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CAPITULO I

INTRODUCCIONW







1.1. GENERALIDADES

Desde el punto de vista fisico la leche constituye un sis
tema complejo, o suspensién coloidal de particulas en una fase -~
acuosa dispersante., Las partfculas estdén constituidas por globu-
los de materia grasa y micelas proteicas; estas Gltimos, a su vez,
estén formadas por la interacciédn de caseinas y de otras proteinas,

entre ellas y con las sales minerales presentes en la fase acuosa.

Cuando los coseinas coagulan, las otras proteinos quedon
en solucidn, as{ como lo lactosa y los soles minerales, constitu-

yendo el suero,

El Cédigo Alimentario Espafiol, aprobado por Orden de 14
de Febrero de 1961 (B.O. del Estado del 21-II) en su articulo -
3.15.26, define el queso como el producto fresco o modurado obte-
nido por separacién del suero, después de la coagulacién de la ~
leche natural, de la desnatado total o parcialmente, nata, suero

de mantequilla o de sus mezclas.

La produccidn quesera se caracteriza sobre todo por su va-
riedad, calculdndose que existen més de mil variedades de queso en
el mundo; teniendo en cuenta que la materia prima es siempre leche
de vaca, oveja o cabra, con aparentemente ligeras variaciones en
su composicidn, la razén esencial de la gran diversidad de quesos

i1

estriba en la multiplicidaod de sus técnicas de elaboracién, Cual-



quiera que sea dsta, la fabricacidn de un queso comprende esencial

mente tres foses (VEISSEYRE, 1980):

La formaciédn de gel de caseina. Es el cuajado o coogulo-

ciép de lo leche.

La deshidratacién parcial de este gel por controccién de
las micelas que lo formon. Es el desuerado de lao cuaja-

da.

Lo maduracidén enzimética del gel deshidratado. Es el ofi
nado o maduracién de lo cuajoda, del que es responsable
en primer lugar la proliferacidn de determinados microor-

ganismos.

Y si bien los coracteristicas fisicas, quimicas y organo-
1épticas del queso, van a depender de la conjunciédn de diversos

factores sobre los constituyentes de lo leche, tales como:

Factores mecdnicos: Agitaciédn y corte de cuajada, pren-

sado, etc.

Factores fisicos: Temperatura, pH, etc.

Factores quimicos y bioquimicos: Concentrocién de Co,

agua y sal en la cuajoda, enzimas de lo propia leche, etc,
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es indudable que los factores de naturaleza microbiagna son los -
principales responsables del proceso de maduracidn, revistiendo
por tanto estos factores una importancia capital para la puesta a

punto de una tecnologia adecuada de fabricacién.

Los quesos espafioles tienen todavia un mercado reducido,
y si bien existen empresas que elaboran importantes volUmenes en
instalaciones adecuadas, de acuerdo con una metdologia basada en
la investigacién aplicada, no son, en muchos casos, representon-
tes de esta ortodoxia las elaboraciones artesanales. La mayoria
de estos quesos fabricados con leche cruda, de buena calidad boc-
teriolégica, resultan con caracteres organclépticos satisfactorios;
sin embargo, es preciso constatar que la pasterizacidn previa de -
la leche es cada vez mds frecuente, evitando los riesgos potencia-
les ocasionados por los gérmenes patdgenos presentes en la leche
cruda, y permitiendo una mayor higienizacidn, y mejor marcha en la
maduracidn posterior bacteriana del queso, mediante la siembra en

el medio de cepas seleccionadas.

Para la obtencién de un queso fabricado industrialmente,
cuyos caracteres se asemejen lo mds posible ol queso artescnal, -
resulta imprescindible el estudio.de la gvolucién y composicién de
su microflora autdéctona, tanto de la responsoble de la maduracién,

como de la indeseable, y la adopcidén de técnicas o procesos que -

favorezcon la primera y eviten la segunda.



El estudio microbiolégico ordenado, consistente en los re-
cuentos, aislomientos y caracterizociédn toxondmico de los microor-
ganismos que intervienen a lo largo de la moduracidn del queso, =
asi como las fisiologfas que determinan su funcionalidad en el pro
ceso, constituye la investigocidédn primaria necesaria poro reprodu-
cir los caracteres de sabor y aroma tipicos del queso artesonal, -

para después elaborar los mismos a partir de leche pasterizada.

El resultado final conducird o lo seleccién de las cepas
mds iddneas paora ser aplicadas en condiciones industrioles, medion
te la preparociédn de un "starter”, "fermento", o "cultivo inicia-
dor", que permita conseguir una tipificacién de la colidod y lograr

una meto de interéds econdmico.

1.2, MICROORGANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA MADURACION DEL QUESO

La leche, dados su composicidén y pH, es un excelente me-
dio de cultivo para microorganismos, reuniendo muchas condiciones

favorables para la vida microbiana.

Existen en ella algunos gérmenes patdgenos, otros que sim-
plemente dificultan la tecnologfa de los productos ldcteos, y, -
otros cuya dindmica biolégico influye marcodamente en los coracte-

risticas organclépticas de cado tipo de producto.
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S8lo en casos muy raros, la leche, incluso la contenida
en la ubre sana del animal, estd libre de gérmenes. Sufre ademds
contaminaciones, mds o menos intensas, en el conducto galactdéforo,
en el orificio externo del pezdn, durante el ordefio y después del

mismo, por contacto con el aire, aparatos y utensilios en generol,

Lo.leche cruda con un contenido en gérmsnesvde 250.000 a
500,000 por ml., se considera en general de buena calidad (DEMETER
y col., 1971). Por tanto, la cudjada es el asiento de poblaciones
microbianas de varias especies, que estdn en constante evolucidn.
Estos gérmenes se multiplican y mueren degradando y consumiendo
algunos componentes de lo cuajada, a la vez que vierten al medio
secreciones celulares; es decir, que actlUan modificando el sustra-

to durante la maduracidén de dos formas esenciales:

- excretondo al medio enzimas extracelulares, y

- liberando por autolisis enzimas intracelulares,

Los sistemas enzimdticos evidenciados en el afinado de -
los quesos estdn formados por: proteasas, lipasas, descarboxila-
sas, deshidrogenasas y fosfatasas, siendo los dos primeros los que
presentan un mayor interés tecnoldgico durante la maduracién, En
esta etapa se van acumulando numerosos contribuyentes del buqué -
del queso (aminodcidos libres, péptidos, aminas, metilcetonas, -
dcidos grasos libres, B-cetodcidos, etc.) que no estaban presenteés

en la leche, o lo estabon en cantidades muy pequefias, y oparecen
A
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como resultado de transformaciones metabdlicas sufridas por la -
lactosa, los lipidos y las proteinas, gracias,principalmente, a lo

accidén de estos exoenzimas y endoenzimas microbianos.

1.2.1. BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lécticas desempefian un importante papel en
la fabricacién del queso, degradando lo lactosa de la leche y -
transformandola, principalmente, en dcido ldéctico. La importancia
de este dcido se pone de manifiesto, no sélo por su capacidad de
coagular la leche e incrementor la accién del cuajo, sino que tom-
bién actda sobre los coracteres fisicos de la cuajada, y por tanto
en la texturo del queso, al favorecer la retraccién del coagulo y

la expulsidn del suero.

La formocién de la cuajada, en la mayoria de las fabrica-
ciones de queso, se logra de una forma mixta, es decir, mediante
lo accién del cuajo sobre la caseina, y gracias a lo ocidificacidn
producida por las bacterias 1l4cticas sobre la lactoso de la leche.
De esta forma, se rompe el equilibrio coloidal de las particulas
de fosfocaseinato cdlcico, precipitando éstas y formdndose un gel

tridimensional que es la cuajadoa.

Pero las bacterias no sélo producen dcido 1ldctico a par-

tir de la lactosa, sino que segln su caracter homo o heterofermen-
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tativo, originan de un B85 a un 95% de este 4cido en el primer caso,
o alrededor de un 50% en el segundo mds cantidades importantes de

[oe) ocetoldehido, etanol, acetoina, diacetilo, etc. Esta distin-

2!
cidn fué primeramente establecida por KLUYVER y DONKER en 1935, vy

estd bosada en el caotabolismo de la lactosa.

Las bacterios l4cticas homofermentotivas utilizan lu via
glicolitica de Embden-Meyerhof, mientras que las heterofermentati-
vas, al carecer de la aldolasa y triosa-fosfoto-deshidrogenasao, -

metabolizan la glucosa siguiendo la ruta de Warburg-Dickens.

Estas bacterias forman un grupo heterogéneo que presenta
caracter{sticas generales, como ser: Gram positivas, catalaso ne-
gativas, no esporuladas, microaerdfilas 6 anaerobias facultotives,
y fermentadoras de czudcdares en condiciones diversas, respondiendo

a dos tipos morfoldgicos principales: cocos y bacilos.

I.2,1.1. COCOS LACTICOS

La flora dominante al comienzo de la maduracidn de 1los que
sos suele estar formada por estreptococos ldcticos, pudiendo alecan

zar, e incluso sobrepasar, la cifra de 10° gér/g. {LENOIR, 1962).

Especies importantes de cocos ldcticos homofermentativos

encontrados son Streptococcus loctis y Streptococcus cremoris, -

“




responsables del proceso de acidificacién inicial (COLLINS, 1962),
con caracteres fisioldgicos similares, y que intervienen en casi

todas las variedades de queso de pasta no cocida (ORDONEZ, 1975).

Los lueconostocs y estreptococos ldcticos heterofermenta-
tivos tombién estdn presentes en 1o mayoria de las cuajadas, pero

en poblaciones sensiblemente inferiores. Streptococcus diacetiloc-

is y Leuconostoc citrovorum pueden participar en el desarrollo

de los aromas por su capacidad de producir dcidos voldtiles, ace-
toina y diacetilo. Este Ultimo producto, sustoncia de alto poder
aromdtico, participo en el buqué caracteristico del queso Cottoge,

en tanto que resulta indeseable para otros tipos de quesos.

Los especies Leuconostoc lactis, Leuconostoc dextranicum,

y Leuconostoc mesenteroides, intervienen originando la formacidn

de "ojos" en el queso de Roquefort, permitiendo la instalacién en

ellos de Penicillium rogueforti, moho totalmente necesario para el

buqué caracteristico de este queso (DEVOYOD y col., 1972). No obs
tante, estas especies, pueden provocar el agrietamiento de los que
sos cuando sus poblociones aglcanzan cotas muy altas (OVERCAST y

ALBRECH, 1952).

En los quesos de pasta cocida, intervienen en la maduracidn
estreptococos ldcticos homofermentativos terméfilos, odquiriendo -

gron interés Streptococcus termophilus en la elaboracidén del queso

Emmental.
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En cuanto al género Pediococcus, sus especies constituyen
el grupo de gérmenes ldcticos menos estudiodo en la moyoria de los
quesons (NUﬁEZ. 1976). La importoncia relativa de este género en
la maduracién de los quesos Cheddor y Parmesano ha sido discutida

por FRYER y SHARPE (1966), y BOTAZZI (1959, 1960), respectivamen-

te, representando Pediococcus cerevisige solomente el 1% de la flo
ra "no starter™ en el queso citado en primer lugar, y que fué ela-

borado con un "starter"™ en el que dicha especie no figuraba.

I.2.1.2, LACTOBACILOS

Parte integrante de la flora habitual de todos los quesos,
con participaciédn imporiante en la evolucién durante la maduro-
¢idn, son las distintas especies del género Lactobacillus., Sus

especies mesdéfilas -Lactobacillus casei y Loctobacillus plantarum-

proceden de la contaminacién de la leche y la cuajada (NAYLOR y
SHARPE, 1958), y constituyen la flora principol ©n la dltima eta-
pa de la maduraciédn en los quesos de pasta no cocida, contribuyen-
do con sus proteasas y peptidasas a la proteolisis acaecida duran-

te el afinado.

Las especies terméfilas -Loctobacillus helvéticus y Lac-

tobacillus bulgdricus~- se incluyen en los fermentos ldcticos pa-

ra los quesos de pasta cocida, incrementando la acidificacién du-

rante el prensado de la cuajoda, e interviniendo a veces en gsocia
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ciones simbidticas con Strebtococcus terméphilus.

Otra misién o destacar en el género Lactobacillus es que
la bojada de pH, inicialmente originada por 1la accidn de los co-
cos lécticos, y continuada por la acidificocidén mds tardio de es-
te género, ejerce una occidn inhibidora sobre microorganismos in-

deseables que proliferon en torno a la neutralidad ~Staphylococcus

aureus y Clostridium butyricum.

I.2,2. MICROCOCOS Y ESTAFILOCOCOS

Lo presencia de micrococos ha sido puesta de manifiesto en
numerosos quesos desde que EVANS y col., (1914) 1los aislaron e
identificaran en el queso Cheddar, llegondo incluso a constituir

Micrococcus caseolyticus y Micrococcus conglomeraotus, la flora do-

minante de la corteza del queso Camembert (LENOIR, 1962),

En el queso Manchego, la epidermis de la ubre del animol y
los establos, son fuentes de contaminacidn de micrococos de la le-
che de oveja (NUNEZ, 1976). Debido G su coracter haléfilo también
estdn presentes en la saolmuera, pasando posteriormente a los que-
sos, e interviniendo en 1o maduracién de los mismos con activida-
des proteoliticas y lipoliticos demostrados (ALFORD y FRAZIER, -

1950).
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Otras veces, pueden alterar las rutas metabdlicas de gér-
menes asociados, como ocurre con los micrococos caseoliticos del
queso de Roquefort, que inhiben lc_produccién de 002 a cargo de
los leuconostocs (DEVOYOD y col., 1972). Sin embargo, a pesar de
estar presentes en los quesos fabricados con leche cruda, no exis~
ten estudios en profundidad sobre estos gérmenes; y como lus opi-
niones sobre sus efectcs favorables o desfavorables en la madura-
¢cidén son contradictorias, no se ha contemplado la posibilidad de
incluirlos en los "starters" empléodos para 1las fabricaciones con

leche pasterizada,

Las bacterias del género Staphylococcus, aunque se encuen-

tran en nichos ecoldgicos muy diversos, con frecuencia acompafian
a los micrococos en los productos ldcteos (ABD-EL-MALEK y GIBSON,

1948).

En la leche de oveja cruda, v en la cuajuda del queso Ro-
quéfort, se han encontrado poblaciones de estafilococos coagulasa
positivds de hasta 106 gér./ml., desapareciendo después de la préc

tica del salado (DEVOYOD, 1969).

Los estafilococos coagulasa negotivos, debido a sus escasas
actividades lipoliticas al pH del queso, y a su potencialidad de
producir enterotoxinas (THATCHER y SIMON, 1956), se consideran -
gérmenes sin interéds tecnoldgico para la fabricacidn de los quesos,

e incluso peligrosos.



1.2.3. ENTEROCOCOS

Las especies de este grupo son colonizadoras haobituales

del tracto intestinal del hombre y los animales.

Debido o su cardcter termoestable aparecen, no sélo en la
leche cruda, sino tombién en la pasterizada y en la leche templa-
da de queseria, Presentes en todos los quesos se caracterizan por
su holotolerancia, termoresistencia, y actividad proteol{tica; de-
bido o estos propiedades su contribucidén o 1o maduracidén de los -

quesos ha sido estudiada ampliamente.

Las especies encontradas con mayor frecuencia son Strepto-

coccus faecalis y sus variedades, y Streptococcus durans (CLARK

y REINBOLD, 1967).

La siembra de Streptoccoccus faecalis, asociodo a estrep-

tococos ldcticos, en la leche de queseria, y el estudio de la mao-
duracidén del queso Cheddor, fueron reolizodos por DAMLBER y KO-
SIKOWSKI (1948), comprobando el favorable desarrollo del aroma y

el acortamiento en la modurocidn del gqueso.

También Streptococcus faecalis y Streptococcus durans se

han usado en la fabricacidn acelerada del queso Cheddar (MABBIT,

1961), y solamente Streptococcus durans se incluyd en un “"fermento"

para acelerar la maduracidn del citado queso en Australia (VEISSEI-

RE, 1976).
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ORDONEZ (1974), cita como gérmen principal y responsable
de la proteolisis y caracteres organolépticos del queso tipo Ulloa,

a Streptococcus foecalis var, liquefaciens, y postula lc convenien

cia de usar, para la fabricacidén de este tipo de queso con leche

posterizada, un "fermento®™ constituido por Streptococcus lactis,

Streptococcus cremoris, Lactobacillus plantarum, y Streptococcus

faecalis var. liquefaciens.

La capacidad de Streptococcus faecalis para estimular el

crecimiento de los bacterias ldcticas tombién se ha puesto de ma-
nifiesto, como consecuencia de la liberacidén de aminodcidos, gra-
¢cios a su actividad proteolitica sobre las caseinas de la leche

(DEVOYCD y col., 1970).

I.2.4. LEVADURAS Y MOHOS

Dentro de la omplio goma de productos ldcteos existente,
solamente en los quesos intervienen a la vez levaduras y mohos,
Las levaduras estan presentes en gran ndmero de variedades, cons-
tituyendo parte de la flora secundaria, a la vez que juegan un -
papel en los equilibrios microbianos, participondo también en las
modificaciones bioquimicas que tienen lugar en el curso del afing

do.

De acuerdo con SCHMITD y LENOIR {1978), el estudio de la
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flora de levaduras de los quesos fué iniciodo por DUCLAUX (1883),
y continuado o lo lorgo de los ofios por otros investigodores: MAZE
(1910), HAMMER (1926), TRUPER (1928) etc. No obstante, no se de-
terminabon las especies, ni se indicaba el papel de las mismas ni

su contribucién @l afinado de los quesos.

INIGO y ROSSI (1957), estudion la flora microbiana espon-
tédneo que aporece duronte lo fabricacién de la "Mozarella" italiao-
na, a fin de poner de manifiesto qué especieg predominon, y cuales
son mds activas en la tronsformocién bioquimicao del producto. Con
anterioridad NELSON y BABEL (1947), considerando 1o importancio de
las levaduras en el queso, ponian en préctica la adiciédn de una es

pecie, Mycotdérula (Candida) lipolytica, a la preparacién de los -

productos de pasta blanda,

En los Ultimos ofios, el estudio de la flora de levaduras
en numerosos quesos-Saint Nectaire (DALE, 1962), Saint Paulin
{DUCASTELLE y LENOIR, 1965), Robiola (BODINI y col., 1969), Roque-
fort (DEVOYOD y SPONEM, 1970), Contal (MILLET y col., 1974) etc.,
estdn progromados en base a la identidad, evolucidn, y fisiologia

de las especies en el curso de la moduracién.

Los levaduros ejercen, por consumo de dcido ldctico, una
accidn neutralizante que focilita la instalacidn en el queso de
una flora menos acidéfila. Ademds de este efecto sobre el pH, -

producen en el curso de su crecimiento, o durante su propia lisis,
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sustancias estimulantes para otros grupos microbianos (DEVOYOD y

DESMAZEAUD, 1971),

Debido a sus actividodes enzimdticas, participan en la pro-
teolisis, lipolisis, y produccidn de compuestos aromdticos o de sus

precursores. Exopeptidasas de Kluyveromiceé lactis han sido par-

ciolmente purificodas y caracterizadaos por DESMAZEAUD y DEVOYOD

(1974),

CARINI y RESMINI {1968) observon que Torulopsis sphaerica

degroda la caseina B , en tanto que Torulopsis candida atoca a las

dos caseinas a y B .

Referente a sus actividades lipdsicas, CARINI y col., -

{1975) demostraron que cepas de Candida, Torulopsis, Debaryomyces,

y Criptococcus, cultivadas en leche a 15°C. liberan écidos grasos
de cadena cortao, en tanto que a 30°C 1os dcidos liberados son de
cadena larga, Estas actividades han dado lugar a que se adicionen
levaduras a la leche de partida para la fabricacidn de quesos, de-
mostrdndose por MAXA y JICINSKY (1956), PROOKS y col., (1959), y
DEVOYOD y SPONEM (1970), la influencia favorable de las levaduras

en el desarrollo del aroma de los quesos de cuajada prensada,

Los mohos, presentes y protagonistas en la maduracién de
algunos quesos, resultan, bien por la adicidén de fermentos fdngi-

cos, como en los quesos tipo Camambert o Roquefort (Penicillium
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caseicolum y Penicillium roqueforti respectivamente, o bien por

la aparicidn natural de una flora superficial.

Lo especie mds frecuentemente identificado en la corteza

de los quesos es probablemente Geotrichum candidum, que oaporece en

el Comembert (JACQUET y LENOIR, 1969), Robiola (CARINI y col.,
1970), Quargel, Tilsit, Bel Paese, Romadur (PETRICIC, 1959-1960).

Asimismo, los géneros Penicillium, Mucor, y Cladosporium aparecen

sistemdticomente en la superficie del Soint-Nectaire (DELESPAUL vy

col., 1973), y del Talegio (OTOGALLI y GALLI, 1972).

A pesar de que la participacidn de levoduros y mohos en
los fendmenos proteoliticos y lipoliticos ha quedodg demostrada
(LENOIR, 1962; LAMBERET y LENOIR, 1972), su papel en la maduro-
cién queda en gran parte ligodo al empirismo, resultando dificil
su control. Es necesario, por tonto, un mejor conocimiento de es-
ta floro secundaria, y una seleccidn racional de los cepos, que -
permito orientar y controlar mejor los procesos microbiolégicos y

bioguimicos durante la maduracidn de los quesos.



1.3, EL QUESO DE MAHON

El queso de Mahdén es un tipo de queso elaborado exclusiva-
mente en Menorca, lo que le confiere particulares caracteristicas
debido a la determinacién geogrdfica de la isla, que propician una
agricultura y ganaderias peculiocres y dificiles de reproducir fue-

ra de este entorno.

Este queso se elabora a partir de leche de vaca, mezclada
ocasionalm;nte con un 4-8% de leche de oveja. Se péesentu en pie-
zas cuadrangulares de cantos y aristas redondeados, formo que ad-
quiere al prensar la cuajada con un lienzo, o "fogasser", atado
por sus cuatroe puntos.v Su peso suele oscilor de 2 ¢ 4 kilos por
pieza, y sus dimensiones oproximadas de 20 a 25 cm., por 10 o 15

cm, las caras planas, y de 6 a 9 cm, de alturau,

Cuando el queso es tierno, tanto la corteza como la posta
son blancas., A partir del mes de maduracién la corteza amarillea,

pero la pasta conserva su color blanquecino.

Los "ojos" se encuentran localizados en el centro de la
masa, de aspecto mate, forma irregular, y tamafio que oscila entre

el grano de arroz y el garbanzo.

El queso tierno, o "novell”, es el recién solido de sol-
muera, Colocdndole en lugares bien ventilados, se orea, si su des-
tino va a ser para queso fundido. Si se destina a la maduracién,
se le unta con una capa de aceite de oliva para su mejor conser-

vacién,
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Cuando yo tiene un hes, obtiene el gusto caracteristico
del queso mohonés, ligeramente dcide y cremoso. El queso més apre
ciado es el de tres o cuatro meses de maduracién, cuando comienza
a adquirir las caracteristicas del queso fuerte pero sin llegar o
serlo: algo salado, un poco picante y duro al diente, pero desha-

ciendose en el poladar,

El queso viejo o aflejo -el periodo de maduracidn puede
llegor a un mdximo de doce meses- es el queso espafiol mds idéneo
parao rallar; debido a su textura, el queso extranjero mds pareci-

do a éste es el parmesano.

En cuanto a su composicidén media, el contenido en graso
del extracto seco suele ser del 45%, siendo su microbiologia to-

tolmente desconocida.

Su Denominacidén de Origen ha sido aprobado recientemente
por el Ministerio de Agriculturao con carécter provisional (B.O.

del Estado n? 1, Enero 1981, O.M. del 12 de Noviembre de 1980).

I1.3.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y EVOLUCION DE LA PRODUCCION

Los primeros antecedentes de la elaboracidédn del queso de
Maohdn se remontan al afio 1360, durante los reinados de Jaime I y

Pedro 11, segin lo atestiguan documentos cotalones conservados en
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el Archivo de la Corona de Aragdn.

Durante la domipacién inglesa de la isla en 1783, tiene
lugar una doble potenciacidén que caracterizard el futuro de la es=
tructura produétivo de la isla: un régimen de aparceria como so-
lucidén a la propiedad y trabajo de la tierra, y una creacién de

trabojo familiar en talleres artesdnos.,

Avanzado el siglo XVI1I, se logra un aumento espectacular
en la produccidén lechera, debido a la introduccién del cultivo de
la zulla por parte de los ingleses, y a sus grandes producciones
forrajeras (90.000 kg/ha. de forraje verde cada dos cfios, o 1o que

es lo mismo, 45.000 kg/ha. aRio de secano).

A finales del siglo XIX, el incremento de estas produccig
nes dié origen a que la produccidn de queso llegara a ser una de
las principales riquezas econdmicas de la isla, exportandose ya,

en 1901, mds de 150.000 kg. de queso de Mahén.

Durante 1962, se fabricaron 2,240,000 kg. de queso y 5,000
kg. de mantequilla, estando motivado este aumento por lo raciona-
lizacidn de la ganaderia y la agricultura en la isla y en tode -~

Espaiia,

Aunque no disponemos de datos muy concretos, en 1979, se-
gln el Boletin Mensual de Estadistica Agroria correspondiente a

Febrero de 1981, se superaron las 3.500 T. de queso exclusivamen-

¥
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te de tipo Mahén, cifrdndosé la produccién totol de quesos espafio-

les fabricados con leche de vaco en 80.671.000 T,

La cantidad media de queso de Mahdén, eloborada anuclmente,
segln 1la 22 edicidn del Catdlogo de Quesos Espafioles del Ministe-

rio de Agriculturo,asciende a 3.000 T.

1.3.2. ELABORACION ARTESANAL

La produccidn de queso en Menorca tiene lugar en las pro-
pias fincas ganaderas, existiendo actualmente en la isla cerca de

novecientos "llocs" que elaboran queso artesano.

La época de elaboracién va de Septiembre a Junio, debido
a que, por su clima y pluviosidad, la mejor época de pastos coin-

cide con estos meses.

De la produccién total, un 75% aproximodamente se destina
; la elaoboracién de queso fundido; el resto se comercializa o tra
vés de la dnica queseria que existe en lo isla, representando lo
alternativa industricl; esta firmo comprao el queso artesono y lo
modura en sus cavas junto o lo produccién propic comerciolizando
después toda ella. Por Udltimo, una pequefiisima porte, queda des-
tinada al consumo de propietarios y colonos, existiendo también

algunos mayoristas que suministran queso o todo la islo.



Esto elaboracidén la llevon a cabo los payeses, normalmente
después del ordefio de la tarde, usando utensilios peculiares y es-

pecificos de la técnica quesera,

En una "alfabia”" -recipiente de barro a modo de cuba- se
deposita la leche, y o continuacidén el cuajo, que todavia en algu-
nas explotaciones se prepara horas arites macerando en agua hojas
de alcachofa silvestre. Transcurridos tres cuartos de hora aproxi
madamente, la leche ha cucjado, y con la mano, se desmenuza la cua
jado hasta obtemer granos del tamafio de un gorbanzo. La maso cua-
jodo se recoge en lienzos -"fogasser"- apretando con las manos
para que escurra el suero a su través. Después de este escurrido
manual, se ata el lienzo por sus cuatro puntas, y se somete a un
prensado gradual de dos o tres horas, con tablas y pesas, hasta

que el queso adquiere su forma definitiva,

Acabado el prensado se depositan las piezas en 1la "salera",
cuyo densidad se considera correcta cuando depositando en ells un
huevo, lo circunferencia de la parte del mismo que flota, es apro

ximadamente igual a lo de una moneda de diez duros.

A las 48 horas, los quesos se ponen a madurar en estantes
con cafiizos, dispuestos a tal fin en la misma habitacidén donde ha

transcurrido la elaboracidén.

Periddicamente se observon las piezaos de queso, tratando

de evitar la aparicidn de mohos =-"floridura®- en la corteza.
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Cuando ha transcurrido un mes de maduracién, se unta lo

corteza con aceite de oliva o mantequillao de voca,

para que no se

reseque en exceso, y pueda discurrir normalmente el afinaodo.

I.3.3.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FABRICACION

Las coracteristicas generales de la fabricacidn del queso

de Mahdn, segiin COMPAIRE (1969), son las siguientes:

Leche

Acidez

Grasa
Calentamiento
Adiciones
Colorantes
Fermentos

Temperatura de
Coagulacién

Tiempo de
Coagulacidn

Desuerado
Tomafio del corte

Moldeado

De vaca, a veces 4 a 8% de oveja
Normal

Leche entera, rica en grasa

A 30°C

Cuajo en polvo

No

No

30%

45 minutos

Con lira a mano

Garbanzo

Tomondo la caontidad necesario pora un queso,
se introduce en un lienzo sostenido por las

puntas, y colocdndole sobre una mesa se aprie
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ta con una mano; atandose de forma peculior

se procede al prensado.

Salazdn En solmuera durante 48 horas,

Madurocidn En cavas a 18°C y 80% de humedad relativa, du-

rante tiempos distintos segin tipos.
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CAPITULO II

EVOLUCION DE LA MICROFLORA A LO LARGO DE LA MADURACION
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II.1. INTRODUCCION

La importancia del estudio evolutivo de los diferentes mi-
croorganismos presentes en los quesos, y de su participacién acti-
va duronte los procesos de degradacién de la moteria nitrogenado,
qued$ establecida a primeros de siglo a raiz de los trabajos de
FREUDENREICH (1901-1902), ORLA JENSEN (1905-1906) y MAZE (1910),
si bien no era todavia bien conocida la acciédn ejercida por cada

grupo microbiono,

Evidentemente el popel primordial en la elaboracién del
queso lo ejerce la flora ldctica, habiéndose demostrado que en nu-
merosas variedades de quesos franceses, elaborados artesancalmente,
las cualidades organolépticas provienen de leches con una impor-
tante carga microbiona de gérmenes ldcticos (CHAZAUD, 1977); y aun
que el ritmo de crecimiento inicial de los mismos es mds rdpido -
que 8l del resto de los ortros grupos microbianos, también estos
alcanzan importantes poblaciones numéricas en la cuajada, persis-
tiendo algunos hostu los Gltimos estadios de la moéurocién, 1o que

pone en evidencia su participociédn en este proceso.

El presente capitulo estd orientado haciac el conocimiento
de la evolucidn en las poblaciones numéricuas de bacterias ldcti-
cas {estreptococos y lactobacilos), enterococos, coliformes, mi-
crococos y estafilococos, y, levaduras'y mohos, a lo largo de -
cuatro meses, periodo en el que se ha estudiado lo maduracidén es-

Al

pontdnea del gueso de Mahén artesanal.
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I1.2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

11.2.1. TOMA DE MUESTRAS

Se han estudiado tres lotes de queso de Mahén artesona-
les, de distintos fabricantes y elaborados con leche cruda, proce-
dentes de tres fincas gonaderas de lo isla de Menorca, situadas en

los términos municipales de Alayor, Ciudodela y Mahén,

La Figura 1I1.l. recoge la superficie media de la explo-
taciones ganaderas de la islo, y la localizocién geogrdfica de las

tres fincas visitadas para la toma de muestras.

En cada una de las tres queserios, se tomé una muestra de
leche recidn ordefiada {ordefioc manual), una muestra de cuajada, vy
una muestra de ﬁuesé recién salido de salmuera. Los muestros de
leche se tomaron convpipetus estériles de 10 ml., los de cuajada
con espdtulas de acero y placas de Petri estériles de 90 mm, de -
didmetro, y los de queso con socabados estériles de acero inoxido-
ble, Con éstos se extraen, en sentido vertical, cilindros de que-

so del interior con altura y peso variables.

Todas estos muestras se transportaron en nevera a un la-

boratorio de Alayor donde fueron efectuadas los primeras siembras.

Finalmente, cada mes, se han recibido tres quesos proce-

dentes de los mismas fincas y eloboraodos los mismos dios que los
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FIGURA II.1. DISTRIBUCION MUNIC;PAL DE LA SUPERFICIE MEDIA {Ha).
DE LAS EXPLOTACIO&ES GANADERAS DONDE SE FABRICA
QUESO PAYES,
LOCALIZACION DE LAS FINCAS DONDE SE HAN TOMADO

LAS MUESTRAS.

Mercadal (108,1)

Ciudadela (42,0)

Ferrerias (78,5)

Alayor (32,7) 4 Mahén (31,6)

Villacarlos
(13,1) -

San Luis (15,6)

Finca n? 117: SON-~-MARCH
Fabricocidn n2 2

Finca n? 3: BENI-AIXA

Finca n? 79: SON-CAM
Fabricacidn n? 1

ISLtA DE MENORCA

Fabricacidn ne?
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de las primeras muestras, con el fin de seguir 1o evolucién de 1la
microflora en cada lote o serie, durante un periodo de cuatro me-

ses.

11.2.2., SISTEMATICA OPERATIVA DE LAS SIEMBRAS, RECUENTOS Y AIS-

LAMIENTOS

11.2.2.1. SIEMBRAS EN PLACA

Las muestras de leche fueron diluidas ol 1/10 en solucién
estéril de Ringer 1/4 (WILSON, 1935). Laos suspensiones originales
de laos muestras de cuojada, se obtuvieron adicionondo 10 gr. de -~
las mismas o una solucién estéril de 90 ml. de citrato sdédico al
2%, previamente calentodo a 4500, y triturdndolas a continuacién
en homogeneizador Virtis. Igualmente se operd para obtener las -

suspensiones originales de las muestras de Queso.

La preparacién de diluciones decimales tiene por finoli-
dad realizar, escalonadomente, diluciones del producto para logror
su posterior recuento microbiono. La técnicao empleoda ha sidd lo
siguiente: Afadir 1 ml. de leche, suspensién de cuojada, o sus-
pensién de queso, @ un tubo que contenga 9 ml. de diluyente esté-
ril, agitor. De esto mezcla se toma 1 ml., y se ofiade o un nuevo
tubo conteniendo 9ml. del mismo diluyente estéril, repitiendo lo

operacidn hasta preparar un banco de diluciones en funcién del nd-



- 29 -

mero de gérmenes viables esperados,

De cada diluciédn se sembrd$ 1 ml. en placas Petri estéri-
les, ofiadiéndose a continuacién los medios de cultive segin la se
lectividad de los microorganismos. Estos medios han sido los si-

guientes:

Agar Elliker (ELLIKER y col., 1956). Se utilizé para el
cultivo y aislamiento de estreptococos, especialmente re-
comendado para estreptococos ldcticos (DEMETER, 1969%9),

Periodo y temperatura de incubacidn: 48 horas a 32°C.

Agar Rogosa (ROGOSA y col., 1951). Medio selectivo séli-
do para el cultivo de lactobacilos, modificado por MABBIT
y ZIELINSKA (1956).

Periodo y temperatura de incubacién: 48 horas a 32°%.

Agar m-Enterococcus (SLANETZ y BARTLEY, 1957). Medio se-

lectivo usado para el recuento y cultivo de estreptococos
del grupo fisiolégico Enterococcus.

Periodo y temperaturo de incubacién: 48 horaos a a5°¢,

Agar Manitol-Salt (CHAPMAN, 1945). Para el cultivo y

aislamiento de estafilococos y micrococos.

Periodo y temperatura de incubacién: 48 horas a 37°C.
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Agar Desoxicolato, Para el cultivo y aislaomiento de bac-

terias coliformes, especificado en el "Standard Methods
for the examination of Dairy Products™ (1948).

Periodo y temperatura de incubacidn: 24 horas a 37%.

Agar OGGA (MOSSEL y col., 1962). Para el cultivo y ais-
lomiento de mohos y levaduras,

Periodo y temperaturo de incubacidn: 48 horas o 27%.

La preparocidn de todos estos medios se efectud de gcuer-
do con las instrucciones de las casas suministradoras (Difco y
Oxoid), realizando las esterilizaciones en autoclave SELECTA -

AUTESTER mod. 437 G.

Una vez realizadas los siembras y solidificados los me-
dios, fueron puestas a incubar las placas invertidas, habiendo te-
nido previomente la precaucién de agitorlas con movimiento de rota
cién uniforme, para asegurar una distribucidén homogénea de los mi-
croorganismos en el médio, siguiendo las normas de la Fédération
International de Loiterie-International Dairy-Federation (FIL -

IDF), 3:1958.

II1.2.2.2, RECUENTO DE MICROORGANISMOS VIABLES

El recuento de colonias se efectud, una vez transcurri-

dos los periodos de incubaciédn, y observado el oportuno creci-
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miento de los mismas, en aquellas placas en que se desarrollaron
entre 30 y 500 colonias, siguiendo tombién las recomendaciones de

la norma FIL-IDF, 3:1958.

I1,2.2.3. AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS

El aislamiento se llevé a cabo tomando con aguja de pla-
tino de 20 o 25 colonias bocterianas, y de 10 a 12 colonias de le-
vaduras, en cada una de los placas apropiadas para el recuento. A
continuacién, se traspasaron a tubos de ensayo con caldo de la mig
ma composicidn que las placas de procedencia. Despuds de su incu-
bacidn y crecimiento fueron congelodas y liofilizadas en liofili-

zador General-Genevec GDU-15, para su posterior taxonomio,
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11.3. RESULTADOS

Las Tablos II.1, I1.2, y II.3, muestras los resultados

de los recuentos de gérmenes viacbles estudiados o lo 1largo de

lo modurocidén del queso de Mahén ortesanal en las fabricaciones

ndmeros 1, 2 y 3 respectivamente.

En cada tabla se representa el n? de gérmenes/ml. de le-

che 6 n® de gérmenes/gr. (cuajaodo y queso), frente a tiempo en -

Las Figuras 1I.2, II.3, y 11.4, muestran lo evolucién de
lo flora microbiona del queso de Mahdén artescnal estudiada a lo
largo de cuatro meses de moduracidén, en las fabricociones ndmeros
1, 2 y 3 respectivamente. Se representa en ordenadas el logarit-
mo del nUmero de gérmenes/g. y en abcisas el tiempo en dfas, has-
ta el total de 120 dias, perfiodo final de la moduracién espontdnea

estudiada.

Los grupos microbianos investigados, las cotas mdximas
alcanzadas por cado uno, y el momento en que se consegufun esos

valores, han sido los siguientes:

Para la fabricocidn n? 1

Estreptococos: 5,7 x 109 gér./qg. a los 30 dios

Lactobacilos : 3,5 x 10° gér./g. a los 30 dias



Enterococos H 4,7 x 10
Micrococos

Es:ufilococoz ‘ 1.2 x 106
Coliformes : 3,0 x 107
Laovaduras : 6,1 x 105
Mohos H 2,1 x 105

Para la fabricacidén n? 2

éstreptococos H 3,0 x 109

Lactobocilos 1,4 x 108

Enterococos : 1,9 x 108
Mzcro?ocos y 4,0 x 106
Estafilococos
Coliformes : 5,0 x 106
Levaduras H 5,9 x 106
Mohos : 4,0 x 104
Para la fobricacién n2 3
Estreptococos : 1,7 x 109
tactobocilos 5,4 x 108
Enterococos H 2,7 x 108
Micrococos y 6
: (o]
Estafilococos 2,7 % 3
Coliformes H 7,9 x 107
Levaduras H 1,1 x 105
Mohos : 2,0 x 104

gér./q.

gér./q.

gér./g.
gér./g.

gér./g.

gér./g.
gér./g.

gér./g.
gér./g.

agér./g.
gér./q.

gér./g.

gér./qa.
agér./g.

gér./g.
gér./g.

gér./g.
gér./g.

gér./qg.

a los 30 dias

a los 30 dias

un dia
un dia

en la cuajada

un dia
un dfa

en la cuajada

un dia
a los 30 dias

a los 30 dias

un dia

un dia
a los 30 dias

un dia
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11.4. DISCUSION

En la fabricaciédn n? 1 se observa que la méxima corcentra-
cidén de gérmenes, en todos los periodos analizados o lo largo de
la madurocidn, corresponde a los estreptococos que creciersn en
Agar Elliker. Sus fracciones cuantitativaomente mds importantes,
asi como las de los loctobacilos, se alcanzan & los treinta dias
de maduracidn del queso, sufriendo posteriormente un ligers y pou-

latino descenso en el curso de la misma,

Los coliformes, que constituyen un indice de la colidad e
higiene sanitaria del queso, estdn presentes en la leche, y alcon-
zan su méximo numérico en el queso de un dia, decreciendo a conti-
nuocién hasta desoparecer en el queso de cuatro meses, resultados
concordantes con los obtenidos en el estudio del queso Manchego

artesanal (NUNEZ y col., 1976).

Micrococos y estafilococos estdn presentes en la leche, -
agumentondo su ndmero en ld cuajoda y después de 1o salmuera, posi-
blemente debido a su cardcter halotolerante. A partir del queso

de un dia su ndmero permanece prdcticomente constonte,

Levaduras y mohos presentan concentraciones mds reducidas
que el resto de la floro microbiana. E1 nidmero mdximo de levadu-
ras lo presenta el queso de un dia, y el de mohos, la cuajade, -

descendiendo durante el afinado, y no detectdndose levaduras en -
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los quesos de tres y cuatro meses, Esga evolucién de levaduras

difiere sensiblemente con la de otros Qipos de quesos, en-parti-~
cular el Camembert artesanal (SCHMITD y LENOIR, 1978) en el que
se alcanzan hasta lO? levaduras/g. a los treinta dfios de modura-

cién,

En la fabriacién n® 2, lo flora ldctica domina en todas
las etapas, alcanzando los lactobacilos 5,6 x 1O6 gér./g. a los
cuatro meses de maduracidén. Es interesante hacer notar que en -
otros tipos de quesos =-Saint Paulin (DUCASTELLE y LENOIR, 1965),
Roquefort (DEVOYOD, 1970)~ 1los luctobacilos sélo representan una

fraccidn escasa de la microflora total.

A la flora léctica, sigue en importancia numérica entero-
cocos y coliformes, Estos Ultimos, no estdn presentes al final
de la maduracién, mientras que los tasas de enterococos se mantie
nen importantes (1,7 x 105 gér./g.) hasta en el andlisis efectua
do en el queso de cuatro meses. De forma similar transcurre 1la
evolucidn numérica de enterccocos en el queso de Roquefort, alcan
zdndose en éste, 27 x 106 gér./g. a los cien dias de afinado

(DEVOYOD, 1969).

Micrococos y estafilococos aumentan considerablemente -
después del salado, permaneciendo hasta el UGltimo estadio anali-
zado en cotas prdcticomente constantes. La evolucidén de estas -~

bacteriaos haléfilas es similar o la encontrada en el estudio del
A
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queso Manchego artesanol (ROMAN, 1975).

Levaduras y mohos, al igual que en la tabricacidn ndmero
1, se presentan numéEicomente inferiores al resto de los grupos -
Eacterianos. Las primeras proliferan activamente en el queso de
un dia, a continuacidn disminuyen a lo largo de la maduracién,

desapareciendo al final de la misma.

En la fabricaciédn n? 3, lo proliferacidén moyor de gérme-
nes en el curso de la maduracidn, estd a cargo de estreptococos
y lactobacilos, dominando los primeros en los estadios iniciales,
y tendiendo o igualarse ambos numéricomente ol final de los cuo-

tro meses,

Esta fabricacidn presenta la fraccidn cuantitativomente -
mds importante de enterococos, persistiendo por su tolerancia a
la acidez y cdardcter haléfilo, hasto los cuatro meses de afinado,

periodo en que olconzan una cota de 5,6 x 106 gér./g.

La evolucidn de coliformes y bacterias haléfilas-microco-
cos y estafilococos- es similar o la de los fabricaciones anterip
res, tendiendo a desaparecer los primeros en los Ultimos estaodios,
y monteniendose los segundos prdcticamente constantes en los dos

Ultimos periodos.

Levaduras y mohos, también presentan tasos de proliferao-
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cién inferiores al resto de la microflora; y si bien las levaduras
en esta fabricacidén estdn presentes en el queso de cuatro meses,
su nimero es muy diferente ol sefialado por otros autores en dis-
tintas variedades de queso -Saint Nectaire (VERGEADE, 1975), =~
Roguefort (DEVOYOD y SPONEM, 1970), Cantal (MILLET y col., 1974),
Cabroles (NUﬁEZ y col., 1981)- en los que se alcanzan cotas nu-
méricas superiores comparativamente en todos los perfodos evoluti

vos estudiados,
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I1.5. CONCLUSIONES

Se ha estudiado la evolucidn cuantitativa de la flora bac-
teriana, levaduras y mohos, del queso de Mahdén ortesanal, durante
la fabricacién, y a io largo de un periodo madurotivo de cuotro -

meses.

Para ello, se han tomado muestraos de leche de vaca cruda
cuojada y quesos, de tres fobricaciones distintas, procedentes de

tres fincas ganaderaos de la isla de Menorca,

De acuerdo con los recuentos de gérmenes viables en coda

periodo estudiado, se pueden deducir las siguientes conclusiones:

- 12) Los resultados del andlisis microbioldgico de la leche
cruda de vaco, destinada a la fabricacidn de quesos, evi-
dencian uno carga microbiano importante de gérmenes no 1d4c
ticos -constituida principalmente por enterococos y coli-
formes- 1lo qde pone de manifiesto la contaminacidn de la

misma,

~ 29) Lo evolucidén de los diferentes grupos bacterionos duronte
la maduracidn, ha sido similar para las tres fabricaciones
estudiadas, y comparable a la observada por otros autores

(NUNEZ y col., 1976), (DEVOYOD, 1969), (ROMAN, 1975).

- 3¢) Existe un predominio general de estreptococos y lactobaci-
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- 69)

- 79)
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los, dominando los primeros al comienzo de la fabricacién,
En el curso de la maduracién quedan relativamente constan-
tes, mientras que aumenta el nimero de lactobacilos, ten-
diendo a igualarse las tasas de crecimiento de ambos al -

final del Ultimo periodo estudiado.

Las bacterios haléfilas {micrococos y estafilococos) al-
canzan su mdximo numérico después del salado, en el queso
de un dia, permaneciendo précticamente constaontes en el

curso de la maduracidn.

El nimero de bacterias coliformes se eleva en todos los

quesos desde la cuajada, proliferando notoblemente al co-~
mienzo de la maduracién, Luego siguen un curso evolutivo
descendente, y se hallan ausentes al final de 1la mad@ra-

cibn.

El nimero de enterococos presentes en 1o leche, aumenta
en la cuajada, y particularmente al comienzo de la madura-
cidén, después del salado, manteniendose la tasa alcanzada

con ligeros declives hasta el final de la misma.

Los levaduras y los mohos estan presentes en el queso de
Mahén en ndmero reducido, sensiblemente inferior al resto
de la flora microbiana, y a la flora de levaduros estudia-

da en otras variedades de quesos., No obstante, siguen una

B
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pauta evolutiva similar, multiplicdndose notablemente en
la cuajada, o en el queso de un dia, para descender poste-
riormente en el curso del ofinado. Al igual que los coli-

formes no estdn presentes al final de la moduracién,
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CAPITULO IIr

IDENTIFICACION DE ESPECIES BACTERIANAS
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1I1.1. INTRODUCCION

Tradicionaolmente en las queserias se ha prestado uno
particular atencidn o la colidod bacteriolégica de la leche, ocep-
tdndose para la elaboracidn de quesos, leches con un indice de con

taminacidn lo menos elevado posible.

En esta exigencia de bisquedo de calidad de la materia
prima, influenciada por las condiciones de produccidn, ordefio y
conservacidn, la moyoria de los trabajos se han dedicado a poner
de manifiesto la flora indeseable de bocterios coliformes, y de
gérmenes psicdtrofos y termorresistentes; sin embargo, a la flora
ldctico acidificante, responsable en gran medida del proceso de
coagulocidn y de los complejos fendmenos que ocurren a lo largo de
la moduracién, se le dedicaba menos interéds, quizds debido a la -

constancia de su presencia en la leche cruda,

En esta flora ldctica, constituida por bacterias dife-
rentes desde el punto de vista taxondmico, resulta necesario, a
1o hora de seleccionar una microflora autdctona, poner de manifies

to cudles son las especies que la integran.

En el Copitulo 1I, se ha estudiado la importancia rela-
tiva de los grupos microbianos que constituyen la microfloro genui
na del queso de Mahdn, habiéndose precisado lo evolucidn de los -

mismos, y la dominoncia de bacterios ldcticos y de enterococos -
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en el interior del queso en los distintos periodos de la madura-

cién.

Este Copitulo se dedico o la determinacién de las co-
racteristicas taxondmicas que permitan distinguir los diferentes
especies de gérmenes ldcticos y enterococos, aislados de lo leche,

cuajada, y queso, en la etapa anterior.

La flora ldctica habitualmente, y mds raoramente los
enterococos, son las bacterias implicodas en la elaboracién de -
los "starters" para la fabricacidn de quesos, a escala industrial,

partiendo de leche pasterizada.



- 50 -

II11.2, MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

I11.2.1. GENERO STREPTOCOCCUS

La identificocidén de este género, y de sus distintas es-
pecies, se realizd de acuerdo con los criterios de SHARPE y col.,

(1966), y BUCHANAN y GIBBONS (1974).

Las caracteristicas que definen al género son: cocos
en parejas y codenas mds o menos largas, Grom positivos, catalosa
negativos, homofermentativos, y reductores del tornasol ontes de
coagular la leche, Por tanto, los pruebas realizadas para lo idep

tificacidn de este género fueron las siguientes:

- Examen microscépico. Pureza del cultivo, morfologfia y tincidn

de Gram. Se utiliza microscopio de contraste de fase Wild-M-

20-35626,

- Catalasa. Se estudid afiodiendo 1 ml. de agua oxigenado a 5

ml. de cultivo en caldo Elliker.

- Cardcter homofermentativo o heterofermentativo de los cocos.

Se sembraron las cepas en el medio descrito por GIBSON y ABD-
EL-MALEK (1945), agor nutritive con alta concentrocién de glu-
cosa; uno vez efectuada lo siembrag, se selloron los medios con

un tapdn de ogar estéril.
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Se consideraron heterofermentativos las cepas que originaron
un despladzamiento del tapén de agar tras un periodo de incuba-

cidn de 7 dias a 32°C.

Accidn sobre la leche tornasolada. Las cepas se sembraron en

leche tornasolada estéril, incubdndolas durante un periodo de
7 dias a 32°C. Los cambios aoparecidos en el medio, reduccidn,
acidificacién y coagulacién, fueron observados y anotados a -

las 24 h., 48 h., y 7 dias de incubacién a 32%,

I11.2.1.1, GENERO STREPTOCOCCUS, DIFERENCIACION DE LOS GRUPOS

FISIOLOGICOS LACTICO (GRUPO N DE LANCEFIELD) Y

ENTEROCOCCUS (GRUPO D DE LANCEFIELD,.

Las pruebas realizadas para diferenciar ambos grupos

fueron las siguientes:

"1llo bacteriano en caldo Elliker después de incubar durante 7

Crecimiento a 10°C, a 40°C, y a 45°C. Se comprobd el desarro-

dias a lOOC, y durante 48 h., a a0°c. y a 45°C, Estas incuba-
ciones se efectuaron en bafios de agua termostatados con una

sensibilidad de ¥ O,5°C.

Crecimiento en presencia de ClNa al 6,5%. Para su observacién

se utilizd el mismo medio de cultivo con la concentracién de
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ClNa indicada.

- Crecimiento a pH 9,6. Se utilizé tombién caldo Elliker previa

esterilizocidn y ajuste del pH a 9,6 con NaOH concentrada.

La temperatura de incubacidn fué de 32°C, excepto para las prue
bas de resistencia a temperaturas limites, De acuerdo con los
resultados de estas pruebas se identificaron como estreptococos

lécticos los siguientes:

Crecimiento a 10°C Ceee s . +
Crecimiento a 40°C ............ +
Crecimiento a 45°C C e -

Crecimiento 6,5% ClNa ........ -

Crecimiento a pH 9,6 ......... -

y, como enterococos, aquellos cuya respuesta o los test fueron:

Crecimiento a 10°C ......... ov. +
Crecimiento a 40°C ............ +
Crecimiento a 45°C ............ +
Crecimiento 6,5% ClNa ....... +

Crecimiento a pH 9,6 .......... +
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111.2.,1.2. IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO STREPTOCOCCUS

GRUPO LACTICO (N DE LANCEFIELD)

La identidad de las especies de este grupo se basd en el

resultodo de las siguientes pruebas:

-~ Voges-Proskauer. La produccién de diocetilo y/o acetoina, a

partir de la glucosa, se desarrolld segin el método de BARRIT
(1936), mediante la adicidn de a-naphtol a los cultivos, des-

pués de 7 dias de incubacidn a 32%,

- Fermentacidn de la maltosa. Las cepas fueron cultivadas duran-

te 14 dfas a 32°C en un medio cuya composicién fué la siguien-
te: Peptons 1,5%, Extrocto de levadura O0,5%, Tween BO O,1%,
Maltosa Q,5%, y 0,5% de una solucién de Rojo de Clorofenol
(0,04 g. de clorofenol disueltos en 5 ml. de ulgohol‘etilico

de 950). El medio fué esterilizado por filtrocidn. Antes de
‘proceder a la inoculacidn, se incubaron los tubos con el medio

de cultivo durante 6 dfas a 32°C para comprobar su esterilidad.

- Crecimiento en presencia de ClNa gl 4%. Para su observocidn se

utilizdé caldo Elliker con la concentracién de C1Na indicada. Se

observa el crecimiento a las 48 horas de incubacién a 32°C.

- Produccién de NH, a partir de le arginina. Se empled el medio

descrito por ABD-EL-MALEK y GIBSON (1948), incubando los tubos

Al
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sembrados junto a tubos control estériles. Una vez observado
el crecimiento, se ofilodié 2 ml. por tubo de reactivo de Nessler,

que da color rojo con los iones amonio.

‘- Produccidn de CO2 g partir de citrato. Se llevd a cobo en el
medio de REDDY y col., (1971). La técnico utilizada fué la mis
ma que para demostrar el caracter heterofermentativo. Los cul-

tivos fueron incubados 72 h. a 32°C.

I11.,2.1.3, IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO STREPTOCOCCUS.

GRUPO ENTEROCOCCUS (D DE LANCEFIELD).
Se realizaron las pruebas siguientes:

- Reducciédn de telurito potdsico. Ha sido utilizado un medio

compuesto por agar-Triptosa y telurito potdsico ol 0,05%. Se
sembré en estria en placas Petri, previao esterilizacién del -~

medio 15 min. a 1 atmdsfera de presién, incubando 72 h. a 32%,

Las colonias que reducen el telurito presentan color regro.

- Fermentociédn de hidratos de corbono y poliaglcoholes, Las cepas

fueron cultivadas durante 14 dias a 32°C en el medio descrito
en 111.2.1.2. para la fermentocidn de 1la maltosa. Se utilizo-
ron los siguientes ozdcares y alcoholes: Sorbitol, Melezitosa,

Manitol, Arabinosa, Rafinosa, Glicerol y Melibiosa.
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I11.2,2. GENERO LEUCONOSTOC

Siguiendo los criterios adoptados por GARVIE {1960, 1967),

y BUCHANAN y GIBBONS (1974), la identidod de las especies de este

género se basd en el resultado de las pruebas siguientes:

Crecimiento a 37°C, 39°C, y 45°C. Se comprobé en caldo Elliker,

realizando las incubaciones en bafio termostatado con una sensi-

bilidad de * 0,5°C.

Termorresistencia de las cepas. Se realizd inoculando Q,05 ml.

de cultivo de caldo Elliker. Los tubos se calentaron en bafio
Maria o la temperatura de 55°C durante 15 min., y 30 min. Tras
el tratamiento térmico, se incubaron durante 7 dias a 32°C. El
resultado se considerd negativo cuando no existié indicio algu-

no de turbidez.

Voges-Proskauer, Descrito anteriormente (III.2.1.2.)

Sintesis de dextrano. Se llevé a cabo en el medio descrito

por GARVIE (1960), al que se incorporé sacarosa @ una concen-

tracidn del 5%. La produccidén de sustancias viscosas alrede-

dor de las colonias se tomé como resultado positivo.

Hidrdlisis de la esculina. La prueba se realizé sembrando las

cepas en el caldo de NAYLOR y SHARPE (1958), e incubando duran

te 7 dias a 32°C. La hidrélisis de la esculina se detecta por

v
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el ennegrecimiento del medio y la pérdida de fluorescencia.

Fermentacidn de hidrotos de carbono. E1 medio base utilizado

para los leuconostocs fué el caldo MRS (DE MAN y col., 1960),
sin extracto de carne ni gluceosa, y con una concentrdcién de
rojo de clorofenol del 0,004%. La concentracién de azlicares
fué del 2%, siendo utilizodos los siguientes: Arabinosa, Xy-
losa, Salicina, Melibiosa, Trehalosa, Manitol, Amigdalina, Ce-

lobiosa, Melezitosa, Rafinosa, y Loctosa.

I11.2.3. GENERO LACTOBACILLUS

La identificacidn de este género se basé en el resultodo de los

pruebas siguientes:

Examen microscédpico. Purezo del cultivo, morfologia y tincién

de Gram.

Prueba de la catalaso. Descrita anteriormente (I1I1I.2,1.)

Ausencia de esporas. Mediante examen microscépico.

Los lactobocilos aislados se closificaron de acuerdo con el
criterio de ORLA JENSEN (1943): coaracter homofermentativo o
heterofermentativo, y facultad de crecimiento a ISOC y as°c
en caldo Elliker y leche tornasolada, en los tres grupos si-

guientes: -
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Grupo 1. Streptobocterium. Homofermentativos. Creci-

miento a 15°¢ positivo,

Grupo II. Thermoboacterium. Homofermentativos, Creci-

. o .
miento a 15 C negativo.

Grupo IlI. Betabacterium. Heterofermentativos.

111.2,3,1. IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LACTOBACILLUS PERTENE-

CIENTES AL GRUPO STREPTOBACTERIUM,

Se han seguido las normas descritas por SHARPE (1979),
teniendo en cuenta especialmente, para la separacidn de especies,

la fermentacidn de Arabinosa, Melibiosa y Rafinosa.

Las pruebas realizadas fueron:

- Hidrélisis de la esculina. Descrita anteriormente (111.2.2.)

- Produccidén de NH., a partir de la arginina. Descrito anterier-

3
mente (I1II.2.1.2.)

- Fermentocidén de hidratos de carbono. Utilizondo como medio ba-

se caldo MRS (DE MAN y col., 1960), de igual forma que para la
identificacidédn de especies del género Leuconostoc.
Los azldcores ensayados fueron: Arobinosa, Lactosa, Melibiosa,

Ratfinosa, Rhamnosa, y Socarosa.
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Lo nomenclatura que se ha utilizado en la clasificacidn
de los cepas, consta de dos letras moyUsculas que alternan con dos
ndmeros. La primera letra M, corresponde a la procedencia del -
sustrato, en nuestro casc Mahdn; el nimero que sigue a continuao-
cién, la fabricacidn artesanal estudiada (1, 2 & 3); 1la letra
siguiente indica el tipo de sustroto: L = Leche, C = Cuacjada,

Q = Queso, correspondiendo el nUmero final, al ndmero de aisla-
miento de la cepa en cuestidn. Para distinguir entre las muestraos
de queso de un dia, un mes, dos meses, tres meses, y cuatro meses,

=} mes, Q, =

se han usado los siguientes subindices: Q=1 dia, Q 5

1

2 meses, Q, = 3 meses, y Q4 = 4 meses.

3

Ejemplos: M-2-C-7 = Mahdén-Fabricaocién n? 2-Cuajodo-
Cepa 7 M-l—Qz—lz = Mahén-Faobricacidn n? 1-Queso de 2 meses -

Cepa n2 12,

Dos iniciales maylsculas, a continuacién de la nomenclao-
tura descrita, indicon el medio de cultivo selectivo que ha servi-
do como medio nutritivo, o partir del cual se ha efectuado el ais-
lamiento de las colonias: RO = Rogosa, LA = Elliker, ME = m-

Enterococcus,
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111,33, RESULTADOS

820 Cepas bacterianas han sido identificadas de acuerdo
con las respuestas obtenidas frente a las pruebas taxondmicas rea-

lizodas para cada especie.

Los resultados de los test ensayados, para poner de ma-
nifiesto las distintas especies bacterianas que intervienen a lo
largo del proceso madurativo del queso de Mahdén, figuran en las

Tablas II1.1, III.2., II1.3., y I1I1.4.

El total de coloniaos baocterianas acisladas durante el es
tudio de la evolucién de la microflora, para su posterior toxono-
mia, fué de 1050. Se ha identificado, por tanto, el 78, 1% del
total de colonias aisladas., El1 21,9% restante no ha sido iden-
tificado, bien por no haber sobrevivido despuéds del proceso de -
liofilizacidn, bien por tratarse de microorganismos que, aun pro-
cediendo de medios presumiblemente selectivos, han dodo respues-
tas positivas a algunas pruebas realizadas que los descalifican

como gérmenes ldcticos o enterococos.

La taxonomia bacteriana ha ido encaminada por tanto, a
la identificocién de bacterias 14cticas y enterococos, que son -
los microorganismos que de manera constatada universalmente (ROSE

A.H., 1981) intervienen en el desarrollo de los "starters".
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’

La distribucidn de las especies bacterianas identifica-
das en la leche, cuajoda y queso de Mahdén en cada una de las tres
fabricociones artesanaoles, asi como sus frecuencias absoluto y re-

lativa, aparecen descritos en las Tablas I11.5 a 111.16.

El histogramo de 1o Fig. I1I.1l, muestra, a modo de re-
sumen, la composicién de lo flora ldctica y enterococos identifi-

cados,
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TABL A, @ IIL1l

RESPUESTA FRENTE A LAS PRUEBAS QUE SE EXPRESAN DE LAS CEPAS PERTE-

NECIENTES AL GENERO STREPTOCOCCUS, GRUPO N DE LANCEFIELD.

N2 de Cepas 24
. o

Crecimiento 10 C +
. ) :

Crecimiento 40°C +

Crecimiento 45°C -

Voges-Proskauer - (3%
Fermentacidén maltosa +
Crecimiento 4% ClNa + (2-)
NH3 de arginina +

C02 a partir de citrato -

Diagnéstico: Streptococcus loctis
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TABLA 111.2

RESPUESTA FRENTE A LAS PRUEBAS QUE SE EXPRESAN DE LAS CEPAS PERTE-

NECIENTES AL GENERO STREPTOCOCCUS, GRUPO D DE LANCEFIELD

Ne Cepas 107 84 18 116
Reduccidn telurito K + + - -
Hidrdlisis gelatina - + - -
TTC NE NE NE NE
Accidn sobre leche

tornosolada RCA RCA P RCA RCA
Crecimiento pH 9,6 + + + +
Crecimiento 6,5% ClNa + + + +

Fermentacidn de:

Sorbitol + + ¥ -
Melezitosa - - - ) -~
Monitol + + + -
Arabinosa + + + -
Rafinosa + - - -
Glicerol ¥ + + +
Melibiosa '//// + ///+ +\ ¢\
Diaogndstico: S.faecolis S.faecalis S.foecium S.durans

var, foecalis var.liquefaciens

NE: no ensayado

TTC: 2,3,4 trifenil tetrazolio

RCA: reduccidn, coagulacidn, acidificocidn.

RCAP: reduccidn, coagulacidn, ocidificocidn, peptonizacidn,
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TABLA I11.3

RESPUESTA FRENTE A LAS PRUEBAS QUE SE EXPRESAN DE LAS CEPAS PERTE-

NECIENTES AL GENERO LEUCONOSTOC.

N2 Cepas 3
- o

Crecimiento 37 C +

Crecimiento 39°C -

Crecimiento 45°C -

Resistencia 55°C/15' +
Resistencia 55°C/30' +
Voges-Proskauer +

Sintesis dextrano -

Hidrdlisis esculino - 1Y

Fermentacidén de:

Arabinosa : -
Xilosa -
Salicina -
Sacarosao + (1 %)

Melibiosa -

Trehalosa -
Manitol +
Amigdalina -
Celobiosa -
Melezitosa -
Rafinosa -
Lactosa +

Diagndstico: Leuconostoc lactis
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TABLA

I11.4

RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS QUE SE EXPRESAN DE LAS CEPAS PER-

TENECIENTES AL GENERO LACTOBACILLUS, GRUPO STREPTOBACTERIUM.

Ne Cepas

Crecimiento a 15°C
Crecimiento a 45°C
CO2 de Glucosa

NH3 de arginina

Hidrdélisis de esculina

Fermentacidén de:

Arabinosa
Lactosao
Melibiosa
Rafinosa
Rhamnosa
Sacarosa

Xylosa

Diagnédstico:

L.casei

(10t)

+

+ (20-)

L.casei L.casei L.plantarum

var.,casei

var.rhamnosus

var .aloctosus
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TABLA

III.5

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacidén ng2 1

Medio agar Elliker

Especie N? cepas
Leche ,...v000000.... Streptococcus faecium ........c.0.. 2
Streptococcus lactis ......00000vn 1
Leuconostoc lactis ........c000u0us 1
Lactobacillus plantarum ........... 1
Cugjada .....,...... Streptococcus lactis .............. 2
Streptococcus faecalis var,faecalis 1
Streptococcus durans .............. 1
Streptococcus faecium ............. 1
Queso 1 dia ....,.. Streptococcus lactis .............. 1
Queso 30 dias ..... Lactobacillus plantarum ........... 19
Streptococcus lactis ........000.. 3
Leuconostoc lactis ...............
Queso 60 dias ,.... Lactobacillus plantarum .......... 16
Queso 90 dias .,... Lactobocillus plantarum .......... 10
Streptococcus durans  .......0.00.0. 1
Streptococcus faecium ........ e 1
Queso 120 dias ..... Streptococcus faecalis var,faecalis
Streptococcus faecium ............
Streptococcus faecalis
var, liquefaciens ...........0c0...
Streptococcus durans ...........0..
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TABLA I11.6

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-
JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacidén n2 2

Medio agor Elliker

Especie N? cepas
teche ........ Streptococcus faecalis var.liquefaciens. 3
Streptococcus foecalis var.faecalis .... 2
Streptococcus faecium ............0uuu.. 1
Cuajada ...... Streptococcus durans .................. 9
Streptococcus lactis ........c.cc00v e 2
Queso 1 dia .. Streptococcus lactis ..... e e e 7
Streptococcus durans ... ... v 1
Queso 30 dias. Streptococcus faecalis var.liguefaciens. 10
Lactobacillus plantorum ............... 8
Queso 60 dias. Loctobacillus plantarum ............... 11
Streptococcus lactis .......... s 2
Streptococcus faecium ................. 2
Leuconostoc lactis ....... e e 1
Streptococcus faecalis var, liguefacjiens 1
Queso 90 dias. Lactobocillus plantarum ............... 18
Lactobacillus casei var. caseji ........ 2
‘Lactobacillus casei var. rhamnosus ..... 1
Streptococcus faecalis var. liquefaciens 1
Queso 120 dias Lactobacillus cosei var, casei ........ 9
Lactobacillus cosei var.glactosus ...... 1
Streptococcus lactis ............0.0.0 1
Streptococcus faecalis var. liquefaciens 1
Streptococcus faecolis vor. faecalis 1
Streptococcus faecium ...........000... 1
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TABLA 111.7

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-
JADA Y QUESO DE MAHON, :

Fabricacidén n? 3

Medio agar E£lliker

Especie N2 cepas

Leche .,....... Streptococcus durdns ......ccvoc00204..

Streptococcus 1aCtis ....ccvvnvcanannn

Cuajada ...... Streptococcus durans  ......caeaeeeee 8
Streptococcus lactis ......0cc0n0rn0
Queso 1 dic .. Streptococcus duUrans  ..........0cane 6

Streptococcus lactis ...............

Queso 30 dios. Streptococcus dUrdns  .......ccoure.. 11
Queso 60 dias. Lactobocillus plantarum ........... . 11
Streptococcus loctis ..........00... 1
Streptococcus faecalis var.faecalis . 1
Queso 90 dias Streptococcus faecalis var.faecalis . 11
Streptococcus durans .......cc0-0... . 8-
Queso 120 dias Streptococcus faecalis var,faecalis . 14

Streptococcus dUraNs .. ... . 0eueases

Streptococcus faecium ......0c0000.e
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TABLA 111.8

ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUAJADA Y QUESO DE
MAHON, FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELATIVA,

Medio agar Elliker

Fobricacidn n? 1

Especies identificadas N¢ Cepos %
Lactobacillus plantarum ..........c0veveean 46 60,6
Streptococcus faecium R R R R 8 10,5
Streptococcus lactis ....,........000hn..n 7 9,2
Streptococcus faecalis var, faecolis ...... 6 7.9
Streptococcus dUrans .........c.veeenr oo 4 5,3
Streptococcus faecolis var, liquefaciens .. 3 3,9
Leuconostoc 1ACtis .........cvurvvnuneenas 2 2,6
Total ......... 76 100

Fabricacidn n? 2

Especies identificadas N2 Cepas %
Laoctobacillus plantorum ..........c000000.. 37 38,6
Streptococcus faecalis var, liquefaciens .. 16 16,7
Streptococcus 1actis ........cviveevennceens 12 12,5
Lactobocillus casei var, casei ........... 11 11,5
Streptococcus AUrans ........coc0 00000000 10 10,4
Streptococcus faecium .................... 4 4,2
Streptococcus faecalis vor, faecalis ..... . 3 3.1
Leuconostoc loctis .............. e . 1 1,0
Lactobacillus casei var. rhamnosus ........ 1 1,0
Lactobacillus casei var, alactosus ........ 1 1,0
Total ......... 96 100
Fabricacién n¢ 3 N2 Cepas %

Especies identificadas

Streptococcus durans .........vovveevenennn 43 50,0
Streptococcus faecalis vor. foecolis ...... 26 30,2
Lactobacillus plantarum ................. .. 11 12,8
Streptococcus lactis ..................... 5 5,8
Streptococcus faecium .................... 1 1,2

Total ........ 86 100
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TABLA

111.9

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-

JADA Y QUESO DE MAHON,

Fabricacién n? 1

Medio agar Rogosa

Leche .........

Cuadaja ,..,....

Queso 1 dia ..

Queso 30 dias .

Queso 60 dias .

Queso 90 dias .

Queso 120 dias

Especie

Lactobgcillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobocillus

casei var,

.

.

R R

T e e e e

P )

cosei ...

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

R ]

e e e o e

R

N2 cepas

"16

14

21

17

21

21
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TABLA

I11.10

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacidén n2 2

Medio ogar Rogosa

Leche ..........

-

Cuajada ..,......

Queso 1 dia .....

Queso 30 dias ...

Queso 60 dias ...

Queso 90 dias ...

Queso 120 dias ..

Especie

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

s e e

s s s

plantarum .,..........

Lactobacillus

plantarum

Laoctobacillus

casei var,

casei ....

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

casei var,

alactosus.

Lactobacillus

plantorum

N2 Cepas

18

25

18

25
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TABLA I1I.11

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fobricacidn n? 3

Medio agar Rogosa

Especie Ne Cepas
Leche ....ccieviinsenna Lactobacillus plantarum .... 17
Cuajada ....cenevesas Lactobacillus plantarum .... 20
Queso 1 dia ......... Lactobacillus plantarum .... 18
Queso 30 dfos ........ Lactobacillus plantarum .... 18
Queso 60 dias ........ Lactobacillus plantarum .... 18
Quesa 90 dias ....... . Lactobacillus plantarum ..., 8

Queso 120 dias ....... Lactobacillus plantarum ... 17
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TABLA I11.12

ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUAJADA Y QUESO DE

MAHON. FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELATIVA,

Medio agar Rogosa

Fabricacién n¢ 1

Especies identificadas n? cepas %

Loctobacillus plantarum ,........... 118 99,2

Lactobacillus casei var. cadsei ...... 1 0,8
Total ...... 119 100

Fabricacién ne 2

Especies identificadas n? cepdas %
Lactobacillus plantarum 123 97,6
Lactobacillus casei var, alactosus ... 2 1,6
Lactobocillus casei var, cosei ....... 1 0,8
Total ,...... 126 100

Fabricacidn n? 3

Especies identificadas n? cepas %

Lactobacillus plantarum ............. 116 100

Total ....... 116 100



TABLA II1.13

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacidén n® 1

Medio ogar m-Enterococcus

Especie N Cepos
Leche ............. Streptococcus faecalis var, faecalis, 10

Cuajoda .......... Streptococcus faecalis var. faecolis 10

Queso 1 dia ....... Streptococcus durans .............. 3

Streptococcus faecium .............

Queso 30 dias ,,,., Streptococcus faecalis var,faecalis, 10

Queso 60 dios ,.... Streptococcus faecalis vor. foecalis.

Streptococcus durans  .......ccc0000.

Streptococcus faecium .............. 1

Queso 90 dias ..... Streptococcus faecalis var, faecalis, 10

Queso 120 dios ..., Streptococcus faecaolis var.foecalis, 10
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TABL

a -

A 111.14

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-
JADA Y QUESO DE MAHON.
Fabricacidn n2 2
Medio agar m-Enterococcus
Especie Ne Cepas
Leche ........... Streptococcus faecalis var,liquefaciens 9
Streptococcus faecalis voar, faecalis ... 1
Cuogjoda ......... Streptococcus faecalis var.liquefaciens 10
Queso 1 dia ..... Streptococcus faecalis var.liquefaciens 8
Queso 30 dias .... Streptococcus faecalis var,liquefociens 10
Queso 60 dfas .... Streptococcus foecalis var,liquefaciens
Streptococcus durans ,..... e e 2
Queso 90 dios ..,. Streptococcus foecalis var.liquefaciens 10
Queso 120 dias ... Streptococcus foecalis vor.liquefaciens 10
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BLA 111.15

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA-~

JADA Y QUESC DE MAHON.

Fabricacién n? 3

Medio agar m-Enterococcus

Especie

Leche ........ Streptococcus

dUrANS .. .avevrnasncaen

Streptococcus

faecalis var.faecalis

Cudajada ..... Streptococcus

foecalis var, faecalis

Streptococcecus

dUFANS . .o vuvrsasacs

Queso 1 dia .. Streptococcus

durans  .....cces00...

Streptococcus

faecalis var.faecalis

Queso 30 dios. Streptococcus

durans L, ....cec0s0 0000

Queso 60 dias. Streptococcus

dUrans  ....ceeereaans

Streptococcus

foecalis var.faecalis

Queso 90 dias. Streptococcus

dUrans  ....eveessnnes

Streptococcus

foecalis vor.faecalis

Queso 120 dias Streptococcus

dUraGnNS . .ceeesesonsas

Streptococcus

faecium ...... 0000040

Streptococcus

faecalis var.faecalis

.

Ne Cepas

10
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TABLA 111.16

ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUAJADA Y QUESO DE

MAHON, FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELATIVA,.

Medio ogar m-Enterococcus

Fabricacidn n? 1

Especies identificadas Neg Cepas %
Streptococcus faecalis var.foecalis ..... 56 87,5
Streptococcus durans . ........c. 0000000 6 9,4
Streptococcus faecium ...,.......... cee e 2 3,1
Total ...... 64 100

Fabricocidn ne 2

Especies identificadas N2 Cepas %
Streptococcus faecalis var,liquefaciens . 65 95,6
Streptococcus dUranNs . .....ce0vrcevuarss 2 2,9
Streptococcus foecalis var,faecalis ..... 1 1,5
Total ...... 68 100

Fabricacidn n? 3

Especies identificadas Ne Cepas %

Streptococcus durans . .......c0 0 51 73,9
Streptococcus faecalis var.faecalis ..... 15 21,7
Streptococcus faecium ....,............. 3 4,4

Total ...... 69 100
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COMPOSICION DE LA FLORA BACTERIANA IDENTI-
FICADA EN EL QUESO DE MAHON ARTESANAL.

FIGURA III.1.
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I111.3.1. FLORA LACTICA
agar Elliker

258 Cepas bacterianas han sido identificadas a partir de
los colonias crecidcé en este medio. Sin emborgo, solomente 134
cepas, es decir, el 52%, se identificaron como bacterias lécticas,
Laos 124 cepas restantes (48%) presentaron caracteristicos del gén,

Streptococcus pertenecientes al Grupo Enterococcus (D de Loancefield).

Del conjunto de bacterios identificadas solomente el 9,3% ha
correspondido al gén. Streptococcus (N de Laoncefield). Aunque el
medio agar Elliker suele describirse como muy favorable para el -
desarrollo de bacterias ldcticas, y recomendado especialmente para
el cislomiento de estreptococos 14cticos, soporta también el creci-
miento de enterococos {ORDONEZ y col., 1978), y micrococos (ORDONEZ
y BURGOS 1977). La elevada tasa de especies de enterococos identi
ficadas (48%) ponen de manifiesto la escasa selectividad de este -

medio.

Atendiendo a 1a flora ldctica, lo especies dominante ha -

sido Lactobacillus plantarum. Representa el 83,6% sobre el totol

de bacterias ldcticas en la fabricacién n? 1, el 58,7% en la fno-
bricacién n? 2, vy, el 68,7% en la fabricocidén n? 3. Las 24 cepas
del gén. Streptococcus (N de Lancefield) han presentado los coroc-

teristicos de la especie Streptococcus lactis (17,9% sobre el to-

tal de bacterias ldcticas). Estas bocterios se desarrollon a 10%
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y a AOOC, crecen en presencia de ClNa o0l 4%, y producen omoniaco
a partir de la argiﬁinc desamindndola. Por el contrario, no se
desarrollan a 45°C{ no producen CO2 a partir de citrato, ni dia-

cetilo y/o agcetoina a partir de la glucosa.

Sigue en orden de dominancia la especie Lactobacillus casei

con 13 cepas identificadas, lo que représenta el 9,7% sobre el to-
tal de bacterias ldcticas. Se ha diferenciodo esta especie, de

Lactobacillus plantarum, por su respuesto negativa a la formacidn

de dcido a partir de melibiosa, arabinosa y rofinosa.

Las variedades Lactobocillus casei var.casei (productoro

de dcido a partir de lactosa y sacarosa), Lactobacillus cosei var,

rhamnosus (productora de dcido a partir de lactosa y rhamnosa), y

Lactobocillus casei var, alactosus (incopaz de fermentar la lac-

tosa) han sido detectadas en porcentajes escasos.

El resto de bacterias ldcticas se identificaron como per-
tenecientes al gén, Leuconostoc. Lo dnica especie puesta de mani-

fiesto ha sido Leuconostoc lactis (solamente 3 cepas, 2,2% sobre

el total de gérmenes ldcticos), productora de acetoina a partir
de la glucosa, y, de dcido, a partir de sacarosa, manitol y lacto-
sa. Crece @ 37°C, siendo incapaz de desarrollarse a 39°C y a 45°C.

Su termorresistencia durante 15' y 30' a 55°%C es positiva.
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agar Rogosa

361 Cepas bacterianas se identificaron a partir de las co-

[

lonias que crecieron en este medio.

Todas las cepas procedentes de las tres fabricaciones de
queso presentaron las siguientes caracter{sticas: formas bacila-
res, Gram positivas, no esporuladas, cctolosd negativas, y no pro-
ductoras de gas a portir de la glucosa. Se identificoroﬁ como per-
tenecientes al gén. Lactobacillus. De acuerdo con su caracter ho-
mofermentativo y su crecimiento abundante o 15°C. y escaso o nulo

a 45°C, se incluyeron en el grupo Streptobacterium.

De las 361 cepas, 357 (98,8%) se identificaron como Lacto-

bacillus plantarum atendiendo a su capacidad de fermentar arobi-

nosa, lactosa, melibiosa, rofinosa, rhamnosa, sacarosa y xylosa,
Esta especie es dominante en las tres fabricociones de queso. Re-
presenta el 99,2% en la primera fabricacién, el 97,6% en la se-

gunda y el 100% en la tercera,.

Las 4 cepas restantes se identificoron como Lactobacillus
casei, De ellas, 2 cepas (0,6%), fermentaron lactosa y sacarosa

(Loctobacillus casei var., casei), y los otras 2 fermentoron sola-

mente lao sacarosa ({Lactobacillus casei var. alactosus),

De acuerdo con estos resultados, el medio agar Rogosa -

aparece como fuertemente selectivo parc el crecimiento de especies
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del gén. Lactobacillus, si bien se ha descrito también como fa-
vorable para el crecimiento de especies de los gén, Leuconostoc

y Pediococcus (SHARPE y col., 1966).
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I11.3.2, ENTEROCOCOS

agar m-~Enterococcus

- 201 Cepas han sido identificadas a partir de las colonias
crecidas sobre este medio. Todas las cepas ofrecieron las carac-
teristicas siguientes: cocos, Gram positivos, catalasao negativos;
crecieron bien a 10°C y a 45°C, en presencia;del ClNa al 6,5%,
proliferaron o pH 9,6 , y redujeron el tornasol antes de coagular
la leche. Se incluyeron por tanto dentro del gén. Streptococcus

(Grupo D de Lancefield).

Las especies se identificaron de acuerdo con su capacidad
de reducir el telurito potdsico, hidrolizar la gelatina, y produ-
cir dcido a partir de sorbitol, melecitosa, manitol, arabinosa, -

rafinosa, glicerol y melibiosa,

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio
taxondmico, en la fabricacién n? 1, domina la especie Streptoco-

ccus faecalis var. faecolis (87,5%), en la fabricacidn ne 2, -

Streptococcus faecalis var.liquefaciens (95,6%), y en la fabrica-

cidn n? 3, Streptococcus durans (73,9%).

agar Elliker

Las cepas de enterococos identificadas a partir de las co-

lonias que se propogoron en este medio, representaron el 48% del
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total de bacterias identificadas.

El orden de dominancia de las especies halladas fué el si-

guiente: Streptococcus durans (46%), Streptococcus faecalis var,

faecalis (28,2%), Streptococcus foecalis var. liquefociens (15,3%)

y Streptococcus foecium (10,5%).




1I1.4, DISCUSION

111.4.1. FLORA LACTICA

Gén. Streptococcus

De acuerdo con los resultados precedentes, todas las cepas
de estreptococos ldcticos han presentado las caoracdteristicos de -~

Streptococcus lactis. Esta bacteria, que se encuentra presente -

prdcticamente en todos los tipos de quesos, es lo reponsable, jun-

to con Streptococcus cremoris, del proceso de acidificacién inicial

(COLLINS, 1962).

El hecho de no haber aislado Streptococcus cremoris, puede

parecer sorprendente, si se considera que siempre estd asociado a

Streptococcus lactis (PERRY 1961, DAWSON y FEAGAN 1957, ORDORNE Z

y BURGOS 1977). En el queso de Roquefort, representa esta especie
el 24% de los estreptococos ldcticos (DEVOYOD y MULLER 1969). No
obstante, en el queso Manchego solamente fueron identificadas 3

cepas de Streptococcus cremoris (ORDONEZ y col.,, 1978), y, ninguno

en el queso azul de Cabrales (NUNEZ y MEDINA, 1979), ni en el que-

so Roncol (ORDONEZ y col., 1980).

En el estudio microbioldgico de la maduracién de la Mozza-
rella, los gérmenes ldcticos, aislados en nimerc de 20 fueron to-

dos de la especie Streptococcus loctis (IN1GO y ROSSI, 1957).
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Debido o que el habitat natural de Streptococcus cremoris,

y sus relaciones ecoldgicas con otras especies de estreptococos,
no son bien conocidas todavia, es posible que su incidencia nula,

o en tasas muy inferiores o Streptococcus lactis en estos tipos de

gquesos, pudiera explicar por qué es dificil su oislomiento por el

método de dilucidén en placas (SANDINE y col., 1977).

Gén. Leuconostoc

La presencia de este género en quesos ha sido descrita des
de 1952 (OVERCAST y ALBRECHT, 1952), si bien su papel en el pro-

ceso madurativo no es totalmente conocido,

Debido a su coracter heterofermentativo, pueden conside-
rarse como microorgoniémos capaces de producir "peguefios ojos" en
el queso Manchego (ORDONEZ, BARNETO y MARMOL, 1978). Otros auto-
res opinan que son gérmenes desfavorables, ya que pueden dar lu-

gar a la formacidén de compuestos de sabor amarge (FRYER, 1969).

Solamente 3 cepas han sido identificadas, en las fabrico-

ciones 1 y 2, como pertenecientes a la especie L:uconostoc lactis.

No se han puesto de manifiesto los especies Leuconostoc dextrani-

cum, ni Leuconostoc mesenteroides, que aparecen descritas como

mds frecuentes en la maduracién de otros tipos de quesos ~Cabra

les- {NUNEZ y MEDINA, 1979),



Debido a la escasa poblacidn de leuconostocs en el ;nte-
rior del queso de Mahdn, se presume que su interés tecnoldgico, en

la fabricocidn de este queso, es despreciable.

Gén. Lactobacillus ‘

Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei son las dos

dnicas especies de este género identificodas o lo largo de lo ma-
duracidén del queso. Las especies de lactobacilos meséfilos cons-
tituyeﬁ con frecuencia la flora principal en los Ultimos periodos
madurativos de los quesos de pasta prensada no cocida, lo mismo en
los procedentes de leche cruda, que en los de leche pasterizada,
Han sido estudiados en el queso Cheddar (NAYLOR y SHARPE, 1958),
en el Saint Paulin (DUCASTELLE y LENOIR, 1965), Edam {SYRJASEN,
1965), Tilsit (von KERNEN y KANDLER, 1966), Roquefort (DEVOYOD,

1970) y Grana (BATTISTOTTI y BOTTAZZI, 1972),

La presencia de Lactobacillus plantorum y Lactobocillus

casei ha sido puesta de manifiesto también, como dnicas especies
representantes del gén. Lactobocillus, en quesos manchegos arte-
sanales (NUNEZ, 1976). Esto concuerda con los resultados obteni-
dos en el estudio del queso Serra portuguds (HISCOX y col., 1941),
queso Cheddar (PERRY y col., 1960), queso Roquefort (DEVOYOD, 1970)

y Cabrales (BURGOS y col., 1971),
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Son especies muy semejantes en cuaonto a poder acidifican-

te de azlcares y polialcoholes, y, si bien, Lactobocillus casei se

instala mds facilmente en el queso, que Lactobacillus plantarum,

este Ultimo, si estd presente en la leche, persiste normalmente en

el queso hasta estadios avanzados de 1a maduracidén (SHARPE, 1961).

La dominanciao casi absoluta de Lactobacillus plantarum en

las tres fabricaciones estudiadas, coincide con estudios similares
de SHARPE y BRIDLEY (1956), en el queso Stilton, fabricado tam-

bién a partir de leche de vocao.



I11.4.2, ENTEROCOCOS

Es de destacar la elevada tasa de crecimiento de estos gér-
menes sobre agar Elliker, colonias que se pensaron lécticag en un

principio debido a la presumible selectividad de este medio.

La dominancia de especies cvisladas de las colonias creci-
das sobre su medio especifico -agar m-Enterococcus-, ha sido -

distinta en las tres fabricaciones estudiadas.

Del conjunto total de especies identificadas, Streptoco-

ccus faecalis var, faecolis y Streptococcus faecalis var.liquefa-

ciens, aparecen en relaciédn préxima a 1:1,

La predominancia de esta dGltima variedad parece estar re-
lacionada directamente con la calidad del queso. En el queso de
Roguefort, los fabricaciones de peor calidaod orgonolépticc, han

mostrado siempre mayor porcentaje de Streptococcus faecalis var,

foecalis (DEVOYOD, 1969).

ORDONEZ y col., (1978), encuentran que el 80% de las ce-
pas de enterococos aisladas del queso Manchego pertenecen a Strep-

tococcus faecalis var. faecalis, mientras gque MARTINEZ MORENO

(1976) encuentra Streptococcus durans en mayor proporcidén estu-

diando el mismo tipo de queso. : .

Estas diferencias no sor. de extrafar, ya que al proceder
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estas bacterias de contominaciones externas, su llegada a la le-

che, o al queso durante la fabricacién, es totalmente fortuita.

Los enterococos han sido detectados, ‘en muchas variedades
de queso, a diferentes niveles de maduracién, (EFTHMIOU y col.,
1974), constatdndose también, su largo permaonencia durante la mis-
ma, lo que puede explicarse por sus actividades glicoliticas pare-
cidas a las de los cocos ldcticos (JENSEN y col., 1975), vy, por
su capacidad para resistir y desarrollarse en condiciones adver-

sas: gran tolerancia a la temperatura, sal y acidez,

Debido o estas razones, se estd prestondo actuolmente gron
atencién al papel tecnolégico gue pueden desempefiar los enteroco-

cos en el proceso madurativo del queso,
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II1I.5. CONCLUSIONES

Se ha realizado el estudio taxonémico bacteriano de las
cepas aisladas de la leche, cuajada y queso de Mahdn durante un -

periodo madurative de cuatro meses.

Las fabricaciones artesanales de queso estudiadas han sido
tres, procedentes de puntos de distinta localizacién geogrdfica -

dentro de la isla de Menorca.

12) B20 Cepas bacterianas han sido identificadas como per-

tenecientes a los géneros: Streptococcus, Lactobacillus y Leuco-

nostoc.

La investigacién de especies ho ido encominado a la
deteccidn de aquellas que juegan un importante papel en la madura-
cidén del queso, y que, por tanto, hace posible su inclusién en el

desarrollo de los "starters" microbianos.

22) En 1la flora ldctica identificada la diversidad de

especies se reduce a cuatro distintas: Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus casei, Streptococcus lactis, y, Leuconostoc loctis,

32) Lo especie dominante de bacilos ldcticos ha sido Lac-

tobacillus plantarum, que constituye la casi totalidad de la flora

ldctica en los Ultimos estadios de la maduraciédn,.
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49) Los cocos ldcticos se presentan en escosos porcenta-

jes, alcanzando Streptococcus lactis el 9,3% solamente, de la -

totalidod de colonias propagadas en agar Elliker, habiéndose iden-
tificado un 48% de estas colonias como pertenecientes al grupo -

Enterococcus.

5¢) Se ha detectado una importante poblacidn de enteroco-
cos, que persiste hasta los (ltimos periodos de la madurocién del

queso.

62) La dominancia de especies de enterococos ha sido dis-
tinta en las tres fabricaciones estudiadas, encontrdndose en el -

conjunto de las tres fabricaciones Streptococcus faecalis vaor,fae-

calis y Streptococcus faecalis var.liquefaciens en relacién préxi-

ma 1l:1, y siendo Streptococcus durans la especie dominante.
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CAPITULO Iv

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVADURAS
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IV.1. INTRODUCCION

Los estudios de levaduras en los quesos estdn programados
en base al conocimiento de la evolucién de las mismas durante la
hcdurocién. y a la identidad de las especies, como paso previo a
los ensayos de su fisiologfa y funcionalidad., En este sentido, la
flora de levaduras que dgparece en los quesos de fabricacidn orte-
sanal, ha sido ampliamente estudiada: Cantol (MILLET y col., 1974),
Cabra (DEIANA y col., 1977), Fiore-Sardo (FATICHENTI y col., 1977),
Gorgonzola (OTOGALLI y col., 1971), Gruydre y Beaufort (ACCOLA y
col., 1978), Pecorino (ROSINI, 1976), y Talegio (VIZZARDI, 1975)

entre otros.

FATICHENTI y col., {(1979), en el estudio del queso de ca-
bra de pasta blanda, elaboran por primera vez un "starter” mixto de
bockerios 14cticas terméfilas y levaduras, aplicando también una -
nueva tecnologia pora la fabricacidén de este queso de pasta blanda

y maduracidn breve,

En el Capitulo II se estudié la evolucidén numérica de la
flora de levaduras en el interior del queso de Mahén, y a pesar de
la relotiva importancia numérica que presentan en este queso, re-
sulta evidente que el siguiente paso es precisar lao identidad de

las especies que integran esta microfloro espontdnea de levaduras.
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Iv.2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

1vV,2.1, IDENTIFICACION DE ESPECIES

Se han utilizodo las técnicas de la Escuela Holandesa de
Kluyver en Delft, y de la Escuela de Microbioclogia Enoldgica de -

Perugia.

Los principoles caracteres investigados han sido los si~

guientes:

- Exdmen microscépico

- Exdmen de las formaciones seudomiceliares
- Formacién de esporas

- Asimilacién de nitratos

- Fermentacidén de azlcares

-~ Asimilacidn de azdcares

- Escisién de arbutina

- Poder fermentativo

- Formacidén de velo

- Reaccidn de litmus-milk

Esto Ultima prueba se ha realizado sdlo para levaduras

del género Cdndida.

El procedimiento sistemdtico se acomoda a los propuestos
por LODDER y KREGER VAN RIJ (1967), y LODDER (1970). En casos de-
terminados se ho recurrido al sistema de clasificacidn de BARNETT

y PANKHURST (1974).
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IV.2.1.1. EXAMEN MICROSCOPICO

- Se realiza sobre los cultivos de levaduras sembrados en

agar malta, y en mosto de uva estéril de 10%8¢.

LLa observacién en agar malta se hace tomando la muestra -
con aguja estéril y colocdndola en un porta, sobre una gota de -
ogua también estéril; se emplea microscopio de contraste de fase,

anotando forma, tamafio y tipo de gemacidn.

La observacidén de levaduras en mosto de uva estéril, se -

lleva a cobo a los 3 dias de la siembra, observando 10s mismos co-

racteres morfoldgicos.

IvV.2.1.2. EXAMEN DE LAS FORMACIONES SEUDOMICELIARES

La capacidad de formar o no seudomicelio es un caracter -

taxondmico importante para distinguir entre determinados especies,

Las ramificaciones seudomiceliares provienen de gemocién;
las células hijas forman agregedos, y ounque entre ellas no apare-
cen septos definidos, si se perciben constricciones mds o menos -~
profundas, Es caracteristico el hecho de que la célula terminal

sea de igual tamafio o mds cortae que el resto.

El método empleado para su observacidn es el siguiente:
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En el fondo de una placa Petri se coloca papel absorbente y un tu-
bo de vidrio acodado sobre el que depositamos un porta, Después
de esterilizarlo en estufa a 140°C durante 3‘horos, aplicamos, tra
bajondo en condiciones asépticas, unas gotas de ogar malta sobre

el porta.

La siembro se haoce en estria uno vez que el medio ha soli-
dificado. Los posibles raomificaciones se observan al microscopio

a los 15 y 30 dios de efectuada la siembra,

El popel absorbente es necesario mantenerlio humedo durante .

todo el periodo de incubacidn.

Iv.,2.1.3. FORMACION DE ESPORAS

Lo esporulacién de las cepas se intenta provocar, cultivdg
dolas primeramente sobre un medio rico en glucosa, y cambidndolas,
tras un periodo de dos dias, a otro medio de cultivo pobre en glu
cosa y que contiene acetato potdsico. La composicidén en ombos me-

dios es la siguiente:

Medio "1"
Extrocto de levaodura ,............ 8 g.
Peptona . ......... i iirinranaans 3 g.

GlUCOSA . iviissssveensansnaneneesess 100 g.



AGOF v ierern s tnenereaearannens 20 g.

Agua destilada ... c0herieanens 100 ml.

Medio "2*

Extrocto de levadura ,.......... 1l g.
GlUCOSA  ,,.iinsvesananssansovans 0,5g.
Acetato potdsico ............... 10 g.
AQor i it e i e e 20 g.

Agua destilada ................. 1000 ml,

En el medio "1" se mantienen las cepas duronte 2 dias a

) . .
28°C., Seguidomente se siembran, estas cepas o exdmen, en el me-
dio "2" de cultivo, en el que se mantienen por espacio de S5 dias

a 25°%.

Pasado el periodo de incubacidn en el medio "2", se hace
una preparacidn en fresco y se observa al microscopio. En los ca-
$0s poco claros, se ha practicado una tincidn de esporas con verde

de malaquita,

Después de la observacidn microscdpica, se anota la forma
celular, nimero de ascosporas producida en cada asca y las formas

de las mismas.
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Iv.2.1.4. ASIMILACION DE NITRATOS

Para la realizacidn de esta prueba es necesario preparor
dos medios diferentes, uno con nitrato potdsico y el otro carente

de é1. La composicién de estos medios es la siguiente:

Medio "1"

Yeast Carbon Base .......c00c000. 11,7 g.
Nitrato potdsico ......ceeceesves 0,78 g.
-V~ 1= L 20 g.

Agua destilada .....¢vv000000000. 1000 ml.

Medio "2"

Yeast Corbon Base ............... 11,7 g.
Y T T 20 g.
AQua destiladad . ..e.anienniaenn.s 1000 ml.

Una vez preparados los medios, (distribuidos o razén de
S ml. por tubo de ensayo), esterilizados en outoclave a unc atmdés-
fera de presidén durante 15 minutos, e inclinados los tubos pora
obtener una mayor relacidn superficie/volumen, se prepara también
una solucidn de suero fisioldgico al O,85%, repartiéndola en tu-

bos de ensoyo a razdn de 10 ml. por tubo.

En el suero, previamente esterilizado a una atmdsfera de
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éresién durante 15 minutos, se siembra el cultivo jéven, agiténdo
seguidamente el tubo, con el fin de que la distribucién celular -
sea homogénea. Inmediatomente después, vertemos el suero inoculg
do en los tubos de ensayo que contienen los medios, con y sin ni-

‘trato potdsico, tirdndo seguidamente el sobrenadante,

. R . o .

La incubacién se realiza durante 15 dias a 28 C. Cumpli-

do este tiempo, se comparan los cultivos pertenecientes al mismo
microorganismo, y se observa si la presencia de nitratos ha faci-

litado o no el crecimiento-de las colonias,

En el caso de que el crecimiento sea mayor en el medio que
contiene nitrato, que en el que corece de €1, se considera positi-

vo el desarrolloc de la prueba.

IVv.2.1.5. FERMENTACION DE AZUCARES

Esta prueba se reoliza a partir de un cultivo jéven de 48

horas, en un medio liquido cuya composicidn es:

Yeast Nitrdgeno Base ............ 0,67 g.
AzUCAr a exXOMeN ., ...covirveennens 2,00 g.

Agua destilada ........e0000000... 100 ml.

Este medio se deposito en tubos de ensayo con compana

Durham a razdn de 8 ml. por tubo, y se somete a esterilizacién
- Al

i
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en outoclave a una atmdésfera de presidn durante 20 minutos.

-

La campana recogerd el gas en el caso de que el azlcar en
cuestidn sea fermentado por la especie con la cual se trabaje. Lo
incubacién se prolongc, a partir del momento de la siembra, por
un periodo de 15 dias para anotar las fermentaciones tardias que

puedan producirse.

En el caso de la rafinosa, el tiempo de incubacidén a 28°C
es de 20 dias, transecurridos los cuales se realiza una cromatogra-
fia de papel para los medios en los que el agente fermentativo ha

resultado positivo.

La rafinosa estd formada por tres azlcares:
Fructosa-Glucosa-Galactosa, teniendo en cuenta que:

Fructosa-Glucosa = Sacarosa

Glucosa-Galactosa = Melibiosa

Si es melibiosa el compuesto que queda en el medio, la -

fermentacidén ha sido 1/3 igual, que si queda sacarosa libre.

En cambio, el hecho de que quede galactosa libre nos indi-

ca que la fermentacidn ha sido 2/3.

Es también posible que no quede resto de ningin ozdcor 1li-

bre en el medio, lo cual indica que la rafinosa ha sido totaolmente



fermentada: Fermentacidén 3/3.

La cromatografia de papel se realiza sobre papel Whatman
n? 1, Mediante una micropipeta se hacen tres aplicaciones sucesi-
vas de cada uno de los cultivos fermentados en rafinosa. En cada

aplicacién hay que esperar o que la mancha onterior esté completa-

mente seca,

Sobre el mismo papel, y de iguul forma, se hacen otras -
aplicéciones de soluciones de azlcares que pudieran aparecer como
resultado de la fermentacidn de la rafinosa, y sclucién de rafino-
sa misma. Estos azdcares son: Sacarosa, melibiosa, galactosa vy

fructosa, Se utilizan como patrones.

Usando el mismo eluyente n-butanol:piridina:ogua (6:4:3),
se satura el papel y se deja en una cubeta durante 12 horas. Una
vez fuera de la cubeta y completamente seco, se pulveriza el reve-
lador-fijador (p-anisidina clorhidrice solucidn) sobre el papel.

A continuacién se introduce en la estufa hasta la aparicidn de 1las

manchas indicadoras.

IV.2.1.6. ESCISION DE ARBUTINA

Se procede a la realizacidn de esta prueba como medio de
confirmar la actuacidn o no del enzima B-glucosidasa en las cepas

a exdmen.
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.

El medio utilizado tiene la siguiente composicién:

Arbuting .. iieeevrrvrirrnanainns 0,5 g.
Yeast extract ;................. 0,1 g.
AQar s i ciiir et crtaaeanenan 2,0 g.
Agua desfilcda tesasusscassnonsn 100 ml.

Una vez preparado se deposita en tubos de ensayo a razén
de 5 ml, por tubo, se esteriliza a una atmésfera de presién duran-
te 20 minutos; anteriormente se ha depositado una gota de sal fé-
rrica soluble por tubo, que reaccionard con la quinona libre, pro
cedente de la hidrélisis de la arbutina -~(hidroquinona- f-D-glu-
copiranosido)- doando lugar a la aparicién de un color oscuro si

actlc el enzima, o quedando en su coloraciédn original si no es asi.

La siembra se realiza en estrio a partir de un cultivo -
jéven_de 48 horas, incubando los tubos sembrados a continuacién o
28°C. A los 15 dias se compara la tonalidad del medio con la de

un tubo que se conserva con medio estéril como patrén.

Iv.2.1.7, ASIMILACION DE AZUCARES

La prueba de asimilacidn de ozicores se realiza sclomente
para las cepas que no han fermentodo alguno de ellos, Se trata de
conocer las cepas que son copaces de metabolizarlos por via oxida-

tiva.
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Los tubos de ensayo que se utilizan hon sido esterilizados

previamente en estufa a la temperatura de 180°C curante 2 horas.

El medio de cultivo estd compuesto por:

Yeast Nitrogen

Azicar a examen

Base .

Agar L. .ieeasesesaneas

Agua destilada

24000 e

En cada uno de 1os tubos se depositan 10 ml. del medio yo

homogeneizado, sometiéndolos a esterilizacién en autoclave (una

atmdsfera/20 minutos).

A continuacidén se dejan enfriar hasta que

solidifique el medio, queddndo éste inclinado y dispuesto para 1la

siembra.

Por otra parte,

se dispone de tantos tubos de ensayo, con=-

teniendo 10 ml. de ogua estéril, como cepaus se van a someter a

exdmen,

La siembra se reoliza partiendo de un cultivo de 48 hcros

en los tubos conteniendo el agua estéril.

Tras la agitacién de -

éstos, vertemos su contenido en el medio de asimilacidén, eliminan

dn a continuacidén el sobrenodante.

. . . . ]
Tronscurridos 15 dias de incubacidén a 28°C, se observa el

crecimiento de las colonias si la asimilacién del azlcor problema

es positiva.

N
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Esta misma prueba puede reclizorse.por el método auxonogrd-
fico, consistente en verter en plocas Petri estériles, una suspen-
sién de la cepa en cuestidn, junto con 20 ml, del mismo medio flui
dificado, agitando rotativamente de forma que el»reparto de colo-

nias resulte 1o mds homigéneo posible.

Una vez solidifica:o el medio, se colocan sobre €1 discos
de papel absorbente -"Scheleicher & Schull"- impregnados en solu-

ciones estériles de los azlcares al 2%,

Las placas se mantiener en estufa a 28°C. y a los 4 dias
se observa si se han producido halos de crecimiento alrededor de
algunos de los discos de papel impregnados en los azlcares a inves-~

tigar.

IV.2.1.8. PODER FERMENTATIVO

£l poder fermentativo es la medida del porcentaje {(v/v)

de etanol gue una cepa de levadura es capaz de producir,

Para la realizacién de esta prueba se dispone de matraces
de 100 ml., que se tapon con algoddn cardado y se esterilizan a

180°C durante 2 horas.

A partir de mosto concentrado de uva, se prepara mosto de

12o Bé, y se distribuyen 50 ml. de éste en cada matroz, esterili-
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zdndolos a continuacidn durante 20 minutos a uno atmdsfero de pre-

sidn,

Los cepas a exdmen se han sembrado previamente en agor -
malta, y a partir de este cultivo se lleva a cabo la siembro en los
motraces que contienen el mosto estéril. Tros la inoculacidn, se
sustituye el tapdén de algoddén cardado por una vdlvula cop decido
sulfdrico concéntrcdo, que evita la entrada de oxigeno y permite 1la
salidd de C02. asi como la fijacidén de oiros productos de la fer-
mentacién,

Terminadas las siembras, se pesa cado matraz, operacidn -
que se repite coda .3 dias, para de este modo, poder medir por dife
rencia de peso, el anhidrido carbdnico formado, hasta que se alcan

ce un peso constante,

Calculando la diferencia entre la primera pesauda y la 4l-
tima, y multiplicando esta diferencid_por el factor 2,6, se ob-
tiene un producto que es iguol al poder fermentotivo expresado en

% de alcohol en volumen.

El cdlculo de este foctor se realiza a través de los si-

guientes pasos:

180 g. de glucosa al fermentor producen 88 g. de CO2 mds

92 g. de etanol; por tanto a 1 g. de CO, le corresponden 1,04 g.

2

de etanol,
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Siendo la densidad del etanol 0,79 o los 1,04 g. le corres

ponde un volumen de 1,3 ml, de etanol,

La diferencia de peso en gromos, multiplicada por 1,3 da-

réd el volumen de etanol producido.

V. ml, de mosto ........... 1,3 x P ml., de etanol

100 ml. de mosSto ........... x ml.

y siendo en este caso V = 50 ml., x = 1,3 x 100 x P/50 = 2,6 x P

En la prdctica, se multiplica por 2,5 dado que existe una
contraccidn de volumen, al mezclarse el etanol que se produce con

el medio acuoso,

IvVv.2.1.9 FORMACION DE VELO

Se parte de mosto concentrado de uva, con el cual, se pre-
para mosto diluido de 8° Bé, ajustando el pH a 5. Se entuba a -
razén de 10 ml. por tubo, y se esteriliza a una atmdésfero de pre~

sidn durante 15 minutos.

La siembra se realiza a portir de un cultivo jéven de 48

horas, manteniendo los tubos sembrodos durante un mes a 28,

La primera observacidn se lleva a cabo a los 2 dias de la

siembro, anotaondo la posible aparicidn de:



Presencia de velo con el signo V
Presencia de anillo con el signo A

Ausencia de velo con el signo -

El signo S se reserva para los casos en que se aprecie se-

dimento de la cepa en el mosto.

IV.2;1.10 REACCION DE LITMUS-MILK

Se ha investigodo esta propieduad sclamente en levaduras -

del género Cdndida.

Una vez preparado el medio, se distribuye en tubos de enso-
yo a razén de 10 ml. por tubo, esterilizdndolos a 100°C durante 3
dias consecutivos. Posteriormente se inoculan e incuban o 25% de

1 a 4 semanas.

Solamente en determinados casos ocurren cambios especifi-
cos en este medio -{cambios de color, coogulacién, peptonizacién,
etc.)~ muy dtiles como caracter taxondmico para la determinacidn

de especies, principolmente Céndida lipolytica.

La nomenclatura utilizada en la clasificocidn de levadu-
ras ha sido la misma que la descrita en I1I1I1.2.3.1., para la ta-

xonomia bacteriana,.
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IV.3. RESULTADOS

Los resultados de los test ensayados, para poner de mani-
fiesto las distintas especies de levaduras que intervienen a lo
largo del proceso modurativo del queso de Mahén, aparecen en las

Tablas IV.1, IV.,2, IV.3, IV.4, 1IV.5, y IV,6.

De acuerdo con estos resultados han sido identificadas las

siguientes especies:

- Candidd rugosa (ANDERSON) DIDDENS y LODDER

- TYrichosporon capitatum DIDDENS y LODDER

- Saccharomyces itdlicus CASTELLI

~ Saccharomyces delbrueckii LINDNER

- Torulopsis sphaerica, forma imperfecta de

Saccharomyces (Kluyveromyces) lactis (DOMBROWSKY)

VAN DER WALT

-~ Jorulopsis inconspicua LODDER y KREGER VAN RIJ

- Rhodotérula rubra (DEMME) LODDER

- Candida lipolytica (HARRISON) DIDDENS y LODDER

- Debdryomyces hansenii (ZOPF) LODDER y KREGER VAN RIJ
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TABLA IV.1. RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTE AL

GENERO CANDIDA

N2 de Cepas 45 4
Formacién de seudomicelio + +

Formacién de Esporas - -
Asimilacién de nitratos - -
Fermentacidn de:

~ glucosa - -
- galactosa - -

- maltosa - -

- sacarosa - - |
~ lactosa - -
~ rafinosa - -

Asimilacidn de:

-~ glucosa + +
~ galoctosa N + -
~ maltosa ’ - -

- sacarosa - -

~ lactosa - -
Escisién de arbutina - ha
Poder fermentativo (¢] o
Formacidén de velo V-A S
Reaccidn de litmus-milk Combio colorocidn{ozul)} Peptonizacidn

Diagnéstico: - Candida rugosa Candida lipolytic
° N
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TABLA 1V.2, RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL

GENERO TRICHOSPORON

N2 de Cepos 27
Formacidn de seudomicelio +
Formacién de esporas . -
Asimilaciédn de nitratos -

Fermentacién de:

- glucosa -
~ galactosa -
- maltosa -
- s$dcdarosa -
- lactosa -
- rafinosa -

Asimilacién de:

- glucosa +
- galactosa +
-~ maltosa -
- sacarosa -

- lactosa -

Escisidén de arbutina -

Poder fermentativo
(% de alcohol en volumen)

Formacién de velo . V-A

Diagndstico: Trichosporon capitatum
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TEBLA 1V,3, RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL

GENERO SACCHAROMYCES *
N¢ de Cepas 19 A 15
Fermacidn de seudomicelio - -
Famacién de esporas + (1-2) + (1-4)
Asimilacidén de nitratos - -
Fermentacidn de:
- glucesa + +
- galactosa +‘ + i
- maltosa - + (31)
- sacarosa - + E
- lactosa - -
- rafinosa - -
Azimilacidn de:
- glucosa + +
- galactosa . + +
~ maltosa - +
- socarosa - +
- lactoso - -
Escisién de arbutina - -
Poder fermentativo minimo: 9,6(M-2-C-3) minimo:11,2 (M-3-Q-1
(% de alcohol en volumen) méximo: 11,2(M-3-Q-6) mdximo:12,8 (M—B—Qz—
Formacidén de velo A
Diogndstico: Saccharomyces delbrueckii - Sace

BIBLIOTEC#
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TABLA 1V,4., RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTE AL

GENERO TORULOPSIS

N? de Cepas 13 10
Formacién de seudomicelio - -
Formacién de esporas - -
Asimilacidn de nitratos - : -

Fermentacidn de:

- glucosa - +
- gblactosa - +
- maltosao - +
- sacarosa - +
- lactosa - +
- rafinosa - 1/3

Asimilacidén de:

- glucosa + o +

- galactosa - +

- maltosa - +

- sacarosa - +

- lactosa - +
Escisidn de arbutina - +
Poder fermentativo o minimo: 6,2 (M-3-L-3)
(% de alcohol en volumen) : mdximo: 7,5 (M-3-Q-7)
Formacién de velo S V.S,
Diagnéstico: Torulopsis Torulopsis

inconspicua sphoerico




TABLA IV.5. RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL

GENERO RHODOTORULA

N¢ de Cepas 5

Formacidén de seudomicelio -
Formacién de esporas -

Asimilacidén de nitratos -

Fermentacidn de:

- glucosa -
~ galactosa -
- maltosa -
~ sacarosa -
~ lactosa -
- rafinosa -

Asimilacidn de:

~ glucosa +

- galactosa +

~ maltosa L+

- sacarosa +

- lactosa -
Escisidén de arbutina +
Poder fermentativo o
Formacién de velo A.S.

Diagnéstico: Rhodotdrula rubra
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TABLA 1V.6. RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL

GENERO DEBARYOMYCES

No de Cepas 2
Formacién de seudomicelio -
Formacién de esporas + (1)
Asimilecién de nitratos -

Fermentacidn de:

- glucosa -
~ galactosa -
- maltosa -
- sacarosa -
- lactosa -

- rofinosa -

Asimilacidn de:

~ glucosa +

~ galactosa +

~ maltosa +

- sacarosa +

~ lactosa +
Escisidén de arbutina -
Poder fermentativo (o]
Formacién de velo V.S,

Diagndstico: Debaryomyces hansenii
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Los resultodosvde la identificacién de especies de levadu-
ras uiéludas de la leche figuran en la Tabla IV.7; los resultados
de la identificacidén de levaduros de la cuajoda, en lo Tabla IV.8,
y los resultados de la identificacidn de especies en los aisla-
mientos qfectuudos a partir de las muestras de queso aparecen des-

critos en la Tabla 1IV.9.

La Tabla IV,10 corresponde o la distribucidn de especies en

las tres fabricaciones de queso estudiadas.

A modo de resumen, la Tabla IV.1l recoge laos especies de le
vaduras presentes en el queso de Mahdn y sus porc:ntajes sobre el

total de especies identificadas.

En el lote o fabricacidn n? 1 son especies dominantes -

Trichosporon capitatum (54%), y Cdndida rugosa (32%).

En la fabricacién n® 2, Céndida rugosa (60%) y Saccharomyces del-

brueckii (20%), y en la fabricocidn ne 3, Sacchoromyces itdlicus

(33,3%), Torulopsis sphaerica (22,2%), y Torulopsis inconspicua

(22,2%). En este ditimo lote aparece la mayor diversidad de es-

pecies.
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TABLA 1IV.7. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVA-

DURAS AISLADAS DE LAS TRES MUESTRAS DE LECHE.

Especies identificadas Fab, n® 1 Fab. n2 2 Fab. n®

Trichosporon capitaotum 7 - -
Cdndida rugosa 1 1 2
Rhodogérulc rubra - 5 -
Cdéndida lipolytica - 4 -
‘Torulopsis sphaerica - - 2
Torulopsis inconspicua 1 - 1
Saccharomyces itdlicus - - -
Saccharomyces delbrueckii - - -

Debaryomyces hansenii : - - -




TABLA 1IV.38, RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVA-

DURAS AISLADAS DE LAS TRES MUESTRAS DE CUAJADA,

~Especies iggntificadcs Fab, n? 1 Fab, n? 2 Fab. n? 3
Trichosporgn capitatum S - -
Céndidn~rqqoso - 7 -
Rhodotérula rubra - - -
Cdndidc ligolytica - - -
Torulopsis sphaerica - - 2
Torulopsis inconspicua - - 3
Saccharomyces itdlicus - - 5
Saccharomyces delbrueckii - 3 -

Debaryomyces hansenii - - -
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TABLA 1IV,9, RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES AISLA-

DAS DE LAS MUESTRAS DE QUESO DE MAHON ARTESANAL

Especies identificadas Fab. n2 1 Fab, n? 2 Fab. n? 3
Trichosporon capitatum 15 - -
Cdndida rugosa 10 19 -

Rhodotérula rubra - - -

Cdndida lipolytica - - -

Torulopsis sphaerica - - 6
Torulopsis inconspicua 2 - 6
Saccharomyces itdlicus - - 10
Sac¢charomyces delbrueckii 4 6 6

Debaryomyces hansenii - - 2




fABLA IV.10 DISTRIBUCION DE LAS ESPECIES DE LEVADURAS IDENTIFI-

CADAS EN LAS TRES FABRICACIONES DE QUESO DE MAHON

ARTESANAL.
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ne 1

Fab.

Leche

10
31

Cuajada

10

15

Queso

ne 2

Fab.

10
10
25

Leche

Cuajada

19

Queso

ne 3

Fab.

Leche

10
30

Cuajada

10

Queso

13 i5 19

10

27 45

140

TOTALES
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TABLA 1IV.11. ESPECIES DE LEVADURAS IDENTIFICADAS EN EL QUESO

DE MAHON ARTESANAL. FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELA-

TIVA,
%
Especies identificadas Ne de Cepas sobre el total
Cdéndida rugosa 45 32,1
Trichosporon caopitatum 27 19,3
Saccharomyces delbrueckii 19 13,6
Saccharomyces itdlicus 15 10,7
Torulopsis inconspicua 13 9,3
Tprulopsis sphaerica ) 10 7,1
Rhodotdérula rubra 5 3,6
Cdndida lipolytica | a 2,8

Debaryomyces hansenii 2 1,4




1z

IV.4, DISCUSION

Las especies identificaodas en este estudio taxondmico de-
muestran dye la fioro de levaduras del queso de Mahén artesanal
bsvvdrioblé segdn los fabricaciones. Estas especies también se -
han identi?iccdo en pruebas de clasificacidén ondlogas efectuadas

en otros tipos de quesos estudiodos con anterioridod: Camembert,

Robiola, Limburgo, Roquefort, Talegio, etc. (GRIPON, 1978),

Se uprecia, en conjunto, un claro predominio de cepas no

esporuladag sobre cepos ascosporégenas, siendo las de mayor fre-

H

ciencia Céqdido rugosa y Trichosporon copitotum. Lo primera, fué
ogislada poé primera vez de mantequillas y margérinos por PETTE
(1946). Lg segunda, fu€ identificada con anterioridad por CAPRIO-
TTI (1957), como especie dominante en un comp;ejo estudio sobre lo
maduracidn gel queso Limburgo fabricado en Holgndc. Ambas'especies
mayoritarias, son de poder fermentativo nulo e incapaces de asimi-
lar la lactosa, por 16 gque no deben contribuir a la desaparicién

de este ozucaor del queso en los primeros dias, al menos de forma

directa.

Del conjunto de las nueve especies distintas claosificadas,

solamente dos -Cdndida rugosa y Saccharomyces delbrueckii- apo-

recen en los tres fabricaociones estudiadas; mientraos que especies
que fermenten la loctosa, solamente ha sido identificada una -To-

rulopsis sphaerica- y en una sola fabricacién. De ello se dedu-
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ce que la produccidn de CO, por fermentacidn queda muy reducida en

2

las levaduras.

Tombién es de destacar que en la fabricacién n? 2 se han

identificado especies en la leche -Rhodotdrula rubra y Céndida

lipolytica~ que posteriormente no han sido detectadas ni en la
cuajada ni en el queso, lo que puede ser debido al azar en el ais-
lamiento de colonias, o bien a la disminucidén del pH como conse-

cuencia de lag progresiva acidificacidn.

Las especies de levaduraos esporulados identificadas han si-~

do solamente tres -Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces itd-

licus y Debaryomyces hansenii- . Las dos primeras son levaduras

habituales en los mostos de uva,‘donde aparecen descritas en tra-
bajos de microbiologia enoldgica, con mayor frecuencia que en los
quesos, como se hace patente en los estudios de los agentes de -
fermentacidn de mostos de uva espoficles con Denominacidén de Ori-

gen (INIGO y col., 1960, 1964).

La especie que aparece con menor frecuencic relotiva ha si-

do Debaryomyces hansenii:; esta especie ha sido ensayada por FATI-

CHENTI y col., (1979) como integronte de un "fermento"mixto de

bocterias 1dcticas y levaoduras, usado en la fabricocidn industrial
del queso de cabra italiono, De los ensoyos realizaodos, el "star-
ter" seleccionado fué aquél que contenia mayor proporcidn de ésta

levadura, obteniéndose un queso mds tierno, pastoso y de gran un-



tuosidad, con soboer ligeramente Gcido y aroma delicado.

- Refiriéndonos a los resultados globales obtenidos, es preci
s0 sefialar que lao flora de levaduras del interior del queso de -
Mahdn parece estar constituida ma&oritariamente por especies no -

esporuladas, a las que pertenecen los géneros -Cdndida, Trichos~

poron, Torulopsis y Rhodotdrula~ todas ellas mds resistentes a la

sal que los Saccharomyces, mientros que especies esporuladas o as-

cospokééenos solamente se detectan los géneros Saccharomyces y

Debaryomyces.
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IV.5. CONCLUSIONES

La naturaleza de la flora blastomicética del queso de Mahdn
ho sido estudiada a partir de muestras tomodas en tres fabricacio-
nes artesanales, hechas con leche cruda de distinta procedencia, -

dentro de la isla de Menorca.

140 Cepas de levaduras han sido identificadas después de su
aislamiento de leche, cuajada y queso durante cuatro meses de ma-
duracidn, deduciéndose de este estudio lus siguientes considera -
ciones: )

19) De acuerdo con los criterios taxondmicos de LODDER

(1967, 1970), esta flora estd formada por especies de los géneros:

Cdéndida
Trichosporon
Saccharomyces

Debaryomyces

Rhodotérula

29) La diversidad de especies se reduce @ nueve, siendo
distintas las especies que dominan en las muestras examinadas de

cada fabricacidn.



39} De las 140 cepas clasificadas, 96 son de poder fer-
mentativo rulo, lo cual representa un 68,5% del total de cepous, -

frente a un 31,5% de cepas fermentadoras. De poder fermentativo

alto se han identificado dos especies -Saccharomyces itdlicus vy

éoccharomypes,delbrueckii~ y, solamente una de poder fermentativo

medio -chulopsis sphaerica-, De estas especies, solamente la -
dltima fer#enta la loctosa, representando la Unica especie adapta-
da a sustretos ldécteos; las dos primeras més bien pueden conside-

rarse como ‘huéspedes ocasionales.

4¢2) En el conjunto de cepas identificadas, se aprecia un
predominic notable de las no esporuladas (74,3%), sobre los es-
poruladas (25,7%), incluso en las especies que fermentan la lac-
tosa -formadas exclusivamente por estirpes de la levadura no es-

poruloda Torulopsis sphaerica- 1lo que sugiere un estadio evolu-

tivo algo retrasado del grupo de las fermentativas.

5¢) Considerando el aspecto ecolégicq del conjunto de las
especies, se observa uno dominancia de levaduras gerobias sobre -
anderobias, y de no esporuladas Qobre ascospordgenas, lo que co-
rrobora -por la situacién geogrdfica y caracteres climdticos de

loa islag- los resultados de la identificacidén de levaduras en otros

sustratos fermentativos como el mosto de uva,



CAPITULO v

SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS EN BASE A

SUS CARACTERISTICAS DE INTERES TECNOLOGICO
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V.1l. INTRODUCCION

Las bocterias ldcticas mds usados en la industria ldctea

pertenecen o los géneros Streptococcus y Loctobacillus. Las es-

pecies del primero -en particulaor, Streptococcus lactis y Strep-

tococcus cremoris- contribuyen, gracias a la acidificacidén 1dc-

tico que producen,a incrementar la accidén del cuajo, de forma que
la coagulacidn mixta que se produce, constituye la base de fabri-

cocidn de numerosos tipos de quesos.

La octividad acidificante de estas especies, transformando
lo lactosa principalmente en dcido 1léctico, ayuda odemds, a evitar

lo putrefaccidn de la cucjada.

En el estudio de los quesos tipo Manchego, NURNE 2 y col.,

{(1979) observan que las cepos de Streptococcus loctis con poder

acidificante superior al 0,25% resultan iddéneas para los fermen-
tos, asegurando una correcta acidificacidén de lo pasto, a lo vez
que favorecen el desuerado y evitan la proliferacidén de colifor-

mes .-

Mientras que los estreptococos ldcticos suelen constituir
la floro dominante en la cugjada, y en el comienzo de la madura-
=ién da los quesos, los lactobacilos participan mds tordiamente
an lo mismo, desarrollando cetividades proteoliticos y lipoliti-

ras, e interviniendo, a veces, en el desarrollo de los aromos.
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Son varios los estudios, en particular los de POZNANSKI y
RYMASZEWSKI (1965), TOKITA y HOSONO (1968), CREAMER (1970) DO NGOC
y col., (1971), WECKX y VAN DER POORTEN (1973), GRIPON y col., -~
(1975); etc., que se han dedicado a poner de manifiesto la degra-
dacidn de proteinas durante la maduracién de los quesos, y a la
descripcidn de los procesos quimicos que acontecen durante la pro-

teolisis.

Sin embargo, son mds escasos los trabojos en que se descri-
be el popel ejercido por cada especie microbiana, y particularmen-
te pof sus enzimas, destacando los de MABBIT y col., (1959), REI-
TER y col., (1967), OHMIYA y SATO (1970), y GREEN y FOSTER (1974)

entre otros.

Investigaciones llevadas o cabo por MILLER y KANDLER (1967)
con cultivos puros de estreptococos y lactobacilos, demuestran que
con los primeros se obtiene un incremento del N no proteico com-
prendido entre el 1% y el 2%, en tanto que el obtenido con los lac

tobacilos es del 4 & 5%.

RAPP (1969) estudia distintas especies de lactobacilos, ob-
servando que la hidrélisis mds ocusado de lao caseina estd a cargo

de Lactobacillus acidophilus, seguido de Lactobacillus bulgdri-

cus, Lactobacillus helvéticus y Lactobacillus cosei.

KOSIKOWSKI (1978), cita estas tres Ultimas especies como -

responsables de los caracteres de acidez y sabor, no solo del yo-
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gur, kefir y koumis, sino tombién de algunos quesos italianos y

del queso Emmental.

SHARPE (1979), cita a Lactobocillus casei como uno de las

bacterios mds frecuentes de los starters mesdfilos que emplea ac-

tualmente la industria l4ctea.

DUCASTELLE y LENOIR (1969), en el estudio microbiano del
queso tipo Saint-Paulin, determinan como especie dominante de lac-

tobacilos -Lactobacillus plantarum- seleccionando cepas con alto

poder proteolitico, y recomenddndolos, debido tambidn o su carac-

ter filante, para la fabricacidn industrial de este tipo de queso.

De todo lo onteriormente expuesto, y del estudio de 1o mi-
croflora de los quesos artesanales, se deduce, que cada vez es -
mayor el nimero de cepds bacterionas seleccionados por sus carac-
teristicas de interés tecnoldgico. Asimismo, la prdctico casi -
genercolizada actualmente, de usar "starters” idénticos para fa-
bricar variedades de queso distintas, estd siendo desplazada en
el sentido de utilizar cepos outdéctonos que desarrollen los co-

racteres genuinos de los voriedades artesanacles.

El objetivo de este Capitulo se centra en lo selecciédn de
cepas de estreptococos ldcticos, lactobacilos y enterococos, en
bose a la actividod acidificante de los primeros, y a otro tipo

de actividades enzimdticas de los Ultimos.
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~V.2. MATERIALES, METODOS Y fECNICAS

V.2.1. ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE ESTREPTOCOCOS LACTICOS

Se han ensayado las 24 cepas de Streptococcus lactis proce-

dentes de las tres fabricaciones estudiadas de queso de Mahdn or-

tesanal.

. A la fabricacidn n? 1, corresponden 7 cepas, 12 cepas a la

fabricacién n? 2, y los 5 cepas restantes o la fabricacién ne 3,

Para determinar el poder acidificante de cada cepa, se ha

operado de la siguiente forma:

En matraces de 250 mi. se depositan 100 ml. de leche des-
cremada estéril Skimmilk (Difco), esterilizando a continuacién -
los mismos durante 15 min, a 1 atmésfera de presidn, Una vez en-

foiados los matraces a BOOC. se siembra cada uno con un cultivo
joven de 24 horas de iaé cepas cuyo poder ocidificante se quiere
determinor. Esto siembra se redliza al 2%, es decir, 2 ml. de cul
tivo por matraz. La incubacidn se realiza a 32°C.: y periédiccmeg
te, a las 16,18,20 y 22 horas de incubacién se extraen 10 ml. de
cadc matraz, determinando la acidez total producida, mediante va-

loracidén con hidréxido sédico 0,1 N, y como indicador solucidn de

fenolftaleina al 2% en alcohol.

La acidez total se ha expresado en grados Dornic.
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V.2.2. ACTIVIDAD CASEOLITICA DE LACTOBACILOS Y ENTEROCOCOS

Pora obtener una informacidn cuantitativa de la actividad
coseolitico de los lactobacilos y enterococos, presentes en el que
50 de Mohdn artesanal, e identificados en el Copitulo III1, se ha

seguido lo siguiente técnica de difusidn:

Se utilizan placas de Petri estériles de 90 mm. de didmetro,
conteniendo cada una 10 ml. de leche descremoda estéril Skin-Milk
(Difco), y 10 ml. de una solucidn estéril de agar al 3% en agua

destilada.

Paro aplicar la muestra se extrajo con taladratapones, del
centro de la placa, un circulo de 10 mm. de didmetro. La difusidn
se reolizdé oplicando un volumen de 0,1 ml. de una suspensién de -
las cepas o exomen en agua estéril, en la cavidad centrol practica
do en lo ploca, e incubando éstas a 30°C durante un periodo de 1

o 8 dias.

La digestidn de la caseina se monifiesta por la apariciédn
de un holo alrededor de lo caovidad practicada en el centro de la
ploca, seleccionando en principio aquellas cepos en las que el did-

metro del halo producido es superior a 25 mm.
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V.2.3, ANALISIS ENZIMATICO'DE LACTOBACILOS Y ENTERCCOCOS POR EL

SISTEMA API-ZYM,

El sistema API-ZYM es un micrométodo semicuantitativo de in
;estigacién de actividades enzimdticas, oplicable a diversos mate-
ricles biolégicos, tales como tejidos, células diversas, entre -
ellas microorganismos, liqu§dos orgdnicos ... (LAVIOLETTE, 1977),

en los que la actividad enzimdtico se detecta por el desarrollo de

una celoracidn,

‘ El dispositivo se presenta bajo la forma de una galeria que
contiene 20 cilpulas de 9 mm. de didmetro y 3 mm. de altura, cuyo
fondo estd constituido por un soporte que contiene el sustrato ade
cuado en solucién tomponada (Tris maleato 0,05 M para pH 5,4; Tris

ClH 0,05 M para pH 7,5 y 8,5).

Se ensayan solamente las cepas de lactobacilos y enteroco-
cos que en lo prueba analitice V.2.2,, hon dado un holo de proteo-

lisis superior a 25 mm.

Una solucidn de células de cada cepa, con densidad compren
dida entre 5 y 6 en la escala de Mc Farland, se reparte con pipe-
ta Pasteur estéril, a razén de 2 gotas de s;spensién por cupula.
Cada galeria se deposita en una cajo de incubacidén, o la cual se
afiaden 5 ml. de agua destilo&a estéril para evitar la deshidraotao-

cidn. Estas cajas, una vezr cerradas con tapa de pldstico -transpa-
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. <)
rente, son puestas o incubar durante 6 horaos a 37 C, Acabado el
periodo de incubacidn, se depositan en cado cdpula una gota de reac-
tivo A, y una goto de reactivo B, ta composicidn de estos reacti-

vos es la siguiente:

Reactivo A

Tris hidroximetil omino metano ........ 250 g.
Acido clorhidrico (37%) ............... 110 ml.
Lauril sulfato ............ fh e e . 100 g.
Agua destilada hasta . ......ceuieunvrnn- 1000 ml.

Reactivo B

Fast Blue BB Sigma . ......ce00eocuarenn 3,5 mg.

2-Metoxietanol hasta ........... PR 1000 ml.

Transcurridos 5 minutos, después de depositar los reacti-
vos en cada clpula, se exponen las galerias durante 10 segundos
a una ldédmpara de 1000 watios; al término de los mismos, se efec-
th‘lo lecturo de los colorociones desarrollados, onotando los
resultados segln un baremo de O (reoccién negativa) o 5 (reaccidn

de intensidad mdxima).

Cada gaoleria utilizada permite la investigocidén de 19 ac-

tividaodes enzimdticaos (Tabla V.1).

La escala de Mc Farland se prepara a partir de cloruro bd-
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rico al 1% y dcido sulfdrico al 1%, en 10 tubos de ensayo del mis-

mo didmetro.

En el tubo 1, se depositan 0,1 ml. de solucidn de cloruro
de bario, en el tubo 2, 0,2 ml., en el tubo 3, 0,3 ml, ... y, en
el tubo 10, 1 ml. E1 volumen de cada tubo se lleva a 10 ml. me-
diante adicidén de dcido sulfirico. Unao vez preparadas estas so-
luciones se agitan los tubos, al igual que }os de las suspensiones

microbianas cuya turbidez se requiere comparar con los mismos.
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SUSTRATO

2-Noftil fosfato

2-Naftil butirato

2-Naftii caprilato

2-Naftil myristato
L-leucil-2-naftilamida
L-valil-2-naftilamida
L-cistil-2-naftilomido
N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida -
N-benzoil-DL-fenilalanina-2-noftil-

amida

2-Naftil fosfato
Naftol-AS-BI-fosfodiamida
6-Br-2-naftil- -D-galactopirand-

sido

2-Naftil- -D-galactopirandsido
Naftol-AS-BI-
2-Naftil-
6-Br-2-naftil-

D-glucuronato
-D-glucopirandsido
-D-glucopironésido
1-Naftil~N-acetil- -D-glucosami-

nidao.
6-Br-2-naftil- -D-mannopirandsido

2-naftil- LUL-fucopirandsido

TABLA V.1l. GALERIA ENZIMATICA API-ZYM
Ne ENZIMA  INVESTIGADO
1 Testigo
2 Fosfotaso alcalina
3 Esterosa (Cd)
4 Esterasa lipaso (CB)
5 Liposa (Cld)
6 Leucina aminopeptidasa
7 Valina aminopeptidasa
8 Cistinag ominopeptidasa
9 Tripsina
10 Quimotripsina
11 Fosfatasa acida
12 Fosfoomidasa
13 -galactosidosa
14 -galactosidasa
15 ~glucuronidosa
16 -glucosidaso
17 ~-glucosidasa
18 ~glucosaaminidasa
19 -mannosidasa
20 ~fucosidasa
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V.3. RESULTADOS

V.3.1., SELECCION DE ESTREPTOCOCOS LACTICOS

En las Tablas V.2, V.3, y V.4, se recogen los resultados de

la actividaod acidificante de las cepas de Streptococcus lactis -

procedentes de quesos artesanales de las fabricaciones n? 1, n? 2

y n2 3, respectivamente.

Laos Figuras V.1, V.2, y V.3, muestron de manera grdfica la
evoluciédn del poder acidificante de estas cepas a lo largo de 22

horas de incubacién o 32°C.

En la fabricacidn n?® 1, la cepa de mayor poder de transforma-
cidn de lactosa en dcido léctico, es la M-l-Q1—14. que alcanza a

las 22 horas una acidez total de 70,2° D.

En las pruebas efectuadas con las cepas de la fabricacién n®?
2, se alcanzan, en general, actividades mayores que con las cepas
de la fabricacidn n? 1, destacando la M-2~Q-19, cuya titulacidn
de acidez es ya, a las 16 horas, de 70,2°D, alcanzando 72,9°D a
las 22 horas de incubacidn. Debido a la velocidad de transforma-
cidn de la lactosa en dcido ldctico, y a la regularidad del curso

de ésta transformocidn, la citada cepa de Streptococcus lactis ha

sido seleccionada para su inclusidn en los "starters".

Curiosamente con todas las cepas de esta especie procedentes
de la fabricocidn n? 3, se olcanzan 1l¢s valores mds bajos de pro-

duccidn de dcido ldctico.
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TABLA V.2, EVOLUCION DE tA ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE

STREPTOCOCCUS LACTIS

Fabricacién n? 1

Actividad acidificonte (o Dornic)

Horas 16 18 20 22

Cepa

M-1-L-25 31,5 33,3 33,3 35,1
M-1-C-2 51,3 54,9 63,9 63,0
M-1-C-8 38,7 39,6 46,8 49,5
M-1-Q-17 27,9 27,9 27,9 28,8
M—l—Ol—l 68,4 70,2 67,5 €8,4
M-l-Ql—A 56,7 59,4 65,7 63,9

M-1-Q, -14 65,7 67,5 66,6 70,2
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TABLA V.,3. EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE

STREPTOCOCCUS LACTIS

Fabricacidn n2 2

Actividad acidificante (o Dornic)

Horas 16 18 20 22

Cepa

M-2-C-20 44,1 63,0 67,5 73,8
M-2-C-24 44,1 46,8 48,6 53,1
M-2-Q-1 37,8 40,5 41,4 45,0
M-2-Q-5 47,7 52,2 54,0 54,0
M-2-Q-9 48,6 53,1 56,7 58,5
M-2-Q-10 24,3 22,5 23,4 22,5
M-2-Q-12 54,0 58,5 58,5 63,0
M—2—d—l7 20,7 21,6 23,4 24,3
M-2-Q-19 ZQLE 71,1 73,8 72,9
M~2-Qz—12 45,9 46,8 50,4 51,3
M—2—Q2-16 63,9 64,8 72,0 71,1

M-2-Q,-24 44,1 45,9 48,6 51,3
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TABLA V.4. EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE

STREPTOCOCCUS LACTIS

Fabricacién n? 3

Actividad acidificante (o Dornic)

Horas 16 18 20 22
Cepa
M-3-L-3 47,7 49,5 50,4 52,2
M-3-L-17 46,8 47,7 51,3 53,1
M-3-L-19 39,6 43,2 46,8 50,4
M-3-C-11 36,9 37,8 36,9 39,6
M-3-Q-18 31,5 32,4 44,1 a7,7
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SELECCION DE LACTOBACILOS

En un primer intento de medir cuontitativamente la occtivi-

dad caseolitico de los lactobacilos, medionte el test de digestién

de lo caseino (V.2.2), se han preseleccionado aquellos cepos en -

1cs que el didmetro del halo producido es superior a 25 mm, y que

a continuacidn se describen:

Fobricacidn n?

Fobricacidn n?

M-1-01-21(no)
M-1-Q;-20

M-2-Q,-22 "
M-2-Q,-1 "
M-2-Q_-19 "
M-2-Q_~-4 (LA)
M-2-Q_-10
M-2-Q,-23 "
M-2-Q,-1 "
M-2-Q,~3 "
M-2-Q,-4 "
M-2-Q,-6 "
M-2-Q,-7 "
M-2-Q,-10 "
M-2-Q,-13 "
M-2-Q -16
M-2-Q,-18 "
M-2-Q,-22 "

W w NN e

H DD DD S W

[N . O -9

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plantarum

Lactobacillus

plaoantarum

Lactobacillus

plontorum

Lactobacillus

casei

var .casei

Loctobacillus

casei

var,casei

Lactobacillus

casei

var,rhamnosus

Lactobacillus

caseli

var.,casei

Lactobacillus

casei

var.casei

lLactobacillus

casei

var.casei

Lactobacillus

casei

var.casei

Laoctobacillus

casel

var,casei

Lactobacillus

casei

var.casei

Lactobacillus

cosei

var.casei

Loctobacillus

casei

var,casei

Lactobacillus

casei

var .casei

Loctobacillus

casei

var ,alactosus
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Fabricacién n? 3 M—3—Qz-5 (RO) Lactobacillus plantarum

M-3-02-10 " Lactobacillus plantarum
M—B—Qa-13 " Lactobacillus plantarum
M-3-02-14 " Lactobacillus plantarum
M—3-03-;1 " Loctobacillus plantarum
M-3—Q4-B " Lactobacillus plantarum

Estas cepas preseleccionadas, son las que se han sometido
a los.andlisis de actividades enzimdticas por el sistema API-ZYM,
con el objetivo de seleccionar definitivamente oquellas cuyas ac-
tividades proteoliticas -fundamentalmente (Leucino-ominopeptida-
sa, Volina-aminopeptidasa, Cistina-ominopeptidasa)-, y lipoli-
ticos -(Esterasa, Esterasa-lipasc, y Lipasa)- alcancen los valo-

res mdximos.

Los resultados de las cepas examinadas de Loctobacillus

plantarum y Lactobacillus casei, se describen en las Tablas V.S

.

y V.6 respectivamente, Lo figura V,4 muestra los perfiles enzi-

mdticos de las cepas de ambas especies.,

De acuerdo con estos resultodos, de las 11 cepas de Locto-

bacillus plantarum, a las que se ho realizado el andlisis enzimd-

tico por el sistema API-ZYM, ha sido seleccionada la cepa M-I—Ql-
21, debido a la mdxima intensidad de reaccidn obtenida en los -
pruebas de Leucina-ominopeptidasa y Valina-aminopeptidosa en cuan-

to a octividades proteoliticas; su octividad Esterasa-lipasa (C8),
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AISLADOS A PARTIR DE QUESO DE MAHON

TABLA V.6.

EQUIPAMIENTO ENZIMATICO DE LACTOBACILLUS CASEI

ARTESANAL
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es la mds fuerte de los octividodes lipoliticos hallodas, siguien-

dole en orden decreciente lg Esterasa (C4), y lo Lipasa (Cl4).

Respecto o las 13 cepos de Lactobacillus caosei analizodaos,

atendiendo al mismo criterio, se hon seleccionodo las siguientes:

M—2—03—4 = Lactobacillus casei var., casei, M—2-Q3—23 = Lactobao-

cillus casei var, rhamnosus, y M-2—04—22 = Lactobacillus casei

vor, alactosus. Estos 3 cepas muestran una intensidod de reacciédn

de 4 pora laos actividades bLeucino-aominopeptidasa y Valino-ominopep-
tidasa, en tanto que la intensidad de reaccidén paro la Cistina-ami

nopeptidase puede considerarse prdcticomente nula.

Las actividades lipoliticas Esterosa (C4) y Esterosa-lipasa
(C8) son elevadas (4) para la cepa M-2-Q3-4, y de intensidod medio
pora los otras dos cepos, pero en cualquier caso iguales o superio-

res a las del resto de las cepas analizadas.

V.3.3, SELECCION DE ENTEROCOCOS

Siguiendo lo misma sistemdtica operativa que para la selec
cidén de lactobacilos, se han preseleccionado, atendiendo a los re-
sultados del test de digestidén de lao caseina, descrito en V, 2,2,

5 cepos de Streptococcus durans, de un total de 30 cepaos de esta

especie ensoyodas.
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No se han ensayado éepos de Streptococcus faecium debido

a su presencia minoritaria en el queso artesanal. Streptococcus
faecalis y sus variedades tampoco se han tenido en cuenta por obje

tivas razones higiénicas,

Las cepas de Streptococcus durans han mostrado, en gene-

ral, un halo de proteolisis inferior al obtenido con los lactobo-
cilos, por lo que se ha tomado como criterio de preseleccidén un -
didmetro del halo iguol o superior a 15 mm. Estas cepas son las

siguientes:

'

M-1-Q-2 (m-E)

M-I—Q2—2 "
M—1—02-8 "
M-Z-QZ—lO "
M-2—Qz~6 "

Posteriormente han sido sometidas a los andlisis de acti-~
vidades enzimdticas, para seleccionar aquella que presente unas
intensidades de reaccidén mdximas para las actividades proteolfti-

cas y lipoliticas investigadas.

El contenido enzimdtico de Streptococcus durans se descri-

be en la Tabla V.7, La figura V.4 muestra el perfil enzimdtico

de estas cepas.

De ocuerdo con estos resultodos ha sido seleccionada la

cepa M-2-Q,-6 (m-E).
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V.4. DISCUSION

Los resultodos de lo prueba de actividod acidificonte reo-

lizada con 24 cepas de Streptococcus lactis, aislados de queso de

Mohén artesanal, evidencian una notable variabilidad en el poder

y en lo velocidad de transformacidn de la loctosa en dcido 1ldctico.

Para la fabricacidén n? 1, la actividad minima corresponde a
10 cepa M-1-1-25 que al final de la incubacidén alcanza 31,500, en
tanto gue el poder mdximo, en el mismo periodo de 22 horos, corres-

ponde a la cepa M-I—Ql-ld con 70,2°D.

En las cepas procedentes de la fabricocidn n? 2, esta varig
bilidod resulta adn mds acusadd. La cepa M-2-Q-10 prdcticamente -
_carece de este poder, mientras que por el contrario, lo cepa selec
cionoda M-2-Q-19, alcanza en 16 horas 70,200, es decir, 7,2 g.
de dcido ldctico por litro, Esta circunstancia hace que su incly
sién en el "storter" sea oconsejoble poro que asegure una correc
ta ocidificacién de lo cucjado, odemds de evitor, gracias al des-
censo rdpido del pH, la proliferacidn de bacterias que dificultan

una adecuada maduracidn del queso.

Las cepas de Streptococcus lactis del queso artesanol n? 3,

muestran un curso regular en la formacidn de dcido 1dctico, eston-
do comprendidos los valores del mismo, entre 3,96 g./1. y 5,31 g./1

cantidades sensiblemente inferiores a las que se consiguen con las
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cepas aisladas de la fabricacidén precedente.

- Parc la seleccidn-de lactobacilos, se han investigado las
actividades proteoliticas y lipoliticas, dada la importancia que
reviste la liberacién de aminodcidos y dcidos grasos durante lo

maduracidén del queso.

Para Lactobacillus plantarum, 1las variaciones encontraodas

en 105 sistemas enzimdticos, de una cepa a otra, son muy escasas,

-Las actividades endopeptiddsicas, del tipo tripsina o qui-
motripsina, estdn prdcticamente cusentes en todas los cepos estu-
diadas. En cambio las actividades exopeptiddsicas, del tipo ami-
no peptidasas, estdn presentes ‘en 1a mayor parte de ellas y a ni-
veles sensiblemente similcres. Las actividodes leucina-ominopep-

tidasa y valina-ominopeptidaso son méximas en 3 de las 11 cepas -

con un valor de 5, mostrando en las restantes una intensidad de -
reaccidn comprendida entre 3,5 y 4. Por el contrario, la cistino-
aminopeptidasa oparece regularmente distribuida, en valores esco-

s0s o nulos, en las diferentes cepas.

Para las actividodes lipdsica y esterdsica se observa uno
distribucién semejonte. Lo actividad esterasa-lipasa es lu mds
fuerte, seguida de la esterosa que estd menos desarrolleda, pero
aparece en conjunto menos variable; y por Ultimo, la actividad

lipdsico es escasa, o nula, en todas las cepas. Otros autores, -
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CARINI y LODI (1975), han obtenido actividodes lipdsicos bacte-
rianas mds importantes cuando han cambiado los condiciones expe-
rimentoles, en el sentido de aumentor de 6 a 8 horas, el periodo
de incubacidén de las galerias. De acuerdo con BRANDL y ZIZER
(1973), wuno hipdtesis que pudiera explicar el mayor nivel de la
actividad lipdsica o mayor periodo de incubocidén, seria la lisis
de las células producida duronte el periodo de incubacidn mds laor-

go, por liberocidén de enzimas lipoliticos endocelulares.

Los perfiles enzimdticos de Lactobacillus casei y sus var,

casei, rhamnosus y dlactosus, estdn muy préximos a los de Lactoba--

cillus plantarum, si se exceptuan determinadas octividades oxidd-

sicas (g-galactosidasa y a-glucosidasa) que aparecen mds acusadas

en laos cepas de ésto Ultima especie.

Los actividades aminopeptiddsicas oscilan entre 2,5 y 4 de
intensidod, o excepcidn de la Cistina-aminopeptidaso, dque como en
el caso onterior es casi nula o inexistente, ocurriendo igual con

los endopeptidasas tripsina y quimotripsino.

En los octividades lipdsicas y esterdsicos también se ob-
serva una distribucidn similor; olto o media paro la esterasa y

esterasa-lipasa, y escosa o nula para la lipasa.

Laos cepas de loctobacilos que hemos seleccionado muestraon

octividaodes aminopeptiddsicas y esterdsicas altas, coreciendo préc
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ticamente de actividodes exopeptiddsicas y lipdsicas exocelulares,

- Las diferentes cepas de Streptococcus durans estudiodas,

muestran en general escasa actividad enzimdtica, habiéndose selec-
‘cionado una cepa con solo actividad esterdsica y algo de Cistina-

aminopeptidasa.

Asimismo, cabe destacar la presencia en esta cepa de exo-
peptidasas, principolmente la quimotripsina, que estd prdcticomen-

te ausente en las 24 cepas de loctobacilos estudiadas.
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V.5. CONCLUSIONES

Se ha investigodo lo actividad acidificante de 24 cepas de

Streptococcus lactis, y las actividades proteoliticos y lipoliti-

cas exocelulares de 11 cepas de Lactobacillus plantarum, 13 cepas

de Lactobocillus casei y 5 cepas de Streptococcus durans, medion-

te un micrométodo normalizado que permite un andlisis de estas ac-
tividodes enzimdticos y la posibilidod de efectuar un estudio com-

parativo de los resultados.

12) En idénticas condiciones experimentales, el poder aci-’

dificante de Streptococcus lactis es muy varioble de unas cepas

o otras, hobiéndose seleccionado oquella que presento uno moyor -

actividod, en un tiempo fijo.

29) Los actividodes aminopeptiddsicas estdn presentes en
todas los cepas de loctobacilos a niveles sensiblemente similores,
con excepcidn de lo cistino-ominopeptidosa, cuya octividod es es-

casa o nulo.
39) Las octividades endopeptiddsicas ~del tipo tripsino
y quimotripsina- estdn prdcticomente ousentes en las diferentes

cepas de lactobacilos.

42) Para los actividades lipdsicas y esterdsicas, se ob-
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serva igualmente una distribucién similar en los lactobacilos, -
siendo de caracter medio o fuerte las actividades esterasa (C4) y

esterasa-lipasa (C8), vy préé{icamente nula la lipasa (Cl4).

5?) El perfil enzimdtico de Streptococcus durans es sen-

siblemente diferente del perfil enzimdtico de los loctobacilos.
Con excepcidn de la quimotripsina, el resto de los enzimas proteo
liticps no estdn presentes, o lo estdn en cantidades notablemente
inferiores; 1lo que confirma las diferencias taxondmicas entre es-

tas especies.



CAPITULO vr

ELABORACICON DE UN "STARTER" PARA QUESO DE MAHON

FABRICACION DEL MISMO A ESCALA SEMI-INDUSTRIAL -

FPARTIENDO DE LECHE PASTERIZADA
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VI.1. INTRODUCCION

Hosta finales del siglo XIX, para fabricar mantequilla o
queso, se dejaba la leche a temperatura ombiente con objeto de -
que la flora ldctica presente en ella se desarrollase y provocase
la fermentacidn. Este procedimiento implicoba también desorrollos
circunstanciales de gérmenes indeseables, responsables de modifica-

ciones desagradables en el sabor y aroma de los quesos.

A partir del momento en que se comprueba que la fabricacidn
ccrrecfa del queso, estd relacionada directamente con el control --
microbioldgico de la fermentacidn de la cuajada, comienza a perfi-
larse una nueva tecnologia en la que, progresivamente, estos méto~
dos primitivos, se van modificondo y sustituyendo por otros mds mo

dernos y racionales.

STORCH (1890) en Dinomarca, y CONN (1889) en Estodos Uni-
doé,lfueron quienes por primera vez demostraron experimentalmente
que se podia obtener una mantequilla de buena calidad utilizando

cultivos puros de Streptococcus lactis. Sin embargo, el producto

obtenido carecia del aroma caracter{stico de la mantequilla tra-

dicional.

Es posteriormente, en 1919, cuando HAMMER y BAJLEY en Es
tados Unidos, STORCH en Dinamarca y BOEKHOUT y OTT DE VRIES en -

los Paises Bajos, al observar que los cultivos ldcticos pro-
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pician un buen aroma, cuondo se llega al verdodero control micro-
bioldgico de la fermentascidn del queso; llegon a establecer que
dichos cultivos estabon formados por una mezcla de dos especies

distintos de bacteriaos: Streptococcus lactis, responsable de la

acidez, y Streptococcus cremoris, responsable de la produccidn de

aoroma.,

Mds tarde, en 1936, se identificon otros especies de bac-
terios ldcticas productoras de aromas, que fueron clasificodas co-

mo Streptococcus diacetylactis por MATUSEWSKI y col., (1936) en

Polonia, y Streptococcus citrophilus por VAN BEYNUM y PETTE (1936)

en los Poises Bajos.

Los "starters", usados comercialmente en la industria ldc-
tea, responden a tres tipos diferentes de acuerdo con su composi-
cidn y segln la clasificaciédn propuesta por LAWRENCE y col., -

(1976):

- Cultivo puro Unico ("single stroin starters")
- Varios cultivos puros ("multiple strain starters")

- Cultivo mixto ("mixed stroin starters™)

Los primeros estdn formodos, generalmente, por un cultivo

puro de Streptococcus cremoris, o de Streptococcus lactis.

En el segundo caso son varios los cultivos que se aplican,

bien en momento diferentes, o simultdneomente, y lo forman mezclos
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de tres o cuatro cultivos puros de Streptococcus cremoris, Strep-

tococcus lactis, Streptococcus diacetylactis, o género diferentes

como el Leuconostoc,

Los cultivos mixtos utilizados corrientemente en Italia y
América del Norte, estdn formados por mezclas no aisladas de va-

rias cepas de distintas especies como Streptococcus cremoris, -

Streptococcus lactis, etc, Estos cultivos tienen mayores venta-

jos oplicativas por no presentar relaciones fdgicas entre ellas,
Y por tanto, son mds resistentes a los bacteridfagos que los culti

vos puros, pues contienen varias cepas con genotipos diferentes,

COGAN (1980), subdivide a los cultivos mixtos en cuatro -
tipos, segun la ncturaleza de las bacterias productoras de oroma

que estos contienen:

-~ Cultivos tipo B, que contienen distintos especies de

Leuconostocs productoras de aroma (Leuc. citrovorum, Leuc, dextra-

nicum, y/6 Leuc. loctis).

- Cultivos tipo D, con la especie Streptococcus didace-

tylactis como productora de aroma; esta especie origina al fer-
mentar el citrato, vorios compuestos, metabolitos finales, entre

los cudles predomina el diacetilo,

- Cultives tipo B-D que contienen a la vez Leuconostoc



- 161 -

y Streptococcus diocetylociis. y

- Cultivos tipo N U O, que no contienen bacterios produc-~

toras de aroma.

Lo seleccidn de cepos de Leuconostoc y Streptpcoccus diace-

tylactis estd basada en la velocidad de produccidn de CO_ o portir

2
de citrato, eligiendo aquellas que lo producen rdpida o lentamente,

segin el tomofo de "ojo" que se estime dptimo paroc la mejor texty

ra del queso en cuestidn.

Lo inclusidn de especies bacterianos de otros género, como
por ejemplo el gén. Lactobacillus, en los "starters", estd motiva-
da por la capacidad de estos gérmenes en liberar aminodcidos esen-
ciales (dcido glutdmico, valina, lisina, prolina y leucina) en su

octividad proteolitica de la caseina.

Estudios realizados por MILLER y KANDLER (1967), con culti-
vos puros de estreptococos y lactobacilos, demuestron en el queso
un incremento del nitrdgeno no protéico comprendido entre el 1 y
el 2%, mientras que con el uso de lactobacilos, dicho incremento

alconzd el 4-5%,

En relacidn con la preparocidén de los "strorters", existen
tres técnicas y formos diferentes de conservacidn (TOFTE-JESPER-

SEN N.J., 1974):
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- "Starters" secos.
- "Starters" liofilizados.

- "Starters” congeladbs,

Los primeros se obtienen por cultivo de los gérmenes en le-
che adicionada de lactosa y carbonato cdlcico -el suero se elimi-
na por prensado- secando el residuo bajo vacio., La taso de super-

vivencia apenas sobrepasa el 1-2% después del trotamiento.

En el "starter" liofilizado, procede congelar el cultivo,
sublimando el agua a continuacidn por secado bajo vacio; se con-

sigue uno tasa de supervivencia superior al 50%.

Finalmente, los "strarters" congelados fueron puestos por
primera vez a punto por LEWIS (1956). Se obtienen sembrando masi-
vamente las cepas en frascos de pldstico con leche estdril, conge-
1dndolos al momento, y conservdndolos a —20°C. La posterior des-
congelacidén e incubacién de los mismos se realizan de acuerdo con

las necesidades de fabricacidn.

La conservacién de los "starters" a -20°C. entrafaba una
pérdida de actividad acidificante de las cepas. COWMAN y SPECK
(1965), demostraron que la conservacién en nitrégeno liquido a
-196°C evitaba 1la pérdida de eso capacidad. Estos mismos inves-
tigodores, afios mds tarde, en Estados Unidos, y BERGERE (1968) en

Francia, prepararon suspensiones concentradas congeladas de bacte
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rias l4cticas. Para ello, cultivan los gérmenes y recogen por -
centrifugacién, suspendiéndolos a continuacién en un pequefio volu
men de medio que congelan en nitrégenoc liquido. Este procedimien-
to, presenta la ventajo de que se puede utilizar el concentraodo -
directomente en la leche puesta ya en la cuba de cuojar; ademds

evita muchos riesgos de contaminacidn en la preparacidn traodicio-

nal de los "staorters".

En la preparacidn cldsica de un "starter", se parte de un
cultivo y siembras sucesivas en leche pasterizada, hosta llegar o
un volumen que represente el 0,5-2% de la leche @ cuajar, El me-
dio utilizaodo para estos pases previos inicioles es leche, normal-
mente reconstituido de leche en polvo exenta de antibidticos, pos-
terizada o la mdxima temperatura admitida en este proceso, en re-
cipientes especiolmente disefiados pora estos fines (ROBERTSON,

1966), Qque reciben comunmente el nombre de lactofermentadores.

Una vez refrigerado la leche, después de la posterizaciédn,
se siembra el lactofermentodor, se incuba a temperatura adecuoda
durante un tiempo variable, segln lo naturalezo del cultivo y la
acidez titulable que se desee conseguir. Alcanzada lo cual, se -
refrigera el cultivo a 2—4%:,pudiéndose conservar, y hacer uso del

mismo ¢ lo laorgo de los tres o cuatro dias siguientes,

El objetivo y fin G(ltimo de nuestro trabojo se ha centrado

precisamente en la elaboracidn de un "starter” con las cepas bac~
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terianas aisladas del queso artesano de Mahdén, que previomente -
hemos seleccionado atendiendo a sus caracteristicas lactoldgicas
mds destacadas, y que las definen como las estirpes mds apropiodos
pora ser aplicadas en la elaboracidn de este tipo de queso, partien
do naturalmente de leche pasterizada, y sobre volimenes de escalo

piloto.

Con la puesta a punto de esta tecnologfa hemos pretendido -~
llegar a una optimizocidn de la calidad del queso de Mahdn, Los
ensayos a escala industrial, junto a los resultados del andlisis -
sensorial de las formas obtenidas, dardn o no la viabilidad apete-
cible a este intento de innovacién tecnoldgica que hacemos para es

te caso concreto de queso con Denominacion de Origen Mahén,
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V1.2, MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

VI.2.1. ELABORACION DE "STARTERS"

En la Tabla VI.1 se relacionan los especies bacterianas vy
sus correspondientes cepos utilizadas en estas experiencios, selec-
cionadas en el Capitulo V en base a sus propiedades de interés téc
nico-lactoldgico, asi como las distintas combinaciones para formar

los diferentes "starters" a que hemos llegado.

Cada uno de ellos se prepard a partir de lo cepa correspon-
diente liofilizoda, fros regeneracidén en leche desnatoda estéril,
cultivdndolas durante 16 horas a 32°C. Transcurrido este periodo,
se efectud un recuento en cada subcultivo para comprobar que las -
cargas hallaoban el mismo nivel o potencio; de esta forma se asegu-
ra uno equitotiva participocidn de las distintas especies en los

"starters".

Pora coda combinocidn se utilizé un motroz de 250 ml. de -
copacidad, con 100 ml. de leche desnatada estéril, sembrondo, de
acuerdo con las proporciones de cada una de las cepas, en la pro-

porcidn previomente estoblecido.

, o . . <.
Después de 16 horos a 32 C, se homogeneizaron por ogitaciédn,
y posteriormente codo cultivo se liofilizé en viales de vidrio es-

téril o razdén de 2 ml. por vial.
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, o
Los cultivos asi preparados, se conservaron a 4 C hasta
el momento de su empleo en la fabricacidén experimental de los -

quesos,



TABLA VI.1.

"S"-nel
"GN _heD
"Sr _no3
"G _nedq
"G _nog

COMPOSICION DE LOS DISTINTOS
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PARA LA FABRICACION INDUSTRIAL

Streptococcus

lactis

Lactobacillus

plantarum

Streptococcus

lactis

Lactobacillus

plaontarum

Lactobacillus

casei var.cosei

Streptococcus

lactis

Lactobaocillus

plantarum

Lactobacillus

casei var.casei

Lactobacillus

casei var.rhamnosus

"STARTERS"

Streptococcus

lactis

Lactobocillus

plantarum

Lactobocillus

casel var,cosei

Lactobacillus

casei var.alactosus

Streptococcus

lactis

Loctobacillus

plantarum

Streptococcus

durans

EL ABORADOS

DEL QUESO DE MAHON

M-2-Q-19
M—l—Ql-Zl

M-2-Q-19
M-1-Q -21
M-2-Q_-4

M-2-Q-19
M—l—Ql—2l
M—2—03—4
M—2—Q3—23

M-2-Q-19
M-1-Q -21
M-2-Q -4
M-2-Q,-22

M-2-Q-19
M—I—QI-ZI
M—2—02—6

(99%)
( 1%)

(98%)

C(1%)

( 1%)

(97%)
( 1%)
{ 1%)
{ 1%)

(97%)
( 1%)
( 1%)
( 1%)

(98%)
( 1%)
( 1%)
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V1.2.2. FABRICACION DE QUESOS A ESCALA SEMI-INDUSTRIAL

Se hon fabricado 5 lotes de quesos en una planta piloto de
200 litros de'copdcidud partiendo de leche pasterizada, Se obtie-

nen 5 quesos en coda lote de aproximodamente 2 kg. cada uno.

El proceso de elaboracidn, que queda expuesto esquemdtica-

mente en la Tabla VI,2, es el siguiente:

Lo pasterizaciédn de la leche cruda se rea;izu en pasteriza-
dor de placas APV-Junior, durante 15 segundos a una temperatura de
75°C. A continuacidén se enfria 1la leche o 32°C, en cuba Locta ex-
perimental de 200 1. de capacidad y dotada de comisa calefactora,

termémetro, pola de agitacién mecdnica, y liro mecénica, con velo-

cidad regulable para el corte de la cuajada.

Antes de proceder a la inoculacidn del "starter", se afiaden

a los 100 1, de leche, 20 g. (0,2%) de cloruro cdlcico.

La siembra del "starter" en la cuba de cuajar se efectia en
proporcién del 1% (1 1.). Quince minutos después se adicionan 16

ml. de un cuajo comercial de titulacidn conocida.

A los 45 minutos de agregar el cuajo, se procede al corte
de la cuajada mediante lira mecdnica hasta obtener gronos del toma

fio de un gorbanzo.



TABLA VI.2.

Trotamiento

Adiciones

Elaboracidén

Maduracidn
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PROCESO DE ELABORACION DEL. QUESO DE MAHON A

ESCALA SEMI-~INDUSTRIAL

Volumen de leche por fabricacién

Temperotura de pasterizaciédn

Tiempo de posterizacidn

Cloruro cdlcico
Indculo de "starters"

Cuajo liquido

Temperatura de cuajado
Tiempo de cuajado
Moldeado

Prensodo

Tiempo de prensodo
Sglodo

Tiempo de Salodo

Condiciones de Madurocién

Tiempo de Maduracidn

75°C.

15 s.

20 g. (0,2%)
1 1. (1%)

16 mi.

32%.
45 min,
Manuol en pafios
Prensa verticol
2 horas
O L.
Salmuera de 23  Bé

6 a 8 horas

12°¢, 90% H.R.

4 meses
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Después del desuerado mecdnico, se distribuye la cuajada
en lienzos, procediendo a un moldeado manual para que cada pieza

de queso adquiera la forma caracteristica.

El prensado se efectla en prensa vertical no hidrdulico por
espacio de 2 horas, dl cabo de las cuales se introducen los que-
$os en un bafio de salmuera de 23° Bé, durante un tiempo de 6 o 8
horas. Concluido el periodo de salado, se introducen los quesos
en cdmara de maduracidn, a 12°C de temperatura y 90% de humedad -~

relativa, manteniéndolos alli durante un periodo de 4 meses.

VI.2.2,1. CONTROL DE LAS CARGAS MICROBIANAS

La leche pasterizada utilizada en la fabricacién de los 5
lotes de quesos fué sometida, en todos los casos, a recuento de -
los principales grﬁpos microbianos: gérmenes ldcticos, enteroco-
cos, coliformes, micrococos y estafilococos, levaduras, y mohos,
con objeto de comprobar el grado de eficacia del tratamiento tér-

mico,

Lo téenica seguida fué la descrito en 11.2.2. El medio
utilizado para los recuentos de estreptococos ldcticos fué agar
Elliker adicionado de O,1% de acetato de talio y 0,025 g/l. de -

plUrpura de bromocresol.

Los mismos recuentos efectuados en la leche pasterizado, -
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se hon reclizado en los quesos fabricados experimentolmente o los
4 meses de maduracidn; de esta forma es fdcil interpretar los re-
sultodos comparando las cargas microbianas de los quesos ortesonos

y la de los quesos industrioles al término del periodo de afinado,

V1.2.2.2. DETERMINACIONES QUIMICAS

En un queso de cada lote se han determinado los siguientes

pardmetros quimicos:

pH. Mediante homogeneizacidn de 10 g. de queso en 50 ml,
de ogua destiloda, lo medida se verifica con pHmetro Titriskop

E-516.

Extracto seco. Se ha seguido la técnica descritao en la

norma 5A de la FIL-IDF, 1969.

Se depositan 20 g. de arena y un malaxador, varilla de

vidrio con formo de mozo, en una cdpsula de dacero inoxidable. A

, . . [} p .
continuacidén se introduce en estufa o 105 C, la cdpsula contenien-

do lo arena y el maloxodor hasto obtener un peso constonte.

Conseguido éste, se deja enfriar la cdpsula y se peso de
nuevo. Seguidamente se deposito en la mismo 3 g. de queso y se

vuelve a pesar,
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Con ayuda del malaxador de vidrio, se trituro cuidodosa-
mente la muestra de queso con la areno, y nuevamente se introduce
la cdpsula en la estufa a 105°C durante 4 horas, Este secado se
continda hasta obtener un peso constante, realizando pesodas con

intervalos de media hora.

La diferencia entre la primera pesado y la Ultimo, referi-
da a 100, expresd el extracto seco en % c¢on una precisién de

ro,.

Materia grasa total. Se ha realizado por el método de Van .

Gulik, modificacidén del método de Gerber-Siegfeld, consistente en
la utilizacidn de un butirdémetro especial abierto por sus dos ex-

tremos.
La técnica es la siguiente:
Una muestra de 3 g. de queso, se deposita en el butiréme-

tro junto con 10 ml, de dcido sulfurico (densidad 1,820), calen-

tando en bafio maria a 65°C. Periddicamente se invierte el buti~

“rdémetro hasto la disolucidn del queso, adquiriéndo entonces la -

mezcla una coloracidn pardo violeta.

Se agrega a continuocidén 1 ml. de alcohol omilico exento
de furfurol (0,815), y se agita fuertemente el butirdmetro. Se
vuelve a calentor seguidamente durante 5 minutos a 65°C., trans-

currido éste periodo se centrifuga a 1000 r.p.m, también durante
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5 minutos, y se lee a nivel del menisco la columna de grasa, En
este método, bastante exacto para quesos duros, la escolo del bu-

tirdmetro, expreso directomente el % de graso.

V1.2.2.3. VALORACION DE LA CALIDAD ORGANOCLEPTICA

Lo hemos efectuado seglin un baremo establecido por 5 cato-
dores especializodos. Dicho baremo se ha confeccionado en funcidn

de los caracteristicas de sabor, textura, olor y color de los que-

sos.

Corocteristicas Organolépticos Factor contribucidén a la
calidad final

Sabor . ............. e 0,50

Textura ............. e . 0,20

Olor e, - 0,18

Color ,....... e e 0,12

Posteriormente caoda uno de los componentes del jurado va-
lord, independientemente, sobre 10 puntos, coda una de las carac-

teristicas organolépticas citadas, en los quesos de cada lote.
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VI.3. RESULTADOS

VI.3.,1. ANALISIS MICROBIOLOGICO

El resultado de los recuentos de los principales grupos mi-
crobianos en la leche pasterizada (Tabla VI.3), evidencia lo esca-
sa o nula resistencia de las bacterias coliformes al tratamiento -

térmico; hecho andlogo ocurre con las levaduras y los mohos.

Los enterococos aparecen en valores comprendidos entre -
101 gér./ml., vy 103 gér./ml. representando las bacterias no 1lécti-

cas més termorresistentes.

Micrococos y estafilococos se detectan en cotas muy bojas,
con excepcidn de la leche destinada a la fabricacidn n? 5, en la

que se alcanza una cota de 2,4 x 103 gér./ml.

La escasa presencia de bacterias ldcticas en la leche pos-

terizada, entre limites de 10 y 100 gér./ml. demuestran, una baja

recontaminacidén en el aire, y en los utensilios de la queseria.

Los resultodos del recuento de microorganismos en los 5
lotes de quesos, a los 4 meses de maduracidn, se exponen en la -
Tabla VI.4, Las mayores cifras corresponden a la microflora ldéc-
tica, seguida de los enterococos y bacterios haléfilas, que se en-
cuentran sensiblemente a la misma proporcién, en tanto que, préc-
ticomente, no se detectan, o minimamente, las bacterics coliformes,

las levaduras y los mohos.
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VI.3,2. ANALISIS QUIMICOS

- El valor de pH alcanzado en el extracto seco, y la materia
grasa, en los 5 quesos aonalizados a los cuatro meses de madurocién,

se exponen en la Tabla VI.5,

El pH minimo -5,0- corresponde al queso n? 1, en tonto

que el mdéximo -5,31- 1o alcanzo el queso n? 3 y el n? 4.

El valor del extracto seco oscila entre 58,06%, valor mi-

nimo en el queso n? 3, y 64,26%, volor mdximo en el queso n? 1.

La materia grasa, referida a tanto por ciento de extracto
seco, es, en todos los casos, superior al 40%, siendo el queso n?
1, el que presenta menor porcentoje (41,1%)}, y el n® 2, el que o}

conzao el volor mdximo (48,1%).

VI.3.3. ANALISIS SENSORIAL

El criterio seguido por los miembros del Jurado de cata

ha sido el siguiente:

- Emitir unao noto numérica sobre diez puntos
- Contemplar las siguientes caracteristicas orgonolép-
ticas como mds importantes: sabor, textura, olor y

color,
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TABLA VI.5. RESULTADOS DE LOS ANALISIS QUIMICOS EFECTUADOS EN

QUESO DE MAHON SEMI-INDUSTRIAL A LOS 4 MESES DE

MADURAC ION
pH Extracto seco Materia grasa
(%) (% en extrocto seco)
Fab."S" n2 1 5,00 64,26 41,1
Fab,"S" n2 2 5,20 62,10 48,1
Fab."S" n2 3 5,31 58,06 43,9
Fab."S" n¢2 4 5,31 59,80 44,9

Fab,"S" n2 5 5,12 62,10 47,1
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La puntuacién olconiado por cada lote, asi como la media
aoritmética de ésto, se exponen en las Tablas VI.6, VI.?, VI.B, -

VI.9, y VI.1O.

Lo calificacién global de cada lote (Tabla VI.11), se ho
obtenido sumando el producto de la puntuacidén de cado propiedod,

por un factor que el Jurodo estimé contribuioc o lo calidad finol.

Estos calificociones resultan bajas, y muy similares para
el primer -{(32,6)- vy quinto -(34,9)- lote; es clgo mds elevo-
da paro el lote segundo -(50,9)-, destacando el lote tercero y el
cuarto que obtienen colificaciones de -(68,3)- y -(77,4)- puntos

respectivamente.
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TABLA VI.6. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
LOTE DE QUESOS N2 1.

"Starter" constituido por: Streptococcus lactis vy

Lactobacillus plantarum

Catador
Caracteristicas 1 2 3 4 5 Media
Sabor 3 3 2 4 1 2,6
Textura 4 4 4 4 3 .
Color 5 5 5 S 4 '
Olor . 3 3 3 3 2 '

TABLA VI.7. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
LOTE DE QUESOS Ne 2,

"Starter" constituido por: Streptococcus lactis,

Lactobocillus plantarum y Lactobacillus casei var.

casei
Catador
Caracteristicas 1 2 3 4 5 Media
Sabor 5 5 6 6 3 ,
Textura 5 6 6 6 4 '
Color 5 6 6 5 4 .
Olor 4 5 6 6 3
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Caracteristicas
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VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
LOTE DE QUESOS Ne? 3,

"Starter" constituido por: Streptococcus lactis,

Lactobacillus plantarum, Lactoboacillus casei var.

casei y Lactobocillus casei var., rhamnosus

Sabor
Textura
Color

Olor

TABLA VI.O.

Caracteristicas

Catador
1 2 3 4 5 Media
8 7 7 7 6 7,0
8 7 8 7 5 '
7 7 7 6 6 v
7 7 6 6 5 '

VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
LOTE DE QUESOS N2 4,

"Starter" constituido por: Streptococcus lactis,

Lactobocillus plantarum, Lactobacillus casei var.

casei y Lactobacillus casei var. alactosus

Sabor
Textura
Color

Olor

Catador
1 2 3 4 5 Medio
9 8 9 8 7
8 7 9 7 7 ,
8 7 7 7 6
7 7 8 8 6 7,2
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TABLA VI.10. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
DEL LOTE DE QUESOS N2 5

"Starter" constituido por: Streptococcus lactis,

Lactobacillus plantarum, y Streptococcus durans.

Catador
Caracteristicas 1 2 3 4 5 Media
Sabor 2 4 4 3 2
Textura 4 5 5 S 3 )
Color 5 5 4 4 3 4,
Olor 3 4 4 3 1 ’

TABLA VI.11, PUNTUACION TOTAL DE CADA CARACTERISTICA ORGANOLEP-
TICA Y CALIFICACION GLOBAL DE CADA LOTE DE QUESOS

Puntos sobre 100

Lote de Quesos 1 2 3 4 5

Sabor 26 50 70 82 30
Textura 38 54 70 76 44
Color 48 52 66 70 42
Olor 28 48 62 72 30

Calidad organo~
1éptica global 32,6 50,9 68,3 77,4 34,9
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Vi.4, DISCUSION

Vamos ahora a comentor los resultodos experimentales obte-~
nidos a lo largo del proceso completo de elaboracidn controlada
del queso a escala piloto. Asi vemos que los resultados del con-
trol de la carga microbiano en la leche pasterizada, destinada o
lo fabricocidn de los 5 lotes de quesos, ponen de monifiesto la
eficocio del tratomiento térmico pora destruir bacterios colifor-
mes, levaduras y mohos, no existiendo prdcticamente recontamina-

cidn de la misma en las etapas posteriores.

Aunque la posterizacidn ha sido correcta en todos les ca-
sos, existe una ligero contaminacidn de gérmenes ldcticos en la
queseria, como demuestra el nUmero de lactobacilos hallados, en-

tre los 50 gér./ml. y 68O gér./ml.

Este hecho ya fué indicado por NAYLOR y SHARPE (1958), al
comprobar que existe en las queserios unoc microfloro residente y
permonente, que puede variar de unos fdbricos o otras, de ccuerdo

con las distintas condiciones ecoldgicos en ellas reinantes.

Nuestros datos confirmon que los enterococos aparecen como
los microorganismos no esporulados més termorresistentes conteni-
dos en la leche y que escapon en mayor nimero a la pasterizocién.

Hecho ya comprobado por MARMOL y col., (1977).
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Finalmente, los micrococos y estafilococos desaparecen -
prdcticamente de la leche una vez pasterizada. No obstante, en el
queso de 4 meses estos grupos llegan a alcanzar los 8.000 gér./g.,
lo que claramente indica que existe una recontaminacién de lo cua-
jada a lo largo del proceso de elaboraciédn, teniendo su origen los

focos de contaminacidén proboblemente en la salmuera.

En elaboraciones industriales éstas contaminaciones fueron
detectadas en forma mds acusada por ROMAN (1975) en el queso Man-

chego y MARMOL (1976) en el queso del Roncal.

En la Figura VI.,1, se comparan los resultados del recuento’
de grupos microbianos en el queso de Mahdn artesano, y en el fa-
bricado con "starter" a los 4 meses de afinado. Destaca una no-
table similitud en la proliferacién de 1la microflora 1dctico de
ambos tipos de queso. Lo que puede ser interpretodo en el senti-
do de que la carga inicial de estreptococos y lactobacilos presen
tes en la leche, o afiadidos en el "starter", no influye marcada-

mente en la evoluciédn posterior de estas bacterias.

Los valores alcanzados por el resto de los grupos micro-
bionos, indican que en los quesos fabricados con leche pasteriza-
do hay un notable descenso en la tasa de proliferacidn de los mis-

mos.

En una revisidn critica de los resultados del andlisis qui
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mico obtenidos en estas experiencias, los valores del pH alcanza-
dos en el proceso (entre 5,0 y 5,31), pueden considerarse norma-

les pora el periodo de madurocidn considerado.

Los valores méximos del extracto seco -(64,26% y 62,10%)-
en los lotes de quesos n? 1 y n2 5, respectivamente, se conside-
ron excesivos y estdn en consonancia con la textura.de los mismos;
hecho que también se reflejo en la escasa puntuacidn por éstos al-
canzada., La excesiva dureza de estos quesos, hay que atribuirla

ol trobajo manual de la cuajada o maldeo previo al prensado.

En relacidn con lo moteria grasa en el extracto seco, se -
observa que en todos los casos es superior al 40%, coatalogondose -
los quesos N2 1, n? 3 y n? 4 como quesos grasos, en tanto que el
n? 2 y el n? 5 se consideran extragrasos, de acuerdo con la clasi-

ficocidn adoptoda por el Cdéddigo Alimentario Espofiol,

Por Ultimo, posamos a contemplar los resultados del andli-
sis sensorial que determina la calidod organoléptico del queso.
Se observo lo plena demostracidén de la contribucidn microbioldgi-
ca o la colidad orgonoldptica; 1la cuol corre a cargo de los dos

"starters" elaborados con mayor diversidad de especies,

El caracter organoléptico mds destacable e importante, se-
gln el boremo establecido, corresponde al sabor, que, junto con el
olor estdn mds directomente relacionodos con la actividad micro-

biang.
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Ya anteriormente otrés autores, como SHERWOOD (1939}, LANE
y HAMER (1953), comprobaron que la adicién de cepas de lactobaci-
los a la leche pasterizada, conducian a quesos con sabor mds inten-
so. El trabajo experimental (LANE y HAMER, 1953) se realizd uti-

lizando diversos cepas, precisamente de Laoctobocillus cosei, com-

probondo su efecto sobre lo descomposicidn de la materia nitroge-
nada, y el incremento del sabor en el queso Cheddar fabricado con

leche pasterizada.

SOROKIN (1967), determind un notable incremento en la libe-
rocidn de dcidos grosos en el queso, cuando a un "starter" formado

por diversas cepas de Streptococcus cremoris, se affiadian también

cepas de lactobacilos.

Lo textura es el caracter lactolégico del queso mds intimg
mente ligado a una correcta tecnologia; y dentro de ésta, la dure-
za determina con amplitud todo el coracter, ya que sobreponiendose
a los otros (elasticidad, plasticidad, etc.), los llega a eliminar
completomente. En la técnica del moldeodo se ha tratado de imitar
la elaoboracidn "ritual" llevada a cabo por los payeses en Menorca,
y quizds las presiones hayan resultodo excesivas particularmente

ern los lotes n2 1 y n? 5,

El color puede considerorse como un otributo que ounque no
independiente de la flora microbiana, si estd mds influenciado -

por otros factores de fabricacidén, como por ejemplo la adicidn de
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colorantes autorizodos. La mayor puntuacién de éste atributo en
los lotes n® 3 y n? 4, puede ser debida circunstanciaolmente, ol
mayor niUmero de carotenos presentes en la leche que sirvié para la

elaboracién de los mismos.
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VI.5. CONCLUSIONES

Como continuacidn y finolidad oplicaoda de los resultados
del traobajo microbioldgico expuesto en los Capitulos anteriores,
Hemos llegado a 1o elaboracidén de 5 "starters", "fermentos", &
"cultivos iniciadores™ distintos, con diferentes cepas bacterianas
oislodas de queso de Mahdn artesanal. Con cada uno de ellos, se

ho procedido o la fabricacién de quesos en planta piloto, portien-

do de leche pasterizada, y aplicando la mismo tecnologia.

Del andlisis de los resultados microbioldgico, quimico, y
sensoriol de los quesos ortesanos y los elaborados con "starters”,

hemos 1legado a las conclusiones siguientes:

19) En quesos artesanos y semi-industriales, de 4 meses de
moduracidn, los crecimientos oclcanzados por lo microfloro ldctico,
son similares; por tanto, la proporcidn inicial de gérmenes 1ldc-
ticos de la leche cruda, o afadidos en 21 "starter", no influye,
por lo menos de formo decisiva, en la evolucidn posterior de estos

bacterias.

22) Los enterococos y las bacterias haléfilas (micrococos
y estafilococos), también se encuentran presentes en los quesos
ol final de lo moduracidn, pero en proporcidn notablemente infe-

rior en los elaborodos de forma controlada; siendo obviamente su-
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periores las tasas de estos microorganismos en los quesos artesa-

nos.

32) El1 resto de los grupos microbianos investigados ~bac
terias coliformes, levaduras y mohos- puede considerarse prdcti-
camente ausente al término del afinado en los quesos semi-indus-
triales, hecho que no ocurre en todos los casos considerados de -

quesos artesanos.

.49) No existen diferenciaos muy significativas en los valo-
res de pH en dicho periodo, asi como tampoco en los.de extracto
seco, y materia grasa,

52) La puntuacién mds elevada, asignada a los lotes de que
so n? 3 y n? 4, sugiere la idea de que la contribucidn fundomen-
tal o la colidad organoléptica Jdel queso de Mahén, ha de correlo-

‘cionarse con el uso del ‘“starter" que contiene mayor ndmero de

especies.

69) Como consecuencia, postulaomos, para la elaboracidn in-
dustrial del queso de Mahdn, el uso de un "starter" constituido
por las cepas que hemos seleccionado, correspondientes a las espe-

cies:

1. Streptococcus lactis

2. Lactobacillus plantarum
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3. Loctobacillus casei var, casei

4, Lactobocillus casei var, alactosus

Estas cepos aparecen sigladas en este trabajo como:

1. M-2-Q-19
2. M-I—Q1—21
3. M—2—03—4

4, M~2-Qd—22

y se hollan conservados por liofilizacidn en el banco de microor-
ganismos de la coleccidn bacteriana del Instituto de Fermentocio-

nes Industricles del C.S.I.C.
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ESTUDIO MICROBIOLOGICO DEL PROCESO MADURATIVO DEL QUESO DE MAHON.
ELABORACION DE UN "STARTER" PARA SU FABRICACION A PARTIR DE LECHE

PASTERIZADA.

La finalidad de este trabojo de investigacidn abarca tres

puntos fundamentales:

Llegar a un exhaustivo conocimiento de los microorganismos
que intervienen en el proceso de maduracidn espontdnea del queso
de Mahdén artesonal, tonto desde el punto de vista taxondmico como

fisiolégico y téenico.

Establecer las prioridades y porcentajes de su participa-

cidén en el proceso fermentativo,.

Basados en los resultados conseguidos en los dos apartados
anteriores llegar a la consecucidén de un "starter" adecuado con el
que producir la elaboracidn de quesos en condiciones biolégicas y

fisicoquimicos controlodas, partiendo de leche posterizada.

Para ello, se han estudiado tres fabricociones de queso de
Mahén artesano, procedentes de puntos de distinta localizacidn -
geogrdfica dentro de la isla de Menorca, a lo largo de cuatro me-

ses de maduracidn espontdnea.

La microflora ldctica identificada estd formaoda por los es~
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pecies: Streptococcus loctis, Lactobacillus plantarum, Lactobaci-

llus casei var, casei, Loctobacillus casei var. alactosus, Lacto-

bacillus casei var., rhamnosus y Leuconostoc lactis.

El1 grupo fisioldgico de los enterococos (Estreptococos del
Grupo D de Lancefield) identificados, estd constituido por las es-

pecies: Streptococcus durons, Streptococcus faecalis vor, faecolis,

Streptococcus faecalis var. liquefaciens y Streptococcus foecium.

Lo microflora de levaduras en el interior del queso de Mohdn

la integron los especies: C. rugosa, Tr. capitatum, Sacch. del-

brueckii, Sacch. itdlicus, T. inconspicua, 7. sphoerica, Rh. rubra,

C. lipolytica y Deb. hansenii.

En el estudio de la evolucidn de la microflora se observa
un predominio de gérmenes 1dcticos, que alconzan su mdximo numéri-
co en el queso de un dio o en el de 30 dias de maduracidén. Exis-
ten asimismo poblaciones importantes de enterococos, bacterios co-

liformes, micrococos y estafilococos.

Atendiendo a la capacidad de transformacidn de la lactosa
en dcido 16ctico (octividad o poder acidificante) de Streptoco-
ccus loctis y a otras actividodes enzimdticos -fundomentolmente
proteoliticas y lipoliticos- de diferentes especies del gén. -
Loctobacillus, se han seleccionado las cepas mds iddéneas pora cons

tituir cinco "starters". Con ellos se han fabricado cinco lotes
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de queso, en plaonta piloto, partiendo de leche pasterizado; y de
los resultados del andlisis sensorial de los mismos, se postula -
la conveniencia de usar, paro la elaboracidn industrial controlada
del queso de Mahdn, aquél que estd constituido por las cepas selec-

cionadas por nosotros de las especies: Streptococcus lactis, Lac-

tobacillus plantarum, Loctobacillus casei var, casei y Lactobacillus

casei var, alactosus.
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