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brio vulnificus es una bacteria gram negati-
VVa, heterogénea de ambientes marinos y
salobres. La especie esta constituida por cepas
avirulentas y virulentas para el hombre o peces
que se aislan del ambiente o de muestras clini-
cas. Basado en varias diferencias fenotipicas, la
especie se subdivide en tres biotipos; el biotipo
1 esta formado por aislados ambientales (agua,
marisco...) y muestras clinicas humanas asila-
das alrededor del mundo, el biotipo 2 son mues-
tras clinicas aisladas de peces y unas pocas
humanas (aislados de la serovariedad E) con
una distribucién mundial. Y el biotipo 3 son
muestras clinicas de brotes infecciosos en huma-
nos limitados geogréficamente a Israel. No obs-
tante, esta clasificacion no refleja la verdadera
situacion de la especie dado que los caracteres
usados para el biotipado no son validos cuando
se intenta caracterizar los nuevos aislados. El
objetivo de este trabajo fue analizar la verdade-
ra estructura de la especie asi como las relacio-
nes entre los aislados de los diferentes biotipos.

Para este propdsito, primero incrementa-
mos nuestra coleccién de cepas de V. vulnificus
de los tres biotipos aislados de diferentes mues-
tras y origenes geograficos. Hemos centrado el
trabajo en el biotipo 2 de la especie puesto que
tiene gran incidencia en al anguilicultura en
Espafa. Este biotipo era considerado un paté-
geno obligado debido a la ausencia de aislados
ambiental, pero trabajos publicados por nues-
tro grupo demostraron que este patdgeno
puede sobrevivir en el agua durante largos
periodos de tiempo. Nuestro primer objetivo
fue, por lo tanto, el desarrollo de un protocolo
especifico de aislamiento de muestras ambien-
tales del biotipo 2. Usando suero de anguila en
un tampon salino fuimos capaces de aislar el
biotipo 2 de diferentes muestras de agua y de
anguilas sanas

En paralelo con este estudio, realizamos
una comparacién gendmica (Técnica SSH) entre
cepas del biotipo 1y del 2 intentando encontrar
algun loci genético que se relacionase con la
especificidad de hospedador. Estos andlisis se
realizaron en un proyecto de colaboracidén
entre nuestro grupo y el laboratorio de la Dra.
Lien-l Hor (Tainan, Taiwan). Se encontraron
pocas diferencias, lo que remarca el gran pare-
cido entre ambos biotipos. Pero, pese a esto,
encontramos 3 secuencias que eran especificas
del biotipo 2 y otras 3 que estaban presentes
solo en las cepas de la seriovariedad E. Las pri-
meras estan localizadas en un pldsmido que
posteriormente se ha demostrado que es esen-
cial para la virulencia en peces. Usando algunas
de estas secuencias disefiamos una PCR muilti-
ple que permite la caracterizacién rapida y con-
junta de la especie, del biotipo y de la serovarie-
dad zoondtica.

Una vez incrementa la diversidad génica de
nuestra coleccién llevamos a cabo diferentes
andlisis que inclufan test fenotipicos, molecula-
res (ribotipado) y genéticos (analisis de la
secuencia de genes de mantenimiento celulary
de virulencia junto con el tipado génico de
varios loci) de tipado bacteriano. Estos resulta-
dos demostraron claramente la heterogeneidad
de la especie. Fenotipicamente no pudimos
encontrar un perfil especifico que pudiera aso-
ciarse a biotipo, serovariedad u origen de la
cepa. El polimorfismo en varios genes ellos aso-
ciados con aislados de septicemia humana y el
otro mas ambiental.

Divisiones similares a esta se observaron
con las otras técnicas usadas (ribotipado y
MLSA). Basado en todos estos resultados pudi-
mos concluir que el biotipo 1 es el mas hetero-
géneo, mientras que el biotipo 3 es muy homo-
géneo formando un clado que ha evolucionado
recientemente. En cuanto al biotipo 2, las filo-
genias muestran que estos aislados han emergi-
do de diferentes muestras ambientales y que la
virulencia para peces podria adquirirse al incor-
porar el plasmido de virulencia.

En conclusién, nuestro estudio no apoya la
actual division de la especie en biotipos.
Nuestros datos indican que hay dos poblaciones
distintas dentro de V. vulnificus que se correla-
cionan bien con todas las técnicas de tipado
genético empleadas. Estas dos divisiones podri-
an ser la base un nuevo esquema de clasifica-
cién de la especie.
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| objetivo fundamental de esta tesis doctoral
Efue proponer una sencilla metodologia in
vitro que permitiera el aislamiento, la identifica-
cién y la evaluacién de la capacidad probidtica
de bacterias acido lacticas del género
Lactobacillus, aisladas de diferentes sustratos
naturales, asegurando al mismo tiempo que son
seguras e inocuas para ser utilizadas en alimen-
tacién animal. Los objetivos especificos de esta
investigacion se concretaron en dos partes bien
diferenciadas: por una parte, el aislamiento de
cepas de Lactobacillus a partir de sustratos natu-
rales (epitelio gastrointestinal y heces de vacu-
no, cereales), asi como de productos comercia-
les para consumo humano que sirvieron de con-
troles. La segunda parte consistié en la evalua-

cién y la seleccidn de las cepas de Lactobacillus
aisladas, mediante diferentes pruebas que
pusieron de manifiesto su capacidad prebidtica.

A partir de los resultados obtenidos se
pudo observar que existen diferencias entre la
capacidad probidtica de las cepas del género
Lactobacillus destinadas a alimentacién animal,
en funcién del sustrato del que se aislan. Se
pudo constatar asimismo, que los mejores sus-
tratos para la obtencién de estas cepas poten-
cialmente prebidticas son las heces de vacuno,
seguln los criterios prefijados en este estudio.
Los cereales también son una fuente de cepas
de Lactobacillus con propiedades interesantes,
que pueden utilizarse con otras finalidades.

La metodologia in vitro propuesta en esta
tesis, se compone de un conjunto de pruebas
que caracterizan de manera fenotipica y genoti-
pica las cepas aisladas, y de pruebas que evi-
dencian su posible capacidad probidtica.

Las pruebas propuestas son: aislamiento de
cepas a partir de heces en medio de cultivo
caldo MRS sin antibidticos, aislamiento de colo-
nias en agar MRS sin antibidticos, incubacién de
cepas de 37°C durante 48 horas en condiciones
de microaerofilia (5% de CO,), pruebas morfols-
gicas y bioquimicas basicas (tincion de Gram,
tincién de esporas, prueba de la catalasa, capa-
cidad hemolitica en agar sangre), identificacién
anivel de género (PCR), identificacion a nivel de
especie (API50CHL), mantenimiento de cepas
(liofilizacién, usando como crioprotector una
solucién con 15% de leche en polvo desnatada y
4% de sacarosa), evaluacién de la resistencia a
condiciones fisico-quimicas del tracto gastroin-
testinal (3oopg/mL de lisozima, valores de pH
entre 2 y 4, 30ug/mL de peréxido de hidrége-
no), determinacién de la produccién de sustan-
cias antimicrobianas por el método de difusion
en disco, valoracion de la resistencia a antibiéti-
cos por el método de difusién en disco, tenien-
do en cuenta las especificaciones de la EFSA, y
caracterizar la cinética de crecimiento de las
cepas con el objectivo de producirlas a escala
industrial.

Efectos de varios tratamientos
quimicos descontaminantes
sobre la calidad sanitaria y la
vida util de la carne de pollo.
Estudio del riesgo potencial
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| elevado consumo de carne de pollo justifica
Eel interés de la Industria y la Administracion
por obtener un producto seguro para el con-
sumidor, con una vida Util prolongada y con
adecuadas caracteristicas organolépticas. Sin
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embargo, las particularidades de produccién
hacen que este alimento sea un vehiculo impor-
tante de microorganismos patdgenos y alter-
antes. Los tratamientos antimicrobianos o
descontaminantes pueden ser una medida com-
plementaria para mejorar la calidad higiénica y
sanitaria de la carne de pollo. Esta Tesis
Doctoral, presentada en la modalidad de
“Compendio de Publicaciones”, ha tenido como
objetivo estudiar el efecto de cuatro tratamien-
tos quimicos descontaminantes (fosfato trisddi-
co -FTS-, clorito sédico acidificado —CSA-, acido
citrico ~AC- y peroxiacidos —PA-), asi como la
influencia del arrastre mecénico por el agua,
sobre la carga microbiana (se estudiaron 16 gru-
pos microbianos patégenos y alterantes, con
atencién especial a Pseudomonas spp.) y la cali-
dad sensorial de la carne de pollo. Asimismo se
compard, in vitro y en carne, la evolucién de las
poblaciones de microorganismos patégenos y
alterantes en presencia de diferentes tratamien-
tos antimicrobianos para determinar si la multi-
plicacién de los microorganismos patégenos
hasta niveles peligrosos podria ocurrir antes de
que la alteracién haga el alimento rechazable,
hecho que implicaria un riesgo potencial para el
consumidor.

La carne de pollo adquirida inmediatamente
después del sacrificio presentd niveles excesiva-
mente elevados, superiores a los criterios micro-
biolégicos, de varios grupos microbianos. Todos
los tratamientos estudiados redujeron significa-
tivamente, respecto a las muestras no tratadas,
la carga microbiana de la carne de pollo, sin
modificar sus caracteristicas sensoriales. Fueron
especialmente efectivos el FTS, el CSA y el AC,
que consiguieron prolongar en dos dias la vida
util de este alimento. En las condiciones de tra-
tamiento el AC fue el compuesto mas efectivo
frente a las bacterias Gram-positivas, y el CSA
frente a las Gram-negativas, siendo el FTS el
segundo compuesto mds efectivo en ambos
casos. Los recuentos microbianos de las bacte-
rias alterantes y patdgenas fueron similares en
las muestras tratadas con aguay en las no trata-
das, lo que pone de manifiesto el nulo efecto
del arrastre mecanico de los microorganismos
por el agua. Las especies de Pseudomonas
detectadas, P. putida y P. fluorescens, presenta-
ron intensidades de actividad enzimdtica muy
variables, especialmente por lo que se refiere a
la actividad lipolitica, no observdndose diferen-
cias entre las cepas procedentes de muestras
descontaminadas y no tratadas. Se observaron
diferentes agrupamientos de las cepas segtn se
considerasen los resultados de las pruebas
genéticas o bioquimicas, lo que nos sugiere que
algunas cepas se manifiestan fenotipicamente
de forma similar, a pesar de presentar diferen-
tes secuencias genéticas. Tras los tratamientos,
la piel de las muestras sumergidas en soluciones
de FTS presentd los valores mas elevados de pH,
y la de las muestras tratadas con AC y CSA los
mas bajos. Los valores de pH fueron similares en
las muestras no tratadas y en las sumergidas en
agua y en soluciones de PA, hecho que puede
contribuir a explicar el escaso efecto antimicro-
biano de los PA. El FTS a concentraciones bajas
incrementd el ritmo de crecimiento de las bac-
terias  patdgenas (Salmonella  serotipo
Enteritidis y Listeria monocytogenes) con res-
pecto a las muestras control, hecho que sugiere
un riesgo potencial para el consumidor.

Métodos rapidos para el control
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acillus cereus es un bacilo Gram positivo
Besporulado contaminante habitual de ali-
mentos tanto frescos como procesados. La
deteccidn y cuantificacién de este patégeno de
alimentos se realiza habitualmente por técnicas
culturales. Dichas técnicas consumen mucho
tiempo y, en ocasiones, llevan a identificaciones
erréneas. Como alternativa, las técnicas mole-
culares basadas en la PCR tienen como ventaja
una mayor rapidez y seguridad en la identifica-
cién del microorganismo, e incluso permiten su
cuantificaciéon mediante PCR a tiempo real (Q-
PCR).

A partir de una coleccién de cepas de refe-
rencia y aislados de alimentos, identificados
previamente (fenotipicamente, 1SO 7932 y API-
50CH/B y genotipica, ISR-PCR y RAPD), se deter-
mind la presencia de genes relacionados con
factores de virulencia mediante PCR convencio-
nal. El gen pc-plc se detecté en un mayor por-
centaje en las cepas del “Grupo B. cereus”, y
dado que se encuentra en una Unica copia por
genoma, fue seleccionado como gen diana. Se
disefaron 4 oligonucledtidos para el desarrollo
de procedimientos de Q-PCR en modo SYBR
Green y Tagman. Se optimizaron los pardmetros
de la reaccién de cuantificacidn, y se evalué su
especificidad para el “Grupo B. cereus”, resul-
tando mds adecuado el procedimiento de SYBR
Green Q-PCR. A continuacidn se ensayd la capa-
cidad para la deteccién y cuantificaciéon en ali-
mentos contaminados artificialmente: huevo
liquido y leche en polvo infantil. Como resultado
el sistema desarrollado ha demostrado su capa-
cidad para la cuantificacién de B. cereus entre
105 y 100 ufc/ml a partir de la matriz ensayada,
que corresponde al mismo nivel que el método
de referencia por recuento en placa.

Dado que B. cereus puede estar presente en
alimentos tanto en forma vegetativa como
esporulada, para su deteccién por PCR se abor-
dd, asimismo el desarrollo de un protocolo para
asegurar la liberacién del DNA a partir de espo-
ras. Se partid de suspensiones calibradas de
esporas que fueron sometidas a diferentes tra-
tamientos: a) térmicos y b) adicién de germina-
dores en diferentes combinaciones. Tras los tra-
tamientos, se realizd la extraccion de DNA con
DNeasy Tissue kit (Qiagen) se cuantificé y se
evalué el rendimiento espectrofluorimétrica-
mente (PicoGreen, Invitrogen) y mediante PCR
convencional y SYBR-Green Q-PCR. El tratamien-
to de germinacién con 0,5 mM L-alanina-inosina
resulté el mas eficiente en suspensiones con-
centradas de esporas. Sin embargo, cuando se
ensayd en alimentos inoculados (104 — 100 espo-
ras/ml), la extraccién con DNeasy Tissue Kit, sin
necesidad de tratamientos previos, resulté
satisfactorio.

Por dltimo, se realizé una aproximacion
cuantitativa para la deteccion de formas viables
de B. cereus. Para ello se desarroll6 un procedi-
miento de PCR a tiempo real con transcripcién
inversa (Q-RT-PCR) utilizando como diana el
RNA mensajero del gen pc-plc, como indicador
del estado de viabilidad celular. El nivel de sensi-
bilidad obtenido por Q-RT-PCR es de 30 célu-
las/reaccidn a partir de suspensiones celulares, y
de 847 células/reaccién en presencia de huevo
liquido.

Como conclusidn, los sistemas de Q-PCR y
Q-RT-PCR desarrollados son eficientes para
detectar la presencia de las especies del “Grupo
B. cereus” en alimentos, al menos al mismo nivel
que el método de referencia, permitiendo ade-
mas la cuantificacion incluso de formas viables.
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n este trabajo se ha llevado a cabo la carac-

terizacion mediante el uso de técnicas de
Biologia Molecular de la microbiota de
levaduras  del  género  Saccharomyces
pertenecientes al sistema bajo crianza biolégica
de la Manzanilla, vino adscrito a la DD.OO Jerez-
Xéres-Sherry, Manzanilla de Sanltdcar de
Barrameda y vinagre de Jerez en la provincia de
Cadiz. Las técnicas principalmente utilizadas en
este apartado fueron la electroforesis de
Campo Pulsante (CHEF) y el Polimorfismo en la
Longitud de los Fragmentos de Restriccion del
DNA mitocondrial. Se detectaron 8 patrones
electroforéticos distintos a lo largo de las distin-
tas escalas, siendo mayoritaria las especies del
género Saccharomyces cerevisiae raza beticus, y
en menor medida cepas pertenecientes alaraza
montuliensis. Estos patrones se clasifican en 4
grupos en funcién de estudios de similitud,
observédndose el predominio de las cepas
pertenecientes al Tipo I. También se observd la
ausencia de cambios en la microbiota presente
en una bodega cuando es trasladada a otra de
distinta ubicacién, punto a considerar cuando
hay restructuracién de bodegas.

Por otro lado, hemos querido estudiar la
implicacién del gen BTN2 en el comportamiento
de las levaduras de velo de flor. En bibliografia
anterior, se ha demostrado que este gen estaba
inducido por etanol y acetaldehido en estudios
realizados mediante chips de DNA en levaduras
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de laboratorio, pero no se habia estudiado cual
era el comportamiento de las cepas industriales
en ausencia de este gen. Para ello realizamos la
delecién del gen BTN2 tanto en una cepa de 1°
fermentacién como en una cepa de velo de flor
mediante recombinacién homdloga (es el pri-
mer estudio en el que se realiza la delecién de
un gen en cepas de velo de flor). En él se ha
podido observar la implicacién del gen BTN2 en
la resistencia al etanol, la formacién de biofilm
y la capacidad fermentativa de las cepas estu-
diadas. De esta forma las cepas mutantes para
el gen BTN2, muestran menor resistencia a una
alta presencia de etanol en el medio que sus
cepas parentales. Este gen se encuentra activa-
do en presencia de altas concentraciones de
acetaldehido, sin embargo resulta reprimido en
los estreses con etanol, alta concentracion de
azucares y bajo pH. Sin embargo una sobreex-
presién del gen BTN2 bajo el control del promo-
tor de estrés SPI1, causa un defecto en el creci-
miento en la mayoria de los medios de creci-
miento utilizados, sobre todo en aquellos cuya
fuente de carbono no era fermentable, indican-
do que es esencial una correcta regulacién de
BTN2 en condiciones de metabolismo respirato-
rio en las levaduras de velo de flor. También se
realizé un andlisis global de expresion génica
comparada entre la cepa de flor 11.3 y su mutan-
te delta-btn2, incubados en vino, vinculando la
funcién del gen BTN2 con mecanismos de regu-
lacién del pH celular y, particularmente a nivel
de la vacuola, ya que en dicho mutante se
observa mayor nivel de expresidn de genes
relacionados con dichos procesos. La delecién
de BTN2 también altera el patrén de expresidon
de la floculina FLO11/MUC1, alterando la capaci-
dad de la levadura de adoptar un crecimiento

en biofilm.

Analisis comparativo de las
poblaciones microbianas de las
cuevas con pinturas rupestres
de Covalanas y La Haza
(Ramales de la Victoria,
Cantabria)
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Isabel Sarré
Departamento de Ingenieria y Ciencia
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| deterioro de las pinturas rupestres de la

Cueva de Altamira ocasionado por la afluen-
cia turistica, y que motivo el cierre al publico de
la cavidad, supuso el punto de partida de dife-
rentes estudios acerca de las condiciones
ambientales y naturales de las cuevas en
Espafa, especialmente de aquellas que contie-
nen arte rupestre.

El presente trabajo aborda el estudio de las
poblaciones bacterianas presentes en el agua,
aire y paredes de las cuevas de Covalanas y la
Haza (Ramales de la Victoria, Cantabria), asi
como la determinacién de las condiciones
ambientales (temperatura, humedad relativa y

concentraciéon de CO,) en estas cuevas, ambas
con pinturas rupestres y pertenecientes al
mismo sistema cdrstico, pero sometidas a dife-
rentes regimenes de visitas.

Para este estudio se ha combinado el uso
de técnicas dependientes de cultivo con técni-
cas de Biologia Molecular como PCR, DGGE y
secuenciacién, ademas de microscopia de epi-
fluorescencia. Las muestras se obtuvieron en
verano, otofio, invierno y primavera con el fin
de comparar en un ciclo anual las bacterias pre-
sentes y evaluar la posible influencia de los visi-
tantes. En total se aislaron e identificaron bac-
terias de 35 géneros diferentes, pertenecientes
a los grupos de Alfa-proteobacteria,
Flavobacteria, Sphingobacteria, Actinomycetales
y Firmicutes. El grupo de los actinomicetos fue
el mds abundante.

Los pardmetros ambientales de las cuevas
se obtuvieron empleando sensores de tempe-
ratura y humedad relativa del aire, localizados
en diferentes sectores de las cuevas. La tempe-
ratura media anual de la Cueva de Covalanas
fue de 13,03 °C, y la de la Cueva de La Haza de
14,66 °C, con una humedad relativa en ambas
cuevas préxima al 100%. Los valores de CO, fue-
ron de alrededor de 700 ppm en ambas cuevas.
Este trabajo pone de manifiesto la utilidad del
estudio de los pardmetros ambientales como
apoyo a la gestién de cuevas turisticas.

Estrategias de estudio de
gendmica comparativa en
microorganismos con niveles de
informacién pregendémica y
complejidad génica diferentes.

José Luis Lavin Trueba
Directores: Antonio Gerardo
Pisabarro de Lucas y José Antonio
Oguiza Tomé
Universidad Publica de Navarra.

n esta Tesis Doctoral se abordan diversas
Eestrategias de estudio de genémica compa-
rada en microorganismos con niveles diferen-
tes de informacién pregendmica y de compleji-
dad genética.

Se han aportado las herramientas bioinfor-
méticas, para afrontar los estudios de genémi-
ca comparada en organismos con grados de
complejidad muy diferentes y que abarcan un
espectro lo suficientemente amplio (tanto a
nivel filogenético como de estudios previos a
nivel pregenémico) como para ilustrar la mane-
ra de abordar este tema desde diferentes enfo-
ques.

Se afrontan este tipo de estudios teniendo
en cuenta en cada caso la metodologia de enfo-
que y las posibilidades presentes actualmente
para llevarlos a cabo en lo que a recursos bioin-
formaticos se refiere. Se analiza también cémo
procesar los datos de partida para llegar a con-
clusiones precisas y con significado biolégico
resefiable, que puedan ser exportadas a la
experimentacion de laboratorio.

Respecto a los microorganismos con eleva-
da cantidad de informacién pregendmica y
estructura genética menos compleja, la estrate-
gia que se plantea es la de aprovechar esos dos

factores para hacer un abordaje mas cémodo y
con una mayor rapidez que el usado en los
microorganismos con menor cantidad de infor-
macién pregendémica. Ademds de los datos pre-
existentes sobre estos organismos, por su
menor complejidad y tamafio de su material
genético, estan disponibles en la actualidad una
serie de herramientas bioinformdticas que posi-
bilitan rastreos y bisquedas en todo el genoma
en tiempos relativamente cortos y lo que es
mds importante, con un grado de precisién muy
elevado.

Un problema diferente es el que se plantea
a la hora de afrontar un estudio de este tipo en
organismos con baja o nula informacién prege-
ndémica y con mayor complejidad en su estruc-
tura genética. Para estos casos, las herramien-
tas disponibles actualmente, para resolver el
problema de realizar un estudio de gendmica
comparativa con garantias son escasas y bas-
tante menos precisas. En estos microorganis-
mos, al ser menor la cantidad de genes descri-
tos experimentalmente en el laboratorio y
teniendo en cuenta que las herramientas pre-
dictivas no son tan precisas (debido a la mayor
complejidad genética de estos organismos) hay
que intentar obtener todos los datos que faltan
a nivel particular para los diferentes organis-
mos. Para ello hay que utilizar herramientas
bioinforméticas eficaces, intentando confor-
mar bases de datos que puedan ser cruzadas
entre organismos con cierta proximidad filoge-
néticas, para extrapolar conocimientos sobre
sus genomas y asi avanzar en el conocimiento
sobre su gendémica, protedmica y metabolémi-
ca.

Utilizacion de distintas propor-
ciones de coagulante vegetal
procedente del cardo Cynara
cardunculus en la maduracion

del queso de oveja

Elena Galan Larrubia

Director: José Fernandez-Salguero
Carretero
Departamento de Bromatologia y
Tecnologia de los Alimentos. Facultad
de Veterinaria. Universidad de
Cérdoba.

e ha estudiado el efecto del empleo de

diversas concentraciones del coagulante
vegetal en polvo (CVP 6 CVL) procedente de las
flores desecadas del cardo Cynara cardunculus
L., obtenido mediante liofilizaciéon de extractos
acuosos, sobre las caracteristicas del queso de
oveja de gran formato elaborado tanto con
leche cruda como con leche pasteurizada a lo
largo del proceso de maduracidn.

En quesos fabricados con leche de oveja
cruda se ha comparado la utilizacién de una
cantidad normal del coagulante vegetal en
polvo (CVP; 100 %) y del doble cantidad de coa-
gulante vegetal (2CVP; 200 %) con quesos obte-
nidos con cuajo de ternera, mediante la deter-
minacidn las caracteristicas quimicas, fisico-qui-
micas, bioquimicas y organolépticas del queso
durante seis meses de maduracién. En la mayo-
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ria de los parametros quimicos estudiados no
se observaron diferencias entre los distintos
tipos de coagulantes ensayados. Unicamente,
la actividad de agua fue significativamente infe-
rior (p < 0,05) en los quesos obtenidos con coa-
gulante vegetal (CVPy 2CVP), a partir de los dos
meses de maduracion, respecto a los obtenidos
con cuajo animal.

La cantidad de coagulante vegetal utilizado
si influyé sobre la hidrdlisis de las caseinas,
medida en funcién del nitrégeno soluble (NS),
nitrégeno no proteico (NNP), nitrégeno amino-
acidico (NAA) y nitrégeno amoniacal (N-NHs),
ya que se observaron diferencias significativas
(p < 0,05), a partir de los 2 dias de maduracidn,
entre los quesos producidos con 2PVC en com-
paracién con los obtenidos con la cantidad nor-
mal de CVP. Por su parte, en estos quesos (CVP)
sélo se obtuvieron tasas de NS y NNP significa-
tivamente mas elevadas (p < 0,05) en compara-
cién con los fabricados con cuajo animal (CA).

La utilizacién de coagulante vegetal acele-
ré (p < 0,05) las caracteristicas organolépticas
de los quesos en comparacién con los fabrica-
dos con cuajo de ternera, siendo particular-
mente intensas en los quesos elaborados con
2CVP que ya a los 60 dias de maduracién obtu-
vieron puntuaciones de olor e intensidad de
sabor similares a las de los quesos fabricados
con cuajo de ternera a los 180 dias. El sabor
amargo de los quesos obtenidos con 2CVP no
fue significativamente mayor (p > 0,05) que los
producidos con una cantidad normal de coagu-
lante vegetal (CVP). De ahi que la intensa activi-
dad proteolitica de las ciprosinas del coagulan-
te vegetal (especialmente si se utiliza doble
cantidad de coagulante, 2CVP) puede hacer que
los fabricantes obtengan quesos completamen-
te madurados, con las caracteristicas organo-
Iépticas genuinas de éste tipo de quesos, apro-
ximadamente tres meses antes que si se utiliza
cuajo de ternera.

En quesos fabricados con leche de oveja

pasteurizada se ha comparado la utilizacién de
una cantidad normal del coagulante vegetal lio-
filizado (CVL; 100 %) y de una mezcla de coagu-
lante vegetal y cuajo de ternera (CM; 50 %: 50 %)
en comparacién con quesos obtenidos con
cuajo animal (CA; 100%), mediante la determina-
cién de las caracteristicas quimicas, fisico-qui-
micas, bioquimicas, microbioldgicas y organo-
Iépticas del queso durante ocho meses de
maduracién. En la mayoria de los parametros
quimicos estudiados no se observaron diferen-
cias entre los distintos tipos de coagulantes
ensayados. La actividad de agua fue inferior en
los quesos obtenidos con coagulante vegetal
(CVL y CM) respecto a los obtenidos con cuajo
animal.

El nitrégeno soluble (NS) de los quesos ela-
borados con coagulante vegetal (CVL y CM)
aumentd a lo largo de la maduracién de mane-
ra significativamente mas intensa (p < 0,05)
que el de los que se fabricaron con cuajo animal
(CA). Igualmente se ha observado que los nive-
les alcanzados de NS en los quesos fabricados
con el coagulante vegetal liofilizado son muy
similares a los obtenidos con la mezcla de coa-
gulante vegetal + cuajo de ternera. Las tasas de
NNP, NAA'y N-NH3 de los quesos fabricados con
CVL y con CM fueron superiores a las de aque-
llos elaborados con CA en practicamente todos
los periodos madurativos estudiados.

Se han encontrado diferencias significativas
(p < 0,05) en el contenido de péptidos hidréfo-
bos, y en consecuencia en el indice de péptidos
hidréfobos/hidréfilos, presentes en los distintos
tipos de queso, de forma que tanto los elabora-
dos con CVL como los de CM, presentaron valo-
res superiores a los elaborados con CA.

Los aminoacidos libres mayoritarios encon-
trados durante la maduracién en quesos elabo-
rados con los tres tipos de coagulante fueron
histidina, lisina, isoleucina, ornitina, valina, leu-
cina y alanina, siendo mayor la concentracién
total de aminodcidos en los quesos obtenidos

con coagulante vegetal (CVL y CM) respecto a
los elaborados con cuajo de ternera (CA).

En lineas generales, los recuentos de los
grupos microbianos bacterias aerobias meséfi-
las, enterobacteridceas, coliformes, estafiloco-
cos, micrococos, bacterias acido-lacticas, leva-
duras y mohos disminuyeron a lo largo de la
maduracién sin que se observen diferencias en
funcién del coagulante ensayado.

Los quesos elaborados tanto con coagulan-
te vegetal liofilizado (CVL) como con mezcla al
50 % (CM) presentaron en general mayor inten-
sidad de olor y sabor, menor durezay firmezay
mayor cremosidad, mayor picazén bucal, asf
como un sabor amargo ligeramente superior
frente a los elaborados con cuajo.

En general, en los quesos fabricados con
leche pasteurizada también se puede acelerar
el proceso de maduracién de forma sustancial
utilizando una mezcla de coagulante
vegetal/cuajo de ternera al 50/50 al mismo tiem-
po que se consiguen unas caracteristicas orga-
nolépticas similares a la de los quesos elabora-
dos solamente con coagulante vegetal.

Péptidos bioactivos: En un estudio prelimi-
nar sobre la secuenciacién de los péptidos pre-
sentes en varias de las muestras estudiadas, se
han encontrado algunos referenciados en
bibliografia como péptidos bioactivos, tales
como: YQEPVL, YQEPVLGPVR, GPVRGPFPILY,
YQEPVLGPVRGPFPI, GPVRGPFPI, todos ellos
antihipertensivos, YQEPVLGPVRGPFPILVY, de
actividad antimicrobiana, YPFTGPIPNS, con
actividad opioide y YQEPVLGPVR que presenta
propiedades inmunomoduladoras.

Parte de esta tesis ha sido publicada en:
Galan, E, Prados, F., Pino, A., Tejada, L &
Ferndndez-Salguero, J (2008). Influence of dif-
ferent amounts of vegetable coagulant from
cardoon Cynara cardunculus and calf rennet on
the proteolysis and sensory characteristics of
cheese made with sheep milk. International
Dairy Journal, 18, 93-98.
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