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RESUMEN

Se investigo la diversidad de los hongos presentes en el queso Paipa, unico queso tipico madurado de
Colombia y la leche utilizada para su preparacion, del municipio de Pacho. Se muestrearon quesos de
1, 5y 10 dias de maduracién. El recuento promedio de hongos filamentosos en estos quesos presento
un rango de 1,48 y 3,67 log,, ufc/g y las levaduras en 4,15 y 5,93 log,, ufc/g. En la muestra de leche
los hongos filamentosos y levaduras estuvieron entre 1,84 y 1,95 log,, ufc/g y 3,3 y 4,96 log,, ufc/g,
respectivamente. Dentro de los hongos identificados se encuentran: Penicillium el cual posee especies
tanto benéficas como perjudiciales; el género Aspergillus donde se han reportado especies que son
toxigénicas; Fusarium, Phoma, Cladosporium y Botrytis donde la mayoria, presentes en los quesos, son
contaminantes y Geotrichum responsable de las caracteristicas organolépticas en quesos madurados.
Las levaduras determinadas en esta investigacion fueron, Trichosporum beigelii, Cryptococcus
albidus, Candida guilliermondii, Cryptococcus uniguttulatus, responsables de otorgar caracteristicas
organolépticas en este tipo de quesos; ademas se identificaron Rhodotorula minuta y Rhodotorula rubra,
Candida rugosa, las cuales son generalmente contaminantes en el proceso de produccion.
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ABSTRACT

The fungi diversity in Paipa cheese (the only typical mature cheese of Colombia) and the milk used in
its preparation in the town of Pacho were studied. Samples of cheeses were taken on the first, fifth and
tenth day of maturation. The mean count of filamentous fungi in these cheese was between 1.48 and 3.67
log10 cfu/g and between 4.15 and 5.93 log10 cfu/g for yeasts. In the milk sample, the filamentous fungi
and yeasts were between 1.84 and 1.95 log10 cfu/g and 3.3 and 4.96 log10 cfu/g, respectively. Among
the identified fungi, we found Penicillium (which has both beneficial and harmful species), Aspergillus
(in which toxigenic species have been reported), Fusarium, Phoma, Cladosporium and Botrytis (where
most species found in cheeses are contaminants), and Geotrichum (responsible for the organoleptic
characteristics of matured cheeses). The yeasts identified in this research are: Trichosporum beigelii,
Cryptococcus albidus, Candida guilliermondii, Cryptococcus uniguttulatus, all responsible for providing
organoleptic characteristics in this type of cheese; Rhodotorula minuta, Rhodotorula rubra y Candida
rugosa, also identified in this study, are generally contaminants in the production process.

Keywords: identification, filamentous fungi, yeasts, ripening, artisanal cheese.
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INTRODUCCION

El sabor caracteristico de aroma y textura de los
diferentes quesos es el resultado de la presencia
de microbiota natural, asi como al debido proceso
biotecnolégico tradicional de fabricacion [1].
La diversidad de las poblaciones microbianas
que se han desarrollado en cada ambiente de
fabricacion de cada queso, en gran medida no
han sido caracterizados [2]. Sin embargo se han
realizado diferentes estudios para identificar los
microorganismos de diversos tipos de quesos
tipicos [2, 3, 4, 5]. El queso Paipa es el unico queso
autéctono madurado que se produce en el pais.
Se elabora artesanalmente a partir de leche cruda
y es originario de los departamentos de Boyaca y
Cundinamarca especialmente en los municipios de
Pacho (latitud N 05°07.727) y Ubaté (latitud: 005°
18 24” N) [6]. Debido a este tipo de preparacién
y que los tiempos de maduracion de minimo 30
dias no son cumplidos, su calidad microbioldgica
durante y al final del proceso es deficiente [7]. Estas
caracteristicas podrian conllevar a un potencial
riesgo para la salud del consumidor, ademas de
problemas para la distribucion y comercializacion
del producto, debido a que no cumple las
normas microbiolégicas adecuadas para este
tipo de alimento, lo cual conllevaria a pérdidas
econdmicas para los pequefios productores
quienes en su mayoria utilizan estos procesos
como sustento familiar. Asimismo, con el tiempo
podria llevar a la desaparicion de este queso
tipico. Una posible solucion a este problema es
aislar los microorganismos que intervienen en los
procesos de fabricacién y maduracion del queso,
pasteurizar la leche y adicionarlos posteriormente
para obtener un producto con las mismas
caracteristicas organolépticas originales y una
calidad microbiologica aceptable. Por esta razén
Neira y Hernandez, [8] aislaron y caracterizaron
las bacterias lacticas presentes en el queso Paipa.
Sin embargo, no son los Unicos microorganismos
implicados en los procesos de fabricacion y
maduracion de los quesos, ademas de este tipo
de bacterias, se encuentran varios géneros de
hongos (filamentosos vy levaduriformes) que
actuan como microbiota secundaria y ayudan a
dar las caracteristicas organolépticas especificas
a este tipo de quesos [5, 9]. Por lo anterior, en este
trabajo se aisl6 e identificd la microbiota fungica
involucrada en el proceso de obtencion de queso
Paipa en el municipio de Pacho, con el fin de
producir un cultivo iniciador que pueda ser utilizado
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en un futuro, junto a las bacterias lacticas por los
productores y que permita obtener un queso Paipa
con las mismas caracteristicas y una adecuada
calidad microbiologica.

PARTE EXPERIMENTAL
Muestreo

Entre el periodo de octubre del 2008 y abril del
2009, se recolectaron aleatoriamente 9 muestras
de queso Paipa de uno, cinco y diez dias de
maduracion, cada una de 500 g y una muestra
de 1 litro de leche utilizada como materia prima,
para la fabricacion del queso de los dos principales
productores, los cuales se encuentran en el
Municipio de Pacho localizado en el departamento
de Cundinamarca. Este posee una temperatura de
19°C y una altura promedio de 2,136 m.s.n.m. [10].

Procesamiento

Con base en la metodologia descrita por Hayaloglu,
[5] y Lopandic, [11] se tomaron 10g para las
muestras de queso y 10 ml para las muestras de
leche y se realizaron 4 diluciones seriadas del
queso Paipa utilizando agua peptonada estéril. Se
tomo 0.1 ml de la dilucién 10" y 102 y se realizé
la siembra en superficie en agar extracto de
malta (Oxoid Ltd.) para el aislamiento de mohos
y 0,1 ml de las diluciones 10® y 10“ en agar
YGC (extracto de levadura Oxoid ltd, Glucosa
Oxoid, Cloranfenicol Merck) para el aislamiento
de levaduras. Posteriormente se incubaron a 25
°C durante 7 dias. Pasado este tiempo, se realizd
el recuento del numero de colonias de mohos y
levaduras, y se reportd el numero de colonias
por gramo de muestra (ufc/g). Los conteos son
presentados como el promedio del logaritmo en
base 10 de ufc/g de cada una de las muestras
analizadas.

Aislamiento

Después del periodo de incubacion, los
aislamientos obtenidos se subcultivarén en agar
extracto de malta (Oxoid Ltd.), agar PDA (Merck)
y agar arroz al 20% (agar agar Diftco) para
mohos y en agar YGC para levaduras utilizando
las mismas condiciones del procesamiento en
cuanto a tiempos y temperatura de incubacion,
hasta la obtencion de cultivos puros [5, 11, 12].
Posteriormente se procedid a la observacion
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macroscopica de las colonias teniendo en cuenta
color anverso, color reverso, textura y presencia de
pigmento difusible. La identificacion microscopica
de las colonias que presentaban caracteristicas
diferentes, se realizé utilizando un montaje sobre
portaobjetos con azul de lactofenol (Merck),
para identificar las estructuras de los mohos en
especial estructuras vegetativas: hifas (septadas,
cenociticas- demateaceas, hialinas) y estructuras
de reproduccion (esporas y conidias) segun
Samson [12]. Para la identificacién macroscépica
de las levaduras se observaron caracteristicas
propias de las colonias como la apariencia, textura,
color, borde, tamafo, produccion de pigmento.
Posteriormente se realizé una identificacion
microscépica inicial de estos aislamientos
utilizando coloracién tinta china para observar
posible presencia de capsula.

Identificacion bioquimica de levaduras

Luego de la identificacién inicial, a las levaduras
obtenidas se les realiz6 la identificacidn bioquimica
usando dos kit basados en reacciones bioquimicas.
El primero es el kit APl 20 C AUX®(bioMérieux):
la lectura de estas reacciones se realiza por
comparacion con los testigos de crecimiento y la
identificacion se obtiene con la ayuda del catalogo
analitico o del software de identificacion. La prueba
se fundamenta por la presencia de turbidez. El
segundo kit es el RAPID YEAST PLUS®(Remel):
cuenta con 18 pocillos, su incubacion se realiza
por 4 horas a 30°C. La lectura de estas reacciones
se obtiene con la ayuda del Catalogo Analitico
o del software de identificacion. La prueba se
fundamenta por cambios colorimétricos utilizando
dos reactivos especificos.

DISENO EXPERIMENTAL

Los datos tomados fueron analizados
estadisticamente usando el analisis de varianza
(test de ANOVA). ElI nivel de significacion
establecido previamente fue de p<0,05 Las medias
fueron comparadas usando Test-t Student.

RESULTADOS Y DISCUSION
La media log del recuento hongos filamentosos
por gramo en el queso durante el proceso de

maduracion estuvo dentro de los limites de
1,48 y 3.67 log,, ufc/g, teniendo en cuenta que
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los conteos mas altos estuvieron en los quesos
con mayor tiempo de maduraciéon, como fue
reportado también por Hayaloglu y Airbag [5] y
Viljoen y col. [13]. En cuanto a los conteos en
levaduras la media se manejo entre los limites
de 4.15 y 5.99 log,, ufc/g. Las diferencias entre
los recuentos obtenidos se deben posiblemente
a los cambios climaticos que ocurren a través
del afio y que afectan la humedad ambiental
[1]. El aumento en el recuento de hongos
filamentosos y levaduras a medida que aumenta
el periodo de maduracion también ha sido
descrito para diferentes quesos tipicos de otros
paises como el Camembert y Brie [13]. En las
Figuras 1, 2, 3, 4 y 5 se observan algunos de los
géneros de hongos filamentosos identificados
en los analisis macroscépicos y microscépicos
como: Penicillium, Fusarium, Phoma, Botrytis,
Geotrichum a partir de las muestras de leche
y queso. Ademas se identificaron especies
de los géneros Aspergillus y Cladosporium
dentro de este grupo algunas especies han
sido reportadas como de hongos benéficos
debido a su importancia en la maduracion de
un amplio rango de quesos, ya que durante
los primeros dias, crecen sobre la superficie y
la desacidifican oxidando el lactato y actuando
en procesos proteoliticos; ademas poseen un
complejo sistema de enzimas que contribuyen
con la textura, color y sabor [9]. Sin embargo
existen otras especies que han sido descritas
como contaminantes y patégenos.

En el caso del género Penicillium, se han descrito
algunas especies como contaminantes de
alimentos, como es el caso de P. commune que
ha sido reportado como agente deteriorante en
el queso Cheddar y en los quesos lItalianos Goats
y Sheep’s y la especie P. verrucosum la cual se
ha encontrado como un contaminante visible
de quesos en los sitios de comercializacion [5].
Sin embargo varias especies de este género se
destacan por crecer en los quesos madurados, tal
es el caso de P. roqueforti, el cual se ha sugerido
que produce metilcetonas que son inhibitorias para
el crecimiento en exceso de otros tipos de mohos
e influyen en sus caracteristicas organolépticas
[14]. Las especies del género Aspergillus se
han descrito por lo general como indeseables
ya que pueden influenciar en las caracteristicas
organolépticas, ademas de producir micotoxinas y
representar un potencial riesgo para la salud [15].
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Figura 1. Descripcién macroscépica de Penicillium spp Descripcion microscépica de Penicillium spp

Figura 2. Descripcién macroscépica de Phoma spp Descripcion microscépica de Phoma spp

Figura 3. Descripcién macroscopica de Geotrichum Descripcion microscépica de Geotrichum spp
Spp
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Descripcion microscépica de Fusarium spp

Figura 5: Descripcién macroscépica de Botrytis spp

En el género Fusarium se encuentra la especie
F. moniliforme, la cudl ha sido reportada en la
superficie de los quesos, sugiriendo un alto riesgo
de infeccidon cuando se consumen frescos y una
potencial produccién de metabolitos téxicos cuando
se los estaciona [16], aunque el mismo autor
reporta sobre quesos artesanales de caracteristicas
similares que si bien estuvieran presentes especies
potencialmente toxigénicas de este género, no
habria riesgo alguno si los recuentos son bajos. El
género Phoma se ha encontrado en este estudio,
aunque en baja proporcion. Segun diferentes
reportes de investigacion, se muestran en muy poca
cantidad y se cree que son contaminantes y que no
participan en los procesos de maduracion de este
tipo de quesos [4, 5, 17, 18], como en el caso de
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Descripcion microscépica de Botrytis spp

algunas especies que pueden ser toxigénicas como
P. exigua y P. sorghina produciendo la micotoxina
acido tenuazoénico y P herbarum elaborando
citocalasinas [19]. En el género Cladosporium
las especies que mas predominan son C.
cladosporioides y C. herbarum. Se han aislado
con frecuencia en muestras de queso, aunque
con un predomino alto en ambientes de la fabrica
y de las cavas de maduracion. Se presentan en la
superficie del queso produciendo unas manchas
que posiblemente contribuyen con la apariencia
externa del queso [20]. Vale aclarar que segun las
publicaciones de Samson [12] y CAST [21] no se
han descrito propiedades toxigénicas en quesos de
este género. El género Botrytis ha sido reportado
muy pocas veces en queso, sin embargo la especie
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B. cinérea fue detectada, en baja cantidad, como
contaminante en ambientes de fabricas queseras en
Noruega [18]. Finalmente el género Geotrichum el
cual posee una caracteristica particular ya que tiene
propiedades tanto de mohos como de levaduras [9].
La especie mas importante en quesos madurados
es G. candidum quien afecta la bioquimica del queso
durante la maduracion. La liberacién de lipasas y
proteasas dentro de la matriz del queso, reduce
la amargura, contribuye con el aroma del queso,
neutraliza la acidez de la cuajada producida por las
bacterias acido-lacticas y estimula el crecimiento
de bacterias superficiales como Brevibacterium
spp [5]. La presencia de G. candidum en la leche
utilizada como materia prima en la fabricacion de
queso madurado ha sido esencial para el desarrollo
de la apariencia y el aroma [22]. Cabe destacar que
algunos hongos no se pudieron identificar ya que
solo exhibieron micelio estéril o con presencia de
clamidosporas (Agonomycetes).

Analisis macroscépicos permitieron obtener
13 cepas de levaduras, las cuales fueron
evaluadas por reacciones bioquimicas. No
obstante sélo se pudieron identificar: Candida
rugosa, Trichosporum beigelii, Cryptococcus
albidus, Candida guilliermondii, Cryptococcus
uniguttulatus, Rhodotorula minuta y Rhodotorula
rubra. Los demas aislamientos posiblemente
corresponden a un género y especie que no posee
la bateria de las pruebas bioquimicas. Estos
podrian corresponder a géneros muy importantes
que se han reportado en diferentes investigaciones
como levaduras de gran valia en la maduracion
de los quesos. Entre ellas se podrian encontrar:
Debaryomyces, Kluyveromyces, Yarrowia [9]
Pichia, Zygosaccharomyces'y Torulaspora [13].

En cuanto a las levaduras encontradas estas
también han sido reportadas como dominantes
en quesos madurados [13]. Estos organismos
muestran una capacidad metabdlica (incluyendo
actividades proteoliticas y lipoliticas) las cuales
juegan un papel substancial en el desarrollo de
aromas y sabores en algunas cepas agradables
[9], sin embargo también han sido reportadas
como especies contaminantes presentes en el
ambiente y que llegan a los quesos durante su
produccion y maduracion [13]. Las especies de
Rhodotorula por lo general son reportadas como
fuente de origen de contaminacién a partir del
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ambiente tanto del cuarto de produccién como
de maduracion al igual que contaminante natural
[13]. Segun Suzzi y col [23] se evidencid que la
especie R. mucilaginosa junto a la levadura C.
rugosa producen aminas biogenas, sustancias
provenientes de la diseminacién de proteinas y
que pueden causar intoxicaciones quimicas.

CONCLUSIONES

Los géneros de hongos identificados en este
trabajo también han sido reportados para otros
tipos de queso madurados como responsables de
otorgar sus caracteristicas organolépticas.

Sin embargo, también se presentan géneros, como
el caso de Penicillium y Aspergillus que poseen
especies que podrian llegar a ser contaminantes
y convertirse en un problema de salud publica. Es
importante nombrar que los aislamientos que no
pudieron ser determinados, podrian ser hongos
que solo se presentan en la elaboracion del queso
Paipa. La poblacién de hongos en la leche no fue
significativa con respecto a las encontradas en el
queso, motivo por el cual se puede pensar que
la presencia de la mayoria de microorganismos
encontrados se debe a condiciones ambientales, o
también por inadecuadas practicas de manufactura
durante su procesamiento luego de cuajar la leche
para la elaboracion del queso. Los resultados
obtenidos en la identificacion de las levaduras
muestran una vez mas la importancia de las
pruebas morfoldgicas y sexuales con el fin de llevar
a cabo una identificacion fiable. A pesar de que se
realizd un buen filtro al tener una gran cantidad de
hongos identificados en el grado de género, se
continuara con la identificacion molecular de los
todos los aislamientos para llegar a establecer las
especies, pudiendo eliminar los hongos patégenos
y contaminantes y utilizar los benéficos para la
posible elaboracion de un cultivo iniciador que
contribuya a la estandarizacion del proceso de
obtencién de un queso Paipa inocuo y de calidad.
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