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RESUMEN

Con el objetivo de obtener cepas autéctonas de bacterias 4ci-
do-lacticas a ser utilizadas como cepas iniciadoras en la fabri-
cacién de quesos, muestras de leche de vacas Holstein ameri-
cana, Jersey, Pardo Suiza y mestizas, se incubaron a 30°C en
presencia de azida de sodio y de Anfotericina B. La incubacidn
se mantuvo hasta la coagulacién de la leche. El proceso fue
repetido por 6 veces consecutivas obteniéndose al final del
mismo, tiempos de coagulacién iguales o menores a 6 h. Lue-
go de ese proceso, se aislaron varias colonias y fueron carac-
terizadas como cepas de Laclococcus: 7 cepas de Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, 2 de Lactococcus lactis subsp cre-
moris y 1 de Lactococcus lactis subsp.lactis biovar. diacetylac-
tis. La capacidad acidificadora de todas estas cepas era seme-
jante a la de cepas comerciales. Una mezcla de Lactococcus
lactis subsp. lactis y Lactococcus lactis subsp cremoris fue uti-
lizada para fabricar quesos tipo pasta prensada, cuya calidad
resultd equivalente a la de quesos comerciales tipo Gouda,
concluyéndose que es posible obtener y utilizar cepas autdcto-
nas para la fabricacién de quesos de alta calidad.
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ABSTRACT

With the objective of obtain autochthonous strains of lactic acid
bacteria to be used as starters in the elaboration of cheeses,
samples of milk from American Holstein, Jersey, Brown-Swiss
and hybrid type “criollas” cattle were incubated at 30°C, in the
presence of sodium azide and Amphotericin B. Temperature
incubation was maintained until milk coagulation was attained.
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After 6 consecutive replica the coagulation tests times arose
values of 6 h or less. After these assays were completed, sev-
eral colonies were isolated and characterized as Lacfococcus
strains: 7 strains of Lactococceus. lactis subsp. lactis, 2 of Lac-
tococcus. lactis subsp. cremoris and 1 of Lactococcus lactis
subsp. lactis biovar. diacetylactis. All these strains presented
an acidification capacity similar to commercial strains. A biend
of Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus. laviis
subsp. creinoris was used to produce several pressed cheess
which resulted with similar qualities when compared to Gouda
commercial cheese. It is concluded that autochthonous strains
can be obtained and used to produce quality cheese.

Key words: Lactococcus, starters, cheese.

INTRODUCCION

La industria de procesamiento de productos lacteos utili-
za grandes cantidades de bacterias l4cticas, las cuales son
empleadas en la preparacion de alimentos fermentados tales
como quesos, yogur, mantequilla, crema, etc. Las principales
especies bacterianas pertenecen a los géneros Lacfococcus,
Lactobacillus, Leuconostocy Streptococcus.

Las mismas poseen caracteristicas adecuadas para su
Uso en esos procesos, entre ellas se encuentran: produccion
de 4cido l4ctico, aromas y capacidad proteolitica [11]. Desafor-
tunadamente tales propiedades a nivel genético, se encuen-
tran codificadas en plasmidos [6], ocasionando una gran ines-
tabilidad, perdiéndose con frecuencia las propiedades de inte-
rés industrial [3]; lo que determina que en los procesos de fer-
mentacién industrial, no sea posible utilizar por méas de un afio,
una misma cepa bacteriana.

Dicha situacion crea la necesidad, de buscar de manera
permanente, nuevas cepas con caracteristicas adecuadas con
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el objeto de ser utilizadas en dichos proceses. El habitat de las
bacterias lacticas es variado: encontrdndose sobre vegetales
en descomposicién, en leches fermentadas, en quesos, en el
tracto vaginal, entre otros.

En el presente trabajo se reporta el aislamiento, a partir
de muestras de leche de 10 cepas de bacterias acido lacticas
pertenecientes al género Lactococcus. Para las mas acidifica-
doras también se presenta su caracterizacién a nivel tecnologi-
co, en la fabricacién de quesos de pasta prensada.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medios de cultivo

Se utilizé un cultivo comercial de la casa LABTO-LABO
{Francia) formado por una mezcla de Lactococcus lactis
subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Lacto-
coccus lactis subsp.lactis biovar. diacetylactis en proporciones
de 10, 80 y 10%, respectivamente. Como control en las fabri-
caciones de quesos se utilizaron las cepas de Lactococcus
lactis subsp. lactis ATCC 19435 y Lactococcus factis subsp
cremoris ATCC 19257. Todas fueron cultivadas en medio Elli-
ker Difco [2] a 30°C durante 12 h.

Se empled la cepa 303 de Escherichia coli K-12 cultivada
a 37°C en medio rico Difco y Saccharomyces cerevisae ATCC
560, cultivada a 30°C en caldo dextrosa sabouraud Difco.

Los microorganismos aislados en este trabajo prove-
nientes de las muestras de leche, fueron crecidos en leche es-
téril UHT de origen comercial con un contenido de grasa de
1%, durante 12 h a 30°C. Una vez aisladas e identificadas se
conservaron por periodos cortos de tiempo a 4°C en cuhas de
agar Elliker [2], para conservarlas por mas tiempo, se congela-
ron a —20°C en medio Elliker con glicerol al 30%.

Leches

Se emplearon muestras de leche provenientes de 4 fin-
cas ubicadas en la ciudad de Mérida, estado Mérida, Venezue-
la. Todas las fincas se encuentran aproximadamente a 2.000
m.s.n.m., la leche provenia de vacas tipo Holstein americana,
Jersey, Pardo Suiza y mestizas. Fueron recolectados directa-
mente de la ubre de las vacas 100 mL de leche y trasladadas
refrigeradas al laboratorio donde se procesaron de inmediato.
En todos los casos, salvo para las vacas mestizas, los ordefios
eran realizados de manera mecanica.

Enriquecimiento y aislamiento de bacterias lacticas

A fin de eliminar las bacterias gram negativas que pudie-
ran estar presentes en las muestras de leche, las mismas se
incubaron en presencia de azida de sodio Merck, utilizdndose
concentraciones entre 40 pg/mL y 200 pg/mL. Para determinar
la concentracién que eliminara las bacterias gram negativas
sin afectar considerablemente el crecimiento de las gram posi-
tivas, fueron realizadas pruebas de sensibilidad con el cultivo
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comercial LABTO-LABO de gram positivas formado por la
mezcla de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp./actis biovar. dia-
celylactis. Como bacteria control gram negativa se empled
E.coli K-12 cepa 303.

En ocasiones se observé que las muestras de leche
también tenian levaduras, por lo que fue necesario realizar las
pruebas de enriguecimiento, en presencia de Anfotericina B de
Laboratorios SQUIBB, un agente antifingico que elimina hon-
gos levaduriformes [13]. Para determinar la concentracion a
utilizar se realizaron pruebas con la levadura Saccharomyces
cerevisae, y probaron concentraciones que variaron entre 5
pg/mL y 100 pg/mL.

Para las pruebas de enriquecimiento en bacterias &ci-
do-lacticas se inoculd 1 mL de cada una de las diferentes le-
ches en 9 mL de leche estéril (UHT) conteniendo azida de so-
dio y Anfotericina B. Las muestras se incubaron a 30°C hasta
su coagulacion y se procesaron por triplicado. Para cada una
de las muestras, se repitié el proceso seis veces seguidas,
hasta obtener tiempos de coagulacién iguales o menores a las
6 h. En todos los casos el preinéculo de un dia provenia del
cultivo del dia anterior.

Una vez enriquecidas las muestras de leche con bacte-
rias super acidificadoras, se procedié a aislar las bacterias
alli presentes, para ello hubo que realizar diluciones seriadas
en caldo Elliker y sembrarlas en cajas de agar Elliker em-
pleando la técnica de siembra en profundidad [8]. Luego de
24 h de incubacién a 30°C fueron escogidas aquellas colo-
nias que crecieron mas rapido. Los clones escogidos fueron
crecidos en caldo Elliker a 30°C durante 24 h y posteriormen-
te, se conservaron a 4°C en cufias de agar Elliker hasta su
posterior utilizacion.

Identificacion de las cepas aisladas

Una vez enriquecidas las muestras de leche con bacte-
rias super acidificadoras, se procedié a aislar las bacterias alli
presentes, para ello hubo que realizar diluciones seriadas en
caldo Elliker y sembrarlas en cajas de agar Elliker. Luego de
24 h de incubacion a 30°C fueron escogidas aquellas colonias
que crecieron mas rapido, los clones aislados se identificaron
morfologica, fisiolégica y bioquimicamente segln las caracte-
risticas reportadas en la bibliografia [1, 4, 7, 10]. Las pruebas
realizadas fueran: coloracién de Gram, crecimiento en medio
salino a diferentes concentraciones: 2, 4, y 6,5% y, temperatu-
ras (10, 40 y 45°C). Otras caracteristicas estudiadas fueron,
capacidad de fermentacién de 50 carbohidratos por medio del
kit API tipo 50 Ch (bioMerieux) la utilizacién del citrato e hidré-
lisis de la arginina.

Determinacion del poder acidificante de las bacterias
aisladas

Se inocularon 200 mL de leche descremada estéril
(UHT) con un 1%, de un preindculo de las cepas a probar pro-



veniente también de un cultivo de 12 horas a 30°C en leche
descremada. Los cultivos fueron incubados a 30°C determi-
nandoseles cada hora a muestras de 10 mL, el pH hasta al-
canzar un valor cercano a 5,0 [14].

Elaboracién de queso pasta prensada

Con las bacterias seleccionadas como mejores acidi-
ficadoras, se procedié a elaborar a nivel de laboratorio,
queso tipo pasta prensada segun la metodologia de Pointu-
rier [9], para ello se pasteurizé la leche a 65°C durante 30
min, adicionandole 0,01% de CaCls, y fue calentada a 32°C
agregandose 0,5% de los cultivos de bacterias &cido lacti-
cas a ensayar. Luego de incubar durante 20 min, se cuajé.
El cuajo utilizado fue de origen microbiano marca Giber
(Giber de Venezuela C.A.), la cantidad suministrada era la
necesaria para obtener un tiempo de floculacién de 10 min
y uno de coagulacion de 30 min. La cuajada se corté hasta
obtener un tamafio de grano como uno de maiz. Seguida-
mente se retiré un 40% de suero y se anadid un 20% de
agua caliente a 50°C lo que elevé la temperatura a unos
39°C. La pasta fue braceada durante 35 min, luego de un
pre-prensado, se colocé en moldes de 8 pulgadas de dia-
metro recubiertos internamente con lienzo. Se prensé du-
rante 5 h usando pesas de tres kilos. A la mafiana siguiente
se salo, sumergiéndola en salmuera saturada durante 8 h.
La maduracion transcurrié a 12°C y 85% de humedad du-
rante 14 semanas. Con las bacterias escogidas se prepara-
ron cultivos iniciadores mixtos, donde Lactococcus. lactis
subsp. lactis se utilizé en una proporcién de 10% y Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris en un 90%, proporcion ésta
igual a la presente en cultivos de origen comercial y de uso
corriente en la industria quesera. A modo de control fue
preparado un queso acidificado con HCI grado alimenticio y
otro acidificado con una mezcla de cepas de referencia de
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 y Lacio-
coccus lactis subsp. cremoris ATCC 19257, la proporcién
entre ellas fue de 10 y 90%, respectivamente.

Anélisis sensorial de los quesos

Se utilizé un panel de 20 personas conocedoras de las
caracteristicas del producto a evaluar. La calificacion para
cada uno de los renglones a considerar fue de 2 puntos para
forma, 3 para aspecto, 5 correspondieron a textura de la
pasta, 8 a gusto y 2 al aroma. De forma arbitraria se decidié
que para que un queso se considerara aceptable, al menos
deberia tener una puntuacién minima de 13. Los productos
de mayor aceptacién fueron aquellos con mayor puntaje. To-
das las fabricaciones fueron identificadas mediante un nu-
mero aleatorio al azar. A modo de comparacién, en el anali-
sis sensorial sin el conocimiento del panel de catadores fue-
ron incluidas dos muestras de quesos del mismo tipo, pero
de procedencia comercial. Uno de ellos de fabricacion ex-
tranjera y otro nacional, escogidos entre las mejores marcas
disponibles en el mercado.
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Andlisis estadistico

Se utilizé un analisis de varianza de dos factores y una
comparacion multiple de medias de Tukey descrita por Sokal y
Rohlf [12].

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de las bacterias lacticas

En el proceso de aislamiento y seleccién de las bacte-
rias acido lacticas la concentracién de azida de sodio escogida
fue 80 pg/mL, concentracién que permitié un crecimiento de
mas de un 50% para las bacterias |acticas, y produjo una inhi-
bicidn en E. coli, cepa 303, de un 85%.

En el caso de Anfotericina B, la concentracién empleada
fue de 50 pg/mL, ya que provocé una inhibicién de un 70% en
la levadura utilizada, pero no afectaba el crecimiento de las
bacterias lacticas.

Finalmente, con el objeto de realizar los enriquecimien-
tos en las posibles bacterias lacticas presentes en las mues-
tras de leche, las mismas fueron incubadas en presencia de
80 pg/mL de azida de sodio y 50 ug/mL de Anfotericina B. A i
largo de los sucesivos pasos de enriquecimiento, el tiempo ¢
coagulacién fue disminuyendo hasta alcanzar en el sexto p-
saje, tiempos ligeramente menores a 6 h, indicativo de un
mero cada vez mayor de bacterias lacticas con un alto poo:
acidificante.

Identificacion de las bacterias lacticas super
acidificadoras

De las muestras de leche enriquecidas en bacterias lac-
ticas super acidificadoras, se seleccionaron 14 colonias que
presentaron crecimiento rapido. Se caracterizaron segtn se in-
dicé en materiales y métodos, encontrandose en todos los ca-
sos cocos (en pares o cadenas), de los cuales 7 eran Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, 2 Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris y 1 Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis.
Las 4 restantes no lograron identificarse satisfactoriamente.
Las caracteristicas mas importantes encontradas para las dis-
tintas cepas, pueden apreciarse en la TABLA |.

Caracterizacion tecnolégica de los lactococos

Con el objeto de caracterizar las cepas aisladas y utili-
zarlas como cultivos iniciadores, fue necesario determinar la
capacidad acidificadora de las mismas, mediante una prueba
rapida de acidificaciéon donde quedaron registrados los cam-
bios de pH en cultivos realizados en leche durante 7 h. Los re-
sultados presentados en las FIGS. 1 y 2, indican que existe
una misma tendencia entre las cepas aisladas, comportandose
de manera similar a las cepas de referencia escogidas. Las
cepas seleccionadas pueden ser consideradas como buenas
acidificadoras, ya que en tiempos cortos, logran provocar un
descenso del pH a valores similares obtenidos con cepas co-
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TABLA |

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS Y PERFIL FERMENTATIVO DE LAS CEPAS AISLADAS

EN ESTE ESTUDIO

Numero de cepa

CL1 CL2

CL3 ClL4 ClL5 CL6

CL7 ClL8 ClL9 CL10 CL11 CLi2 CL13 CLi4

Crecimiento en °C a:
10
40
45

COz2 a partir de glucosa
NHgz a partir de Arg
Acetoina

Crecimiento en NaCl
(%)

2,0

4.0

6,5

Fermentacién
de carbohidratos

Glucosa
Maltosa
Lactosa
Xilosa
Arabinosa
Sacarosa
Salicina
Rafinosa
Sorbitol
Manitol
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!
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+ '
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L
1
L}
H
H
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I+
+

+: Positiva; - negativa;

-
6,5
T 6

55 |

5

+: parcialmente positiva.

1 2

FIGURA 1. COMPARACION DE LA CAPACIDAD ACIDIFI-
CANTE ENTRE LAS CEPAS: Lc. /actis subs lactis ATCC
19257 (M), Lec. Jactis subs. lactis CL3 (A) Y Lc. lactis subs

factis CL7 (X).
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FIGURA 2. COMPARACION DE LA CAPACIDAD ACIDIFI-
CANTE ENTRE LAS CEPAS: Lc. lactis subs. cremoris
ATCC 19453 (M), Lc. lactis subs. cremoris CL4(A) Y Lc.
lactis subs. cremoris CL11 (X).
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COMPARACION DE MEDIAS DEL ANALISIS ST;I‘JB;S:IAL DE LOS DIFERENTES TIPOS DE QUESOS
Queso
Atributo F1 F2 F3 F4 F5 F6 C1 c2
Forma 2,00 2,00 1,70 2,00 2,00 2,00 1,85 2,00
Aspecto 2,95 3,00 2,80 3,00 2,90 2,90 3,00 2,90
Aroma 1,38 1,78 1,92 1,98 1,24 1,30 1,82 1,80
Textura 3,40 4,54 4,98 4,39 4,75 3,49 4,40 4,57
Gusto 6,63 7,21 6,04 6,92 4,78 3,80 7,02 7,35
Total 16,36 18,53 17,44 18,29 15,67 13,49 18,19 18,62
} B TABLA Il
. COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE TUKEY

Muestra c2 F2 F4 Ci F3 F1 F5 F6
Media 18,62 18,53 18,29 18,19 17,44 16,36 15,67 13,49
F1, F2, F3, F4, F5 y F6: fabricaciones indicadas en el texto. C1: queso comercial nacional; C2: queso comercial importado. Todo par de

medias no subrayadas por la misma linea son significativamente diferentes (P<0,01).

merciales [5]. Finalmente, con estas cepas se elaboraron que-
sos que fueron comparados con productos similares de cali-
dad reconocida existentes en el mercado.

Elaboracién de un queso pasta prensada

Fueron elaborados 6 quesos utilizando mezclas de 2 ce-
pas de Lc. lactis subsp. lactis (CL3, CL7) escogidas entre las
mejores acidificadoras y las 2 de Lc. lactis subsp. cremoris
(CL4, CL11). También se hicieron quesos control con las ce-
pas de referencia ATCC y uno acidificado artificialmente. Las
fabricaciones se enumeraron desde F1 hasta F6. Las mezclas
utilizadas en las distintas fabricaciones fueron:

F1= CL3 - CL4 (Lc. lactis - Lc. cremoris)
F2= CL3 - CL11 (Le. lactis - Lc. cremoris)
F3= CL7 - CL4 (Lc. lactis - Lc. cremoris)
F4= CL7 - CL11 (Lc. lactis - Le. cremoris)

F5= Control ATCC 19435 - ATCC 19257 (Lc. lactis - Lc.
cremoris)

F6= Control acidificado con HCI.

Luego de un periodo de maduracion de 14 semanas a
12°C y 85% de humedad, los quesos fueron sometidos a prue-
bas degustativas. Los resultados de la evaluacion sensorial
son sefialados en la TABLA Il, nétese que aun cuando todos
los quesos superaron la puntuacién minima requerida para
considerarlos aceptables es decir 13 puntos, el minimo valor
correspondié a la fabricacién F6 (13,49 puntos) es decir queso
control acidificado artificialmente con HCI. Los quesos experi-
mentales con més aceptacion fueron F2 y F4 con 18,53 vy
18,29 puntos respectivamente, equivalentes a los obtenidos
por los quesos comerciales. Estas fabricaciones tuvieron en

comun el empleo de la cepa de Lc. cremoris CL11 a diferencia
de los otros casos donde se empled la cepa CL4, probable-
mente la mejor calidad de esos quesos podria deberse a ca-
racteristicas especiales presentes en CL11. Es notorio que el
queso (F5) elaborado con las cepas de referencia ATCC no
obtuvo puntaje muy alto, probablemente no son cepas adecua-
das para su empleo en la fabricacién de quesos. El anélisis de
varianza de los resultados de la degustacién no mostré dife-
rencias significativas entre los catadores (P>0,01), pero si en-
tre las muestras (P<0,01). En la TABLA Il puede observarse el
resultado de la comparacién miltiple de medias de Tukey utili-
zando un andlisis de varianza de dos factores. Los quesos
provenientes de las fabricaciones F2, F4 y F3 no presentaron
diferencias con el tipo gouda nacional (C1) ni con el importado
(C2). Las fabricaciones F3 y F1 son similares entre sf, al igual
que F1 y F5. La fabricacion F6 resulté diferente a todas las de-
més, siendo la de menor aceptacion, lo que indica el papel im-
portante que juegan las bacterias l&cticas a nivel de produc-
cion de aroma y en menor grado, modificando con su débil
maquinaria proteolitica la textura del producto. La cepa de
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacelylactis no fue uti-
lizada en la fabricacién de los quesos, por no ser la mas ido-
nea para el tipo de queso fabricado, ya que esta bacteria se
utiliza preferiblemente en la acidificacién y aromatizacion (son
productoras de compuestos como diacetilo en cantidades que
van de 0,4 a 0,8 ppm) de las cremas en la fabricacion de man-
tequillas y de leches en la elaboracién de quesos frescos y
pastas suaves [11].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La seleccién de las bacterias acido-lacticas en presencia
de 80 ug/mL de azida de sodio y de 50 ug/mL de Anfotericina
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B, elimindé bacterias gram negativas y levaduras respectiva-
mente, lo que permitié desde un inicio el enriquecimiento en
bacterias gram positivas. Los sucesivos pasajes de coagula-
cién a 30°C obteniéndose al final de los mismos tiempos de
coagulacion inferiores a 6h, seleccionaron las bacterias mas
acidificadoras siendo ésta una de las caracteristicas mas de-
seadas en las bacterias a ser empleadas como iniciadoras o
“starters” en la industria lactea.

Las bacterias aisladas en este trabajo son adecuadas
para la fabricacion del queso escogido. Se puede afirmar que
la metodologia empleada, permite obtener cepas propias de la
zona de procedencia de la leche, con propiedades industriales
capaces de sustituir a las empleadas en la industria lactea na-
cional la cual para sus procesos importa la totalidad de las ce-
pas. Probablemente, se trata de cepas Unicas. Faltaria carac-
terizarlas mas extensivamente, determinando resistencia a fa-
gos, produccidn de bacteriocinas, capacidad lipolitica, etc. Es-
tos microorganismos autéctonos permitirian junto con las le-
ches de la zona, fabricar nuevos guesos tipicos de la regién,
no sdlo con olores y sabores propios, sino de buena calidad.
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