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Resumen

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) forman parte de la microbiota natural lactea y son componentes de muchos
cultivos iniciadores para elaboracion quesera. Las BAL pueden presentar actividad antimicrobiana por la produc-
cién de diferentes sustancias, entre ellas, péptidos, denominados bacteriocinas, que pueden ser producidas in situ
en la tina quesera. Algunas bacteriocinas incluyen en su espectro de accion Listeria monocytogenes, patégeno
asociado a alimentos que representa un riesgo para la salud publica. Este trabajo propuso evaluar el efecto anti-
listerial de una BAL autdctona en quesos tipo Cuartirolo y la modificacién de las propiedades sensoriales por su
aplicacion. El disefio experimental incluyé dos tratamientos (con o sin Lactococcus lactis autdctono). Los quesos
de ambos tratamientos se dividieron en dos, el primer lote se inocul6 con Listeria innocua y se realiz6 recuento a
las 2 horas y a los 7 y 14 dias. El restante se evalu6 sensorialmente mediante una técnica sensorial descriptiva. Se
comprobo que Lactococcus lactis GU967439 tiene actividad antagonista in vitro contra Listeria innocua y Listeria
monocytogenes. También existieron diferencias significativas (p< 0,05) entre los tratamientos en el recuento de
Listeria innocua en las muestras de quesos evaluadas. A excepcion del sabor salado, las propiedades sensoriales
no mostraron diferencias significativas entre tratamientos.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, bacteriocinas.

Abstract

Acid lactic bacteria (LAB) are part of milk natural microbiota and are components of many starter cultures used
in cheese making. The LAB may exhibit antimicrobial activity, based on the production of various substances,
among them, peptides called bacteriocins that can be produced in situ in cheese making.

Some bacteriocins include in their spectrum of action Listeria monocytogenes, pathogen associated to food that
represents a risk to public health. The aim of this study was to evaluate antilisterial effect of an autochthonous LAB
in Cuartirolo cheese and determine if its use altered the sensory properties of that cheese. This experimental design
included two treatments: with and without autochthonous Lactococcus lactis. Cheese was divided into two groups,
the first one was inoculated with Listeria innocua, making the quantification two hours, seven days and fourteen
days later. Regarding sensory evaluation a descriptive sensory technique was used. In this study, Lactococcus lactis
GU96743 had an antagonic activity in vitro against Listeria innocua and Listeria monocytogenes. There were also
significant differences (p<0,05) between the treatments in quantification of Listeria innocua in the samples of
cheese evaluated. Except for the salty flavor, the sensorial properties did not show differences between treatments.
Keywords: Lactic Acid Bacteria, Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes, bacteriocin.

Introduccion

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen parte de la  cultivos iniciadores utilizados en la industria alimentaria.
microbiota natural de la leche, son un grupo de microorga- Tradicionalmente han sido empleadas empirica o delibera-
nismos de gran importancia desde el punto de vista aplicado  damente en la elaboracién de diversos productos, entre los
y son los componentes fundamentales de muchos de los que se encuentran derivados ldcteos como quesos, yogur,
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etcétera. Adicionalmente a su utilizacién en los productos
fermentados, se han desarrollado estudios para incluir
algunas BAL en cultivos denominados “bioprotectores” El
término “bioconservacién” o “bioproteccion” se define como
la prolongacidn de la vida 1til e incremento de la seguridad
sanitaria de los alimentos mediante la microbiota natural o
sus metabolitos (Devlieghere, et al., 2004). Estas bacterias
tienen un gran potencial para este fin, ya que son seguras para
el consumo (status GRAS: “generalmente reconocidas como
seguras’, otorgado por la Food and Drug Administration-
FDA) y predominan en la microbiota de muchos alimentos.

El principal factor en el que se basa su actividad anti-
microbiana es la produccién de acidos (fundamentalmente
acido lactico) con consecuente disminucién del pH, alo que
se suma la competencia por nutrientes presentes en el sustrato.
Las BAL son capaces también de producir otras sustancias
inhibitorias, tales como: acetaldehido, diacetil, metabolitos
activos del oxigeno (perdxido de hidrégeno y radicales libres),
CO, ybacteriocinas. Estas tlltimas son sustancias proteicas de
sintesis ribosomal que pueden ser sintetizadas por numerosas
bacterias Gram+ y Gram-. Mas de 300 tipos diferentes de
bacteriocinas se han descripto producidas por: Lactobacilos,
Lactococos, Leuconostoc, Pediococos y Enterococos (De Vu-
yst y Vandamme, 1994; Osuntoki, et al., 2003; Garcia, et al.,
2010; Balciunas, et al., 2013).

Diferentes cepas de Lactococcus lactis forman parte de
la mayoria de los cultivos iniciadores comerciales de BAL
utilizados en la industria lactea para la elaboracién de que-
so y otros productos fermentados. Se han identificado y
caracterizado varias cepas de Lactococcus lactis aisladas de
distintas fuentes y que producen diferentes bacteriocinas
(Ayad, et al., 2004). Asi, nisina fue la primera bacteriocina
aislada producida por Lactococcus lactis subesp. lactis. Fue
descubierta en 1928 luego de observarse que durante la ma-
duracién de quesos determinadas cepas de Lactococcus lactis
inhibian el crecimiento de bacterias patdgenas y que, ademas,
no era perjudicial para la salud (Montville y Chen, 1998). Al
momento han sido identificadas cinco variantes naturales
de nisina (A, Z, Q, U y F). Otros péptidos antimicrobianos
producidos por L. lactis incluyen a la Lacticina 481, Lacticina
3147, Lactococcinas mMFII, A (Diplococcina), B, G, M, Qy
972 (Venema, et al., 1995; De Vuyst, et al., 2007; Oppegard,
etal.,, 2007; Trmcic, et al., 2008; Alegria, et al., 2010).

Elespectro de accion antimicrobiano de algunas bacterio-
cinas es amplio e incluye microorganismos patégenos como,
por ejemplo, Listeria monocytogenes. Este microorganismo es
un patogeno alimentario importante en la industria lactea, ya
que es capaz de crecer en refrigeracion (Gandhi y Chikindas,
2007). De acuerdo a lo citado por Lundén et al. (2004), los
productos lacteos han sido asociados con aproximadamente
la mitad de los brotes de listeriosis en Europa.

Actualmente se buscan sistemas combinados de métodos
de conservacion para la obtencion de alimentos seguros, lo
que reduce las concentraciones de aditivos quimicos y/o de la
intensidad de los tratamientos tecnoldgicos aplicados (Chen
y Hoover, 2003). En este sentido, las bacteriocinas presentan
determinadas caracteristicas que las hacen atractivas para su
empleo como bioconservantes, como su naturaleza peptidica,
con la consecuente degradacion por enzimas digestivas, y
resultan inocuas para el consumidor y su microbiota intesti-
nal (Martinez, 1996). Sin embargo, antes de utilizar una BAL
productora de bacteriocina como biopreservador es necesario
estudiar su eficacia ylas concentraciones para lograr un eficien-
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te control de patdgenos responsables de Enfermedades Trans-
mitidas por Alimentos (ETA). También es primordial evaluar
la capacidad de la cepa para su crecimiento y produccion de
bacteriocina en la matriz alimentaria estudiada (Ananou, etal.,
2005). Desde hace un tiempo se desarrollan estudios basados
en la aplicacion de BAL aut6ctonas como starter o adjunto en
elaboracion de diversas variedades de quesos para verificar su
poder antilisterial (Alegria, etal., 2010; Mendonga, et al., 2010;
Hartmann, et al., 2011; Dal Bello, et al., 2012).

Por otra parte, las BAL juegan un rol relevante en la ela-
boracion de quesos, incrementando la diversidad de sabores
y texturas. Es importante sefialar que las BAL nativas pueden
caracterizar el queso de una region geografica (Albenzio,
et al., 2001; Wouters, et al., 2002; Randazzo, et al., 2009). En
quesos tradicionales la adicion de cepas bacterianas que no
forman parte de la microbiota autéctona puede influir nega-
tivamente en las propiedades sensoriales de estos productos.
Por lo tanto, las cepas bacteriocinogénicas apropiadas para
ser utilizadas como bioprotectores deberian provenir de la
microbiota autdctona (Trmcic, et al., 2008).

Actualmente, en el Departamento de Ciencia y Tecnologia
de la Leche de la Facultad de Veterinaria, UDELAR, existe
una linea de investigacion en esta temdtica. Se cuenta con
cepas nativas con potencial bacteriocinogénico, obtenidas a
partir de muestras de leche y quesos artesanales de la zona
de Colonia, Uruguay, entre las que se encuentra Lactococcus
lactis autdctono GU967439 (Fraga, et al., 2013). Asi, en el
presente trabajo se propuso evaluar el efecto antilisterial y las
propiedades sensoriales en quesos tipo Cuartirolo elaborados
con Lactococcus lactis autdctono productor de bacteriocinas
como cultivo adjunto.

Materiales y Métodos

El desarrollo de este trabajo tuvo lugar en el Departamento
de Ciencia y Tecnologia de la Leche de Facultad de Veterina-
ria, UDELAR. Los quesos experimentales se elaboraron en la
planta piloto del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU)
y el estudio de las caracteristicas sensoriales en el Departa-
mento de Productos Lacteos, Carnicos, Hortifruticolas y de
la Colmena (LAcAaM) del LATU.

Disefo experimental

Se realizaron dos repeticiones de las elaboraciones de quesos.
En cada una de ellas se utilizaron dos tratamientos: quesos
elaborados con L. lactis autdctono (2.5x10'ufc/g) como
cultivo adjunto (al que se denominé T1 o Queso Lactis: QL)
y el tratamiento control donde no se lo incluyé (llamado:
T2 o Queso Control: QC). La subdivisiéon de los lotes para
la evaluacién del efecto antilisterial (L. innocua en una
concentracion: 10%ufc/g), deteccién in vitro de actividad
bacteriocinogénica y evaluacion sensorial de los quesos se
indican en la Figura 1. Todos los ensayos fueron realizados
por duplicado siguiendo el mismo proceso de elaboracién.

Cepas bacterianas, medios de cultivo
y condiciones de crecimiento

Como cultivo starter se utiliz6 la cepa comercial de Strep-
tococcus thermophilus (Lyofast ST 060°, Sacco, Italia). Se
mantuvo almacenado en su envase original a -20 °C hasta el
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Elaboracion de Queso Cuartirolo:
T1 (QL) = Cepa iniciadora comercial + Lactococcus lactis

T2 (QC) = Cepa iniciadora comercial (Control)

$+— | Division en 2 lotes | —_— | Facultad de Veterinaria |

!

Maduracién:
20 dias/12°C

;

Evaluacion
Sensorial

!

| Division del lote en dos |

v v

Contaminacion Maduracion:
con Listeria 20 dias/12°C
Madluracic’)n: Control de pH
20 dias/12°C Deteccién in vitro
T de actividad
bacteriocinogénica
Actividad
antilisterial

Figura 1. Disefio experimental: tratamientos y division de lotes de queso tipo Cuartirolo para sus posteriores evaluaciones.

momento de su utilizacion. Como medio de cultivo en los
ensayos in vitro se utiliz6 M17 (Oxoid, UK) suplementado
con lactosa (Merck) al 10% (p/v) incubado a 42 °C en aero-
biosis (Mathot, et al., 2003). A su vez, como cultivo adjunto
fue utilizado Lactococcus lactis autoctono GU967439, que
presenta comprobado poder bacteriocinogénico y fue ais-
lado de leche cruda utilizada para la elaboracion de quesos
artesanales en la zona de Colonia (Fraga, et al., 2013). Fue
mantenido congelado a -80 °C en caldo Man-Rogosa-Sharpe
(MRS, Difco, USA) suplementado con glicerol (15%, v/v). En
este caso el medio de cultivo en los ensayos in vitro fue caldo
MRS (Difco, USA) incubado a 30 °C por 48 h en condiciones
de microaerofilia (en jarra provista con una vela) establecidas
por ensayos previos en nuestro laboratorio.

Para los ensayos de inhibicion in vitro se utiliz6 el méto-
do “well difussion” (Fraga, et al., 2008) con los indicadores:
Listeria innocua (ATCC 33090) y Listeria monocytogenes
(ATCC 19111). Brevemente, para el crecimiento de estos mi-
croorganismos se utiliz6 caldo infusion cerebro corazén (BHI
HiMedia®, India) suplementado con 0,6% (p/v) de extracto
de levadura (HiMedia’, India) e incubado a 37 °C por 24 h
en aerobiosis. La evaluacion de inhibicién in vitro se realiz6
con BHI con Agar (1,5% p/v, HiMedia’, India) suplementado
con 0,6% (p/v) de extracto de levadura (BHIA con extracto
de levadura), el cual, una vez inoculado con el indicador co-
rrespondiente, se sembré en doble capa en placa de Petri, de
acuerdo a las condiciones que se mencionan a continuacion,
y se incubé a 37 °C por 24 h en aerobiosis.

Actividad antimicrobiana in vitro
Previa aplicacion del Lactococcus lactis en la elaboracion de

los quesos se verificé su capacidad antagénica in vitro, por el
método “agar spot test” (Fraga, et al., 2005) utilizando como

indicadores Listeria innocua y Listeria monocytogenes. Un vo-
lumen de 2,5 pL de un cultivo fresco de L. lactis fue inoculado
(spotted) sobre la superficie de placas con agar MRS (Difco,
USA) e incubado a 37 °C por 24 h en condiciones de microae-
rofilia. Se observo el desarrollo de colonias en la gota inoculada,
luego se cubrié la superficie de la placa con BHI soft agar (0,8%),
inoculado previamente con las bacterias indicadoras citadas en
una concentracion de 1x108 ufc/mL. Las placas se incubaron a
37 °C por 24 h en condiciones de aerobiosis. La inhibicion del
crecimiento bacteriano se determiné midiendo la zona de inhi-
bicién (halo) alrededor de las colonias que crecieron en la gota.

Para evaluar la naturaleza bioquimica de la/s sustancia/s
antimicrobiana/s fue obtenido un sobrenadante libre de
células (SLC) a partir de un cultivo de 48 h de L. lactis (108
ufc/mL), mediante centrifugacion a 10000 RPM, 15 minutos
a4°C. Alicuotas de este sobrenadante fueron posteriormente
tratadas con: calor (10 minutos a 100 °C, neutralizacion con
NaOH 1M, catalasa (1 mg/mL, Sigma, USA), pepsina (1 mg/
mL, Sigma, USA), proteinasa K (1 mg/mL, Sigma, USA),
a-quimiotripsina (1 mg/mL, Sigma, USA) y pronasa E (1 mg/
mL, Sigma, USA) y analizado mediante la técnica “agar well
diffusion” (Fraga, et al., 2008). Como control positivo del
ensayo se inoculé 100uL de Nisina (Nisaplin’, Danisco) en
una concentracién de 100mg/mL. Como control negativo se
utilizé el mismo volumen de MRS (Difco, USA) neutralizado
con NaOH 1M. Este ensayo se realiz6 por duplicado. De forma
similar y con la finalidad de descartar actividad antilisterial
por la cepa comercial de Streptococcus thermophilus, se evalué
su capacidad antagonica in vitro por el método “agar spot test”.
Finalmente, para determinar la compatibilidad entre las cepas
que se utilizarian en la elaboracion de queso se evalud in vitro
la actividad de la bacteriocina producida por L. lactis sobre el
cultivo comercial, utilizando el método “agar well diffusion”
(Fraga, et al., 2008).
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1- Materia Prima

v

Tratamientos:
T1 (QL) = 50% fermento comercial + 50% L. lactis

T2 (QC) = 100% fermento comercial

| 2- Pasteurizacion 63 °C 30" |

Agregado de

Quimosina (cuajo)

Agregado
de CaCl,

v

v

| 3- Enfriamiento hasta 32-34 °C |—}| 4- Inoculacion a 32-34°C

—}l 5- Coagulacién |—}| 6- Corte: (2.5 cm) |—} | 7- Reposo: 5-10‘|

10- Coccién: 38-39°C/ 107, 1°C/ 2°
Agitado sin coccion 10°

11- Reposo: 15" |[¢——

| 12- Pesca | — | 13- Prensa: Neumatica 2Kg/cm?/2 hs | —>

4—| 9-Agitacion: Lenta, hasta 37 RPM |4—

15- Division
de Lotes para
su tratamiento
posterior

14- Salmuera: 29 Kg. /100 L agua,
Pasteurizada a 85 °C, agregado de
CaCl,200cc/100L, pH 5.2

—

Figura 2. Flujograma general de elaboracion de quesos tipo Cuartirolo.

Curva de crecimiento, capacidad
de fermentacion y efecto
inhibitorio de L. lactis en leche

Mediante curvas de crecimiento se determiné el tiempo
para obtener el mayor namero de células viables utilizando
como matriz leche (reconstituted skim milk — RSM, Cona-
prole®, Uruguay) conforme a lo indicado por Valbuena et al.
(2008). Asimismo, se evaluo la capacidad de fermentacion
estudiando a diferentes tiempos el pH (pH-metro, Oakton’
pH 5 Acorn series) y la acidez Dornic (Pinto, et al., 1998).
El efecto inhibitorio de L. lactis en leche se evalué median-
te ensayos de “agar well diffusion” con los sobrenadantes
neutralizados obtenidos de muestras extraidas a las 12,24 y
30 h de crecimiento. El ensayo se realiz6 por duplicado y la
actividad inhibitoria frente a Listeria innocua (ATCC 33090)
y Listeria monocytogenes (ATCC 19111), la cual se expreso
en mM midiendo el didmetro del halo de inhibicién.

Produccion del cultivo
de L. lactis para su aplicacion
en la elaboracion de quesos

Sellevd a cabo en un fermentador Bioflo II (New Brunswick
Scientific Co., INC. N.J., USA) de 1500 mL de capacidad
operando en modo discontinuo en batch. Como medio de
cultivo se utiliz6 leche en polvo descremada al 10% esterili-
zada (100 °C/30 minutos). La fermentacion se llevé a cabo
en 1100 mL de leche inoculada al 10% con un cultivo fresco
(aproximadamente 1x108 ufc/mL). El cultivo final fue incu-
bado 30 °C por 15 h en condiciones de aireacion, agitaciéon
(40 rpm) y pH libre (la temperatura y el tiempo fueron de-
terminadas de acuerdo a las curvas de crecimiento realizadas
anteriormente). Al finalizar la fermentacién se determiné
la biomasa obtenida mediante recuento en placas con agar
MRS. El cultivo fue conservado en fase estacionaria a 5 °C
hasta su utilizacion en la elaboracién de queso tipo Cuarti-

rolo. Adicionalmente se tomé una muestra de dicho cultivo
para determinar el efecto inhibitorio mediante ensayos de
“agar well diffusion”. El ensayo se realizé por duplicado y la
actividad inhibitoria se expresé en mM midiendo el didmetro
del halo de inhibicion.

Previo ala elaboracién de los quesos se realizo el ajuste de
dosis de los cultivos a utilizar en 40 L de leche. Para cumplir
con el disefio experimental se utilizaron las siguientes dosis
para cada tratamiento:

T1 (QL): Cultivo Comercial 2,5x10'ufc + L. lactis 2,5x10ufc
T2 (QC): Cultivo Comercial 5x10'°ufc

El indculo del cultivo starter comercial se determind de
acuerdo a la informacidén técnica de la empresa proveedora
(Sacco, SRL), mientras que el inoculo del cultivo de L. lactis
se calculd de acuerdo a los datos obtenidos anteriormente en
el recuento en agar MRS.

Elaboracion de queso tipo Cuartirolo

Se utilizaron un total de 80 L de leche, que se dividieron en
dos lotes de 40 L, uno para cada tratamiento: T1 y T2. La
elaboracion se realizé de acuerdo al estandar para queso tipo
Cuartirolo (Figura 2).

Durante la elaboracién de los quesos y luego de su madu-
racién se retiraron muestras para andlisis de calidad microbio-
légicay de composicion. Los andlisis y técnicas se especifican
en la Tabla 1. Entre los anilisis se incluy¢ la deteccién de
Listeria sp. (APHA, 2001) para asegurar ademas su ausencia
antes de inocular los quesos que serfan contaminados.

Contaminacion con Listeria innocua
y cuantificacion en diferentes
tiempos durante la maduracion

Para la contaminacién de los quesos se eligi6 L. innocua
como alternativa a la utilizaciéon de L. monocytogenes. Su
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Lactosa pH (pH-metro, Oakton®

Leche cruda pH 5 Acorn series)

Soélidos totales

(Lactoscan Densidad
SLP®) Prueba de Alcohol
Leche
pasteurizada
pH (pH-metro, Oakton®
Materia Grasa pH 5 Acorn series)
Método Van % de h dad
Quesos 1s . % de humeda
Gilik (Pinto, (desecacion a peso
etal, 1998) constante en balanza

OHAUS®).

Composicion Fisicoquimicos Microbioldgicos Otros

Proteina Acidez Dornic

Materia grasa, (Pinto, et al.,1998) Mesbfilos aerobios totales Inhibidores,
Galesloot

Coliformes totales :
(Pinto, et al., 1998)

y Delvotest® SP-NT
(Stead, et al., 2008)

Staphylococcus coagulasa positiva
(APHA, 2001)

Mesofilos aerobios totales Fosfatasa alcalina

Phosphatesmo MI,
MN®

(Silva, et al., 1997)

Coliformes totales Staphylococcus
coagulasa positiva

(APHA, 2001)

Listeria sp.
Salmonella sp.
Staphylococcus coagulasa positiva

Coliformes totales y
termotolerantes (45 °C)

(APHA, 2001)

Tabla 1. Andlisis de composicion, fisicoquimicos y microbioldgicos realizados durante la elaboracién de quesos

experimentales.

uso como sustituto es considerado un modelo adecuado ya
descripto por algunos autores (Steg, et al., 1995, citados por
Weiss y Hammes, 2005).

Luego de salir de la salmuera los quesos (T1 y T2) se
contaminaron con L. innocua por inyeccion de un indculo
distribuido homogéneamente en todo el queso de manera de
obtener 10%ufc/g en cada queso. Para esto se dividio la super-
ficie de los quesos en cuadricula y se inyectd cada cuadrante
con 500 uL de una suspension de L. innocua, descargando
desde el interior hasta la superficie del queso. El indculo se
obtuvo mediante el crecimiento de L. innocua en BHI por 24 h
a 37 °C en condiciones de aerobiosis y posteriores diluciones
decimales hasta alcanzar dicha concentracion.

Para la cuantificacion de L. innocua muestras de queso
(10 g) se tomaron por duplicado a las 2 h (t0), 7 dias (t1) y
14 dias (t2) posteriores a la inoculacion. El conteo de Liste-
ria sp. fue realizado de acuerdo a lo descrito por Rodriguez
etal. (2005), mediante la realizacién de diluciones seriadas y
siembra en placas con agar Palcam. Este es un medio selectivo
y diferencial para el aislamiento y deteccion de Listeria mono-
cytogenesy otras especies de Listeria sp. a partir de alimentos.
Es recomendado por la American Public Health Association
(aPHA) parala deteccion de Listeria monocytogenes en alimen-
tos y por la International Dairy Federation (IDF/FIL) como
medio en placa para la deteccidon de las especies de Listeria
en leche y productos lacteos (IDF/FIL, 1990; APHA, 2001).

Determinacion de pH y actividad
bacteriocinogénica en quesos

Durante la maduracién de los quesos (T1y T2) mantenidos a
12 °C, se tomaron muestras del lote que no fue contaminado
con L. innocua con el fin de determinar variaciones de pH 'y
actividad bacteriocinogénica in vitro. Las muestras se tomaron
en los mismos tiempos que se mencionaron anteriormente y se
analizaron por duplicado parala deteccion de actividad bacte-

riocinogénica (Rodriguez, et al., 2005). Resumidamente, mues-
tras de 5 g de cada queso fueron homogenizados con 10 mL de
una solucion estéril de HCI 0,02N a 50 °C. El homogenizado
fue centrifugado (12000 g, 20 min, 4 °C) y el sobrenadante
obtenido se neutralizé con NaOH 1M. Un volumen de 100 pL
del SLC fue inoculado en pocillos formados en placas con
BHIA conteniendo 1x108 ufc/mL de Listeria innocua. Como
control positivo se inoculé con 100 pL de Nisina (Nisaplin®,
Danisco) en una concentracién de 100 mg/mL. Como control
negativo se utilizé el mismo volumen de MRS (Difco, USA)
neutralizado con NaOH 1M. Las placas se incubaron a 37 °C
por 24 h en aerobiosis. Luego de la incubacién se midi6 el
diametro del halo de inhibicién del crecimiento y la actividad
bacteriocinogénica se expres6 en mM.

Evaluacion de caracteristicas
sensoriales de los quesos elaborados

Para establecer si la utilizacién del cultivo de Lactococcus
lactis autdctono como cultivo adjunto afectd las caracteristicas
sensoriales de los quesos en estudio, se aplicé una técnica
sensorial descriptiva. Se utilizaron muestras de cada lote de
elaboracién (aptas para consumo) que fueron maduradas en
el LATU a 12 °C. Las mismas fueron evaluadas por un panel
entrenado (10 jueces, seleccionados segtin ISO 22935-1:2009)
(Lavanchy, et al., 1993; Bérodier, et al., 1997; Montero, et al.,
2005). Se evaluaron las caracteristicas de textura: dureza ma-
nual, dureza en boca, elasticidad, friabilidad, solubilidad, im-
presion de humedad y adherencia. También se evaluaron los
parametros de sabor: intensidad de olor, intensidad de sabor,
dulce, salado, amargo, acido, picante y retrogusto. Todas ellas
se evaluaron con escalas no estructuradas. Cada evaluador
midié la intensidad de los 15 atributos para cada muestra de
queso y se evaluaron como maximo tres muestras por sesion,
realizando dos repeticiones por muestra. En cada sesion se
utilizaron muestras de queso comerciales como control.
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Analisis estadistico

Para evaluar la actividad antilisterial durante la maduracién,
los resultados de los recuentos en placa se analizaron mediante
ANOVA multifactorial considerando los efectos tiempo y tra-
tamiento, utilizando el programa PAST (Hammer, et al., 2001).

Para determinar si la diferencia en las caracteristicas
sensoriales entre los tratamientos era significativa, se realiz6
para cada atributo una prueba t-Student para muestras in-
dependientes con INFOSTAT, V2008.

Resultados
Actividad antimicrobiana in vitro

Lactococcus lactis autdctono presento actividad antimicrobiana
in vitro con una media de didmetro de halo de inhibicién de
17,5+0,71mMy 16,5+ 0,71 mM frente a L. monocytogenesy L.
innocua, respectivamente (Figura 3). En cambio Streptococcus
Termophilus no presentd actividad antimicrobiana frente a estos
indicadores y se descart6 que L. lactis inhibiera su crecimiento.

L. innocua

L. monocytogenes

Figura 3. Actividad antagonista de Lactococcus lactis frente
alos indicadores L. innocua y L. monocytogenes.

En la Tabla 2 se observan los resultados de la actividad
antimicrobiana (frente a L. innocua'y L. monocytogenes) en SLC
del cultivo de Lactococcus lactis luego de ser sometido a dife-
rentes tratamientos (calor, pH, diferentes enzimas proteoliticas
y catalasa). El SLC present6 actividad luego del tratamiento
térmico (100 °C por 10 min) posterior a su neutralizacion, asi
como frente al tratamiento con catalasa y pepsina. Por otra
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parte, no se evidencid efecto inhibitorio luego del tratamiento
con a-quimotripsina, proteinasa K y proteasa.

Tratamiento del sobrenadante Efecto inhibitorio®
Calor

100 °C por 10 min +
pH

Neutralizacion +

Sin neutralizacién +
Enzimas

Catalasa +

Pepsina +

a-Qimiotripsina -

Proteasa -

Proteinasa K -
Control + b +
Control - ¢ -

positivo +, PRESENCIA de halo de inhibicién, negativo -, AuseNcIA de halo
a Efecto inhibitorio sobre Listeria monocytogenes y Listeria innocua

b Nisina 100mg/mL

¢ MRS estéril y neutralizado

Tabla 2. Efecto in vitro antimicrobiano frente a L. innocua
y L. monocytogenes de SLC de Lactococcus lactis sometidos
a diferentes tratamientos.

Curva de crecimiento, capacidad
de fermentacion y efecto inhibitorio
de Lactococcus lactis en leche

La curva de crecimiento y capacidad de fermentacion de
Lactococcus lactis en leche se muestran en el Grafico 1. Alli
se observa que alas 15 h de incubacién el cultivo alcanzé su
maxima concentracion bacteriana (108 ufc/mL), encontran-
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Grifico 1. Curva de crecimiento (izquierda) y capacidad de fermentacién (derecha) de L. lactis cultivado en leche a 30 °C.
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dose en el inicio de la fase estacionaria, momento en el que
su pH era 6,0 y su acidez titulable 20°D.

Durante su crecimiento en leche los SLC extraidos a las
12,24 y30h deincubacién evidenciaron por el método “agar
well diffusion” halos de inhibicién de: 13,5 + 0,71, 15 + 1,41
y 17 £ 1,41(mm), respectivamente.

En relacion a los anilisis de leche utilizada en la elabo-
racion (ausencia de fosfatasa alcalina, recuento de mesoéfilos
aerobios y coliformes totales), el proceso de pasteurizacion fue
efectivo y, por tanto, su calidad final adecuada. Asimismo, los
andlisis de composicion (MG y humedad) y microbioldgicos
de los diferentes lotes de queso tipo Cuartirolo cumplieron
con los requisitos establecidos por el Reglamento Broma-
tolégico Nacional (MSP, 1994) (resultados no mostrados).
Adicionalmente, la ausencia de Listeria sp. en los quesos antes
de su tratamiento permitio validar su cuantificacion luego de
la contaminacion experimental.

Produccion del cultivo adjunto de
Lactococcus lactis para su aplicacion
en la elaboracidon de quesos

Se logro obtener una biomasa de 7,5x107ufc/mL de L. lactis
en un volumen de 1100 mL de leche luego de la incubacién
a35°C/15h.

Por otra parte, se determind en este cultivo la presencia
de efecto inhibitorio sobre L. innocua, obteniendo un halo de
inhibicion de promedio 15 + 1,41 mM de didametro.

Cuantificacion de Listeria innocua
durante la maduracion de los quesos
La evolucion de la concentracién de L. innocua determinada

mediante recuento en placa durante la maduracion de los
quesos se expresa en el Grafico 2.
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Grafico 2. Cuantificacién de Listeria innocua durante

la maduracion del queso tipo Cuartirolo almacenado a
12 °C. Queso elaborado con Lactococcus lactis GU967439
(T1) y Queso elaborado con cultivo comercial no
bacteriocinogénico (T2).

Los analisis del recuento en placa mediante ANOVA
multifactorial en relacién al efecto tratamiento evidenciaron
diferencias significativas en los recuentos de L. innocua in-
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dependientemente del tiempo (T1: 3,13 +£0,05 Log ufc/g; T2:
3,3 £0,05 Log ufc/g; p<0,05). Sin embargo, estos resultados
difieren en menos de una unidad logaritmica (0,17 Log ufc/g).

Los resultados obtenidos en el recuento de L. innocua
considerando el efecto tiempo, independientemente del
tratamiento, presentaron diferencias significativas a partir
de los 14 dias, lo que indica que durante los primeros 7 dias
este crecimiento no es significativo (Tabla 3).

t0 (2 hs) tl1(7d) t2 (14 d)
Media (Log ufc/g) 2,722 2,892 4,06>
Error estandar 0,06 0,06 0,06

*Letras diferentes (entre pares de datos) indican diferencias significativas
con p<0,05.

Tabla 3. Resultado del recuento de L. innocua durante la
maduracion del queso tipo Cuartirolo (efecto tiempo).

Determinacion de pH y actividad
bacteriocinogénica en quesos

No existieron diferencias significativas (p< 0,05) en el
pH durante la maduracién de los quesos y la media para
ambos tratamientos fue de 5,01 £ 0,01 al final de la madu-
racion. Los resultados de la deteccidn de actividad bacte-
riocinogénica en los quesos se observan en la Tabla 4. Si
bien el T1 presentd esta actividad (efecto inhibitorio) en los
diferentes tiempos evaluados la misma fue disminuyendo y
presento el menor didmetro de halos de inhibicién al final
de la maduracion (3+ 1,41 mM).

Halo de inhibiciéon (mm)?
Tiempo Tiempo Tiempo 2
0 (2hs) 1 (7 dias) (14 dias)
T1 (QL) 13+£1,41 | 10+0 3+1,41
T2(QC) | ND ND ND
Control + | 21£0,71 | 21+0,71 21+ 0,71
Control - | ND ND ND

a Valores de la media de los didmetros de los halos de inhibicion alrededor
del pocillo inoculado + SD
b ND- No se detectan halos

Tabla 4. Deteccion de actividad bacteriocinogénica in vitro
en quesos (T1y T2) durante la maduracidn.

Comparacion de caracteristicas
sensoriales de los quesos elaborados

Los resultados obtenidos de la evaluacién sensorial y su
posterior anélisis estadistico se observan en la Tabla 6. No se
encontraron diferencias significativas entre ambos tratamien-
tos en los atributos evaluados, a excepcién del sabor salado.
En ese caso la intensidad fue mayor en los quesos elaborados
con L. lactis (QL).
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Tratamientos
Parametros sensoriales
T1(QL) T2 (QC)
Atributos de textura
Dureza manual 3,22 3,52
Dureza en boca 2,8 3,12
Elasticidad 4,62 4,62
Friabilidad 2,8 3,02
Solubilidad 4,22 4,20
Impresion de humedad 3,92 4,02
Adherencia 3,42 3,28
Atributos de sabor
Intensidad de olor 2,62 2,82
Intensidad de sabor 3,62 3,32
Dulce 0,82 0,62
Salado 3,8 3,0
Amargo 1,02 1,02
Acido 2,00 2,00
Picante 0,52 0,52
Retrogusto 2,12 2,12

*Letras diferentes (entre pares de datos), indican diferencias significativas
con p<0,05.

Tabla 5. Evaluacion sensorial de quesos tipo Cuartirolo.

Discusion
Actividad antimicrobiana
in vitro de Lactococcus lactis

Los resultados de la actividad antimicrobiana in vitro de
Lactococcus lactis GU967439 indicaron que present6 acti-
vidad antagonista frente a los indicadores L. innocua y L.
monocytogenes, dado que se observé un halo de inhibicién
al crecimiento de ambos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Bromberg et al. (2005). Esta actividad puede
deberse a diferentes factores (produccion de acidos organicos,
perdxido de hidrégeno e incluso bacteriocinas) por lo que se
caracterizo la naturaleza del efecto.

Los resultados indicaron que el SLC de L. lactis GU967439
mantuvo su efecto inhibitorio cuando se aplicé calor, se neu-
tralizd con NaOH 1M vy se tratd con catalasa y pepsina. La
estabilidad térmica es una propiedad comun en las bacterioci-
nas de BAL que tienen bajo peso molecular y estructura poco
compleja (probablemente sin estructura terciaria) (Barba y
Piard, 1993; Gonzalez, et al., 1994; Todorov y Dicks, 2005).
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A su vez, es una caracteristica primordial que los com-
puestos utilizados como bioconservantes soporten etapas
de calentamiento (pasteurizacion y esterilizacién) que son
comunes en la industria lactea.

Recientemente, Lu et al. (2014) han demostrado la
termoestabilidad de una bacteriocina producida por Lac-
tobacillus casei (caseicina TN-2) que resistio tratamiento
térmico de 121 °C/20 min. Sin embargo, existen algunas
bacteriocinas como lactococcina 972, producida por Lacto-
coccus lactis subsp. lactis IPLA 972, cuya termosensibilidad
se ha demostrado (Turner, et al., 2013); también helveticina
producida por L. helveticus ] (Joerger y Klaenhammer, 1986),
y lactococcina mMTO5 (Ghrairi, et al., 2004), lo cual puede
deberse a que poseen mayor tamano (péptidos superiores a
30 kDa) y, por tanto, una estructura proteica mas compleja.

En la literatura se reporta que las bacteriocinas son
generalmente estables a pH acido o neutro, aunque existen
excepciones. Asi, por ejemplo, la solubilidad y estabilidad
de la nisina decrece desde un pH éptimo de 2 a un pH de 6,
lo que constituye un inconveniente tecnoldgico importante
para su utilizacidn en los alimentos no 4acidos (carne, pes-
cados enlatados y algunos derivados lacteos) (De Vuyst y
Vandamme, 1994).

En este trabajo el SLC neutralizado y tratado con catalasa
mantuvo la actividad antimicrobiana, lo que descarta que
el efecto sea solo por la producciéon de acido y perdxido
de hidrégeno por parte de Lactococcus lactis. En contra-
posicion, no se observo efecto antimicrobiano cuando el
sobrenadante fue tratado con las enzimas a-quimotripsina,
proteinasa K y proteasa.

De acuerdo a la definicién de bacteriocinas, la sensibili-
dad a proteasas es un criterio clave en la caracterizaciéon de
un inhibidor. Como toda sustancia proteica, generalmente
se inactiva por una serie de enzimas proteoliticas (tripsina,
a-quimotripsina, pepsina, proteinasa K, etcétera). El compor-
tamiento respecto a la sensibilidad frente a proteasa puede
indicar la singularidad de una bacteriocina, ya que este tipo de
sustancias de distintas bacterias varfan en sensibilidad con di-
ferentes enzimas proteoliticas (De Vuyst y Vandamme, 1994);
es posible que la actividad antimicrobiana encontrada se deba
también a la presencia de una o varias sustancias peptidicas.

Ortolani et al. (2010) caracterizaron la produccién de
bacteriocinas y sustancias similares de aislamientos de BAL
provenientes de leche cruda y quesos blandos. En sus resulta-
dos indican que 18 correspondieron a Lactococcus lactis ssp.
lactis, encontrandose en siete de ellos la presencia de genes
que codifican para nisina. Como ya se menciond esta es una
bacteriocina de bajo peso molecular, producida por Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, que se caracteriza por la presencia
de aminodcidos inusuales (lantionina y metil-lantionina)
que son los responsables de propiedades funcionales como la
tolerancia ala acidez, termoestabilidad a bajo pH y especifica
accién bactericida (Stiles, 1993). Comportamiento similar
presenta también la Lacticina 481 (De Vuyst y Vandamme,
1994). Por otra parte, la nisina se inactiva con a-quimotrip-
sina, pero mantiene su actividad luego del tratamiento con
pepsina (De Vuyst y Vandamme, 1994), lo cual coincide con
el comportamiento frente a estas enzimas que se observd
en este trabajo. Por lo anterior podria inferirse que existe la
produccién de nisina por L. lactis GU967439, aunque son
necesarios estudios complementarios para el aislamiento,
purificacién y caracterizacion molecular con la determinacion
de secuencia de genes de la/s bacteriocina/s.
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Curva de crecimiento en leche:
capacidad de fermentacion y efecto
inhibitorio de Lactococcus lactis

Los resultados obtenidos en la curva de crecimiento en leche
mostraron que el nimero maximo de células viables se ob-
tuvo alas 15 h de incubacién (8,72 log ufc/mL). Ese periodo
se corresponderia con el inicio de la fase estacionaria para
este microorganismo.

La literatura indica que la biosintesis de bacteriocinas
y particularmente la nisina se desarrolla al final de la fase
exponencial (Juncioni de Arauz, et al., 2009), por lo que se
definio ese tiempo para la produccion del cultivo a aplicar
posteriormente en la elaboracién del queso. De esa forma
el indculo de Lactococcus lactis repicado nuevamente en
leche continuara en esa fase de crecimiento y produciendo
la o las sustancias con actividad antimicrobiana. Ademas, lo
antedicho se verifica también por los valores de pH y acidez
en ese periodo. En las condiciones experimentales ensayadas,
fue posible determinar la capacidad de fermentacién para el
cultivo y expresarla como una relacién entre temperatura,
tiempo y pH, que fue de 35 °C/15 horas/5,8, respectivamente.

El estudio realizado por Martinez (1996), utilizando
L. lactis subsp. lactis IPLA 729, indica valores maximos
de crecimiento (ufc/mL) que coinciden con la produccién
maxima de nisina medida en unidades arbritarias (UA)/mL,
cercanos a las 10 horas de incubacién tanto en leche como
en medio de cultivo M17. En este estudio se pudo observar
en relacion a la curva de crecimiento en leche que existio
actividad antilisterial en todos los tiempos evaluados, lo que
parece indicar que se mantiene incluso en la fase estacionaria
del crecimiento de la bacteria.

Efecto antilisterial durante la
maduracion del queso tipo Cuartirolo

En cuanto al recuento de Listeria innocua durante la madu-
racion, se observa que existieron diferencias significativas
entre ambos tratamientos. Durante los primeros siete dias
la concentracion de L. innocua disminuyd en los quesos
elaborados con L. lactis (0,10 Log ufc/g) en comparacion con
la dosis inicial. Sin embargo, a partir del dia siete de madura-
cion el comportamiento fue similar en ambos tratamientos,
alcanzando a los 14 dias una concentracién superior a 3
Log ufc/g en ambos. Lo anterior coincide con lo reportado
por Sulzer y Busse (1991) en un trabajo sobre maduracién
de quesos Camembert, quienes hallaron que el crecimiento
de L. monocytogenes (SLCC 1694) no se vio afectado cuan-
do se utilizé como cultivo adjunto Lactococcus lactis 1881
(productor de nisina) en una concentracién de 107ufc/g. Sin
embargo, reportan que el crecimiento de L. monocytogenes
fue completamente detenido cuando se lo utiliz6 como tnico
starter. No obstante, existen estudios que han demostrado la
habilidad de bacteriocinas, especialmente nisina, para inhibir
el crecimiento de L. monocytogenes en alimentos (Ryser, 1999;
Samelis, et al., 2003; Rodriguez, et al., 2005). Altos niveles
de esta bacteriocina han corroborado su efecto contra L.
monocytogenes en quesos blandos en periodos tan cortos
como 24 h (Ryser, 1999). Asimismo, Cosentino et al. (2012)
comprobaron el efecto contra Listeria de seis Lactococcus
lactis subsp. lactis aislados de alimentos lacteos artesanales
en Italia. En sus resultados indican una reduccién de 4 log
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de ufc/mL en comparacion con el control y 2 log de ufc/mL
respecto al indculo inicial de L. monocytogenes.

Actividad bacteriocinogénica
de Lactococcus lactis en quesos

En relacién a la actividad bacteriocinogénica, los resultados
de este estudio determinaron su existencia en los quesos
elaborados con L. lactis (T1) durante toda la maduracion.
Sin embargo, este efecto fue disminuyendo a lo largo de
la actividad (disminucion de los didmetros de los halos de
inhibicién), lo que podria explicarse por una disminucién
en la concentracion de la bacteriocina y, por tanto, en la
actividad de la sustancia responsable de ese efecto. Asi Kim
etal. (1997) senalaron que la produccién de nisina es inhibida
cuando llega a una alta concentracién, aun cuando las células
permanecen creciendo en el medio de cultivo. Ademas, esta
reduccion en la actividad inhibitoria podria estar relacionada
con otros factores como la falta de nutrientes, la degradacion
de proteinas por peptidasas, la adsorcion de la bacteriocina
ala célula productora y/o los diferentes efectos sobre la pro-
duccién debido a pH bajo, (Todorov y Dicks, 2005b; Todorov,
etal., 2007; Juncioni de Arauz, et al., 2009 citados por Taheri,
et al,, 2012). Otro factor importante a considerar es que la
bacteriocina presente una baja estabilidad y que la actividad
antimicrobiana decaiga rapidamente.

Maisnier-Patin et al. (1992) estudiaron el efecto de in-
hibicién de Listeria monocytogenes por BAL productoras de
nisina en quesos Camembert. Estos autores encontraron que
la concentracién de nisina tanto en la cuajada como en el
queso tuvo una produccion paralela al desarrollo de L. lactis.
Describen que la concentracién de nisina fue maxima en la
cuajada a las 9 h y luego disminuyd, lentamente durante 9
a 24 h y drasticamente en la maduracién. En presencia de
nisina L. monocytogenes disminuy6 rapidamente entre las
6 a 24 h, a su vez el efecto de inhibicién continud hasta el
final de la segunda semana de maduracion en el interior de
los quesos Camembert, llegando a una reduccion de 3,3 log
de ufc/g de Listeria con respecto al nivel inicial. No obstan-
te, posteriormente este patégeno volvié a desarrollarse en
los quesos, manteniéndose una diferencia de 2,4 log ufc/g
entre los quesos elaborados con el cultivo productor de
nisina y el control durante la maduracion (seis semanas).
En general, observaron que la nisina era efectiva cuando se
inoculaba la leche destinada a la elaboracién de queso, con
una concentracion de L. monocytogenes entre 10" y 10%ufc/
mL. No obstante, cabe sefialar que algunas propiedades
bioquimicas del queso Camembert difieren a las del queso
tipo Cuartirolo y podrian explicar el crecimiento posterior
de Listeria en esos quesos. Por ejemplo, el pH en queso
Camembert (maduracién con hongos) se incrementa des-
de valores iniciales de 4,5 hasta 5,5y 7,0 a los 15 y 35 dias
respectivamente (Liu y Puri, 2008). Mientras que en este
trabajo los resultados obtenidos para la determinacién de
pH indican que los valores se mantuvieron cercanos a 5 en
ambos tratamientos (pH inicial: 5,35 y alos 14 dias pH: 5,0).

Estudios realizados por Dal Bello et al. (2012) sobre el
efecto antilisterial de varios Lactococcus lactis autoctonos
productores de diferentes bacteriocinas en quesos Cottage
indican que el efecto se mantuvo en valores de pH: 6,5, 5,5
y 4,5 (aunque la magnitud en ese efecto presento diferencias
significativas de acuerdo a la bacteriocina). Estas variaciones
deben ser consideradas en futuros estudios.
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Evaluacion sensorial de
quesos tipo Cuartirolo

No se hallaron diferencias significativas entre ambos tra-
tamientos a excepcion del sabor salado, que fue mayor en
los quesos elaborados con L. lactis autdctono. En este sen-
tido, Garde et al. (2005) reportan que no hubo diferencias
significativas en la intensidad de aroma cuando utilizaron
una cepa de Lactoccoccus lactis productora de bacteriocina
como cultivo adjunto para elaborar quesos tipo Hispano, en
comparacion con el tratamiento control, lo que coincide con
lo obtenido en este estudio. Por otra parte, los atributos de
textura no presentaron diferencias significativas entre ambos
tratamientos. Este resultado coincide con lo reportado por
Avila et al. (2005), quienes no hallaron diferencias signifi-
cativas en los atributos de textura, en quesos tipo Hispano
elaborados con Lactococcus lactis productor de bacteriocinas.

Con respecto al atributo de sabor salado, si bien el pro-
ceso de salmuera fue igual para ambos quesos, posiblemente
hubo diferencias en su distribucion. Dado que no se determi-
no el contenido de sal en los quesos no es posible discutir esta
variable, la que deberia ser considerada en futuros ensayos.
No obstante, cabe destacar que el aumento del sabor salado
en el queso elaborado con Lactococcus lactis (T1) podria ser
un factor (concentracion de cloruro de sodio) que interfirié
también en el desarrollo de Listeria innocua en el producto.

Conclusiones

Los resultados de este trabajo permitieron determinar que
Lactococcus lactis GU967439 tiene actividad antagonista
in vitro frente a Listeria innocua y Listeria monocytogenes,
que coincide con una sustancia de naturaleza proteica tipo
bacteriocina. Ademds, la actividad antilisterial de esta cepa
se mantuvo durante su crecimiento en leche. Sin embargo, la
aplicacion del cultivo adjunto de Lactococcus lactis GU967439
en quesos tipo Cuartirolo no resulté efectiva para el control
Listeria innocua en todo el periodo evaluado. Por tltimo, la
utilizacién de Lactococcus lactis autoctono en la elaboracion
de quesos tipo Cuartirolo no modifico las propiedades sen-
soriales del queso en las condiciones de este trabajo.
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