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CONTENIDO DE ACIDEZ EN LECHE DESCREMADA INOCULADA
CON CEPAS DE Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei,
Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae

Acidity content of cultures in skim milk with strains of Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei, Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae

RESUMEN

Once cepas de Enterococcus faecalis, siete de Lacfobacillus
casel, cuatro de Enterobacter aerogenes y cuatro de
Enterobacter cloacae aisladas de queso tipo Palmita comercial
se cultivaron en leche descremada estéril al 10% en forma de
cultivos simples con el fin de seleccionar cepas mayor
productoras de acidez titulable en el caso de los Enterococcus
y Lactobacillus. Con respecto a los Enterobacter se
seleccionaron las de menor produccién. Estas cepas se
utilizaron posteriormente en cultivos miultiples los cuales se
evaluaron en su produccién de acidez titulable. Los resultados
mostraron diferencias significativa (P < 0.05) entre cepas de
una misma especie en cultivos simples, y entre combinaciones
de cepas en cultivos multiples. Las cepas de Enterobacter y
Lactobacillus produjeron mas &cidos que las cepas de
Enterococcus. Las cepas seleccionadas fueron: E. faecalis (4
cepas), L. casei (3 cepas) y E. aerogenes (2 cepas). Los
cultivos maltiples resultaron con mayores niveles de acidez
gue los cultives simples, y a su vez no se observaron
diferencias significativas entre los cultivos miltiples analizados.
Estos resultados sugieren que los cultivos mdltiples pueden
ser utilizados como cultivos iniciadores debido a la garantia de
mayor actividad fermentativa.

Palabras claves: Acidez, leche descremada, cultivos simples,
cultivos multiples, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus casei, Enterobacter aeroge-
nes, Enterobacter cloacae.
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ABSTRACT

Eleven strains of Enterococcus faecalis, seven of Lactobacillus
casei, four of Enterobacter aerogenes and four of Enterobacter
cloacae isolated from Palmita-type cheese were cultured on
10% sterile skim milk as in single strain culture in order to
select strains with higher yield in titrable acidity in the case of
Enterococcus and Lactobacillus. In case of Enterobacter, lower
yield strains were selected. These strains were used in multiple
strains culture which were evaluated for the yield in titrable
acidity. The results showed significative differences (P < 0.05)
among strains from the same species in single strain culture
and among combinations of strains in multiple strain culture.
Strains of Enterobacter and Lactobacillus gave higher level of
acidity than the strains of Enterococcus. The selected strains
were: E. faecalis (4 strains), L. casei (3 strains), and E
asrogenes (2 strains). Multiple strains culture resulted with
higer level of acidity than the single strain culture. No
differences were observed among the multiple strain culture
analyzed. These results suggest that the multiple strain culture
can be used as starters since they give higher fermentative
activity.

Key words: Acidity, skim milk, single culture, multiple culture,

Enterococcus faecalis, Lactobacillus casei, Ente-
robacter aerogenes, Enterobacter cloacae.

INTRODUCCION

En los cultivos iniciadores para la fabricacion de queso
resulta una cualidad esencial la produccién activa de acido lac-
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tico[11, 20, 28]. Esto no sdlo proporciona acidez sino que con-
tribuye parcialmente a coagular la leche por precipitacion de la
caseina debido a la disminucién del pH [14, 17]. Esto entre
otras modificaciones importantes, también se traduce en cam-
bios deseables en la textura [2]. La cantidad de acido formade
y la velocidad de su produccién afectan directamente las ca-
racteristicas del producto final, por ello resulta importante se-
leccionar las cepas constituyentes de un cultivo iniciador para
gue la produccién de acidez deseada ocurra a una velocidad y
cantidad tal que el proceso de fermentacién pueda cumplirse
en forma normal, de manera gue garantice un cultivo activo
durante todo el proceso de elaboracién del queso [24]. El con-
tenido de acido lactico representa un punto de partida para el
sabor tipico del queso, y a ésio se le suman otros Acidos como
succinico, propiénico, acético, butirico, caproico, asi como sus
ésteres y cetonas provenientes del metabolismo de la lactosa
y el citrato [10, 21, 22]. En quesos madurados estos acidos
provienen también de la desaminacion de los aminoacidos, de
lipdlisis y protedlisis [10, 11, 16].

La busqueda de posibles cultivos iniciadores para la ela-
boracién de queso tipo Palmita con leche -pasteurizada se ha
concentrado en especies que se encuentran en grandes canti-
dades en el queso tipo Palmita comercial tales como E. faeca-
lis, L. caseiy Enterobacter [6, 7]. Las dos primeras especies se
encuentran en niveles de 108 ufc/g en el queso, y se ha de-
mostrado que algunas cepas de estos microorganismos [9]
producen &acido lactico, propiénico, acético y succinico, tipicos
del queso tipo Palmita comercial [B]. L. casei es capaz de pro-
ducir &cido lactico, acético y propidnico en cantidades significa-
tivas en el queso Cheddar, Manchego y Palmita [9, 10, 25, 26],
ademas ha sido usado en cultivos iniciadores, por su gran po-
der proteolitico [18] y por su capacidad de producir compues-
tos que proporcionan sabor como el diacetilo y acetaldehido en
quesos [1, 10]. Especies como E. faecalis también han sido re-
conocidas como productoras de &cido lactico y de acético a
partir de lactosa [17, 18] y de citrato [13]. Especies del género
Enterobacter ademas de ser productoras de &cido lctico [10,
26], liberan CO,, lo cual contribuye con la formacién de los
"ojos" tipicos del queso tipo Palmita [3].

La utilizacién de estos microorganismos en forma de cul-
tivos iniciadores mixtos constituidos por dichas especies ha
producido quesos con caracteristicas organolépticas similares
a las del queso tipo Palmita comercial [3, 23]. Sin embargo, la
presencia de agentes inhibidores como bacteriéfagos y antibié-
ticos, entre ofros, pueden ocasionar disminucién de la activi-
dad fermentativa de dichos cultivos [14, 19]. Esta desventaja
se ha corregido con el uso de cultivos iniciadores multiples
constituidos por mas de una cepa de caracteristicas similares
o del mismo género, que aln en presencia de agentes inhibi-
dores, la actividad fermentativa se mantiene por parte de
aquellas cepas resistentes [15, 19], ademds de que favorecen
la disminucién de la variabilidad de dicha actividad fermentati-
va [5].
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El presente trabajo tiene como objetivo determinar la aci-
dez titulable de cultivos simples con leche descremada, consti-
tuidos por cepas de Enterococcus faecalis, L actobacillus caseli,
Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae, con el fin de
seleccionar los mas productores de acidez en el caso de los
enterococos y lactobacilos, y menor produccién de la misma
en el caso de las especies de Enterobacter, para luego con es-
tas cepas constituir cultives multiples y determinar en ellos va-
riaciones en su produccién de acidez por efecto de interaccio-
nes entre cepas y especies. De estos cultivos, se escogeran
los mas adecuados para la produccion de queso tipo Palmita
con leche pasteurizada, a escala comercial.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y condiciones de los cultivos

Los microorganismos utilizados para este estudio fueron
siete cepas de L. casei (L), once cepas de E. faecalis (Ef), cua-
tro cepas de E. aerogenes (Ea) y cuatro de E. cloacae (Ec),
previamente aisladas de queso tipo Palmita comercial y esco-
gidas en base a la produccién de un perfil de dcidos organicos
acorde con el perfil del queso tipo Palmita comercial [26]. To-
das las cepas se propagaron en tubos con 10 ml de leche des-
cremada (Karla) al 10% (p/v) esterilizados en autoclave por
12 min a 118°C e incubados durante 18 h a 35°C. A partir de
estos cultivos "madres”, se prepararon cultivos simples y multi-
ples por duplicados.

Cultivos simples

Estuvieron constituidos por cada una de las cepas antes
mencionadas, en volimenes de 100 ml de leche descremada
con 2% viv de inéculo del cultivo madre. Los cultivos se incu-
baron a 35°C durante 18 h.

Cultivos miiltiples

Se prepararon en leche descremada al 10% con cepas
que resultaron seleccionadas en base a su mayor produccién
de acidez para las especies de Enterococcus y Lactobacillus.
En el caso de las cepas de Enterobacter, éstas fueron selec-
cionadas en base a una menor produccién de acidez debido a
que se ha reportado que ciertas especies producen perfiles in-
deseables de &cidos orgdnicos como el férmico y el acético
[10, 26] que le proporcionan sabores amargos a los quesos [3].

Los cultivos miltiples resultaron constituidos de la si-
guiente forma:

-Cultivos con E. faecalis y E. aerogenes: Ei11Ef10Ea,
Ef11Ei8Ea, Ef11Ef7Ea, Ef10Ef8Ea, Ef10Ef7Ea y Ef8Ef7Ea.

-Cultivos con L. caseiy E. aerogenes: L11.2Eay L1L3Ea.

-Cultivos con E. faecalis, L. casei y E. aerogenes:
Ef11Ef10L1L2Ea, Ef11Ef8L1L2Ea, Ef{1Ef7L1L2Ea,
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Ef10Ef8L1L2Ea, Ef10Ef7L1L2ES3, Ef8Ef7L1L2Ea,
Ef11Ef10L1L3Ea, Ef11Ef8L1L3Es3, Ef11Ef7L1L3Es,
Ef10Ef8L1L3Ea, Ef10Ef7L1L3Ea y Ef8Ef7L1L3Ea.

Los microorganismos se cultivaron en 100 ml de leche
descremada (Karla) al 10% (v/v) con un indculo del 2% para
las cepas de E. faecalis y L. casei y se incubaron durante
90 min a 35°C. Posteriormente se inocularon con E. aerogenes
en porcentajes del 0,02% y se incubaron durante 16,5 h a
35°C. Estas condiciones de cultivo son las correspondientes a
las de los cultivos iniciadores utilizados en la elaboracion del
gueso tipo Palmita con leche pasteurizada, donde participan
dichas cepas [3, 23].

Determinacion de acidez titulable en cultivos inicladores
simples y miiltiples

Para esta prueba se titularon 10 ml de cultivo iniciador
simple y multiple con hidréxido de sodio (NaOH) 0,IN, utilizan-
do como indicador 1 ml de fenolftaleina al 0,5% en solucién al-
cohdlica; la titulacién culminé con la aparicién de un color rosa-
do. El valor de acidez titulable se obtuvo multiplicando los mili-
litros de NaOH gastados por un factor de 10 y se reporta como
ml de NaOH 0,1N/100 ml de cultivo [12]. Los analisis se reali-
zaron por duplicado.

Analisis estadistico

A los promedios de los valores de acidez producidos por
los cultivos iniciadores simples y multiples se le realizaron ana-
lisis de varianza (ANAVAR). Cuando el ANAVAR realizado so-
bre determinada variable result6 significativo, a los promedios
de los tratamientos se les aplicé la prueba de mdltiple rango de
Duncan, lo cual permitié ubicar la significacién [27].

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de acidez en cultivos simples

En la TABLA | se presentan los resultados de la determi-
nacion de acidez en cultivos simples con cepas de E. faecalis.
Alli se observa que el efecto de las cepas sobre la acidez de
los cultivos es significativo (P < 0.05). Por otro lado, se resalta
la produccidn activa de acidez en leche por parte de los ente-
rococos al compararlo con un valor de acidez de 14 correspon-
diente al control. Esta produccién activa de acidez también es
resaltada por otros autores no sélo en leche sino en cultivos
selectivos [19, 28]. La cepa Ef11 fue la mas eficiente en su
produccion de acidez con un valor de 39,5 seguido de las ce-
pas Ef10, Ef8 y Ef7 con valores de 37, 35y 34, respectivamen-
te.

La TABLA Il muestra los resultados de la determinacion
de acidez en cultivos simples con cepas de L. casei. Se obser-
van diferencias significativas (P < 0.05), con un rango menor
(acidez 36,0-39,0) con respecto al observado en cultives sim-

ples con E. faecalis (28,0-39,5), lo que indica que hubo menor
variabilidad entre cepas de L. casei. Al igual que ocurrié en cul-
tivos con E. faecalis, también aqui se observa una produccion
activa de acidez por parte de L. casei en comparacién con el
control de leche descremada sin inéculo. La variabilidad en-
contrada en cuanto a niveles de acidez en cultivos iniciadores
simples con cepas de Enterococcus y Lactobacillus ha sido
destacada por otros autores tanto en cultivos en leche [9]
como en medios selectivos [10]. A pesar de que los cultivos
con L3, L4 y L6 fueron los de mayores niveles de acidez, fue-
ron seleccionadas las cepas L1 y L2 junto con L3 por ser ce-
pas con alta resistencia a antibidticos y bacteriéfagos (datos
no presentados).

La TABLA lll muestra los resultados de la determinacion
de acidez en cultivos simples con cepas E. asrogenes y E.
cloacae. En ella se observan diferencias significativas
(P < 0.05) intra y entre especies. Las cepas seleccionadas co-
rrespondieron a la especie E. aerogenes, Eal y Ea2. Se tomo
la decisién de no escoger cepas de E. cloacae, aun cuando

TABLA |

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. faecalis
EN CULTIVOS SIMPLES

Cepa Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml)
Ef1 30,0 ¢
Ef2 30,0 ¢
Ef3 30,5 ¢
Ef4 28,0
Ef5 31,0¢
Ef6 315
Ef7 34,0 «d
Ef8 35,0be
Ef9 30,5 ¢
Ef10 azpne
Ef11 39,52
X 325
S 35
% CV 10,7
Rango 28,0-395

ab,c,def,: Coeficientes de Duncan (¢ = 0.05). Acidez inicial del
control = 14,0
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TABLA Il
VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR L. casei EN
CULTIVOS SIMPLES
Cepa Acidez
(mi NaOH, 0,1N/100 ml)

L1 370
L2 36,00
L3 39,02
L4 38,0
L5 36,0°
L6 38,5
L7 36,0
X 37,2
S 1,3

% CV 35

Rango 36,0 - 39,0

a,b: Coeficientes de Duncan (o = 0.05) Acidez inicial del control = 14,0

hubo cepas productoras de niveles bajos de acidez (menor de
40 unidades) ya que algunas de las cepas son productoras de
acidos indeseables como el férmico y el acético, mientras que
el resto de las cepas no producen tales acidos [26].

En general se observaron diferencias significativas
(P < 0.05) en cuanto a valores de acidez de los cultivos sim-
ples con cepas de E. faecalis, L. caseiy los Enterobacter, TA-
BLA IV. Los cultivos con E. faecalis resultaron con los valores
mas bajes de acidez. Estas diferencias fermentativas también
fueron observadas en la produccién de &cidos organicos de
cadena corta por parte de dichas especies en cultivos en leche
descremada [26].

Determinacion de acidez en cultivos miultiples

La TABLA V muestra los resultados del contenido de aci-
dez en cultivos miultiples con cepas de E. faecalis y E. asroge-
nes, con diferencias significativas (P < 0.05). Alli se observa
que la acidez promedio igual a 50,9, resulté mayor que la apor-
tada por cada especie en cultivos simples (32,5 y 38,1, respec-
tivamente). Esto sugiere una interaccion positiva de especies
que favorece una mayor produccion de acidez en cultivos en
leche descremada. Por otro lado, las diferencias de acidez en-
tre estos cultivos miltiples es posible que hayan estado deter-
minadas en algunos casos por las cepas de Entsrobacter, ya
gue en cultivos mdltiples con cepas de Enterococcus sin Ente-
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TABLA i

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. aerogenesy
E. cloacae EN CULTIVOS SIMPLES

Cepa Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml)
Eat 30,5°
Ea2 40,02
Ea3 40,02
Ead 4202
Ec5 N5
Ec6 375b
Ec7 37,0°
Ec8 4302
X 37,7
S 4,6
% CV 12,2
Rango 30,5-43,0

ab,c: Coeficientes de Duncan (¢ = 0.05). Acidez inicial del
control = 14,0

TABLA IV
VALORES PROMEDIOS DE ACIDEZ OBTENIDOS EN LOS
CULTIVOS SIMPLES
Cepa Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml)
Enterobacter 37,72
L. casei 37,22
E. fascalis 325b

a,b: Coeficientes de diferenciacién (e = 0.05)

robacter, TABLA VI, los valores de acidez resultaron mayores
que los respectivos cultivos con las cepas de E. asrogenes
Ealy Ea2, TABLA V. En este caso se puede hablar de inte-
racciones negativas entre cepas bacterianas.

En la TABLA V también se observa que el cultivo
Ef11Ei8Ea a pesar de contener la cepa Ef11 la cual en cultivos
simples produjo mayor cantidad de acidos TABLA |, la combi-
nacion con Ef8 no favorecié una mayor acidez en dicho cultivo
miktiple, sino todo lo contrario. El resto de los cultivos mostra-
ron niveles similares de acidez. Se puede concluir que las ce-
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TABLAV

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. faecalis Y E.
aerogenes EN CULTIVOS MULTIPLES

Cultivo Acidez
{ml NaOH, 0,1N/100 mi)
Ef 11 Ef 10 Ea 4g5ab
Ef 11 Ef 8 Ea 47,0°
Ef 11 Ef 7 Ea 5252
Ef 10 Ef 8 Ea 54,04
Ef10 Ef 7 Ea 50,5
Ef8 Ef 7 Ea 5202
X 50,9
S 25
% CV 4,9
Rango 47,0-54,0

a,b: Coeficientes de Duncan (o = 0.05). Acidez inicial del control = 15,0

pas se comportan de manera similar en cultivos con leche des-
cremada.

En la TABLA VIl se muestran los resultados del conteni-
do de acidez de cultivos miltiples con cepas de L. casei y E.
aerogenes. Alli se observan diferencias significativas
(P < 0.05) entre cultivos por efecto de las cepas. El cultivo con
L1L2Ea presentdé una mayor acidez. El cultivo L2L3Ea presen-
16 bajos niveles de acidez comparado con el resto de los culti-
vos por lo que resultd descartada dicha combinacién. En gene-
ral la acidez promedio de los cultivos miiltiples binarios con L.
casel resulté menor que la acidez promedio de cultivos multi-
ples binarios con E. faecalis. Resulta concluyente que la aci-
dez de cultivos multiples con L. casei estuvo influenciada por
la presencia del Enterobacter ya que en cultives militiples con
solamente L. casei, TABLA VI, los valores de acidez fueron
bajos (promedio 37,5). En este caso se puede resaltar el bene-
ficio de la interaccidn entre estas dos especies, todo lo conira-
rio que lo observado en cuitivos con enterococos. Este efecto
habia sido observado previamente en cultivos mixtos [3].

Las TABLAS IX y X muestran los resuliados del conteni-
do de acidez de cultivos multiples ternarios constituidos por ce-
pas de E. faecalis, L. casei y E. aerogenes, con diferencias
significativas (P<0.05) en cada caso. El cultivo Ef11Ef8L1L3Ea
fue el que produjo mayor acidez seguido del cultivo
Ef11Ef8L1L2Ea. Cabe resaltar que el cultivo binario Ef11Ef8Ea
presentd valores bajos de acidez, TABLA VII, sin embargo la
mezcla con L1L2 o L1L3 favorecié una mayor produccién de

TABLA VI
VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. faecalis
EN CULTIVOS MULTIPLES
Cultivo Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml)
Ef 11 Ef 10 60,02
Ef11Ef8 50,5P
Ef11Ef7 520b
Ef10Et 8 49,5 be
Ef10Ef 7 53,0b
Ef8Ei7 475¢
X 52,0
S 4,0
% CV TiT
Rango 47,5 - 60,0
ab,e: Coeficientes de Duncan (x = 0.05). Acidez inicial del
control = 15,0 :
TABLA VI

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR L. casej
y E. aerogenes EN CULTIVOS MULTIPLES

Cultivo Acidez
{ml NaOH, 0,1N/100 ml)

L1L2 Ea 5552

L1L3 Ea 51,5b

L2L3 Ea 40,2 ¢
X 49,1
S 79
% CV 16,2

ab,c: Coeficientes de Duncan (¢ = 0.05). Acidez inicial del

control = 15,0

TABLA Vil
VALORES DE ACIDEZ PROD!JCIDOS POR L. casej
EN CULTIVOS MULTIPLES
Cultivo Acidez

{ml NaCH, 0,1N/100 ml)

LiL2 39,5

L1L3 35,5

i 37,5

Acidez inicial del control = 15,0
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TABLA IX

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. faecalis,
L. casei* y E. aerogenes EN CULTIVOS MULTIPLES

TABLA X

VALORES DE ACIDEZ PRODUCIDOS POR E. faecalis,
L. casei* Y E. aerogenes EN CULTIVOS MULTIPLES

Cultivo Acidez Cultivo Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml) (mi NaOH, 0,1N/100 ml)
Ef 11 Ef 10 L1L2Ea | 50,00 Ef 11 Ef 10 L1L3Ea 50,5 b¢
Ef 11 Ef 8 L1L2Ea 5452 Ef 11 Ef 8 L1L3Ea 56,52
Ef 11 Ef 7 L1L2Ea 51,0b Ef 11 Ef 7 L1L3Ea 53,02
Ef 10 Ef 8 L1L2Ea 50,00 Ef 10 Ef 8 L1L3Ea 4654
Ef 10 Ef 7 L1L2Ea 50,0b Ef 10 Ef 7 L1L3Ea 4554
Ef 8 Ef 7L1L2Ea 49,5b Ef 8 Ef 7LiL3E a 48,5 bed
X 50,8 X 50,1
S 1,9 S 4,1
% CV 3,7 % CV 8,3
Rango 495 -545 Rango 455 -56,5

= L1L2 . a,b: Coeficientes de Duncan (o = 0.05)

acidez. Al comparar la acidez de cultivos ternarios con L2 con
aquellos con L3 no se observaron diferencias significativas a
un nivel del 5%.

En general no se observaron diferencias significativas a
un nivel del 5% entre cultivos mdltiples binarios y ternarios,
TABLA Xl. Esto sugiere que la combinacion de las especies E.
faecalis, L. caseiy E. aerogenes en cultivos miltiples en leche
descremada no induce cambios aparentes en la produccién de
acidez y por lo tanto no parece justificarse. Es posible que el
petfil de acidos organicos de cadena corta, asi como los nive-
les de compuestos volatiles asociados al sabor de los quesos,
como diacetilo y acetaldehido, determinen la seleccidn final.

De acuerdo a los resultados obtenidos es posible utilizar
cultivos iniciadores miltiples en la elaboracién de queso tipo
Palmita con leche pasteurizada, utilizando las cepas analiza-
das en este estudio, y de esta forma garantizar el desarrollo de
una mayor produccién de acidez que tenga su incidencia en el
sabor del queso. Sin embargo, es necesario que las cepas
constituyentes del cultivo iniciador miiltiple sean evaluadas en
su resistencia a agentes inhibidores como antibidticos y bacte-
ridfagos, como lo resaltan varios trabajos [4, 5, 14], para que
de esta forma sean utilizadas las cepas mas resistentes.
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= L1L3. a,b,c,d: Coeficientes de Duncan (o = 0.05)

TABLA XI

VALORES PROMEDIOS DE ACIDEZ OBTENIDOS EN LOS
CULTIVOS MULTIPLES

Acidez
(ml NaOH, 0,1N/100 ml)

Cultivo

EfEa 51,02
LEa 5352
EfL1L2Ea 50,82
EfL1L3Ea 50,12

a: Coeficientes de diferenciacion (o = 0.05)
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