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RESUMEN

La principal enfermedad transmitida por alimentos en Vene-
zuela es la intoxicacion estafilococcica y es el queso blanco el
principal alimento involucrado. La nisina es una bacteriocina
capaz de frenar el crecimiento de microorganismos Gram posi-
tivos, entre ellos Staphylococcus aureus. Una de las limitacio-
nes de su uso es su alto costo. El empleo de cultivos iniciado-
res productores de bacteriocinas, representa una alternativa
para elaboraciéon de quesos con mejor calidad microbiolégica.
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto biopreser-
vador del Lactococcus lactis subsp. lactis (ATCC 11454) y
compararlo con la adicién de nisina a la leche. Para ello se
elaboraron cinco tipos de quesos con leche pasteurizada: con-
trol; con L. lactis; con L. lactis y S. aureus; con S. aureus; con
S. aureus y nisina. Las determinaciones microbiolégicas vy fisi-
co-quimicas se realizaron de acuerdo a las normas COVENIN.
La concentracion de nisina se determin6 mediante la técnica
de difusién en agar. Los datos se analizaron utilizando el anali-
sis de varianza y se probaron las medias por el método de los
minimos cuadrados. Se encontré produccién de nisina por par-
te del cultivo iniciador, pero en bajas concentraciones. En los
quesos elaborados con leche a la que se le inoculdé S. aureus
(10® ufe/mL) no se encontro efecto inhibidor del cultivo sobre
este microorganismo patégeno. Sin embargo, los quesos ela-
borados con Lactococcus sin inoculacion de Staphylococcus 'y
los quesos elaborados con nisina, presentaron escaso creci-
miento de estafilococos y de bacterias coliformes. La nisina re-
sultdé ser mas eficiente para lograr biopreservacion de los que-
sos blancos, aunque la utilizacion del cultivo iniciador produc-
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tor de la bacteriocina, permitié obtener quesos con bajo conteo
de patdgenos, cuando la carga microbiana inicial en la leche
era escasa.

Palabras clave: Nisina, Lactococcus lactis, queso blanco, bio-
preservacion.

ABSTRACT

The main disease transmitted by foods in Venezuela is the
staphylococci poisoning, and it is white cheeses the most in-
volved food. The nisin is a bacteriocin able to inhibit the growth
of Gram positive microorganisms; among them, Staphylococ-
cus aureus. One of the limitations of its use is its high cost. The
use of bacteriocin producing starter cultures represents an al-
ternative for milk industry. The objective of the present study
was to evaluate the biopreservating effect of the Lactococcus
lactis subsp. lactis (ATCC 11454) and to compare it with the
addition of nisin to milk. Five types of cheese from pasteurized
milk were elaborated: control; addition of L. /actis; addition of L.
lactis and S. aureus; addition of S. aureus; addition of nisina
and S. aureus. Both, microbiological and physical-chemical de-
terminations were made according to COVENIN. The nisin
concentration was measured using the agar diffusion tech-
nique. The data was analyzed with an analysis of variance and
testing the means by the method of least squares means. The
starter cultures produced nisin, but in low amounts. In cheeses
elaborated with milk inoculated whit S. aureus (10° ufc/mL), no
inhibiting effect of the culture on this pathogenic microorganism
was observed. Nevertheless, cheeses elaborated with both,
Lactococcus without inoculation of Staphylococcus and with
nisin, presented little growth of Staphylococcus and coliforms.
Nisin was more efficient to obtain biopreservation of white
cheeses, although the use of producing bacteriocin starter cul-

201



Comparacion del empleo de nisina y cultivos de L. /actis para la biopreservacion de queso blanco / Castro, G. y col.

ture, allowed to obtain cheeses with low counts of pathogens, if
the initial contamination of the milk was low.

Key words: Nisin, Lactococcus lactis, white cheese, biopre-
servation.

INTRODUCCION

El queso blanco es considerado como el producto lacteo
de mayor consumo y el mas popular en América Latina y Ve-
nezuela [1, 22]. También es el principal alimento involucrado
en casos de intoxicacién estafilocéccica, principal enfermedad
transmitida por alimentos (ETA) del pais, causada por toxinas
producidas por algunas cepas de Staphylococcus aureus [31,
32, 35].

Aproximadamente el 50% de la produccién nacional de
quesos se realiza mediante procesos artesanales o semi-in-
dustriales [7], para lo cual generalmente se emplea leche cru-
da, muchas veces obtenida bajo un ambiente antihigiénico
para el ordefio. Esa elaboracién artesanal se da, tanto en pe-
quefias plantas procesadoras como en las mismas unidades
de explotacion lechera, dando origen a lo que se conoce popu-
larmente como “queso de matera”. A nivel semi-industrial, aun-
que se cuente con tecnologias que mejoran la productividad,
existen muchas fallas en cuanto a normas sanitarias, en parte
quizas debido a la escasa formacién técnica del personal [7].
De alli que no sorprende que sean los productos lacteos, es-
pecificamente los quesos blancos, los involucrados en la ma-
yoria de los casos de ETA en Venezuela.

Segun la Comision Venezolana de Normas Industriales
(COVENIN), la leche utilizada para la elaboracion de queso
blanco debe ser pasteurizada [18], pero la pasteurizacién por
si sola no representa la solucién a los casos de intoxicacion
estafilocdccica, ya que el proceso logra destruir al Staphylo-
coccus aureus, pero no a la toxina causante de la enfermedad.
Es por ello que la solucion debe abarcar las condiciones hi-
giénico-sanitarias durante el ordefio y manejo de la leche an-
tes del procesamiento. Se debe tener en cuenta ademas, que
éste microorganismo constituye parte de la flora bacteriana de
animales y humanos, siendo éstos considerados como los
principales reservorios, aunque también se puede encontrar
en el agua, suelo, polvo, aire o equipos empleados en la ela-
boracién de alimentos [8]. En consecuencia, si se tiene un ma-
nejo poco cuidadoso de los productos terminados, existe la po-
sibilidad de que los quesos se contaminen con el patogeno y
con ello el riesgo de producir ETA.

La industria tiene la alternativa de emplear preservativos
biolégicos o biopreservadores, para satisfacer el interés de los
consumidores por obtener alimentos inocuos y naturales, es
decir, elaborados con estricto control de calidad sanitaria y sin
la adicion de aditivos quimicos artificiales [25]. El Lactococcus
lactis subsp. lactis es una bacteria acido lactica (BAL) con pro-
piedades biopreservadoras, ya que algunas cepas son capa-
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ces de producir nisina, una bacteriocina ampliamente usada
en la industria alimentaria y generalmente reconocida como
segura (GRAS, por sus siglas en inglés) por la Organizacién
para la Agricultura y la Alimentacién de las Naciones Unidas
(FAO) en 1969 [43]. Numerosos estudios han sido publicados
reportando la eficacia de la nisina para inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas, entre ellas Listeria monocytogenes y
Clostridium spp.; sin embargo, son escasos los que demues-
tran la efectividad sobre Staphylococcus aureus [30, 36, 37,
43].

Uno de los inconvenientes que tiene el uso de nisina
como aditivo en alimentos es su elevado costo como materia
prima, por lo que la utilizacién de cultivos microbianos produc-
tores de bacteriocinas, puede ser una alternativa prominente
para mejorar la calidad e inocuidad de los alimentos mante-
niendo bajos los costos de produccion.

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar el efec-
to biopreservador de cultivos de Lactococcus lactis subsp. lac-
tis productores de nisina, en quesos blancos elaborados con
leche de vaca (Bos taurus-indicus) pasteurizada y compararlo
con la utilizacion de la bacteriocina adicionada directamente a
la leche.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizoé leche cruda fresca obtenida a nivel de recep-
cion de una planta quesera ubicada en la ciudad de Maracai-
bo. La leche fue transportada refrigerada hasta el laboratorio
de Ciencia y Tecnologia de la Leche de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la Universidad del Zulia, donde se evalué
su calidad sanitaria y fisico-quimica mediante prueba de la aci-
dez titulable (AT), alcohol, punto crioscopico asi como el con-
tenido de sélidos totales (ST), grasa (G) y solidos no grasos
(SNG). Posteriormente, la leche se pasteurizé a 65°C por 30
minutos en bafio maria y seguidamente se le realizé el recuen-
to de aerobios mesdfilos (RAM), recuento de bacterias colifor-
mes (RBC) y recuento de Staphylococcus aureus (RSa).

Con la leche pasteurizada se elaboraron los quesos para
los diferentes tratamientos, a los cuales se les evalud la com-
posicion fisico-quimica (ST, humedad sin materia grasa
(HSMG), grasa en el extracto seco (GES) y contenido de sal) y
la calidad microbiolégica (RAM, RBC y RSa). El RAM y RBC
solo se realiz6 a los tratamientos CONTROL, LACTIS, LAC-
TIS+S Y NISINA. Adicionalmente se determind la concentra-
cioén de nisina. Las determinaciones fisico-quimicas y micro-
biolégicas se realizaron de acuerdo a lo establecido en las nor-
mas COVENIN respectivas [9-20].

Tratamientos experimentales y elaboraciéon de quesos

Se elaboraron cinco tipos de quesos blancos, de acuer-
do a los diferentes tratamientos experimentales que se indican
a continuacion: queso blanco con cultivo iniciador de Lacto-
coccus lactis subsp. lactis, denominado tratamiento LACTIS;
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queso blanco con cultivo iniciador de Lactococcus lactis subsp.
lactis 'y Staphylococcus aureus, denominado LACTIS+S;
queso blanco con cultivo de Staphylococcus aureus, denomi-
nado STAPH; queso blanco con cultivo de Staphylococcus au-
reus y adiciéon de nisina, denominado NISINA y queso blanco
control (sin adicion de ningun cultivo), denominado CONTROL.

La elaboracién de los quesos se realiz6 segun el proce-
dimiento siguiente:

1. La leche se pasteurizd a 65°C por 30 minutos y se enfrid
a 37°C, temperatura a la cual se mantuvo hasta la coa-
gulacion. Posteriormente se llenaron 5 recipientes de
acero inoxidable con aprox. 3 L de leche, uno para cada
tratamiento.

2. Se adicion6 el cultivo iniciador de Lactococcus lactis
subsp. lactis al 2% a los tratamientos LACTIS y LAC-
TIS+S y se dejo la leche en reposo por 30 minutos. La
poblacién inicial se estimo en 10 ufc/mL.

3. Posteriormente se adicion6 el cultivo de Staphylococcus
aureus a los tratamientos LACTIS+S, STAPH y NISINA
para obtener una poblacion inicial de 10° ufc/mL. Al mis-
mo tiempo se mezclo6 la leche con 0,02% de cloruro de
calcio en solucion al 10% (a todos los tratamientos) y al
tratamiento NISINA, se adicioné 200 mg/Kg de Nisaplin®
(Danisco, Grindsted, Dinamarca) para alcanzar una do-
sis aproximada de nisina en la leche de 200 Ul/g. La le-
che se dej6 en reposo por 5 minutos.

4. Se adicion¢ el cuajo siguiendo las indicaciones del fabri-
cante (Marshall®, Danisco Colombia Ltda., Bogota, Co-
lombia), se mezcl6 y se dej6 en reposo hasta alcanzar la
coagulacioén de la leche, aprox. 40 minutos.

5. La cuajada se corté con liras, hasta obtener granos de 1
cm de diametro aproximadamente, mientras se elevo la
temperatura hasta alcanzar 40°C.

6. Se adiciond la sal (NaCl) a razén de 2,5% del volumen
inicial de leche y se mantuvo en agitacion por 20 minu-
tos.

7. La cuajada se llevd a los moldes para luego ser prensada
durante 2 horas. Se invirtieron los quesos cada hora para
regular su forma y asegurar un desuerado uniforme.

8. Los quesos se almacenaron a temperatura de refrigera-
cion (aprox. 7°C) durante 10 dias y cada dos dias se to-
maron muestras para su analisis.

Determinacioén de nisina

El contenido de nisina a los tratamientos CONTROL,
LACTIS, LACTIS+S y NISINA, se realizé segun la metodologia
descrita por el Committee on Food Chemicals Codex [21], utili-
zando como microorganismo indicador al Micrococcus luteus
ATCC 10240 y para la curva de calibracion se emple6 como
patron de nisina muestras de Nisaplin®. Para ello se tomaron
10 g de muestra, los cuales se homogeneizaron con ayuda de

una licuadora (Oster, Sunbeam Products Inc., Venezuela) en
90 mL de acido clorhidrico al 0,02 N. Las muestras se prepara-
ron de acuerdo a la técnica citada. La determinacién se realizd
los dias 0; 2; 8 y 10 de almacenamiento.

Preparacion de los cultivos

Como cultivo iniciador se utilizé una cepa de Lacto-
coccus lactis subsp. lactis ATCC 11454, productora de nisina.
El microorganismo fue mantenido en caldo M-17 (Himedia®
Laboratories Limited; Bombai, India) y antes de ser utilizado
para la elaboracién de los quesos, fue reactivado por incuba-
cién en leche descremada estéril durante 24 horas a 37°C. El
cultivo en fase estacionaria se mantuvo en refrigeracién y justo
antes de elaborar los quesos se realizaron diluciones en leche
descremada estéril, hasta obtener el titulo para alcanzar en la
leche pasteurizada una poblacion inicial de 10* ufc/mL. La
cepa de Staphylococcus aureus coagulasa positivo empleada
en el estudio, fue adquirida del cepario del laboratorio de Mi-
crobiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Uni-
versidad del Zulia y mantenida en caldo infusién cerebro cora-
zén (Merck & Co, Darmstadt, Alemania). Su preparacion se
hizo de manera similar a la del cultivo iniciador.

Disefio experimental

Se plante6 un disefio completamente aleatorizado, don-
de las unidades experimentales (10 g de quesos) se asignaron
al azar a los tratamientos. Los resultados del experimento se
analizaron usando el Modelo Lineal Generalizado del paquete
estadistico SAS [42], las medias de tratamientos se compara-
ron a través del método de los minimos cuadrados y se deter-
minaron las diferencias significativas (P<0,05). Se ejecutaron
un total de 4 repeticiones de cada tratamiento. Las variables
dependientes fueron RAM, RBC, RSa y concentracion de nisi-
na en los quesos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion fisico-quimica de la leche y de los quesos
elaborados

Las medias de los valores fisico-quimicos obtenidos del
analisis de la leche cruda utilizada para la elaboracién de los
quesos fueron: AT 16,50 + 2,12%, punto crioscoépico -0,538 +
0,001°H; ST 13,07 = 0,09%; G 4,10 £ 0,14% y SNG 8,97 +
0,05%, los cuales fueron similares a los reportados para la le-
che de vacas mestizas en el estado Zulia [4] y cumplieron con
lo establecido por la norma COVENIN 903-93 [12]; a excep-
cion de la crioscopia que estuvo ligeramente por debajo de lo
establecido legalmente.

En el analisis microbiolégico de la leche pasteurizada se
obtuvieron resultados inferiores a 30 ufc/mL para RAM, RBC y
RSa, valores que estuvieron dentro de lo establecido legal-
mente [15] y que demostraron la efectividad del proceso de
pasteurizacion para asegurar la disminucion de la carga bacte-
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riana total y de patégenos, permitiendo contar con una materia
prima de calidad para la elaboracion de los quesos.

La composicién fisico-quimica promedio de los quesos
blancos elaborados se muestra en la TABLA |. El contenido de
GES y HSMG permiti6 clasificarlos como semi-grasos y blan-
dos [18]. Los quesos blancos se caracterizan por tener un alto
contenido de humedad, lo que los hace altamente perecederos
[22]. El porcentaje de sal (NaCl) resulté menor que lo espera-
do (2,5%), por lo que se recomienda el uso de una mayor can-
tidad de la misma o aumentar el tiempo de salado de los gra-
nos de cuajada, para poder alcanzar la concentracion final de-
seada, siguiendo el procedimiento de elaboracion sefialado en
el estudio. La norma COVENIN 3821-2003 establece para
quesos blancos frescos un contenido de sal menor o igual al
3%; los quesos elaborados cumplieron con lo establecido en
esta norma [18].

Por no haber un proceso estandarizado Unico para la
elaboracion de quesos blancos a nivel industrial en Venezuela
[1], la composicion de éstos varia entre marcas comerciales;
adicionalmente existen pocos estudios que permitan definir
desde el punto de vista de la composicién fisico-quimica, lo
que es un queso blanco venezolano.

Recuento de aerobios meséfilos (RAM)

En la TABLA Il se pueden observar los resultados obte-
nidos para el RAM a los 0; 2; 4; 6; 8 y 10 dias de almacena-
miento de los quesos blancos correspondientes a los diferen-
tes tratamientos. Los tratamientos CONTROL y NISINA resul-
taron ser diferente estadisticamente a los otros (P<0,05), en
todos los dias de almacenamiento.

Los quesos elaborados con el cultivo iniciador (LACTIS y
LACTIS+S) resultaron iguales entre si y fueron los que a su
vez presentaron mayor poblacion total de microorganismos,
posiblemente debido al crecimiento del Lactococcus lactis,
bacteria anaerobia facultativa y mesofila, cuya poblacién esta
representada en el RAM. Ademas, esta demostrado que a
temperaturas de refrigeracion, condiciones bajo las cuales se
almacenaron los quesos, éstos pueden crecer [44].

De todos los tratamientos, los quesos elaborados con ni-
sina fueron los que presentaron un RAM significativamente

TABLA |
COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DE LOS QUESOS
BLANCOS ELABORADOS / PHYSICAL-CHEMICAL
COMPOSITION OF WHITE CHEESE PRODUCED

Variable x = DE
Humedad (% g/g) 54,60 + 2,12
Grasa (% g/9) 19,90 + 0,74
Sal (% g/9) 1,92 +£0,15
Solidos Totales (% g/g) 4540+ 2,12
GES (% g/9) 43,91 £ 2,40
HSMG (% g/g) 68,17 £ 2,62

menor, lo que demuestra el efecto de ésta sobre la poblacion
bacteriana total, cuando es afiadida directamente. Esto permi-
te obtener un queso con una vida util prolongada, ya que el
efecto combinado de la refrigeracion con la bacteriocina, evita
el crecimiento microbiano excesivo [29], como se puede obser-
var en la evolucién del RAM para éste tratamiento durante
toda la fase de almacenamiento.

Recuento de bacterias coliformes (RBC)

En la TABLA Ill se presentan los resultados obtenidos
para el RBC en los quesos blancos elaborados. En todos los
dias de almacenamiento el tratamiento CONTROL result6 sig-
nificativamente diferente (P<0,05) al resto de los tratamientos,
por ser estos quesos los que presentaron mayor cantidad de
bacterias coliformes. A excepcion del tratamiento CONTROL,
todos los quesos cumplieron con lo establecido en la Norma
COVENIN 3821-2003, en cuanto al contenido de bacterias co-
liformes [19].

Se observoé un efecto significativo del cultivo iniciador so-
bre el RBC, posiblemente causado por la competencia micro-
biana por los nutrientes y/o al efecto de la acidez provocada
por el cultivo iniciador. Aunque la acidez de los quesos no fue
determinada, se conoce que el cultivo utilizado tiene la propie-
dad de fermentar la lactosa con produccion de acido lactico, lo
que causa una disminucion del pH, siendo éste uno de los me-
canismos de biopreservacion de las BAL [26, 40].

TABLA Il
VALORES PROMEDIO PARA EL RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS (Logs, ufc/g) EN LOS QUESOS BLANCOS
ELABORADOS / MEANS FOR AEROBIC MESOPHILE COUNT (Log1o ufc/g) IN THE WHITE CHEESE PRODUCED

Tratamientos

Dias de almacenamiento

0 2 4 6 8 10
CONTROL 6,80° 7,28° 7,6° 7,54° 7.77° 7,97°
LACTIS 7,83° 9,30° 9,06° 8,96° 8,93 9,09°
LACTIS+S 8,32° 9,00? 8,52%° 8,45° 8,67° 8,66°
NISINA 4,61° 4,70° 4,53° 5,60° 4,14° 5,23°

Letras diferentes en superindice en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).
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Estos resultados son semejantes a los reportados por
Salinas [38], quien encontr6 en quesos blancos elaborados
con cultivos de Enterococcus productores de bacteriocinas,
baja poblacion de bacterias coliformes al compararlos con los
quesos controles, lo que se debi6 al efecto de la acidez gene-
rada por el metabolismo fermentativo de los cultivos y con lo
observado por Rodriguez y col. [36], que utilizando cultivos de
Lactococcus productores de nisina y pediocina encontraron un
efecto inhibitorio de Escherichia coli O57:H7 en quesos duran-
te la maduracién. Spelhaug y col. [41], emple6 la misma cepa
de Lactococcus (ATCC 11454) en un estudio realizado in vitro,
encontré inhibiciéon leve del crecimiento de gérmenes Gram
negativos como la Escherichia coli O157:H7.

Estudios previos han reportado la incapacidad de la nisi-
na para inhibir el crecimiento de microorganismos Gram nega-
tivos, hecho que se atribuye a su mecanismo de accion sobre
la membrana citoplasmatica donde forma poros que facilitan la
salida de componentes esenciales para la supervivencia bac-
teriana [43]. Las bacterias Gram negativas poseen una pared
celular que evita la accion de la nisina. Sin embargo, algunos
investigadores han demostrado que tratamientos previos apli-
cados a los cultivos como la utilizacién de quelantes tipo
EDTA, pueden incrementar la sensibilidad de las bacterias
Gram negativas frente a esta bacteriocina, pero dicho efecto
se ve disminuido en productos lacteos fermentados sobre todo
cuando la produccién es in situ, porque la acidez antagoniza la
accioén de los quelantes [2].

Se ha demostrado también que un choque térmico pue-
de aumentar la sensibilidad de la célula bacteriana Gram ne-
gativa a la nisina, aunque el efecto ocurre mayormente cuando
la bacteriocina esta presente durante el tratamiento térmico y
no cuando se adiciona después, debido a que las células pue-
den recuperarse del efecto negativo causado por las tempera-
turas elevadas [3]. En este estudio, la leche fue pasteurizada a
65°C por 30 minutos y la nisina fue adicionada después de la
pasteurizacion; sin embargo, se observd en los quesos una
menor cantidad de coliformes totales con respecto al control
(P<0,05).

Estos resultados concuerdan con los encontrados por
Cutter y Siragusa [23], quienes reportaron actividad inhibitoria
de nisina frente a bacterias Gram negativas y son contrarios a
los reportados por Salinas [38], que demostré un efecto nulo
de la nisina sobre la flora coliforme.

Recuento de Staphylococcus aureus (RSa)

La TABLA IV muestra los resultados obtenidos para el
RSa en los quesos blancos. En los tratamientos LACTIS y NI-
SINA no se logré aislar ninguna colonia de Staphylococcus,
demostrandose por un lado, la efectividad de la nisina para
inhibir su crecimiento y por el otro, la capacidad del cultivo ini-
ciador para evitar la contaminacion con el patégeno. Se obser-
vo un efecto bactericida inmediato de la nisina en la leche so-
bre el Staphylococcus, efecto que también ha sido observado
sobre Listeria monocytogenes por Samelis y col. [39].

TABLA Ill
VALORES PROMEDIO PARA EL RECUENTO DE BACTERIAS COLIFORMES (Log1 ufc/g) EN LOS QUESOS BLANCOS
ELABORADOS / MEANS FOR COLIFORM BACTERIA COUNT (Log+o ufc/g) IN THE WHITE CHEESE PRODUCED

Tratamientos

Dias de almacenamiento

0 2 4 6 8 10
CONTROL 5,042 6,212 5,76° 5,542 5,612 6,19°
LACTIS 2,80° 4,58° 2,32° 2,94° 3,30° 2,64°
LACTIS+S 3,43° 3,26° 2,75° 2,38° 2,37° 2,56°
NISINA 3,16° 3,09° 2,65° 3,35° 3,06° 4,07°

Letras diferentes en superindice en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).

TABLA IV
VALORES PROMEDIO PARA EL RECUENTO DE Staphylococcus aureus (Log, ufc/g) EN LOS QUESOS BLANCOS
ELABORADOS / MEANS FOR Staphylococcus aureus (Log1g ufc/g) IN THE WHITE CHEESE PRODUCED

Tratamientos

Dias de almacenamiento

0 2 4 6 8 10
CONTROL 1,95° 1,44° 2,26° 2,34° 2,30° 3,85°
LACTIS 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
LACTIS+S 5,742 6,02° 5,80° 5,89° 5,737 5,80°
STAPH 5,782 6,57° 6,142 6,212 6,18° 6,24°
NISINA 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).
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La norma COVENIN 3821-2003 exige un valor de 1x10?
(minimo) y 1x10® (méaximo) ufc/g de Staphylococcus aureus (2
y 3 Log ufc/g, respectivamente) [19], en base a esto se demos-
tr6 que el empleo de un cultivo iniciador de Lactococcus lactis
subsp. lactis y de nisina garantizan un queso blanco libre de
estafilococos, si la contaminacion inicial en la leche es baja.
Salinas, igualmente reportd escaso recuento de Staphylo-
coccus en los quesos blancos elaborados con adiciéon de nisi-
na [38].

Cava y col., demostraron la efectividad de la adicion de
nisina para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus en
queso blanco de pasta hilada elaborado con leche cruda [6].
Ellos encontraron que la poblacion de éste se redujo a lo largo
del periodo de almacenamiento de los quesos, pero no se
logré eliminar por completo, contrario a lo observado en el pre-
sente estudio, donde en ningin momento se pudo aislar el mi-
croorganismo en los quesos elaborados con leche a la cual se
le adicion6 nisina.

Los tratamientos LACTIS+S y STAPH resultaron iguales
(P>0,05), demostrando que el cultivo iniciador no fue efectivo
para evitar el crecimiento del Staphylococcus cuando la pobla-
cion inicial en leche fue de aproximadamente 1x103 ufc/mL,
dosis empleada en el tratamiento LACTIS+S. Esto entra en
contradicciéon con lo demostrado por Hamama vy col., quienes
al utilizar un cultivo de Lactococcus productor de nisina, en-
contraron una reduccion de la carga de Staphylococcus, aun-
que en dicho estudio, el efecto biopreservador se vio favoreci-
do a la vez por la alta acidez encontrada en los quesos elabo-
rados [27]. Adicionalmente, Rodriguez y col., también en-
contraron efecto inhibidor de cultivos biopreservadores sobre
el crecimiento de Staphylococcus en quesos [36], al igual que
Salinas, cuando utilizé cultivos autéctonos productores de bac-
teriocinas en la elaboracion de quesos blancos [38].

El bajo efecto inhibitorio observado del Lactococcus lac-
tis sobre el microorganismo patégeno, pudo ser consecuencia
de la escasa produccion de bacteriocina por parte del mismo,
tal como se puede evidenciar en la TABLA V; por el contrario
los estudios mencionados [27, 36, 38], ademas del efecto inhi-
bidor, encontraron una notable actividad bacteriocinogénica de
los cultivos empleados.

Concentracion de nisina

Las medias por cuadrado minimo para la concentracion
de nisina en los dias 0; 2; 8 y 10 de almacenamiento, se pre-
sentan en la TABLA V. En los tratamientos LACTIS y LAC-
TIS+S, se observo un aumento de la concentracién a medida
que transcurre el tiempo de almacenamiento, consiguiéndose
para el décimo dia concentraciones de 59,78 y 9,68 Ul/g, res-
pectivamente, lo cual demuestra la capacidad del cultivo para
producir la bacteriocina bajo las condiciones de almacena-
miento de los quesos. Solo se encontrd diferencia estadistica
entre el tratamiento LACTIS y CONTROL para el dia 10, debi-
do a la amplia variabilidad de los resultados obtenidos para las
muestras de quesos entre las diferentes repeticiones del expe-
rimento.

El método empleado esta fundamentado en la técnica de
difusion en agar, desarrollada inicialmente por Tramer y
Fowler [43]. En la actualidad se han desarrollado nuevos mé-
todos, buscando mejorar algunos de los inconvenientes que
presenta esta técnica, como lo son dificultad para leer las zo-
nas de inhibicién y aparicion de falsas zonas causadas por in-
terferencia de componentes presentes en los diluentes o por
efecto del pH [46]. La mayor limitacion de la técnica es la difu-
sion de la nisina, la cual es proporcional a su concentraciéon
solo en un limitado rango lineal, por lo que la concentracién en
las muestras debe estar dentro del mismo para alcanzar preci-
sion en las lecturas [28]. Otros factores que pueden afectar los
resultados son la sensibilidad del microorganismo de ensayo,
cantidad de agar y de sulfactante afiadido y pasos previos apli-
cados para mejorar la difusion de la nisina [33]. Algunos inves-
tigadores concluyen que en la medicion de la concentracion de
nisina por medio del diametro de las zonas de inhibicion, el
grado del error es elevado y la repetitividad baja [5], lo cual
puede explicar las amplias variaciones encontradas para esta
variable en éste estudio. Sin embargo, esta técnica es la mas
ampliamente usada para la determinacion de nisina en alimen-
tos [45], gracias a la relativa facilidad de ejecucion y de conse-
cucion de los materiales.

En la TABLA V se puede observar que los resultados
para el tratamiento NISINA correspondieron a los valores ini-
ciales aplicados a la leche (200 Ul/g). Igualmente la concentra-
cion de nisina en los estandares preparados para elaborar la

TABLA V
VALORES PROMEDIO PARA LA CONCENTRACION DE NISINA (Ul/g) EN LOS QUESOS BLANCOS ELABORADOS /
MEANS OF NISIN CONCENTRATION (Ul/g) IN THE WHITE CHEESE PRODUCED

Tratamientos

Dias de almacenamiento

0 2 8 10
CONTROL 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
LACTIS 0,00° 6,60° 39,20° 59,78°
LACTIS+S 0,00° 1,95° 3,60° 9,68°
NISINA 175,28? 172,89° 212,56° 210,65°

Letras en superindice diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P<0,05).
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curva de calibracion, se aproximé a los valores teéricos, como
se muestra en la TABLA VI.

Se ha reportado que aproximadamente un 20% de la
cantidad de nisina se pierde durante el proceso de elaboracién
de los quesos y durante el almacenamiento en frio de los mis-
mos [24, 43]. No obstante, se pudo observar en el tratamiento
NISINA un aumento no significativo (P>0,05), de la concentra-
cion de la bacteriocina hacia el final del almacenamiento, posi-
blemente por efecto de concentracion causado por la pérdida
de humedad de los quesos. La norma COVENIN permite un
maximo de 12,5 mg/Kg de nisina equivalente a 500 Ul/g [18].

La produccién de nisina por parte del cultivo iniciador no
fue muy elevada, debido quizas a la poblacién inicial del mis-
mo en la leche, a su estado fisiolégico o a las condiciones bajo
las cuales se almacenaron los quesos. Zottola y col., encontra-
ron altas concentraciones de nisina en quesos tipo Gouda ela-
borados con cultivos productores de esta bacteriocina, lo cual
les permitié utilizarlos como ingrediente para lograr biopreser-
vacion en estos tipos de quesos [47]. También se han descrito
concentraciones elevadas de nisina en queso Manchego ela-
borado con otras cepas de Lactococcus lactis productor de ni-
sina [37] y en queso Vidiago [34]. Otros trabajos en los cuales
se emplearon cultivos productores de bacteriocinas (diferentes
a la nisina), reportan concentraciones significativas de éstas
en los quesos elaborados [30, 36].

También se observé que la producciéon fue menor en
aquellos queso a los cuales se les inoculd Staphylococcus au-
reus, presumiblemente debido a un posible antagonismo com-
petitivo que afecté la produccion de la nisina por parte del Lac-
tococcus.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los quesos elaborados con cultivo iniciador de Lacto-
coccus lactis subsp. lactis ATCC 11454, sin inoculacion de
Staphylococcus aureus presentaron bajos recuentos de éste
microorganismo y coliformes totales, esto indica que el cultivo
iniciador puede ser una alternativa para evitar la contamina-
cién de los quesos por patégenos. Sin embargo, no se pudo
observar inhibicién cuando el Staphylococcus aureus fue ino-
culado a la leche; lo que hace inferir que su empleo como bio-
preservador en quesos elaborados con leche pasteurizada ino-
culada a las concentraciones empleadas, no es efectivo.

El cultivo iniciador de Lactococcus lactis subsp. lactis
ATCC 11454 utilizado fue capaz de producir nisina en los que-
sos durante el periodo de almacenamiento, aunque en con-
centraciones bajas.

La adicién de nisina a la leche empleada para la elabo-
racion de quesos blancos, resulté ser eficaz para inhibir el cre-
cimiento de bacterias coliformes y Staphylococcus aureus aun
cuando la poblacion inicial en la leche era de 10° ufc/mL, lo

TABLA VI
CONCENTRACION DE NISINA (UlI/mL) DE LOS
ESTANDARES UTILIZADOS PARA ELABORAR LA CURVA
DE CALIBRACION / NISIN CONCENTRATION (UI/mL) OF
STANDARDS USED TO CREATED THE CALIBRATION CURVE

Concentracién tedrica Concentracién ensayada*

1,25 1,13£0,12
2,50 2,74+ 0,28
5,00 5,22 + 0,55

10,00 10,27 + 1,01

20,00 18,90 + 1,41

* % + DE.

que permite concluir que su uso como biopreservador es efi-
caz para obtener un producto de buena calidad microbiolégica.

La adicion de nisina resultdé ser mas eficiente que el em-
pleo de cultivos iniciadores productores de esta bacteriocina
para lograr biopreservacion en el queso.

Se recomienda realizar nuevos estudios para evaluar el
efecto de la poblacién inicial y estado fisiolégico del cultivo de
Lactococcus, para definir las condiciones que favorecen sus
propiedades biopreservadoras.

Se debe estudiar el efecto de la acidez, concentracion
de sal y condiciones de almacenamiento de los quesos, sobre
el efecto biopreservador del cultivo y de la nisina adicionada a
la leche para la elaboracién de los quesos.

También es necesario evaluar las caracteristicas orga-
nolépticas y el periodo de vida util de los quesos blancos ela-
borados con cultivo iniciador de Lactococcus lactis subsp. lac-
tis y con la adicion de nisina.
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