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EVALUACION DE CEPAS DE Enterococcus, Streptococcus,
Lactobacillusy Enterobacter COMO CULTIVOS INICIADORES PARA
LA ELABORACION DE QUESO TIPO PALMITA VENEZOLANO
CON LECHE PASTEURIZADA

Evaluation of Enterococcus, Sireptococcus, Lactobacillus and Enterobacter strains
as starters for the elaboration of Palmita-type cheese with pasteurized milk

RESUMEN

Microorganismos no patdgenos aislados del queso tipo Palmita
comercial pertenecientes a los géneros Enterococcus,
Streptococcus, Lactobacillus y Enterobacter, se utilizaron en
cultivos iniciadores simples y mixtos, con el fin de seleccionar
los mas adecuados para elaborar queso tipo Palmita con leche
pasteurizada. Se elaboraron quesos con leche pasteurizada
inoculados con las cepas bacterianas en cultivos iniciadores
simples y quesos con leche cruda como control. A dichos
quesos se les hicieron determinaciones de pH, acidez titulable
y andlisis sensorial. Como resultado de esto, se hizo una
preseleccidon de las cepas. Estas cepas preseleccionadas se
utilizaron posteriormente en cultivos mixtos en la elaboracion
de queso con leche pasteurizada. A los quesos elaborados se
les determiné pH, acidez titulable y el grado de aceptabilidad,
resultando dos mezclas constituidas por Enterococcus faecaljs
y Enterobacter cloacae, y Lactobacillus casei y Enterobacter
cloacae, como las mas adecuadas para producir las
caracteristicas de sabor, color, textura y “ojos” tipicos del
queso tipo Palmita.

Palabras claves: cultivos iniciadores, leche pasteurizada,
gueso palmita.
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ABSTRACT

Non-pathogenic microorganisms isolated from Venezuelan
Palmita-type cheese belonging to the genera Enterococcus,
Streptococcus, Lactobacillus and Enterobacter. were used as
single and mixed starters in order to select the most suitable to
manufacture Palmita-type cheese with pasteurized milk.
Cheeses were made with pasteurized milk inoculated with
single starters. Cheeses made with raw milk were used as
control. Titratable acidity, pH and sensory analysis were
carried out to the cheese samples. As a result, a strain
preselection was made. The preselected strains were
subsequently used as mixed starters for cheese manufacture
with pasteurized milk. Determinations of pH, titratable acidity.
and degree of acceptabilty were made to the cheeses,
resufting two mixtures, constituted by Enterococcus faecalis
and Enterobacter cloacae, and Lactobacillus casei and
Enterobacter cloacae, as the most suitable to produce the
characteristics of taste, color, texture and “eyes”. typical of
Palmita-type cheese.

Key words: Starters, pasteurized milk, palmita-type cheese.

INTRODUCCION

El gueso tipo Palmita es un gueso fresco que se elabora
con leche de vaca cruda caliente tanto en industrias como en
algunas haciendas. Se utiliza renina para la coagulacién de la
leche y una vez despizcado el codgulo, la cuajada resultante
es cortada en cubos de 3 cm de lado para su salado en sal-
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muera a temperatura de 25°C. Posteriormente se introducen
los cubos en moldes de 10-12 kg, se prensan por algunas ho-
ras y se incuban a temperatura ambiente durante 2-3 dias para
la formacion de sus caracteristicas sensoriales. En general, los
quesos que se consiguen en el mercado son de calidad orga-
noléptica variable. Presentan las siguientes caracteristicas fisi-
co-quimicas: 5,3 de pH, 0,95% de &cido lactico, 2,79% de clo-
ruros (base seca), 45,14% de humedad y 0,958 de actividad
de agua [16].

Los quesos elaborados en las industrias utilizan leche de
aceptable calidad fisico-quimicas y microbiolégica segtn es-
tandares venezolanos [7] y las operaciones de manufactura se
realizan en condiciones sanitarias adecuadas. Sin embargo,
los quesos elaborados presentan contajes de Escherichia coli
y de Staphylococcus aureus coagulasa-positiva [16] superiores
a los aceptados por las normas internacionales [13,22] hacien-
do del queso un producto de cierta peligrosidad para la salud
publica, debido al riesgo de intoxicacion por dichas bacterias,
como ha ocurrido en otros quesos [1, 2, 18, 20, 21, 25, 32].
Como en Venezuela no existen normas para el control de cali-
dad de quesos frescos, el riesgo es aun mayor.

Se ha propuesto la pasteurizacion de la leche para elimi-
nar el riesgo de la presencia de gérmenes patdgenos en la le-
che cruda. Sin embargo, para obtener un queso con leche pas-
teurizada cuyas caracteristicas organolépticas sean similares a
las del queso Palmita, es necesario agregarle cuftivos seleccio-
nados de bacterias. Ferrer y col. [17], sugirieron probar bacte-
rias coliformes, enterococos y lactobacilos como cultivos inicia-
dores, dados los aftos contajes respectivos encontrados en di-
cho queso.

El presente trabajo tiene como objetivo realizar una eva-
luacién preliminar de microorganismos no patégenos aislados
del queso tipo Palmita comercial, como estreptococos, algunos
enterococos, lactobacilos y ciertos coliformes con el fin de utili-
zarlos como cultivos iniciadores para la elaboracién de queso
con leche pasteurizada que presente caracteristicas organo-
|épticas similares a las del queso tipo Palmita.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de las cepas bacterianas en leche Litmus, su
seleccidn e identificacion

Las cepas utilizadas se aislaron del queso Palmita co-
mercial [16]. Se seleccionaron cepas no patdgenas vy de ele-
vada incidencia en dichoc queso. Los microorganismos se sem-
braron previamente en tubos con medio leche Litmus (Difco) y
se incubaron durante 4 dias a 35°C, observandose diariamente
con el fin de seleccionar aquellos microorganismos acidifican-
tes, coagulantes de la leche y/o productores de gas. Se estu-
diaron 33 cepas del género Enterococcus, 3 cepas del género
Streptococcus, 20 cepas del género Lactobacillus y 5 cepas
del género Enterobacter. Las cepas de Enterococcus se identi-
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ficaron segun Mundt [28], las de Strepfococcus segun Hardie
[19], las cepas de Lactobacillus se identificaron segun Kandler
y Weiss [24], y las de Enterobacter segun Edwards y Ewing
[11]y Farmery col. [14].

Preparacion de los cultivos iniciadores

Las cepas seleccionadas en la prueba de leche Litmus
se mantuvieron en sus medios de cultivos selectivos: agar K.F.
Streptococcus (KFSA) para Enterococcus, agar Infusion Cere-
bro Corazén (BHA) para Streptococcus, agar Man Rogosa
Sharpe (MRS) para Lactobacillus, y agar Bilis Rojo Violeta
(BRVA) para Enterobacter. De estos medios se transfirieron a
tubos con 10 ml de leche descremada (Karla) al 10% (v/v) es-
téril. A partir de estos cultivos se obtienen los llamados cultivos
iniciadores activos en porcentajes de indculo del 4% para las
cepas de Enterococcus, Streptococcus y Lactobacillus, y en
porcentajes del 4%, 2%, 0.001% y 0.002% para las cepas de
Enterobacter. Estas variaciones de porcentaje son con la finali-
dad de lograr menor crecimiento de las cepas de Enterobacter
y por lo tanto pocos y espaciados huecos u “ojos” en el queso.
Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a una tempe-
ratura dependiente del microorganismo; 32°C para los lactoba-
cilos y 35°C para el resto de los microorganismos.

Control de calidad de la leche

La leche utilizada para la elaboracién de los quesos se
obtuvo cruda en una industria pasteurizadora de la regién, y se
sometié en todos los casos a los siguientes anélisis: pH y aci-
dez titulable de acuerdo a los métodos descritos por la
A.O.A.C.* [3], y Reductasa por el método descrito por Demeter
y Elberhagen [9].

Manufactura del queso

La tecnologia usada para la fabricacion del queso es la
propuesta por Ferrer [15]. Se pasteurizan 5 litros de leche cru-
da a 65°C por 30 minutos y se enfrian hasta 35°C. A esta tem-
peratura se adiciona el fermento seleccionado una vez que
presenta una acidez titulable en un rango entre 40 y 60 gra-
dos. Se incuba por 45 minutos. Se agrega entonces cuajo
(0,04 g/1) y cloruro de calcio (0,17 @/1). La coagulacién dura
aproximadamente 30 minutos. Luego, se corta finamente el
coagulo y se deja que las particulas de cuajada sedimenten
por gravedad durante 15 minutos. Se corta la cuajada en cu-
bos de 3 cm de lado, los cuales se introducen en salmuera
(12% de sal) a temperatura ambiente (25°C) por 15 minutos.
Los cubos salados se introducen en moldes de madera de di-
mensiones 12 cm X 12 cm X 30 cm. Los quesos asi formados
se someten a prensado (0,014 kg/cm2) por 30 minutos, y luego
se incuban en una estufa a 35°C (dentro de los moldes) duran-
te 30 horas. La leche empleada para fabricar los quesos de
control con leche cruda también se incubd durante 45 minutos
a 35°C hasta el momento de la adicion del cuajo.

Association of Official Analytical Chemist.
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Elaboracién de quesos con cultivos iniciadores simples

Esta prueba consistié en elaborar quesos distribuidos en
seis (6) series correspondientes al uso de cultivos iniciadores
simples. En cada serie se elaboraron dos quesos con leche
cruda, y dos quesos con leche pasteurizada y cultivo iniciador.
Los cultivos iniciadores utilizados estuvieron constituidos por
las cepas seleccionadas en la prueba de leche Litmus: S1, Sz,
Sa, Ly, L2 y E, en volimenes de 200 ml (4%) cada uno. Las ce-
pas de Enterobacter, se utilizaron ademas en volimenes de
inéculo de 200 ml, 100 mil, 0,01 mly 0,05 ml.

Elaboracion de quesos con leche pasteurizada y cultivos
iniciadores mixtos

Se elaboraron dos quesos con la mezcla binaria S1E y
dos quesos con la mezcla binaria L2E. A su vez cada mezcla
se hizo con dos volimenes diferentes de indculo, con el fin de
evaluar la proporcién mas adecuada en el desarrollo de las ca-
racteristicas sensoriales del queso tipo Palmita. Los volime-
nes de indculos utilizados aparecen en la TABLA IV. Los fer-
mentos Sz, Sa y L1 no se utilizaron porque los resultados de la
prueba sensorial en cultivos simples los descarté completa-
mente.

Andlisis quimico de los cultivos iniciadores y de los
quesos

Cultivos Iniciadores: Los cultivos iniciadores se observa
ron microscépicamente en frotis tefiidos con azul de metileno
con el objeto de asegurar su pureza, asf como también se les
hizo determinaciones de pH y acidez titulable [3].

Quesos: Los quesos se sometieron a los siguientes ana-
lisis quimicos: pH y acidez titulable [3]. La acidez titulable se
reporta en grados de acidez, equivalentes a ml de NaOH 0,1
N/25 g de queso, multiplicado por 10.

Analisis Sensorial

Se llevé a cabo en todos los quesos correspondientes a
las 8 experiencias, donde se evaluaron las siguientes caracte-
risticas: color, sabor, textura y presencia de ojos. Para ello se
utilizé un papel de 12 personas que consumen frecuentemente
queso tipo Palmita de la region. El analisis consistié en evaluar
el grado de aceptabilidad en una escala de cero a cinco para
cada uno de los pardmetros, siendo cinco el de mayor calidad
[5]. El resultado se reporta como promedio. Quesos superiores
a 3, se consideran similares al queso tipo Palmita.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se observan las reacciones en leche Lit-
mus de las cepas bacterianas seleccionadas, a lo largo de un
periodo de incubacion de 96 horas a 35°C. Las cepas mostra-

TABLA |

CARACTERISTICAS EN LECHE LITMUS DE CADA UNA
DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

Periodo de Incubacion Cepas Bacterianas

(h) Sy So Sz Ly Lo E
36 R RC R - = A
48 R RC R R - AG
72 AC AC RC R R AG
96 AC AC AC A AC RCpG

Sy: E. faecalis subsp. faecalis
S,: E. faecalis subsp. zymogenes
Sa: S. thermophilus

Li: L. casei

Lo: L. casei

E: E. cloacae

R: Reduccién

A: Acidificacion

C: Coagulacion total

Cp: Coagulacion parcial

G: Gas

ron diferentes comportamientos. En aquellos casos donde se
acidifica el medio, aparece el cambio del color del indicador
(violeta a rosado) desde la superficie del medio y progresa con
el tiempo hacia el fondo del tubo. Las cepas de estreptococos
mostraron diferente accién en la leche Litmus y causaron mas
acidificacién que los lactobacilos. Ya a las 72 horas se observo
cambio del color del indicador por parte de los estreptococos.
La cepa Sy coagulé el medio por acidificacién, mientras que Sz
y S3 coagularon el medio por accion enzimatica. La poca acidi-
ficacién causada por Sz pudo ser debida a la incubacion a una
temperatura por debajo de su ¢ptima.

Las cepas de lactobacilos acidificaron la leche muy len-
tamente. Las cepas L1 y Lz a pesar de ser ambas L. casej,
mostraron diferencias en la velocidad de reduccion y acidifica-
cidén del medio leche Litmus.

La cepa de Enterobacter acidifico el medio rapidamente,
con produccién de gas, y se observé coagulacion parcial de la
leche a las 96 horas.

En base a sus caracteristicas fisioldgicas las bacterias
seleccionadas resultaron identificadas como: Enterococcus
faecalis subsp. faecalis (S1), Enterococcus faecalis subsp.
zymogenes (Sz), Streptococcus thermophilus (Sa), Lactobaci-
llus casei (L1,L2) y Enterobacter cloacae (E).

Los resultados de los andlisis de control de calidad de la
leche utilizada para elaborar el queso aparecen en la TA-
BLA II. La leche fue de calidad “regular” a “buena” de acuerdo
con el criterio del tiempo promedio de reduccién del azul de
metileno [7]. El pH y la acidez titulable fueron normales y con
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TABLA I

ANALISIS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA LECHE

pH Acidez Reductasa
ml de NaOH 0,1 N/100 ml (min)
X 6,5 17,3 192
S 0,08 1,6 70,3
CV.% 1,3 9,5 36,7
Rango 6,4-6,7 15,0-20,0 125-350
X: Media

s: Desviacién estandar
C.V.%: Coeficiente de variacion

excepcion de la reductasa, los coeficientes de variacién son
aceptables para un producto comprado a nivel de planta [8].

En la TABLA Il se muestra la acidez de quesos elabora-
dos con leche cruda y con leche pasteurizada méas cultivos ini-
ciadores simples en las 6 primeras series de experiencias. Los
quesos elaborados con leche cruda fueron los gue presentaron
significativamente valores mas altos de acidez, promedio de

TABLA [li

VALORES DE ACIDEZ DE QUESOS ELABORADOS CON
LECHE CRUDA Y LECHE PASTEURIZADA CON CULTIVO
INICIADOR SIMPLE

Cultivo Iniciador” Acidez?

QLC QLPI
5, 28,0 15,5
Sa2 25,0 19,0
Ss 25.0 7.0
L+ 25,0 8,5
Ls 28,5 8,7
E 25,0 4,5
X 26,34 10,9p
S 2,0 5,1

CV.% 7.6 46,6

S1: E. faecalis subsp. faecalis
So: E. faecalis subsp. zymogenes
Sa: 8. thermophilus
Li: L. casei
Lo: L. casei
E: E. cloacae
1: El volumen de indculo es igual a 200 ml (4%) para todos
2: L a acidez estéa expresada como ml NaOH 0,1N/100ml
QLC: Quesos elaborados con leche cruda
QLPI: Quesos elaborados con leche pasteurizada y cultivo
iniciador simple
a,b: Coeficientes de Duncan (o= 0,01)
X: Media
s: Desviacidn estandar
C.V.%: Coeficiente de variacién
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26,3. El promedio de acidez en quesos con leche pasteurizada
fue muy bajo (acidez = 10,9), mostrando que la presencia de
un fermento constituido por un sélo tipo de microorganismo no
proporciona una acidez comparable con aquella aportada por
los numeroses microorganismos presentes en la leche cruda.
Sin embargo, en quesos elaborados con leche pasteurizada e
inoculados con Sy o Sz, se obtuvo valores de acidez relativa-
mente altos (15,5 y 19,0 acidez, respectivamente) comparado
con el resto de las cepas. Llama la atencion, la baja acidez en
quesos elaborados con leche pasteurizada y lactobacilos, atn
cuando se reconoce que ellos son mas acidificantes que los
sstreptocacos [9]. No obstante, Jensen y col. [23] reportan que
la capacidad relativa de acidificacién de los microorganismos
depende del medio donde se encuentren y que los quesos, de-
bido a la gran variabilidad en las condiciones de elaboracion y
caracteristicas fisico-quimicas, presentan resultados muy va-
riables.

En la TABLA IV se observa que los quesos elaborados
con Sy resultaron con caracteristicas de sabor, color y textura
similares al queso Tipo Palmita comercial, aun cuando no re-
sultaron determinantes de la formacién de ojos tipicos. Cabe
resaltar que esta misma cepa produjo valores altos de acidez,
TABLA Il. Los quesos elaborados con L, aceptables en cuan-
to a color y textura, resultaron inferiores en sabor con respecto
a los quesos elaborados con Si. Sin embargo, dado su nivel
elevado en el queso Palmita comercial [16], se considerd con-
veniente incluirlo dentro de las cepas ensayadas en cuftivos
mixtos, al igual que S1.

Los quesos elaborados con Sp, Sz y Ly, resuftaron des-
cartados por no presentar caracteristicas tipicas del queso tipo
Palmita comercial.

Por lo antes dicho, se puede considerar que el uso de
especies bacterianas en cultivos simples, no produce caracte-
risticas organolépticas tipicas del queso tipo Palmita, al igual
que ocurre con otros quesos [26].

TABLA IV

CARACTERISTICAS DE SABOR, COLOR, TEXTURA Y
PRESENCIA DE 0JOS EN QUESOS ELABORADOS CON
LECHE PASTEURIZADA Y CULTIVO INICIADOR SIMPLE

Cultivo Sabor Color Textura Ojos
Simple
Sy Acido Blanco Firme Ausentes
S2 Amargo Blanco Cremoso Ausentes
S3 Acido Crema Gomoso Ausentes
L4 Pocc acido Crema Gomoso Ausentes
Lo Acido Blanco Firme Ausentes

Sy: E. faecalis subsp. faecalis

So: E. faecalis subsp. zymogenes
Sa: S. thermophilus

Li: L. casei

Lo: L. casei
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En la TABLA V se observa gque la presencia de 0jos
grandes y aislados, los cuales son tipicos del queso tipo Palmi-
ta, se obtuvieron cuando se usé la cepa de E. cloacae en volu-
menes de inéculos de 0,05 ml y 0,1 ml. Sin embargo, el sabor
no resulté aceptable. A mayores concentraciones, el sabor re-
sulté desagradable (muy amargo) y la apariencia atipica.

TABLA V

VALORES DE ACIDEZ, APARIENCIAY
CARACTERISTICAS DE SABOR DE QUESOS CON
DIFERENTES VOLUMENES DE INOCULOS DE E. cloacae

Volumen de Acidez'  Apariencia Sabor
inéeulo de E (ml)

200 4,5 Ojos pequehos  Muy amargo
y abundantes

100 12,0 Ojos pequenos  Muy amargo
y abundantes

0,01 16,0 Ojos grandesy Amargo
abundantes

0,05 13,0 Ojos grandesy  Amargo
abundantes

1: La acidez esta expresada como ml NaOH 0,1N/100 m!

En base a los resuftados obtenidos en las pruebas con
cultivos iniciadores simples, se seleccionaron las cepas S1y Lz
junto con E como constituyentes de cultivos mixtos, en dos ti-
pos de mezclas: S{E y LoE. La TABLA VI muestra que las dos
combinaciones mencionadas produjeron quesos con todas las
caracteristicas sensoriales del queso tipo Palmita. Sin embar-
go, los quesos elaborados con la mezcla S1E presentaron un
grado de aceptabilidad mayor, alin cuando tuvieron menor aci-
dez comparado con la mezcla L2E. En este Ultimo caso, la aci-
dez de los quesos resulté mayor que la aportada por cada es-
pecie en cultivos simples, demostrando con ello una interac-
cién positiva de especies con respecto a la acidez en quesos
elaborados con leche pasteurizada. Casos como éste han sido
reportados en la literatura, entre Lactobacillus y Slreptococcus

TABLA VI

VALORES DE ACIDEZ, pH Y GRADO DE
ACEPTABILIDAD DE QUESOS ELABORADOS CON
LECHE PASTEURIZADA Y CULTIVO INICIADOR MIXTO

Guftivo  Volumebndel  Acidez’ pH Grado de
Iniciador  Indculo (ml) Aceptabilidad
S1E 100 + 0,01 11,5 5,8 4.4
200 + 0,05 13,6 5,8 4.4
LoE 100 + 0,01 22,0 5.3 4,0
200 + 0,05 26,0 5,3 4,0

1: La acidez estd expresada como ml NaOH 0,1N/100 m!
S, E: E. faecalis subsp. faecalisy E. cloacae
LoE: L. caseiy E. cloacae

en yogurt [10] vy entre Lactobacillus y Propionibacterium en
queso Suizo [30]. En general, los niveles de aceptabilidad de
guesos elaborados con las dos mezclas constituidas por E;
faecalis y E. cloacae, y L. caseiy E. cloacae, justifican su uso
en la elaboracién de queso tipo Palmita con leche pasteuriza-
da. Sin embargo, como la puntuacion méas baja se obtuvo en el
sabor, se piensa caracterizar el mismo junto con el aroma tan-
to en el queso tipo-Palmita comercial, como en las cepas en
estudio, para seleccionar las mas adecuadas.

Es posible que hayan objeciones por el uso de cepas de
Enterobacter sobre todo E. cloacae en la elaboracion de queso
con leche pasteurizada. No obstante, su uso es determinante
de la formacién de ojos tipicos del queso tipo Palmita. En ge-
neral, las especies del género Enterobacter no se consideran
patdgenas para el hombre [23], sin embargo, habria que ase-
gurarse de la inocuidad de la cepa seleccionada. En el queso
tipo Palmita comercial los ojos del queso son formados ade-
mas por cepas de E. coiiy K. pneumonias, lo cual es evidente-
mente un riesgo elevado desde el punto de vista sanitario.

En la elaboracidn de quesos con leche pasteurizada no
hay problemas con el uso de L. casel ya que juega un papel
tecnoldgico importante en ciertos quesos como el Cheddar.
Suizo y Manchego [4,27,31]. Lo mismo sucede con el £. faeca-
lis [6,9,12,23,26,29,33].
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