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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar bacterias del género
Enterococcus presentes en una muestra de queso ahumado
andino. Se aislaron 15 cepas pertenecientes al género Entero-
coccus. Se realizaron pruebas confirmatorias para el género,
descartando 8 cepas que no reunian las caracteristicas del gé-
nero, conservandose 7 que cumplian con las caracteristicas
exigidas. De las cepas seleccionadas se escogieron cuatro ce-
pas entre las que se encontraban las mejores acidificadoras
de la leche, y ademas que fueran compatibles con cepas de
Lactococcus y Lactobacillus aisladas en un estudio anterior
también a partir de un queso ahumado andino. Con las cepas
de Enterococcus asi como con las de Lactococcus y Lactoba-
cillus, se prepararon diferentes mezclas para su posterior uso
como cultivos iniciadores en la elaboracion de un queso ahu-
mado elaborado con leche pasteurizada, para obtener un pro-
ducto con caracteristicas similares al queso artesanal, pero
con los beneficios higiénicos de la leche pasteurizada y una
flora bacteriana conocida.

Palabras clave: Enterococcus, queso ahumado andino, culti-
vo iniciador.

ABSTRACT

The objective of the present study was to isolate bacteria from
the genus Enterococcus that were present in a sample of
smoked Andean cheese. Fifteen strains belonging to the genus
Enterococcus were isolated. Confirmatory tests were carried out
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for this genus, ruling out eight strains that didn’t fulfill the charac-
teristics of the genus, and leaving seven that complied with the
required characteristics. Of the strains selected, four were cho-
sen as being amongst the best milk acidifiers, which also were
compatible with strains of Lactococcus and Lactobacillus, iso-
lated in a previous study, and again obtained from smoked An-
dean cheese. With the strains of Enterococcus, as well as with
those of Lactococcus and Lactobacillus, different mixtures were
prepared for use as starter in the manufacture of a smoked
cheese produced with pasteurized milk, in order to obtain similar
characteristics to the handmade cheese, but with the hygienic
benefits of pasteurized milk and known bacterial flora.

Key words: Enterococcus, smoked andean cheese, starter.

INTRODUCCION

El ahumado es una de las mas antiguas técnicas de pre-
servacion de alimentos, habiéndose visto relegada a un se-
gundo término por métodos de conservacidon mas modernos.
En la actualidad el proceso de ahumado de los alimentos tiene
como principal objetivo proporcionar determinadas caracteristi-
cas organolépticas modificando parametros como la textura, el
color, olor y sabor.

El queso ahumado andino es elaborado artesanalmente
en los paramos de los estados Mérida, Tachira y Trujillo de
Los Andes Venezolanos. Este producto es fabricado siguiendo
procedimientos tradicionales y surgié como una necesidad de
conservar el queso por mayor periodo de tiempo.

El ahumado era una operacién indirecta, como conse-
cuencia del humo que se produce en el fuego que es usado
para cocinar. De forma general, la cuajada una vez salada, es
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colocada dentro de una malla de hojas de palma tejidas que
funciona como molde, luego de 24 horas de desuerado se reti-
ra del molde y se coloca en una especie de repisas colgadas
del techo por encima del lugar donde se cocina con lefia. De
esta forma los quesos estan expuestos al humo entre 1y 7
dias, cada cierto tiempo se les da vuelta para lograr un ahu-
mado uniforme.

Las caracteristicas del queso ahumado andino son mas
0 menos comunes entre todos y se pueden resaltar las si-
guientes: son de forma cilindrica con caras planas, una altura
de 6-8 centimetros y un diametro de 15 a 20 centimetros. Su
peso oscila entre 1 y 3 Kg. La corteza es dura, con marcas del
molde, el color es homogéneo pardo oscuro y aroma a ahuma-
do. La pasta homogénea, con un color variable que va desde
el marfil hasta el amarillo pajizo. Puede presentar ojos (peque-
flos agujeros) de forma irregular en su mayoria. Posee un sa-
bor marcado poca sal y con ligero retrogusto ahumado.

La alta demanda que presenta el queso ahumado andi-
no a nivel nacional, la cual no es posible satisfacer con la ela-
boracién artesanal, asi como. el evitar los riesgos de consumir
un producto elaborado con leche cruda y minimas condiciones
higiénicas hacen necesario identificar la flora autéctona de
este tipo de queso para formular un cultivo iniciador que permi-
ta obtener un producto final con caracteristicas organolépticas
similares al producto artesanal pero seguro higiénicamente.

En lo referente al uso del humo liquido suprime los in-
convenientes del ahumado tradicional, ya sean en el ambito hi-
giénico (benzopirenos, contaminacion atmosférica), en el am-
bito practico (riesgos de incendio, equipos dificiles de limpiar
debido a la presencia de alquitranes, volUumenes importantes
de almacenamiento de aserrin o virutas) o en el ambito econo6-
mico (tiempos de ahumado muy importantes y costes de pro-
ducciéon en ocasiones prohibitivos). Ademas, las irregularida-
des de coloracion y las variaciones sensoriales han llevado a
los industriales a buscar soluciones mas fiables.

En un estudio anterior [1] se pudo determinar que en el
queso ahumado andino estaban presentes cantidades impor-
tantes de enterobacteriaceas y de enterococos, sin embargo,
el papel de estos ultimos en las caracteristicas organolépti-
cas del queso no fue estudiado. Los Enterococcus son el gru-
po mas controversial de las bacterias acido lacticas (BAL).
Pero como las especies mas comunes de este género se
pueden encontrar en el intestino de humanos y de animales
domésticos, muchas veces su presencia en los alimentos se
asocia con contaminacion fecal [7, 11, 17], por tanto su pre-
sencia en los alimentos indica una pobre calidad bacteriologi-
ca y poca higiene durante la manufactura [13]. Su papel en el
desarrollo del sabor en los quesos no es claro, mientras algu-
nos investigadores creen que ellos son la causa del deterioro
en el sabor [13, 19], otros consideran que contribuye con el
mejoramiento organoléptico del producto final., debido a su
capacidad proteolitica, lipolitica y de hidrolizar el citrato. [3,
16, 18, 20, 21].
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La finalidad de la presente investigacion fue aislar y ca-
racterizar las bacterias del genero Enterococcus presentes en
un queso ahumado andino para ser utilizadas conjuntamente
con bacterias acido lacticas como parte de un cultivo iniciador
en la produccién de un queso ahumado con leche pasteuriza-
da y determinar si la presencia de estos microorganismos con-
tribuyen a mejorar la calidad y caracteristicas organolépticas
del producto.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y conservacion de cepas

Luego de analizar quesos de diversas zonas del estado
Mérida, populares por su producciéon de queso ahumado arte-
sanal, fue seleccionado el queso elaborado por un productor
de la poblacién de Pueblo Llano, por cumplir con la mayoria de
las caracteristicas establecidas para un queso de este tipo. De
la parte central del queso se tomaron 10 g, se homogeneiza-
ron en 99 ml de agua fisiolégica estéril. Diluciones del homo-
geneizado se sembraron por duplicado en medios selectivos
para bacterias acido lacticas: agar MRS (Merck, Darmstadt,
Alemania) para lactobacilos [9], agar Elliker (HiMedia Labora-
tories Munbay India) para lactococos [10], ambas muestras se
incubaron por 48 h a 30°C. Los enterococos fueron aislados
en agar Estreptococos KF [(HiMedia Laboratories Munbay In-
dia) [8], se incub6 durante 48 horas a 37°C. Para el recuento
de gérmenes viables mesdfilos se utilizé agar PCA (HiMedia
Laboratories Munbay India), incubandose por 72 h a 30°C.

Solo las colonias provenientes del medio KF fueron so-
metidas a las pruebas fisiolégicas confirmatorias del género,
segun el Manual Bergey [15]. Los enterococcos se caracteri-
zan por ser Gram-positivos, catalasa negativo, homofermenta-
tivos, crecen a 6,5% NaCl, a temperaturas de 10 a 45°C y a
pH 9,6, igualmente hidrolizan esculina en presencia de 40% de
bilis y sobreviven el calentamiento a 60°C por 30 min. Los ais-
lados que cumplian estas caracteristicas se cultivaron en cal-
do KF a 37°C durante 24 horas y luego se mantuvieron en re-
frigeracion hasta su posterior uso.

Capacidad acidificadora

A las cepas aisladas se les determind su capacidad aci-
dificadora utilizando 100 ml de leche descremada y estéril
UHT Mi vaca, los cuales fueron inoculados con 1,0 ml, de cada
una de las cepas a evaluar, seguidamente se incubaron a
37°C y se siguio el descenso del pH cada hora.

Compatibilidad entre las cepas

Para elaborar un cultivo iniciador con las cepas de Ente-
rococcus aisladas, estas se mezclaron con la cepa de Lacto-
coccus M6 y Lactobacillus M2 pertenecientes a la coleccion de
cepas del laboratorio de Biotecnologia de Microorganismos de
la Universidad de Los Andes, estado Mérida, Venezuela y pro-
venientes de un queso ahumado andino [1]. Para determinar la
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compatibilidad de las cepas escogidas se utilizé el método de
difusion en agar [4], Partiendo de los aislados conservados en
refrigeracion, los cultivos fueron reactivados en caldo MRS
para Lactococcus y caldo Elliker para Lactobacillus los Entero-
coccus fueron cultivados en caldo KF y todas fueron incuba-
das por 18 horas a 37°C, seguidamente se cultivaron durante
24 horas en las mismas condiciones y de seguida fueron sem-
bradas en superficie en capsulas de Petri con agar MRS y
agar KF respectivamente , luego de una preincubacion de una
hora a 37°C se perforaron pocillos en el agar de las placas con
un perforador estéril y se llenaron con 50 pL del sobrenadante
de las cepas a ensayar. Este sobrenadante provenia de un
cultivo de la cepa a ensayar incubado a 37°C por 18 horas e
inmediatamente centrifugado esterilmente a 5000 g por 10 mi-
nutos Luego las cajas fueron incubadas por 24 horas a 37°C y
se observo la presencia o ausencia de halos de inhibicién alre-
dedor de los pocillos.

Preparacion de los cultivos iniciadores

Para elaborar los cultivos iniciadores a ser empleados
en la fabricacién de los quesos, cada cepa se inocul6 en leche
estéril y se incubé durante 12 horas a 37°C y luego se prepa-
raron las mezclas. Cada mezcla constaba de tres cepas distin-
tas: una de Enterococcus, una de Lactococcus cepa M6 y otra
de Lactobacillus cepa M2 mezcladas en un proporcion 2:1:1
v/v, respectivamente. Se realizd otra mezcla con todas las ce-
pas seleccionadas de Enterococcus y las cepas de lactobacilo
y lactococo, para un total de cinco mezclas.

Elaboracién de los quesos

En la elaboracion del queso se siguié la metodologia ar-
tesanal pero usando leche pasteurizada y afiadiendo los culti-
vos iniciadores preparados como se describié en el punto an-
terior, haciendo uso de moldes plasticos y utilizando humo li-
quido para asegurar un ahumado homogéneo. Los pasos fue-
ron los siguientes:

Pasteurizacion de la leche por calentamiento a 65°C du-
rante 30 minutos seguida de enfriamiento rapido. Se afiadié 20
g de CaCl;, por cada 100 litros de leche. Cuando la leche al-
canzé una temperatura de 35-37°C se afadidé 2% v/v de culti-
vo iniciador (cada una de las mezclas de cepas). Se agrego la
cantidad de cuajo Giber (Giber de Venezuela C.A) necesario
para obtener la floculacién en 20 minutos. Al transcurrir 40 mi-
nutos, la cuajada se cort6, se mezclé manualmente hasta ob-
tener un tamario de grano de 5 a 10 milimetros y se dejo repo-
sar por 15 min. Luego la cuajada es retirada y colocada en un
colador para drenar el suero. La cuajada fue amasada con sal
en una proporcion de 30 g/Kg. de cuajada. Finalmente se mol-
deob en recipientes cilindricos de 6 pulgadas de diametro, con
volteos a los 15 min, 1 h y 3 h de haberse moldeado. El peso
de cada uno de los quesos fue de 1kg. A las 18 horas se des-
moldaron los quesos, se sumergieron en agua a 85°C durante
un minuto. Se dejaron escurrir durante 12 h, luego de lo cual

fueron tratados con aroma natural de humo (Smokez, 15171
IC, ADICON Industria y Comercio de Aditivos Ltda., Brasil) si-
guiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente se
conservaron a 4°C durante 10 dias hasta la degustacion.

Analisis sensorial

Se seleccioné un grupo de diez personas debidamente
entrenadas para realizar el analisis sensorial, el panel de
degustadores se escogié tomando en cuenta la capacidad
de diferenciar sabores y determinando el umbral minimo de
sensibilidad ante gustos dulces, salados, acidos y astringen-
tes. El analisis sensorial se bas6 en una prueba de tridngulo
sencilla, a fin de poner en evidencia la existencia o no de di-
ferencias entre los quesos experimentales y el artesanal
[14]. Para realizar las pruebas, cada catador probd tres
muestras de quesos, dos iguales y una distinta, que en este
caso era el queso artesanal. El queso artesanal usado para
la degustacion fue el elaborado por el productor de donde se
realizaron los aislamientos. De cada catador se obtiene la
respuesta a la pregunta: ;Cudl muestra es diferente a las
otras dos? Posteriormente en una hoja adicional ofrecieron
su percepcion en cuanto a caracteristicas organolépticas
(sabor, textura, olor y color).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas

En este trabajo se aislaron aquellas bacterias considera-
das como &acido lacticas por ser las de interés para crear culti-
vos iniciadores, el aislamiento se dirigié a detectar la presencia
de Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus (TABLA I). El
numero de enterococos en el queso artesanal fue alto (TA-
BLA 1), en general, cuando en un producto lacteo se detectan
enterococos se supone que las condiciones sanitarias emplea-
das en la fabricacion del producto han sido inadecuadas [5].
Sin embargo, se ha demostrado que la presencia de E. faeca-
lis en muchos productos alimenticios no siempre esta relacio-
nada con contaminacion fecal [15].

Sin embargo, cada vez con mas frecuencia y debido a
sus propiedades, los enterocococos se consideran apropiados
para emplearse como co-cultivos iniciadores, incluso existen
quesos en los que los enterococos son el Unico o el principal
cultivo iniciador empleado en la fabricacion [2, 8]. En muchos
casos, el sabor propio y tipico de algunos quesos se deba, no
sélo a los cultivos tradicionales sino también a los enterococos
introducidos accidentalmente en la fabricacion.

En este estudio, como la poblacion de colonias contadas
en las placas de medios diferenciales para lactobacilos, lacto-
cocos y enterococos mostraron una proporcién de 1:1:2 res-
pectivamente, se resolvié que el co-cultivo del fermento inicia-
dor a ser empleado en la elaboracion de los quesos deberia
mantener esta proporcion.
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TABLA |
POBLACION DE MICROORGANISMOS EN MUESTRA/ POPULATION OF MICROORGANISM IN CHEESE

Medio selectivo Microorganismo a seleccionar

UFC/g muestra

Aspecto de la colonia

MRS lactobacilos
Elliker lactococos

PCA Gérmenes totales
KF enterococos

4,6 x10° Lisa, cremosa, blanca (1-2 mm)
4,0x10° Lisa, cremosa, blanca, (0,5-3 mm)
10 x 10° Formas, colores y tamafios diversos
7,0x10° Lisa, cremosa, color crema, (1-2 mm

En el medio KF se aislaron 130 colonias, de las cuales
se seleccionaron 15 al azar, ya que Chamba en 1994 [6] afir-
ma que, tomando esta cantidad se garantiza el aislamiento del
95% de los microorganismos presentes en la muestra, y de
esta forma, obtener una flora representativa de la poblacién
presente en la muestra inicial Estas quince colonias se deno-
minaron con la letra E y fueron numeradas desde el numero 1
hasta el 15 de forma continua.

Al realizar las pruebas confirmatorias para identificarlas
definitivamente como enterococos se descartaron 8 que no lo-
graron crecer a 10°C o en presencia de 6,5% de Na Cl y se
conservaron solo 7 que fueron denominadas: E1, E2, E4, E5,
E7, E11 y E14. Estos aislados resultaron positivos para las
pruebas fisiolégicas que caracterizan al género.

Caracterizacion de las cepas aisladas

Capacidad acidificadora

A las 7 cepas escogidas se les estudi6 la capacidad aci-
dificadora en leche con el fin de observar alguna de sus cuali-
dades como cultivo iniciador (FIG. 1). La cepa E11 acidificé la
leche mas rapido que las otras alcanzando un pH de 5,8 en
ocho horas. Para esta cepa se observd coagulacion de la le-
che en 24 horas, presentando un coagulo liso, homogéneo y
con poco suero; en cuanto a E1, E2, E4, E5, E7 y E14, la aci-
dificaciéon fue mas lenta. Estas cepas presentaron coagulacion
de la leche en 48 horas (resultados no mostrados), todas pre-
sentaron un coagulo liso, homogéneo y con poco suero, estos
valores de tiempo de coagulacion son parametros utiles a nivel
tecnolégico.

La capacidad acidificadora de las cepas en leche, es la
habilidad de producir acido lactico a partir de la lactosa de la
leche. Esta caracteristica es una de las principales funciones
de un cultivo iniciador, ya que participa en la coagulacion, en
las caracteristicas organolépticas y también en la inhibicion de
microorganismos indeseables [12].

Las cepas de bacterias acido lacticas pueden ser clasifi-
cadas en lentas o rapidas segun su capacidad de crecer en le-
che a la temperatura de fabricacion (21-30°C) [17]. Las cepas
rapidas son capaces de coagular la leche en 24 horas y las ce-
pas lentas en mas de 48 horas. Otro criterio usado comercial-
mente indica que las cepas rapidas disminuyen el pH de la le-
che fresca a 5,8 durante un lapso menor a ocho horas. Obser-
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FIGURA 1. CURVA DE ACIDIFICACION EN LECHE DE LAS
CEPAS DE Enterococcus/ ACIDIFICATION CURVE IN MILK OF
THE Enterococcus STRAINS.

vando el patron de coagulacion de las cepas probadas y los
valores de acidez alcanzados se puede decir que son lentas
excepto la cepa E11, que coagul6 la leche en 24 horas.

Seleccion, compatibilidad y elaboracion de mezclas
de cepas

Las cepas E4, E5, E7 y E11, fueron seleccionadas por
estar entre las mejores acidificadoras. Con ellas se realiza-
ron pruebas de compatibilidad entre si y también con Lacto-
coccus M6 y Lactobacillus M2 escogidas por ser buenas aci-
dificadoras y por contribuir a producir un queso ahumado ex-
perimental equivalente al artesanal [1], todas las cepas fue-
ron compatibles entre si. Con ellas se realizaron las mezclas
para formar los cultivos iniciadores, se realizaron cinco mez-
clas distintas, cuatro formadas por cada una de las cepas de
enterococo junto a las cepas M6 y M2 de lactococo y lacto-
bacilo, en todos los casos cada mezcla posee un 50% de
Enterococcus (E4, E5, E7, 6 E11) y un 25% de Lactococcus
(M6) y un 25% de Lactobacillus (M2). La quinta mezcla se
realizé con el conjunto de las cuatro cepas de enterococos
(12,5% de cada una de ellas para un total de 50%) y las de
lactococo y lactobacilo en un 25% cada una (TABLA II).
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TABLA Il
MEZCLAS DE CEPAS UTILIZADAS EN LA ELABORACION
DE LOS QUESOS EXPERIMENTALES/ MIXTURES
OF STRAINS USED IN THE ELABORATION
OF THE EXPERIMENTAL CHEESES

Mezcla Cepas

1 EA+M6+M2

2 E5+M6+M2

3 E7+M6+M2

4 E11+M6+M2

5 E4+E5+E7+E11+M6+M2

Cepas: E4-E5-E7-E11= Enterococcus, M6= Lactococcus, M2=
Lactobacillus Mezcla 5= 12,5% c/u de las cepas E4, E5, E7, E11 +
25% M6 + 25% M2.

Analisis sensorial

Con cada una de las mezclas se procedi6 a la fabrica-
cion de cinco tipos de quesos. Los quesos elaborados con las
diversas mezclas y un queso artesanal del mismo origen del
que se aislaron las muestras (control) fueron sometidos a de-
gustacion. Los catadores encontraron siete (7) aciertos en los
quesos que se fabricaron con las cepas E4, E5 6 E7, en los fa-
bricados con la cepa E11 encontraron nueve (9) y en los que-
sos fabricados con todas las cepas seleccionadas de Entero-
coccus también nueve (9) aciertos. Con el queso elaborado
por el productor artesanal, todos los catadores detectaron la
diferencia obteniendo diez (10) aciertos. Este resultado implica
que los catadores identificaron correctamente los quesos ela-
borados con las cepas E4, E5 6 E7 con un nivel de confianza
del 95% y con un 99% en los quesos en los que participa E11.
Todos los catadores identificaron los quesos artesanales.

En los comentarios generales expresados por los pane-
listas en la hoja referente a caracteristicas organolépticas, los
quesos experimentales tuvieron una gran aceptacién hacién-
dose alli comentarios sobre sus caracteristicas tales como:
textura, aroma y buen sabor. Entre las muestras que recibie-
ron mejores comentarios se encontraban los realizados con la
mezcla en la que participaba la cepa E11, desde ese punto de
vista, esto los califica como muy buenos, incluso por encima
del queso artesanal que no tuvo comentarios tan favorables.

En relacion a la cepa E11 fue la mas rapida acidificando
la leche, y quizas esta caracteristica hizo que los quesos ela-
borados con ella tuvieran una mejor aceptacién, posiblemente
por un contenido mayor de &cido lactico, lo que haria que tu-
viera un gusto y un aroma ligeramente diferente al resto. Evi-
dentemente, el queso elaborado con la cepa E11 fue diferente
y mejor al queso artesanal usado como fuente de las cepas y
como patrén de comparacién con los quesos experimentales.
Es probable que los quesos experimentales hayan sido califi-
cados como diferentes e inclusos mejores al artesanal debido
a que se fabricaron con leche pasteurizada, con la participa-

cion de cepas selectas y respetando una proporcion en cuanto
a las mezclas de los co-cultivos, no es de descartar que en la
muestra control la proporcion entre las cepas fuese diferente
proporcionando caracteristicas no del todo deseables, de igual
manera los quesos artesanales debido a su forma de elabora-
cién no presentan un producto similar para todas las manufac-
turas obteniéndose quesos diferentes de una fabricacion a otra
debido a las caracteristicas de la materia prima y en particular
de su calidad higiénica.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A partir de quesos artesanales Es posible obtener cepas
apropiadas para su utilizacibn como cultivos iniciadores. De
las cuatro cepas seleccionadas, la cepa E11 fue la de mayor
poder y velocidad de acidificacién, lo que contribuyé a mejorar
las caracteristicas organolépticas del queso elaborado con le-
che pasteurizada.

Los quesos experimentales con cultivos iniciadores realiza-
dos en el laboratorio con las cepas aisladas a partir del queso ar-
tesanal, obtuvieron una gran aceptacion en el grupo de degusta-
cién, demostrando que bajo condiciones higiénicas adecuadas
se puede elaborar un queso utilizando enterococos como co-cul-
tivo, logrando un producto con buen gusto y aceptacion.

Se hace necesario establecer protocolos que permitan
uniformizar todas las etapas del proceso de elaboracion del
queso ahumado andino, particularmente, en aquellas fases cri-
ticas como son el tratamiento de la leche, asi como las etapas
de elaboraciéon que garanticen la seguridad del producto y su
calidad.
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