencion aparte al tratarse de un grupo de sustancias de naturaleza proteica con
capacidad antimicrobiana, liberadas extracelularmente. Producidas por un amplio rango de
cepas bacterianas, generalmente muestran actividad frente a bacterias cercanas
filogenéticamente y frente a las cuales la cepa productora tiene mecanismos de proteccién
especifica (Delgado y col.,, 2001). Las bacteriocinas han sido ensayadas como agentes
antipatégenos en infecciones del tracto digestivo humano (O’Connor y col., 2006; Millette y col.,

2008).

Un cultivo iniciador constituido por bacterias lacticas autdctonas seleccionadas por su
aptitud tecnolégica y por la capacidad de producir bacteriocinas activas frente a
microorganismos potencialmente patdgenos para el hombre o responsables de alteraciones en
el queso, tiene sin duda un amplio rango de aplicaciones en la produccién de quesos artesanales

(Daeschel, 1989; Schillinger y col., 1996; Cleveland y col., 2001; Silva y col., 2002).

Los microorganismos con capacidad de producir bacteriocinas se presentan como una

alternativa para suplementar las terapias con antibidticos (Saavedra, 2001; Senok y col., 2005).
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Dos hechos principales distinguen a la mayoria de las bacteriocinas de los antibiéticos cldsicos su

sintesis ribosomal y su espectro de actividad (Riley y Wertz, 2002).

La regulacion de la expresion de la sintesis de bacteriocinas no es dependiente del ciclo
celular, per se, pero en bacterias Gram (+) si parece estar relacionada con el paso de la fase
logaritmica a la fase estacionaria y ser bastante dependiente por tanto de la densidad del cultivo
(Dufour y col., 2007). La expresion de las bacteriocinas esta regulada por su concentracion en el
medio. Su biosintesis esta regulada por los mecanismos de transporte a través de membrana,
facilitando su liberacién (Gillor y col., 2008). El rango de actividad de las bacteriocinas varia
significativamente desde el relativamente estrecho, en el caso de las lactococcinas A, By M,
hasta el mas amplio rango, por ejemplo, de la nisina A y mutacina B-Ny 266 (Martinez-Cuesta y
col., 2006). Contrariamente a la vision convencional, otros autores apuntan que las bacteriocinas
producidas por Gram (+) son de mas amplio espectro de actividad, no sélo frente a las
relacionadas filogenéticamente sino también frente a bacterias Gram (-) de importancia médica
(Morency y col.,, 2001). De hecho, las bacteriocinas producidas por cepas del género
Enterococcus aisladas de alimentos son péptidos de clase Il con actividad anti listeria. (Ennahar y

col., 2001; Saavedra y col., 2003; Foulquié Moreno y col., 2003).

1.2.4.- Capacidad probidtica de las bacterias lacticas

De acuerdo a las recomendaciones de la FAO/WHO (Food and Agricultural Organization
and World Health Organization Expert Consultation), los probidticos deben ser capaces de
ejercer beneficios al hospedador. Sin embargo, los efectos descritos sélo pueden ser atribuidos a
las cepas analizadas en cada estudio y no se puede generalizar a toda la especie ni a todo el
grupo de bacterias lacticas u otros probiéticos (Guias practicas de la Organizacién Mundial de
GastroEnterologia, 2008). Ademads, es la especificidad de la accion y no la fuente de los
microorganismos lo que es importante (FAO, 2001). No obstante, un requisito en cada posible
cepa probidtica es la capacidad de seguir siendo viables y efectivas en el tracto gastrointestinal.
El ambiente acido del estémago y la presencia de acidos biliares en el duodeno son los factores
que mas afectan a la viabilidad de las bacterias probidticas (Mainville y col., 2005). A este
respecto, las cepas de Lactobacillus son relativamente resistentes a pH >3 y toleran bien los
acidos biliares bajo condiciones in vitro (Verdenelli y col., 2009). Por lo general, las cepas de

Enterococcus muestran mayor resistencia a las sales biliares (1, 2 y 3 % de concentracién) que
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otras bacterias lacticas (Rossi y col., 1999; Bhardwaj y col., 2010), si bien, cepas de Lactococcus y
Leuconostoc pueden presentar un crecimiento aceptable en medios suplementados con sales

biliares (Cho y Do, 2006; Kimoto-Nira y col., 2009).

Los microorganismos probidticos son microorganismos vivos que pueden incluirse en la
preparacion de una amplia gama de productos, incluyendo alimentos (llamados funcionales),
medicamentos y suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las
usadas mds comiUnmente como probidticos, pero la levadura Saccharomyces cerevisiae y
algunas especies de Escherichia coli y Bacillus también son utilizadas como probidticos. Algunas
cepas de bacterias lacticas empleadas como cultivos en la elaboracion de productos
fermentados pueden ejercer un efecto beneficioso para la salud del consumidor. Ello guarda
relacion con la capacidad que tienen las bacterias lacticas de colonizar el tracto gastrointestinal
humano (Panesar, 2011). Ademas, productos lacteos fermentados como el queso constituyen
“vehiculos” iddéneos de cepas probidticas, al encontrar en la matriz del queso condiciones
adecuadas para su supervivencia y actividad metabdlica (Méakeldinen y col., 2009). De hecho,
estudios recientes han mostrado que el queso puede ser un ambiente menos hostil para las
bacterias probidticas que otros productos lacteos, teniendo en cuenta la capacidad de
supervivencia, no solo en el producto, sino en el tracto gastrointestinal (Gomes da Cruz y col.,

2009).

Actualmente se esta invirtiendo mucho esfuerzo en la investigacion y desarrollo de
cultivos iniciadores probidticos para incorporar en el queso, de modo que este producto pueda
incluirse en la categoria de “alimentos funcionales”. El queso parece ser un excelente vehiculo
de probidticos aunque en Espafia no existen quesos comerciales fabricados con cultivos
iniciadores de este tipo, a excepcién de algunos como el queso Acti-Bif de Garcia Baquero que
incorpora Lactobacillus acidophillus vy bifidobacterias (Mayo, 2010). Las caracteristicas
probidticas no son propiedades generales asociadas a un género o especie bacteriana, sino que
dependen de cada cepa particular. Tampoco parecen existir probidticos “universales” que
presenten todas las propiedades deseables, sino que cada cepa presenta una o unas pocas

caracteristicas deseables (Mayo, 2010).

Las bacterias lacticas con caracter probidtico presentan, por lo general, alguna de las
siguientes caracteristicas: capacidad de inhibir la colonizacién patogénica, mejorar la

digestibilidad de algunos alimentos, modular el sistema inmune, reduciendo los niveles de
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enzimas involucrados en la formacion de moléculas inductoras de tumores y agentes
mutagénicos y carcinogénicos, reducir la absorcion del colesterol ingerido en la dieta y producir

bacteriocinas (Saavedra y col., 2003).

Es importante afadir el comportamiento probidtico de algunas actividades enzimaticas
de bacterias lacticas. Algunos enzimas, como la [B-galactosidasa de las bacterias lacticas
compensan la debilitada capacidad de estas bacterias para sobrevivir a través del tracto
gastrointestinal, puesto que aunque las bacterias propiamente dichas no resistan las condiciones
de este medio, sus enzimas si llegan activas al intestino (Vinderola y Reinheimer, 2003). Los
cultivos de bacterias lacticas pueden hacer disponibles sustratos prebidticos gracias a su
actividad enzimatica, como es el caso de la actividad o-galactosidasa de las bacterias lacticas
(Roopashri y Varadaraj, 2009). El efecto prebidtico de un carbohidrato se valora en funcién de su
capacidad de estimular la proliferacion de bacterias deseables (bifidobacterias, lactobacilos...) en

detrimento de las no deseables (bacteroides, clostridios, E. coli) (Salmiron y col., 1998).
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Justificacién

Este trabajo se incluye en una linea de investigacion dedicada al estudio de la
caracterizacion y tipificacion de quesos artesanales, que implica el estudio quimico, fisico-
guimico, bioquimico, microbiolégico, reoldgico y organoléptico de varios quesos artesanales
tradicionales de la provincia de Ledn, pero también de quesos céntabros, gallegos y, como el
caso que nos ocupa, asturianos. El objetivo ultimo de estos estudios es establecer pautas
tecnolégicas que permitan la continuidad de la elaboracidn de los quesos tradicionales e iniciar
su industrializacién sin pérdidas de tipicidad a la vez que garantizar la calidad higiénico-sanitaria
de los mismos. Los quesos elaborados con leche cruda de modo artesanal carecen en ocasiones
de garantia sanitaria. La industrializacion exige, entonces, la pasterizacion de la leche y la adicion
a la misma de cultivos iniciadores que contribuyan a la maduracién de los quesos y eviten la

pérdida de su peculiaridad.

Las investigaciones centradas en este objetivo constituyen a nuestro modo de ver una
apuesta cientifica, tecnoldgica y empresarial interesante. Para que los productos tradicionales
puedan implantarse en el mercado deben adaptarse a las modernas tecnologias y a las
demandas alimentarias actuales. La produccién empresarial de alimentos y la investigacion

cientifica deben contribuir a dicha adaptacion

Actualmente los cultivos comerciales existentes en el mercado son empleados de modo
estandar en la elaboracidon de una amplia variedad de quesos. Una alternativa para los quesos
artesanales es el disefio de cultivos iniciadores autdctonos constituidos por cepas de BAL,
aisladas de los mismos quesos elaborados con leche cruda y seleccionadas en funcién de sus

caracteristicas tecnoldgicas.

2.1.-Interés social

Los estudios de caracterizacion de los quesos artesanales tradicionales pueden
contribuir también a la difusién del producto. De hecho, muchos de los quesos que actualmente
gozan de un prestigio a nivel nacional o internacional tuvieron inicialmente una produccion muy
limitada y un dmbito de distribucion local. Con la tipificacion de los mismos se han podido poner
a punto sistemas de elaboracién industrial, incrementando su volumen de produccién y su
ambito de distribucién. Con respecto al queso de Genestoso cabe destacar el interés que han
mostrado ciertas entidades politicas y econdmicas del Gobierno del Principado de Asturias como

la Consejeria de Agricultura y la agencia de Desarrollo Local del Ayuntamiento de Cangas del
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Narcea, tratando de evitar que el queso de Genestoso caiga en el olvido, asi como de impulsar
su industrializacién. De este modo, se aseguraria la conservacién de este peculiar queso y se
generaria empleo tanto en la localidad de origen del producto, como en el Concejo cangués en

el que se ubica.

Si tenemos en cuenta la importancia que actualmente estd teniendo en nuestra
civilizacidon occidental el gusto por lo tradicional, por recuperar o no perder todos aquellos
rasgos que forman nuestra identidad histérica y cultural podemos entender el interés que hay
en recuperar o no perder, productos alimenticios o tecnologias alimentarias centenarias. Cabe
destacar también que el consumidor moderno esta cada vez mas informado y percibe una clara
relacion entre alimentacion y salud. Asi, exige que los alimentos aporten nutrientes, sean
seguros desde el punto de vista higiénico-sanitario, tengan buenas cualidades organolépticas y
posean, en la medida de lo posible, efectos beneficiosos para la salud. El interés creciente por la
calidad de los productos alimenticios ha hecho surgir con fuerza en las ultimas décadas el gusto
por los productos tradicionales amparados en marcas de calidad garantizadas. Las
denominaciones de origen protegidas (DOP), las indicaciones geograficas protegidas (IGP)y las
especialidades tradicionales garantizadas (ETG) son algunos ejemplos de ello, que en la
actualidad rigen en todo el &mbito comunitario europeo (Reglamento CE 510/2006). Todas estas
marcas se hallan respaldadas por un interés social creciente que posibilita la demanda de

productos con calidad certificada por la que se esta dispuesto a pagar un poco mas.

2.2.-Interés cientifico y tecnologico

Este trabajo de investigacién se planted con el danimo de complementar otro trabajo
anteriormente realizado en el Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la

Universidad de Ledn acerca de la caracterizacidon del queso de Genestoso (Arenas, 2007).

Los productos lacteos tradicionales albergan una enorme reserva de diversidad
microbiana fenotipica y genética que puede tener muchas aplicaciones biotecnoldgicas (Van
Hylckama Vlieg y col., 2006; Alegria y col., 2009). Los estudios de caracterizacién o tipificacion de
los quesos tradicionales tienen como objetivo conocer los atributos que hacen de los mismos
productos originales, especificos y caracteristicos. Para lograrlo debe abordarse un estudio

completo de la materia prima y la tecnologia de fabricacién, asi como de la microbiota y de los
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procesos bioquimicos que transcurren durante la maduracién de los quesos. Para ello se
desarrollan y aplican métodos de analisis encaminados a conocer la composicion quimica de la
materia prima y del queso a lo largo de la maduracién, asi como la evolucién que experimentan
los diferentes grupos microbianos durante el transcurso de la misma. Dicha informacion nos
permitird comprender mejor los mecanismos que intervienen en la maduracion de los quesos y

los factores de los que depende la calidad de los mismos

La fabricacion industrial de quesos que hasta ahora se elaboran de modo
exclusivamente artesanal partiendo de leche cruda y sin adicion de fermentos podria suponer
cierta pérdida de autenticidad de estos quesos al implicar la pasterizacién de la leche y la adicién
a la misma de un cultivo iniciador estdandar. Con el objetivo de preservar las caracteristicas
tipicas de esta variedad se planted la obtencién de un cultivo iniciador constituido por cepas de
BAL aisladas del queso de Genestoso tradicional y seleccionadas en funcidon de su aptitud

tecnoldgica, su actividad antimicrobiana y su capacidad probidtica.

La calidad de los quesos elaborados con leche cruda va a estar condicionada por la
composicion quimica y microbioldgica de la leche de partida, por el proceso tecnolédgico de
elaboracion, por las condiciones higiénicas mantenidas durante el proceso y por las condiciones
de maduracién. El empleo de leche cruda y la falta de estandarizacién en las condiciones de
elaboracion y maduracién introducen variaciones en la calidad de los quesos elaborados de
modo artesanal. Por lo tanto, la disponibilidad de cultivos iniciadores autdctonos facilita la
puesta a punto de una tecnologia de fabricacién industrial que garantice la calidad higiénico-

sanitaria y sensorial y que, ademas, permita uniformizar y conservar esta variedad.

En este sentido quedan pendientes algunos aspectos de la investigacion antes de que las
cepas que han sido seleccionadas del queso de Genestoso elaborado con leche cruda puedan
constituir un cultivo iniciador. Estos aspectos pendientes se refieren al ensayo de los cultivos en
planta piloto para la fabricacién de queso Genestoso partiendo de leche pasterizada y el analisis
guimico, microbioldgico y organoléptico de los quesos asi elaborados para seleccionar el cultivo
gue mejor reproduzca las caracteristicas de la variedad artesanal. Por otra parte, se hace

imprescindible comprobar la inocuidad de las cepas integrantes del cultivo iniciador.
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Objetivos

Aislar un numero representativo de cepas de bacterias lacticas en diferentes
medios de cultivos selectivos o electivos, a lo largo de la elaboracion vy

maduracién del queso de Genestoso.

Identificar a nivel de especie las cepas de bacterias lacticas aisladas, empleando
pruebas bioquimicas y fisioldgicas de la microbiologia clasica, asi como técnicas

de biologia molecular.

Detectar la actividad antimicrobiana de las cepas de bacterias lacticas frente a
cepas patdgenas y/o alterantes empleadas como indicadoras y detectar la
capacidad de producir bacteriocinas en las cepas que manifiesten dicha

actividad.

Seleccionar las cepas con actividad antimicrobiana frente a uno o mas

microorganismos indicadores y determinar su incompatibilidad.

Determinar de forma semicuantitativa, mediante el sistema Api-ZYM, la

actividad enzimatica de las cepas de bacterias lacticas seleccionadas.

Cuantificar la actividad enzimatica de las cepas de bacterias lacticas

seleccionadas y determinar su aptitud tecnoldgica.

Disefnar uno o mas cultivos iniciadores constituidos por combinaciones de cepas

de bacterias lacticas con mayor proyeccion tecnoldgica y/o probidtica.

Transferir los resultados de la investigacion al sector industrial con vistas a su
utilizacion para impulsar la industrializacidn de esta y otras variedades de quesos

artesanales.

El ultimo de estos objetivos aln no ha sido completado ya que se requiere previamente

el ensayo en planta piloto de los cultivos iniciadores propuestos. Esto se abordara en otro

trabajo de investigacién, debido a la envergadura del mismo, e incluird la elaboracion de varios

lotes de queso de Genestoso, siguiendo el procedimiento de elaboracion tradicional. Se

fabricardn algunos lotes con leche pasterizada a la que se incorporara en unos casos el cultivo

iniciador autdctono de eleccidn y en otros uno comercial. También se elaborara otro lote con

leche cruda a la que no se va a anadir cultivo y que constituira le referencia para los analisis

quimicos, bioquimicos, microbioldgicos y organolépticos. El cultivo o cultivos iniciadores que
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mejor reproduzcan las caracteristicas tipicas del queso de Genestoso podran ser transferidos al
sector industrial para elaborar queso de Genestoso con leche pasterizada y dicho cultivo

autoctono.
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Abstract

The aim of this work was to study the microbiological and physico-chemical changes in four batches of Genestoso cheese (two
ripened in autumn-winter and the other two in spring-summer) throughout manufacture and ripening.

In general, the pH decreased more quickly in the cheeses manufactured in spring which, moreover showed values lower in a,, and
higher in salt/moisture content.

The highest counts of aerobic mesophilic bacteria, presumptive lactococci and presumptive leuconostoc were reached in 2 day old
cheeses. Lactobacilli and fungic flora became predominant with ripening. The counts of enterococci differed between the batches,
but in general the maximum counts in kanamycin aesculin azide were obtained after ripening for 2 or 7 days. The counts on
mannitol salt agar were very low and disappeared in the first days of ripening. Enierobacteriaceae were not detected after 15 days of

ripening in the cheeses manufactured in spring nor in the 7 day old cheeses of an autumn batch.

© 2003 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Cheese; Characterization; Microbiological changes: Physico-chemical parameters

1. Introduction

The Genestoso cheese is named after the municipality
in which it is manufactured, belonging to the council of
Cangas del Narcea, in the Principality of Asturias, in the
Northwest of Spain. This is a short-ripened acid-curd
cheese, manufactured with raw cow’s milk from the
“Asturiana de los Valles” breed. though it was first
manufactured with goat milk and later on with a mix-
ture of goat milk, cow milk and sheep milk. Its manu-
facture is exclusively artisanal and with a very limited
production. However, the popularity which this cheese
has in Asturias and the inability to guarantee the hy-
giene of artisanal cheese has motivated the local and
regional institutions to develop a project of industrial-
ization of Genestoso cheese. The challenge which this
project creates is to manufacture Genestoso cheese with
pasteurized milk since the best organoleptic character-
istics of this cheese are obtained with short period of
ripening (20-30 days). It also tries to group together in a

"Corresponding author. Tel.: +34-987-291184; fax: +34-987-
291284.
E-mail address: dhtmet@unileon.es (M.E. Tornadijo).
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cooperative the different farmers interested in the in-
dustrialization of Genestoso cheese.

Firstly we have to ascertain the characteristics which
identify the Genestoso cheese. The characterization
of an artisanal cheese includes the study of the tech-
nological process of manufacture, the chemical and
biochemical study of ripening process and the microbio-
logical changes which take place.

The object of this work was to study the evolution of
several microbial groups during manufacture and rip-
ening of Genestoso cheese and to find the relationship
between its microbiological and physico-chemical char-
acteristics.

2. Materials and methods
2.1. Cheese manufacture and sampling

Four batches of Genestoso cheese, two ripened in
autumn—-winter and the other two in spring—summer,
were manufactured by two cheesemakers following the
traditional methods. Each of the artisans made a batch
in autumn (consisting of six cheeses) and the other in
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spring (consisting the other six cheeses), making a total
of 24 cheeses.

The cheeses were made with raw and whole cow milk
from the “Asturiana de los Valles™ breed. Five to ten ml
of commercial calf rennet (1:10.000 strength) for every
100 1 of milk was added to the milk just milked and was
left to coagulate at a room temperature (20-25 °C) for
24 h. After which the curd was transferred to pierced
plastic moulds where it was kept while draining the
whey by its own weight for 24 h more. After that two
radial cuts were made and it was left to release the whey
another 24 h. The curd was kneaded manually for 5 min
to homogenized the whole mass. Salting was carried out
by adding solid salt (approximately 10-12 g salt to every
2 kg of curd). Afterwards, the curd was kneaded again
for 5 min to distribute the salt uniformly throughout the
curd. The salted curd was transferred to straw mats
where it was left for 2-3 days, turning them over daily
until the crust had hardened. After which the esparto
was removed, and were left to ripen on wood shelves in
rooms or raised granaries for a total of 60 days. The
environmental temperatures and relative humidity (RH)
varied according to the time of year. In autumn, the
minimum and maximum temperatures were around 5
and 11 °C respectively, and the RH fluctuated between
the minimum values of 509 to maximum ones of 75—
80%. The temperatures in the spring-summer period
were 12 °C minimum and 22 °C maximum and the RH
varied between minimum values of 52% to maximum
ones of 60%.

After ripening for 30 days the cheeses were charac-
terized by presenting a reel shaped, semihard whitish—
yellowish mass, wrinkled crust and weighing about
500—600 g. The cheeses presented a flavour profile char-
acterized by intense acidity, a smell of yeast, aromatic
herbs and butter. The texture was crumbly, sticky and
harsh on the palate. At the end of the ripening period
{60 days) the mass become harder and very crumbly and
the crust was lightly mildewed, the weight reducing to
about 300400 g.

Milk and 2, 7, 15, 30, 45 and 60 day old cheese
samples were taken from each batch. Each sample was
made up of one whole cheese. The cheese and milk
samples were taken to the laboratory under refrigeration
{below 5 °C) and analyzed on arrival.

2.2. Microbiological analysis

Fifty grams of each sample were homogenized with
200 ml of a sterile solution of 2% (w/v) sodium citrate
{Panreac, Barcelona, Spain) at 4045 °C for 1 min in a
Masticator (IUL instruments, Barcelona, Spain), thus
making a 1/5 dilution. Decimal dilution were prepared
by mixing 10 ml with 90 ml of 0.1% (w/v) sterile peptone
water (Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, UK), ac-
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cording to International Dairy Federation (IDF) stan-
dard 122B (1992).

Aerobic mesophilic bacteria were enumerated on a
standard plate count agar (PCA) (Oxoid), after incu-
bation at 30 °C for 48 h (APHA, 1978), aerobia psy-
chrotrophic bacteria on standard PCA (Oxoid) after
incubation at 7 °C for 10 days (APHA, 1978), lactic acid
bacteria were ascertained on three media: M17 agar
(Biokar, Beauvais, France), that is the medium for
counting and isolating of lactococel (Terzagui & San-
dine, 1975) after incubation at 30 *C for 18-24 h, MSE
agar (Biokar), used for counting and isolating Leuco-
nostoc (Mayeux, Sandine, & Elliker, 1962) after incu-
bation at 22 °C for 4 days, and ROGOSA agar (Oxoid),
selective medium for counting and isolating of lactoba-
cilli (Rogosa, Mitchell, & Wiseman, 1951) after incu-
bation at 30 °C for 5 days. Micrococcaceae were
determined on mannitol salt agar (MSA) (Chapman,
1945) (Oxoid) mcubated for 48 h at 30 °C, enterococci
on kanamycin aesculin azide (KAA) agar (Mossel, Bij-
ker, & Eeldering, 1978) (Oxoid) incubated for 24 h at 37
°C, Enterobacteriaceae on violet red bile glucose agar
(VRBGA) (Mossel, Mengerik, & Scholts, 1962) (Oxoid)
incubated for 18 to 24 h at 37 °C, and moulds and yeast
on oxytetracycline glucose yeast extract (OGYE) agar
{Mossel, Kleynen-Semmeling, & Vicente, 1970) (Oxoid)
incubated for 5 days at 22 °C.

In standard PCA, ROGOSA agar, KAA agar,
VRBGA and OGYE agar, one ml volume of each di-
lution was depth-inoculated, in duplicate, and mixed
before solidification. Plates of ROGOSA agar and
VRBGA were covered with a layer of the same medium
before incubation. In M17 agar, MSE agar and MSA,
0.1 ml volumes of each dilution were surface plates in
duplicate.

2.3. Physico-chemical analysis

The pH of the milk was measured directly with a
pHmeter Micro pH 2002 (Crison, Barcelona, Spain) and
the titratable acidity (TA) of the milk was measured
following the method described by the AOAC standard
947.05 {Association of Official Analytical Chemists,
1990).

Moisture and NaCl contents in cheese were deter-
mined according to the IDF standard 4A (International
Dairy Federation, 1982) and IDF standard 17A (Inter-
national Dairy Federation, 1972), respectively. pH and
TA of cheese were measured from samples homogenized
with hot distilled water {(45-50 °C), as described by the
AOAC standard 14.022 (Association of Official Ana-
lytical Chemists, 1980a), and AQAC standard 16.247
(Association of Official Analytical Chemists, 1980b) re-
spectively. Water activity (a,) was determined instru-
mentally using a Aqua Lab CX-2 water activity system
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{Decagon Devices, Pullman, USA). All analyses were
carried out in duplicate.

2.4. Statistical analysis

Statistical correlation between log counts of the
major microbial groups and physico-chemical para-
meters investigated were carried out by the Pearson’s
correlation coeflicient, with the aid of the Statistic com-
puter program version 5.1 (Statsoft, Tulsa, OK, USA).
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3. Results and discussion

3.1 Changes in chemical and physico-chemical para-
meters during ripening

The changes in the physico-chemical parameters ob-
tained throughout the manufacture and ripening of
Genestoso cheese are shown in Figs. 1-4.

The pH underwent a rapid fall during ripening of the
cheeses, reaching values of about 4.00 in the 2 day old
cheese (see Fig. 1). A similar decrease in pH was ob-
served by De Giori, Font de Valdez, Pesce de Ruiz
Holgado, and Oliver (1983) for Tafi cheese or by Tor-
nadijo, Fresno, Bernardo, Martin Sarmiento, and
Carballo (1995) for Armada cheese.

The acid sensitive flora does not survive at low pH
{4.5-5.3). However, the real inhibitor is the undissoci-
ated form of the organic acids such as lactic acid, acetic
acid and propionic acid (Beuchat & Golden, 1989). In
general, lactic acid is the major inhibitor to the acid-
sensitive microorganisms, because their proportion is
higher than the other acids during coagulation and
ripening of the cheeses.
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Fig. 1. Changes in pH values during manufacture and ripening of four
batches of Genestoso cheese, two batches (A and B) ripened in au-
tumn winter and the other two (C and D) ripened in spring summer,

Ripening time (days)

Fig. 2. Changes in TA (g lactic acid/100 g total solids) during manu-
facture and ripening of four batches of Genestoso cheese, two batches
(A and B) ripened in autumn winter and the other two (C and D)
ripened in spring summer.
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Fig. 3. Changes in salt/moisture (g NaCl/100 g H,0) during manu-
facture and ripening of four batches of Genestoso cheese, two batches
(A and B) ripened in autumn-winter and the other two (C and D)
ripened in spring summer.
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Fig. 4. Changes in gy values during manufacture and ripening of four
batches of Genestoso cheese, two batches (A and B) ripened in au-
tumn winter and the other two (C and D) ripened in spring summer.

43



Publicaciones

274 R Arenas et al. | Food Control 15 (2004) 271 279

In Genestoso cheese the average values of TA, ex-
pressed as percentage of lactic acid equivalent over total
solids (%o lactic acid/T8), after 2 days of ripening, were
around 1.75 and 2%, in the spring and autumn batches,
respectively (Fig. 2). The differences m TA in the au-
tumn cheeses in relation to the spring ones were accen-
tuated after 15 days of ripening. The increase of the TA
observed in batch C after 15 days of ripening (see Fig. 2)
could be related to the increase of the counts on Rogosa
(1-2 log units higher than the rest of the batches) (see
Tables 1 and 2). Lactococci are very active metaboli-
cally, starting to fermenting the lactose and to prolifer-
ate in the beginning of manufacture of the cheeses.
Residual sugar could be used by Lactobacillus. In gen-
eral, this genus is more acid tolerant and produce a
quantity of lactic acid superior than other lactic acid
bacteria. The maximum acidity produced by lactococci
corresponds with a pH between 4.3 and 4.5, about 0.5%
{w/v) lactic acid. However, for the lactobacilli some

Table 1

species can acidify until pH 3.0 to 3.5, almost 1.5% lactic
acid (w/v) (Schmidt, Tourneur, & Lenoir, 1994).

The values obtained in the ratio salt/moisture in
Genestoso cheese (Fig. 3) varied considerably between
some batches, which is not surprising bearing in mind
that the salting of these cheese was carried out totally at
random. The maximum values of % NaCl/moisture
obtained in the autumn-winter batches and in the
spring-summer ones were 8.30% and 13.90%, respec-
tively. The concentration of salt dissolved in the cheese
moisture (% NaCl/moisture) rather than the concentra-
tion of salt, added by dray or brine salting of the cheese,
determines the inhibitory effect of salt (Beresford, Fitz-
simons, Brennan, & Cogan, 2001).

The combination of the added salt and the dehydra-
tion undergone by the cheese during the ripening is
going to cause the decrease in a,, of the cheeses. This
parameter is directly proportional to the moisture con-
tent of the cheese and inversely to the concentration of

Changes in the microbial counts® throughout manufacture and ripening of Genestoso cheese in the two batches (A and C)® ripened in autumn winter

and spring summer, respectively

Milk Cheese (days of ripening)
2 7 15 30 45 60

PCAm*
Autumn 6.91 9.84 8.40 8.18 8.09 8.23 g.10
Spring 6.95 9.78 9.44 897 8.99 8.70 8.56
PCAp®
Autumn 6.45 9.79 7.80 7.85 7.75 749 1.57
Spring 6.77 0.58 9.10 7.68 8.12 7.69 6.69
MI7
Autumn 4.49 7.81 6.30 6.12 387 5.32 4.85
Spring 4.49 7.56 6.89 6.61 5:12 4.22 4.19
MSE
Autumn 339 7.65 5.85 5.68 5.63 511 5.28
Spring 317 6.78 6.01 5.58 5.89 6.00 549
Rogosa
Autumn 4.44 6.03 6.68 6.76 6.94 7.54 7.07
Spring 5.48 6.90 7.40 7.98 9.27 893 .67
KAdA
Autumn 498 6.48 7.69 1.53 7.48 7.70 6.63
Spring 5.10 7.67 7.82 7.49 6.59 543 5.40
FRB(rA
Autumn 3.84 7.07 6.16 5.06 4.79 3.10 2.30
Spring 4.39 791 6.64 5.96
MSA
Autumn 1.40 1.67 0.97
Spring
(MrYEA
Autumn 3.83 4.84 5.39 5.87 6.01 5.22 6.11
Spring 4.0 5.00 5.35 5.68 6.00 4,91 547

*The microbial counts are expressed as log CFU/g.
®The batches A and C were manufactured by the same cheesemaker.

¢ Aerobic mesophilic bacteria counis (PCAm). Aerobic psychrotrophic bacteria counts (PCAp).
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Tahle 2

Changes in the microbial counts® throughout manufacture and ripening of Genestoso cheese in the twa batches (B and D)® ripened in autumn winter

and spring summer, respectively

Milk Cheese (days of ripening)
2 7 15 30 45 60

PCAM®
Autumn 7.04 10,12 g.15 8.20 8.08 816 8.04
Spring 6.04 10,22 8.44 8.14 8.51 8.02 8.14
PCAp®
Autumn 6.93 8.52 8.02 8.06 7.98 747 7.35
Spring 492 812 6.90 7.90 801 6.37 68.73
MI7
Autumn 5.06 8.02 524 5.47 578 317 229
Spring 3.70 7.57 5.74 493 315 5.30 5.10
MSE
Autumn 4.35 1.63 5.40 5.25 5.36 5.35 5.07
Spring 1.584 7.09 549 531 6.13 5.94 597
Rogosa
Autumn 4.85 743 7.35 1.5 Tad b 747 7.53
Spring 2.84 6.60 7.06 7.22 8.34 8.19 8.01
KAA
Autumn 2.35 4.80 2.98 3.57 294 2.87 2.40
Spring 1.02 4,32 3.76 2,99
FRBGA
Autumn 3.21 4.0
Spring 1.63 3.98 2.59 23
MSA
Autumn 208 1.52 1.47
Spring 1.46 229
OGYEA
Autumn 3.97 6.09 6.63 6.95 6.84 6.94 6.86
Spring 3.85 3.22 6.36 6.68 8.04 T1.36 7.30

*The microbial counts are expressed as log CFU/g.

" The batches B and D were manufactured by the same cheesemaker.

“ Aerobic mesophilic bacteria counts (PCAwm). Aerobic psychrotrophic bacteria counts (PCAp).

NaCl and other low molecular weight compounds
{Esteban & Marcos, 1989).

The a, values, differed considerably in the batches
studied. In the batches manufactured in the autumn
fluctuated between 0.966 and 0.925 at the end of rip-
ening, while in the spring-summer ones were in the
range of 0.886-0.864 (Fig. 4). This effect could be due
not only to the influence of the time of year, through the
water loss by evaporation, but also to the differences in
the ratio salt/moisture. In fact, the coefficients of cor-
relation between a,, values and the ratio salt/moisture
were significant (P < 0.01) in the batches ripened in
autumn (r = —0.96) and in spring (r = —0.98).

3.2, Changes in the microbial group counts during
ripening

We could consider cheese as an ecosystem in con-
tinuous change in which some species are succeeded by
others, depending on the physico-chemical conditions

which, in turn, are modified by their own microbial
metabolism. High densities of microorganisms are pre-
sent in cheese throughout ripening and they play a sig-
nificant role in the ripening process {Cogan, 2000).
Among the microorganisms interactive associations are
being formed such as that resulting from the degrada-
tion of proteins and carbohydrates by some species to
originate simples substrates and the production of vi-
tamins or the growing factors which assist the growth of
other species (Boddy & Wimpenny, 1992).

The evolution of the different microbial group counts
throughout the manufacture and ripening of Genestoso
cheese are shown in Tables 1 and 2.

The aerobic mesophilic flora counts, obtained on
PCA f[rom the raw milk used in the manufacture of
Genestoso cheese, were high (log counts 6-7 CFU/g).
These counts were similar to those obtained from
cow’s milk destined to the manufacture of several
cheeses, such as Arzia cheese (Centeno, Rodriguez
Otero, & Cepeda, 1994). Leon cheese (Rodriguez
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Medina, Tornadijo, Carballo, & Martin Sarmiento,
1995) and San Simodn cheese (Garcia Fontan, Franco,
Prieto, Tornadijo, & Carballo, 2001). The counts of
aerobic mesophilic flora reached the higher values in 2
day old cheese (log counts 9-10 CFU/g). This increase of
3-4 logarithmic units could be due to the physical en-
trapment of bacteria in the curd and above all to the
microbial multiplication during coagulation (24 h) and
draining period (a further 48 h).

The evolution undergone by the aerobic mesophilic
bacteria during manufacture and ripening of Genestoso
cheese reflects that experienced by the majority of mi-
crobial groups and especially the lactic flora. However,
lactobacilli and fungic flora showed a different devel-
opment with respect to the other groups.

In general, the counts of the aerobic psychrotrophic
bacteria were approximately 1-2 log units inferior to
those of the total aerobic mesophilic bacteria during
ripening.

Lactic acid bacteria were the predominant flora dur-
ing manufacture and ripening of Genestoso cheese. The
counts were taken on different culture media: M17 agar
and MSE agar, which are non-selective media but fa-
vouring the growth of lactococel and leuconostocs, re-
spectively, and Rogosa agar which is a selective medium
for isolating lactobacilli. The counts of the lactic acid
bacteria developed in different ways in each of the media
used.

Lactococci multiplied in the initial stages of the rip-
ening process, degrading lactose and producing lactic
acid. In fact, the production of lactic acid by lactococci
is going to condition the growth of the different micro-
bial groups and the ripening process. Marshall and
Tamine (1997) reported the advantage of a quick fer-
mentation and a sufficient production of lactic acid,
bacteriocins and other antagonists in order to prevent
the growth of spoilage and pathogenic bacteria.

The highest counts on M17 agar and MSE agar were
obtained in the 2 day old cheeses (see Tables 1 and 2).
These values were inferior to those obtained for the
Arzia cheese (Centeno et al., 1994), Cebreiro cheese
{Centeno, Menéndez, & Rodriguez Otero, 1996), San
Simoén cheese (Garcia Fontan et al., 2001) or some acid-
curd goat’s cheese (Tornadijo et al., 1995; Zarate, Belda,
Pérez, & Cardell, 1997).

Delay in salting the cheeses (72 h from the start of the
coagulation) could favour the rapid increase of the
counts in M17 and the consequent decrease of pH ob-
served at the start of the ripening of the cheeses, since
lactococci have a great acidifying capacity. From the
second day of ripening the counts on M17 decreased
gradually till its end, while the counts on MSE decreased
in 1-2 logarithmic units in the first week of ripening and
afterwards remaining more or less constant until the
end. Decreases in lactococci counts were also observed
by other authors in different cheese varieties. Even a
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total disappearance of lactococci in the early stages of
the ripening of the cheeses was detected on some occa-
sions (Litopoulou-Tzanetaki, 1990; Tzanetakis & Lito-
poulou-Tzanetaki, 1992).

Lactobacilli include secondary flora which generally
play a significant role during ripening (Beresford et al.,
2001). This microbial group increases the concentration
of small peptides, free amino acids and free fatty acids
{Albenzio et al., 2001).

The slower metabolism of lactobacilli and their ca-
pacity to adapt to adverse conditions (acidity, low val-
ues of a,, and higher concentrations of NaCl than for the
rest of lactic acid bacteria), could contribute to their
predominance in the last stage of ripening. The negative
correlation between @, values and Rogosa counts
(r = —0.62) (P < 0.01) suggest, as well as the positive
correlation of these counts with the ratio of NaCl/
moisture {r = 0.58) (P < 0.01), the adaptation of lacto-
bacilli to adverse conditions.

The highest counts on Rogosa were obtained in the
3045 old day cheeses (see Tables 1 and 2). These counts
developed more quickly in the spring batches and were
about 1 logarithmic unit higher than those in the au-
tumn ones. In the spring batches a high negative cor-
relation between Rogosa counts and pH (r = —0.81)
(P < 0.01) were obtained. The counts in the spring ones
were similar to those obtained in MRS agar (acidified to
pH 5.5 to favour the growth of lactobacilli) in the Arzia
cheese (Centeno et al., 1994) and differed to those ob-
tained in San Simon cheese (Garcia Fontan et al., 2001)
in which the counts in Rogosa cheese increased during
ripening.

As well as the lactic flora there is an adventitious flora
which can also contribute to the ripening of cheeses
(Stanley, 1998). They can include a complex mixture of
wild bacteria, yeast and mould. These organisms are
contaminants that arrive to the milk from the sur-
rounding air during milking or cheesemaking, with the
proteolytic enzymes added or by contact with equipment
and, when the conditions within the curd become fa-
vorable, they initiate the growth.

Enterococci (counts on KAA) are included (with
other bacteria such as lactobacilli, leuconostoc and
Pediococcus) in the non-starter lactic acid bacteria. The
technological significance of this microbial group is
connected to its acidifying capacity and proteolytic and
lipolytic activity (Menéndez, Centeno, Godinez, &
Rudri'guczf(J tero, 1998) and could, therefore, contribute
to the ripening.

The counts of enterococci differed between the bat-
ches. These differences could be due to the random
arrive of enterococci in cheeses, normally by contami-
nation during cheesemaking. On the other hand, the
enterococci are halotolerant microorganisms, which can
grow in concentrations relatively high in salt (Poullet,
Huertas, Sanchez, Caceres, & Larriba, 1993), but the
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concurrence of other factors (season and changes in the
physico-chemical parameters) could condition the evo-
lution in each batch. Batches A and C showed counts
higher in the milk which increased in 2 logarithmic units
during coagulation and draining of cheeses (see Table
1). In the batch A the counts raised to about 1 loga-
rithmic unit until the first week of ripening and main-
tained more or less constant values until 45 days of
ripening. However, in the cheeses of batch C (spring) the
enterococci counts dropped after 7 days of ripening.
Batches B and D showed low counts of enterococci in
the milk (see Table 2). In batch B (autumn) such counts
continued to be low during the whole ripening process,
while in the spring (ID) were not detected from 15 day
old cheeses.

Enterobacteriaceae (counts on VRBGA) were de-
tected in the highest counts n the 2 day old cheese
{Tables 1 and 2), though they showed a different de-
velopment according to the time of the year and the
manufacture batch. In the spring batches (C and D) they
were not detected from the fifteenth and second day of
ripening, respectively. In one of the autumn batches (A)
they decreased gradually without disappearing in the 60
days of ripening, with final counts around 2 (log counts
CFU/g), while in the other autumn batch (B) they were
not detected after 2 days of ripening. In fact, both bat-
ches differed in the changes showed by the acidity, a.
and salt/moisture content (Figs. 1-4). Buffa, Guamis,
Royo, and Trujillo (2001) reported that the quick dis-
appearance of Enterobacteriaceae could be due to the
development of unfavourable growth conditions during
cheese ripening.

Food environment rarely presents a single factor, and
microbial flora may be simultaneously affected by sev-
eral inherent factors (low pH, high NaCl concentration
or low a,). These combined stress factors can exert a
synergetic effect on the growth and survival of the
population of Enterobacteriaceae. The significant cor-
relation (P < 0.05) obtained between Enterobacteriaceae
counts and pH (» = 0.69), a,, (» = 0.65) and salt/mois-
ture content (r = —0.60) support this hypothesis.

Such quick decreases in the counts of VRBGA have
only been observed in cheeses of lactic coagulation such
as Taff cheese (De Giori et al., 1983), Ledn cow cheese
{Rodriguez Medina et al., 1995) and in some goat
cheeses, such as Gredos cheese (Medina, Gava, &
Niinez, 1992), Armada cheese (Tornadijo, Fresno,
Carballo, & Martin Sarmiento, 1993), Cendrat del
Montsec cheese {Mor-Mur, Carretero, Pla, & Guamis,
1994) and in a tested raw goat milk cheese (Buffa et al.,
2001).

Bearing in mind the results obtained and that
the optimum time for the consumption of these cheeses
is about the 30th day of ripening, at present the hy-
gienic-sanitary quality of these cheeses cannot be guar-
anteed.

Micrococcaceae can participate in the ripening of the
cheeses since they can develop proteolytic, lipolytic and
esterolytic activities (Bowmik & Marth, 1990). Besides,
though the micrococci decrease quickly with ripening
their extracellular lipase remain active (Ortiz de Apod-
aca, Selgas, & Ordonez, 1993).

The counts obtained on MSA (medium for counting
and isolating Micrococcaceae) were very low, disap-
pearing in the early stages of cheese ripening. In one of
the spring batches it was impossible to count in the milk
(see Table 1). It is not usual to find counts so low in
MSA nor that they can disappear so quickly during
ripening, not even in cheeses of acid coagulation or
predominantly acid one. The low counts of Micrococe-
aceae obtained in milk and the quick decrease of pH,
combined with other factors, could influence the inhi-
bition of the growth of this microbial group and its
rapid disappearance. Gaya, Medina, Bautista, and
Nunez (1988) and Stecchini, Sarais, and Bertoldi (1991)
point out the negative influence of the acid lactic flora,
from raw milk or from the added starter, on the popu-
lation of micrococei and staphylococel

The counts on OGYEA increased until 30 days of
cheese ripening, the time in which in general maximum
counts were reached. These counts develop similarly in
the spring batches and in the autumn ones, though
m one of the spring batches (batch D) the counts on
OGYEA obtained after 30 days of ripening were of the
order of 2 logarithmic units higher than in the remaining
batches (see Table 2). Microscopic examination showed
the predominance of Geotrichum candidum strains in
batches A and C, while in the batches B and D yeast was
predominant. However, G. candidum was increased in
the final stages of ripening of the batch D.

The evolution of pH., a, and ratio salt/moisture
possibly encouraged the growth of the fungic flora in
respect to the other microbial groups. In the fact, the
correlation obtained between the counts in OGYEA and
the evolution of pH (¥ = —0.51), NaCl/moisture content
(r = 0.50) and a,, (r = —0.42) was significant (P < 0.05).

With this work it has been pointed out that in Ge-
nestoso cheese, lactococei and leuconostocs underwent a
rapid increase during the first days of ripening which
accompanied by a large decrease of pH. The counts of
lactobacilli and fungal flora increased with the ripening
of the cheeses.

If it is kept in mind that these cheeses are eaten after
fewer than 30 days of ripening, pasteurization of the
milk intended for their manufacture can be seen to be
essential in order to guarantee the health and safety
quality of such cheeses. The specific changes in physical
and chemical parameters (pH, a,,, salt-to-moisture ratio)
might tend to produce the rapid disappearance of
pathogens from Genestoso cheese, but cannot guarantee
it. In fact, Enterobacteriaceae were not detected after
thirty days’ ripening in most of the cheeses, but were
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encountered in the cheeses from one batch right up to
the end of ripening. Enterobacteriaceae as such may not
be considered significant pathogens but their presence
might indicate a potential for contamination by more
dangerous organisms.

The pasteurization of the milk means the reduction of
the indigenous milk microflora, and can have repercus-
sions in the biochemical changes which occur in cheese
during ripening (Albenzio et al., 2001). Therefore, the
next aim of this project will be the identification and
technological characterization of the strains isolated
from Genestoso cheese in order to obtain a specific
starter created for cheesemaking from pasteurized milk,
so that it keep the typicity of artisanal cheeses.
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Abstract

The aim of this work was to study the antimicrobial activity of 395 strains of lactic acid bacteria isolated from Genestoso cheese
throughout manufacture and ripening. These were: Lactobacillus (137 strains), Lactococcus (125 strains), Leuconostoc (58 strains) and
Enterococcus (75 strains). After the extract had been neutralized and treated with catalase to exclude the action of hydrogen peroxide, 13
lactococci, three lactobacilli, three leuconostocs and five enterococci continued to show antimicrobial activity against one or more of the
reference varieties used as indicator strains (Enterococcus faecalis CECT 481, Staphvilococcus aurcus CECT 240, Lactobacillus plantarum
CECT 748, Clostridium tyrobutyricum CECT 4011 and Listeria monocytogenes CECT 4031). The 24 strains ol lactic acid bacteria showing
antimicrobial activity after excluding the action of hydrogen peroxide were identified at species level by genetic methods. The majority of
these strains were isolated from the batch ripened in autumn (37.5% of strains) and the batch ripened in spring (29.2% of 15 strains) man-

ufactured by the same cheesemaker and mainly during manufacture and the first days of ripening.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Genestoso cheese: Lactic acid bacteria: Antimicrobial activity: Authocthonous starter

1. Introduction

Genestoso cheese is an acid-curd cheese ripened over a
short period. It takes its name from the town where it is
made, in the district of Cangas del Narcea, in the Principal-
ity of Asturias, in north-western Spain. This variety was

first produced with goat’s milk. then with a mixture of

goat’s milk, cow’s milk and sheep’s milk and currently 1s
made from raw cow’s milk from the “Asturiana de los Val-
les™ breed of cattle. It is produced on a purely craft basis
and output is very limited.

One of the main problems arising in distributing this
cheese is the difficulty of ensuring an adequate level of
hygiene. This is because the cheese is made from raw milk
and reaches its optimal sensory characteristics in fewer than

" Corresponding author, Tel: +34 987 291850; fax: +34 987 291284,
E-mail address: dhtmet@unileon.es (MLE. Tornadijo).

0956-7135/$ - sce front matter © 2006 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 10.1016/j.foodecont.2006.03.008

60 days of ripening. A further problem is the lack of consis-
tency between batches. Mass production of Genestoso
cheese would require pasteurization of the milk and the
adding to it of a starter culture. Hence, the use of autoch-
thonous starters, made up of lactic acid bacteria isolated
from Genestoso cheese with proven technological capabili-
ties might guarantee the hygienic standard of this variety
while simultaneously preserving the characteristics that
define the identity of Genestoso cheese.

If the strains of lactic acid bacteria (LAB) not only had
the required technological characteristics but also the abil-
ity to produce bacteriocins active against micro-organisms
that are pathogenic or lead to spoiling, then the resulting
cultures of these lactic acid bacteria would have major
applications for mass production (Cleveland, Montville,
Nes, & Chikindas. 2001: Daeschel, 1989: Schillinger, Geis-
sen, & Holzapfel, 1996; Silva, Carvalho, Teixeira, & Gibbs,
2002).
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The object of the work being reported here was to iden-
tify at the level of genus the lactic acid bacteria isolated
from Genestoso cheese on the three media Rogosa agar,
M 17 agar and MSE agar, to find strains producing bacteri-
ocins and to identify these strains at the species level by bio-
chemical and genetic tests.

2. Material and methods
2.1. Cheese manufacture and sampling

Four batches of Genestoso cheese, two ripened in the
autumn and winter, and the other two in the spring and
summer, were manufactured by two cheese-makers in
accordance with traditional methods. Each of these pro-
duced two batches, one batch of six cheeses in the autumn
and winter, and another, also of six cheeses, in the spring
and summer, so between them 24 cheeses were made in
total.

The cheeses were produced from raw, full-cream milk
from cows of the “Asturiana de los Valles” breed by means
of the traditional methods reported by Arenas, Gonzalez,
Bernardo, Fresno, and Tornadijo (2004). Coagulation is
induced by adding 5-10ml of commercially available call
rennet (1:10,000 strength) to each 1001 of milk. The milk is
allowed to curdle at room temperature (20-25°C) for 24 h.
After this, the curd is transferred to pierced plastic moulds
where the whey is drained from it. After 24 h, two radial
cuts are made in the curd, which is left for a further 24 h,
allowing more whey to drain off. Thereafter, the curd is
kneaded by hand for 5 min so as to homogenize the whole
mass, Salting is carried out by adding dry salt (0.5% wiw).
The salted curd is transferred onto straw mats made from
esparto grass, where it is left for 2-3 days, being turned
over daily until the crust has hardened. At this point the
mats are removed. The ripening process takes place in
small barns under the natural climatic conditions charac-
teristic of this area. In the autumn and winter period, the
minimum and maximum temperatures varied between 5°C
and 11°C and the relative humidity was between 50% and
80%. In the spring and summer period, temperatures
ranged from 12°C to 22 °C and RH was between 52% and
60%s.

IFor each of the batches, samples were taken of the milk
together with cheese at 2, 7, 15, 30, 45 and 60 days from the
start of ripening. The samples of cheese were one whole
cheese each. These cheese and milk samples were taken to
the laboratory under refrigeration, being kept below 5°C,
and were analysed on arrival.

2.2. Counting and isolation of strains

Fifty grams of each sample were homogenized with
200 ml of a sterile solution of 2% (w/v) sodium citrate (Pan-
reac, Barcelona, Spain) at a temperature of 40-45°C for
1 min in a Masticator (IUL instruments, Barcelona, Spain),
thus making a 1/5 dilution. Decimal dilutions were pre-
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pared by mixing 10ml with 90ml of 0.1% (w/v) sterile
peptone water (Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, UK),
according to the International Dairy Federation (IDF)
standard 122B (1992).

Lactic acid bacteria were determined on three media:
MI17 agar (Biokar, Beauvais, France), a non-selective
medium for counting and isolating lactococei (Terzagui &
Sandine, 1975) after incubation at 30°C for 18-24 h; MSE
agar (Biokar), a non-selective medium for counting and iso-
lating leuconostocs (Mayeux, Sandine, & Elliker, 1962}
alter incubation at 22°C for 4 days; and ROGOSA agar
(Oxoid), selective medium for counting and isolating lacto-
bacilli (Rogosa, Mitchell, & Wiseman, 1951} after incuba-
tion at 30°C for 5 days.

On the MSE agar and M17 agar, 0.1 ml volumes of each
dilution were surface plated in duplicate. For the Rogosa
agar, 1 ml volumes of each dilution were inoculated into
molten cooled agar in duplicate, mixed and poured into
Petri dishes before solidification and covered with a layer of
the same medium before incubation.

From M17 agar, MSE agar and Rogosa agar, five colo-
nies were randomly taken from each batch of the four and
at each sampling stage (milk, together with cheese after 2,7,
15, 30, 45 and 60 days). Hence, a total of 140 colonies were
gathered from each medium.

Tests were carried out on each isolate. These were the
following: Gram and morphology, catalase, gas production
from glucose, hydrolysis of arginine, growth in 4 and 6.5%
NaCl broth, dextran production, growth at pH 9.6 and in
407 bile (cocei) and growth at 10 and 45°C.

Gram-positive, homofermentative, catalase-negative
cocci which were capable of growing at 10 and 40°C, but
not at 45°C or at a level of 6.5% of salt or at a pH of 9.6,
were deemed to be lactococei. Gram-positive, homofermen-
tative, catalase-negative coccl, grouped in pairs or short
chains, which grew at 10°C, 37°C, 40°C and usually at
45°C, generally survived heating at 60°C for 30min, grew
with a 6.5% salt concentration, at a pH of 9.6 and in 40%
bile, forming red or pink colonies normally with a yellowish
halo on KI¥ Streptococeus agar (Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA), were considered to be enterococci Gram-posi-
tive, heterofermentative, catalase negative cocci which did
not hydrolyse arginine and did not grow at 45°C were
taken to be leuconostoc. Gram-positive, catalase-negative
rods, whether homofermentative or heterofermentative,
which were capable of growing at 15°C and/or 45°C were
considered to be lactobacilli.

An API 50 CHL system was used to test for the utiliza-
tion of carbohydrates. A description at species level of
strains showing antimicrobial activity against the reference
strains was carried out using the data base of the API 50
CHL and by genotypic methods.

2.3. Detection of antimicrobial activity

Agar spot tests and agar well diffusion assays were used
to study the antibacterial activity of the LAB strains isolated
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on M17, MSE and Rogosa agar from Genestoso cheese.
For this purpose, five reference strains were used to check
sensitivity to the antimicrobial substances produced by the
LARB, these being Lactobacillus plantarum CECT 748, Liste-
ria monocytogenes CECT 4031, Clostridium tyrobutyricum
CECT 4011, Enterococeus faecalis CECT 481, and Sraphy-
lococcus aurens CECT 240, as described by Schillinger and
Liicke (1989), Casla, Requena, and Gomez (1996) Con,
Gokalp, and Kaya (2001).

LAB strains isolated from Genestoso cheese and the ref-
erence varieties used as indicator strains, that is Lacrobacil-
lus plantarwm CECT 748 and Enterococcus faecalis CECT
481 were grown in MRS broth (Oxoid, Basingstoke, UK) at
30°C for 24 h, Listeria monocytogenes CECT 4031 was cul-
tured in Tryptone Sovya Broth (TSB, Oxoid), with 0.6%
Yeast Extract Supplement (TSBYE, Oxoid) at 30°C for
24 h, Staphylococcus aureus CECT 240 was grown in TSB
and Clostridium tyrobutyricum CECT 4011 in Bryant-Bur-
key Broth (BBB, Merck, Darmstadt, Germany), both at
37°C for 24 h.

For the agar spot test, volumes of 5 ul of overnight cul-
tures of LAB strains isolated from Genestoso cheese were
spotted onto the surface of MRS agar (Oxoid) plates and
incubated at 30°C for 24 h to allow the development of col-
onies. Volumes of 1 ml of the indicator strains, with a total
approximately 5 » 10° cfuml™" were inoculated into 7ml of
semi-solid MRS agar, TSA or BBA (broth plus 0.7% bacte-
riological agar), depending on the micro-organism under
study, kept at a temperature of 45°C, then after agitation
were poured over the plates of MRS agar on which the
strain under test had grown. The plates were incubated at
30°C for 24 h and checked for inhibition zones. Inhibition
was considered positive when the inhibition halo of the
indicator strain above the LAB colonies was more than
2mm.

Antibacterial activity may often be due to the produc-
tion of organic acids, with a consequent reduction in pH, or
to the production of hydrogen peroxide. It may also be due
to the production of bacteriocins or bacteriocin-like com-
pounds. IHence, antimicrobial activity was checked by a
well diffusion assay after excluding inhibition due to
organic acids and hydrogen peroxide.

One millilitre of the indicator strain (with approximately
5« 10 efuml™), cultured in MRS broth (Lb. plantarum
and E. faecalis), TSB broth (L. monocytogenes and 8.
aureus) and BBB broth (CL tyrobutyricum) for 24h at
30°C, was inoculated into 15ml of molten cooled MRS
agar, TSA and BBA (broth plus 0.7% bacteriological agar),
respectively and kept at 45°C. The resultant mixture was
poured into a Petri dish. After solidification of the agar,
wells 5mm in diameter were cut into it, and 50 pl of super-
natant fluid from a culture of the strain under test for anti-
bacterial activity, obtained as indicated below, was added
to each well. The plates were kept at 3-4°C for 4 h to ensure
diffusion of the fluid into the agar and examined for inhibi-
tion after incubation at either 30°C or 37°C for 24 h. If
inhibition was found present when this was done, it was

deemed to be due to the production of bacteriocins or bac-
teriocin-like compounds.

LLAB strains for testing were cultured overnight in MRS
broth. Cells were then removed by centrifuging at 14,000g
for 5 min. The supernatant fluid was filtered through a filter
with a pore size of 0.22pum (Millipore Corporation, Bed-
ford, USA), and adjusted to pH 6.0 with sterilized 2.5M
NaOH. The possible inhibitory action of hydrogen perox-
ide was eliminated by adding a sterile solution of catalase
(Img ml~') and leaving at 25°C for 30 min. This extract was
placed into the wells.

2.4. Genetic characterization of the strains showing
antimicrobial activity

Different genotyping techniques may be applied to
LARB as tools either to identily species or to differentiate
strains. Polymerase chain reaction (PCR) amplification
and DNA sequence analysis were performed with a view
to confirming identifications obtained by means of classic
methods. PCR was carried out in a volume of 50 ul, con-
taining 14ng ul~! of bacterial genomic DNA, 200 uM of
deoxynucleoside triphophate (ANTP), L.5mM of MgCl,,
I uM of primer obtained from Pharmacia Biotech, and 1
unit of Taq polymerase (Promega). All amplification reac-
tions were performed in a Hybaid PCR Sprint tempera-
ture cycling system using the following amplification
conditions: 35 cycles of 94 °C for 2 min, 65°C for 30s and
72°C for 4 min. The first cycle was preceded by incubation
for S5min at 95°C. Ten microlitre of the PCR products
were subjected to electrophoresis in a 1% agarose gel and
were subsequently visualized by UV illumination after
staining with ethidium bromide. The oligonucleotide
primers used in this study were as specified below. For-
ward primer 515 FPL: 5’GCG GAT CCT CTA GAC
TGC AGT GCC AGC AGC CGC GGT AA 3/, Reverse
primer 13B: 5' CGG GAT CCC AGG CCCGGG AAC
GTA TTC AC 3, yielding a product of 904 base pairs
(bp). Forward primer 91E: §5' GGA ATT CAA AKG
AAT TGA CGG GGG C 3" and Reverse primer 13B giv-
ing a product of 475bp. These were obtained from Phar-
macia and are described by Relman (1993). The PCR
fragments of the 168 were purified with Montage PCR
centrifugal filter devices from Millipore and then sequenced
directly for the PCR fragments. The ABI PRISM 7000
quantitative DNA sequencer using PCR from Applied
Biosystems was utilized. Sequences were analysed with the
sequencing software Chromas (version 2.23) from Techn-
clysium that opens chromatogram files produced by the
Applied Biosystems equipment and exporls sequences
in plain text, formatted with base numbering, FASTA
format or EMBL format. The sequences obtained were
sent 1o the National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) to be analysed for the nucleotide-nucleotide
BLAST database in FASTA format (http://www.ebiac.uk/
fasta33/) and 1685 ribosomal database (http:/rdd.cme.
msu.edu/).
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3. Results and discussion

3.1. Hdentification of strains isolated during the ripening
of Genestoso cheese

A total of 140 strains were isolated in each culture
medium (M17 agar, MSE agar and Rogosa agar), although
in the end three additional strains were included, these com-
ing from the purification of mixed cultures (1 in M17 agar
and 2 in Rogosa agar). From the 423 isolates, 409 were
identified as lactic acid bacteria (Table 1).

Of the strains isolated on M17 agar, 55.32% were
assigned to the genus Lactococcus, as were 353% of those
isolated on MSE agar. A total of 83.10% of those isolated
on Rogosa agar, 5.67% from M17 and 14.28% from MSE
agar were ascribed to the genus Lacrobacillus. The genus
Leuconostoc was assigned 26.43% of the strains isolated on
MSE agar, 7.80% of those from M17 agar and 8.45% of
those isolated on Rogosa agar. Finally, 22.86% of the
strains isolated on MSE agar, 27.66% from M17 and 3.52%
from Rogosa agar were deemed to belong to the genus
Enterococcus (see Table 1).

On the basis of the counts obtained, M17 agar can be
seen to have behaved as a medium that was not very selec-
tive for isolating Lactococcus, since it permitted the growth

Table 1
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of other micro-organisms, which taken together added up
to 44.68% of the total of strains isolated on this medium.
MSE agar also proved not to be selective for isolating Leu-
conostoe, as 73.57% of the strains obtained from this
medium did not belong to that genus. In contrast, Rogosa
agar was shown to be highly selective for isolating Lacto-
bacillus.

3.2, Antimicrobial activity

The agar well diffusion assay was used to study antimi-
crobial activity of the 395 strains of lactic acid bacteria iso-
lated from Genestoso cheese (from the 409 lactic acid
bacteria strains, 14 did not grow in successive attempls at
culturing). In all, these comprised 137 lactobacilli, 125 lac-
tococei, 58 leuconostoes and 75 enterococci.

The antimicrobial activity of these lactic acid bacteria
may be due to a number of factors. Among these are
decreased pH levels, competition for substrata and the pro-
duction of substances with a bactericidal or bacteriostatic
action, including bacteriocins (Parente & Ricciardi, 1999).
In fact, the drop in pH arising from the production of lactic
acid can be enough to inhibit certain strains. This is because
the non-dissociated form of lactic acid triggers a lowering
of the internal pH of the cell that causes a collapse in the

Strains isolated on M17 agar, MSE agar and Rogosa agar throughout manufacture and ripening of Genestoso cheese in the two batches (A and B)® rip-
ened in autumn-winter and the other two (C and ) ripened in spring-summer

Microbial group Batch  Ripening time (days)
Milk Curd 7 15 30 45 60
Lactococei A 4 6% 9  15% 5 B4% 4 6.7% 2 34% 4 6.T% 5 B4%
B 7 1% 7 1LT% 1 1.7% 4 6.7% 4 607% 1 L7% 3 9%
C. 8 133% & 133% 3§ 84% 10 167% 4 67% 2 4% -
D 6 10%: [ 1094 T 11.7% 4 6.7% T 11.7%
Homofermentative lactobacilli A 1 1.7% 2 34% 3 5% 3 5% T 11.7% 5 2.4% 6 10%
B 5 84% 5 84% 2 34% 5 84% 7 117% 5 BA% 4 87%
o 5 B4% 4 607% 3 10% 5 B84 5 BA% 5 BaA% 6 10%
D 5 B4% 2 34% 5 B4% 4 6.7% 5 B4% 8 133% 7 11.7%
Heterofermentative lactobacilli A - - - - - - -
B - - - - - 1 L7% -
C 1 1.7%
D 4 6.7% 3 5% 4 6.7% 1 1.7%
Leuconostocs A 5 84% 3 % 1 L7% 5 84% 1 L7%
B 1 1L7% - 6 10% 1 1.7% 4 6% 10% 8 13.3%
C - - - - 3 5% 5 84% 4  6.7%
D - 1 1L7% - 17% 1 L7% - 4 607%
Enterococci A 6 10% - 4 6% 4 6.7% 4 6T% 6 10% 3 %
B 3 5% 4  67% 4 6.7% 2 34%
3 Z 34% 3 5% 4 6.7% 2 34% 3 5% 5 84%
D 7 1LT% 1 L7% 5 BaA% 4 6%
Yeasts A 1 1.7%
B - 2 34% - - - - -
(3] = = = = i = &
D - - 1 1.7% - 1 L7% 2 34% -
Total of isolated strains 6l 6l ] a0 6l al o0

* The batches A and C were manufactured by the cheesemaker 1.
¥ The batches B and D were manufactured by the cheesemaker 2.
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electrochemical proton gradient in sensitive bacteria, hence
having a bacteriostatic or bactericidal effect (O'Keefle &
Hill, 1999).

Almost all the lactobacilli strains inhibited the reference
strains Lactobacillus plantarum CECT 748, Listeria mono-
cytogenes CECT 4031, Clostridium tyrobutyricum CECT
4011, Enterococcus faecalis CECT 481 and Staphylococcus
aureus CECT 240 when the method used was agar spot
test. The exceptions were 31 strains that did not inhibit
Lactobacillus plantarum CECT 748 and one that did not
have an inhibitory eflect on Listeria monocytogenes CECT
4031.

None of the strains tested was active against Listeria
monacytogenes CECT 4031, Clostridium tyrobutyricum
CECT 4011 or Staphylococcus aureus CECT 240 when the
agar well diffusion method was used. This involved neu-
tralizing the extract and treating it with catalase so as to
exclude any action arising from organic acids and from
hydrogen peroxide, respectively. Just three strains isolated
on Rogosa agar continued to show antimicrobial activity
and only against the reference strain Enterococcus faecalis
CECT 481 and one strain inhibited Lactobacillus plania-
rum CECT T748. In consequence, the inhibitory effect that
these strains demonstrated might be due to the presence of
bacteriocins or metabolites similar to them. Although bac-
teriocin production among the lactobacilli isolated from
Genestoso cheese was detected in just a few strains, some
authors have reported that production of bacteriocins by
lactobacilli is relatively common. This fact may contribute
to their colonization of habitats and their competitive edge
over other bacteria (Garriga, Hugas, Aymerich, & Mon-
fort, 1993). It must also be kept in mind that the produe-
tion and extraction of bacteriocins may be affected by a
range of factors. Among these it is possible to cite the com-
position of the culture medium, including carbon, nitrogen
and sources of phosphates, cations, surfactant and inhibit-
ing agents, the optimum pH, aeration and growth tempera-
ture (Carolissen-Mckay, Arendse, & Mastings, 1997; Daba,
Lacroix, Huang, & Simard, 1993; Parente & Ricciardi,
1999; Tagg, Dajani, & Wannamaker, 1976). Generally, for
the maximum production of bacteriocins it is necessary to
have a complex medium whose pH does not usually coin-
cide with the optimum pH for bacteriocin action (Daba
et al., 1993). In addition, further factors may have an influ-
ence, such as the adsorption of bacteriocins on the cell wall
of the producing micro-organisms. This effect may well be
the prime mechanism causing a decline in bacteriocin
activity, followed by hydrolysis of proteins (Bhunia, Jon-
son, Ray, & Kalchayanand, 1991; Parente & Ricciardi,
1999).

When the agar spot test was used, all the lactococcl
strains but two, inhibited Clostridium tyrobutyricum
CECT 4011 and Staphylococeus aureus CECT 240. Simi-
larly, all the strains under trial, except one, inhibited
Enterococcus faecalis CECT 481 and all except six had this
effect on Listeria monocytogenes CECT 4031. In contrast,
only 24 strains had an inhibitory effect on Lactobacillus

plantarum CECT 748. With the well diffusion method, 13
strains produced inhibition of the growth of the indicator
strains. Seven out of the 13 strains of Lacrococcus inhib-
ited E. faecalis, S. aureus and Lb. plantarum. One inhib-
ited E. faecalis and Lb. plantarum, one S. aureus and Lb.
plantarum, one L. monocytogenes and Lb. plantarum, one
Lb. plantarum, one E. faecalis and one CL tyrobutyricum
(see Table 2).

In fact, the capacity of the genus Lactococcus to produce
substances with an inhibitory effect on the growth of microbes
is well known. Among these, there are bacteriocins. Some of
the bacteriocins produced by certain strains of Lactococcus
lactis subsp. lactis have been in use since the 1950s as food
additives. An instance of this is nisin, which has bactericidal
powers against Gram-positive micro-organisms and is able
to inhibit the germination of spores of Clostridium and
Bacillus.

When the agar spot test was used, all the leuconostoc
strains bar one, inhibited the reference strains of L. mono-
cytogenes, Cl tyrobutyricum, E. faecalis and 8. aureus.
However, only ten strains inhibited the Lb. plantarum refer-
ence variety. When an agar well diffusion assay was used,
with the extract being neutralized and treated with catalase
to exclude any action arising from organic acids or hydro-
gen peroxide, just three strains of leuconostoc isolated on
Rogosa agar continued to demonstrate antimicrobial activ-
ity against the reference variety of L faecalis. Hence, the
inhibitory effect shown by these strains may be due to the
presence of bacteriocins or metabolites similar to bacterio-
cins.

The five enterococci isolated in Rogosa agar inhibited
the five reference strains when an agar spot test was used.
However, none of the five strains isolated on Rogosa agar
retained this activity against the reference strains when the
extract was neutralized and treated with catalase. All the
strains of enterococci isolated on MSE and MI7 agar (70
strains) inhibited E. faecalis and S. aureus, while only five
strains isolated on MSE agar, were active against Lb. plan-
tarum. All the strains but five inhibited L. monocytogenes
and all but one had this effect on CL tyrobutyricum.

Five strains continued to show inhibitory activity
against the reference strains when the extract was neutral-
ized and treated with catalase. Of these strains, two were
active against CL tyrobutyricum and L. monocytogenes, two
against CL tyrobutyricum, and one against L. monocyto-
genes (Table 2),

It is well known that the enterococei are able to produce
bacteriocins, some of which have a broad spectrum of
activity. There have also been reports by other authors
(Giralla, 1995) of presence ol bacteriocin activity by entero-
cocel against the species to which the reference strains used
in this research belong. More recent work has concentrated
on the activity against Listeria by enterocins, This has led
to consideration of the enterococei as potential candidates
with probiotic and antimicrobial properties that could be
used for preventing the development of Lisferia in food-
stuffs (Ennahar, Assobhei, & Hasselmann, 1998).
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Table 2

Antimicrobial activity” of the 24 strains of lactic acid bacteria identified at species level isolated from Genestoso cheese against the five reference varieties

used as indicator strains

Strain Sampling Bawch Entercceccus

point Jaecalis CECT 481

Staphylococcus
aurens CECT 240

Lactobacillus
plantarum CECT 748

Listeria menocytogenes

CECT 4031

Clostridivm tyrobutyricim
CECT 4011

Lactococecus lactis subsp. lactis
GE 11 Curd
GE 12 Curd
GE 13 Curd
GE 18 Curd
GE 44 30 days
GE 61 60 days
GE 102 15 days
GE 103 15 days
GE 115 30 days
GE 118 30 days
GE 2363 60 days
GE 2375 Milk
GE 2379 Milk

+ +

+ 4+ + o+ o+
+ o+ o+

|
+
S S S S S S

I
|

gargonarrwEEser

Lenconostoc mesenteroides
GE 2002 Milk A + - -
GE 2003 Milk A +

Lenconostoc psendomesenteroides
GE 2068 60 days B + - -

Lactobacillus paracasei
GE 2036 15 days B + - -
GE 2071  Milk C +

Lactobacillus plantarion
GE 2077 Milk B +

Enterococcus faecalis
GE 26 7 days
GE 35 15 days
GE 2320 Curd

GE 2371  Milk

GE 2381 Curd

ONwew

|
+

+ + + +

* The antimicrobial activity was tested by the agar well diffusion assay.

3.3, Genetic characterization of the strains that produced
bacteriocing

Twenty-four strains that produced bacteriocins or
metabolites similar to bacteriocins were classified by both
classical and genetic methods. Identification at species level
and the possible bacteriocin activity of these strains against
the reference strains is shown in Table 2. Five of the strains
were classified as E fuecalis. Hence, before any definitive
consideration of these strains for use in a starter culture,
they should be carefully evaluated for the presence of all
known virulence factors in order to determine what poten-
tial risk might be involved in their use.
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Twenty-four strains of lactic acid bacteria {LAB) isolated from a traditional Spanish cheese (Genestoso
cheese) were evaluated for their enzymatic activities {(acidilying and proteolytic abilities and carboxy-
peptidase, aminopeptidase, dipeptidase, caseinolytic and esterase activities), in order to select indige-
nous strains of technical interest for the manufacture of cheese. These strains were selected on the basis
of their antimicrobial activity relative to five reference strains and were identified as Lacrococcus lactis
subsp. lactis (thirteen strains), Levconostoc mesenferoides (two strains), Leuconostoc pseudomesenteroides
{one strain), Lactobacillus paracasei (two strains), Lactobacillus plantarum {one strain) and Enterococcus
faecalis (five strains).

Lactococcus strains were those that showed the greatest degree of acidifying and proteolytic activity.
The cell-free extracts (CFE) of L paracasei exhibited the highest level of aminopeptidase activity. The
highest level of caseinolytic activity was shown by the CFE of one strain of L lacris. High values were also
obtained with the CFE of Lactobacitlus and of several Leuconostoc. The highest level of dipeptidase activity
was found amongst the strains of L lacris. Carboxypeptidase activity was generally very low or unde-
tectable for the majority of strains. The greatest degree of esterolytic activity was detected for

Enterococcus.

1. Introduction

The specific characteristics of taste and aroma of craft, or
traditionally made, cheese varieties may be attributed to the type
of milk, its microbiclogical quality, the degree of acidification
of the curds when moulded, the manufacturing technology or
the ripening conditions. If the fact that lactic flora are crucial in
liberating the specific compounds invelved in the aroma and
flavour of cheeses is kept in mind, there is good cause for the
interest shown by cheese-makers in the type of starter cultures
that must be employed. The use of indigenous lactic cultures,
obtained from microorganisms isolated from craft cheeses allows
the organoleptic (taste and smell) characteristics of cheese
made with pasteurized milk to be brought closer to those of
traditional varieties. The enzymatic potential of the strains used in
the cheese-making process influences the development of the
texture, aroma and flavour characteristics of cheeses. Conse-
quently, there is an increasing interest in the design of specific

* Corresponding author.
E-mail address: metorr@unileones (M. Eugenia Tornadijo)

0720-0020/% — see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/§.fm.2010.01.004

@ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

indigenous starter cultures in large-scale manufacturing of
traditional-type cheeses, such that they will not change the
fundamental properties of the product (Pérez et al., 2003).

Proteolysis and lipolysis are biochemical events in flavour
development that occur during ripening of most varieties of cheese.
There is a lack of detailed information on the peptidolytic enzymes
produced by non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) (Williams
et al., 1998). Moreover, only sparse information is available about
the contribution of lactic acid bacteria (LAB) to lipolysis during the
ripening of cheeses .

LAB strains were isolated from Genestoso cheese, a traditional
cheese from the North of Spain. These strains showed antimicrobial
activity in a previous study (Gonzalez et al., 2007) relative to five
reference strains: Lactobacillus plantarum CECT 748, Listeria mono-
cytogenes CECT 4031, Enterococcus faecalis CECT 481, Clostridium
tyrobutyricum CECT 4011 and Staphylococcus aureus CECT 240.

The aim of this study was to evaluate the enzymatic
activities (acidifying and proteolyitic capacities and aminopepti-
dase, dipeptidase, carboxipeptidase, esterase and caseinolytic
activities) of twenty-four strains of LAB in order to select strains
of technological interest that might be used as starters in the
manufacture of cheeses,
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2. Material and methods
21. Strains

The strains tested were selected from the LAB isolated over the
course of the manufacturing and ripening processes of four batches
of Genestoso cheese (Arenas et al, 2004). A total of 420 strains
were isolated from different sampling points and different culture
media, being identified at genus level by means of physiological
and biochemical tests. Twenty-four strains were chosen on the
basis of their antimicrobial activity relative to five reference strains.
They were identified as Lactococcus lactis subsp. lactis (13 strains),
Leuconostoc  mesenteroides (2 strains), Leuconostoc pseudome-
sentervides (1 strain), Lactobacillus paracaset (2 strains), L plantarum
(1 strain} and E. faecalis (5 strains) by API tests and genetic tests
based on polymerase chain reaction amplification and DNA
sequence analysis ( Gonzdlez et al., 2007). The strains were frozen at
—30 °C in MRS broth with 20% glycerol. They were cultured in the
same medium at 30 °C for 16—24 h before the various assays were
performed.

2.2, Enzymatic activities of whole cells

The enzymatic activities of the strains were tested using the
API-ZYM test as a preliminary screening (Sacristan et al, 2006).

Extracellular quantitative proteolytic activity was determined
by the o-pthaldialdehyde (OPA} method {Church et al., 1983). The
results were calculated from a calibration curve obtained from
the dilution of glycine in distilled water and were expressed in
mM glycine L ! of milk.

The acidifying activity of the strains was determined in 10%
reconstituted skimmed milk powder inoculated at a level of 1%
{v/v) with bacterial suspensions revitalised in MRS broth at 30 °C
containing 10° cfumL . After incubation at 30 °C for 6,12 and 24 h,
pH and titratable acidity were measured in accordance with
the International Dairy Federation (IDF) standard 306 {IDF, 1995).
Titratable acidity was expressed as g lactic acid mL ! of milk.

2.3. Preparation of cell fractions

Endocellular enzymatic activities (caseinolytic, aminopeptidase,
dipeptidase, carboxypeptidase and esterase activities) were tested
in a cell-free extract (CFE) obtained through disrupting cells by
using lysozyme.

Strains were grown in 25 mlL of MRS broth (1% inoculum) at
30 °C for 16-=24 h until they had reached the stationary phase,
For cells grown in MRS broth up-regulation was associated with the
stationary phase because aminoacids and peptide depletion would
result in a removal of repression on peptidase biosynthesis leading
to higher specific activities (Kenny et al., 2003).

The cultures were then centrifuged at 8160 g for 10 min at
a temperature < 4 °C, The sediments once dissolved in 4 mL of
TRIS—HCI buffer (50 mM, pH 7.00), were incubated at 30 °Cfor 1 h,
in order to liberate the proteinases bound to the cell wall, and
afterwards centrifuged at 5,000 g for 20 min in accordance with the
method proposed by Requena et al. {1993). The supernatants were
frozen.

Finally the sediments were dissolved in 20 mL of TRIS—HCI
buffer containing lysozyme at a concentration of 30 mgfmL and
incubated for 1 h at 37 °C in order to solubilize the cells' walls.
Thereafter, as recommended by Casla et al. (1996}, the cells were
centrifuged at 4000 g for 14 min to obtain two fractions. One of
these corresponded to the supernatant or endocellular fraction, the
other to the sediment made up of cellular membranes and the
cell walls. The possibility of contamination between the fractions
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should not be excluded, so the supernatants were filtered trough
0.22 pm syringe filters (Millipore Corporation, Bedford, US.A.) to
abtain the CFE which were stored in frozen form until their enzyme
activities were determined.

The Lowry method was used to analyse the protein concentra-
tion in the CFE (Lowry et al., 1951).

24. Enzymatic activity of CFE

Caseinolytic activity was measured by the method of Gémez
et al. (1988) using bovine casein at a concentration of 2% in phos-
phate buffer (50 Mm, pH 7.00) as substrate. One unit of enzymatic
activity was defined as the amount of enzyme required to give an
increase in ahsorbance of 0.01 units after a hydrolysis period of 1 h.
Results were expressed as units of caseinolytic activity per mg of
protein in the CFE.

Aminopeptidase activity of the CFE was determined as
described by Requena et al. {1993) using p-nitroanilides (pNA)
substrates such as Ala-pNA, Leu-pNA, Lys-pNA and Pro-pNA. One
unit of aminopeptidase activity was defined as the amount of
enzyme giving an absorbance increase of 0.001 units. Aminopep-
tidase activity was expressed as the number of activity units per mg
of protein in the CFE per min.

Dipeptidase activity was determined by a modification of the
cadmium—ninhydrin method (Doi et al,, 1981), using the following
dipeptides as substrates: Leu-Leu, Tyr-leu, Ala-Ala, lLeu-Cly,
Ala-Fhe, Lys-Leu and Phe-Ala. One unit of enzymatic activity was
defined as the amount of enzyme that produced an increase in
absorbance of 0.1 units at 507 nm. The results were expressed as
the number of enzymatic activity units per mg of protein in the
CFE per min.

Carboxypeptidase activity of CFE was measured by spectro-
photometric method of El Soda and Desmazeaud, 1982 using N-
carbobenzyloxy-L-Leu as substrate. One unit of enzymatic activity
was defined as the amount of enzyme that produced an increase in
absorbance at 570 nm of 0.01 units. The results were expressed as
enzymatic units per mg of protein in the CFE per min.

The esterase activity of the cell-free extracts (CFE) was deter-
mined as described by Castillo et al. (1999) using the following
[i-naphthyl substrates: f-naphthyl butyrate (C4), f-naphthyl cap-
rylate (C8), p-naphthyl myristate (C14) and p-naphthyl stearate
{C18). This method is based on the spectrophotometric measure-
ment at room temperature of hydrolysis rates of f-naphthyl deriv-
atives. Esterase activity was expressed as pmoles of j-naphthol
released per min and per mg of protein in the CFE at 560 nm.

25, Statistical analysis

AMNOVA analysis (Statistic 5.1 computer program; Statsoft, Tulsa,
OK, USA) was carried out to determine statistical differences
{p < 0.05) between the different bacterial strains of the same genus
with respect to the values of acidification and enzyme activity. The
strains were tested twice for acidifying activity and three times for
each enzymatic activity.

3. Results and discussion
3.1. Enzymatic activity of whole cells

311 Acidifving activity

Table 1 shows the acidifying activity of the 24 strains of LAB
isolated from Genestoso cheese, selected on the basis of their
antimicrobial activity. The lactococci showed a greater acidifying
activity than leuconcstoc and lactobacilli, with some strains
reaching values around 0.7—0.8 g 100 mL ' of lactic acid after 24 h
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Tahle 1
Acidifying acrivity of 24 strains of lactic acid bacteria isolated from Genestoso
cheese."

Strain Incubation time
6h 12h 24h
GE? pH Titratable  pH Titratable  pH Titratable
acidity® acidity* acidity®
Lactococcus lactis subsp. loctes
GE 11 5865  0.29 444¢ o057 408 o7t
GE 12 580° 029 519° 035 476" 0471
GE 13 593¢ 022 5.6 030° 496" 044
GE 18 5747 026 502° 037" 431°  060°
GE 44 646" 013! 5.15°  040° 433" 030
GE 61 647" 019" 6.00%" 0224 577 029
GE102 645"  019° 617% 0247 466¢ 0500
GE 103  641%®F 018 6.20" 024" 4528 063%
GE115 633 019 608*  0.23¢ 460F  060°
GE118 619" 018 5.56 037 443" o072t
GE2363 6.26% 019° 573%¢ 026" 422° 0680
GE2375 633 019° 5978 0.22° 517" 040°
GE2379 616"  022° 493° 04a' 414% o6t
Lenconostoc mesenteroides
GE2002 6417 018! 640"  0a7 628" o1
GE2003 6507 0167 6477 016 631° pag!
Leticonostoc pseudomesenteroides
GE2068 6557 0177 637  0a8 598" o021°
Lactobacillus paracaset
GE 2036 648 018 638 0.18 589 023
GE2071 6350 016 6.43 0.20 G609 020
Lactobacillus plantarim
GE 2077 655 017 6.43 0.16 629 017
Enterococcus faecalis
GE 26 585% 024° 523 035" 458 0617
GE 35 5060  022¢ 08¢ o 432 060f
GE2320 647° 018 585" 029 523" pa3?
GE2371 614"  025° 582" 0239 440° 064"
GE2381 632 018 502¢  037° 475%  051°

“Values presented are means of two replicates evaluations for each bacterial strain.
Sirains of Genestoso cheese,

“Titratable acidity expressed as g 100 mL  lactic acid.

4-hyalues corresponding to different bacterial strains of the same genus not showing
a common superscripl differ significantly (p < 0.05).

Superscripts are not present for some values because are no significant differences
(p = 0.05) between bacterial strains of the same genus in relation to the activity
tested.

of incubation. The differences presented by strains in their acidi-
fying capacity were evident after 12 h of incubation and after 24 h
had grown significantly. The enterococci showed an acidifying
activity similar to that of lactococc. The strains belonging to the
genera Lactobacillus and Leuconostoc presented the lowest values
for rate of acidification, as would be expected, owing to their lower
ability to metabolize lactose. These results were similar than those
described by other authors (Herreros et al., 2003; Badis et al., 2004).

3.1.2. Proteolytic activity

Proteolytic activity, determined using the o-pthaldialdehyde
{OPA} spectrophotometric assay, showed significant differences
between the genera of LAB, as also between strains of the same
genus, Several strains of the genus Laclococcus presented greater
proteolytic activity than lactobacilli. These results agree with those
obtained by Pérez et al. (2003) and Herreros et al. (2003) in studies
about the technological characterization of lactic acid bacteria
isolated from craft cheeses.

Strains GE 61 and GE 2363 of L lactis subsp. lactis were those
showing the highest release of amino groups (expressed as
mM Gly L ! of milk), giving values greater than 5.0 mM Gly L !
after 24 h of incubation. Seven of the thirteen strains of L. lactis

subsp. lactis showed values between 2.0 and 3.5 mM Gly L . These
values are even higher than those reported by other authors (Mayo
et al,, 1990; Centeno et al., 1996; Herreros et al., 2003 ). The strains of
L mesenteroides GE 2002 and GE 2068 showed the lowest and the
highest level of proteolytic activity, respectively. Two of the three
strains of Lactobacillus (GE 2071 and GE 2077) presented a high
level of proteolytic activity (4.782 and 3.146 mM Gly L || respec-
tively). Within the genus Emterococcus, except of one strain
(GE 2320), all strains had values for proteolytic activity between 3
and 5 mM Gly L ! after 24 h.

The production of high levels of free amino acid by the majority
of enterococci strains is in conformity with their strongly proteo-
lytic nature.

3.2, Enzymatic activity of cell-free extract (CFE)

3.2.1. Carboxypeptidase activity

Carboxypeptidase activity is in general low or absent in lactic
acid bacteria. Some authors suggest that carboxypeptidase activicy
is an atypical property of Lactococcus ssp. in commercial starter
cultures {Tan et al., 1993). The carboxypeptidase activity of the
cell-free extracts examined was for the most part nil or very low,
except for two strains of E. faecalis {GE 2320 and GE 2381), and two
of L. lactis subsp. lactis (GE 2363 and GE 2379), which showed
comparatively high levels (see Table 2).

3.2.2. Caseinolytic activity

If it is kept in mind that some strains have a considerable
caseinolytic capacity, it is likely that lactobacilli can play a crucial
role in the ripening of cheeses {Broome et al., 1991}, In fact, the CFE
of L paracasei (GE 2036, GE 2071) and L. plantarum (GE 2077} iso-
lated from Genestoso cheese showed strong caseinolytic activity.
High values were also obtained for the CFE of L. mesenteroides (GE
2002 and GE 2003). The caseinolytic activities of the CFE of strains
of enterococci and lactococci where lower in comparison, except for
the GE 2363 strain of L. lactis subsp. lactis and the GE 2320 strain of
E. faecalis (see Table 2). Herreros et al. (2003} similarly found high
values for caseinolytic activity in strains of Lactobacillus and Leu-
conostoc isolated from craft cheeses (Table 3}

3.2.3. Aminopeptidase activity

The CFE of L paracasei in general showed the highest level of
aminopeptidase activity. The CFE of strains exhibited the greatest
degree of aminopeptidase activity towards the substrates Lys-pNA
and Leu-pNA derivates. This activity was also observed by Morea
et al. (2007} in strains of Lactobacillus. A moderate degree of activity
towards these same substrates was likewise detected for the CFE of
strains of L mesenteroides. Macedo et al. (2000) and Herreros et al.
(2003) detected considerable aminopeptidase activity in the CFE of
strains of L mesentervides.

Aminopeptidase activity in the majority of the CFE of the strains
of Lactococcus tested using the substrates Ala-pNA, Lys-pMNA, Pro-
pNA and Leu-pMNA was generally low or even undetectable. An
exception was the CFE of L lactis strain GE 2363, which exhibited
some aminopeptidase activity for the substrates Lys-pNA, Pro-pNA
and Leu-pNA. Slighter activity was detected in the CFE of strain GE
2379 using these substrates. In the CFE of L lactis strains GE 44, GE
61 and GE 2375 aminopeptidase activity was detected for some of
the substrates. Other authors similarly did not detect (or detected
only very slight) aminopeptidase activity in CFE of Lactococcus
when these substrates were used (Pérez et al., 2003; Herreros et al.,
2003). The strains of E. faecalis mostly showed low values for
aminopeptidase activity. Taking into account that several factors
such as growth phase and the culture medium affect enzyme
activities, aminopeptidase activity in LAB strains could be affected
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Table 2 Table 3
Proteclytic, carboxypeptid and ¢ Iytic activity of 24 strains of lactic acid Aminopeptidase activity® of 24 strains of lactic acid bacteria isolated from Genestoso
bacteria 1solated from Genestoso cheese® cheese®
Strains Proteolylic Carboxypeplidase Casemnolytic Strains Substrates pNA
activity” SCtivity; activity” Ala-pNA Lys-pNA Pro-pNA Leu-pMA
Lactococcus factis subsp. lactis T T C08 4B50 . lHChs
CE 11 2,840 ND® 15.61° Lactococcus factis sul sg. e . :
ko abE & P GE 11 ND' ND' MDE ND!
GE 12 2.39 ND 149,86 i 2 7 3
GE 13 17180 ND® 208147 GE 12 NDY NDY N oy
CEid oea ND" 3170 GE13 ND® NDF NDF ND*
s - e GE 18 ND® ND® ND® NDE
GE 44 29102 ND 2148 2 i =
i A Hs GE 44 ND! 14.85% NDY 1.06
GE 61 5.38 ND' 75.06 4 i 4
s L - : GE 61 2.74 ND® 3.01 192
GE 102 1430 ND 122.00° e
. 5 : GE 102 ND® 4.07¢ 2.03 3.49¢
GE 103 20208 ND! 12635 5 4 i i
CF 135 3755 ND 4ot GE 103 ND' 244 1.83 153
GE 118 21784 ND® 130,09 GRS HD; NI A M-
oy , 2 GE 118 MD® MDF NDF NDF
GE 2363 5.938 16.93 1589.27 2
- hg ° . GE 2363 MDY 15.89% 2119 52.98%
GE 2375 352 MDY 2021 i " I 2
GE 2379 > 0308 29270 2571 GE 2375 7.70 553 . N ND
GE 2379 ND* 1163 a.a0" 1222
Leuconostoc mesenteroides ;
GE 2002 0.91° 273" 442,008 Leuconostoc mcsmrcmzdcs . ) .
oF 5003 00t ND* 3714 GE 2002 MDY 641 MDY 12.81
2 g GE 2003 MND* ND® MO ND®
Leuconostor psed teroid; ;
::’;a; 2% WEE[S:J? = ND® 15.67¢ Leuconostor psendomesenteroides
: : GE 2068 ND® MD® ND® 1447
Lactobacilius paracasei Lactobacill :
GE 2036 1.27° 107" 422.80° DHOGI AL il o - b :
GE 2071 4788 ND® 505 857 GE 2036 41,98 91.58 NDY 143,48
. - GE 2071 ND® 17.44° 27.41%¢ 27414
Lactobacill fant
HEE 2’;—;:& il nr;u;'isr ND® 917.28* Lactahacifius plantarum
: i GE 2077 ND® ND® ND® 18.074¢
Enterococcus faecalis & i
CE 76 .04 NDE 1638° nierococcus faecalis : : . :
GE 35 4.220¢ ND® 27.06° Gr2s 1D ND N 136
i Lokl f i GE 35 ND* ND* ND* ND*
GE 2320 0.95 3713 91476 £ ‘
s e £ = GE 2320 15.68 18308 ND* ND!
GE 2371 4.93 ND 295.00% pe o % 4 oz
GE 2381 3587 2907 58100 LR 1 L b Lo
GE 2381 ND® ND® 5219 8.19% 1

"yalues presented are means of three replicate evaluations for each strain.
"Prnrml;nlc activity measured using the o-pthaldialdehyde (OPA) spectrop
metric assay and expressed as mM Gly L 7 of milk, after a 24 h period of incubation
of the strains in the milk

“Carboxypeplidase activity expressed as unils of enzymalic activity mg * protein
min . One unit of carboxypeptidase activily was the amount of enzyme giving an
absorbance increase of 0.01 units at 570 nm in 1 min.

l1C.asi‘.lrml;.fl‘i( activity expressed as units of enzymatic activity mg ? protein, One
unit of caseinolytic activity was defines as the amount of enzyme giving an absor-
bance increase of 001 units at 280 nmin 1h,

#1 values corresponding to different bacterial strains of the same genus not
showing a common superscripl differ significantly (p < 0.05),

ND: not detected in 15 min at 30 *C by using a cell-free extracts which contained
a certain amount of protein.

by the nature of the nitragen source in the growth medium. In MRS
(a peptide-rich medium) peptidase biosynthesis would be
repressed as there is a high availability of peptides and aminoacids
(Kenny et al,, 2003).

3.2.4. Dipeptidase activity

Each CFE of the lactic acid bacteria strains analysed exhibited
a different dipeptidase activity (see Table 4). The greatest degree of
dipeptidase activity was obtained for the CFE of L. lactis (GE 2363}
in respect of most of the dipeptides tested and overall towards Leu-
Leu, Tyr-Leu and Phe-Ala. Herreros et al. (2003} obtained the same
results for L factis, The GE 2071 strain of L. paracasei showed high
levels of dipeptidase activity, principally towards the dipeptide
Phe-Ala. The GE 2077 strain of L. plantarum was the second most
active in relation to the dipeptide Leu-Leu. Previous studies on the
peptidase system of Lactobacillus showed a high level of dipepti-
dase activity in the CFE of these microorganisms (Martinez-Cuesta
etal., 2001; Zotta et al., 2007). Dipeptidase activity was also high for
the CFE of E. faecalis {GE 2320} with regard to most of the dipep-
tides tested.
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"Walues presented are means of two replicate evaluations for each strain.
"Amimpoptirlasn activity expressed as units of enzymatic activity mg " protein.
One unit of aminopeptidase activity was the amount of enzyme giving an absor-
bance increase of 0.001 units at 410 nm in 1 min.

% Values corresponding Lo different bacterial strains of the same genus nol
showing a common superscripl differ significantly (p < 0.05).

MD: not detected in 15 min at 30 °C by using a cell-free extracts which contained
a certain amount of protein.

In general, the dipeptidase activity of the CFE of the strains
tested was stronger in respect of the Leu-Leu, Tyr-Leu and Phe-Ala
substrates.

3.2.5. Esterolytic activity

Esterclytic activity of the CFE derived from the lactococci and
leuconostoc isolated was slight or absent, as might be expected.
However, low levels of lipolytic activity in starter strains may be of
importance in the development of the aroma of cheese, This is due
to the low detection threshold for the compounds produced by
lipolytic action and the long process of ripening required by some
cheeses. The majority of strains of L. lactis and strains of Lactoba-
cillus exhibited esterolytic activity directed primarily at f-naphthyl
caprylate and myristate. Most of the strains of LAB tested showed
no activity in respect of -naphthyl stearate, apart from a few
strains of Lactococcus and Leuconostoc, This state of affairs had
already been noted by other authors who have reported stronger
activity by stains of lactic acid bacteria on short-chain fatty acids
(Williams and Banks, 1997). Enterococci showed considerable
enzymatic activity towards all the substrates tested except the
fF-naphthyl stearate mentioned above. (Table 5)

This investigation of the enzymatic activity of twenty-four
strains of LAB isolated from Genestoso cheese constitutes
a preliminary study with a view to the selection of strains that
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Table 4
Dipeptidase activity® of 24 strains of lactic acid bacteria isolated from Genestoso
cheese”

Substrates

Strain Leu-Lew  Tyr-Lew  Fhe-Ala

Lactococcus factis subsp, faceis
GE11 997! ND® 56559  074° 443 ND° NDC
GE12 77637 4808 4960° 3518 1407 ND° 15247
GE13 #3467 31455" 29838% % 3§52° 5217 ND°  NDF
GE18  155° 5.90° 8.20" ND* 4667 NDF  264°

Ala-Ala Lys-Leu Leu-Gly Ala-Fhe

GE44 5729 4332 ga7ye’ wND° 8.84%¢ ND*  ND®
GEG1 4675° 8292° 8036 NDF 5487 NDF  NDF
GE102 3641° 8947° 4609¢ 54300 1743° ND°  NDS
GE 103 4924° 101.94% 62067 6409 3052° ND°*  ND®
GE 115 ND® ND® ND? ND® 12198 ND°  ND°
GE118 ND¢ ND® MDE NDE ND  ND¢ 2179

GE 2363 1711.11" 928.84' 5240809' 508578 17650% 321,39 353.17¢

GE 2375 23160° 133.227 24749 46.12%" ND*  7532° 86.85°

GE 2379 87347 33290 32632" ga16? 3673 20390 NDF
Leuconostor mesenteroides

GE 2002 ND® ND* ND* ND* NDF  NDF  NDF

GE 2003 MDC 10285¢ MO ND® 38379 NDS MOE

Leuconostoc pseudomesenterotdes

GE 2068 1647°  MD° ND® NDE 319° 3T1% NS
Lactobacillus paracasei

GE 2036 2951° NDF ND® NDF 1526° ND° NDF

GE2071 25666° 9967° &1733° ND° 33237 ND° 137.05°
Lactobacillus plantarum

GE 2077 73955¢ 176.23* 405.17¢ ND* ND* ND* 162.67¢
Enterococcus faecails

GE26 2113°  746° 13.91°  ND* 065° ND°  NDS

GE35 1826° 651¢ 21.86°  ND° 112 ND* ND*

GE 2320 708277 397.27° 52533 NDF 28227° NDF 5227¢

GE 2371 15470° 164.59° 128919 4857 ND¢ 53067 4497

GE 2381 90877 ND° 12066° 2979 13407" ND°  ND°

“Values presented are means of bwo replicate evaluations for each strain.
"Dipnprjdasn activity expressed as units of enzymatic activity mg ' protein. One
unit of dipeptidase activity was the amount of enzyme giving an absorbance
increase of 0.1 units at 507 nm in 1 min

= Values corresponding lo different bacterial strains of the same genus not
showing a common superscript differ significantly (p < 0.05),

ND: not detected in 6 min at 30 “C by using a cell-free extracts which contained
a certain amount of protein.

might be included in a starter culture intended for use in making
traditional cheeses. On the basis of the results obtained in this
work, it is possible to suggest for this purpose the GE 11, GE 12 and
GE 2363 strains of L lactis subsp. lactis and the GE 2036 strain of
L. paracasei. However, compatibility studies and phage resistance
of selected strains need to be conducted before trying the mix
cultures.

The strains of L lactis were selected thanks to their acidifying
and proteolytic andfor caseinolytic capacities. The proteinase and
peptidase activities of starter and non-starter bacteria play a key
role during cheese ripening. This is through the release of amino-
acids, decreasing bitterness by hydrolysing bitter peplides,
changing the texture and increasing the pH and water binding
capacity (Lawrence et al., 1987; Fox, 1989; Tan et al., 1993).

The third of these strains (GE 2363) also stands out by reason
of its strong esterase activity. In view of their considerable casein-
olytic activity it would also be possible to suggest the strains of
L. plantarum and L. paracasei. The GE 2036 strain of L. paracasei may
be of interest, owing to its strong caseinolytic and aminopeptidase
action. Since aminopeptidases play an important role in the
hydrolysis of bitter peptides and in amino acid liberation, the
presence of lactobacilli in large numbers should play an important
role in the enhancement of the flavour of cheeses (Tan et al,, 19973;
Sasaki et al., 1993 ). Thus, the addition of selected strains with high

Table 5
Esterase activiy® of 24 strains of lactic acid bacteria isclated from Genestoso
cheese*

Strains Substrates
Maphtyl- MNaphtyl- Maphtyl- Maphtyl-
butyrate caprylate mirystate esterate
Lactococcus lactis subsp. lactis
GE 1.89° 265 1.90¢ 431¢
GE 12 ND® ND® ND® ND®
GE 13 ND* ND® ND* ND®
GE 18 1.84° 2347 2154 1.77°
GE 44 ND* ND® ND® ND®
GE 61 MD® ND® MO MD*
GE 102 ND® ND*® ND® ND*
GE 103 ND® ND® ND® MDE
GE 115 ND® ND* ND* MD*
GE 118 0.96 * ND® ND® ND®
GE 2363 51.06° 78.40" 309.38° ND*
GE 2375 5.76° 7.94° 43.46° MDF
GE 2379 6.32° 821* 3100 ND®
Lenconostor mesenteroides
GE 2002 NDE NS NDE MDE
GE 2003 ND* ND* ND* ND*
Lewconostoc pseudomesenteroides
GE 2068 255¢ 272¢ 168" 3.45°
Lactobacillus paracasei
GE 2036 ND® ND® ND* ND*
GE 2071 ND® 1.28% 1.84¢ ND®
Lactobacillus plantarum
GE 2077 ND® 4.66° ND* ND*
Enterococcus faecalis
MND® ND* ND* ND®
ND® 0.06% 1.58° NDF
GE 2320 11.69¢ 16170 166,167 NDE
GE 2371 MDF 6.18° 62.50° ND*
GE 2381 2604 281 41.84¢ MDE

"alues presented are means of two replicate evaluations for each strain.
PEsterase activity expressed as pmoles of f-naphthol released per min mg ' protein
of cell-free extract.

% Values corresponding to different bacterial strains of the same genus nol
showing a commen superscript differ significantly (p < 0.05).

MD: not detected in 240 min at 37 *C by using a cell-free extracts which contained
a certain amount of protein,

aminopeplidase activity as starters would increase proteolysis and
might improve the flavour of cheeses.

The GE 2320 strain of E faecalis might be included in certain
starters because of ils high level of caseinolytic and dipeptidase
activity, once it has been established that it is not pathogenic.
The detection of enterotoxins and the screening for virulence
factors of the Enterococcus strains is necessary to ensure their safety
(Tompkins et al, 2008).
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The enzymatic activities of 24 lactic acid bacteria strains have been studied. Lactebacilli strains
exhibited the highest B-galactosidase and aminopeptidase activities. Acid phosphatase activity was
high in lactobacilli and lactococci strains. Esterase activity was observed for leuconostoc and
lactobacilli strains. The hydrophobicity test and the biogenic amines detection were also tested in some
strains selected for their use as autochthonous starters in cheese manufacture. In general, all strains
showed degrees of hydrophobicity greater than 70%, and were poor foermer of histamine and cadaverine
and medium putrescine former. Tyramine production was medium in three strains and low in two

strains of Lactococcus.

Key words: Autochthonous starters, cheese, lactic acid bacteria, biogenic amines, enzymatic activity.

INTRODUCTION

Lactic acid bacteria (LAB) with interesting technological
and probiotic properties are used as starters in the
manufacture of fermented dairy products, such as milk
drinks and yoghourts, and their use in cheese production
is a common practice nowadays (Méakeldinen et al,
2009). The cheese constitutes an adequate habitat for
the probiotic bacteria in respect to the other fermented
products, contributing to their survival also in the human
intestinal tract (Bergamini et al., 2008).

Enzyme substrates are powerful tools used extensively in

microbiclogy to  study metabolic pathways of
microorganisms and to enumerate and identify
microorganisms. The hydrophobicity cellular is a

necessary characteristic to aggregation and adhesion of
the cells to intestinal epithelium and constitutes a
requisite in the probiotic strains (Pérez et al., 1998; Del

Re et al., 2000). LAB with decarboxylase activity of amino
acids could produce biogenic amines (BA) in fermented
foods, as is the cheese. Then, the presence of BA is
often inevitable in these products, although it could be
conditioned by hygienic and technological aspects
(Martuscelli et al., 2005; Curiel et al., 2011). Several
authors have reported the presence of putrescine,
cadavering, histamine and tyramine in products in which
LAB grow (Arena and Manca de Nadra, 2001; Martuscelli
et al., 200%). In the fact, tyramine and histamine are the
main biogenic amines in cheese (Burdychova and
Komprda, 2007).

The aim of this preliminary study was to evaluate
several functional and technological characteristics of
LAB strains, isolated from artisanal Genestoso cheese.
The enzymatic activities screening by rapid methods
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(API-ZYM system), the ability to produce biogenic
amines, the hydrophobicity index and the incompatibility
among the strains, were analysed in order to provide
information on their approach as adjuncts or starters.

MATERIALS AND METHODS
Lactic acid bacteria strains

Twenty-four strains were chosen on the basis of their antimicrobial
activity against four Gram-positive reference strains from 420
strains isolated from Genestoso cheese, an artisanal Spanish raw
cow's milk cheese, to study their technological aptitude (Gonzélez
et al., 2007; 2010). In the present work, enzymatic activities using
the semi quantitative API-ZYM system were tested for these strains.
The hydrophobicity test. the biogenic amines detection and the
incompatibility of growth were also tested in five selected sirains by
their technological aptitude. The strains were cultured in Man-
Rogosa Sharpe (MRS) broth at 30°C for 18-24 h before been tested
by the following assays.

Enzymatic activity

The enzymatic activity of the LAB strains was evaluated using the
API-ZYM system (BioMérieux, Marcy-I'Etcile, France). This activity
was measured by comparing the colour developed within five
minutes with the API-ZYM colour reaction chart (Durlu-Ozkaya et
al., 2001) and the results expressed as nmol of substrate
hydrolysed.

Surface hydrophobicity assay

The characteristic of the cell surface was determined following the
recommendations of several authors (Pérez et al., 1998; Nostro et
al., 2004, Dewan and Tamang, 2007). The cell surface hydrofobicity
(H%) was calculated according to Nostro et al. (2004).

Fresh cultures of strains selected as starter culture from
Genestoso cheese, were grown in MRS broth at 30°C for 24 h and
then centrifuged at 8000 g for § min. The pellet was washed three
times with 9 mL of Ringer solution and thoroughly mixed. 1 mL of
the suspension was taken and the absorbance at 580 nm was
measured. Equal volumes of suspension and n-hexadecane were
mixed in duplicates and mixed thoroughly. The phases were
allowed to separate by decantation for 30 min at room temperature.
The aqueous phase was carefully removed and the absorbance at
580 nm was measured. The decrease in the absorbance of the
agueous phase was taken as a measure of the cell surface
hydrofobicity (H%), which was calculated according to Mostro et al.
(2004), which consider “hydrophobic" a percentage hydrophobicity
index greater than 70%.

Biogenic amines production

Production of biogenic amines was tested by qualitative and
quantitative methods. Qualitative analysis was performed in a
different amino acid decarboxylase media described by Bover-Cid
and Holzapfel (1999). The media were supplemented with the
corresponding precursor amino acids (L-histidine
monohydrochloride,  L-ornithine  monohydrochloride,  L-lysine
monochydrochloride and tyrosine disodium salt) at 1% final
concentration. The production of at least one biogenic amine was
recorded by the formation of a purple colour in the decarboxylase
broth, according to Curiel et al. (2011). Biogenic amine production
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was confirmed by analytical quantitative methods, such as high
performance liquid chromatography (HPLC). The samples were
prepared following the procedures reported by Bover-Cid and
Holzapfel (1999) and Burdychova and Komprda (2007). Samples
were derivatized by dansyl chloride solution and the analysis were
performed according to the methods of Eerola et al. (1993) and
Martuscelli et al. (2005).

Detection of incom patibility of the strains

Agar spot test assay was used to study the incompatibility among
the lactic acid bacteria, as described by Casla et al. (1998).

RESULTS AND DISCUSSION

None of the 24 strains showed a-galactosidase, B-
glucuronidase, a-mannosidase and a-fucosidase
activities (Table 1). LAB strains without B-glucuronidase
activity could be considered probioctic flora for human.
Lactobacilli and one strain of leuconostoc showed high B-
galactosidase activity (> 40 nmol substrate hydrolysed).
These results agree with those obtained by Mathara et al.
(2004) and Dewan and Tamang (2007), who reported
that the B-galactosidase is the main enzyme by which
homofermentative lactobacilli transform lactose into lactic
acid. B-galactosidase contributes to the acidification of
dairy products, reduces the intolerance to lactose found
in certain human populations and can stimulate the
growth and colonization of bifidobacteria with a probiotic
effect in the human intestine (Zarate and Lopez-Leiva,
1990). In fact, this enzyme is included in the "Probioctic
Active Substance”, a concept, introduced by Naidu et al.
(1999).

The absence of a-glucosidase activity in lactococci
strains concurs with previous studies (Herreros et al.,
2003) and may be due to the fact that phospho-B-
galactohydrolase is the predeminant carbohydratase in
Lactococcus (Marshall and Law, 1984). This activity was
low or not detected in enterococci strains. Alkaline
phosphatase activity was very low or not detected for all
strains, which agrees with other authors (Herreros et al.,
2003). In contrast, acid phosphatase activity was
generally high for several strains of lactococci and
lactobacilli tested.

Most strains showed an esterase or esterase-lipase
activity on short-chain fatty acids, so lipase (C14) activity
was not detected or was very low. These results agree
with those reported by Ballesteros et al. (2008) and
Arenas (2007), who concludes that in this artisanal
cheese, the short-chain fatty acids predominate during
the first stages of ripening, when LAB reached higher
presence in the cheese. The low level of protease
activity, the high peptidase activity and the low levels of
esterase-lipase (C4 and C8) activity among the LAB
strains tested could be desirable traits for flavour and
texture development during cheese ripening.

All the 24 strains tested showed Leu-arylamidase
activity, reaching high values for some strains.
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Table 2. Hydrophabicity (%) and biogenic amines production by the lactic acid bacteria strains isolated from Genestoso cheese’.
: . - Biogenic amines production (ug mL™')*
s Strain® % Hydrophob
S = ydrophobicity — trescine Histamine Gadaverine _ Tyramine

Lactococcus factis subsp. lactis  Ge 11 77.93 2218 7.56 8.40 3.16

Ge 12 90.09 23.22 n.d. 7.86 2.26

Ge 2363 B85.68 34.54 7.8 6.84 89.26
Lactobacillus paracasei Ge 2036 87.34 52.42 n.d. 9.02 33.74
Enterococcus faecalis Ge 2320 69,05 14.48 6,32 8.16 79.20

*Walues presented are means of two replicates evaluations for each bacterial strain; strains of Genestoso cheese; “biogenic amines
production in a medium supplemented with the corresponding precurser amino acid; nd, not detected.

results agreed with other authors who studied
hydrophobicity of LAB strains isolated from fermented
milk products and its correlation with the adhesion ability
(Perez et al.,, 1998, Dewan and Tamang, 2007). In fact,
the adherence is important in the selection of probiotic
bacteria (Shah, 2001, Kos et al., 2003). All the strains
tested were positive for tyrosine decarboxylase activity
using the procedure described by Bover-Cid and
Holzapfel (1899) and all the strains, except Lactobacillus
paracasei Ge 2036, were also positives for histamine.
The determination of the amino acid-decarboxylase
activity of LAB may result in numerous false negative
responses due to the acid production by LAB (Bover-Cid
et al., 2001) or to an insufficient growth of the strains.
False-positive results could be obtained too in some
strains (Curiel et al., 2011). Consequently, the biogenic
amines production evaluated by rapid screening methods
using the decarboxylase medium was confirmed by
HPLC. According to Ozogul and Ozogul (2007) three
categories are defined based in the amine production
capacity: “Good amine former® (100-1000 pg mL™"),
“medium amine former’ (10-100 pg mL"') and “poor
amine former” (< 10 g mL™). The results are presented
inTable 2.

The production of amines was different among the
bacterial species of the same family and even within
strains of the same bacterial species, as reported by
Ozogul and Ozogul (2007). The strains tested
accumulated little amount of histamine from histidine.
However, the strain Enterococcus fascalis (Ge 2320) was
good histamine and tyramine former but in the enriched
broth with other amino acids. Ozogul and Ozogul (2007)
reported that other biogenic amines, more than the amine
formed from the amino acid added to the decarboxylase
broth, could be produced by the strains, because the
medium composition. Lactobacilius. paracasei Ge 2036,
Enterococcus faecalis Ge 2320 and Lactococcus. lactis
subsp. factis Ge 2363 are medium tyramine former from
tyrosine. The accumulation of histamine and tyramine in
some specific cheeses or other fermented products has
been associated with the presence of LAB (Silla-Santos,
1996; Bover-Cid et al., 2001, Martuscelli et al., 2005).
Putrescine and cadaverine have also been detected in
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large quantities in mature cheeses (Moret et al., 1992).
The results of this research work in addition to results
obtained in other studies carried out on enzymatic
characterization of LAB isolated from Genestoso cheese
(Gonzalez et al., 2010) constitute an essential tool to
select LAB strains with interesting characteristics from a
technological point of view.

Conclusions

L. factis subsp. factis Ge 12 and Ge 11 show interesting
characteristics from a technological point of view.
Consequently, these strains could be tested later in the
manufacture of several batches of cheese under
controlled conditions in order to design autechthonous
starters for the industrial manufacture of artisanal
cheeses. There is no doubt that non-starter LAB are
essential to the development of the desirable flavours in
cheese. Thus, selected strains of non-starter LAB, as L.
paracasei Ge 2036 strain, selected by their high
peptidase activity, could be added as starters or adjuncts
in the cheese making process. However, this strain was a
medium biogenic amines former for putrescine and
tyramine. Its behaviour could be studied in this cheese
and, if it would be necessary, other lactobacilli strains
could be tested too.
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EVOLUCION DE LA FLORA MICROBIANA DURANTE LA ELABORACION Y MADURACION
DEL QUESO DE GENESTOSO

Arenas, R.*, Gonzélez. L., Gonzélez. J.. Tomadijo, E. v Fresno, J M.
Dpto. de Higiene v Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Leon. 24071 1 eon
e-mail: dhtrac@unileon.es

INTRODUCCION

El queso de Genestoso se elabora de modo artesanal en la localidad de Genestoso. situada al N.O. de
Asturias. en el concejo de Cangas del Narcea. Este queso se elabora en la actualidad a partir de leche de
vaca, si1 blen originariamente la materia prima empleada era leche de cabra o mezcla de leche de cabra, vaca
v oveja. Es un gueso de coagulacion lactica para cuya elaboracion se parte de leche cruda de vaca recién
ordefiada que se deja coagular a temperatura ambiente despues de afadir 10 a 20 ml de cuajo de fuerza
[:10.000. Transcurridas 24 horas se transfiere la cuajada a un escurndor donde permanece desuerando
durante otras 24 horas. La cuajada se salazona v una vez trabajada se transfiere a moldes de esparto donde
se deja orear durante | a 2 dias. Transcurrido este tiempo se retira del esparto v se madura durante unos 15
a 30 dias en funcion de la época del afo v de las condiciones climatologicas. Los quesos adquieren la forma
que les confiere el cincho v a los 30 dias pesan en tormo a | Kg.

METODOLOGIA

Para la realizacion de este estudio artesanos de la zona elaboraron 4 partidas de queso de Genestoso, dos en
el periodo de otofio-invierno v otros dos en el de primavera-verano. De cada lote se tomaron muestras de
leche. cuajada y queso de 7, 15, 30, 45 y 60 dias de maduracion. En cada una de las muestras se investigo la
evolucion seguida por los siguientes grupos microbianos: flora aerobia meséfila total (PCA, 30°C, 48
horas), flora aerobia psicrotrofa total (PCA, 7°C. 10 dias). flora acidolactica (M17.30°C, 18-24 h: Rouosa,
30°C, 5 dias: MSE, 22°C, 4 dias). enterobacteriiceas (VRBGA, 37°C. 18 a 24 h). enterococos (KAA, 37°C,
24 h). micrococaceas (MSA. 30°C, 48 h) y mohos y levaduras (OGYEA, 22-25°C, 5 dias).

RESULTADOS

En PCA. M17 y MSE los recuentos mas elevados se obtuvieron en la cuajada. con valores (log ufc/a) de Y a
10, 7a 8 y 7 a 6, respectivamente. En Rogosa los recuentos mas altos se alcanzaron a los 30 dias de
maduracion en los lotes de otofio (log ufc/a: 6-7) v en los de primavera (log ufe/g: 8 a 9), en los que s¢
mantuvieron hasta los 60 dias de la maduracion. Los recuentos en MSA fueron bajos en todos los lotes, {log
ufe’g: 1-2 en cuajada), no pudiéndose detectar a partir de los 15 dias en los lotes de otofio v a partir de los 7
dias, e incluso antes, en los lotes de primavera. En OGYEA se obtuvieron los maximos recuentos a los 15y
30 dias de la maduracién en los lotes de otofio v a los 30 dias en los de primavera, con recuentos (log ufc/g)
entre 6 y 8. En KAA los maximos recuentos (log ufc/g) fluctuaron entre 7 v 3. segiin lotes. Los maximos
recuentos en VRBGA se alcanzaron en la cuajada en todos los lotes. En uno de los lotes de otofio yen los
dos de primavera no se pudo detectar crecimiento en este medio a los 7 v 30 dias de la maduracion,
respectivamente.

CONCLUSIONES

Los recuentos de la flora aerobia meséfila total tuvieron una evolucion similar en los lotes de otofio v de
primavera. Los recuentos en M17 y en MSE evolucionaron de modo mas paulatino en los lotes del otono.
siendo mas irregular en los de primavera. En Rogosa los recuentos en los lotes de otone fueron, por lo
general de | a 2 unidades logaritmicas més bajos que los de prnimavera. Los recuentos en KAA y VRBGA
difirieron considerablemente dependiendo de los lotes v la epoca del ano.
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IDENTIFICACION DE BACTERIAS LACTICAS AISLADAS
DEL QUESO DE GENESTOSO

El queso de Genestoso se elabora de modo artesanal en Genestoso, localidad
situada al N.0. de Asturias, en el concejo de Cangas del Narcea. Este queso se
elaboraba originariamente a partir de leche de cabra o mezcla de leche de cabra, vaca
y oveja. En la actualidad se emplea leche de vaca de |a raza Asturiana de los Valles,
la cual se caracleriza por su gran riqueza en proteina y materia grasa. Se trata de un
queso de coagulacién predominantemente l4ctica, con un periodo de maduracién
que no suele superar los 30 dias.

El objetivo de este trabajo fue identificar a nivel de género la poblaci6n de bacterias
lacticas aisladas del queso de Genestoso, elaborado por procedimientos artesanales.
Para la realizacion de este estudio artesanos de la zona elaboraron cuatro partidas de
queso de Genestoso, dos en primavera-verano y olras dos en otofio-invierno. En
cada lote se tomaron muestras de leche, cuajada, y queso de 7, 15, 30, 45 y 60 dias
de maduracion, reuniendo un total de 28 muestras.

Los medios de recuento y aislamiento de a flora léctica fueron agar MSE, agar M17
y agar ROGOSA. En cada medio se aislaron 10 cepas por lote y punto de muestreo.

Para la adscripcion a género de las cepas aisladas se realizaron las siguientes
pruebas: Gram y morfologia, catalasa, produccién de CO? a partir de la glucosa,
desaminacion de la arginina, crecimiento a 10°C y a 45°C, crecimiento en MRS con
un 6,5% de NaCl y fermentacién de diversos carbohidratos.

El 42.86% de las cepas aisladas en agar M17 y el 37,86% de las cepas aisladas en
agar MSE fueron adscritas al género Lactococcus. E1 83,57% de las cepas aisladas
en agar Rogosa, el 6,42% de las aisladas en agar M17 y el 10% de las aisladas en
agar MSE fueron adscritas al género Lactobacillus, mostrando el agar Rogosa
elevada selectividad para el aislamiento de lactobacilos. El 26,43% de las cepas
aisladas en agar MSE, el 10,71% de las aisladas en agar M17 y el 8,57% de las
aisladas en agar ROGOSA fueron adscritas al género Leuconostoc. Por Gltimo, se
consideraron Enterocaccus el 25,71% de las cepas aisladas en agar MSE y el
29,29% de las aisladas en agar M17.
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MIC-P-12 ESTUDIC DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
CEPAS DE BACTERIAS LACTICAS AISLADAS DEL QUESO DE
GENESTOSO DURANTE SU MADURACION

Gonzilez Arias, L.; Arenas, R.; Sacristan, N.; Genzdlez Prieto, J.;
Fresno, J.M. y Tornadijo, M.E.
Dpto. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Ledn

El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad antimicrobiana de
127 cepas aisladas en agar Rogosa durante la elaboracion y madura-
cién del queso de Genestoso, frente a las cepas de referencia:
Lactobacillus plantarum (CECT 748), Listeria monocytogenes (CECT
4031), Clostridium tyrobutyricum (CECT 4011), Enterococcus faecalis
(CECT 481) y Staphylococcus aureus (CECT 240}, Lactobacillus plan-
tarum (CECT 748) y Enterococcus faecalis (CECT 481) fueron
cultivadas en caldo MRS (Oxoid) a 30°C durante 24 h. Listeria mono-
cytogenes (CECT 4031) fue cultivada en Tryptone Soya Broth (TSB,
Oxoid) con 0.6% Yeast Extract supplement (TSBYE, Oxoid) a 30°C
durante 24 h. Staphylococcus aureus (CECT 240) en TSB y Clostri-
dium tyrobutyricum (CECT 4011) en Tyrobutyricum Broth Base
(Oxoid), ambas cepas incubadas a 37°C durante 24 h. La actividad
antimicrobiana de las cepas se determind mediante el “método de
siembra de gota en superficie” y el “método de difusién en placa”.
Todas las cepas ensayadas inhibieron a las cepas de referencia Lac-
tobacillus plantarum (CECT 748), Listeria monocytogenes (CECT
4031), Clostridium tyrobutyricum (CECT 4011), Enterococcus faecalis
(CECT 481) y Staphylococcus aureus (CECT 240) cuando se ensayd el
método de siembra de gota en superficie, excepto 15 cepas. 8 perte-
necientes al género Leuconostoc y 7 al género Lactobacillus, que no
inhibieron a Lactobacillus plantarum CECT 748. Ninguna de las ce-
pas ensayadas fue activa frente a Lactobacillus plantarum (CECT
1539), Listeria monocytogenes (CECT 4031), Clostridium tyrobutyri-
cum (CECT 4011) v Staphylococcus aureus (CECT 240), cuando se
empled el método de difusién en placa, después de neutralizar y tra-
tar el extracto con catalasa para excluir la accion debida a los acidos
orgénicos y al peroxido de hidrégeno. Sélo 6 cepas, 3 leuconostocs y
3 lactobacilos homofermentativos, continuaron mostrando actividad
antimicrobiana y tnicamente frente a la cepa de referencia Entero-
coccus faecalis (CECT 481). Por consiguiente, el efecto inhibitorio que
muestran estas 6 cepas podria deberse a la presencia de bacterioci-
nas o metabolitos similares a las bacteriocinas.

Los autores desean expresar su agradecimiento a la Universidad de Ledon (Proyecto
ULE2003-19, Modalidad 2)
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R84 de Pediccoccus penicsacsus como vector de clonacién de bacteriz

*Departamento dz Microbiologia y Parasitclogia, "Departamento de Fisiologiz Vegetal. *Departamsnio de Quimica Analitica,
Muiricion y Bromatologia (Tecnologie de Alimentos). Escusla Poliiécnica Superior, Universiciad de Santiago de Compostala, 27002-

Lugo. E-mail: mtalegre@lugo.usc.es

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son Utiles para la
industria alimentaria por su contribucion a las
propiedades organolépticas de alimentos fermentados
y por su capacidad de producir bacteriosinas [1]. Los
esfuerzos encaminados a aumentar la disponibilidad
de vehiculos de clonacion plasmidicos para las BAL,
supenen un incremento en las posibilidades de
manipulacion genética de las mismas. Los plésmidos
pR34C1, pR34C2 y pRS4C3 [2, 3], construidos con
pRS4, pUCT9 y el gen de resistencia a cloranfenicol
procedente de pLPB25 se introdujeron por
electroporacién en Lactobacilius plantarum,
Lactobacillus  casel, Pediococcus pentosaceus vy
Pediococcus  acidilactici en donde se mantienen
establemente lo que, hasta el presente [1], convierte a
pRS4 en el primer plasmido de P. pentosaceus,
replicative por circulo rodante, que ha sido empleado
como vecior de clonacién en BAL. Los infructuosos
intentos de electrotransformacion de Enterococcus
faecalis con los derivados de pRS4 bajo las mismas
condiciones en las que otros plasmidos de Gram-
positivas  (pCU1 y pBT2 [2]) transforman y se
mantienen de forma estable en E. faecalis, sugieren
que pR34  funciona selectivamente en algunas

A-163

especies de BAL concretamente en el super-cluster de
los Lactobacilos pero no en todas las BAL. Estos
resultados parecen indicar que las construcciones
derivadas de pRS4 podrian servir como vehiculos de
clonacion  selectivos para  determinadas BAL
alimentarias sin riesgo de transferencia horizontal a
otras bacterias como E. faecalis, que es considerada
patégena o cuando menos indeseable y que
potencialmente puede estar presente en algunos
productos alimenticios.

Los autores agradscen a Ma XUNTA de Galicia
(PGIDITOZ2BTF29101) la financiacion del presente trabajo.
[1]Shareck, J., Choi, Y., Lee, B. and Miguez, C.B. (2004)
Cloning vectors based in cryptic plasmids isolated from lactic
acid bacteria: their characteristics and potential applications in
biotechnology. Crit. Rev. Biotechnol. 24: 155-208.

[2]Alegre, M.T., Rodriguez, M.C. and Mesas, J.M. (2004)
Transformation of Lactobacillus plantarum by electroporation
with in vitro modified plasmid DNA. FEMS Microbiol. Lett. 241,
73-77.

[3lAlegre, M.T., Rodriguez, M.C. and Mesas, J.M. (2005)
Nucleotide sequence, structural organization and host range
of pRS4, a small cryptic Pediococcus pentosaceus plasmid
that contains two cassettes commonly found in other lactic
acid bacteria. FEMS Microbial. Lett. (Enviado).

Bacterias lacticas (laciccocos) azisiadas del queso de Genestoso durante su maduracion: actividad
o

antimicrobiana frente a cepas de referencia

Genzalez Arias, L., Arenas, R., Sacristan, N., Gonzalez Prieto, J., Fresno, J.M. y Tornadijo, M.E.
Dpto. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Leén, 24071-Ledn, E-mail: dhtmet@unileon es

El queso de Genestoso recibe su nombre del municipio
en el que se elabora, perteneciente al concejo de
Cangas de Narcea, localizado en el Principado de
Asturias. Su elaboracion se lleva a cabo de forma
exclusivamente artesanal a partir de leche cruda y la
produccion es muy limitada. Uno de los principales
problemas que plantea la distribucién de este queso es
Iz ausencia de garantias de calidad higiénica y la falta
de homogeneidad. Estos problemas podrian paliarse
pasterizando la leche y adicionando fermentos
integrados  por bacterias  lacticas con  aptitud
tecnologica demostrada y con capacidad para producir
bacteriocinas.

El objetivo de este trabajo fue comprobar la actividad
antimicrobiana de las cepas de bacierias lacticas
aisladas en agar MSE durante la elaboracion y
maduracion del queso de Genestoso frente a 5 cepas
de referencia, aigunas de las cuales tienen caracter
patégeno o pueden actuar como agentes alterantes de
los alimentos.

Durante la elaboracion y maduracion el queso de
Genestoso se aislaron en agar MSE un total de 140
cepas, de las cuales 138 fueron identificadas como
bacterias  lacticas. Se comprobd la  actividad
antimicrobiana de 133 cepas de bacterias lacticas (5
cepas no crecieron en cultivos sucesivos). Las cepas
indicadoras empleadas para ensayar la actividad
antimicrobiana fueron obtenidas de la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipos (CECT) (Universidad de

Valencia). Listeria monocytogenes (CECT 4031),
Staphylococcus aureus (CECT 240), Enterococcus
faecalis (CECT 481) y Clostridium tyrobutyricum
(CECT 4011). Ademas, se comprobé la actividad
inhibidora frente a una cepa de referencia
Lactobacillus plantarum (CECT 748).

Para detectar la aclividad antimicrobiana de las cepas
se empled el ‘método de siembra de gota en
superficie” y el “método de difusion en placa” para
delectar las cepas productoras de bacteriocinas, tras
obtener por centrifugacién el extracto libre de células
que contiene la actividad antimicrobiana.

Se detectaron 6 cepas como posibles productoras de
bacteriocinas, una de las cuales pertenece al género
Lactococcus y produjo inhibicién frente a Clostridium
tyrobutyricum (CECT 4011); las cinco restantes
pertenecen al género Cterococcus Yy produjeran
inhibicion frente a Clostridium tyrobutyricum (CECT
4011), Listeria monocylogenes (CECT  4031),
Enterococcus faegcalis (CECT 481) y Lactobacillus
plantarum (CECT 748).

El efecto inhibitorio que presentan estas seis cepas
podria deberse a la produccién de bacteriocinas o
metabolitos similares a ellas. El paso siguiente sera
comprobar su naturaleza proteica y proceder, en su
caso, a la purificacién y caracterizacion de las
bacteriocinas detsctadas.
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CON CAPACIDAD ANTIMICROBIANA, AISLADAS DEL QUESO DE
GENESTOSO

N. Sacristan®, L. Gonzdlez, R. Arenas, H. Sandoval, J. M. Fresno
y M. E. Tornadijo

Dpto. Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria. Universidad de Ledn, 24071~
Ledn. dhinsv@unileon.es

Las bacterias lacticas desempefan un papel fundamental en el desarrollo de las
caracteristicas organoclépticas de los quesos. La capacidad acidificante es probablemente la
propiedad méas importante de las bacterias lacticas al contribuir a la coagulacion y al
desarrollo de la textura de los quesos. La utilizacion de cultivos iniciadores, constituidos
por bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales y seleccionadas en base a su aptitud
tecnolégica y a la capacidad de producir compuestos antimicrobianos frente a
microorganismos patogenos, puede tener interés en la elaboracion de quesos con leche
cruda, al contribuir a la salubridad del producto y a conservar las caracteristicas
tradicionales de los quesos.

Se estudis la aptitud tecnologica de 24 cepas de bacterias lacticas aisladas del queso de
(3enestoso, seleccionadas por su capacidad de producir bacteriocinas. Estas cepas fueron
clasificadas a nivel de género por métodos clasicos y se adscribieron a especie mediante
técnicas genéticas (PCR). Se¢ determind la actividad acidificante de las cepas después 6, 12
y 24 h. de incubacién a 30°C, asi como su capacidad proteolitica y lipolitica evaluadas
cualitativamente. La capacidad caseinolitica se comprobo en agar leche y la capacidad de
lipélisis de la tributirina en agar tributirina. Se determiné también la actividad enzimatica
general mediante el sistema APL ZYM.

Las 24 cepas de bacterias lacticas fueron adscritas a las siguientes especies:
Enterococcus faecalis (5 cepas), Lactococcus lactis ssp. lactis (13 cepas), Leuconostoc
mesenteroides (2 cepas), Lactobacillus paracaser (2 cepas), Leuconostoc paramesenteroides
(1 cepa) v Lactobacillus plantarum {1 cepa).

Los lactococos mostraron mayor capacidad acidificante que los lactobacilos, con valores
en torno a 0,70 g. acido lactico/ 100 mL ! a las 24 horas de incubacion. Los enterococos
mostraron una capacidad acidificante similar a la de los lactococos, asi como la mayor
capacidad para hidrolizar la caseina. Sin embargo, ninguna de las cepas mostro actividad
lipolitica. .

Ninguna de las 24 cepas mostro actividad a-fucosidasa, a-manosidasa, p-glucuronidasa
ni a-galactosidasa. Solamente algunas cepas mostraron actividad fosfatasa alcalina, a-
quimotripsina, a-glucosidasa, B-glucosidasa y N-acetil-p-glucosaminidasa. Las dos cepas
pertenccientes al género Lactobacillus y una cepa de Lactococccus presentaron actividad
lipasa con valores bajos. Para la actividad esterasa se presentaron valores entre 10 y 20
nmol de sustrato hidrolizado, en las cepas de lactobacilos, tres leuconostocs, dos
enterococos vy dos lactococes. La actividad B-glusidasa alcanzo valores z 40 nmol para las
cuatro cepas que la mostraron. Las actividades leu-arylamidasa, fosfatasa acida y naftol-
fosfohidrolasa se detectarcn para todas las cepas ensayadas, con valores que oscilaron
entre 5 y 40 o mas nmol de sustrate hidrolizado.

Estos resultados junto con los que se deriven de posteriores estudios que tengan como
objetivo determinar la actividad enzimatica endocelular de las cepas, permilira seleccionar
aquellas con mejores aptitudes tecnoldgicas para su uso como cultivo  iniciador,
favoreciendo asi la industrializacion del queso de Genestoso.
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Estudio de la actividad proteolitica de Geotrichum candidum y
bacterias lacticas aisladas de quesos artesanales

N. Sacristan®, L. Gonzalez, H. Sandoval, J. M. Fresnoy M.E. Tornadijo
Dpto. Higiene y Tecnologfa de los Alimentos, Universidad de Ledn, Leon

La reaccion de los grupos ac-amino liberados por la hidrolisis de la caseina con el
O-phthaldialdehido y el B-mercaptoetanol da lugar a complejos que absorben
fuertemente a 340 nm. Este test de derivatizacién nos permite conocer de una
forma cuantitativa |la actividad proteolitica de microorganismos aislados a partir de
guesos artesanales. Dicha capacidad tiene interés tecnolégico en la fabricacién de
quesos.

El objetivo de este estudio fue cuantificar la actividad proteolitica de cepas de
bacterias lacticas y de Geotrichum candidum aisladas durante la elaboracion vy
maduracion de dos quesos artesanales.

Para llevar a cabo este estudio se eligieron: 24 cepas de bacterias lacticas
aisladas del queso de Genestoso seleccionadas previamente en base a su
actividad antimicrobiana frente a patdgenos conocidos y microorganismos
alterantes de la calidad del producto final y 41 cepas pertenecientes a la especie
Geotrichum candidum aisladas del queso de Armada.

Las cepas de bacterias lacticas fueron incubadas en leche desnatada en polvo,
reconstituida al 10%, durante un periodo de 24 h a 30°C. Las cepas de
Geotrichum candidum fueron incubadas en el mismo medio durante 48 h a 25 °C.
Tras la incubacion se efectud el test de derivatizacion del O-phthaldialdehido. Los
resultados fueron calculados en base a una curva de calibracion con diferentes
diluciones de glicina en agua destilada y expresados en mM de glicina por L de
leche.

De las 24 cepas de bacterias lacticas sometidas a estudio, las que han mostrado
una mayor capacidad proteolitica son dos pertenecientes al género Enterococcus.
Las tres cepas de Lactobacillus sobre las que se realizé el test mostraron unos
valores de proteclisis medios similares a los mostrados por las cepas de
lactococos, si bien en éstas fueron ligeramente superiores. De las tres cepas de
Leuconostoc sometidas al test, dos mostraron los valores mas bajos de capacidad
proteclitica.

Diez cepas de Geolrichum candidum mostraron actividad proteolitica. Los valores
obtenidos oscilaron entre 1.209 y 4.685 mM/L, superando la mayoria de las cepas
la concentracién de 3 mM/L. Este comportamiento homogéneo en cuanto a la
actividad proteolitica parece indicar una cercania entre cepas basandonos en lo
apuntado por Boutrou (2004 y 2005) en cuanto a que la actividad enzimatica de
Geotrichum candidum depende fundamentalmente del tipo de cepa y también del
tipo de queso a partir del cual han sido aisladas las cepas.
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ESTUDIO DE LA APTITUD TECNOLOGICA DE CEPAS DE
BACTERIAS LACTICAS AISLADAS DE PRODUCTOS LACTEOQS
TRADICIONALES COMO CRITERIO DE SELECCION PARA TS0
COMERCIAL EN “STARTERS”

Leticia Gonzalez, Noelia Sacriztan® v Maria Eugenia Tornadijo
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Palabras clave: Bacterias lacticas, aptiud tecnologica, “srarters ™

Resumen. Se estudio la aptitud tecnelogica de veinticuatro bacterias lacticas aizladas de
quesas ariesanales v seleccionadas en base a sw capacidad pava producir compuesios
antimicrebimnos frente o microorganismos patagencs, por su inferés en la elaboracion de
gquesosr con leche cruda, al comtribuir a2 la salubridad del producte y a comservar las
caracterisiicas radicionales de loz quesos.

Para determingr la  actividad owminopepridasa e wilizaron comeo sushrator  las
paraniroanilidas de los L-amineacides: alaning, lencing, lizing y proling, v se siguic un
metode espectrafotomerice. La actividad carboxipeptidasa se determine sobre loz producios
de la reaccion de hidraliziz del anineacide arvomatice N-Carbebenzyloxy-L-Lencing gue son
defectados por especiraiotomeiria.

1. INTRODUCCION

El prmerpal objetrve de la caractenizacion de queses tadicionales &5 conocer en profimdidad
los aspectos tecnologicos, qumucos v mucrobiologicos del producto final + del quese a lo
largo del proceso madwative. La finahidad perseginda es aplicar fales conocmuentos en
posteriores elzboraciones de guesos a mwvel indushizl. La pasterizacion de la leche aporta sm
duda mandas ventajas: la elimmacion de nesgos higiémico-sanmifarios por presencia de
nucrosrgamsmos patogenos ¥ la homogeneidad de las partidas. Por el contianie, supone
tamnbisn la reshiccion de la onizmalidad v tipieidad de los queses tadicionales, al elimar wm
factor gue contribuye a la maduracion de los quesos v por consizuiente al desamollo ds la
textura, aroma ¥ sabor de los musmes,

La leche pasterizada desfinada a la fabnicacion de quesos que van a ser madurados es
moculada con fermentos lacticos comerciales que mmcorperan a la leche bacterizs lacticas con
capacidad acidificants v aromatizante (cepas de Lactococcus lachis ssp lactiz, Lactorocons
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lactiz =sp. cremoriz o Lenconostoc mesenfercides). Como es de suponer esta medida mo
rastablace la poblacion microbiana de la lache que participa en la madwmacion de los queseos,
va que enfre la mocrobiota "nom starter” adowieren especial imterss los lactobacilos,
enferooocos o micrococos. Desde este punto de +ista wna de las mrnoipales desventzjas que
supone |z mdustializacion de los quesos es la perdida de la enginahidad aportada por la
diversidad nucrobiana respomsable de la produccion de compuestos de aroma durante la
maduracion de los quesos.

e mvestiza por lo fanto la posibilidad de emplear bactenas lacticas aisladas de quesos
tradicionzles como cultivos imeladores autdctonos o “starters T autoctonos en la elaboracion
mdusiial de quesos tradicionales. Estos cultrvos miciadores aumtoctonos comtariam com la
veniaja respecto a los comerciales de conbinur a la maduracion apertande drversidad 2 los
quasos. La obtencion de dichos cultrves imeoladores awtoctonos exige el estodie de las
aptiudes fecnclogicas de tm mimero representatrvo de bactenas lacticas ¥ la seleccion de
cepas en fmcion de su capacidad acidificante, proteclitica v hpeliiea v tambien de su
capacidad antimucrobianz frente a posibles microcrzamsmeos patogencs o alterantes de los
quasos.

El wzbajo que mnes ocupa se planted con lz fnalidad de estudiar las actividades
ammopepidaza v carboxapeptidaza como parte del estudio de aptitud tecmelogica de las
bacterias lacticas aizladas de guesos artesamales que puedan ser uwhlizadas como eultivos
micizdeores en la fabricacion mdusmal de vanedades tradicionales da queseos.

1. MATERIAL Y METODOS

Las prushas de aptitod tecnologica se llevarom a czbo emplsando extractos hibres de
celulas preparades a partr de 24 cepas de bacterias lacticas menbadas en 25 ml. de caldo
LES moculads al 1% durante 16-24 horas 2 la temperatura de 307 C, considerande que en
ese flempo han alcanzado la fase estacionaria. Dichas cepas hablan side aisladas cem
anterioridad de wm gquese artesanal v seleccionadas en funcion de su capacidad
anfimucrobiana frente a microorgamsmos patogenos v cepas de referencia. Despues da dos
lavadeos con tampon tis-HCL 50 mbd s resuspendieron los sedimentos con 20 ml de
solucion de lisezima (30 me'ml) en el musmo tampon v se incubaron durante tma hora a
37 C para consegu la lisis celular.

1.1, Actividad aminepeptidaza

Para determomar la actividad aminopeptidasa == sizuio el metedo empleads por Bequenz
[1] usando como sustratos las paramitroanilidas de los L-ammmoacides: alamma, lencina,
lizina v prolina. e mudio la absorbancia 2 410 nm 2 mtervales de un mumato durante un
periodo de 15 mmutos. Se expraso el resultado come umdades de actividad enzimatica por
mg de protema total v por numiuto. Se defme la umdad enzmmatica como la canfidad de
enzima que produce un aumento de 0,001 wmdades en la abserbancia.
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1.2, Actovidad carboxipeptidaza

Los productos de la rezccton de hudrelisis del amuineaside arematice N-Carbobenzyloxy-
L-Leucina incubado a 37 C duwrante 15 mmutes con los extractos libres de celulas son
detectades por especirofotometria 2 370 nm, segun el metodo dasente por El Soda [2]. Asi
fue detectada la actividad carboxipeptidasa de las cepas seleccionzadas. Una vmidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de snzima que produce mm aumento en la

absorbancia de 0,01 umdades. El resultade se expreso como umdades de actividad
enzimatica por mg de proteina total por minute.

3. RESULTADOS YV DISCUSION

Las cepas de Lacrobacillus poracasei mosiraron en general la mavor actividad
aminopeptidaza. ¥ tambisn sa detecto elevada actrvidad Leu- v Lys- aminepeptidaza parz
cepas de Leuconozroc mesenteroides, Macedo [3] v Hemveros [4] tambien detectaron alta
actividad peptidasa para este tipo de cepas. La acttvidad anunepeptidaza en la mayeria de
los extractos libres de celulas de las cepas de Lacfococons ensayadas usando los sustratos
Ala-, Lys-, Pro- v Leu-p-nitroamlidz (pNA) mesulto con wvalores bajos o meluso no se
datecto actividad; a2 excepecion de cepas comeo GE 113 que mestro valores de actividad
altos para los cuatre sustratos v GE 118, GE 2363, GE 2375, GE 2379, GE 12 v GE 13 que
mosiraren altes valores de actividad para alpume de los sustrates. Oiros autores tampoco
defectan (o en su cazo es mmy baja) actividad amunopepidasza en los extractos libres de
celulas de Lactecoccusr  empleando dichos sustratos [4]. Las cepas ensavadas
partenecientss a Enterecoccus fascaliz mostraron en su mayoria valores bajos de actividad
aminopeptidasa.

La actrndad carbexipeptidaza es por lo general baja o ausente en las bactanas acidolacticas.
Alpunos autores sumersn que la actrvidad carboxipeptidzsa es una propiedad atipica de
Lactococcus spp. en los cultivos muctadores comerciales [3]. La actiidad carboxpeptidasa de
loz extractos hbtwes de celulas exammados fue mayvoritariaments mila o mry baja a excepeion
de cuatre cepas: GE 2320 v GE 2381 (Emterococcons faecalizy v GE 2362 v GE 2379
[Lactococons lactiz ssp. lacrs) que mostaron valores elevados, ssgudas por GE 2002 + GE
2003 { Lewconesior mesenferoides) con valores medios.

4. TABLAS

En las paginas sigmentes se mmestran las tablas que expresan los resultados obtemdos.
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Sustrarg p-N4
Cepas Ala p-NA | Lvs p-MNA | Frop-MA | Leu p-NA

Lacroceccus lacss ssp. lacks

GE 11 KD 0,221 D 0.443
GE 12 2144 1.038 ND D
GE 13 17214 2300 12084 i
GE 18 2701 1,307 1,025 M
GE 44 KD 14,853 WD 1051
GE &1 1738 1.018 3.013 1.218
GE 102 2514 4067 2.034 3488
ZE 103 3357 1442 1,331 1526
GE 115 15.287 £3534 &.200 4,400
ZE 118 .80 7,191 25,148 M
ZE 2363 KD 15 883 21180 32075
GE 2375 7608 5,536 KD NI
ZE 2370 20814 D 15218 48048

Leuconasioc mesenteroides
GE 2002 2 136 6,407 Ji| 12,814
GE 2003 15,345 25808 5. T55 34 528

Leuconstor preudomeseniroides
GE 2068 | 0,508 | 0,957 [ 0,478 | 1.435

Lactobaciiluz paracazer
GE 2036 13,891 91581 1.053 143 477
GE 2071 KD 17443 27410 27410

Lactobaciilus plantarum
GE2077 | ND I ND I ND | 18074

Enraracocous faecaiis
GE 24 0678 0,581 0372 1.
GE 35 235 1,347 0,786 1,
ZE 2310 15,682 18295 ND Iy
GE 2371 17089 KD WD 12 502
GE 2381 2334 D 5214 8.123

1N

s

Ll L2

d

Tabla [, Actividad aminopeptidasa de los extractes libres de celulas dz las bactarias selacciomadas,
gxpresadas come U.E. mg proteiza, mdo. 20 oo se ha defectade actividad
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Canas Axtividad
P carboxipeptidasa
Lactococcus lactis ssp. lactis
GE 11 D
GE 12 4 503
GE 13 MO
GE 18 MO
GE H D
GE él D
E 102 MO
== 103 MO
52 115 MO
== 113 D
GE 2363 15953
GE 2173 MO
GE 2378 28 264
Leuranazios masenigroides
ZE 2002 B.756
GE 2003 3,069
Leuconasios pravdomasaniaroides
GEJ068 | ND
Lactebacillus paracase
GE 2036 1.0468
ZE 2071 D
Laciodaciilus plantarm
GE 2077 | MD
Enterococcus faecalis
GE 14 MO
GE 35 MO
GE 2320 37113
GE 2371 MO
GE 2381 22048

N

coma ULE. mz profeing, min. MO oo se ha detectade actividad
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12, CONCLUSIONES

Las cepas pertenecientes a Lacfococcns lactiz ssp. lactiz  presentan, para las
actividades ensavadas, valores supenores a les observados por otos autores para
capas dal género Lactococons de “starfers”  comerciales, con lo cuzl podran ser
capas “non sfarfer que sporfaran caracterisiicas propias a los quesos artesamzles en
sus propiedades tecmologicas v organclepticas. Esto guedaria pendients de
confimeacion medianfe otvos estudios enmimaticos de aptitud tecnologica.

Algumas cepas de Lactobacillus v Lenconosioc ensavadas deberian ser objeto da

ofros ensayvos enzimaticos que confirmearan su valor come culivos mixtos muciadores
en la elaboracion de quesos artesanales a nivel mdusal.
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ESTERASE ACTIVITY OF LAB ISOLATED FROM AN ARTISANAL SPANISH CHEESE
N. Sacristan Vega, L. Gonzéalez, M.E. Tornadijo, J.M. Fresno
Higiene y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Leén, Leon, Spain

Background: LAB transform the lactose present in the milk into lactic acid and small amounts of carbon dioxide, acetic acid,
acetaldehyde, acetoin and diacetyl. Also they degrade proteins, fat and carbohydrate components of the curd, obteined into
process of making-cheeses.The use of starter cultures made up of strains of LAB coming from artisanal cheeses and selected
on the basis of their enzyme activity profile might be applicable to the large-scale or industrial manufacture of traditional- style
cheeses.

Objective: Determination of the esterase activity of LAB isolated from the artisanal Spanish cheese “Genestoso” in order to
obtain an autochthonous starter culture.

Methods: Free-cell extracts obtained from 24 strains isolated of artisanal Spanish cheese were screening for their esterase
activity by the method described by Castillo et al. (1999)".

Results:

1. The strains tested showed higher activity over short-chain substrates (butyrate and caprylate) than large-chain substrates
(mirystate and estearate).

2. The most hydrolized substrate was B-naphtyl-butyrate, which is the shortest-chain.

3. The B- naphtyl-estearate substrate was hydrolized only by three strains: two lactococci (GE11 and GE18) and one
leuconostoc (GE2068); the other 21 strains tested didn't show activity against this substrate.

4. Enterococcei were the strains with the highest esterase activity over all the substrates, except B-naphtyl-estearate; GE26 was
the only enterococci without this capability.

Conclusions:

1. Esterase activity was higher over short-chain substrates.

2. The most hydrolized substrate was B-naphtyl-butyrate and B- naphtyl-estearate was the least one.
3. Enterococci strains showed the highest activity over all the substrates tested.

References: 1 Castillo et al. Isolation and characterization of an intracellular esterase from Lactobacilius casef subsp. casei
IFPL731. Journal of Applied Microbiology (1999), 86 (4), 653-659.
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5.1.- Identificacion de las bacterias lacticas aisladas del queso de

Genestoso durante su maduracion

En el recuento y aislamiento de bacterias lacticas se utilizaron los de cultivo: agar M17,
agar MSE y agar Rogosa. En cada lote y punto de muestreo (leche, cuajada, queso a los 7, 15, 30,
45 y 60 dias de maduracién) fueron aisladas cinco cepas. Un total de 140 cepas en cada medio. Si
bien se incorporaron 3 cepas adicionales (1 en agar M17 y dos en agar ROGOSA) como resultado
de las operaciones de purificacion. De estas 423 cepas aisladas, 409 fueron identificadas y

asignadas a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc o Enterococcus.

El 55,32% de las cepas aisladas en agar M17 y el 35% de las aisladas en agar MSE fueron
adscritas al género Lactococcus. El 83,10% de las aisladas en agar ROGOSA, el 5,67% de las
aisladas en M17 y el 14,28% de las cepas aisladas en agar MSE fueron adscritas al género
Lactobacillus. El 26,43% de las cepas aisladas en agar MSE, el 7,80% de las aisladas en agar M17
y el 8,45% de las aisladas en agar ROGOSA fueron adscritas al género Leuconostoc. Por ultimo, se
adscribieron a Enterococcus el 22,86% de las cepas aisladas en agar MSE, el 27,66% de las
aisladas en agar M17 y el 3,52% de las aisladas en agar ROGOSA. Estos resultados se muestran

en la tabla I.

En base a los recuentos obtenidos, el agar M17 se comporté como un medio electivo
para Lactococcus ya que permitid el crecimiento de otros microorganismos, que en conjunto
constituyeron el 44,68% de las cepas aisladas en dicho medio. El agar MSE también se reveld
como medio electivo para Leuconostoc, ya que mas de un 70% de las cepas aisladas en este
medio no fueron adscritas a este género. Por el contrario, el agar ROGOSA mostré una elevada

selectividad para el aislamiento de Lactobacillus.

Los lactococos predominaron en leche, cuajada y durante la primera semana de
maduracién, momento a partir del cual fueron reemplazados por los lactobacilos. Los
leuconostoc constituyeron el segundo grupo aislado en mayor proporcién al término de la
maduracién. Nuestros resultados coincidieron con los descritos por otros autores para quesos

de caracteristicas similares (Alegria y col., 2009)
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Tabla I.- Distribucién, por medio de aislamiento, de los géneros de bacterias lacticas aisladas a partir de

cuatro lotes de queso de Genestoso durante su elaboracién y maduracion.

ROGOSA

N2 de cepas N2 de cepas N2 de cepas
78 55,32 49 35
Lactococos - -
Lactobacilos 6 4,25 8 5,71 118 83,10
homofermetativos
Lactobactlos. 5 1,42 1 8,57
heterofermentativos. - -
Leuconostoc 11 7,80 37 26,43 12 8,45
Enterococos 39 27,66 32 22,86 5 3,52
Levaduras 3 2,13 _ _ 4 2,82
Cepas no 2 1,42 2 1,43 3 2,11
identificadas ’ ! !
Cepas perdidas 5 _ 7 _ 8
Total de cepas 141 140 142
aisladas

5.2.-Estudio de la actividad antimicrobiana de las cepas de bacterias

lacticas aisladas durante la maduracion del queso de Genestoso

La actividad antimicrobiana de las 409 cepas de bacterias lacticas fue ensayada frente a
cinco cepas de referencia, pertenecientes a la Coleccion Espaifola de Cultivos Tipo (CECT):
Lactobacillus plantarum CECT 748, Listeria monocytogenes CECT 4031, Enterococccus faecalis

CECT 481, Clostridium tyrobutiricum CECT 4011 y Staphylococcus aureus CECT 240.

Las bacterias lacticas pueden desarrollar actividad antimicrobiana a través de diversos
mecanismos (Parente y Ricciardi, 1999). De hecho, el descenso del pH debido a la produccién de

acido lactico puede ser causa suficiente para inhibir el crecimiento microbiano (O’Keefe y Hill,
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1999). La produccion de otros acidos organicos o de perdxido de hidrégeno tiene también un
efecto bacteriostatico, asi como la produccidn de bacteriocinas o sustancias similares a ellas. La
actividad antimicrobiana de las cepas fue ensayada mediante el test agar spot, que permitio
observar la inhibicion del crecimiento de las cepas de referencia por parte de las cepas
estudiadas, y el test agar well diffussion, que supone la neutralizacién del extracto y un
tratamiento con catalasa para excluir cualquier efecto debido a dcidos organicos o perdxido de

hidrégeno, diferenciando asi la inhibicién debida a la presencia de bacteriocinas.

Con el test agar spot practicamente todas las cepas pertenecientes al género
Lactobacillus inhibieron a las cepas de referencia, a excepcidon de tres cepas que no inhibieron a
Lactobacillus plantarum CECT 748 y una que no mostré efecto sobre Listeria monocytogenes
CECT 4031. Después de utilizar el test agar well diffussion ningun lactobacilo tuvo capacidad
para inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes CECT 4031, Clostridium tyrobutiricum CECT
4011 y Staphylococcus aureus CECT 240. Sélo tres cepas continuaron mostrando inhibicién sobre
Enterococccus faecalis CECT 481 y otra sobre Lactobacillus plantarum CECT 748, que podria ser
atribuida a la presencia de bacteriocinas o metabolitos similares a ellas. Aunque la produccion
de bacteriocinas entre los lactobacilos aislados del queso de Genestoso ha sido detectada en
pocas cepas, algunos autores afirman que es relativamente comun en cepas de este género. Esta
capacidad les permite mayor poder de colonizacién y aumenta su competitividad frente a otras
bacterias (Garriga y col., 1993). Hay que tener en cuenta que la produccién de bacteriocinas
puede estar afectada por un amplio rango de factores como por ejemplo, la composicién del
medio, las fuentes de carbono, nitrégeno y fosfatos, los agentes surfactantes, los agentes
inhibitorios, el pH del medio, las condiciones de aireacién y la temperatura Optima de
crecimiento de las cepas. Ademas, para su produccion generalmente se requiere un medio
complejo cuyo pH no suele coincidir con el pH éptimo de la accién de la bacteriocina (Daba y
col., 1993). Otros factores como la adsorcién de la propia bacteriocina a la pared celular del

microorganismo productor también condicionan su actividad (Bhunia y col., 1991).

Con respecto a las cepas de lactococos, todas, excepto dos, inhibieron el crecimiento de
Clostridium tyrobutiricum CECT 4011 y Staphylococcus aureus CECT 240, de igual manera, todas
las cepas, excepto una, inhibieron a Enterococccus faecalis CECT 481; y finalmente, Listeria
monocytogenes CECT 4031 fue inhibido por la mayoria de cepas, exceptuando seis de ellas. En
cambio, Unicamente 24 cepas de lactococos tuvieron un efecto inhibitorio sobre Lactobacillus
plantarum CECT 748. Cuando se procedié a la confirmacién de tales resultados por el test de

agar well diffussion sélo 13 cepas de lactococos produjeron inhibicién sobre alguna de las cepas
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indicadoras. La capacidad de producir sustancias inhibitorias por parte de lactococos es
ampliamente referida en publicaciones cientificas. De hecho algunas bacteriocinas se vienen
utilizando desde hace tiempo como aditivos, tal es el caso de la nisina. Las cepas de lactococos
productoras de sustancias activas frente a Listeria monocytogenes tienen una interesante
proyeccidon como cultivos iniciadores en la elaboracidon de quesos (Liu y col., 2008; Dal Bello y
col., 2012). Las bacteriocinas pueden ademas ser incorporadas en los alimentos en forma
concentrada como aditivos, reduciendo asi la adicion de compuestos quimicos y la aplicacién de
tratamientos tecnoldgicos que puedan menoscabar la calidad del producto. Ademads, pueden
presentar efectos sinérgicos cuando se usan en combinacidon con otros agentes microbianos,

limitando asi el desarrollo de cepas resistentes (Galvez y col., 2007; Galvez y col., 2008)

Las cepas de leuconostoc estudiadas ejercieron efecto inhibitorio sobre todas las cepas
de referencia con excepcion de Lactobacillus plantarum CECT 748. Cuando se ensayaron con el
test agar well diffussion sélo tres cepas mostraron efecto inhibitorio frente a Enterococccus

faecalis CECT 48.

Todas las cepas de enterococos aisladas en los tres medios elegidos inhibieron a las
cinco cepas de referencia. Sin embargo, sélo cinco cepas mantuvieron la accién inhibitoria
cuando se neutralizo el extracto y se tratd con catalasa. Dos fueron activas frente a Clostridium
tyrobutiricum CECT 4011 y Listeria monocytogenes CECT 4031, otras dos inhibieron Unicamente
a Clostridium tyrobutiricum CECT 4011 y una mantuvo la actividad frente a Listeria

monocytogenes CECT 4031.

La capacidad de los enterococos para producir bacteriocinas de amplio espectro ha sido
demostrada en estudios similares (Giraffa, 1995). La caracterizacion de enterocinas y el estudio
de su eficacia como agentes antimicrobianos frente a Listeria monocytogenes es objeto de
numerosos trabajos encaminados a demostrar su potencial de aplicacidn en alimentos (Ennahar
y col., 1998; Huang y col., 2013). La actividad listericida de las enterocinas abre la posibilidad de
emplear cepas de Enterococcus faecium y/o Enterococcus faecalis productores de bacteriocinas

como cultivos en la elaboracion de quesos (Foulquié y col., 2003)
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5.3.-Adscripcion a nivel de especie de las cepas con actividad

antimicrobiana

Se ha utilizado el criterio de actividad antimicrobiana para realizar una seleccién sobre
las 409 cepas de bacterias |acticas identificadas a nivel de género. De la totalidad de las cepas
hemos seleccionado las 24 que mostraron actividad antimicrobiana frente a las cepas de
referencia anteriormente citadas. Estas cepas fueron identificadas a nivel de especie por

métodos genéticos.

De las 24 cepas, 13 fueron adscritas a la especie Lactococcus lactis subsp. lactis. Diez de
ellas ya habian sido adscritas a esta especie usando el método APl 50CH, mientras que dos

fueron identificadas como Enterococcus mediante las pruebas bioquimicas tradicionales.

Dos cepas fueron identificadas como Leuconostoc mesenteroides, coincidiendo con la
identificacion bioquimica. No obstante, el método API 50 CH las identific6 como Lactobacillus

delbruckeii sbsp. lactis con una probabilidad mayor del 60%.

Una cepa fue adscrita por técnicas genéticas a la especie Leuconostoc
pseudomesenteroides y otras dos a Lactobacillus paracasei, coincidiendo con los resultados

obtenidos mediante el sistema API 50 CH y mediante las pruebas tradicionales.

Una cepa fue identificada como perteneciente a la especie Lactobacillus plantarum y
cinco cepas a Enterococcus faecalis, empleando para la identificacién tanto pruebas bioquimicas
como genéticas, aunque las tiras APl 50 CH las adscribieron como Lactobacillus con una
probabilidad casi absoluta. Esto podria ser debido a que las pruebas APl 50CH incluyen

carbohidratos que preferentemente discriminan entre lactococos, lactobacilos y leuconostoc.

5.4.-Estudio de aptitud tecnoldgica de las cepas identificadas a nivel

de especie

La utilizacion de cultivos iniciadores, constituidos por bacterias lacticas aisladas de
quesos artesanales y seleccionadas en base a su aptitud tecnoldgica y a la capacidad de producir
compuestos antimicrobianos frente a la microbiota patdgena, puede tener interés en la
industrializacion de quesos tradicionales artesanales. El empleo de cultivos autdctonos
seleccionados puede garantizar no sélo la salubridad del producto sino también su originalidad y

la conservacion de las caracteristicas tradicionales de los quesos.
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5.4.1.-Actividad acidificante y actividad enzimatica extracelular

Se determind cualitativamente la actividad acidificante de las cepas de bacterias lacticas

después de 6, 12 y 24 horas de incubacién a 30°C.

Los lactococos mostraron en general mayor capacidad acidificante que los lactobacilos y
leuconostoc, alcanzando valores de hasta 0,7-0,8 g 100 mL? de leche a las 24 horas de
incubacién en algunas cepas. Las diferencias en la capacidad acidificante fueron evidentes
después de las 12 horas de incubacién, y al cabo de las 24 horas habia aumentado
significativamente. Los enterococos mostraron una capacidad acidificante similar a la de los
lactococos. Las cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Leuconostoc presentaron los
valores mas bajos, como era de esperar, debido a su menor capacidad para metabolizar la
lactosa. Estos resultados fueron similares a los descritos por otros autores (Herreros y col., 2003;

Badis y col., 2004).

La capacidad proteolitica y lipolitica de las cepas se evalué también de forma cualitativa
en cultivos de placa con medio agar leche y agar tributirina. Los enterococos mostraron la mayor
capacidad para hidrolizar la caseina. Sin embargo, ninguna de las cepas mostré actividad

lipolitica, evaluada a través de este método.

La actividad proteolitica extracelular se determiné de forma cuantitativa, usando el
ensayo espectrofotométrico del O-pthaldialdehido (OPA) (Church y col. 1983), observandose
diferencias significativas entre los distintos géneros y también entre cepas del mismo género.
Algunas cepas del género Lactococcus mostraron mayor actividad proteolitica que los
Lactobacillus, coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores (Centeno y col., 1996;
Herreros y col., 2003; Pérez y col., 2003). Las cepas Lactococcus lactis subsp lactis GE 61 y GE
2363 y la cepa Leuconostoc pseudomesenteroides GE 2068, mostraron la mayor capacidad
proteinasa ( 2 5 mM Gly L™ de leche) seguidas por las cepas Lactobacillus paracasei GE 2071 y
Lactobacillus plantarum 2077. Enterococcus faecalis GE 35 y GE 2371 exhibieron una actividad

proteolitica comprendida entre 4y 5 mM Gly L™ de leche.

Por ultimo se realizd un screening semicuantitativo de las actividades enzimaticas de las

cepas utilizando el método rapido APl ZYM.
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5.4.2.-Actividad enzimatica de los extractos libres de células (Cell Free

Extracts, CFE)

La protedlisis y la lipdlisis son los fenédmenos enzimaticos involucrados en el desarrollo
del flavor que ocurren durante la maduracién de los quesos. Las bacterias lacticas non-starter
(NSLAB) poseen un amplio rango de enzimas hidroliticas. Algunos estudios han descrito que las
bacterias lacticas non-starter utilizan carbohidratos derivados de los glicomacropéptidos de la
caseina y glicoproteinas derivadas de la membrana del gélbulo graso. Las bacterias non-starter
(NSLAB) heterofermentativas pueden metabolizar pentosas liberadas por el metabolismo de las
bacterias que forman parte del cultivo iniciador (Fox y Cogan, 2004). La adicion de lactobacilos a
los cultivos iniciadores da lugar a un mayor contenido en acidos grasos en los quesos fabricados
con dichos cultivos, ademas de un incremento en la intensidad del flavor (Lane y Fox, 1996; Ur-

Rehmany col., 2000).

La actividad enzimdtica endocelular (actividad caseinolitica, aminopeptidasa,
dipeptidasa, carboxipeptidasa y esterasa) fue estudiada en los extractos libres de células,

obtenidos por la lisis celular con lisozima.

Los CFE de los lactobacilos, en concreto de las cepas GE 2036, GE 2071 y GE 2077, fueron
los que mostraron mayor capacidad para hidrolizar la caseina, por lo que es probable que
puedan jugar un papel crucial en la maduracién de los quesos (Broome y col., 1991).También se
obtuvieron valores altos para las cepas de leuconostoc. En cambio, lactococos y enterococos
mostraron, en comparacién, valores mdas bajos excepto para GE 2320, coincidiendo con los

resultados encontrados por otros autores en quesos similares (Herreros y col., 2003).

En general, la actividad carboxipeptidasa fue nula o muy baja en los CFE de las bacterias
lacticas. Algunos autores sugieren que esta actividad es atipica en los lactococos que forman
parte de los cultivos iniciadores convencionales (Tan y col., 1993). No obstante, dos cepas de
enterococos (GE 2320 y GE 2381), y dos de lactococos (GE 2363 y GE 2379) mostraron niveles de

actividad comparativamente altos.

Las aminopeptidasas son una importante herramienta en la liberaciéon de aminodcidos
que favorecen el desarrollo de flavores deseables en los quesos. Estas enzimas pueden también
tener un efecto reductor del amargor durante la maduracién del queso (El Soda y col., 1991). Los
extractos libres de células de Lactobacillus paracaseii GE 2036 fueron los que mostraron los

mayores niveles de actividad aminopeptidasa, sobre todo cuando los sustratos fueron Lys-pNA y
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Leu-pNA. Estos resultados concuerdan con los obtenidos usando el método API-ZYM, en el cual
las cepas de lactobacilos fueron las que mostraron los mas altos valores para Leu-, Val- y Cys-
arylamidasa. Los lactobacilos deficientes en aminopeptidasas han sido ensayados como cultivos
iniciadores en la elaboracion de quesos, observandose que los quesos madurados obtenidos
fueron menos elasticos y mds amargos que los fabricados con cepas que presentaban mayor
actividad arilamidasa (Prost y Chambra, 1994). La actividad aminopeptidasa sobre los sustratos
Ala-pNA, Lys- pNA, Pro- pNA y Leu- pNA fue baja o indetectable en el resto de cepas. Este hecho
ya ha sido constatado por otros investigadores (Pérez y col., 2003). No obstante, se detectd un
moderado grado de actividad aminopeptidasa sobre estos mismos sustratos en la cepa de
Leuconostoc mesenteroides GE 2002 y en la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis GE 2363, al igual
que ha sido descrito por otros autores (Macedo y col., 2000; Herreros y col., 2003; Ballesteros y

col., 2006; Morea y col., 2007).

Teniendo en cuenta que algunos factores como la fase de crecimiento y el medio de
cultivo afectan a las actividades enzimaticas, la actividad aminopeptidasa de las bacterias
lacticas estudiadas podria estar afectada por la naturaleza de la fuente de nitrégeno en el medio
de crecimiento. En el medio de cultivo MRS la biosintesis de peptidasa podria estar reprimida

por la alta disponibilidad de péptidos y aminoacidos en el medio (Kenny y col., 2003).

En general, la actividad dipeptidasa de los CFE de las cepas fue elevada para los
sustratos Leu-Leu, Tyr-Leu y Phe-Ala. Mencidn especial merece la cepa Lactococcus lactis subsp.
lactis GE 2363 cuyo extracto mostrd valores extraordinariamente elevados de esta actividad

enzimatica.

Las esterasas y lipasas incrementan la concentracion de acidos grasos libres en los
qguesos. Estas moléculas contribuyen a desarrollar el aroma de los quesos, sobre todo si estan
correctamente equilibradas con los productos de la protedlisis. Hay que tener en cuenta que la
baja concentracién de los mismos puede ser debida a la baja deteccién de los compuestos
producidos en la lipdlisis y al mayor tiempo requerido para su aparicién a lo largo de la
maduracién en algunos quesos. En general, estas actividades fueron muy bajas o no detectadas
para la mayoria de los CFE de las cepas de lactococos y leuconostoc, tal y como ha sido
observado por otros autores (Requena y col.,, 1991; Menéndez y col., 2001; Herreros y col.,
2003). La mayoria de los CFE mostraron mayor actividad frente a acidos grasos de cadena corta,

hecho ya constatado por Ballesteros y col. (2006) y Ghairi y col. (2008). Por ultimo, los CFE de
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algunas cepas de enterococos mostraron considerable actividad esterolitica frente a alguno de

los sustratos probados con excepcion de los de cadena larga.

Es bien conocido que las esterasas de las bacterias lacticas degradan preferentemente
acidos grasos de cadena corta. Parece probable que el papel de las bacterias lacticas en la
hidrélisis de las grasas comienza después de que la grasa de la leche haya sido parcialmente
degradada por la lipasa de la leche. En general, las enzimas lipoliticas son especificas para los
acidos grasos esterificados en posicién sn-1 6 2 de los triglicéridos. Inicialmente, los trliglicéridos
son hidrolizados a 1,2 y 2,3-diglicérido y posteriormente a 2-monoglicérido. Por consiguiente, el
acido butirico y otros acidos grasos de cadena corta y media se localizan principalmente en las
posiciones sn-1 y sn-3 de los triglicéridos (Deeth y Touch, 2000). Nuestros resultados
concuerdan con el estudio de Arenas (2007) para el queso de Genestoso, quien concluye que los
acidos grasos de cadena corta predominan durante las primeras fases de la maduracién del

gueso, cuando las bacterias lacticas alcanzan mayores niveles de presencia en el queso.

5.5.-Estudio de la actividad enzimatica probiotica de las cepas

identificadas a nivel de especie

El queso constituye un vehiculo adecuado para la incorporacién de bacterias probidticas
debido a su mayor pH, contenido en grasa y mayor consistencia sélida que otros productos
lacteos (Ozer y col., 2009). Ademads asegura una mayor supervivencia de estos microorganismos,
no sélo en el producto en si sino también a través del transito gastrointestinal humano

(Bergaminiy col., 2009).

Ninguna de las 24 cepas estudiadas mostrd actividad a-galactosidasa, B-glucuronidasa,
o-manosidasa y a-fucosidasa. En el colon, la B-glucuronidasa hidroliza los conjugados producidos
en el higado a partir de compuestos téxicos y carcinogénicos, incrementando la probabilidad de
induccién de tumores. De hecho, dicha actividad enzimatica ha sido incluida como marcador
bioquimico en estrategias alternativas de estudios del cancer. Por ello, las cepas de bacterias
l[acticas sin esta actividad enzimatica podrian ser consideradas microbiota probidtica para

humanos (Gil y Rowland, 2002).

Los lactobacilos mostraron alta actividad B-galactosidasa. Las actividades a-glucosidasa,
B-glucosidasa y N-acetil-B-glucosaminidasa alcanzaron valores entre 0 y 40 nmol de sustrato

hidrolizado. Sélo una cepa de Leuconostoc mostrd una actividad considerable de B-galactosidasa
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(> 40 nmol de sustrato hidrolizado). Esta enzima es la herramienta principal con la que los
lactobacilos transforman la lactosa en &cido lactico. Dicha enzima estd incluida en los Probiotic
Active Substances, concepto introducido por Naidu y col. (1999), para nombrar complejos
celulares de bacterias lacticas que tengan capacidad para interactuar con la mucosa del tracto
digestivo, modulando de forma beneficiosa el sistema inmune, independientemente de la
viabilidad de las propias bacterias lacticas. La B-galactosidasa contribuye a la acidificacién de los
productos lacteos y, por consiguiente, ejerce una seleccion microbiana y un efecto protector
frente al desarrollo de microorganismos patégenos. Ademas, también reduce la intolerancia a la
lactosa encontrada en ciertas poblaciones humanas. Los galactoologosacdridos producidos por
la accion de la B-galactosidasa sobre la lactosa pueden estimular el crecimiento de
bifidobacterias en el intestino humano y favorecer asi su colonizacidon (Zarate y Lépez-Leiva,
1990) contribuyendo al control de bacterias patdgenas en el intestino (Mitsouka, 1990; Sako y

col., 1999).

La a-glucosidasa participa en la hidrélisis de los a(1-4) glucanos que no pueden ser
degradados por las glucosidasas humanas. Por lo tanto lactobacilos que muestren esta
capacidad pueden ser interesantes como probidticos. Ademas, a-glucosidasa cataliza el paso
final en la digestidn de los carbohidratos y, por lo tanto, su ausencia retarda la asimilacion de los
carbohidratos de la dieta siendo usada para el tratamiento de pacientes diabéticos y obesos
(Broadhurst y col., 2000; Cheng y Fantus, 2005). La ausencia de esta actividad en lactococos ya
fue comprobada por otros autores y puede ser debida al hecho de que el enzima predominante
en este género es la fosfo-B-galactohidrolasa (Marshall y Law, 1984). Entre los enterococos

tampoco fue detectada actividad a-glucosidasa.

La falta de actividad a-quimotripsina y tripsina podrian ser consideradas como
propiedades probidticas puesto que estas proteasas pueden estar involucradas en la
patogenicidad de algunos microorganismos (Tanner y col., 1985). Algunos lactococos y sélo un
leuconostoc, un lactobacilo y un enterococo mostraron una débil actividad tripsinasa. La
actividad a-quimotripsina no fue detectada en lactococos y leuconostoc y pudo ser detectada en

muy bajos niveles para lactobacilos y enterococos.

Otras actividades enzimaticas ensayadas fueron las fosfatasas dacida y alcalina. Esta
ultima fue muy baja o no detectada para todas las cepas lo cual coincide con otros estudios
previos (Menéndez y col., 2001; Herreros y col., 2003). Por el contrario la fosfatasa acida alcanzé

valores en torno a 30-40 nmol de sustrato hidrolizado para algunas cepas de lactococos vy
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lactobacilos. Cepas de enterococos y leuconostoc también mostraron actividad fosfatasa acida

pero mas baja. Estas enzimas son esenciales en la hidrdlisis de los fosfolipidos.

Completado el estudio de la actividad enzimatica de las 24 cepas inicialmente elegidas
por su actividad antimicrobiana, 5 cepas fueron seleccionadas en virtud de su aptitud
tecnoldgica: tres Lactococcus lactis sbsp. lactis(GE 11, GE 12 y GE 2363), un Lactobacillus
paracasei (GE 2036) y un Enterococcus faecalis (GE 2320). Estas cepas fueron sometidas a
pruebas de hidrofobicidad, deteccién de la produccién de aminas bidgenas y pruebas de

incompatibilidad de crecimiento.

5.6.-Estudio de las propiedades hidrofébicas de Ilas cepas

identificadas a nivel de especie, seleccionadas por su aptitud tecnologica

Es bien sabido que la habilidad de las bacterias para adherirse al epitelio intestinal juega
un papel importante en la colonizacién del tracto gastrointestinal, previniendo la eliminacidn de
las bacterias a causa de los movimientos peristalticos y dotandolas de una ventaja competitiva

en ese ecosistema (Johanson y col., 1993; Del Re y col., 2000).

Las caracteristicas fisico-quimicas de la superficie celular tales como la hidrofobicidad
pueden afectar tanto a la autoagregacion celular como a la adhesién de las bacterias a
diferentes superficies (Pérez y col., 1998; Del Re y col., 2000). La autoagregacion celular de
bacterias de cepas probidticas parece ser necesaria para su adhesion a las células epiteliales del

intestino (Boris y col., 1997; Reid y col., 1998).

Los resultados de las pruebas de hidrofobicidad para todas las cepas ensayadas
muestran indices mayores del 70%, excepto para Enterococcus faecalis (GE 2320) que alcanzé el
69%. Los indices de hidrofobicidad justifican las fuerzas atractivas que tienen lugar en los

procesos de adherencia y autoaglutinacion.

Nuestros resultados sugieren que estas cepas pueden tener buen potencial de adhesion
a células epiteliales del intestino humano, reforzando la idea de su cardcter probidtico y
concordando con los resultados de otros autores en estudios de hidrofobicidad de cepas de
bacterias lacticas aisladas de productos lacteos fermentados (Wadstrom y col., 1987; Kos y col.,
2003; Dewan y Tamang, 2007). De hecho, la adherencia es uno de los criterios mas importantes

para la seleccién de bacterias probidticas (Shah, 2001).
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5.7.-Estudio de la capacidad de produccion de aminas biogenas de
las cepas identificadas a nivel de especie, seleccionadas por su aptitud

tecnoldgica

Las principales aminas bidgenas estudiadas en queso son tiramina e histamina junto con
putrescina y cadaverina, que suelen aparecer después de los treinta dias de maduracién. Los
niveles de aminas bidgenas varian notablemente no sélo entre variedades de queso sino

también dentro de cada variedad (Stratton y col., 1991; Silla, 1996).

Las bacterias lacticas integrantes de un cultivo iniciador deben carecer de la capacidad
de producir aminas bidégenas (Dewan y Tamang, 2007). Sin embargo, la presencia de estos
compuestos es inevitable en alimentos fermentados (Masturcelli y col., 2005). La formacion de
aminas bidgenas es un mecanismo que poseen las bacterias para protegerse frente a ambientes
acidos (Arena y Manca de Nadra, 2001). Las aminas bidgenas se generan principalmente por
descarboxilacion del correspondiente aminoacido gracias a enzimas especificas que posee la
microbiota del producto, por lo que estan asociadas con aspectos higiénicos y tecnoldgicos
(Curiel y col., 2011). Muchas bacterias lacticas poseen la capacidad de producir aminas. En
concreto la actividad tirosina e histidina descarboxilasa han sido detectadas en lactobacilos,
enterococos, lactococos y leuconostoc (Maijala y col., 1993; Silla, 1996; Bover-Cid y Holzapfel,
1999; Fernandez Garcia y Nufiez, 2000; Suzzi y Gardini, 2003). En consecuencia, la mayoria de los
productos en los cuales crecen las bacterias lacticas pueden contener cantidades considerables
de putrescina, cadaverina, histamina y tiramina. La produccion esta relacionada principalmente
con la actividad proteolitica de los microorganismos integrantes de la microbiota lactica non-
starter (NSLAB) (Maijala y Eerola, 1993; Bover-Cid y col., 2001; Suzzi y Gradini., 2003). De hecho,
la presencia de microrganismos con alta actividad descarboxilasa se considera el principal factor
relacionado con el contenido de aminas bidgenas en queso (Silla 1996; Arena y Manca de Nadra,

2001; Galgano y col., 2001; Masturcelli y col., 2005).

El test cualitativo de produccidon de aminas bidgenas por las cepas de bacterias lacticas
seleccionadas fue positivo respecto a putrescina, cadaverina y tiramina en todas ellas. Se
detectd también produccién de histamina en tres de las cinco cepas estudiadas. Antes de valorar
estos resultados es conveniente tener en cuenta que algunos autores advierten de numerosos

falsos negativos que ocurren quizd debido a un crecimiento insuficiente de las cepas o a la
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capacidad acidificante de las bacterias lacticas. Por otro lado, otros autores afirman haber
encontrado falsos positivos debido a la produccién de otras sustancias capaces de alcalinizar el
medio (Bover-Cid y Holzapfel, 1999; Bover-Cid y col., 2001; Marcobal y col., 2006; Curiel y col.,
2011). Por todo ello la produccién de aminas biégenas, evaluada cualitativamente, fue

confirmada por ensayos de cromatografia liquida de alta resolucion.

Las cepas fueron posteriormente clasificadas segun Ozogul y Ozogul (2007),
dependiendo de su capacidad de produccién, en las tres categorias siguientes: elevada
capacidad de produccién de aminas (100-1000 pg mL™?), intermedia capacidad de produccién de

aminas (10-100 pug mL™) y baja capacidad de produccién de aminas (< 10 pg mL™Y).

En general, las cepas evaluadas acumularon poca cantidad de histamina a partir de
histidina. Sin embargo, la cepa GE 2320 exhibié una buena capacidad de formaciéon de histamina
pero a partir de otros aminodcidos. Esto es posible porque el medio utilizado contiene peptonay
extracto de carne (Ozogul y Ozogul, 2007). Ademds, hay que tener en cuenta que las diferencias

en la concentracidon de metabolitos puede deberse al estado de crecimiento de los cultivos.

Todas las cepas mostraron intermedia capacidad de produccién de putrescina a partir de

ornitina. Asi mismo, fueron bajas productoras de cadaverina en el medio enriquecido con lisina.

Las cepas Lactobacillus paracasei GE 2036, Enterococcus faecalis GE 2320 y Lactococcus
lactis subsp. lactis GE 2363 mostraron una produccién de tiramina intermedia con valores en
torno a 80-90 pug mL™. De hecho, histamina y tiramina son las aminas biégenas mas abundantes

encontradas en quesos de oveja y vaca (Novella y col., 2003; Masturcelli y col., 2005).

En la valoracion de estos resultados hay que tener en cuenta que la produccién de
aminas bidgenas en el queso esta condicionada por varios factores que incluyen la tecnologia de
elaboracion, sus condiciones de maduracion y la evolucion de las especies microbianas y de los
parametro fisico-quimicos de los quesos (Ordofiez y col., 1997; Komprda y col., 2007; Linares y

col., 2012).

5.8.-Estudio de la incompatibilidad entre las cepas identificadas a

nivel de especie, seleccionadas por su aptitud tecnologica

Como se comentd anteriormente las bacterias lacticas son capaces de producir

sustancias inhibitorias (bacteriocinas o sustancias similares a ellas) del crecimiento de otras
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bacterias, siendo imprescindible conocer la incompatibilidad entre las cinco cepas seleccionadas

para formar parte del cultivo iniciador.

Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12 y GE 2363 fueron compatibles entre ellas y con el
resto de cepas. Sin embargo, Lactococcus lactis subsp. lactis GE 11 inhibid el crecimiento de
Lactococcus lactis subsp. lactis GE 2363 y de Enterococcus faecalis GE 2320. Lactobacillus
paracasei GE 2036 sélo fue compatible con Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12 y Enterococcus

faecalis GE 2320 inhibié el crecimiento de Lactococcus lactis subsp. lactis GE 11.

Por consiguiente, los cultivos mixtos que se propongan deben incluir cepas compatibles

entre si.
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Eleccidn del cultivo iniciador

La identificacidn y el estudio de la actividad enzimatica de las cepas de bacterias lacticas
aisladas del queso de Genestoso permiten llevar a cabo una seleccién preliminar de las cepas
con vistas a disefiar un cultivo iniciador para su uso en la fabricacion industrial de quesos

artesanales.

En cepas que forman parte de cultivos iniciadores para la fabricacidon de queso, bajos
nivel de actividad proteasa y alta actividad aminopeptidasa son rasgos deseables para el
desarrollo del flavor y la textura adecuados, reduciendo el amargor y los defectos de textura
(Mathara y col., 2004). En base a los resultados obtenidos es posible sugerir que Lactococcus
lactis subsp. lactis GE 11, GE 12, y GE 2363, Lactobacillus paracasei GE 2036 y Enterococcus
faecalis GE 2320 serian adecuadas para este propdsito, siendo necesario realizar estudios de

resistencia a fagos, factores de virulencia y deteccidén de enterotoxinas.

Las cepas de la especie Lactococccus lactis fueron elegidas en base a su capacidad
acidificante y proteolitica y/o caseinolitica. La cepa Lactococccus lactis GE 2363 aportaria su
elevada actividad esterasa, pero el inconveniente de su alta produccién de putrescina y tiramina
la hacen una candidata menos favorable. La cepa NSLAB autéctona, Lactobacillus paracasei GE
2036, elegida para formar parte del cultivo iniciador, tiene interés por su elevada actividad
caseinolitica y aminopeptidasa y podria ser afiadida al cultivo iniciador como adjunto, aunque
también hay que tener en cuenta que ha resultado ser medianamente formadora de putrescina
y tiramina. Por Ultimo, la cepa Enterococcus faecalis GE 2320 ha sido elegida por su alta
capacidad caseinolitica y dipeptidasa. Todas estas cepas mostraron altos indices de

hidrofobicidad, propiedad interesante en la seleccién de cepas probidticas.

Considerando los resultados de los ensayos de incompatibilidad entre cepas, los cultivos
mixtos que se disefien deberdn tener en cuenta las siguientes combinaciones posibles:
Lactococcus lactis subsp. lactis GE12 y Lactococcus lactis subsp. lactis GE 2363; Lactococcus lactis
subsp. lactis GE 11 y Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12; Lactobacillus paracasei GE 2036 y

Lactococcus lactis subsp. lactis GE 12.

Estas cepas serdn ensayadas en la elaboracion de algunos lotes de queso en planta
piloto bajo condiciones controladas. En base a los resultados obtenidos en ese ensayo se
disenard el cultivo iniciador autdctono para la fabricacidn industrial de esta y otras variedades
artesanales con el objetivo de obtener quesos similares, desde el punto de vista sensorial, a los

quesos tradicionales.
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Conclusiones

El queso de Genestoso elaborado con leche cruda constituye una fuente de
microorganismos con propiedades tecnolégicas deseables para formar parte de

posibles cultivos iniciadores.

Las bacterias lacticas aisladas del queso de Genestoso artesanal y seleccionadas
en funcion de su aptitud tecnolégica y propiedades probidticas constituyen una

alternativa a los fermentos comerciales.

La utilizacion combinada de las técnicas clasicas y las técnicas moleculares
permite obtener una adscripcion a género y a especie de las cepas aisladas

mucho mas precisa.

Las técnicas rapidas de deteccidon enzimatica combinadas con la cuantificacion
por métodos clasicos constituyen una via esencial para la determinacion de las
caracteristicas tecnoldgicas de las cepas. También permiten una estimacion
aproximada de la capacidad probidtica de los aislados y de su implicacidén en la

formacion de aminas bidgenas.

Las cepas de bacterias lacticas con excelente capacidad acidificante, altas
actividades aminopeptidasa, dipeptidasa y caseinolitica, asi como esterasa,

fueron seleccionadas para formar parte de un posible cultivo iniciador.

Los altos indices de hidrofobicidad mostrados por las cepas seleccionadas hacen

gue éstas puedan ser consideradas microorganismos probiéticos.
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Los resultados de los ensayos sobre aminas bidgenas fueron similares a los
encontrados para otros quesos, con valores no preocupantes para la salud

humana.

En base a los resultados obtenidos se sugieren: Lactococcus lactis subsp. lactis
GE11, GE12 y GE 2363, Lactobacillus paracasei GE 2036 y Enterococcus faecalis
GE 2320 como las cepas mas adecuadas para constituir un cultivo iniciador

autoctono.

Es necesario llevar a cabo la deteccidon de enterotoxinas y el ensayo de factores
de virulencia de la cepa perteneciente al género Enterococcus seleccionada
para formar parte del cultivo iniciador propuesto. Ello garantizara la calidad

higiénico-sanitaria del producto.

Para establecer la proporcion de cada cepa en el cultivo iniciador y la
combinacidn mas adecuada de las mismas es imprescindible estudiar el efecto
de la adicién de los cultivos en la elaboracion del queso de Genestoso, puesto
que, la caracterizacion in vitro de las cepas aisladas no puede sustituir al ensayo

in vivo de las mismas en las condiciones reales de elaboracién del queso.
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