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1. Resumen

Los quesos frescos de cabra artesanales de la quebrada de Humahuaca son
elaborados con leche cruda, cuya maduracién genera sabores, aromas y texturas
caracteristicos de la region. Los objetivos de este estudio fueron identificar y
caracterizar bacterias lacticas (BAL) y levaduras nativas, aisladas de quesos frescos
de esta zona productora. De un total de 36 muestras sembradas en agar Sabouraud,
agar MRS y M17, se obtuvieron 128 levaduras y 39 lactobacilos, los que fueron
identificados fenotipicamente y evaluadas las siguientes propiedades tecnolégicas:
pH a la coagulacion, tasa de acidificacion, protedlisis en agar leche, lipdlisis en agar
triacetina, produccién de acetoina en leche reconstituida y asimilacion del citrato en
agar citrato. Lb. delbruekii subsp. bulgaricus, Lb. casei subsp. pseudoplantarum, Lb.
plantarum var. arabinosus, Lb. plantarum var. plantarum, Lb. casei subsp.
rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. fermentum, Lb. brevis var. brevis,
Lactococos sp. y Enterococcus sp. fueron las bacterias lacticas identificadas. Del
total de los aislamientos, 41,6% coagularon la leche en 10 horas y 33% en 5 horas.
Lb. helveticus coagul6 la leche a pH de 5,40 en 5 horas, hasta alcanzar un valor final
de 4,16 en 24 h, mientras que Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus y Lb. fermentum
iniciaron la coagulacion en 5 horas, con valores de pH iniciales de 4,81 y 4,92 hasta
valores finales de 4,19 y 4,21 respectivamente. Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. plantarum var. arabinosus, Lb. fermentum, Lb. casei subsp.
rhamnsosus, Lb. casei subsp. pseudoplantarum, Lb. brevis var. brevis, en orden
descendente, demostraron tener capacidad acidificante. Lb. fermentum y Lb. casei
subsp. pseudoplantarum desarrollaron actividad proteolitica y sélo Lb. plantarum var.
plantarum demostré tener actividad lipolitica. Las levaduras aisladas fueron
Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces rouxii, Kluyveromyces lactis,
Wickerbamiela domerquiae, Dekkera bruxellensis, Candida valdiviana, Candida
novakii, Dekkera bruxellensis, Candida versatilis, Candida magnoliae, Candida
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albicans, Pichia anomala, Dekkera anémala y Rodotorula sp. Cepas de D. hansenii,
C. magnoliae, Z. rouxii,C. versatilis y K. lactis tuvieron actividad proteolitica y
lipdlitica, y una cepa de W. domerquiae tuvo solamente actividad proteolitica.
Algunas cepas de K. lactis produjeron acetoina y D. bruxellensis y C. versatilis
metabolizaron el citrato, hidrolizaron la caseina y tuvieron actividad lipolitica.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la composicion de las
poblaciones de BAL y levadura en quesos artesanales es especifica de la region.
Los conocimientos adquiridos en este estudio podrian ser utilizados para la
obtencién de cultivos iniciadores con cepas de BAL y levaduras especificas de la
region, destinados a la produccion de quesos frescos con origen geografico
especifico.

Palabras clave: quesos frescos de cabra, capacidad acidificante, actividad
proteolitica, actividad lipolitica.

Evaluation of the diversity of lactic bacteria and yeast in fresh goat cheese of
the quebrada Humahuaca.

Abstract

Fresh cheeses artisanal goat of the Quebrada de Humahuaca are made with raw
milk, the maturation produces flavors, aromas and textures characteristic of the
region.

The objectives of this study were to identify and characterize lactic acid bacteria
(LAB) and native yeasts isolated from fresh cheeses productive zone. A total of 36
samples seeded on agar Sabouraud agar MRS and M17, 128 yeast and 39
lactobacilli were obtained, which were phenotypically identified and evaluated the
following technological properties: pH of the coagulation rate of acidification,
proteolysis agar milk, lipolysis in triacetin agar, acetoin production in reconstituted
milk and assimilation of citrate in citrate agar. Lb. delbruekii subsp. bulgaricus, Lb.
casei subsp. pseudoplantarum, Lb. plantarum var. arabinosus, Lb. plantarum var.
plantarum, Lb. casei subsp. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb.
fermentum, Lb. brevis var. brevis, Lactococcus sp. and Enterococcus sp. lactic acid
bacteria were identified. Of all the isolates, 41.6% coagulated milk in 10 hours and
33% within 5 hours. Lb. helveticus coagulated milk to pH 5.40 in 5 hours, to a final
value of 4.16 at 24 h, while Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus and Lb. fermentum
initiated coagulation in 5 hours, with initial pH values of 4.81 and 4.92 up to final
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values of 4.19 and 4.21 respectively. Lb. helveticus, Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. plantarum var. arabinosus, Lb. fermentum, Lb. casei subsp.
rhamnsosus, Lb. casei subsp. pseudoplantarum, Lb. brevis var. brevis, in descending
order, they were shown to have acidifying capacity. Lb. fermentum and Lb. casei
subsp. pseudoplantarum developed proteolytic activity and only Lb. plantarum var.
plantarum demonstrated lipolytic activity. The yeast isolates were Debaryomyces
hansenii, Zygosaccharomyces rouxii, Kluyveromyces lactis, Wickerbamiela
domerquiae, Dekkera bruxellensis, valdiviana Candida, Candida novakii, Dekkera
bruxellensis, Candida versatilis, magnoliae Candida, Candida albicans, Pichia
anomala, Dekkera anomala and Rodotorula sp. D. hansenii strains, C. magnoliae, Z.
rouxii, C. versatilis and K. lactis had proteolytic and lipolytic activity, and a strain of
W. domerquiae had only proteolytic activity. Some strains of K. lactis produced
acetoin and D. bruxellensis and C. versatilis metabolize citrate, they hydrolyzed
casein and had lipolytic activity.

The results obtained in this study show that the composition of the populations of
BAL and baking artisan cheeses is specific to the region. The knowledge gained from
this study could be used for the production of starter cultures with specific strains of
LAB and yeasts in the region for the production of fresh cheeses with specific
geographical origin.

Keywords: fresh goat cheese, acidifying capacity, proteolytic activity, lipolytic
activity.
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Introduccién

La Quebrada de Humahuaca, en la
provincia de Jujuy, constituye una
region geografica con caracteristicas
propias del noroeste argentino, con
una larga tradicion en la produccion
regional de productos lacteos a través
de fermentacion de leche de cabra.
En esta region los quesos frescos de
origen artesanal, se fabrican sin el
uso de cultivos iniciadores
comerciales. Estos productos son
elaborados con leche no pasteurizada
y la composicion del estarter natural
depende Unicamente de la microbiota
presente en la leche cruda o del
entorno local. Estos microorganismos
son responsables del sabor, aroma y
textura del queso, otorgandole
caracteristicas Unicas al producto.
Topisirovic! informaron que las BAL
aisladas de muestras de quesos
autéctonos tienen un considerable
potencial genético, metabdlico y
tecnologico a través de
caracteristicas como: buena
coagulacion de las proteinas de la
leche, acidificacion acelerada,
produccion de proteinasas,
exopolisacéridos, precursores de
aroma y sabor, asi como las
propiedades que promueven la salud.

Las BAL dominantes estan
representadas por varias especies de
lactobacilos: Leuconostocs,
enterococos, Streptococcus

thermophilus y Lactococcus lactis.
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Las especies de levaduras
generalmente representan la
microbiota secundaria en quesos Yy
entre ellos Kluyveromyces marxianus,
Debaryomyces hansenii y
Saccharomyces cerevisiae, entre
otras, son las predominantes?.

Por otra parte, estudios recientes han
indicado que levaduras de origen
alimentario tales como D. hansenii y
Yarrowia lipolytica podrian  ser
utilizadas como parte de los cultivos
iniciadores para la manufactura de
guesos, mejorando el desarrollo del
sabor durante la maduracién3. En
relacion a lo anterior el objetivo de
este estudio fue caracterizar bacterias
lacticas (BAL) y levaduras nativas,
aisladas de quesos frescos de esta
zona productora, con miras al
desarrollo de un cultivo iniciador que
conserve las caracteristicas de los
guesos locales.

Materiales y Métodos
Toma de Muestra

Se tomaron 36 muestras de quesos
de cabra de diferentes puntos de la
Quebrada de Humahuaca de la
Provincia de Jujuy, directamente de
los productores. Las muestras se
trasladaron inmediatamente al
laboratorio en un contenedor que
permiti6 mantener la temperatura de
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;
refrigeracion. En el laboratorio las

muestras se conservaron a 4 °C por
un tiempo no mayor a 1 dia hasta su
andlisis.

Aislamiento e identificacion de
BAL

El aislamiento de las BAL a partir de
los quesos se realiz6 siguiendo el
método segln®. Para el andlisis
microbiologico se tomaron 25 g de
cada muestra,se transfirio a 225 ml
de solucion estéril de citrato de sodio
al 2% (w/v) y se homogeneizd
manualmente durante 10 minutos. Se
realizaron diluciones decimales y se
sembraron en los medios apropiados
para cada BAL: a) para lactobacilos,
en agar MRS pH 5,5e incubados a 30
°C y 45°C durante 72 h en
condiciones de microaerofilia, b) para
lactococos, sobre agar M17 pH 7,2 a
30 °C durante 72 h® Se tomd un
promedio de 24 colonias al azar por
muestra, de las placas de agar MRS
(30 °C y 45 °C) y agar M17,
correspondientes a la dilucion mas
ata a la que se produjo el
crecimiento. La morfologia de las
células de todas las cepas de BAL se
determind por microscopia y se
consideraron aquellos bacilos y cocos
Gram positivos y catalasa negativa
para su posterior analisis tecnolégico
e identificacion segun metodologia
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propuesta por Bergey (2000). Para
una correcta conservacion, los
lactobacilos fueron almacenados en
caldo MRS 30% de glicerol (v/v) a -20
°CS,

Aislamiento e identificacion de
levaduras

Para el aislamiento de levaduras se
tomaron porciones de 25 g de cada
qgueso, los cuales fueron
homogenizados en 225 ml de
solucion estéril de citrato de sodio al
2% (w/v) durante 10 minutos. De las
suspensiones se realizaron diluciones
decimales (10-1 a 10-6) con el mismo
diluyente. De cada dilucion se
tomaron alicuotas de 100 pl y se
esparcieron en agar Sabouraud
(peptona de carne 10%, glucosa
40%, agar 20%) con cloranfenicol
(0,01%). Las placas se incubaron por
5 dias a 25 °C. Transcurrido el tiempo
de crecimiento se tomaron colonias
elegidas en base a su morfologia
(superficies lisas, rugosidad de
bordes, consistencia, color, etc.),
repicadas en caldo YPD (1% extracto
de levadura, 2% de dextrosa y 2% de
peptona) e incubadas 48 hs a 25°C,
para su posterior andlisis tecnoldgico
e identificacion, segun metodologia
propuesta por’. Para su correcta
conservacion las levaduras se
preservaron en caldo YPD con 20%
(v/v) de glicerol.
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Caracterizacion

tecnoldgica de los aislados

fisiolégica y

Las bacterias lacticas fueron pre
cultivadas en caldo MRS a 30 °C
durante 24 h, para obtener 106
ufc/ml, luego sometidas a las
siguientes pruebas: pH a la
coagulacion (IDF, 1980), velocidad de
acidificacién expresadas como ApH/h
segung, capacidad lipolitica en agar
triacetina y capacidad proteolitica en
Agar leche descremada con la
aparicion de zonas transparentes
alrededor de la colonia en ambos
casos®. Los aislados de levaduras
fueron cultivados en caldo YPD
durante 24-48 hs a 25-28 °C y
sometidos a las siguientes pruebas:
produccioén de acetoina, inoculando al
0,1% tubos con 10 ml de leche
descremada reconstituida  estéril
(10% P/V), incubadas a 25-28°C
durante 24 horas'?; asimilacién del
citrato en agar citrato segun'!; la
actividad proteolitica extracelular y la
actividad lipolitica fue determinada
segun*?.

Resultados y Discusion

Aislamiento e identificacion de
BAL y levaduras

La identificacion de los aislamientos
revel6 la presencia de tres géneros:
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Enterococcus(41,82%), Lactobacillus
(29,40) y Lactococcus (28,91), de los
cuales se seleccionaron 39 cepas de
lactobacilos. Se identificaron como
bacilos  Gram-positivos, catalasa
negativa y se clasificaron en las
siguientes especies: Lb. delbrueckii
supesp. bulgaricus (5,13%), Lb.
plantarum var. arabinosus (23,1%),
Lb. casei subesp. pseudoplantarum
(12,8%),Lb. casei subesp. rhamnosus
(17,9 %), Lb. acidophilus (23,1%), Lb.
helveticus (5,13%), Lb.fermentum
(10,3%) y Lb. brevis (2,6%). Lb.
plantarum fue unas de las especies
predominantes en las identificaciones
de bacilos, lo que concuerda con
trabajos similares realizados en leche
de cabra®* demostraron la
presencia de Lb.plantarum en otras
variedades quesos de cabra.
Mathara®® identific6 a Lb. plantarum,
Lb.acidophilus, Lb. rhamnosus vy
Lb.fermentum en productos lacteos
fermentados y puso de manifiesto
gue estas especies representan mas
del 60% de los lactobacilos aislados.
Ademas, Medina'® demostré que el
8% de Lactobacilos aislados a partir
de leche de oveja y queso en el norte
de Argentina pertenecian a Lb.
acidophilus. De las 128 cepas de
levaduras, las especies encontradas
en un mayor porcentaje fueron
Candida versatilis (13,27%), Candida
etchellsii (13,27%), Pichia anémala
(11,50%), Debaryomyces hansenii
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(8,88%), entre otras. La frecuencia de
las especies restantes estuvo entre
0,88 y 6,19%. Varios autores han

demostrado que las levaduras
prevalentes asociados tipicamente
con los quesos son D. hansenii, K.
marxianus, Yarrowia lipolytica y
varias especies de Candidal-18,

Caracterizacion tecnologica de los
aislados.

Tasa de acidificacién y pH a la
coagulacion de BAL

Las pruebas de  coagulacion
mostraron que el 100 % de las cepas
aisladas coagularon la leche en
menos a las 24 hs; 41,6 % dentro de
las 10 horas y so6lo el 33% dentro de
las 5 horas. En orden descendente el
valor de la velocidad de acidificacion
de las cepas aisladas fue: Lb.
helveticus (0,094), Lb. delbrueckii
subesp. bulgaricus (0,093), Lb.
fermentum (0,092), Lb. plantarum var.
arabinosus  (0,0921), Lb. casei
subesp. rhamnsosus (0,091), Lb.
casei subesp. pseudoplantarum
(0,085), Lb. brevis var. brevis (0,08).
Este pardmetro es considerado un
factor fundamental en la eleccion de
cepas iniciadoras, el que asegura que
los quesos tengan un rapido
descenso de pH y una adecuada
degradacion enzimatica de la
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caseina®®. La capacidad de
acidificacion, expresada como pH de
la leche al momento de Ia
coagulacion, mostrO  que  Lb.
helveticus provocé un pH de 5,40 a
las 5 horas, llegando a un pH final de
4,16 a las 24 hs; en tanto que Lb.
delbrueckii subesp. bulgaricus y Lb.
fermentum produjeron la coagulacion
de la leche a las 7 horas, con valores
de pH de 4,81 y 4,92, obteniendo
valores finales de pH de 4,19 y 4,21
respectivamente. Algunas de las
especies estudiadas son similares a
las obtenidas port®29,

Actividad proteolitica de BAL vy
levaduras

Entre las cepas que demostraron
tener esta actividad se encuentran las
siguientes: Lb. delbrueckii supesp.
bulgaricus (2 cepas), Lb.casei
subesp. pseudoplantarum (5 cepas),
Lb. plantarum var. arabinosus (4
cepas), Lb. casei subesp. rhamnosus
(2 cepas), Lb. acidophilus (6 cepas),
Lb. helveticus (1 cepa), Lb. brevis var.
brevis (1 cepa) y Lb. fermentum (3
cepas). Sin embargo, se observaron
diferencias en la eficiencia de la
hidrolisis de la caseina, siendo Lb.
fermentum (1 cepa) la que obtuvo
una zona clara de 7 mm de diametro,
Lb.casei subesp. pseudoplantarum (1
cepa) con 6,3 mm y Lb. brevis var.
brevis (1 cepa) con 6,2 mm entre las
cepas mas relevantes. La actividad
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proteolitica de Lb. casei y Lb.
plantarum  concuerda con los
resultados obtenidos por?* Herrero
(2003). Settanni?> demostré que Lb.
brevis y Lb. plantarum, dos especies
clasificadas como NSLAB (Non
Starter Lactic Acid Bacteria), con
poca actividad proteolitica pueden
poner en manifiesto el desarrollo de
sabor en quesos. Entre las levaduras
aisladas presentd mayor actividad
proteolitica Debaryomyces hansenii
(4 cepa; 5 mm) seguida por que
Wickerbamiella domerquiae (1 cepa;
3,8 mm), Zygosacharomyces rouxii (2
cepas; 3,5 mm), Candida magnoliae
(2 cepas; 3 mm), Pichia canadensis
(1 cepa; 2,5 mm) y Kluyveromyces
lactis (2 cepas; 2 mm). La actividad
proteolitica de la especie D. hansenii
es variable. Numerosos autores
informaron la ausencia de esta
especie?®>?*, mientras que estudios
recientes de®>?6, determinaron la
actividad proteolitica intracelular en
cepas aisladas de quesos.
Recientemente, se ha demostrado
que algunas especies de levaduras,
tales como D. hansenii y K.lactis, con
frecuencia aisladas de quesos,
pueden formar péptidos
biolégicamente  activos  (Chaves-
Lépez et al., 2012) o con actividades
antioxidantes y antigenotéxicas?’.

Actividad Lipoliticade BAL y
levaduras
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En este estudio, la actividad lipasa

extracelular se exhibié por sélo unas
pocas cepas Lb. plantarum var.
arabinosus (2 cepas), mientras que
solo el 14,2% de las cepas de
levaduras presentaron lipolisis. De
estas cepas las que obtuvieron mayor
actividad fueron Dekkera bruxellensis
(4 cepas, 4 mm), Pichia canadensis
(3 cepas, 3mm), Debaryomyces
hansenii (2 cepas, 5 mm) y Pichia
anbémala (1 cepa, 2 mm). Suzii y
colaboradores (2001) han informado
sobre la alta actividad lipolitica de las
levaduras y su contribucion a la
maduracién del gueso. La
especificidad de la lipasa y el
posterior metabolismo de los acidos
grasos libres son importantes para la
caracterizacion aromética de los
guesos. El olor caracteristico de los
guesos frescos puede provenir de la
fraccion lipidica y de la cantidad de
acidos grasos libres, el &cido 4-
metiloctanoico y el acido 4-
etiloctanoico pueden ser los
principales responsables de esta
caracteristica?®.

Produccién de acetoina y
asimilacion del citrato de levaduras

La mayoria de las cepas mostraron
capacidad para fermentar la glucosa
(42,5%), Las levaduras identificadas
gue presentaron mayor porcentaje de
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esta actividad fueron Candida

versatilis, Pichia anémala y Candida
lactis-condensi, las que fueron
capaces de asimilar y fermentar la
lactosa. La asimilacion de lactato se
observd en la mayoria de las cepas,
mientras que la asimilacion de citrato
fue una caracteristica de Candida
etchellsii, 'y Candida  novakii.
Alternativamente, hay un gran interés
en la posibilidad de la produccién de
acido citrico por diferentes cepas de
levadura. Las levaduras
pertenecientes a especies Yarrowia
(syn. Candida, Saccharomycopsis,
Endomycopsis) lipolytica, C.
guillermondii y C. oleophila son
conocidas por ser capaces de
producir un amplio espectro de acidos
organicos, incluidos los intermediarios
del ciclo tricarboxilico, tales como
acido citrico y acido isocitrico, a partir
de una amplia gama de fuentes de
carbono, en particular, los n-alcanos,
glucosa, glicerol, etanol y galactosa?.
El citrato al igual que la produccion de
acetoina, son precursores
importantes para los compuestos de
sabor en ciertas variedades de
quesos®P,

Conclusiones

La evaluacién de la diversidad de
BAL y de levaduras obtenidas en este
estudio pone de manifiesto su fuerte
influencia en los procesos
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tradicionales de produccion y en las
caracteristicas organolépticas de los
guesos regionales. Las cepas
seleccionadas en base a su velocidad
acidificante y capacidad de
coagulacion, tales como Lb.
helveticus, Lb.delbrueckii subesp.
bulgaricus y Lb. fermentum, podrian
ser utilizadas como cepas iniciadoras,

mientras que, Lb. casei
subesp.pseudoplantarum y Lb.
plantarum var. arabinosus

demostraron tener una buena
actividad como co-iniciadores para la
fabricacion de quesos. En cuanto a
las especies de levadura, fueron
diversas y especificas de la zona. En
particular, considerando que algunas
cepas de Debaryomyces hansenii,
Dekkera bruxellensis, Candida
versatilis y Candida etchellsii, que
proporcionaron caracteristicas
tecnoldgicas deseables como
protedlisis, lipolisis y producciéon de
acetoina, pueden ser utilizadas como
parte de un estarter destinado a la
produccion de quesos frescos con
origen geografico especifico.
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