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RESUMEN 

A cultivos simples y múltiples con leche descremada reconsti- 
tuida al 10% estéril, constituidos por once cepas de Entero- 
coccus faecalis, siete cepas de Lactobacillus casei y cuatro ce- 
pas de Enterobacter aerogenes, se les determinó la produc- 
ción de acetaldehído, utilizando la técnica cromatográfica (GC) 
headspace. Los cultivos fueron previamente colocados en 
baño de agua a 60°C para permitir el paso del acetaldehído a 
su estado gaseoso. Los resultados mostraron la producción 
activa de acetaldehído por parte de las cepas bacterianas en 
cultivos simples y múltiples con diferencias significativas entre 
especies y entre cepas de la misma especie (P < 0,05). Las 
cepas de E. aerogenes Ea1 y Ea2 y de E. faecalis Ef7, Ef8, 
Ef9 y EflO produjeron los mayores niveles de acetaldehído en 
cultivos simples (5,8-6,O ppm y 2,6-2,s ppm, respectivamente) 
mientras que las cepas de L. casei produjeron los niveles me- 
nores (0,4-0,6 ppm). En cultivos múltiples, las combinaciones 
Enterococcus-Enterobacter produjeron más acetaldehído (2,s 
ppm, P < 0,05) que las combinaciones Lactobacillus-Entero- 
bacter (2,5 ppm) y las Enterococcus-Lactobacillus-Enterobac- 
ter (2,l ppm). Debido a que todas las combinaciones produje- 
ron concentraciones relativamente similares de acetaldehído, 
se recomienda el uso de cualquiera de ellas para garantizar el 
sabor y olor característicos del queso tipo Palmita. 

Palabras clave: Acetaldehído, cultivos iniciadores, leche, que- 
so, headspace GC. 

ABSTRACT 

The production of acetaldehyde was determined by headspace 
GC in single and multiple cultures on sterilized reconstituted 
(10%) skim milk consisting of eleven strains of Enterococcus 
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faecalk, seven strains of Lactobacillus case; and tour strains of 
Enferobacter aerogenes. The cultures were previously placed 
in a 60°C water bath in order to vaporize the acetaldehyde. 
The results showed the active production of acetaldehyde by 
the bacteria1 strains in single and multiple cultures, with signifi- 
cant differences among species and among strains of the 
same species (P < 0.05). The strains of E. aerogenes Ea1 y 
Ea2 and the strains of E. faecalis Ef7, Ef8, Ef9 and EflO pro- 
duced the highest levels of acetaldehyde in single cultures 
(5.8-6.0 ppm and 2.6-2.8 ppm, respectively), whereas the 
strains of L. casei produced the lowest levels (0.4-0.6 ppm). In 
multiple cultures, Enterococcus-Enterobacter combinations 
produced more acetaldehyde (2,s ppm, P < 0,05) than 
Lactobacillus-Enterobacter (2,5 ppm) and Enterococ- 
cus-Lactobacillus-Enterobacter (2,l ppm) combinations. Since 
al1 the combinations produced relatively similar acetaldehyde 
concentrations, any of them could be used to guarantee the 
characteristic flavor of Palmita - type cheese. 

Key words: Acetaldehyde, stariers, milk, cheese, headspace 
GC. 

El acetaldehído es producido por una serie de cultivos 
iniciadores Iácticos. Es componente esencial de sabor y aroma 
de muchos productos Iácteos fermentados tales como: mante- 
quilla, crema agria y quesos [S, 11, 13, 14, 15, 211. 

La producción de acetaldehído por parte de los microor- 
ganismos proviene de la fermentación de la glucosa y, a pesar 
de que es reconocido como un constituyente de sabor y aroma 
en ciertos productos lácteos, una excesiva concentración del 
mismo en el yogurt, determina sabores desagradables [ l v .  
Son numerosas las bacterias productoras de acetaldehído. 
Este compuesto suele estar asociado a especies y cepas de 
los géneros Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pedio- 
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coccus [3, 4, 5, 191 y Enterococcus [8, 10. 17.  Cepas de Ente- 
rococcus faecalis han resultado productoras de compuestos 
asociados con el aroma de productos lácteos de la India [121. 
Los estreptococos Iácticos, forman acetaldehido y ocurre du- 
rante el crecimiento activo del microorganismo [16]. L. casei 
genera acetaldehído como uno de sus más importantes pro- 
ductos volátiles en queso de Bulgaria [ l .  111. En general son 
varios los lactobacilos asociados con la producción de acetal- 
dehído, entre los que se mencionan a L. plantarum, L. bulgari- 
cus, L. fermentum y L. brevis. 

En cuanto a la determinación del acetaldehído, existe in- 
formación referente a métodos analíticos espectrofotométricos 
[13, 181, como cromatográficos [ l ,  17, 19, 20, 211 que contribu- 
yen con la detección de concentraciones de dicho compuesto 
bajo condiciones previas de evaluación y estandarización debi- 
do a su alta volatilidad. 

En el orden de conocer las actividades metabólicas inhe- 
rentes a cultivos iniciadores en lo referente a la producción de 
compuestos asociados con el aroma y sabor de productos Iác- 
teos, tales como el acetaldehido, se planteó en el presente es- 
tudio, la evaluación de la producción de dicho compuesto, utili- 
zando la técnica cromatográfica - headspace, en cultivos ini- 
ciadores simples y múltiples constituidos por cepas de Entero- 
coccus faecalis, Lactobaclllus casei y Enterobacter aerogenes, 
previamente aisladas del queso tipo Palmita, con el fin de se- 
leccionar aquellas cepas que muestren mayor producción en 
cultivos simples y selección de especies bacterianas genera- 
doras de niveles considerables en cultivos múltiples. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

previamente el tiempo de equilibrio del acetaldehido, donde 
ocurre el pase a su estado gaseoso. Se prepararon soluciones 
de acetaldehido a la concentración de 7 mM en volúmenes de 
5 mL y en viales con capacidad de 10 mL. Luego las muestras 
por triplicado, fueron colocadas en un baño de agua a 80°C a 
diferentes tiempos de exposición de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 
40 min. Lecturas cromatográficas por triplicado fueron realiza- 
das en cada tiempo. Los valores promedios obtenidos del área 
del pico correspondiente al acetaldehído, fueron graficadas 
contra los valores de tiempo de exposición. Para el análisis 
cromatográfico de los cultivos iniciadores simples y múltiples 
se utilizaron viales de 10 mL de capacidad, conteniendo 5 mL 
de leche descremada al 10%. Luego se sellaron hermética- 
mente con tapones de goma y tapas de aluminio. Los viales 
una vez esterilizados en autoclave por 12 min a 112'C, fueron 
inoculados por triplicado, con las cepas bacterianas con una 
jeringa estéril de 1 mL, en porcentajes de inóculo (2% para E. 
faecalis y L. casei y 0,002% para E. aerogenes) y condiciones 
de incubación descritos por Cabrera y col. [6]. Después del pe- 
riodo de incubación los viales se colocaron en un baño de 
agua a 60°C durante 30 min. Cada vial se colocó en un baño 
de agua, con una diferencia de 2 min, la cual correspondió al 
tiempo de corrida de cada muestra en el cromatógrafo. Poste- 
riormente de cada vial (cultivo iniciador), se tomó 1 mL de gas 
con una jeringa de 3 mL e inmediatamente se inyectó en un 
Cromatógrafo de Gas con Detector de lonización a la llama 
Varian, modelo 3300 acoplado a un integrador Varian, modelo 
4400. Las condiciones cromatográficas utilizadas aparecen re- 
sumidas en la TABLA l. La columna cromatográfica empleada 
fue de 6' x 118" x 0,85" plw de acero inoxidable con Porapak Q 
801100 mesh como material de empaque. 

Estimación de la concentración de acetaldehído 
Microorganismos y condiciones de los cultivos 

La estimación de la concentración de acetaldehído en 
Once (1 1) cepas de E. faecalis (Ef), siete (7) de L. casei 

los cultivos iniciadores simples y múltiples se realizó utilizando 
(L) y cuatro (4) de E. aerogenes (Ea) aisladas previamente de 

el Método del Estándar Externo, con tres concentraciones del 
queso tipo Palmita Comercial [6], se cultivaron en 12 mL de le- 

patrón de acetaldehído en solución acuqsa. También se utilizó 
che descremada estéril (112°C por 12 min) y reconstituida 

el método de adición estándar por considerarse la leche una 
(LDER, 10% de sólidos totales) e incubadas a 35°C durante 

matriz más compleja y que el acetaldehído no es el único pro- 
18h. A partir de estos cultivos se prepararon los cultivos sim- 

ducto del metabolismo bacteriano. Las soluciones patrones de 
ples y múltiples por duplicado. 

acetaldehido fueron 0,004 mM, 0,05 mM y 0,l mM, prepara- 

Cultivos iniciadores simples y múltiples 

Los cultivos iniciadores simples fueron preparados se- 
gún condiciones de inoculación e incubación descritos por Ca- 
brera y col. [6]. 

Determinación cromatográfica de la concentración 
de acetaldehído en los cultivos iniciadores simples y 
múltiples 

La determinación cromatográfica fue desarrollada modifi- 
cando el método descrito por Lum y col. [19] para la detenni- 
nación de acetaldehído por la técnica de headspace en jugos 
de naranja. En su estandarización fue necesario determinar 

das a partir de una solución patrón de 10 mM, en viales de 
5 mL, sellados herméticamente con tapones de goma y tapas 
de aluminio. Las soluciones fueron preparadas en un ambiente 
de 4°C y mantenidos allí hasta el momento de su colocación 
en el baño de agua a 60°C durante 30 min. Finalmente, cada 
patrón fue inyectado por triplicado en el cromatógrafo bajo las 
condiciones descritas en la TABLA l. 

Análisis estadístico 

A los promedios de los valores de acetaldehído produci- 
dos por los cultivos iniciadores simples y múltiples, se le hizo 
un análisis de varianza (ANOVA). Cuando el ANOVA realizado 
sobre determinada variable resultó significativo, a los prome- 
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TABLA 1 
CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 

PARA LA DETERMINACIÓN DE ACETALDEH~DO 
EN CULTIVOS SIMPLES Y MÚLTIPLES 

Condiciones Cromatográficas 

Gas Nitrógeno 30 mUmin 

Gas Hidrógeno 

Aire 

Temperatura del Horno 

Temperatura del Inyector 

Temperatura del Detector 

Rango 

Tiempo de Corrida * 

Atenuación 

Condiciones de la muestra 

Tiempo de equilibrio 

10 

2 min 

14 

30 min 

Temperatura del baño de agua 60°C 

Volumen de Inyección 1 mL 

Volumen de cada vial 10 mL 

dios de los tratamientos, según el número de las muestras, se 
les aplicó la prueba de múltiple rango de Duncan, lo cual per- 
mitió ubicar la significación [22]. 

Determinación de concentraciones de acetaldehído 
en cultivos simples 

En la FIG.l se observa la curva de equilibrio del acetal- 
dehído, encontrándose que entre 15 y 30 min hay una fase es- 
tacionaria donde la concentración de acetaldehído en la fase 
gaseosa está en equilibrio con la concentración del mismo en 
la fase liquida. Fue seleccionado 30 min como tiempo de equi- 
librio del acetaldehído. La FIG. 2 muestra la curva de calibra- 
ción para las soluciones patrones de acetaldehído empleadas 
con una buena linearidad. 

La TABLA II muestra los niveles de acetaldehido produ- 
cidos por cepas de E. faecalk, L. casei y E. aerogenes en cul- 
tivos iniciadores simples, con diferencias significativas a un ni- 
vel del 0,05%, lo que indica una gran variabilidad entre cepas. 
Los cultivos con E. faecalis Ef7, Ef8, Ef9 y EflO y con E. aero- 
genes Ea1 y Ea2, mostraron los mayores niveles de acetalde- 
hido, mientras que los cultivos con cepas de L. casei resulta- 
ron con niveles muy bajos de acetaldehido con diferencias no 
significativas (P < 0,05) entre las cepas. Comparando los valo- 
res promedios de los cultivos simples entre sí, TABLA III, los 
cultivos con cepas de E. aerogenes resultaron los mayores 
productores de dicho compuesto. 

TIEMPO (rnin) 

TEMPERATURA DE EQUILIBRIO = 60°C 

FIGURA 1. CURVA DEL EQUILIBRIO DEL ACETALDEH~DO. 

ACETALDEH~DO lmMI 

FIGURA 2. CURVA DE CALIBRACI~N PARA ACETALDEHC 
DO. 

La producción de acetaldehído por parte de especies de 
E. faecalis, L. casei y E. aerogenes, ha sido observada en cul- 
tivos iniciadores simples. Bassette y col. [ l ]  han reportado a E. 
faecalis var. liquefaciens como productor de compuestos volá- 
tiles como el acetaldehido y diacetilo en cultivos simples en le- 
che descremada, y a su vez resulta con niveles mayores que 
los aportados por especies de L. casei y L. acidophilus. En cul- 
tivos iniciadores simples con cepas de estreptococos se han 
llegado a reportar niveles de acetaldehído en un rango entre 
2,3-3,2 ppm [la]. El-Samragy y col. [8] resaltan la producción 
de acetaldehído por parte de cepas de Enterococcus en el yo- 
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TABLA 11 

Especie bacteriana 

E. faecalis subsp. faecalis 

L. casei 

E. aerogenes 

DE ACETALDEHIDO (PPM) EN LECHE POR CULTIVOS INICIADORES SIMPLES 

Cepa Acetaldehído (ppm) DE (4 CV (%) 

Ef 1 O,ge 0,O 0,6 

Ef2 l,gbc 0,1 5.8 

Ef3 2,3ab 0,1 33 

Ef4 1 ,Gd 0 2  10,7 

Ef5 1 ,scd 0 2  11,9 

Ef 6 1 ,3de 0 3  232 

Ef 7 2,8a 0 3  8 3  

Ef 8 2,8a 0,1 4,4 

Ef 9 2,6a 0,1 2,O 

EflO 2,7a 0,5 17.4 

Efl  1 l,gbC 0,2 11,l 

L1 0,5a 0,1 22,7 

L2 0,Eia 0,1 16,8 

L3 0,5a oro 0,O 

L4 O,fja 0.1 21,5 

L5 0,O 4,O 

L6 0.1 14,2 

DE: Desviación Estándar. CV: Coeficiente de Variación. b.C, Coeficientes de Duncan (P s 0,05). 

gurt de Egipto, al igual que Hagrass y col. [12] en productos 
lácteos de la India. 

Con respecto a los coliformes, Bawdon y Bassette [2] 
mencionan que cepas de E. aerogenes producen acetaldehído 
cuando son crecidas en leche descremada estéril a 35°C por 
24 h al igual que Escherichia coli. En el presente estudio, las 
cepas de Enterobacter produjeron niveles considerables de 
acetaidehído, aún a concentraciones del 0,002% v/v [6], y a 
las mismas condiciones de temperatura de incubación. 

Determinación de concentraciones de acetaldehido 
en cultivos múltiples 

La TABLA IV muestra valores de concentración de ace- 

TABLA 111 
VALORES PROMEDIO DE ACETALDEH~DO OBTENIDOS 

EN CULTIVOS INICIADORES SIMPLES 

Cultivo Concentración (ppm) 

Enterobacter aerogenes 4,4a 

Enterococcus faecalis A 2,0b 

Lactobac;llus casei 0,5C 

b , c  : Coeficientes de Duncan (P c 0,05). 

TABLA I V  
VALORES PROMEDIOS DE ACELTADEHíDO (PPM) 

OBTENIDOS EN LOS CULTIVOS INICIADORES 
M~LTIPLES 

taldehido en cultivos múltiples, con diferencias significativas 
(P c 0,05). Los cultivos A resultaron con los mayores niveles 

Cultivo Especies Bacterianas Acetaldehido (ppm) 

de acetaldehído, seauidos de los C v por último los B. Los cul- A E. faecalis y E. aerogenes 2,9'sa - . . 
tivos con E. faecalis y E. aerogenes presentaron un valor pro- B L. casei y E. aerogenes 2,52,b 
medio similar (2,9 ppm) a los producidos por ciertas cepas de C E. faecalis, L. case; 2 , ~  
E faecdis en cultivos simples, y menor con respecto a los cul- v E. aerogenes 
tivos simples con E. aerogenes. 4,4 ppm, TABLA 111, 10 que re- A: cultivos con cepas Ef7, Ef8, Efls, EflO, 
vela diferencias por efecto de interacciones entre especies dis- B: cultivos las cepas LI, ~ 2 ,  ~ 3 ,  ~ ~ 1 ,  y ~ ~ 2 .  
tintas que condujo a la disminución evidente de la producción C: cultivos con las cepas En. Ef8, Ef9, Ef10, L i .  L2, L3. Ea1 y E&. 

de acetaidehído por parte de las enterobacterias ~~l y Ea2, 1: media de 6 cultivos. 2: media de 3 cuitivi>s. 3: media de 12 
cultivos. b.C : Coeficientes de Duncan (P s 0,05). 
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En el caso de los cultivos con L. casei y E. aerogenes los valo- 
res sobrepasan los aportados por las cepas de lactobacilos en 
cultivos simples, pero todavía resulta menor que la aportada 
por las cepas de Enterobacter Ea1 y Ea2 en cultivos simples, 
TABLA II, quizás debido a la utilización del acetaldehído pro- 
ducido por las cepas de Enterobacter por parte de los lactoba- 
cilos, ya que existe evidencia en la literatura de este hecho 
para cultivos con E. faecalis y E. aerogenes [l]. Dado que las 
mezclas dieron valores en el mismo orden, cualquiera de las 
combinaciones tienen un buen potencial de ser utilizados para 
producir acetaldehído como parte del aroma y sabor en el que- 
so tipo Palmita. 

Al comparar los valores de acetaldehido obtenidos en 
los cultivos simples con los cultivos múltiples, E. faecalis, 
L. casei y E. aerogenes son capaces de generar compuestos 
volátiles asociados con el sabor y aroma en productos lácteos, 
ya sea en forma individual o combinadas en cultivos en leche, 
en niveles superiores a los reportados por otros autores. Asi 
Lindsay y Day [17] reportan niveles entre 0,l y 1, l  ppm de 
acetaldehido en cultivos mixtos con estreptococos. Litopoulou 
y Vafopoulou [18] sefialan niveles de 0,3 y 0,4 ppm de acetal- 
dehído en cultivos en leche constituida por cepas de Entero- 
coccus durans, Streptococcus diacetylactis y Streptococcus 
thermophilus; y por L. casei y S. thermophilus, respectivamen- 
te, bajo condiciones de incubación similares a las ejecutadas 
en el presente trabajo. Como los quesos tipo Palmita necesi- 
tan iniciadores que incluyen enterococos y10 lactobacilos junto 
con Enterobacter [7] y todas las combinaciones produjeron nl- 
veles relativamente similares (2,l-2,9 ppm) de acetaldehído, 
se considera que cualquiera de las tres combinaciones puede 
ser utilizada para la elaboración de queso tipo Palmita con ca- 
racterísticas organolépticas adecuadas. 

C O N C L U S I O N E S  

Los resultados mostraron que las cepas de E. aeroge- 
nes Ea1 y Ea2 y E. faecalis Ef7, Ef8, Ef9 y EflO produjeron los 
mayores niveles de acetaldehido en cultivos simples. En culti- 
vos múltiples cualquiera de las combinaciones genera niveles 
de acetaldehído requeridos para la elaboración de un producto 
lácteo con caracteristicas organolépticas deseables y controla- 
bles, como es el sabor y olor. 
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