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RESUMEN

Geotrichum candidum es una levadura, también considerado un hongo con apariencia de
levadura, ampliamente utilizado en la industria lactea. Su importancia reside principalmente en
el proceso de maduracion de algunos quesos, contribuyendo a la formacion del sabor y aroma
de estos y actuando como cultivo protector frente a algunas infecciones bacterianas y hongos
contaminantes. Nuestro objetivo fue aislar cepas de G. candidum a partir de diferentes quesos
de corteza enmohecida para llevar a cabo su identificacion, caracterizacion y determinacion de
algunas de sus propiedades. Se emplearon galerias ID 32 C para la identificacion y el analisis
del perfil de azucares, se realizd una caracterizacion morfologica, pruebas de proteolisis y
lipdlisis, un estudio de la influencia de la temperatura, actividad de agua, pH y concentracion
de NaCl en el crecimiento y una valoracion de su efecto protector frente a hongos filamentosos.
Los resultados mostraron que las cepas aisladas tenian una leve actividad proteolitica y
lipolitica y la capacidad de actuar como cultivo protector frente a algunos hongos alterantes del
género Penicillium. En resumen, 2 cepas se catalogaron morfoldgicamente dentro del morfotipo
levaduriforme, las otras 3 dentro del morfotipo fungiforme. Algunas cepas de G. candidum
tienen un efecto protector frente a cepas de Penicillium verrucosum y la interaccion con otros
microorganismos presentes en el queso incrementa las actividades proteolitica y lipolitica.

PALABRAS CLAVE: cultivo protector, Geotrichum candidum, lip6lisis, proteolisis, queso
Camembert, queso Brie.

ABSTRACT

Geotrichum candidum is a yeast, also considered a yeast-like fungus, widely used in the dairy
industry. Its importance lies mainly in the maturation process of some cheeses, contributing to
the formation of their flavor and aroma and acting as a protective culture against some bacterial
infections and contaminating fungi. Our objective was to isolate G. candidum strains from
different moldy rind cheeses to carry out their identification, characterization, and
determination of some of their properties. ID 32 C galleries were used for the identification and
analysis of the sugar profile, a morphological characterization, proteolysis and lipolysis tests, a
study of the influence of temperature, water activity, pH and NaCl concentration on growth and
an assessment of its protective effect against filamentous fungi were performed. The results
showed that the isolated strains had a slight proteolytic and lipolytic activity and the ability to
act as a protective culture against some spoilage fungi of the genus Penicillium. To sum up, 2
strains were morphologically classified within the yeast morphotype and the other 3 within the
fungiform morphotype. Some strains of G. candidum have a protective effect against strains of
Penicillium verrucosum and the interaction with other microorganisms present in cheese
increases proteolytic and lipolytic activities.

KEYWORDS: Brie cheese, Camembert cheese, Geotrichum candidum, lipolysis, protective
culture, proteolysis.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia, taxonomia y origen

Geotrichum candidum Link cuenta con una extensa diversidad tanto fenotipica como
genotipica que dificulta su clasificacion, de manera que todavia existe un debate abierto sobre
si considerarlo una levadura o un hongo con apariencia de levadura (Boutrou y Guéguen, 2005).
Por esta razén, en el presente trabajo utilizaremos ambos términos para referirnos a G.

candidum.

Al margen de su clasificacion, G. candidum cuenta con numerosas aplicaciones e
intereses en la industria lactea, alcanzando gran importancia en el proceso de maduracion de
algunos quesos y en la formacion del sabor de estos (Boutrou y Guéguen, 2005). Sin embargo,
su importancia no se limita solo a la contribucion en el sabor, sino que también afecta positiva
y significativamente al color, textura y aroma no solo de los quesos, principalmente frescos,
sino también de la mantequilla, la nata, la leche fermentada y otro tipo de alimentos (Kofiuchova

y Valik, 2021).

Inicialmente, el género Geotrichum fue establecido en 1809 por Link, quién denominé
tan solo una especie, G. candidum. Desde ese momento, se han nombrado y utilizado multiples
sinébnimos de dicha especie (de Hoog ef al., 1986), siendo el mas usado Oidium lactis (Wouters
et al., 2002). G. candidum fue clasificado inicialmente como moho, sin embargo, desde hace

casi 40 afios se considera mayoritariamente una levadura (Barnett ez al., 1983).

El concepto de anamorfo se utiliza para describir la fase reproductiva asexual de un
hongo, mientras que el concepto de teleomorfo hace referencia a la fase reproductiva sexual.
Inicialmente, desde 1977 hasta 2004, el complejo Galactomyces geotrichum (E.E. Butler & L.J.
Petersen) Redhead & Malloch fue establecido como el teleomorfo de G. candidum (de Hoog
et al., 1998). A partir de 2004, se comenz06 a considerar Galactomyces candidus como el estado

teleomorfo de G. candidum (de Hoog y Smith, 2004).

La clasificacion taxonomica (Pottier ef al., 2008), por lo tanto, se establece de la

siguiente manera:

Estado teleomorfico Estado anamorfico
Filo: Ascomycota Familia: Dipodascaceae Candidaceae
Clase: Hemiascomycetes Género: Galactomyces Geotrichum
Orden: Saccaromycetales Especie: G. candidus G. candidum



Actualmente, en 2022, segiin la base de datos Catalogue of Life, se ha establecido
Dipodascus geotrichum (E.E. Butler & L.J. Petersen) Arx (von Arx, 1977) como el nombre de
la especie mas adecuado. Sin embargo, en el trabajo utilizaremos Geotrichum candidum ya que

es el nombre méas conocido y utilizado.

G. candidum se puede encontrar en niveles bajos en aproximadamente el 30% de las
muestras de leche cruda (Desmasures ef al., 1997), y por lo tanto, también en quesos de leche
cruda, es decir, quesos que no han sido pasteurizados. De hecho, esta presente en los quesos
independientemente de la procedencia de la leche, ya sea de cabra (Tornadijo ef al., 1998), vaca
(Wojtatowicz et al., 2001) u oveja (Cosentino et al., 2001). Ademas, G. candidum también esta
presente en los seres humanos y otros mamiferos, en los insectos, en alimentos para animales,
en las plantas, en las frutas y en multiples habitats naturales como el suelo, la hierba o el

ensilado (Barnett et al., 1990).

Por el contrario, es mas dificil encontrar G. candidum en quesos de leche pasteurizada
y en la cuajada o suero de los quesos Cheddar en la maduracién, ya que en caso de estar presente
no lo suele hacer como especie predominante. También es sabido que se utilizan algunas cepas
comerciales de G. candidum como cultivo iniciador, pudiendo ser estas rociadas sobre la

superficie del queso o afiadidas a la leche (Welthagen y Viljoen, 1999).

1.2 Morfologia vy fisiologia

En funcion de las propiedades bioquimicas y morfolégicas, G. candidum se puede
dividir en 3 tipos o morfotipos distintos (Rattray, 2002). El primer morfotipo (Figura 1A), mas
considerado una levadura que un hongo, cuenta con cepas con colonias caracterizadas por su
color crema y por una alta capacidad de produccion de artrosporas (Figura 1B). Ademas, estas
cepas cuentan con actividad de acidificacion, leve protedlisis y un crecimiento Optimo a
temperaturas de entre 22°C y 25°C (Guéguen y Jacquet, 1982). Estas colonias de color crema

tienen un olor dulzén, son lisas y también membranosas (Eliskases-Lechner, 2002).

El tercer morfotipo (Figura 2A), mas considerado un hongo que una levadura, esta
formado por cepas cuyas colonias presentan un color blanquecino, alta actividad proteolitica,
actividad alcalinizante y baja produccion de artrosporas (Figura 2B). Sin embargo, predominan
las hifas vegetativas y la temperatura dptima de crecimiento es mayor que en el caso anterior,
estando entre 25°C y 30°C (Guéguen y Jacquet, 1982). Para finalizar, el segundo morfotipo estd
formado por aquellas cepas que son una mezcla y que por lo tanto no entran dentro de ninguna

de las dos clasificaciones anteriores (Rattray, 2002).



Figura 1. (A) Apariencia macroscopica de una colonia de G. candidum perteneciente a una cepa de tipo
levaduriforme crecida en una placa de Petri en el laboratorio. La escala es de 30 mm (Wolfe, 2015). (B)
Apariencia microscopica de una colonia de G. candidum perteneciente a una cepa de tipo levaduriforme vista
en un microscopio a 400x. Las flechas en negro sefialan las artrosporas. La escala es de 10 um (Wolfe, 2015).

Figura 2. (A) Apariencia macroscopica de una colonia de G. candidum perteneciente a una cepa de tipo
fungiforme crecida en una placa de Petri en el laboratorio. La escala es de 30 mm (Wolfe, 2015). (B)
Apariencia microscopica de una colonia de G. candidum perteneciente a una cepa de tipo fungiforme vista en
un microscopio a 400x. Las flechas en negro sefialan las artrosporas. La escala es de 10 um (Wolfe, 2015).

Las colonias de G. candidum, especialmente el morfotipo levaduriforme mencionado
anteriormente, producen durante su desarrollo y crecimiento hifas septadas (Figura 3A). Estas,
cuentan con separaciones entre las diferentes células mediante paredes transversales que
contienen poros o agujeros promoviendo de esta manera la transferencia del material del
citoplasma entre dichas células. Ademas, las hifas estdn bifurcadas y tienen un tamafio que
oscila entre los 7 um y los 11 pm de ancho. Si dichas hifas se fracturan, siempre y cuando sean
fértiles, dan lugar a la formacion de artrosporas o artroconidios unicelulares (Figura 3B), los
cuales cuentan con una forma inicialmente rectangular que se va redondeando poco a poco hasta

adquirir una forma cilindrica similar a la de un barril. El tamafio de las artrosporas se encuentra



entre 6 um y 12 pm de largo y entre 3 um y 6 um de ancho. En ningun caso se van a formar

blastoporos, también conocidos como blastoconidios, un tipo de esporas que se forman por

gemacion (Eliskases-Lechner, 2002).

Figura 3. (A). Hifas ramificadas de G. candidum vistas a una ampliacion de 1000x (Eliskases-Lechner, 2002).
(B). Artrosporas de G. candidum formadas por la fractura de las hifas vistas a una ampliacion de 400x
(Eliskases-Lechner, 2002).

Para la busqueda y la identificacion de cepas de G. candidum importantes para la
industria, se han utilizado procedimientos basados en propiedades morfologicas, fisiologicas y
bioquimicas o una mezcla de ellas (Barnett ef al., 1990; Kurtzman y Fell, 1998). G. candidum
tiene la capacidad de crecer facil y rapidamente en algunos de los medios mas utilizados. Por
ejemplo, crece en agar con extracto de malta como fuente de carbono y energia a una
temperatura de 25°C formando después de 1 semana colonias con un didmetro de

aproximadamente 7 cm (Eliskases-Lechner, 2002).
1.3 Metabolismo

G. candidum tiene la capacidad de utilizar diversas fuentes de carbono y también es
capaz de utilizar el nitrogeno organico ya sea en su forma simple, como por ejemplo en las
peptonas y caseinas (Guéguen, 1984; Adour et al., 2002), o en fuentes mas complejas como el
extracto de levadura (Amrane y Prigent, 1997). De hecho, G. candidum puede crecer en
distintas fuentes de carbono utilizando la asparagina como fuente de nitrégeno y puede utilizar
otros aminodacidos con glucosa como fuente de carbono (Aldarf et al., 2002). Ademas, algunos
estudios evidencian la capacidad de produccion de aminoacidos libres por parte de G. candidum
utilizando la caseina (Guéguen y Lenoir, 1975) y la descomposicion de otras proteinas o

péptidos a productos mas pequefios sin incrementar los aminoacidos libres (Wyder, 1998).



1.4 Lipdlisis
La lipdlisis es un proceso bioquimico y metabdlico, concretamente perteneciente al
catabolismo, que consiste en la descomposicion de los lipidos y grasas en moléculas de menor
tamafio como los acidos grasos. Por ello, la presencia de enzimas lipoliticas en G. candidum
supone un nivel elevado de 4cidos grasos en algunos quesos (Collins et al., 2003). Ademas, este
proceso es de gran importancia en G. candidum ya que contribuye al sabor y aroma de algunos

quesos durante la maduracion, aportando de manera general mejores caracteristicas sensoriales

(Gabortit et al., 2001).

La lipolisis ocurre gracias a la accién de unas enzimas conocidas como lipasas, que en
el caso de G. candidum son de gran tamafo llegando a superar en muchos casos los 60 kDa de

peso (Cygler et al., 1993).

La lipasa mas estudiada y conocida de G. candidum es la lipasa I, descubierta en 1964.
Esta lipasa extracelular puede llevar a cabo la lipdlisis en productos lacteos y se concentra a
través de la eliminacion del medio de cultivo. La lipasa I no presenta una especificidad absoluta
o total por acidos grasos insaturados en cis en la posicion 9 y por acidos grasos insaturados en
cis en las posiciones 9 y 12, pero si tiene por ellos una especificidad tinica que le permite llevar
a cabo la hidrdlisis de estos sea cual sea su lugar en el triglicérido. El polvo liofilizado tiene
una alta estabilidad, y por esta razon, se puede conservar o retener la actividad enzimatica
mediante el almacenamiento aproximadamente a -20°C incluso durante mas de 8 afos. Ademas,

la actividad enzimatica es optima a un pH de alrededor de 8,2 (Jensen, 1974).

Otra de las lipasas mas estudiadas de G. candidum es la lipasa II, que a diferencia de la
lipasa I no es especifica. Entre ambas existe una identidad del 86% en la estructura primaria,
pero una pequeila variacion estructural puede ser responsable de las diferencias en la
especificidad (Shimada ef al., 1989). De hecho, algunos estudios apuntan a que se trata de
isoenzimas, y aunque sean estructuralmente semejantes, utilizan sustratos diferentes (Bertolini

et al., 1995).

A pesar de que el papel de las enzimas lipoliticas de G. candidum en la grasa de la leche
esta clara, alin no se conoce a fondo como es la actividad de dichas enzimas en la lipdlisis de
los quesos, ya que en ellos crecen mas levaduras ademas de la mencionada (Boutrou y Guéguen,

2005).

Sin embargo, si se sabe que G. candidum promueve en el proceso de maduracion del

queso el cambio de los 4cidos grasos libres a acidos grasos insaturados. Por ejemplo, se ha



relacionado la presencia de algunas lipasas de G. candidum con una alta relacion de acidos

oleicos en quesos como el Pont-I’Evéque y el Camembert, quesos de pasta blanda (Boutrou y

Guéguen, 2005).

Por otro lado, en estudios sobre la maduracién del queso Armada, se ha reportado una
mayor actividad lipolitica por parte de G. candidum debido a que actua como una de las
principales levaduras dominando especialmente en las primeras fases del proceso de
maduracion (Tornadijo et al., 1998). En este caso, la lipdlisis es de mayor intensidad que en
otros quesos de cabra madurados y semejante a la que se puede llevar a cabo en quesos azules.
En el proceso de maduracion del queso Armada, principalmente en las primeras etapas, la
relacion entre acidos grasos Cis y acido grasos Cis:1 es bastante baja. La alta cantidad de acidos
grasos Cis:1 es debida a la presencia de G. candidum y mas concretamente a la de su lipasa B

(Fresno et al., 1997).
1.5 Protedlisis

La proteolisis es un proceso bioquimico y metabdlico perteneciente al catabolismo que
consiste en la degradacion o descomposicion de proteinas mediante unas enzimas conocidas
como proteasas. La proteolisis, al igual que la lipolisis, es un proceso de gran importancia en
G. candidum ya que contribuye al sabor y al aroma de algunos quesos y favorece el correcto
desarrollo de la textura durante la maduracion. Ademas, la proteolisis en G. candidum esté
vinculada con la etapa de crecimiento, alcanzando la mayor actividad durante la fase
estacionaria del microorganismo (Hannan y Guéguen, 1985). G. candidum cuenta con una

aptitud proteolitica similar a la de Penicillium camemberti (Eck, 1990).

Como ya se ha comentado anteriormente, el primer morfotipo, mas parecido a una
levadura que a un hongo, cuenta con una débil actividad proteolitica extracelular en
comparacion con el tercer morfotipo, caracterizado por tener una actividad proteolitica
extracelular elevada. Debido a la existencia de estas diferencias es necesario llevar a cabo un
proceso de seleccion de cepas a la hora de producir o elaborar los distintos tipos de queso. Gran
parte de las cepas de esta levadura que se han aislado en quesos duros cuentan con un
crecimiento menos elevado y con menor actividad proteolitica que las cepas aisladas de quesos

blandos (Guéguen y Lenoir, 1975).

No obstante, la proteolisis intracelular es siempre superior a la extracelular. Se han
realizado estudios que han demostrado que en un total de 83 cepas de G. candidum la relacion

entre las actividades de proteolisis intracelular respecto a la extracelular es de 15 a 1



aproximadamente. Ademas, es importante destacar que el sistema proteolitico extracelular se
puede desactivar de forma mas rapida estableciendo un pH de 4 y es menos resistentes a altas
temperaturas, siendo el sistema intracelular més termoestable que el extracelular (Guéguen y

Lenoir, 1976).

Por otro lado, algunos estudios realizados en la década de 1990 determinaron la
presencia en G. candidum de una proteasa intracelular. Esta se caracteriz6 como una serina
proteasa neutra y se evidencié la presencia de algunos inhibidores intracelulares de dicha
actividad enzimatica. La presencia de estos inhibidores enddgenos puede explicar en algunos
casos la ausencia de degradacion de las proteinas celulares (Vicent-Soler y Gacto, 1991;

Boutrou et al., 2006).

Algunos afios mas tarde se detectd que esta proteasa intracelular tenia una especificidad
parecida a la de la quimiotripsina. La estabilidad de la enzima es baja, por lo que es frecuente
observar una rapida pérdida de actividad. En funcion del sustrato que se utilice, el pH mas
adecuado para la actividad enzimatica puede ser de 7,0 o de 8,25; indicando de esta manera la
presencia de dos enzimas distintas o simplemente de dos perfiles distintos para dos actividades
diferentes de la misma enzima. Esta serina proteasa es independiente de metales, pero los iones
de magnesio pueden colaborar para mantener su estabilidad (Litthauer et al., 1996; Boutrou

et al., 20006).

1.6 Factores que influyen en el crecimiento

El desarrollo de G. candidum en la parte superficial de los quesos depende de una serie
de factores entre los que se encuentran la temperatura, los niveles de O, durante la maduracion,
la inoculacion inicial, el pH, la humedad relativa y la actividad de agua, entre otros. Ademas,
la concentracion de sal (NaCl) presente en el queso y en su superficie, asi como la presencia de
otro tipo de cultivos para la maduracién, como por ejemplo Penicillium camemberti, también
modulan el crecimiento de G. candidum en los quesos (Rattray y Eppert, 2022). El nivel de
crecimiento o desarrollo de los hongos, en este caso de G. candidum, esta afectado

principalmente por 2 factores: la actividad de agua (aw) y la temperatura (Dantigny et al., 2007).

El crecimiento optimo de G. candidum se consigue con temperaturas de entre 25°C y
30°C (Plaza et al., 2003), mientras que la temperatura maxima a la que puede crecer asciende a
los 35-38°C (Pitt y Hocking, 2009). Por otro lado, la minima temperatura a la que se puede

observar cierto crecimiento desciende hasta los 5°C (Hudecova et al., 2009). Los artroconidios,



por su parte, apenas muestran resistencia a altas temperaturas, llegando a morir el 90% de ellos

a 52°C en apenas en 30 minutos (Pitt y Hocking, 2009).

La actividad de agua es la relacion que existe entre la presion de vapor de un alimento
y la presion de vapor del agua pura en las mismas condiciones de presion y temperatura (Food
and Drug Administration, 2014). G. candidum tiene un crecimiento restringido a habitats con
altas disponibilidades de agua, y por lo tanto, la actividad de agua minima para que haya
crecimiento es de 0,90 (Pitt y Hocking, 2009). Sin embargo, otros estudios sugieren que el
crecimiento y desarrollo de G. candidum ocurre a una actividad de agua de 0,95 pero no de
0,90; ya que es incapaz de germinar en un periodo de tiempo de 30 dias a una actividad de agua

inferior a 0,95 incluso a su temperatura 6ptima (Plaza ef al., 2003; Hudecova et al., 2011).

Por otro lado, el rango de pH en el que es posible el crecimiento de G. candidum es
bastante amplio, ya que puede crecer en un rango de pH de entre 3,0 y 11,0 (Garrison y Holdar,
1961). Esto es debido a que existen algunas cepas capaces de crecer a un pH de 3,4 (Hang ef al.,
1974) o incluso de 2,2 (Butler et al., 1962). Sin embargo, el pH O6ptimo para el crecimiento de
G. candidum varia en funcion de la fuente bibliografica, de manera que algunos estudios lo

establecen entre 5y 5,5 (Eck, 1990; Wyder, 1998) y otros entre 5,5 y 6 (Guéguen, 1984).

La tolerancia a la sal por parte de G. candidum es bastante limitada. Segun algunos
estudios el crecimiento de G. candidum a concentraciones de 1-2% de NaCl se ve ralentizado
respecto al crecimiento a concentraciones de 0% de NaCl (Pazakova et al., 2003; Marcellino y
Benson, 2013). Ademas, se puede observar un efecto inhibitorio en el hongo si se utilizan
medios con concentraciones de 5-6% de sal (Uraz y Ozer, 2014), o incluso, de 4% (van den
Tempel y Nielsen, 2000). Sin embargo, algunas cepas de G. candidum aisladas del queso

Armada han tenido buenos crecimientos incluso a concentraciones de 5% de sal (Tornadijo

et al., 1998).

Finalmente, cabe destacar que G. candidum no es capaz de crecer en condiciones
anaerobicas, pero es resistente a ambientes con bajos niveles de oxigeno y altos niveles de
dioxido de carbono (Pitt y Hocking, 2009). El crecimiento de G. candidum en atmdsferas con

bajos niveles de oxigeno induce el alargamiento de las hifas y la pérdida de las ramas laterales

(Robinson y Griffith, 1977).

De hecho, algunos estudios afirman que es capaz de desarrollarse a concentraciones de

2% de oxigeno y 25% de dioxido de carbono. Sin embargo, las mejores condiciones para



favorecer el crecimiento de G. candidum son concentraciones de 21% de oxigeno y 0% de

didxido de carbono (van den Tempel y Nielsen, 2000).

1.7 G. candidum en la industria quesera

G. candidum se utiliza en una amplia variedad de quesos. Algunos de ellos son el
Armada, Saint-Nectaire, Miinster, Limburger, Tilsit o Pont-L’EVéque entre otros (Wyder, 1998;
Perkins et al., 2020). Sin embargo, nos vamos a centrar en los quesos Camembert y Brie, quesos
franceses de pasta blanda y corteza enmohecida preparados a partir de leche de vaca. En ambos,
G. candidum es de gran importancia ya que contribuye a la formacion del aroma y sabor

(Ribadeau-Dumas, 1984; Wyder, 1998).

El queso Camembert tiene su origen en la region de Normandia, en Francia. Es un queso
suave, madurado con moho y elaborado a partir de leche de vaca cruda, aunque a veces se utiliza
leche de vaca pasteurizada. Cuenta con una forma cilindrica y una corteza delgada y recubierta
de moho blanco en la que pueden aparecer pequefias manchas rojas por la presencia de
Brevibacterium linens (Hartmann y Maubois, 2017). G. candidum es uno de los componentes
mas importantes de la microbiota de este queso, estando presente en altas cantidades en la
superficie. Su crecimiento durante el proceso de maduracion la primera semana es muy rapido,
después se estabiliza (Molimard et al., 1995). Las propiedades organolépticas del queso
Camembert se ven mejoradas por la presencia de G. candidum, ya que algunas cepas reducen
el amargor a la vez que refuerzan el sabor manteniendo la apariencia tradicional del queso

(Mourgues et al., 1983).

Por su parte, el queso Brie tiene su origen en la region de Brie, en Francia, como su
propio nombre indica. Las dos variedades mas conocidas son las elaboradas en el municipio de
Melun y en la ciudad de Meaux, siendo esta ultima variedad la mas conocida. Sus caracteristicas
y morfologia son bastante parecidas a las del Camembert ya que también es un queso suave,
madurado con moho y elaborado a partir de leche de vaca cruda, aunque en ocasiones se prepara
a partir de leche de vaca pasteurizada. También tiene forma cilindrica y una delgada y
aterciopelada corteza recubierta de moho blanco, mientras que la pasta interna es de color palido

o amarillo claro (Becerro, 2012).

1.8 Papel como cultivo protector e interaccion con otros microorganismos

Un cultivo protector es un tipo de cultivo que lleva a cabo la inhibicion del crecimiento de
bacterias patogenas, levaduras o mohos contaminantes, reduciendo el peligro o los dafios

causados por ellos. Estos cultivos aplicados a la industria quesera no solo consiguen



perfeccionar la calidad de los quesos, sino que también permiten periodos de almacenamientos
mas duraderos disminuyendo el desperdicio de queso y mejorando la seguridad alimentaria

(Lactocyex S.L, 2019).

Segun algunos estudios, G. candidum afecta al crecimiento y a la esporulacion de
algunos hongos del género Penicillium como P. roqueforti, independientemente de la

concentracion de sal y de oxigeno presente en el queso (van den Tempel y Nielsen, 2000).

Ademés, G. candidum inhibe de manera especifica algunos hongos alterantes y
contaminantes como P. commune, P. caseifulvum, P. solitum, P. discolor, P. coprophilum o P.
verrucosum en algunos quesos como el Camembert. Esto choca completamente con el tipo de
inhibicidn que suele llevarse a cabo entre hongos que interaccionan en los quesos, que suele ser
por contacto directo y no de forma especifica. El rapido crecimiento de G. candidum y la
temprana germinacion de sus conidios compitieron no solo por los sustratos sino también por
el espacio, inhibiendo de esta forma el resto de hongos anteriormente mencionados (Nielsen
etal., 1998). G. candidum también puede actuar como cultivo protector contra mohos no
deseados del género Mucor, inhibiendo su crecimiento y esporulacion (Guéguen et al., 1974;

Guéguen et al., 1984).

Por otro lado, G. candidum también acttia como cultivo protector frente a bacterias tanto
Gram-positivas como Gram-negativas, y frente a levaduras como Debaryomyces hansenii,
Yarrowia lipolytica o Pichia jadinii, mas conocida como Candida utilis (Guéguen et al., 1974).
Asimismo, G. candidum también inhibe el crecimiento de Listeria monocytogenes gracias a la
produccion y excrecion de compuestos como el dcido D-3-fenilactico (Dieuleveux et al., 1998;

Dieuleveux y Guéguen, 1998).

Dejando a un lado el papel como cultivo protector, G. candidum también tiene
interacciones sinérgicas con otros microorganismos. Un microorganismo que se utiliza
habitualmente en quesos como el Camembert, el Brie o el Munster es Brevibacterium linens,
una bacteria Gram-positiva que estimula notoriamente el crecimiento de G. candidum en un
rango de pH de entre 5 y 7,5. Por otro lado, G. candidum estimula moderadamente el
crecimiento de B. linens pero tan solo a un pH aproximado de 5. Ademas, esta Ultima
estimulacion se ve afectada por el incremento de la concentracion de NaCl debido a la alta

sensibilidad que muestra G. candidum a la sal (Lecocq y Guéguen, 1994).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es el aislamiento de Geotrichum candidum
procedente de diversas muestras de queso de corteza enmohecida para la obtencidon de cepas
propias, y a partir de ellas, llevar a cabo una serie de pruebas de interés tecnologico que nos
permitan identificarlas, caracterizarlas y determinar algunas de sus caracteristicas mas

importantes.

A través de estas pruebas o analisis se busca determinar algunas caracteristicas o
propiedades morfoldgicas, valorar la actividad proteolitica y lipolitica, estudiar la capacidad de
crecimiento de las diferentes cepas en distintas condiciones de temperatura, concentracion de
sal, actividad de agua y pH, y por ltimo, estudiar también la capacidad de inhibicion sobre
otros hongos que pueden resultar alterantes y/o toxigénicos, evaluando de esta forma su

potencial para actuar como cultivo protector.
3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento y recuento de G. candidum en quesos Camembert v Brie

En primer lugar se llevo a cabo el aislamiento de 5 cepas de G. candidum procedentes
de 5 quesos diferentes, 3 quesos Camembert y 2 quesos Brie. Una vez comprados se le asigno
un numero a cada queso, que también servird para designar las cepas aisladas de ellos: M1 para
el Camembert de Président, M2 para el Camembert de Marcillat, M3 para el Camembert de
Chéne d’Argent, M4 para el Brie de Dia y M5 para el Brie de Carrefour.

Para realizar el protocolo de aislamiento (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods, 1978) se prepararon 5 frascos de 90 mL de citrato sodico al 2%, 20
frascos de 9 mL de agua de peptona al 0,1% para preparar las 4 diluciones por cada muestra y
20 placas de Petri con medio de cultivo Agar Glucosa Cloranfenicol (CGA) (Oxoid, Thermo
Fisher Scientific, Espafia). Para ello, se hicieron todos los célculos necesarios, se prepararon
los medios y se esterilizaron 15 minutos en una olla a presion a 121°C. Después, el medio CGA

se atemperd a 45°C y se prepararon las placas en la cabina de flujo laminar.

Una vez preparado todo, se tomaron 10 g de cada uno de los quesos y se introdujeron
en bolsas de homogeneizacion. Se afiadieron 90 mL de citrato sddico al 2% en cada bolsa y se
sometieron a 2 minutos en un homogeneizador de paletas (/nterscience). Después, las mezclas
se pasaron por el filtro de las bolsas de homogeneizacion. Estos filtrados ya corresponden con

la dilucion 107!, por lo que se pas6é 1 mL de cada uno de ellos a los frascos de 9 mL de agua de
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peptona al 1% para obtener las diluciones 1072, y asi sucesivamente hasta obtener también las

diluciones 1073, 10*y 107,

A continuacion, se llevo a cabo una siembra por extension en superficie. Para ello se
pipetearon 0,1 mL de cada una de las diluciones (a excepcién de la 107!) en las placas de CGA
y se extendieron utilizando un asa de vidrio flameada en alcohol. Las placas se incubaron a

25°C durante 72 horas.

Antes del transcurso de los 3 dias, se prepar6 medio de cultivo Agar Extracto de Malta
(MEA) (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Espafia), se esterilizo a 115°C durante 10 minutos, se

atempero a 45°C y se prepararon 5 placas de Petri.

Una vez pasadas las 72 horas se selecciono 1 placa de las 4 que habia de cada muestra,
las que tuvieran entre 25 y 200 colonias, y se realizd el recuento para calcular las unidades
formadoras de colonia (UFC) de G. candidum por gramo de alimento, en este caso de queso.
Para el recuento se utilizo la siguiente formula: N =n - 10 - factor de dilucion, siendo “n”
el namero de colonias y “N” las unidades formadoras de colonia de G. candidum por gramo de
queso. Se seleccionaron las placas con la dilucion 10 de las muestras M2 y M3, mientras que

para el resto se seleccion6 la placa con la dilucién 107,

Se tomd con un asa de siembra un in6culo de las 5 placas seleccionadas y se sembraron
2 puntos y 1 linea en las placas de MEA. Finalmente, las 5 placas se incubaron a 25°C durante
48 horas aproximadamente. Cuando pasaron las 48 horas y el crecimiento de G. candidum ya
era adecuado, se sembraron las 5 cepas en estria en frascos de agar inclinado para mantener un
stock de las cepas, y se incubaron los frascos a 25°C durante 48 horas. Las placas con las cepas

aisladas se introdujeron en el frigorifico para evitar que siguieran creciendo.

3.2 Identificacion y caracterizacién morfoldgica

Para analizar el perfil de azucares e identificar las cepas y confirmar que efectivamente
se trataba de G. candidum, se emplearon galerias ID 32 C (bioMérieux, Espana). Este proceso
de caracterizacion e identificacion tan solo se llevo a cabo con 2 de las 5 cepas: M1 y M2. Las
galerias ID 32 C estan formadas por 32 cupulas. En 29 de ellas estd presente un sustrato
carbonado deshidratado que servira para realizar distintas pruebas de asimilacion. También hay
una clpula que detecta sensibilidad a la cicloheximida, una prueba colorimétrica para la

esculina y un control negativo.

En primer lugar, se prepararon suspensiones con las colonias en 2 mL de agua destilada

hasta conseguir una turbidez de 2 en la escala de McFarland. Después, se transfirieron 250 uLL
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de la suspensiones preparadas a ampollas de C Medium. Las ampollas se homogeneizaron y se
transfirieron 135 pL a cada uno de los 32 pocillos de la galeria. Las galerias se taparon y se
incubaron a 25°C durante 48 horas, aunque los resultados se visualizaron también a las 24 horas.
Los resultados obtenidos se compararon con una tabla de identificacion de 63 levaduras
distintas proporcionada por la propia casa comercial. Aun asi, se introdujeron los perfiles
numéricos obtenidos de la suma de las reacciones positivas en la base de datos online APIWEB

para interpretar los resultados segln las instrucciones de las galerias.

Por otro lado, para la caracterizacion morfologica de las 5 cepas se sacaron fotografias
de cada una de ellas. En primer lugar, se tomaron imagenes microscopicas del micelio de las 5
cepas utilizando una camara (Motic) acoplada al microscopio Optico (Motic BA-300) y en
segundo lugar, se tomaron fotografias macroscopicas. Para ambos tipos de imagenes se utilizo

un programa informatico llamado Motic Images Plus.

3.3 Pruebas de protedlisis vy lipolisis

Para evaluar la capacidad proteolitica de las 5 cepas de G. candidum, se prepararon dos
medios de cultivo diferentes: gelatina y Agar Caseina (Harrigan y McCance, 1979). Por otro
lado, para evaluar la capacidad lipolitica de las 5 cepas de G. candidum se prepararon otros dos
medios de cultivo: Agar Tributirina y Agar Tween 80 (Harrigan y McCance, 1979). Con estos
medios de cultivo se prepararon 10 frascos de gelatina, 10 placas de Petri de Agar Caseina, 10
placas de Agar Tween 80 y 5 placas de Agar Tributirina, que fue el tnico caso que se decidio

no hacer por duplicado.

Los frascos de gelatina se sembraron con las cepas de G. candidum por picadura
utilizando una aguja de platino, mientras que en las placas se sembraron 1 linea y 2 puntos.
Tanto las placas como los frascos se introdujeron a 25°C y se visualizaron al cabo de 2 y 5 dias

en busca de halos de aclaramiento alrededor de las colonias o licuefaccion de la gelatina.

3.4 Influencia de diversos factores en el crecimiento de G. candidum

Se eligieron 4 factores con el objetivo de estudiar su influencia en el crecimiento de G.
candidum: temperatura, actividad de agua, pH y concentracion de sal. En primer lugar, los
diferentes valores de temperatura se eligieron en funcion de las temperaturas de maduracion de
los quesos Camembert y Brie. Por otro lado, los distintos valores de actividad de agua se
establecieron en funcion de la actividad de agua optima de G. candidum y de la actividad de
agua de los 5 quesos, que se midieron utilizando un higrémetro (AquaLab, Espana). En tercer

lugar, los distintos valores de pH se establecieron en funcion del pH optimo del hongo y del pH
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de los 5 quesos, que se calculd utilizando un medidor de pH (VWR International, EEUU).
Finalmente, los valores de las concentraciones de sal se eligieron teniendo en cuenta las

concentraciones presentes en los 5 quesos.

Una vez establecidos los valores de todos los factores a estudiar, se hicieron los medios
de cultivo. Se prepararon 2 placas de MEA normal para cada una de las 5 muestras, que se
incubarian a 10 y 15°C. Por otro lado, se prepararon 4 placas de MEA con concentraciones de
1%, 1,5%, 2%y 2,5% de NaCl para cada una de las 5 muestras. También se prepararon 3 placas
de MEA con actividades de agua de 0,966; 0,975 y 0,985 para cada una de las 5 muestras. Esto
se consiguid mediante la adicion de diferentes cantidades de glicerol. Finalmente, se prepararon
3 placas de MEA con un pH de 5,5; 6,5 y 7,5 para cada una de las 5 muestras utilizando HCl y
NaOH. Como controles se utilizaron 2 placas de MEA normal por cada muestra, con una
concentracion de sal del 0%, una actividad de agua de 0,995, un pH de 5,17 y una incubacion

a25°C.

Las placas se sembraron con 3 puntos de las diferentes cepas de G. candidum y se
incubaron a 25°C, a excepcion de las 5 que se incubaron a 10°C y las 5 que se incubaron a 15°C.
Se visualizaron las placas al cabo de 1, 2, 3 y 4 dias y cada uno de estos dias se midi6 el didmetro
de crecimiento de cada una de las colonias. A partir de estos valores se elaboraron graficos de
dispersion con las curvas de crecimiento, con el tiempo en dias en el eje X y el didmetro de las
colonias medido cada 24 horas en el eje Y (Anexo). Finalmente, se obtuvieron las pendientes
de las lineas de tendencia de cada curva de crecimiento, que son equivalentes a las tasas de

crecimiento de cada cepa (mm/dia) en las diferentes condiciones.

3.5 G. candidum como cultivo protector frente a hongos filamentosos

En este experimento se emple6 una técnica de siembra en césped modificada
(Magnusson y Schniirer, 2001) y se seleccionaron Unicamente 2 cepas de G. candidum: M1 y
M2. Para evaluar el comportamiento de estas cepas de G. candidum como cultivo protector, se
llevé a cabo un cultivo de esporas en sobrecapa de diferentes hongos del género Penicillium,

potencialmente alterantes y toxigénicos.

Para ello, se prepararon suspensiones de esporas de Penicillium roqueforti MP15
(aislada de queso azul en el Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad de Leon), Penicillium commune MP82 (CBS 468.84) y Penicillium verrucosum
MPS88 (aislada de queso en el Departamento de Higiene y Tecnologia de los Alimentos de la

Universidad de Ledn y depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, CECT 20766)
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en tubos de 1 mL de agua con 0,05% de Tween 80. A partir de estas suspensiones se sembraron
3 puntos en placas de MEA que se incubaron a 25°C durante aproximadamente 6 dias. Por otro
lado, se prepararon 12 placas de MEA; 6 para la cepa M1 y 6 para la cepa M2 (2 placas para
cada uno de los hongos del género Penicillium por cada muestra). Estas placas se sembraron
con 3 puntos de la cepa de G. candidum correspondiente y se incubaron a 25°C durante 24
horas. Como control se utilizaron 3 placas de MEA sin G. candidum, Gnicamente con la
sobrecapa que contiene esporas. Una vez crecieron los hongos del género Penicillium, se
prepard a partir de cada uno de ellos otra suspension de esporas en tubos con 1 mL de agua con
0,05% de Tween 80 estéril. Se realizaron recuentos en una camara de Neubauer modificada y
se llevaron a cabo diluciones hasta obtener suspensiones con 10* esporas/mL. Después, se
transfirié 1 mL de cada suspension de esporas a 5 tubos con 9 mL de MEA licuado mantenido
a 45°C (un total de 15 tubos, de los cuales 3 seran para los controles). Los 10 mL de cada uno
de los 15 tubos se afiadieron en sobrecapa a las 12 placas crecidas con G. candidum durante 24
horas y a las 3 placas control. Finalmente se incubaron a 25°C y se visualizaron a los 5 dias en

busca de zonas de aclaramiento.
4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento y recuento

A continuacidn, se muestran las placas con entre 25 y 200 colonias seleccionadas para

realizar el recuento (Figura 4).

Figura 4. Placas de G. candidum seleccionadas para el recuento. De izquierda a derecha: M1 con la dilucion
107, M2 con la dilucién 10*, M3 con la dilucién 10, M4 con la dilucién 10 y M5 con la dilucién 10

Los resultados de los recuentos fueron los siguientes, siendo la media 3,1-10” UFC/g :
M1: N =56 -10 - 10° = 5,6 - 107 UFC/g de queso
M2: N =61 -10 - 10* = 6,1 - 10% UFC/g de queso
M3: N =30 -10 - 10* = 3 - 10° UFC/g de queso
M4: N =34 -10 - 10° = 3,4 - 107 UFC/g de queso

MS5: N =56 -10 - 10° = 5,6 - 107 UFC/g de queso
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4.2 Identificacién y caracterizacion

En las galerias ID 32 C utilizadas para el andlisis del perfil de azlcares y la
identificacion, se obtuvieron los mismos resultados para ambas cepas (M1 y M2). Para la lectura
de la galeria, 48 horas después de la incubacion se compararon cada una de las ctipulas con el
control negativo y se anotaron como positivas aquellas en las que aparecia turbidez. Los
resultados fueron positivos para la asimilacion de galactosa, DL-Lactato, sorbitol, D-Xilosa,
glicerol, manitol, glucosa y sorbosa y para la sensibilidad a la actidiona (cicloheximida). Por
otro lado, los resultados fueron negativos para la asimilacion de ribosa, ramnosa, palatinosa,
eritritol, melibiosa, glucoronato, melezitosa, gluconato, levulinato, glucosamina, esculina,
sacarosa, N-Acetil-Glucosamina, L-Arabinosa, celobiosa, rafinosa, maltosa, trehalosa, 2-Ceto-

gluconato, a-Metil-D-Glucoésido, lactosa e inositol y para el control negativo (Figura 5).
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Figura 5. Galeria ID 32 C de la cepa aislada M2 de G. candidum (y con resultados equivalentes a la muestra
M1) leida a las 48 horas. Los resultados positivos se muestran sefialados en rojo. El control negativo, en
amarillo.

Los resultados obtenidos tenian una alta coincidencia con los porcentajes de reacciones
positivas después de 48 horas presentes para el género Geotrichum en la tabla de identificacion
de 63 levaduras diferentes proporcionada por la casa comercial. Por otro lado, al introducir los
perfiles numéricos obtenidos de la suma de las reacciones que salieron positivas en la galeria
en la base de datos online APIWEB, este también relaciond los resultados con el género
Geotrichum con un porcentaje de identificacion del 99,9%, y tan solo un 0,1% para otra

levadura, Candida rugosa.

4.3 Caracterizacion morfologica

A continuacion, se muestran las fotografias macroscopicas (Figura 6) y microscopicas
(Figura 7), tomadas para la observacion de la morfologia de cada una de las cepas aisladas. En
las fotografias macroscopicas se pueden observar 2 morfologias totalmente distintas. Por un
lado las cepas M1 y M2, que cuentan con una apariencia similar. Por otro lado, las cepas M3,
M4 y M5, que también tienen entre ellas una morfologia semejante. En las fotografias

microscopicas, tomadas del micelio de las cepas, también encontramos 2 grupos que coinciden
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con las de las imagenes macroscopicas. Por un lado las cepas M1 y M2, que cuentan con pocas

hifas pero alta cantidad de artrosporas, mientras que de forma contraria, las cepas M3, M4 y

M5 tienen menor cantidad de artrosporas pero mayor numero de hifas.

Figura 6. Apariencia macroscopica de las cepas aisladas de G. candidum. Arriba, de izquierda a derecha: M1,
M2 y M3. Abajo, de izquierda a derecha: M4 y M5.

Figura 7. Fotografias microscopicas del micelio de las cepas aisladas de G. candidum tomadas con una camara
acoplada al microscopio Optico a 40x. Arriba, de izquierda a derecha: M1, M2 y M3. Abajo, de izquierda a
derecha: M4 y M5.
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4.4 Lipdlisis vy proteolisis

Ahora se muestran las placas de Agar Tributirina (Figura 8) y Agar Tween 80 (Figura
9) a los 2 dias de incubacion en busca de halos de aclaramiento y halos opacos respectivamente
indicadores de lipolisis. En ninglin caso se observaron dichos halos, ni a los 2 ni a los 5 dias de

incubacion, es decir, las pruebas de lipdlisis fueron todas negativas.

e . - | § 5 . = i,

Figura 8. Placas de Agar Tributirina inoculadas con las cepas aisladas de G. candidum a las 48 horas de la
incubacion para la valoracion de la actividad lipolitica. De izquierda a derecha: M1, M2, M3, M4 y M5.

Figura 9. Placas de Agar Tween 80 inoculadas con las cepas aisladas de G. candidum a las 48 horas de
incubacion para la valoracion de la actividad lipolitica. De izquierda a derecha: M1, M2, M3, M4 y M5.

En cuanto a la protedlisis, los frascos de gelatina mostraron cierta licuefaccion a las 48
horas de incubacion (Figura 10), que desaparecié los dias posteriores, seguramente por el
crecimiento de los micelios en la superficie de la gelatina. La cepa M1 mostr6 una capacidad
proteolitica considerable, ya que el grado de licuefaccion de la gelatina fue bastante notable.
Sin embargo, las cepas M2, M3, M4 y M5 mostraron una licuefaccion limitada y por lo tanto,

una proteolisis leve.

Figura 10. Frascos de gelatina inoculados por
picadura con las cepas aisladas de G. candidum a las
48 horas de la incubacion para la valoracion de la
actividad proteolitica. De izquierda a derecha: M1,
M2, M3, M4 y M5.

Finalmente, en las placas de Agar

Caseina tampoco se observaron halos de

aclaramiento alrededor de las colonias a las
48 horas de incubacion y por lo general, tampoco a los 5 dias (Figura 11), es decir, esta prueba
de proteolisis resultd negativa. Sin embargo, muchas de estas placas sufrieron contaminaciones

bacterianas en algun punto del experimento y en algunas de estas contaminaciones si
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aparecieron halos de aclaramiento. Lo més destacable es que en una de las placas de la cepa
M3, una de las colonias de G. candidum, casualmente cercana a una contaminacion bacteriana,

si mostrd a su alrededor un halo de aclaramiento, abriendo la puerta a la posibilidad de que la

interaccion entre ambos organismos potencie la actividad proteolitica del hongo.

Figura 11. Placas de Agar Caseina inoculadas con las cepas aisladas de G. candidum a las 120 horas (5 dias)
de la incubacion para la valoracion de la actividad proteolitica. De izquierda a derecha: M1, M2, M3, M4 y
MS5. En rojo se sefiala la interaccion entre la bacteria y la colonia que si formo halo de aclaramiento.

Para comprobar si esta interaccion realmente promueve la proteolisis, se sembraron 2
placas de Agar Caseina, cada una con 3 puntos de la cepa M3 de G. candidum y cerca de cada
uno de estos puntos se sembro la bacteria de la interaccion. Como control se utiliz6 una placa
de Agar Caseina sembrada solo con 3 puntos de la cepa M3 de G. candidum. Las 3 placas se
incubaron a 25°C durante 4 dias. A diferencia de las placas anteriores, en el control aparecieron
halos de aclaramiento de pequefio tamafio indicadores de una leve protedlisis (Figura 12A).
Aun asi, las placas sembradas con ambos organismos mostraron alrededor de las colonias de G.

candidum halos de aclaramiento de gran tamafio que confirman que la interaccion con la

Figura 12. (A) Placa control de Agar Caseina inoculada con la cepa M3 de G candidum a las 96 horas de la
incubacion. (B y C) Placas de Agar Caseina inoculadas con la cepa M3 de G. candidum y con la bacteria de la
contaminacion a las 96 horas para la valoracion de la actividad proteolitica de la interaccion entre ambos.

Una vez comprobada la hipotesis se aislo la bacteria de la interaccion en una placa de
TSA utilizando una siembra en estrias por agotamiento y se incubd 1 dia a 25°C para ser
analizada por el espectrometro de masas MALDI-TOF. Pasadas las 24 horas, la bacteria se

inocul6 por cultivo directo en un pocillo de una placa de MALDI-TOF, utilizando como control
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interno una cepa de E. coli. Para la identificacion de las muestras y la lectura de los resultados

generados por el equipo se utilizé el programa informatico FlexControl.

A partir de la muestra, el equipo establecié una identificacion altamente confiable,
determinando que la bacteria correspondia a la especie Paenibacillus amylolyticus. Una
puntuacion en un rango de entre 2 y 3 indica una identificacion altamente fiable, obteniendo en
nuestro caso 2,34. También se analizaron las 5 cepas de G. candidum, en este caso cultivadas
48 horas a 25°C, y al igual que la bacteria, las cepas se inocularon en la placa de MALDI-TOF
por cultivo directo. El equipo relacioné las cepas con las especies G. candidum y G. silvicola,

aunque en ambos casos las identificaciones fueron de baja consistencia.

4.5 Influencia de diversos factores en el crecimiento

A continuacion, se muestra la tasa de crecimiento (mm/dia) de cada una de las cepas en
las diferentes condiciones (Tabla 1). En las tasas de crecimiento de los controles se puede
observar que las cepas M3, M4 y M5 crecen con mas facilidad que la cepa M2 y especialmente

que la cepa M1.

En primer lugar, se puede observar que el crecimiento de G. candidum se ve estimulado
a bajas concentraciones de sal, ya que a 1% y a veces también a 1,5%, el crecimiento es mayor
que en los controles, que no tienen sal. EI mayor crecimiento se observa a una concentracion

de sal del 1%, sin embargo, a partir del 2% el crecimiento se va inhibiendo progresivamente.

Por otro lado, se puede observar en todos los casos que cuanto mayor sea la actividad
de agua, mayor sera el crecimiento de G. candidum. De hecho, en algunos casos (por ejemplo,
en M5) hay diferencias relativamente grandes entre el crecimiento del control, con una actividad

de agua de 0,995 y el crecimiento a una actividad de agua ligeramente menor, de 0,985.

Respecto a la temperatura, hay diferencias notables entre el crecimiento de G. candidum
a 10 o 15°C respecto al crecimiento a la que a priori es la temperatura 6ptima, 25°C. De hecho,
la cepa M3 duplicé su crecimiento a 10°C tan solo siendo incubada a 5°C mads, concretamente

15°C.

Finalmente, en las distintas condiciones de pH es donde menor diferencia existe en el
crecimiento y donde se han observado comportamientos mas diferentes en funcion de la cepa
utilizada. Aun asi, el mayor crecimiento se ha observado a un pH de 6,5 en todas las cepas a
excepcion de M2. Ademas, de forma general el crecimiento a un pH de 7,5 ha sido superior al
crecimiento a un pH de 5,5. Esto es algo dificil de explicar ya que el crecimiento de los

controles, donde el pH es de 5,17; ha sido superior al observado en cualquiera de los otros casos.
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Tabla 1. Tasas de crecimiento de las 5 cepas aisladas de G. candidum en las diferentes condiciones de sal,
actividad de agua, temperatura y pH. Los controles tienen 0% de sal, 0,995 de actividad de agua, un pH de

5,17 y se incubaron a 25°C.

Controles
Cepa M1 M2 M3 M4 M5
Tasa de crec.
i 8,04 8,14 8,64 8,71 8,84
% de sal (NaCl)
Cepa M1 M2 M3 M4 M35
1% 8,43 9,11 9,19 8,97 9,28
1,5% 8,12 8,31 8,51 8,68 9,06
2% 7,41 7,47 7,97 7,56 7,54
2,5% 6,77 6,89 6,33 6,69 6,62
Actividad de agua (ayw)
Cepa M1 M2 M3 M4 M35
0,966 4,87 5,02 5,57 5,53 5,6
0,975 5,57 5,61 6,41 6,39 6,26
0,985 7,37 7,23 7,92 8,12 7,49
Temperatura (°C)
Cepa M1 M2 M3 M4 M5
10 °C 2,44 2,38 2,16 2,63 2,59
15 °C 4,03 3,87 4,42 4,3 4,52
pH

Cepa Ml M2 M3 M4 M5
5,5 6,7 6,93 7,47 7,68 7,42
6,5 7,14 7,09 7,87 8,11 7,7
7,5 7,14 7,17 7,36 8,07 7,51

4.6 Cultivo protector

A continuacion, se muestran los resultados del experimento de G. candidum como
cultivo protector frente a hongos filamentosos. Es importante destacar que en algunos casos las
colonias de G. candidum aparecieron dispersas por toda la placa, ya que al hacer el cultivo en
sobrecapa, esta pudo movilizar las artrosporas de G. candidum provocando su crecimiento en
toda la superficie de la placa. El crecimiento de las esporas de la cepa MP15 de P. roqueforti
(Figura 13) y de la cepa MP82 de P. commune (Figura 14) no se vio inhibido por G. candidum.
En los controles, se puede observar el crecimiento de las esporas por toda la superficie de la
placa, al igual que ocurre en presencia de las cepas M1 y M2, donde tinicamente no hay esporas
en los puntos donde crecen las colonias de G. candidum, es decir, este no actia como cultivo
protector frente a estas 2 cepas. Sin embargo, G. candidum si actudé como cultivo protector
frente a la cepa MP88 de P. verrucosum, pudiéndose observar zonas de aclaramiento en las

placas con las cepas M1 y M2 que no aparecen en el control (Figura 15).
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Figura 13. (A) Placa control con la suspension de esporas de P. roqueforti MP15 cultivada en sobrecapa a los
5 dias de incubacion. (B y C) Placas con la suspension de esporas de P. roqueforti MP15 cultivada en sobrecapa
encima de las cepas aisladas M1 (B) y M2 (C) de G. candidum a los 5 dias de incubacion.

Figura 14. (A) Placa control con la suspension de esporas de P. commune MP82 cultivada en sobrecapa a los
5 dias de incubacion. (B y C) Placas con la suspension de esporas de P. commune MP82 cultivada en sobrecapa
encima de las cepas aisladas M1 (B) y M2 (C) de G. candidum a los 5 dias de incubacion.

Figura 15. (A) Placa control con la suspension de esporas de P. verrucosum MP88 cultivada en sobrecapa a
los 5 dias de incubacion. (B y C) Placas con la suspension de esporas de P. verrucosum MP88 cultivada en
sobrecapa encima de las cepas aisladas M1 (B) y M2 (C) de G. candidum a los 5 dias de incubacion.

5. DISCUSION

En lo que respecta al recuento de nuestras cepas, las unidades formadoras de colonias
por gramo de alimento, en este caso de queso, fueron generalmente mayores para las cepas
aisladas de quesos Brie que para las cepas aisladas de quesos Camembert. Aun asi, en todos los

quesos utilizados G. candidum tiene mas de 3-10° UFC/g.
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G. candidum esta presente en bajas concentraciones en la leche cruda, normalmente por
debajo de 10> UFC/mL (SipoSova et al., 2021). En los quesos blandos, al inicio de la
maduracion suele estar presente en un rango de entre 10* y 10° UFC/g y aumenta en la primera
semana de maduracion hasta alcanzar un rango aproximado de entre 10° y 107 UFC/g. Esto se
debe principalmente a la temperatura de la primera fase de maduracion, que puede llegar incluso
a los 30°C. Después, ya con temperaturas de 10 o 15°C puede alcanzar las 107 o 10® UFC/g
desde el dia 7 hasta el dia 21 de maduracion. Sin embargo, en el caso de quesos madurados a
temperaturas mas bajas, aproximadamente a 4°C, esta cuantificacion es menor. Desde el dia 21
hasta el dia 28 de maduracion, G. candidum se mantiene relativamente estable y a partir de ahi
disminuye finalmente hasta las 10° o 10’ UFC/g (Li et al., 2020). Esta cuantificacion final

coincide con los recuentos realizados a nuestras 5 cepas aisladas.

Respecto a la identificacion de las cepas aisladas, los resultados obtenidos en las galerias
ID 32 C fueron los esperados. Segun la tabla de identificacion de 63 levaduras diferentes
frecuentes en productos lacteos proporcionada por la casa comercial de las galerias ID 32 C
(bioMeérieux, Espana), todas las cepas de las especies del género Geotrichum asimilan la
glucosa y muestran sensibilidad a la actidiona. Ademas, el 99% de las cepas del género
Geotrichum también asimilan el sorbitol, la D-Xilosa, el glicerol y la sorbosa. Por otro lado,
mas del 90% de las cepas del género Geotrichum utilizan también el manitol, el DL-Lactato y
la galactosa. Todas estas reacciones resultaron positivas para ambas cepas, es decir, tanto M1

como M2 asimilaron estos sustratos tal y como se esperaba.

Por otra parte, el resto de los sustratos presentes en las galerias no son asimilados por
ninguna cepa perteneciente al género Geotrichum a excepcion de la L-Arabinosa y el levulinato,
que son utilizados por menos del 5% de las cepas de dicho género. Esto también coincide con
los resultados obtenidos, ya que todas estas reacciones resultaron negativas para las 2 cepas
utilizadas. Por todo lo comentado, podemos confirmar que las cepas aisladas pertenecen al
género Geotrichum y asumimos que también a la especie G. candidum ya que es uno de los
componentes mas importantes y frecuentes de la microbiota de los quesos blandos y

semifrescos (Boutrou y Guéguen, 2005).

Ademas, la especie G. candidum en concreto nunca es capaz de asimilar la lactosa pero
si la galactosa y posteriormente el lactato (Soulignac, 1995), aunque la utilizacion de este tltimo
como fuente de carbono y energia cambia segun la cepa que se utilice y también seglin el origen

de esta (Marcellino et al., 2001).
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Por otro lado, en funcion de las fotografias macroscopicas y microscopicas tomadas de

las 5 cepas aisladas, se pueden adscribir dichas cepas a los distintos morfotipos de G. candidum.

Las cepas M1 y M2 se pueden catalogar dentro del primer morfotipo, el levaduriforme,
debido a la evidente similitud morfoléogica que muestran las colonias a simple vista.
Macroscopicamente, al igual que en el morfotipo levaduriforme, se puede observar un micelio
de pequefio tamafio, mientras que las hifas ocupan la mayor parte de la colonia. Ademas,
microscopicamente también se puede observar que al igual que el morfotipo levaduriforme,
tienen una mayor produccion de artrosporas y menor cantidad de hifas respecto al resto de cepas

aisladas (Guéguen y Jacquet, 1982).

De forma contraria, las cepas M3, M4 y M5 se pueden incluir dentro del tercer
morfotipo, ya que cuentan con una morfologia mas similar a un hongo que a una levadura. En
este caso, al igual que el morfotipo fungiforme, macroscopicamente se puede ver que el micelio
ocupa gran parte de la colonia. También se puede observar que microscopicamente tienen
menor capacidad de produccion de artrosporas y mayor cantidad de hifas que las otras cepas

aisladas, coincidiendo también con el morfotipo fungiforme (Guéguen y Jacquet, 1982).

En lo que respecta al experimento de lip6lisis, es dificil explicar que los resultados de
todas las pruebas fueran negativos. EI Tween 80 incrementa el rendimiento de la actividad
lipolitica extracelular de G. candidum (Jacobsen et al., 1989). Por su parte, la tributirina, al
igual que los aceites vegetales, incrementa la produccion de las lipasas A y C extracelulares por
parte de algunas cepas del género Geotrichum (Ota et al., 2014). Cabe destacar que
dependiendo de la cepa y también de las condiciones y factores de cultivo, se pueden observar
diferencias entre las distintas lipasas de G. candidum, no solo en la estructura primaria de las
enzimas, sino también en la especificidad por el sustrato y en el grado de glicosilacion

(Holmquist et al., 1997). Esto ultimo puede explicar que todas las pruebas resultaran negativas.

En cuanto a los experimentos de protedlisis, los resultados de la prueba de licuefaccion
de la gelatina si fueron los esperados, ya que muchas cepas de G. candidum tienen la capacidad
de hidrolizar la gelatina (Wade et al., 2003; Ma et al., 2018). Aun asi, tal y como se muestra en
los resultados, esta capacidad de hidrdlisis por parte de G. candidum suele ser bastante limitada,
habiendo otras especies del género Geotrichum como G. capitatum con mayor capacidad para
licuefacer la gelatina (Falih, 1997). Por otro lado, los resultados negativos de la prueba de
protedlisis en Agar Caseina son mas dificiles de explicar, ya que G. candidum lleva a cabo la

hidrolisis de caseinas durante la maduracion de los quesos blandos y también se ha demostrado
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que in vitro degrada os y B-caseinas en aproximadamente 2 dias (Boutrou et al., 2006). Hay que
tener en cuenta, que al igual que en la lip6lisis, la aptitud proteolitica de G. candidum varia en
funcién de la cepa utilizada (Eck, 1990), ya que existe una alta variabilidad en la produccién de

las enzimas proteoliticas dependiendo de la cepa que se utilice (Guéguen y Lenoir, 1975).

En términos generales, todas las cepas aisladas de G. candidum resultaron ser poco
lipoliticas y poco proteoliticas. Sin embargo, al igual que ocurrié con la contaminacion
bacteriana de Paenibacillus amylolyticus, es posible que G. candidum vea potenciadas sus
actividades lipolitica y proteolitica al interaccionar con la gran multitud de microorganismos
que hay presentes en los quesos. Un ejemplo de ello es la interaccion con P. camemberti, donde
ambos organismos ven mejorada su actividad proteolitica en cultivos mixtos respecto a cultivos
puros (Boutrou etal., 2006). Por su parte, P. amylolyticus es una especie bacteriana
perteneciente al género Paenibacillus. Esta, desempefia funciones esenciales en la
biotecnologia industrial y farmacéutica, teniendo la capacidad de eliminar la demanda quimica
de oxigeno (DQO), entre otras cosas (Anandan y Vittal, 2019). En lo que respecta a la
identificacion de baja consistencia de las 5 cepas mediante MALDI-TOF, es posible que se

deba a la inoculacion por cultivo directo, un método utilizado generalmente para bacterias.

Respecto a la influencia de los diversos factores en el crecimiento de G. candidum,
segun algunos estudios la tasa de crecimiento puede llegar a alcanzar los 9,13 mm/dia a una
temperatura optima de entre 25 y 28°C, pero esta desciende considerablemente por debajo de
los 10°C (Kofiuchova y Valik, 2021). A pesar de que en nuestro caso el crecimiento de los
controles, incubados a 25°C, no ha sido tan elevado, si se ha aproximado al valor mencionado.
Ademas, algunas cepas incubadas también a 25°C si han tenido un crecimiento mayor a 9,13
mm/dia en condiciones de 1% de sal. De hecho, a pesar de que la tolerancia a la sal por parte
de G. candidum depende de la cepa utilizada, algunos estudios afirman que la concentracion
optima de sal es del 1% (Wyder, 1998). Por otro lado, la actividad de agua 6ptima para el
crecimiento de G. candidum es aproximadamente 0,99; ya que puede llegar a tener una tasa de
crecimiento hasta 10 veces mayor que a una actividad de agua de 0,95 a temperaturas 6ptimas
de entre 25 y 30°C (Plaza et al., 2003). A pesar de que en nuestro caso las diferencias de
crecimiento no han sido tan elevadas, si se puede observar que a medida que aumenta la
actividad de agua también lo hace de forma notable el crecimiento. Finalmente, cabe destacar
que el pH mas adecuado para obtener un mayor crecimiento de G. candidum cambia segln la
bibliografia, estando segtn algunos estudios entre y otros entre 6,0 y 7,0 (Lecocq, 1991), lo que

coincide por lo general con los resultados que hemos obtenido.
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Por ultimo, se considera que Penicillium es el género fingico que contamina el queso
mas frecuentemente, existiendo hasta 15 especies asociadas al deterioro de este. En primer
lugar, P. commune es una especie micotoxigénica productora de acido ciclopiazénico (CPA),
una micotoxina también producida por otras especies como P. camemberti, aunque en este
ultimo caso no resulta contaminante (Ramos-Pereira ef al., 2019). En segundo lugar, la mayoria
de las cepas de P. roqueforti producen en niveles bajos algunas micotoxinas como la
roquefortina C, acido penicilico, adcido micofenolico y patulina (Cakmakci et al., 2015).
Finalmente, P. verrucosum es productor de algunas micotoxinas nefrotoxicas como la
ocratoxina A y la citrinina (Coton ef al., 2019; Ramos-Pereira et al., 2019). Cabe destacar que
es altamente probable que la inhibicion de estas especies por G. candidum sea dependiente de

las cepas utilizadas.
6. CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir que las 5
cepas aisladas de los diferentes quesos Camembert y Brie pertenecen a la especie Geotrichum
candidum, pudiendo catalogar segun su morfologia las cepas M1 y M2 dentro del morfotipo
levaduriforme y las cepas M3, M4 y M5 dentro del morfotipo fungiforme, a pesar de que estas
ultimas no cuenten con la alta actividad proteolitica que a priori deberian tener. De hecho, todas
las cepas aisladas cuentan con una leve actividad tanto proteolitica como lipolitica, aunque la
interaccion de G. candidum con otros microorganismos presentes en el queso puede potenciar
dichas actividades. Por otro lado, las mejores condiciones (dentro de las estudiadas) para el
crecimiento de G. candidum son: una temperatura de 25°C, una actividad de agua de 0,995 y
una concentracion de sal del 1%. En el caso del pH, el mayor crecimiento se obtuvo con un
valor de 6,5; pero los controles, con un pH aproximado de 5,17; tuvieron un crecimiento
superior. Finalmente también podemos concluir que algunas cepas de G. candidum pueden
actuar como cultivo protector frente a algunos hongos alterantes y/o toxigénicos del género

Penicillium, como por ejemplo P. verrucosum.
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