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Las bacterias acido-lacticas desempefian un papel de sumo interés
en los periodos iniciales de la maduracién de miiltiples variedades de que-
sos por establecer unas condiciones que acaban imponiendo la seleccién

de una flora caracteristica, de desarrollo mas tardio, que es la principal
responsable de los cambios madurativos.

En tanto que los estreptococos practicamente participan sélo en la aci-
dificacién inicial, el papel desempefiado por los lactobacilos es mucho més
complejo en virtud de su superior actividad proteolitica y lipolitica y de
su actuacién en etapas mds avanzadas del proceso madurativo.

La participacién de los lactobacilos en el desarrollo del aroma de
cierlos quesos ha sido perfectamente demostradal,2. Aunque en los que-
sos de «vena azul» el desarrollo del aroma se debe fundamentalmente a
las funciones metabélicas de hongos pertenecientes al género Penicillium,
es evidente que en el estudio de las variedades de maduracién espontinea
tendente a la normalizacién de sus técnicas de fabricacién resulta inevi-
table la investigacién de su flora acidol4ctica.

En el presente trabajo se describe el aislamiento e identificacién de
los lactobacilos del queso «Cabrales» y las variaciones de su tasa a lo
largo del proceso madurativo.
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MATERIAL Y METODOS

Los reactivos empleados para la preparacién de los medios de culti-
vo a lo largo de estas experiencias fueron suministrados por Difco.

Los métodos utilizados para el muestreo son los sugeridos por la In-
dustrial Dairy Federation.?

Para el cultivo de las cepas aisladas y la determinacién de sus tempe-
raturas optimas de crecimiento se utilizé el medio de cultivo de Man Ro-
gosa Sharpe.*

Las pruebas de fermentacién se efectuaron con células lavadas de
las cepas aisladas y las siembras se efectuaron en medio de cultivo MRS
en el que se omitié la adicién de glucosa y de extracto de carne y se ajusté
el pH a 6,4. Los carbohidratos utilizados fueron esterilizados por filtracién.

La evolucién de anhidrido carbénico se comprobé por el método des-
crito por GI1BSON y ABDEL-MALEK.5

La actividad catalasa se analizé inundando los cultivos en tubos de
agar inclinado con agua oxigenada de 3 vols. y observando la liberacién
de oxigeno.

La produccién de acido lactico se probé en leche desnatada tras tres
dias de incubacién a 30° C midiéndose el 4cido lictico producido por
titulacién con NaOH de normalidad conocida.

La identificacién de las especies aisladas se efectué de acuerdo con
los esquemas de SHARPE, FRYER y SMmiTH.6

El material de partida consisti6 en cuatro muestras de queso proce-
dentes de una de las mas acreditadas cuevas de la regién de Cabrales.

Recuento de lactobacilos: Para el recuento de lactobacilos se tritura-
ron en un triturador de cuchillas M.SE., durante cinco minutos, 10 gr.
de queso con citrato sédico al 2 % hasta un volumen final de 100 ml. De
la solucién original se efectuaron progresivas diluciones 1/10 con las
que se sembraron placas de Petri con medio de cultivo de agar Rogosa. Las
placas se incubaron a 30° C y los recuentos se efectuaron a los tres dias de
incubacién.

Atslamiento de cepas: De las placas utilizadas para el recuento de lac-
tobacilos se aislaron seis tipos aparentemente distintos de colonias que
se resembraron en tubos de agar inclinado con el mismo medio de culti-
vo para estudiar su actividad catalasa y su comportamiento frente a la tin-
cién de Gram y en medio de MRS para su perpetuacién y estudio de su
morfologia.
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RESULTADOS

Evolucién de la poblacion de lactobacilos durante la maduracion:

Los resultados del recuento de lactobacilos en las muestras de dis-
tintos periodos de maduracién figuran en la Tabla L.

TABLA 1.—FEvolucién de la poblacion de lactobacilos durante la madu-

racion.

Muecstra de queso Periodo de maduracion Recuento de lactobacilos
(dias) (1) (lactobh. /gr. de queso)
A 4-5 6,5 X 108
B 12 1,2 X 1011
C 21 2,3 X 1010
D 28 1,1 X 1010

(1). Los periodos de maduracién comprenden desde que el queso entré
en la cueva hasta la llegada a nuestro laboratorio e incluyen por lo tanto los dos o tres
dias de transporte a una temperatura no controlada.

Identificacion de las cepas

Todos los gérmenes aislados tenian forma bacilar y eran «Gram + ».
Crecieron abundantemente a 15° C pero su crecimiento a 45° C fue escaso.
No producian CO; ni catalasa, pero si acido lactico en proporciones dife-
rentes (Tabla II). El crecimiento en medio de cultivo con 0,4 % de
«Teepol» resulté positivo en una sola de las cepas aisladas, que fue ademis
también la inica capaz de fermentar la xylosa. Esta cepa fue identificada
como Lactobacillus plantarum y las cinco restantes como Lactobacillus
caset, var: caser.
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TABLA I1.—Identificacion de las cepas aisladas.

Cepatipo I 2 3 3 5
Gram + + + + +
Crecimiento a:

15°C +++ +++ +++ +++ +++ +++

45°C —+ —I-+ =Eb -+ Salals
Catalasa - — — - —
Morfologia B B B B B
CO; — — . . —
Acido lactico + + + + +
% de 4c. lactico en
el medio 1,6 1,3 1,6 1,6 1,5
Crecimiento en 0,4 % de
«Teepol» = + = = =
Fermentacién de la
xylosa = + — e =

B = Forma bacilar; +++ = crecimiento muy intenso; —+ = Crecimiento
escaso.

DISCUSION

Las cifras correspondientes a la primera muestra de queso pueden no
ser muy representativas de las presentes en el queso de 4 a 5 dias de estar
en la cueva, ya que gran parte del periodo que media entre fabricacién y
recuento corresponde al transporte en condiciones no controladas. La
poblacién de lactobacilos que a los cuatro dias de maduracién debe con-
siderarse ya como muy alta, experimenta un rapido ascenso y al cabo de
doce dias se ha multiplicado por un factor de 200; a partir de este instante
desciende, aunque a un ritmo mucho menos acentuado que el del ascenso.

Seglin demuestran PERRY y SHARPE,? el niimero de lactobacilos en
diferentes muestras de quesos de igual periodo de maduracién varia am-
pliamente, en parte debido a la dificultad de obtener muestras homogéneas;
pese a ello y a que las muestras de queso por ellos analizadas correspon-

dian a la sexta semana de maduracién, puede deducirse, a pesar de la mar-
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cha descendente de nuestras cifras, que nuestros valores son mds elevados
que los sefialados por ellos para muestras de «Cheddar»; y son superiores
también a los publicados por LENOIR® para el queso «Cammembert».

Aungue uno de los factores que determinan la tasa de los lactobaci-
los en una muestra de queso es la incidencia de los mismos en la leche
original, no parece, sin embargo, a juzgar por el trabajo de PERrY y
SHARPE con sesenta muestras diferentes de queso, que la poblacién pre-
sente en la leche original tenga en la practica una importancia decisiva;
de mayor relevancia parecen ser otros factores tales como las concretas
caracteristicas fisicoquimicas del queso y asociaciones entre las distintas
especies microbianas presentes.

La tasa de lactobacilos hallada consistentemente en ésta y otras
experiencias ya en las primeras etapas de la maduracién resulta en cierta
medida sorprendente si se consideran las cifras dadas por PERRY y SHARPE
para los lactobacilos presentes en la leche recién ordefiada.

La marcha descendente de la poblacién de lactobacilos después de
alcanzar su maximo alrededor de los doce dias, podria explicarse como un
fenémeno de autoinhibicién al alcanzar el pH valores excesivamente
bajos para el crecimiento de estos gérmenes, cediendo asi paso a otros
microrganismos tales como levaduras y mohos, aislados también a partir
de estos quesos,?,10 capaces de crecer en estas condiciones y responsables
probablemente de la etapa principal de la maduracién.

RESUMEN

El presente trabajo describe el aislamiento e identificacién de las es-
pecies de lactobacilos presentes en el queso «Cabrales».

Lactobacillus casei var. casei y Lactobacillus plantarum son las
finicas especies aisladas.

La tasa de lactobacilos alcanza un méaximo de 1,2 X 101 lact./gr.
durante la segunda semana y desciende posteriormente hasta 1,1 X 1010
lact./gr. al final de la cuarta semana.
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RESUME

Ce travail décrit Iisolément et Iidentification des espéces de Lacto-
bacilli présents dans le fromage espagnol «Cabrales».

Le Lactobacillus casei var. casei et le Lactobacillus plantarum sont
les seules especes isolées.

Le nombre de bacilli atteint un maximun de 1,2 X 10!!lact/gr.
pendant la deuxitme semaine et diminue jusqua 1,1 X 1010 lact/gr.
a la fin de la quiatriéme semaine.

SUMMARY

An account is given on the species of lactobacillii present during
ripening of «Cabrales» cheese. Lactobacillus casei var. casei and Lacto-
bacillus plantarum are the only species isolated. i

The incidence of lactobacillii in our samples reaches a maximum
of 1.2 X 101! lactobacilli/gr. during the second week, falling from then
on down to 1.1 X 100 lactobacilli/gr. at the end of the fourth week.
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