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RESUMEN

Veinte cepas de microorganismos, aisladas a partir de una
muestra de queso venezolano ahumado andino artesanal,
se sometieron a pruebas bioquimicas clasicas y morfoldgi-
cas para determinar su género. En este trabajo sélo se tomo
en cuenta los géneros Lactococcus, Lactobacillus 'y Leuco-
nostoc que son los més utilizados en la Industria Quesera
como cultivos iniciadores. De las veinte, ocho pertenecian al
género Lactococcus y dos al género Lactobacillus, con ellas
se realizaron pruebas como: capacidad acidificadora de la
leche, resistencia a antibiéticos, resistencia a productos de
limpieza de uso industrial y compatibilidad entre cepas. De
acuerdo a sus caracteristicas de aptitud tecnolégica se se-
leccionaron cuatro cepas: dos lactococos y dos lactobacilos.
Las cepas selecionadas se emplearon como cultivos inicia-
dores en la fabricacién de quesos ahumados experimentales
utilizando leche pasteurizada. Estos quesos se sometieron a
una evaluacioén sensorial en la que también se incluyeron
dos controles: un queso elaborado con leche cruda (sin culti-
vo iniciador) y el artesanal que di6 origen a las cepas. Los
resultados obtenidos en la degustacion se analizaron con un
andlisis de varianza, que demostré que los quesos elabora-
dos con las cepas seleccionadas, son equivalentes al arte-
sanal y al fabricado con leche cruda.

Palabras clave: Queso ahumado andino, Lactococcus, Lacto-
bacillus , cultivo iniciador.
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ABSTRACT

Twenty strains of microorganisms isolated from a sample of
venezuelan artisanal andino smoked cheese were subjected to
several biochemical and morphological tests in order to deter-
mine their genera. In this work it was only considered the ge-
nus Lactococcus, Lactobacillus and Leuconostoc that are
those more used in the cheesemaker industry. From the twenty
strains, eight belonged to the genus Lactococcus and two to
the genus Lactobacillus, all ten strains were tested for selec-
tion as starter cultures and were carried out tests like: acidifica-
tion activity, antibiotic resistance, detergent resistance and
strains compatibility. Four strains (two lactobacilli and two lac-
tococci) were selected according to their technological aptitude
characteristics. The selected strains were used as the starters
in order to produce experimental smoked cheeses using pas-
teurized milk. The experimental cheeses were subject to sen-
sory analysis, for comparison two cheeses were included in the
sensory analysis: an experimental cheese produced from raw
milk (without starters) and the artisanal cheese. The sensory
analysis results were subjected to a variance analysis, which
showed no significant differences between the experimental
cheeses and the control cheeses.

Key words: Andean smoked cheese, Lactococcus, Lactobaci-
llus, starters.

INTRODUCCION

El queso ahumado andino es un queso fresco elaborado
con leche de vaca con un sabor ligeramente ahumado y poco
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acido. A nivel artesanal este queso se elabora a partir de leche
cruda sin la adicién de cultivos iniciadores y la fermentaciéon
ocurre por un proceso natural, el ahumado se realiza por fogén
de lefia. Se manufactura principalmente en las zonas altas de
las montafias de Los Andes venezolanos, y a pesar de no ela-
borarse de manera industrial es muy consumido, sobre todo
en el occidente de Venezuela. Poco 0 nada se conoce de la
flora microbiana presente en el queso ahumado andino, en
ocasiones debido a los procedimientos poco higiénicos utiliza-
dos en la fabricacion y al empleo de leche cruda de calidad mi-
crobiol6égica poco aceptable, se obtienen productos no unifor-
mes y con una calidad higiénica inapropiada.

La mayoria de los quesos artesanales se elaboran con
leche cruda sin la adiciéon de cepas iniciadoras y por ello en
ocasiones se presentan problemas para la salud. Para promo-
ver los quesos artesanales es necesario tener practicas de
manufactura estandarizadas y conocer las caracteristicas fina-
les del producto que se pueden lograr s6lo después de una
comprensiva e integrada caracterizacion de los perfiles quimi-
cos, microbiolégicos y sensoriales [24].

Este trabajo constituye el primer paso para la elabora-
cion de un cultivo iniciador a partir de la flora autéctona de los
quesos ahumados andinos que permitira la fabricacion de este
producto con leche pasteurizada y con una flora microbiana
controlada.

Los cultivos iniciadores se definen como preparaciones
que contienen microorganismos vivos aplicados con el objeto
de hacer uso de su metabolismo microbiano [26]. Estos culti-
vos estan constituidos por bacterias acido lacticas (BAL) y
principalmente pertenecientes a los géneros Lactococcus, Lac-
tobacillus y Leuconostoc. La primera y principal funcion de
éstos es la formacion de acidos organicos, principalmente aci-
do lactico [13, 30].

Las bacterias lacticas también tienen la capacidad de
producir sustancias con actividad antimicrobiana [40]. El es-
pectro de actividad de estos antimicrobianos es muy amplio,
incluyendo a varias especies pertenecientes al grupo de las
BAL, por ello, es muy importante determinar la compatibilidad
entre cepas que formen parte de un cultivo iniciador.

Otro factor capaz de afectar la actividad de los cultivos
iniciadores es la presencia en la leche de pequenas cantida-
des de antibiéticos [28], una posible solucion a este problema
podria ser la utilizacion de cepas iniciadoras menos sensibles
a estos antibiéticos.

Otros contaminantes externos de la leche son cantida-
des residuales de productos de limpieza utilizados en la indus-
tria lactea [19], esto constituye un problema, dado que mantie-
nen actividad en leche por algun tiempo [18]. El cloro activo
también constituye un compuesto importante en los desinfec-
tantes utilizados, la actividad acidificadora de Lactococcus lac-
tis y Lactobacillus casei L116-40 se vio fuertemente afectada
en presencia de 12 mg/L de cloro activo [39].
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En las dos ultimas décadas, las BAL han recibido mucha
atencion, particularmente los géneros utilizados como cultivos
iniciadores, debido a su gran importancia comercial. Las inves-
tigaciones se enfocan en aislar nuevas cepas con el fin de es-
tudiar sus potencialidades como fermentos iniciadores. Es un
hecho que las cepas iniciadoras influyen notablemente en los
cambios quimicos, bioquimicos y sensoriales que ocurren du-
rante la maduracion de los quesos y el uso de diferentes bac-
terias iniciadoras produce diferencias significativas en la cali-
dad de los quesos [27]. Una fuente inagotable de cepas la
constituye los productos artesanales, en especial los quesos
[27]. Algunas investigaciones se han realizado en queso Pal-
mita [22], con El-Khila [5], con Afuega’l pitu [14], con quesos
duros argentinos [42], con Tenerife [4], en Manchego [44], con
queso Comté [6] y en leche cruda [8], entre otros.

La pasteurizacion de la leche juega un papel fundamen-
tal en el control de bacterias patégenas, pero provoca una re-
duccién importante de las poblaciones bacterianas naturales
involucradas en la produccion de quesos. Sin embargo, mu-
chos productos tradicionales se elaboran con leche cruda y
empleando las cepas iniciadoras naturales, lo que produce un
amplio rango de productos con diferentes sabores, consisten-
cias y calidades microbiolégicas [11]. Estos productos son
considerados como “premium” debido a sus caracteristicas or-
ganolépticas, sin embargo, el uso de cultivos iniciadores selec-
tos, necesario para favorecer las fabricaciones usualmente
disminuye las caracteristicas Unicas del producto original [7].

La busqueda y obtencién de cepas que posean carac-
teristicas tecnoldgicas interesantes, tales como buena activi-
dad acidificante o proteolitica, y que puedan sobrevivir en
productos lacteos, quesos, suero, podria permitir el desarrollo
de los procesos de fabricacion manteniendo las caracteristi-
cas organolépticas de los quesos y otros productos lacteos
fermentados [2].

En este trabajo se pretende aislar e identificar bacterias
lacticas del queso ahumado andino, caracterizar y seleccionar
aquellas que posean aptitudes de cultivo iniciador, y con ellas
crear mezclas de cepas para fabricar un queso ahumado andi-
no pero empleando leche pasteurizada.

MATERIALES Y METODOS

Analisis microbiolégicos

El queso utilizado para el muestreo elaborado con leche
cruda provino de la poblacion de Pueblo Llano en el estado Mé-
rida, Venezuela. De la parte central del queso se tomaron 10 g,
se homogenizado en 99 mL de agua fisiolégica estéril. Dilucio-
nes seriadas hasta 10 del homogenado, se sembraron por du-
plicado en placas de Petri conteniendo medios selectivos para
bacterias acido lacticas: agar MRS de Man, Rogosa y Sharpe
(Merck) para Lactobacilos [16], agar Elliker (HiMedia) para Lac-
tococos [20] y agar MSE de Mayeux, Sandine y Elliker (Biokar)
para Leuconostoc [35]. Estas placas fueron incubadas en condi-
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ciones de microaerofilia durante 48 h a 37°C, las colonias se-
leccionadas fueron crecidas en caldo Elliker o MRS y conser-
vadas a —20°C en el mismo caldo con 30% de glicerol hacien-
do el papel de crioprotector. Los preindculos de las cepas de
interés seleccionadas para ensayos posteriores, se incubaron
en caldo MRS o Elliker a 37°C durante toda una noche.

Identificacion de los géneros

Las cepas purificadas fueron identificadas de acuerdo a
los criterios del Manual Bergey [25, 29, 36], y de Dellaglio y
col. [15]. Las pruebas de identificacion fueron hechas principal-
mente para bacterias &cido lacticas (géneros Lactobacillus,
Lactococcus y Leuconostoc) ya que estos microorganismos
son los que se utilizan como fuente de cepas iniciadoras.

Caracterizacion de las cepas aisladas.
Capacidad acidificadora de la leche

200 mL de leche descremada y estéril UHT fueron ino-
culados con 2 mL de cultivo de las cepas a evaluar, se incu-
baron a 37°C y se sigui6 el descenso del pH hasta las ocho
horas.

Resistencia a antibiéticos

Los antibioticos utilizados fueron: Penicilina G 1.000.000
U | (Valmorca), Kanamicina 25 mg/mL (Bristol) y Cloxacilina 25
mg/mL (Beechman Research Laboratories), el ensayo se reali-
z6 mediante el método del disco [3] con algunas modificacio-
nes. Las cepas a ensayar se incubaron en caldos adecuados
para cada una de ellas y luego dependiendo del género a
usar, la suspension bacteriana fue sembrada en cajas de Petri
contentivas de agar Elliker o MRS, en la superficie se coloca-
ron discos de papel de filtro (con diametro de 5 mm) impregna-
dos con soluciones de diferentes concentraciones de los anti-
biodticos (5; 25; 50; 75; 100 pg/mL), para la penicilina se consi-
der6 que 800.000 U | son equivalentes a 500 mg. Después de
una incubacion por 12 horas a 37°C se observoé la aparicion de
halos de inhibicion alrededor del disco, halos con diametro me-
nor o igual a 5 mm indican resistencia de la cepa.

Resistencia a productos de limpieza y desinfeccién

Se determiné la resistencia de las bacterias aisladas a
productos como detergente clorinado (Viactor) y a un produc-
to acido y detergente (Diversey Lever). En estas pruebas se
utiliz6 el método del disco mencionado anteriormente. Las
concentraciones utilizadas de detergente clorinado fueron 3;
6; 9y 12 mg/L. Para el caso del acido y detergente se tomé
un Erlenmeyer estéril de 250 mL de capacidad al cual se
agregd una solucion del producto de limpieza preparado se-
gun recomendacion del fabricante (acido 2 ml/L y detergente
0,15 ml/L), se descarto la solucién y se enjuagé una vez con
agua. Se eliminé el contenido y se agregdé 100 mL de agua
estéril, se agitdé y con esta ultima solucion se impregnaron los
discos para realizar las pruebas.

Capacidad acidificadora de la leche en presencia
de antibiéticos o productos de limpieza

Para la prueba de acidificacion de la leche con antibiéti-
cos, 200 mL de leche descremada y estéril conteniendo anti-
bidticos (Penicilina G, 25 pg/mL; Kanamicina, 100 pg/mL o
Cloxacilina, 100 pg/mL) fueron inoculados con 2% v/v de un
cultivo de las cepas seleccionadas, se incubaron a 37°C y se
midio el descenso del pH hasta las ocho horas.

Para la acidificacion de la leche conteniendo productos
de limpieza y desinfeccion, la concentracion de producto clori-
nado fue 12 mg/L. Para el caso del detergente y acido los Er-
lenmeyers que contenian la leche para el ensayo, se trataron
como se indicoé anteriormente. La leche se inoculé con 2% viv
de un cultivo de las cepas a evaluar, se incubaron a 37°C y se
siguid el descenso del pH hasta las ocho horas.

Compatibilidad entre cepas

Para evidenciar la compatibilidad entre las cepas selec-
cionadas se utilizé el método de difusién en agar [12]. Cajas
de agar MRS fueron sembradas con cultivos de las cepas cre-
cidas durante 24 horas, luego de una preincubacion de 1 hora
a 30°C se hicieron pocillos en el agar de las placas y se llena-
ron con 50 pL del sobrenadante libre de células del cultivo de
las cepas a ensayar. Las placas fueron incubadas por 24 ho-
ras a 37°C y se observé la presencia 0 ausencia de halos de
inhibicion alrededor de los pocillos.

Preparacion de los cultivos iniciadores

Para elaborar los cultivos iniciadores a ser empleados
en la fabricaciéon de los quesos, cada cepa se cultivé indepen-
dientemente en un volumen de leche durante 12 horas a 37°C,
al dia siguiente se prepararon las mezclas de cepas compati-
bles tomando volumenes iguales de cada uno de los cultivos.
Las cepas seleccionadas se combinaron en pares y también
se cred una mezcla de todas ellas.

Elaboracién de los quesos ahumados

Con las diferentes mezclas preparadas en el punto ante-
rior se elaboraron quesos ahumados utilizando leche pasteuri-
zada y el mismo procedimiento del queso artesanal. La meto-
dologia fue la siguiente:

Pasteurizacion de la leche por calentamiento a 65°C por
30 minutos seguido de enfriamiento. Cuando la leche tenia
una temperatura entre 35 y 37°C se anadié 0,05% p/v de
CaCly y 2% v/v del cultivo iniciador (cada una de las mezclas
de cepas). Se afnadi6é una cantidad de cuajo (Giber) necesaria
para obtener una floculacién en 20 minutos. Al transcurrir una
hora la cuajada se cortd, se saco y fue colocada en un colador
para drenar el resto de suero retenido. La cuajada fue amasa-
da con sal (30 g/Kg de cuajada) por cinco minutos, colocada
en moldes de 6 pulgadas de diametro, con volteos a los 15
min, 1 hy 3 h después de haberse moldeado. Al dia siguiente,
los quesos fueron desmoldados y se sumergieron en agua ca-
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liente por un minuto. Se dejaron escurrir durante unas 12 h'y
posteriormente fueron tratados con aroma natural de humo
(Smokey, 15171L, ADICON) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Se conservaron a 4°C hasta su posterior uso.

Analisis sensorial de los quesos

El analisis de los diferentes quesos se realiz6 por un
grupo de 5 personas expertas, entrenadas en ese tipo de ac-
tividad y familiarizadas con el queso ahumado andino. Los
quesos se evaluaron en 2 repeticiones y se consideraron atri-
butos como: caracteristicas externas (forma del queso, con-
sistencia, textura y color de la corteza), caracteristicas de la
pasta (textura y color), aroma, sabor y aceptabilidad general.
La maxima puntuacién para un queso era 20 puntos reparti-
dos de la siguiente manera: caracteristicas externas 3 pun-
tos, caracteristicas de la pasta 5 puntos, aroma 3 puntos, sa-
bor 6 puntos y aceptabilidad general 3 puntos. Los resultados
se calificaron mediante una prueba de puntos o calificacion
ya que esta es la prueba que frecuentemente se emplea en
los paneles sensoriales [34]. Posteriormente se aplicdé un
analisis de varianza para detectar las diferencias entre los di-
ferentes tipos de queso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y capacidad acidificadora de las cepas

En el medio MRS se obtuvieron 10 cepas que se desig-
naron M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 y M10. En el me-
dio Elliker se obtuvieron 12 cepas que se denominaron E1, E2,
E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9 E10, E11 y E12. En el medio MSE
no se obtuvo ninguna colonia con caracteristicas de Leuconos-
toc. Las pruebas confirmatorias para los géneros solo permitie-
ron ubicar M2 y M10 en el género Lactobacillus y M6, M7, M8,
M9, E4, E7, E8 y E10 en el género Lactococcus.

Todas las cepas escogidas (salvo la designada como ES8)
acidificaron lentamente la leche a 37°C siendo las mas acidifica-
doras las cepas M2, M7 y E10 respectivamente (FIG. 1).

Cuando se compara la capacidad acidificadora de estas
cepas con la presente por ejemplo en cepas comerciales Lac-
to-Labo, se nota que el comportamiento es similar, ademas la
acidez producida por las cepas en los quesos elaborados en el
laboratorio (pH 5,07) es equivalente a la acidez del queso arte-
sanal (pH 5,0) lo que indicaria que estas cepas son adecuadas
desde ese punto de vista para ser utilizadas en un proceso de
fabricacién de quesos frescos [41].

Sensibilidad a antibiéticos

Todas las cepas mostraron resistencia a las concentra-
ciones probadas de Kanamicina. En el ensayo con la Cloxacili-
na, solo M6 y M7 mostraron sensibilidad moderada a concen-
traciones de 100 pg/mL del antibidtico. Mientras que para la
penicilina, la mayoria presentaron gran sensibilidad (TABLA 1).
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FIGURA 1. COMPARACION DE LA CAPACIDAD ACIDIFI-
CANTE ENTRE LAS CEPAS:
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TABLA |
SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE PENICILINA/ STRAINS
SUSCEPTIBILITY TO DIFFERENT PENICILIN CONCENTRATIONS

Penicilina pg/mL

5 25 50 75 100
E10 5 19 25 25 27
M6 5 5 5 11 12
M7 5 6 7 7 16
M9 10 17 21 26 26
E7 5 6 7 7 16
M10 12 12 20 20 20
M8 5 12 23 25 25
E4 10 11 20 20 20
M2 11 13 15 20 22

Los datos indican el diametro (en mm) del halo de inhibicién de
crecimiento.

Al igual que en el presente trabajo, Bayer y col. [1], en un estu-
dio realizado con 40 cepas de Lactobacillus encontraron que
todas eran sensibles a la penicilina con una concentracién mi-
nima inhibitoria tan baja como 0,48 pg/mL. Charteris y col. [9],
trabajando con 46 cepas de Lactobacillus de origen humano y
de productos lacteos y ensayando con 44 antibiéticos, encon-
traron tal y como en el caso reportado en el presente trabajo,
que todas las cepas fueron resistentes a la Kanamicina (30
pg/mL) pero sensibles a la penicilina, salvo 4 de ellas 3 de ori-
gen humano y 1 de origen lacteo que mostraron una resisten-
cia atipica a 10 pg/mL. Estas resistencias podrian haber sido
adquiridas debido a exposiciones in vivo, aunque se carece de
una evidencia conclusiva. En otros reportes sobre la suscepti-
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bilidad de las BAL a los antibiéticos se encontré que ante la
penicilina y otros antibiéticos que afectan la sintesis de la pa-
red bacteriana, la mayoria de los representantes de los géne-
ros Lactococcus y Lactobacillus probados fueron sensibles a
concentraciones entre 0,06 y 16 ug/mL [23].

Los niveles de sensibilidad de las cepas utilizadas como
cultivos iniciadores dependen mucho de cada cepa [21, 46] vy,
la capacidad de resistir ciertas concentraciones de antibioticos
esta relacionada con la presencia de algunos plasmidos en es-
tos microorganismos, aunque también hay evidencias que
esas resistencias pueden deberse a propiedades particulares
de la pared y membrana de esos microorganismos que los ha-
cen impermeables a los antibidticos La adquisicion de estos
plasmidos depende de la presidn selectiva a la que hayan sido
sometidas las bacterias debido a la presencia de los antibiéti-
cos en su habitat (leche) [9].

Las bacterias acido lacticas requieren de condiciones y
medios especiales para crecer, por ello el uso de medios con-
vencionales como Mueller-Hinton para determinar la susceptibi-
lidad hacia los antibiéticos pueden no ser los mas adecuados,
esto es algo a considerar cuando se hacen los ensayos con
BAL y que podria explicar muchos resultados contradictorios
[32]. Siempre genera controversia el escoger una cepa iniciado-
ra entre otras cosas, por su resistencia a los antibiéticos de uso
comun en la ganaderia y la industria lactea, cada dia se en-
cuentran mas cepas de bacterias acido lacticas que muestran
resistencia a los antimicrobianos y hay quien justifica este tipo
de estudio para evitar incluir cepas resistentes en los cultivos
iniciadores, ya que mucha de estas resistencias pueden ser
transmisibles [23]. 30 afios atras no se encontraba resistencia a
los antibiéticos entre las BAL [10, 31, 37], probablemente el am-
plio uso en la actualidad de los antibiéticos, en la medicina vete-
rinaria y la agricultura, contribuiria a la diseminacion de resisten-
cias en nichos ecoldgicos relacionados con el queso.

Las concentraciones de antibiéticos ensayadas en este
trabajo fueron muy altas con relacién a las concentraciones
que normalmente se consideran permisivas en leche [43], asi
en paises como Estados Unidos, al menos para la penicilina
se considera como permitida una concentracion tan baja como
0,01 yg/mL, para la mayoria del resto de los antibiéticos no se
ha determinado cuales son los niveles permisivos en leche.
Sin embargo, se probaron concentraciones mayores ya que
luego de administrar en forma parenteral antibiéticos a las va-
cas, el 0,3% de la dosis suministrada puede detectarse en le-
che, con frecuencia los antibiéticos se suministran directamen-
te en las mamas pudiéndose en ese caso detectar en leche
casi el 100% de la dosis suministrada [43]. Dada la variedad
de antibidticos y concentraciones que pueden ser suministra-
dos al ganado y las diversas formas en que puede hacerse es
dificil determinar con precision las cantidades residuales de
estos compuestos en la leche.

Es posible que la baja sensibilidad sobre todo ante la pe-
nicilina de las cepas aisladas en este estudio, se debe por un

lado a las altas concentraciones que se emplearon y por otro a
la falta de una fuerza selectiva debido a la carencia de antibio-
ticos en la leche, esta suposicion fue confirmada por comuni-
cacion personal del duefio del ganado que produce la leche
para la elaboracién de el queso artesanal de donde provienen
las cepas aisladas en este estudio, quien indicd que casi nun-
ca utiliza antibiéticos para tratar sus animales.

Sensibilidad a productos de limpieza de uso industrial

En la industria de alimentos y por supuesto en la indus-
tria lactea, sobre mesones y utensilios tienden a crearse bio-
films que son un problema serio debido al potencial que repre-
sentan como contaminantes de los productos alimenticios, lo
cual puede llevar a una disminucién de la calidad de los ali-
mentos y constituir un riesgo para la salud. Es por ello que se
emplean detergentes, desengrasantes, tratamientos acidos,
tratamientos alcalinos, productos de amonio cuaternario entre
otros, a fin de obtener la mejor limpieza posible y disminuir to-
dos esos riesgos [18, 19, 33, 45]. Sin embargo, muchas veces
guedan restos de esos compuestos que pueden afectar la via-
bilidad y desempefio de las cepas iniciadoras.

Todas las cepas aisladas en este trabajo fueron toleran-
tes a las concentraciones de los productos de limpieza proba-
das. Solo M7 fue muy sensible al producto clorinado. Es de
destacar que las cepas fueron resistentes incluso a 12 pg/L del
compuesto clorinado, concentracién de cloro en la cual se ha
encontrado sensibilidad en cepas de Lactococcus y Lactobaci-
llus [39]. Sin embargo, en muchos casos los tratamientos se
realizan a concentraciones mayores que las aqui empleadas.
Los tratamientos de limpieza con detergentes y combinaciones
de acidos y cloro son frecuentes para eliminar biofilms en la in-
dustria lactea, asi en Nueva Zelandia en un ensayo a nivel de
laboratorio que reproducia las condiciones de una planta de
productos lacteos, se encontré que un tratamiento acido-alcali-
no (acido nitrico al 0,8% y cloro 200 ppm) reducia la poblacion
bacteriana hasta en 2 unidades logaritmicas [17]. Estos resul-
tados deben interpretarse con cuidado, ya que hay autores
que reportan que la eficiencia de los tratamientos depende del
estado en que se encuentren los microorganismos. Asi, Peng
y col. [38] reportan que B. cereus, una bacteria comun en
utensilios y mesones empleados en la industria lactea, es mas
resistente a un tratamiento con 25 ppm de cloro seguido de
100 ppm de un compuesto de amonio cuaternario cuando se
encuentra como biofilm (donde hay poco efecto sobre la viabi-
lidad) que cuando esta en un estado placténico donde luego
de apenas 15 segundos de tratamiento se provoca una reduc-
cién de mas de 5,0 log CFU/m.

Seleccion de cepas

Las cepas seleccionadas fueron aquellas que cumplian
los requisitos siguientes: buena capacidad acidificadora, resis-
tencia a los antibidticos ensayados y a los productos de limpie-
za. Ellas fueron M2, M6, M10 y E7, en el caso de M2 y M10 a
pesar de que se encuentran entre las mas sensibles a la peni-
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cilina, las mismas se seleccionaron ya que fueron los Unicos
Lactobacilos que se lograron aislar. Es conveniente aclarar
que aunque E10, M9, E4 y M7 se encuentran entre las mejo-
res acidificadoras, no se escogieron ya que las tres primeras
mostraron mucha sensibilidad ante la penicilina y M7 fue total-
mente sensible al detergente clorinado.

Con las cepas seleccionadas se repitieron las pruebas
de sensibilidad pero esta vez determinando cémo los diferen-
tes productos afectaban la capacidad acidificadora de las ce-
pas en leche. De nuevo se constaté que la Penicilina produjo
la mayor inhibicion impidiendo la acidificacion de la leche. Con
los otros dos antibi6ticos se produjo menos inhibicién logran-
dose disminuir el pH de la leche de 6,5 a 6,3. En esta prueba
la inhibicion del crecimiento y por ende de la acidificacién de la
leche por los antibiéticos, es mucho mayor que la evidenciada
utilizando el método del disco, la causa de esta diferencia po-
dria ser que en el método del disco la difusion del antibiético a
través del agar no es efectiva lo que causa una falsa aprecia-
cion de la inhibicion del crecimiento de las cepas.

En relacion al efecto de los productos de limpieza sobre
la capacidad acidificadora de las cepas, en las condiciones de
ensayo no causaron efecto inhibitorio, datos que concuerdan
con los resultados obtenidos en la prueba de susceptibilidad
de las cepas a estos agentes mediante la prueba del disco.

Compatibilidad entre cepas y elaboracién de mezclas
de cepas

Al determinar la compatibilidad entre las cepas que po-
drian integrar un cultivo iniciador, se encontré que todas son
compatibles entre si por lo que no habria problemas al mez-
clarlas. Se prepararon cuatro mezclas de cepas; una que in-
cluyo6 las cuatro cepas (M2-M6-M10-E7) y tres mezclas forma-

metieron a una evaluacién sensorial. En esa evaluacién y a
manera de control se incluyeron dos quesos: uno elaborado
con leche cruda y sin adicién de cepas exdgenas y el artesa-
nal elaborado por el productor de Pueblo Llano. Los resultados
obtenidos en la degustacion (TABLA II) se trataron estadistica-
mente por medio de un analisis de varianza con un nivel de
significancia de un 0,5% (TABLA Illl) el cual mostr6 que no
existen diferencias significativas entre los quesos elaborados
en el laboratorio y los quesos control.

Este resultado es interesante ya que los quesos experi-
mentales elaborados con leche pasteurizada y con las cepas
aisladas en este trabajo demostraron ser equivalentes al ela-
borado con leche cruda. Es bien conocido en el ambito mun-
dial que los mejores quesos se elaboran con leche cruda de
alta calidad, lo que se explica entre otras cosas por la presen-
cia en ella de una compleja flora de microorganismos que se
encuentran perfectamente adaptados a la leche y que con su
actividad fermentativa proporcionan a esos quesos sus ex-
traordinarias caracteristicas organolépticas [7, 11].

Por otro lado, el hecho de que el queso experimental
sea equivalente al artesanal que dio origen a las cepas de este
estudio, indica que las mismas tienen un gran potencial para
su uso a escala industrial con leche pasteurizada. La adicion
controlada de nuestras cepas permitié obtener un producto si-
milar al artesanal. Al parecer los géneros Lactobacillus y Lac-
tococcus escogidos para elaborar el cultivo iniciador son los
responsables mas importantes en proporcionar las caracteristi-
cas particulares del queso en estudio. De todas formas este es

] TABLA Il
ANALISIS DE VARIANZA/ VARIANCE ANALYSIS

das por pares entre M2 que fue la mejor acidificadora y el res- Fuentede ~ Gradode Sumade Cuadrado F valores
to de las cepas, es decir las mezclas: M2-M6, M2-E7 y M2- Variacion liertad cuadrados  medio
M10. Total 29 126,62
Muestras 5 36,77 7,34 2,09
Analisis Sensorial de los quesos Catadores 4 19,51 487 138
Con las cepas aisladas y seleccionadas como iniciado- Error 20 70,34 3,51
ras se elaboraron quesos ahumados. Luego los quesos se so-
TABLA Il
PUNTUACIONES SENSORIALES DE LOS QUESOS/ SENSORY SCORE OF CHEESES
Catadores Quesos
115 535 370 245 320 480
1 15,0 13,25 12,75 16,25 9,75 12,75
2 12,5 11,25 13,75 15,75 15,25 16,25
3 14,5 13,5 15,5 15,0 12,0 12,0
4 16,0 10,5 16,25 16,25 12,5 15,5
5 15,75 11,25 10,25 10,5 11,75 13,5

Quesos: 115= mezcla M2-M10, 535= queso artesanal, 370= mezcla M2-M6-M10-E7, 245= mezcla M2-E7, 320= mezcla M2-M6, 480= queso

elaborado con leche cruda.
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apenas un estudio preliminar y es necesario continuar am-
pliandolo a fin de caracterizar con mas precision, la flora res-
ponsable de proporcionar las caracteristicas organolépticas
del queso andino ahumado, y buscar nuevas cepas con mayor
capacidad acidificadora y mayor resistencia a los antibiéticos.

CONCLUSIONES

La metodologia de aislamiento de la flora lactica utiliza-
da en este trabajo parece indicar que en el queso ahumado
andino ésta esta formada principalmente por los géneros Lac-
tococcus y Lactobacillus.

Todas las cepas acidificaron lentamente la leche. Sin
embargo, la acidez alcanzada en los ensayos es equivalente a
la presente en el queso objeto de este estudio, lo que parece
indicar que, desde este punto de vista son apropiadas para su
fabricacion.

Las cepas presentaron sensibilidad moderada a las con-
centraciones probadas de Kanamicina y Cloxacilina, en tanto
que los niveles de sensibilidad a la penicilina son muy altos.

Las concentraciones empleadas de los productos de lim-
pieza ensayados, no causaron inhibicién sobre la capacidad
acidificadora de las cepas en estudio.

Los quesos elaborados en el laboratorio son equivalen-
tes al artesanal en cuanto a sabor, aroma y aceptabilidad ge-
neral, por lo tanto las mezclas de cepas aisladas son adecua-
das para producir el queso ahumado andino utilizando leche
pasteurizada.
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