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C A P I T U L O

I N T R O D U C C I O N





I.i. GENERALIDADES

Desde el punto de vista ffsico la leche constituye un si£ 

temo complejo, o suspension coloidal de particules en una fase 

acuosa dispersante. Las particules estOn constituides por globu­

les de materia grese y micelas proteices; estes ultimas, a su vez, 

estdn formadas por la interecciOn de caseinas y de otres protéines, 

entre elias y con les sales minérales présentes en le fase acuosa.

Cuondo los coseinos coogulon, los otros proteinos quedon 

en solucién, asi como le lectoso y las soles minérales, constitu- 

yendo el suero.

El COdigo Alimenterio Espenol, eprobedo por Orden de 14 

de Febrero de 1961 (B.O. del Estedo del 21-1I) en su articule 

3.15.26, define el queso como el producto fresco o modurodo obte- 

nido por separociOn del suero, despuOs de le coogulociOn de le 

leche naturel, de la desnotodo total o parcialmente, nota, suero 

de montequilla o de sus mezclos.

La producciOn quesere se carecterize sobre todo por su va- 

riedad, calculOndose que exister mas de mil variedades de queso en 

el mundo; teniendo en cuente que le materia prime es siempre leche 

de veca, oveja o cabre, con operentemente ligeres verieciones en 

su composicion, la rezén esencial de le gron diversided de quesos 

estribe en la multiplicidod de sus técnicas de élaboréeiOn. Cuel-
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quiero que seo ésto, la fobricocion de un queso comprende e s e n c i o 1_

mente très foses (VEISSEYRE, 1980):

La formocién de gel de caseino. Es el cuajado o coogulo- 

cién de la leche.

La deshidrotocion porciol de este gel por contraccién de

los micelas que lo forman. Es el desuerodo de la cuoja-

do.

La modurocién enzimdtica de 1 gel deshidrotodo, Es el of_i 

nodo o moduracién de la cuajado, del que es responsable 

en primer lugor la proliferacion de determinados microor­

ganismos .

Y si bien las caracteristicas fisicas, quimicas y organo- 

lépticas del queso, van a depender de la conjuncién de diverses 

factores sobre los constituyentes de la leche, taies como:

Foc tores mecdnicos: Agitac idn y corte de cuajado, pren-

sodo, etc.

Factores fisicos: Temperoturo, pH, etc.

Factores quimicos y bioquimicos: Concentrocidn de Co,

oguo y sol en la cuojodo, enzimos de la propio leche, etc.
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es indudable que los factores de noturaleza microbiona son los - 

principales responsables del proceso de maduracion, revistiendo 

por tanto estos factores una importancia capital para la puesta a 

punto de una tecnologia adecuada de fabricacidn.

Los quesos espanoles tienen todavia un mercado reducido, 

y si bien existen empresas que elaboran importantes volumenes en 

instolaciones adecuodas, de acuerdo con una metdologio basada en 

la investigacidn aplicada, no son, en muchos casos, représentan­

tes de esta ortodoxia las elaboraciones ortesanales. La mayoria 

de estos quesos fabricados con leche crudo, de bueno calidad bac- 

terioldgica, resultan con caractères organolépticos satisfactorios; 

sin embargo, es preciso constater que la posterizacidn previa de - 

la leche es cada vez mds frecuente, evitondo los riesgos potencia- 

les ocasionados por los gérmenes patdgenos présentes en la leche 

cruda, y permitiendo una mayor higienizacidn, y mejor marcha en la 

moduracidn posterior bacteriana del queso, mediante la siembra en 

el medio de cepas seleccionodos.

Para la obtencidn de un queso fabricado industrialmente, 

cuyos caractères se asemejen lo mds posible ol queso artesanal, - 

résulta imprescindible el estudio de la evolucidn y composicidn de 

su microflora autdctona, tanto de la responsable de la maduracidn, 

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

fovorezcan la primera y eviten la segunda.
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El estudio microbioldgico ordenado, consistante en los re­

cuentos, oislomientos y coracterizocidn toxondmica de los microor­

ganismos que intervienen a lo largo de la modurac idn del queso, 

asi como las fisiologias que determinan su funcionalidad en el pro 

ceso, constituye la investigacidn primario necesaria para reprodu- 

cir los caractères de sobor y ororna tipicos del queso artesonal, - 

para después élaborer los mismos a partir de leche posterizodo.

El resultado final conducird a lo seleccidn de las cepos 

mds iddneas para ser aplicadas en condiciones industriales, median 

te la préparée idn de un "starter", "fermente", o "cultive inicia- 

dor", que parmita conseguir une tipificacidn de la calidad y lograr 

une meta de intends econdmico.

1.2, MICROORGANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA MADURACION DEL QUESO

La leche, dodos su composicidn y pH, es un excelente me­

dio de cultive para microorganismos, reuniendo muchos condiciones 

favorables para la vida microbiona.

Existen en alla olgunos gdrmenes patdgenos, otros que sim-

plemente d i f iculton la tecnolog fa de los productos Idcteos, y, 

otros cuyo dindmico bioldgico influye morcadomente en las corocte- 

rist icas organeidpt icas de coda tipo de producto.



Sdlo en cases muy raros, lo leche, incluso la contenida 

en la ubre sana del animal, estd libre de gdrmenes. Sufre ademds 

contaminaciones, mds o menos intenses, en el conducto galactdforo, 

en el orificio externo del pezdn, durante el ordeno y despuds del 

mismo, por contacte con el aire, aparatos y utensilios en general.

La leche cruda con un contenido en gdrmenes de 250.000 a 

500.000 por ml., se considéra en general de bueno calidad (DEMETER 

y col., 1971), Por tanto, la cuajado es el asiento de poblociones 

microbianas de varias especies, que estdn en constante evolucidn, 

Estos gdrmenes se multiplicon y mueren degrodondo y consumiendo 

algunos componentes de la cuajada, a la vez que vierten ol medio 

secrec iones celulares; es decir, que actuan modif icondo el sustro- 

to durante la maduracidn de dos formas esenciales:

- excretondo al medio enzimas extrocelulores, y

- 1iberando por autolfsis enzimas intracelulares.

Los sistemas enzimdticos evidenciados en el ofinodo de 

los quesos estdn formodos por; proteasas, lipasas, descarboxilo- 

sos, deshidrogenasos y fosfatasas, siendo los dos primeros los que 

presentan un mayor intends tecnoldgico durante la maduracidn. En

esta etopa se van acumulondo numerosos contribuyentes del buqud -

del queso (ominodcidos libres, pdptidos, aminos, metiIcetonos, 

dcidos grosos libres, 8-cetodcidos, etc.) que no estobon présentés 

en la leche, o lo estobon en cantidodes muy pequenos, y aporecen
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como resultado de trans formac iones me tabolicas sufridas por lo 

lactosa, los lipidos y los proteinas, gracias,principalmente, a la 

occidn de estos exoenzimas y endoenzimas microbianos.

1.2.1. BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias Idcticas desempenan un importante popel en 

la fabricacidn del queso, degrodondo lo lactosa de la leche y 

tronsformondolo, principalmente, en dcido ldctico. La importancia 

de este dcido se pone de monifiesto, no sdlo por su copocidod de 

coagulor la leche e incrementor la acc idn del cuajo, sino que tom- 

bién actua sobre los caractères fisicos de lo cuajada, y por tanto 

en la texturo del queso, ol fovorecer la ret race idn del coogulo y 

la expulsidn del suero.

La formacidn de la cuajada, en la mayoria de los fabrica- 

ciones de queso, se logra de una forma mixta, es decir, mediante 

lo occidn del cuajo sobre la coseina, y gracias a la acidificacidn 

producida por las bacterias idcticas sobre lo lactosa de la leche. 

De esta forma, se rompe el equilibrio coloidal de las portfeulas 

de fosfocoseinato cdlcico, precipitondo dstos y formdndose un gel 

tridimensional que es la cuajado.

Pero las bacterias no sdlo producer dcido ldctico a par­

tir de la lactosa, sino que segun su caracter homo o heterofermen-
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tativo, originan de un 05 a un 95% de este dcido en el primer caso, 

o alrededor de un 50% en el segundo mds contidades importantes de 

COg, ocetoldehido, etanol, acetoina, diacetilo, etc. Esta distin­

ct dn fué primeromente establecida por KLUYVER y DONKER en 1935, y 

esté basada en el catabolisme de la lactosa.

Las bacterias idcticas homofermentativas ut i1izan lu via 

glicolftica de Embden-Meyerhof, mientras que las heterofermentati- 

vas, ol carecer de la aldolasa y triosa-fosfato-deshidrogenasa, 

metabolizan la glucosa siguiendo la ruta de Warburg-Dickens.

Estas bacterias forman un grupo heterogéneo que présenta 

corocteristicos générales, como ser: Gram positivas, cotalaso ne­

gatives, no esporuladas, microoerdfilas d anaerobias facultatives, 

y fermentadoras de azucares en condiciones diverses, respondiendo 

a dos tipos morfoldgicos principales: cocos y bocilos.

1.2.1.1, COCOS LACTICOS

La flora dominante al comienzo de la modurac idn de los que 

SOS suele ester formada por estreptococos Idcticos, pudiendo olcon 

zar, e incluso sobrepesor, la cifra de lO^ gér/g. (LENOIR, 1962),

Especies importantes de cocos idcticos homofermentativos 

encontrodos son Streptococcus loctis y Streptococcus cremoris, -
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responsables del proceso de acidificacidn inicial (COLLINS, 1962), 

con caractères fisioldgicos similares, y que intervienen en cas i 

todas las variedades de queso de posta no coc ido (ORDONEZ, 1975),

Los lueconostocs y estreptococos idcticos heterofermenta- 

tivos tombien estdn présentes en lo mayorio de las cuajadas, pero 

en poblociones sensiblemente infer iores. Streptococcus diacetiloc- 

tis y Leuconostoc citrovorum pueden porticipar en el désarroilo 

de los aromas por su copocidod de producir dcidos voldtiles, ace­

toina y diacetilo. Este dltimo producto, sustancio de alto poder 

oromdtico, participa en el buqud caracteristico del queso Cottage, 

en tanto que résulta indeseable para otros tipos de quesos.

Los especies Leuconostoc loctis, Leuconostoc dextranicum, 

y Leuconostoc mesenteroides, intervienen originando la formacidn 

de "ojos" en el queso de Roquefort, permit iendo la instaloc idn en 

ellos de Pénicillium roqueforti, moho totalmente necesario para el 

buqud caracterfstico de este queso (DEVOYOD y col., 1972). No obs 

tonte, estas especies, pueden provocar el ogrietamiento de los que 

SOS cuondo sus poblociones olconzon cotas muy altos (OVERCAST y 

ALBRECH, 1952).

En los quesos de posta cocida, intervienen en la maduracion 

estreptococos idcticos homofermentativos termdfilos, odqui r iendo - 

gron interds Streptococcus termophilus en la elaboracidn de 1 queso 

Emmental.



En cuanto al gdnero Pediococcus, sus especies constituyen 

el grupo de gdrmenes Idcticos menos estudiodo en la mayoria de los 

quesos (NUNEZ, 1976). La importancia relative de este gdnero en 

la maduracidn de los quesos Cheddar y Parmesono ha s ido discutido 

por FRYER y SHARPE (1966), y BOTAZZI (1959, I960), respectivamen- 

te, representando Pediococcus cerevisiae solomente el 1% de la flo 

ra "no starter" en el queso citado en primer lugor, y que fud ela- 

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

1.2.1.2. LACTOBACILOS

Parte intégrante de la flora habituel de todos los quesos, 

con participacidn importante en la évolue idn durante la madura­

cidn, son las distintas especies del gdnero Lactobaci1lus. Sus 

especies mesdfilas -Lactobacillus casei y Lactobacillus plantarum- 

proceden de la contaminacidn de la leche y la cuajado (NAYLOR y 

SHARPE, 1958), y constituyen la flora principal -n la ultima éta­

pe de la maduracidn en los quesos de posta no cocida, contribuyen- 

do con sus proteasas y peptidasas a la proteolisis ocaecida duran­

te el ofinado.

Las especies termdfilos -Lactobacillus helvdticus y Loc- 

tobocillus bulgdricus- se incluyen en los fermentes idcticos pa­

ra los quesos de posta cocida, incrementondo la oc idificacidn du­

rante el prensodo de la cuajada, e interviniendo a veces en osocia
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clones simbidticas con Streptococcus termdphilus.

Otra misidn a destacar en el gdnero Loctobaci1lus es que 

la bojada de pH, inicialmente originodo por la occidn de los co­

cos idcticos, y continuodo por la acidificacidn mds tardia de es­

te gdnero, ejerce una occ idn inhibidoro sobre microorganismos in- 

deseables que proliferan en torno a la neutralidad -Staphylococcus 

aureus y Clostridium butyricum.

1.2.2. MICROCOCOS Y ESTAFILOCOCOS

La presencia de micrococos ha s ido puesta de mani f iesto en 

numerosos quesos desde que EVANS y col., (1914) los aislaron e 

ident i ficaran en el queso Cheddar, llegando incluso a constituir 

Micrococcus caseolyticus y Micrococcus conglomèretus, la flora do­

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

En el queso Monchego, la epidermis de la ubre del animal y 

los establos, son fuentes de contaminacidn de micrococos de la le­

che de oveja (NUNEZ, 1976). Debido a su caracter haldfilo tombidn 

estdn présentes en la salmuera, posando poster iormente a los que­

sos, e interviniendo en la maduracidn de los mismos con activida­

des proteoliticas y lipoliticas demostrodas (ALFORD y FRAZIER, 

1950).
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Otros veces, pueden olteror las rutas metabdlicas de gdr­

menes asociados, como ocurre con los micrococos coseolxticos del 

queso de Roquefort, que i,nhiben la produce idn de CO^ o cargo de 

los leuconostocs (DEVOYOD y col., 1972). Sin embargo, a pesor de 

ester présentes en los quesos fabricados con leche cruda, no exis­

ten estudios en profundidod sobre estos gdrmenes; y como las opi- 

niones sobre sus efectos favorables o desfavorables en la madura­

cidn son contradictories, no se ha contemplado la posibi1idad de 

incluirlos en los "starters" empleados para las fobricaciones con 

leche pasterizada.

Las bacterias del gdnero Staphylococcus, aunque se encuen- 

tron en nichos ecoldgicos muy diverses, con frecuencia acompanan 

a los micrococos en los productos idcteos (ABD-EL-MALEK y GIBSON, 

1948).

En la leche de oveja cruda, y en la cuajuda del queso Ro­

quefort, se han encontrado poblociones de estofilococos cooguloso 

positives de hasta lO^ gdr./ml., desoporeciendo después de la prd£ 

tico del salado (DEVOYOD, 1969).

Los estofilococos cooguloso negatives, debido a sus escasas 

actividades lipoliticas al pH del queso, y a su potencialidad de 

producir enterotoxinas (THATCHER y SIMON, 1956), se consideron - 

gdrmenes sin interds tecnoldgico para la fabricacidn de los quesos, 

e incluso peligrosos.
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1.2.3. ENTERœOCOS

Las especies de este grupo son colonizadoros hobituales 

del tracto intestinal del hombre y los animales.

Debido a su caracter termoestable aparecen, no s6lo en la 

leche cruda, sino tambidn en la pasterizada y en la leche templa- 

da de queseria. Présentes en todos los quesos se caracterizan por 

su halotolerancia, termoresistencia, y actividad proteolft ica ; de­

bido a estas propiedades su contribue idn a la maduracidn de los 

quesos ha s ido estudiada ampliamente.

Las especies encontradas con mayor frecuencia son Strepto- 

coccus faecolis y sus variedades, y Streptococcus durans (CLARK 

y REINBOLD, 1967).

La siembra de Streptoccoccus faecal is, asociado a estrep­

tococos idcticos, en la leche de queseria, y el estudio de la ma­

duracidn del queso Cheddar, fueron realizodos por DAMLBER y KO- 

SIKOWSKI (1948), comprobando el favorable desorrollo de 1 aromo y 

el ocortamiento en lo modurac idn del queso.

También Streptococcus faecal is y Streptococcus durons se 

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

1961), y solomente Streptococcus durans se incluyd en un "fermente' 

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 caractères organolépticos del queso tipo Ulloa, 

a Streptococcus foecalis var. 1iquefaciens, y postula le convenien 

cio de usar, para la fabricacién de este tipo de queso con leche 

posterizada, un "fermento" constituido por Streptococcus loctis, 

Streptococcus cremoris, Lactobacillus plontorum, y Streptococcus 

faecal is var. liquefociens.

La capocidad de Streptococcus foecalis para estimular el 

crecimiento de las bactéries idcti-cos tombién se ho puesto de ma- 

nifiesto, como consecuencia de la Iiberacion de ominodcidos, gra­

cias a su actividad proteolitica sobre las case inas de la leche 

(DEVOYOD y col., 1970).

1.2.4. LEVADURAS Y MOHOS

Dentro de la amplio gamo de productos idcteos existente, 

solamente en los quesos intervienen a la vez levoduros y mohos. 

Los levoduros eston présentes en gron numéro de variedodes, cons- 

tituyendo parte de la flora secundaria, a la vez que juegan un 

popel en los equilibrios microbionos, porticipando tombidn en las 

modificaciones bioquimicos que tienen lugor en el curso del ofina 

do.

De ocuerdo con SCHMITD y LENOIR (1978), el estudio de la
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flora de levoduros de los quesos fud iniciodo por DUCLAUX (1883), 

y continuodo a lo largo de los anos por otros investigadores: MAZE 

(1910), HAMMER (1926), TRUPER (1928) etc. No obstante, no se de- 

terminabon las especies, ni se indicaba el popel de las mismos ni 

su contribucidn al ofinado de los quesos.

INIGO y ROSSI (1957), estudion la flora microbiona espon- 

tdneo que oporece durante la fabricacién de la "Mozorella” italio- 

na, a fin de poner de manifiesto qué especies predominon, y cuoles

son mds activas en la tronsformocidn bioqufmico del producto, Con

onterioridod NELSON y BABEL (1947), considerondo la importoncia de 

las levoduros en el queso, ponion en prdctica la adicidn de uno 

pecie, Mycotérula (Candida) lipolytico, a la preparocidn de los 

productos de posta blando.

En los ultimos onos, el estudio de la flora de levoduros 

en numerosos quesos-Saint Nectaire (DALE, 1962), Saint Paulin 

(DUCASTELLE y LENOIR, 1965), Robiolo (BODINI y col., 1969), Roque­

fort (DEVOYOD y SPONEM, 1970), Cantal (MILLET y col,, 1974) etc,, 

estdn progromodos en base a la identidad, evolucidn, y fisiologia 

de las especies en el curso de la moduroc idn.

Los levoduros ejercen, por consumo de dcido idctico, uno

occ idn neutralizonte que facilita la instalacidn en el queso de 

una flora menos ociddfila. Ademds de este efecto sobre el pH, 

producen en el curso de su crec imiento, o durante su propia lisis.
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sustancias estimulantes para otros grupos microbionos (DEVOYOD y 

DESMAZEAUD, 1971).

Debido a sus actividodes enzimdticas, participon en la pro- 

teolisis, lipolisis, y produccidn de compuestos oromdticos o de sus 

precursores. Exopeptidasas de Kluyveromices lactis ban sido por- 

ciolmente purificados y coracterizodas por DESMAZEAUD y DEVOYOD

(1974).

CARINI y RESMINI (1968) observan que Torulopsis sphoerico 

dégrada la caseina B , en tanto que Torulopsis Candida ataca a las 

dos coseinas a y 0 .

Referente a sus act ividodes 1ipdsicos, CfRINl y col., -

(1975) demostroron que cepas de Candida, Torulopsis, Deboryomyces, 

y Criptococcus, cultivados en leche a 15°C, 1iberon dcidos grusos 

de cadeno corta, en tanto que a 30°C los dcidos 1iberodos son de 

cadeno largo. Estas actividades han dado lugar a que se adicionen 

levoduros a la leche de portido para la fobricocion de quesos, de- 

mostrdndose por MAXA y JICINSKY (1956), PROOKS y col., (1959), y 

DEVOYOD y SPONEM (1970), la influencio favorable de las levoduros 

en el desorrollo del aroma de los quesos de cuajodo prensado.

Los mohos, présentes y protagonistes en la moduroc idn de 

olgunos quesos, resultan, bien por la adicidn de fermentos fungi- 

cos, como en los quesos tipo Comombert o Roquefort (Pénicillium
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caseicolum y Pénicillium roquefort! respectivomente, o bien por 

la aparicién natural de uno flora superficial.

La especie mds frecuentemente ident i f icodo en la corteza 

de los quesos es probablemente Geotrichum candidum, que oporece en 

el Camembert (JACQUET y LENOIR, 1969), Robiolo (CARINI y col., 

1970), Quorgel, Tilsit, Bel Poese, Romodur (PETRICIC, 1959-1960). 

Asimismo, los gdneros Penici1lium, Mueor, y Cladosporium aporecen 

sistemdticomente en la superficie del Saint-Nectaire (OELESPAUL y 

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

A pesor de que la participocidn de levoduros y mohos en 

los fendmenos proteoliticos y lipoliticos ho quedodo demostrada 

(LENOIR, 1962; LAMBERET y LENOIR, 1972), su popel en la moduro- 

cidn quedo en gron porte ligado al empirisme, resultondo dificil 

su control. Es necesorio, por tanto, un mejor conocimiento de es­

ta flora secundaria, y uno seleccidn rocionol de las cepos, que 

permito orientor y contrôler me j or los procesos microbioldgicos y 

bioquimicos durante la moduroc idn de los quesos.
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1.3. EL QUESO DE MAHON

El queso de Mahdn es un tipo de queso eloborado exclusiva- 

mente en Menorca, lo que le confiere porticulares caracteristicas 

debido a la de terminéeidn geogrdfica de la isla, que propician una 

agriculture y gonoder ias peculiares y di fici les de reproducir fue- 

ra de este entorno.

Este queso se élabora a partir de leche de vaca, mezcloda 

ocosionalmente con un 4-8% de leche de oveja. Se présenta en pie- 

zos cuadrangulares de cantos y aristas redondeados, forma que od- 

quiere al prensar la euejade con un lienzo, o "fogasser", otedo 

por sus cuatro puntas. Su peso suele oscilor de 2 a 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 altura.

Cuendo el queso es tierno, tanto la corteza como la posta 

son blancas. A partir del mes de madurocidn la corteza omar illea, 

pero la posta conserva su color blanquecino.

Los "oj os" se encuentran locolizodos en el centro de la 

maso, de aspecto mate, forma irregular, y tamano que oscila entre 

el grano de arroz y el garbanzo.

El queso tierno, o "novell", es el recién salido de sol- 

mue ra . Colocandole en lugares bien ventilados, se orea, si su des­

tine va a ser para queso fundido. Si se destina a la moduracion, 

se le unta con una capa de aceite de oliva para su mejor conser­

vée ion.
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Cuando yo t iene un mes, obtiens el gusto caracterfstico 

del queso mahonés, ligeromente dcido y cremoso. El queso mds opre 

ciodo es el de très o cuatro meses de moduroc idn, cuando comienza 

a adquirir las carocteristicos del queso fuerte pero sin llegar a 

serlo: algo salado, un poco picante y duro al diente, pero desha- 

ciendose en el paladar.

El queso vie jo o onejo -el période de moduroc idn puede 

llegar a un mdximo de doce meses- es el queso espanol mds idoneo 

par a rallar; debido a su textura, el queso extranjero mds pareci- 

do a este es el parmesano.

En cuanto a su composicidn media, el contenido en groso 

del extracto seco suele ser del 45%, siendo su microbiologie to- 

talmente desconocida.

Su Denominacidn de Origen ha sido oprobodo recientemente 

por el Ministerio de Agriculture con cordcter provisional (B.O. 

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

1.3.1. ANTECEDENTES HISTORICOS Y EVOLUCION DE LA PRODUCCION

Los primeros antecedentes de la eloboracidn del queso de 

Mohdn se remontan al ano 1360, durante los reinodos de Joime I y 

Pedro II, segun lo atest iguon documentos catalanes conservados en
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el Archive de la Corona de Aragon.

Durante la dominacién inglesa de la isla en 1783, t iene 

lugar una doble potenciacién que coracterizard el future de la es- 

tructura productiva de la isla: un régimen de apercerio como so-

lucidn a la propiedad y trabajo de la tierra, y une creacidn de 

trabajo familier en tolleres ortesdnos.

Avonzodo el siglo XVIII, se logra un aumento espectacular 

en la produccidn lechera, debido a la introduccidn del cultive de 

la zulla por parte de los ingleses, y a sus grandes produceiones 

forrajeras (90.000 kg/ha. de forraje verde coda dos anos, o lo que 

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

A finales del siglo XIX, el incremento de estas produccio 

nés did origen a que la produccidn de queso 1legara a ser una de 

las principales riquezas econdmicas de la isla, exportandose ya, 

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

Durante 1962, se fabricaron 2.240.000 kg. de queso y 5.000 

kg. de mantequillo, estando motivado este aumento por la raciona- 

1izacidn de la ganaderla y la agriculture en la isla y en toda 

Espana.

Aunque no disponemos de datos muy concretos, en 1979, se­

gun el Bolet in Mensuel de Estadistica Agraria correspond!ente a 

Febrero de 1981, se superaron las 3.500 T. de queso exclusivamen-
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te de tipo Mohdn, cifrdndosé la produce idn total de quesos espono 

les fabricados con leche de voca en 80.671.000 T.

La cantidod media de queso de Mahdn, elaborada anualmente, 

segun la 29 edicidn del Catdlogo de Quesos Esponoles de 1 Ministe- 

rio de Agricultura,asciende a 3.000 T.

1.3.2. ELABORACION ARTESANAL

La produce idn de queso en Menorca t iene lugar en los pro- 

p ias f incas ganaderos, existiendo octualmente en la isla cerca de 

novecientos "llocs" que elaboron queso artesano.

La época de eloboracidn va de Sept iembre a Junio, debido 

a que, por su clima y pluviosidad, la mejor época de pastos coin­

cide con estos meses.

De la produceidn total, un 75% oproximodamente se destina 

a la eloboracidn de queso fundido; el resto se comercializa o tra 

vés de la unica queserio que existe en la isla, representando la 

alternativo industrial; esta f irma compro el queso artesano y lo 

modura en sus cavos junto a la produce idn propio comercializando 

después toda ella. Por ultimo, una pequenisimo porte, quedo des- 

tinada al consumo de propietarios y colonos, existiendo tombien 

olgunos mayor istos que suministron queso o toda la isla.
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Esta elaboracidn la llevan a cabo los payeses, normalmente 

después del ordeno de la tarde, usando utensilios peculiares y es- 

pecificos de la técnica quesera.

En una "alfabia" -recipients de barro a modo de cuba- se 

deposita la leche, y a continuacidn el cuajo, que todavxa en algu- 

nos explotociones se prépara horas antes macerando en ogua hojas 

de alcachofa silvestre. Transcurridos très cuartos de horo aproxi_ 

madamente, la leche ha cuajado, y con la mano, se desmenuza la cuo 

jada hasta obtener granos del tamano de un garbanzo. La maso cua- 

jada se recoge en lienzos -"fogasser"- apretando con los monos 

para que escurra el suero a su través. Después de este escurrido 

manual, se ata el lienzo por sus cuatro puntas, y se sornete a un 

prensado graduai de dos o très horas, con tablas y pesas, hasta 

que el queso adquiere su forma definitiva.

Acabado el prensado se depositan las piezas en la "salera", 

cuyo densidad se considère correcte cuando depositando en ella un 

huevo, la circunferenc io de la parte del mismo que floto, es opro 

ximadamente igual o la de uno moneda de diez duros.

A las 48 horas, los quesos se ponen a madurar en estantes 

con canizos, dispuestos a toi fin en la mismo habi tacién donde ha 

transcurrido la elaboraci6n.

Periodicomente se observan los piezas de queso, tratondo 

de evitor la aporicion de mohos -"floridura"- en la corteza.
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Cuando ha transcurr ido un mes de moduroc i on, se unta la 

corteza con aceite de oliva o mantequillo de voca, para que no se 

reseque en exceso, y pueda discurrir normalmente el ofinado.

1.3.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FABRICACION

Las coracterist icos generates de la fabricacién del que so 

de Mohon, segun COMPAIRE (1969), son las siguientes:

De vaca, a veces 4 a 8% de oveja 

Normal

Leche entera, r ica en groso 

A 30°C

Cuajo en polvo

No

No

Leche 

Ac idez 

Grasa

Calentamiento

Adic iones

Colorantes

Fermentos

Température de 
Coogulacién

Tiempo de
Coogulocion 45 minutes

Desuerado Con lira a mono

Tamano del corte Garbanzo

Moldeado Tomando la cant i dad necesorio para un queso,

se introduce en un lienzo sostenido por las

puntas, y colocandole sobre uno mesa se aprie

30°C
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ta con una mano; otqndose de forma peculiar 

se procédé al prensado,

Salazon En salmuera durante 48 horas.

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

rante tiempos distintos segun tipos.



C A P I T U L O  II

EVOLUCION DE LA MICEOFLORA A LO LARGO DE LA MADURACION



II.1. INTRODUCCION

La importoncia del estudio evolutivo de los diferentes mi- 

croorgonismos présentes en los quesos, y de su participacién acti­

va durante los procesos de degradacién de la materia nitrogenada, 

quedé establecida a primeros de siglo a rafz de los trabojos de 

FREUDENREICH (1901-1902), ORLA JENSEN (1905-1906) y MAZE (1910), 

si bien no era todavia bien conocida la accién ejercida por coda 

grupo microbiano.

Evidentemente el popel primordial en la elaboracién del 

queso lo ejerce la flora léctica, habiéndose demostrado que en nu- 

merosas variedodes de quesos fronceses, elaborados ortesanalmente, 

las cuolidodes organolépticas provienen de leches con una impor­

tante cargo microbiano de gérmenes Idcticos (CHAZAUD, 1977); y aun 

que el ritmo de crec imiento inicial de los mismos es més rapide - 

que el del resto de los ortros grupos microbionos, también estos 

olconzon importantes poblaciones numéricos en la cuajado, persis- 

tiendo olgunos hasta los ultimos estadios de la modurocién, lo que 

pone en evidencia su participacién en este proceso.

El presents capitulo esté or ientodo hoc io el conocimiento 

de la evolucién en las poblac iones numéricos de bacterias lécti- 

cas (estreptococos y lactobacilos), enterococos , col iformes, mi­

crococos y estafilococos, y, levoduros y mohos, a lo largo de - 

cuatro meses, periodo en el que se ha estudiodo la madurocién es- 

ponténea del queso de Mahén artesonal.
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II.2, MATERIALES, MET0D05 Y TECNICAS

II.2.1. TOMA DE MUESTRAS

Se han estudiodo très lotes de queso de Mahon artesono- 

les, de distintos fobricontes y elaborados con leche cruda, proce- 

dentes de très fincas ganaderos de la isla de Menorca, situadas en 

los términos municipales de Alayor, Ciudodelo y Mahén.

La Figura II.1. recoge la superficie media de la explo- 

taciones ganaderos de la isla, y la 1ocalizoc ién geogrdfica de las 

très f incas visitodas para la toma de mues t ras.

En coda una de las très queserios, se tomé una muestra de 

leche recién ordenada (ordeno manual), una muestra de cuojoda, y 

una muestra de queso recién salido de salmuera. Las muestras de 

leche se tomaron con pipe tas estériles de lO ml., los de cuajado 

con espétulas de acero y plaças de Pétri estériles de 90 mm. de 

diémetro, y las de queso con socobodos estériles de acero inoxida- 

ble. Con éstos se extroen, en sent ido vertical, cilindros de que­

so del interior con altura y peso variables.

Todas estas muestras se transportaron en nevero a un la- 

boratorio de Alayor donde fueron efectuadas las primeras siembras.

Finalmente, coda mes, se han recibido très quesos proce- 

dentes de las mismos fincas y elaborados los mismos dios que los
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FIGURA II. 1. DISTRIBUCION MUNICIPAL DE LA SUPERFICIE MEDIA (Ha) 

DE LAS EXPLOTACIONES GANADERAS DONDE SE FABRICA 

QUESO PAYES.

LOCALIZACION DE LAS FINCAS DONDE SE HAN TOMADO 

LAS MUESTRAS.

Mercadol (108,l)

Ciudodelo (42,0)
Ferrerios (78,5)

Moh6n (31,6)Alayor (32,7)

Villocarlos

San

Finca n@ 117: SON-MARCH 
Fabricacion nS 2

Finca nS 3: BENI-AIXA
Fabricacion n@ :

Finca n9 79; SON-CAM
Fabricacién n9 1

I SLA DE MENORCA
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de las primeras muestras, con el fin de seguir la évolue ién de la 

microflora en cada lote o serie, durante un periodo de cuatro me­

ses .

II.2.2. SISTEMATICA OPERATIVA DE LAS SIEMBRAS. RECUENTOS Y AIS-

LAMIENTOS

II.2.2.1. SIEMBRAS EN PLAÇA

Las muestras de leche fueron diluidas al l/lO en solucién 

esteril de Ringer l/4 (WILSON, 1935). Los suspensiones originales 

de las muestras de cuojoda, se obtuvieron odicionondo lO gr. de 

los mismos a uno solucién ester il de 90 ml. de c itroto sédico al 

2%, previamente calentodo o 45°C, y triturandolas a con t inuoc i én 

en homogeneizodor Virtis. Iguolmente se opéré para obtener los 

suspensiones originales de las muestras de queso.

La preparoc ién de diluciones decimoles t iene por finali- 

dad reolizar, escalonadomente, diluciones del producto para logror 

su posterior recuento microbiano. La técnico empleada ho sidb la 

siguiente: Anadir 1 ml. de leche, suspens ién de cuajado, o sus-

pensién de queso, o un tubo que contenga 9 m l . de diluyente esté- 

ril, ogitor. De esto mezclo se toma 1 ml. y se anode o un nuevo 

tubo c onten iendo 9ml.del mismo diluyente es ter i1, répit iendo lo 

operocién hasta preporor un banco de diluciones en fune ién del nu-
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mero de gérmenes viables esperados.

De coda dilueién se sembré 1 ml. en plaças Pétri estéri­

les, anadiéndose a continuacién los medios de cultive segun la se 

lectividad de los microorganismos. Estos medios han sido los si- 

guientes:

Agar Elliker (ELLIKER y col., 1956). Se utilizé para el 

cultive y oislamiento de estreptococos, especiolmente re- 

cornendado para estreptococos Idcticos (DEMETER, 1969). 

Periodo y temperature de incubac ién: 40 horas a 32°C,

Agar Rogosa (ROGOSA y col., 1951). Medio selective séli- 

do para el cultive de lactobacilos, modificodo por MABBIT 

y ZIELINSKA (1956).

Periodo y temperature de incubacién: 40 horas a 32°C.

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

lective usado para el recuento y cuit ivo de estreptococos 

del grupo fisiolégico Enterococcus.

Periodo y temperature de incubacién: 40 horas a 45°C.

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

oislamiento de estafilococos y micrococos.

Periodo y temperature de incubacién: 40 horas a 37°C.
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Agar Desoxicolato. Para el cultive y oislamiento de bac- 

terias coli formes, espec i f icodo en el "Standard Methods 

for the examination of Dairy Products" (1948).

Periodo y température de incubacién: 24 horas a 37°C.

Agar OGGA (M05SEL y col., 1962). Para el cuit ivo y ais- 

lomiento de mohos y levoduros.

Periodo y temperoturo de incubacién: 48 horas a 27°C.

La preporocién de todos estos medios se efectué de ocuer­

do con las instrucciones de las casas suministredoras (Difco y 

Oxoid), reoli zando las es teri1izociones en autoclave SELECTA - 

AUTESTER mod. 437 G.

Una vez reolizodes las siembras y solidificados los me­

dios, fueron puestos a i ncubor las plaças invert idos, habiendo te- 

nido previamente le precaucién de ogitorlas con movimiento de rota 

c ién uni forme, para oseguror una dis tribuc ién homogéneo de los mi­

croorganismos en el medio, siguiendo las normes de la Fédération 

International de Loi ter ie-Internetionol Dairy-Federotion (FIL - 

IDF), 3:1958.

II.2.2.2. RECUENTO DE MICROORGANISMOS VIABLES

El recuento de colonies se efectué, une vez transcurr i 

dos los périodes de incubacién, y observodo el oportuno crec i-
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miento de las mismas, en oque1las plaças en que se desarrollaron 

entre 30 y 500 colonias, siguiendo tombién las recomendaciones de 

la norme FIL-IDF, 3:1958.

11,2.2.3. AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS

El aislamiento se 1levé a cabo tomando con aguja de pla­

tine de 20 a 25 colonias bacterianas, y de 10 a 12 colonias de le- 

voduras, en cada une de las plaças epropiodes para el recuento. A 

cont inuacién, se traspasaron a tub os de ensayo con caldo de la mîŝ  

ma composicién que las places de procedencia. Después de su incu­

bacién y crecimiento fueron congeladas y liofilizadas en liofili- 

zador General-Genevec GDU-15, para su posterior taxonomfo.
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II.3. RESULTADOS

Las Tablas II.1, II.2, y II.3, muestras los resultodos 

de los recuentos de germenes viables estudiados o lo largo de 

la moduroc i on de 1 queso de Mahon artesonal en las fabricaciones 

numéros 1, 2 y 3 respectivamente,

En coda tabla se représenta el nS de gérmenes/ml. de le­

che o n9 de gérmenes/gr. (cuajado y queso), trente a tiempo en 

dios.

Las Figuras II.2, 11,3, y II.4, muestran la evolucién de 

la flora microbiano del queso de Mahén artesonal estudiodo a lo 

largo de cuatro meses de moduroc ién, en las fabricaciones numéros 

1, 2 y 3 respectivamente, Se représenta en ordenodos el logorit- 

mo del numéro de gérmenes/g, y en abcisas el tiempo en d{os, has­

ta el total de 120 dios, perfodo final de la modurocién espontoneo 

estudiodo.

Los grupos microbionos investigodos, las cotas méximos 

olconzodas por coda uno, y el momento en que se conseguion esos 

volores, han sido los siguientes:

Para la fabricacién n? 1

Estreptococos; 5,7 x lO^ gér./g. a los 30 dios

Lactobacilos : 3,5 x lO^ gér./g. a los 30 dios
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Enterococos : 4,7 X lO^ gér./g. a los 30 dios
Micrococos y 

Estafilococos 1,2 X lO® gér./g. a los 30 dios

Conformes : 3,0 X lO^ gér./g. un dia

Lovoduros 6,1 X lO^ gér./g. un dia

Mohos 2,1 X lO^ gér./g. en la cuajado

Para la fabricacién nS 2

Estreptococos : 3,0 X 10» gér./g. un dia

Lactobacilos : 1.4 X lO» gér./g. un dia

Enterococos ; 1,9 X 10® gér./g. un dia

Micrococos y 
Estafilococos 4,0 X lO® gér./g. un dia

Col iformes : 5,0 X io« gér./g. un dia

Levoduros : 5,9 X lO^ gér./g. un dia

Mohos : 4,0 X lo" gér./g. en la cuajado

Para la fabricacién n'2 31

Estreptococos : 1,7 X lO^ gér./g. un dia

Lactobacilos ; 5,4 X lO® gér./g. a los 30 dios

Enterococos : 2,7 X 10® gér./g. a los 30 dios

Micrococos y 
Estafilococos 2,7 X lO® gér./g. un dia

Coli formes : 7,9 X lo" gér./g. un dia

Levoduros : 1,1 X 10® gér./g. a los 30 dios

Mohos : 2,0 X lO^ gér./g. un dia
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II.4. DISCUSION

En la fabricaci6n n® 1 se observa que la meSxima concentre- 

cion de gérmenes, en todos los périodes onalizados a lo la*go de 

la moduracî6n, corresponde a los estreptococos que creciernn en 

Agar Elliker. Sus fracciones cuantitativamente mds importantes, 

asi como las de los lactobocilos, se alconzon a los treinta dias 

de maduracién del queso, sufriendo posteriormente un ligero y pou- 

latino descenso en el curso de la misma.

Los coli formes, que constituyen un indice de la colidad e 

higiene sanitaria del queso, estdn présentes en la leche, y alcan- 

zon su mdximo numdrico en el queso de un dia, decreeiendo a conti- 

nuocién hasta desoparecer en el queso de cuatro meses, resultodos 

concordantes con los obtenidos en el estudio del queso Monchego 

artesanal (NUNEZ y col., 1976).

Micrococos y estafilococos estdn présentes en la leche, - 

oumentondo su nümero en la cuojada y despuës de la salmuero, posi- 

blemente debido a su cordcter holotolerante. A partir del queso 

de un dia su nümero permonece prdcticomente constante.

Levaduros y mohos presenton concentrociones mds reducidos 

que el resto de la flora microbiana. El numéro mdximo de levadu- 

ros lo présenta el queso de un dia, y el de mohos, la cuajodo, 

descendiendo durante el afinado, y no detectdndose levoduros en -
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los quesos de très y cuatro meses. Esta evolucidn de levoduras 

difiere sensiblemente con la de otros ^ipos de quesos, en parti­

cular el Camembert artesanal (SCHMITD y LENOIR, 1978) en el que 

se alcanzan hasta 10^ levaduras/g. a los treinta dios de modura- 

cidn,

En la fabriacién n® 2, la flora idctica domina en todas 

las étapes, alcanzando los lactobocilos 5,6 x lO^ gér./g. q los 

cuatro meses de maduracién. Es interesante hacer notar que en 

otros tipos de quesos -Saint Paulin (DUCASTELLE y LENOIR, 1965), 

Roquefort (DEVOYOD, 1970)- los lùctobacilos s6lo representon una 

fraccién escasa de la microflora total.

A la flora idctico, sigue en importancia numdrica entero- 

cocos y coliformes. Estos dltimos, no estdn présentes al final 

de la maduracién, mientras que las tasas de enterococos se mantie 

nen importantes (1,7 x 10^ gdr./g.) hasta en el andlisis efectua 

do en el queso de cuatro meses. De forma similar tronscurre la

evolucidn numdrica de enterococos en el queso de Roquefort, alcan 

zdndose en dste,

(DEVOYOD, 1969).

zdndose en dste, 27 x lO^ gdr./g. a los cien dfas de afinodo

Micrococos y estafilococos oumentan consideroblemente 

después del solado, permoneciendo hasta el ultimo estodio anali- 

zadd en cotas prdcticomente constantes. La evolucidn de estas - 

bactéries haldfilas es similar a la encontroda en el estudio del
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queso Monchego artesanal (ROMAN, 1975).

Levaduras y mohos, al igual que en la fabricacidn ndmero 

1, se presenton numér icomente infer lores al resto de los grupos - 

bocterionos. Los primeras proliferan act ivamente en el queso de 

un dia, a cont inuocidn disminuyen o lo largo de la moduracidn, 

desoporeciendo al final de la misma.

En la fabricacidn n® 3, la proliferocidn mayor de gdrme- 

nes en el curso de la maduracion, estd a cargo de estreptococos 

y lactobocilos, dominando los primeros en los estadios iniciales, 

y tendiendo a iguolarse ombos numdricomente al final de los cua­

tro meses.

Esta fabricacidn présenta la frace i dn cuant itôt ivamente - 

mds importante de enterococos, persistiendo por su tolerancio a 

la acidez y cordcter haldfilo, hasta los cuatro meses de afinodo, 

periodo en que alconzon una cota de 5,6 x lO^ gdr./g,

Lo evolucidn de coli formes y bactéries hoidfilos-microco­

cos y estafilococos- es similar a la de las fabricociones anterio 

res, tendiendo a desoparecer los primeros en los ultimos estadios, 

y monteniendose los segundos prdcticomente constantes en los dos 

ultimos periodos.

Levaduras y mohos, tombidn presenton tasas de proliféra-
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cidn inferiores al resto de la microflora; y si bien las levaduras 

en esta fobricacidn estdn présentes en el queso de cuatro meses, 

su ndmero es muy diferente al sefialodo por otros autores en dis­

tintas variedodes de queso -Saint Nectaire (VERGEADE, 1975), -

Roquefort (DEVOYOD y SPONEM, 1970), Cantal (MILLET y col., 1974), 

Cabrales (NUNEZ y col., 1981)- en los que se alconzon cotas nu- 

mdricos superiores comparutivamente en todos los perfodos evolut^ 

vos estudiados.
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II.5. CONCLUSlONES

Se ho estudiado la evolucidn cuantitativa de la flora bac- 

teriana, levaduras y mohos, del queso de Mahdn artesanal, durante 

la fabricacidn, y o lo largo de un periodo madurot ivo de cuatro - 

meses.

Para ello, se han tornado muestros de leche de vaca cruda 

cuajada y quesos, de très fabricociones distintas, procédantes de 

très fincas gonoderas de la islo de Menorca.

De acuerdo con los recuentos de gérmenes viables en coda 

periodo estudiado, se pueden deducir las siguientes conclusiones:

- 1®) Los resultodos del analisis microbioldgico de la leche

cruda de vaca, destinodo a la fabricacién de quesos, evi- 

dencian uno cargo microbiano importante de gérmenes no 1<5£ 

ticos -const ituida principalmente por enterococos y coli­

formes- lo que pone de manifiesto la contaminacion de la 

misma.

- 2®) La evolucién de los diferentes grupos bocterionos durante

la moduracion, ha sido similar para las très fabricociones 

estudiados, y comparable a la observodo por otros autores 

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

- 3®) Existe un predominio general de estreptococos y loctoboci-
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los, dominando los primeros al comienzo de la fabricacién. 

En el curso de la maduraci6n quedan relativamente constan­

tes, mientras que aumenta el numéro de lactobocilos, ten­

diendo G iguolarse las tasas de crecimiento de ombos al - 

final del ultimo periodo estudiado.

4®) Los bocterios hal6filas (micrococos y estafilococos) al­

canzan su mdximo numdrico despuds del solado, en el queso 

de un dia, permaneciendo prdcticamente constantes en el 

curso de la maduracidn.

5®) El numéro de bocterios coliformes se eleva en todos los

quesos desde la cuajada, proliferando notoblemente al co­

mienzo de la modurocidn. Luego siguen un curso évolutive 

descendante, y se hallon ausentes al final de la madura- 

cidn.

6®) El nümero de enterococos présentes en la leche, aumenta

en la cuajada, y particuIormente al comienzo de la madura- 

cidn, despuds del solado, monteniendose la tasa olconzado 

con ligeros declives hasta el final de la misma.

7®) Las levaduras y los mohos eston présentes en el queso de

Mahdn en numéro reducido, sensiblemente inferior al resto

de la flora microbiana, y a la flora de levaduras estudio-

da en otros variedodes de quesos. No obstante, siguen una
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pauta evolutiva similar, multiplicdndose notoblemente en 

la cuajada, o en el queso de un dia, para descender poste- 

riormente en el curso del afinodo. Al igual que los coli­

formes no estdn présentes al final de la madurac ion.
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III.l. INTRODUCCION

Tradicionolmente en las que sérias se ha prestado uno 

particular atencidn o la calidad bacterioldgica de la leche, ocep- 

tandose para la elaboracion de quesos, leches con un indice de con 

taminacion lo menos elevado posible.

En esta exigencia de büsqueda de calidad de la materia 

prima, influencioda por las condiciones de produccion, ordePio y 

conservocion, la mayoria de los trabajos se han dedicado a poner 

de manifiesto la flora indeseable de bocterios coliformes, y de 

gérmenes psicdtrofos y termorresistentes; s in embargo, a la flora 

Idctica ocidificonte, responsable en gron medido del proceso de 

coagulocién y de los complejos fenomenos que ocurren a lo largo de 

la moduracién, se le dedicobo menos interés, quizds debido a la - 

constancia de su presencia en la leche cruda.

En esta flora idctica, constituida por bocterios dife­

rentes desde el punto de visto taxondmico, résulta necesario, a 

la hora de seleccionar una microflora autdctona, poner de moni f ie£ 

to cudles son las especies que la integran.

En el Capitule XI, se ha estudiado la importancia rela­

tive de los grupos microbionos que constituyen la microflora genui, 

na del queso de Mahdn, habiéndose precisado la evolucidn de los 

mismos, y la dominoncio de bocterios idcticas y de enterococos
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en el interior del queso en los distintos périodes de la maduro- 

cidn.

Este Capitule se dedica a la determinacién de las ca- 

racteristicas taxondmicas que permitan distinguir las diferentes 

especies de gérmenes Idcticos y enterococos, aislados de la leche, 

cuajada, y queso, en la etapa anterior.

La flora Idctica habitualmente, y mds raramente los 

enterococos, son las bacterias impiicodas en la elaboracidn de 

los "starters" para la fabricacidn de quesos, a escalo industrial, 

partiendo de leche pasterizada.
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III.2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

III.2.1. GENERO STREPTOCOCCUS

La identificocidn de este gênero, y de sus distintas es­

pecies, se realize de acuerdo con los criterios de SHARPE y col., 

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

Las caracterfsticas que definen al género son: cocos

en parejas y codenos mds o menos largos. Gram positives, cotaloso 

negotivos, homofermentotivos, y reductores del tornasol antes de 

coaguler la leche. Por tanto, las pruebos realizodos para la iden 

t i f icoc ion de este género fueron las siguientes:

Examen microscdpico. Pureza del cultive, morfologio y tincion 

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

20-35626.

Catalaso. Se estudid anadiendo 1 m l , de ogua oxigenoda a 5 

ml. de cultive en caldo Elliker.

Cordcter homofermentativo o heterofermentativo de los cocos.

Se sembreron los cepos en el medio descrito por GIBSON y ABD- 

EL-MALEK (1945), agar nutritive con alto c oneent roc ion de glu­

cose; une vez efectuado la siembra, se selloron los medics con 

un tapdn de ogar estêril.
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Se consideraron heterofermentat ivos los cepos que originaron 

un desplozomiento del tapdn de agar tras un periodo de incuba- 

cion de 7 dias o 32°C.

Accidn sobre la leche tornasolada. Las cepos se sembroron en 

leche tornasolada estéril, incubdndolas durante un periodo de 

7 dias a 32°C. Los cambios aparecidos en el medio, reduccién, 

ocidificocion y coagulacién, fueron observados y anotados a 

las 24 h., 48 h., y 7 dias de incubacidn a 32°C.

III.2.1.1. GENERO STREPTOCOCCUS, DIFERENCIACION DE LOS GRUPOS 

FISIOLOGICOS LACTICO (GRUPO N DE LANCEFIELO) Y 

ENFEROCOCCUS (GRUPO D DE LANCEFIELO,.

Las pruebos realizodos para diferenciar ombos grupos 

fueron las siguientes:

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

llo bacteriano en caldo Elliker después de incuber durante 7 

dias a 10°C, y durante 48 h. a 40°C. y a 45°C, Estas incuba- 

ciones se efectuaron en banos de agua termostatados con una 

sensibi1idad de t 0,5°C.

- Crecimiento en presencia de ClNo al 6,5%. Para su observoc ién 

se utilizé el mismo medio de cuit ivo con la concentracién de
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ClNo indicada,

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

esterilizacién y ajuste del pH a 9,6 con NoOH concentrada.

Lo temperature de incubocion fué de 32°C, excepto para las prue 

bas de resistencia a tempe raturas limites. De acuerdo con los 

resultodos de estas pruebos se identificaron como estreptococos 

idcticos los siguientes:

Crecimiento a lO C

Créeim 

Crée im

ento a 40 C 
o.ento a 45 C 

Créeimiento 6,5% ClNa 

Crecimiento a pH 9,6

y, como enterococos, ague 11os cuyo respuesta o los test fueron:

Crecimiento o lO C ... 

Crecimiento a 40°C .... 

Crecimiento a 45°C ..., 

Crecimiento 6,5% ClNo 

Crecimiento a pH 9,6 .,
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III.2.1.2. IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO STREPTOCOCCUS 

GRUPO LACTICO (N DE LANCEFIELD)

La identidod de los especies de este grupo se bosd en el

resultado de las siguientes pruebas:

Voqes-Proskauer. La produccién de diacetilo y/o ocetoina, a 

partir de la glucosa, se desarrollé segun el método de BARRIT 

(1936), mediante la adicidn de a-naphtol a los cuit ivos, des­

pués de 7 dfas de incubacion a 32°C.

Fermentoc ion de la maltosa. Las cepos fueron cuit i vados duran­

te 14 dias a 32°C en un medio cuya composicion fué la sigulen­

te : Peptona 1,5%, Extracto de levaduro 0,5%, Tween 60 0,1%,

Maltosa 0,5%, y 0,5% de una solucién de Rojo de Clorofenol 

(0,04 g. de clorofenol disueltos en 5 ml. de ulcohol et ilico

de 95°). El medio fué ester i1izado por filtracion. Antes de

procéder a la inoculacion, se incubaron los tubos con el medio 

de cultive durante 6 dias a 32°C para comprobar su ester i1idad.

Crecimiento en presencia de ClNo al 4%. Para su observoc ién se 

utilizé caldo Elliker con la concentrocién de ClNa indicada. Se 

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

- Produce ién de NH^ a partir de la arginina. Se empleé el medio 

descrito por ABD-EL-MALEK y GIBSON (1948), incubando los tubos
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sembrados junto a tubos control esteriles. Una vez observodo 

el crecimiento, se onodié 2 ml, por tubo de react ivo de Ness 1er 

que do color rojo con los iones omonio.

Produccion de CQ^ a partir de citrato. Se llevé o cobo en el 

medio de REDDY y col., (1971). La técnico utilizado fué la mi£ 

ma que para demostrar el coracter heterofermentativo. Los cul­

tives fueron incubados 72 h. a 32°C.

III.2.1.3. IDENTIFICACION DE ESPECIES DEL GENERO STREPTOCOCCUS. 

GRUPO ENTEROCOCCUS (D DE LANCEFIELD).

Se realizaron las pruebas siguientes:

Reduccién de telurito potésico. Ha sido uti1izado un medio 

compuesto por ogar-Triptosa y telurito potésico al 0,05%. Se 

sembré en estria en plaças Pétri, previa esteri1izacicn del - 

medio 15 min. a 1 atmésfero de presién, incubando 72 b. a 32°C,

Los colonies que reducen el telurito presenton color negro.

Fermentocién de hidratos de corbono y polialcoholes. Las cepos 

fueron cultivodas durante 14 dfas o 32°C en el medio descrito 

en III.2.1.2. para la fermentocién de la maltosa. Se utilizo- 

ron los siguientes ozucares y alcoholes: Sorbitol, Melezitosa,

Monitol, Arobinosa, Rofinoso, Glicerol y Me 1ibioso.
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III.2.2. GENERO LEUCONQSTOC

Siguiendo los criterios adoptados por GARVIE (I960, 1967), 

y BUCHANAN y GIBBONS (1974), la identidad de los especies de este 

género se basé en el resultado de las pruebas siguientes;

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

realizondo las incubociones en bono termostotado con una sensi- 

bilidad de 1 0,5°C.

Termorresistencia de las cepos. Se realizé inoculando 0,05 ml. 

de cultive de caldo Elliker. Los tubos se colentoron en bono 

Mario a la temperoturo de 55°C durante 15 min. y 30 min. Tras 

el trotomiento térmico, se incubaron durante 7 dias a 32°C. El 

resultado se considéré negative cuondo no existié indicio olgu- 

no de turbidez.

Voqes-Proskauer. Descrito onteriormente (III.2.1.2.)

Sintesis de dextrono. Se 1levé o cobo en el medio descrito 

por GARVIE (i960), al que se incorporé sacorosa a una concen- 

tracion del 5%. La produce ién de sustancias viscosas alrede- 

dor de las colonias se tomé como resultado posit ivo.

Hidrolisis de la esculina. La pruebo se realizé sembrondo las 

cepos en el caldo de NAYLOR y SHARPE (1958), e incubando durajn 

te 7 dias a 32°C. La hidrolisis de la esculina se détecta por



— 56 —

el ennegrecimiento del medio y la perdida de fluorescencia.

Fermentacion de hidrotos de corbono. El medio base utilizado 

para los leuconostocs fué el caldo MRS (DE MAN y col., 1960), 

sin extracto de carne ni glucosa, y con uno concentroc ién de 

rojo de clorofenol del 0,004%. La concentrocién de azûcares 

fué del 2%, siendo utilizodos los siguientes: Arobinosa, Xy-

loso, Salicina, Melibioso, Trehaloso, Monitol, Amigdalino, Ce- 

lobiosa, Melezitosa, Rafinosa, y Loctoso.

III.2.3. GENERO LACTOBACILLUS

La ident i ficocién de este género se basé en el resultado de las 

pruebas siguientes:

Examen microscépico. Purezo del cult ivo, morfologio y tincion 

de Grom.

Prueba de la catalaso. Descrito onter iormente (III.2.1.)

Ausencia de esporas. Mediante examen microscépico,

Los lactobocilos aislados se closificaron de acuerdo con el 

cri terio de ORLA JENSEN (1943): coroc ter homofermentativo o

heterofermentât ivo, y focultad de crecimiento a 15°C y 45°C 

en caldo Elliker y leche tornasolada, en los très grupos si­

guientes: ■
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Grupo I. Streptoboeterium. Homofermentotivos, Creci­

miento a 15°C positive.

Grupo II. Thermoboc ter ium. Homofermentativos. Creci­

miento a 15°C negative.

Grupo III. Betabocterium. Hetero fermentât ivos.

III.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 seporocion de especies, 

la fermentocién de Arobinosa, Melibioso y Rafinosa.

Las pruebas realizodos fueron:

Hidrélisis de la esculina. Descrito anteriormente (XII.2.2.)

Produce ién de NH^ a partir de la arginina. Descrito anterior­

mente (III.2.1. 2. )

Fermentacion de hidratos de corbono. Utilizando como medio ba­

se caldo MRS (DE MAN y col,, 1960), de igual forma que para la 

identifipocién de especies del género Leuconostoc.

Los azûcares ensayados fueron: Arobinosa, Loctoso, Melibioso,

Rafinosa, Rhamnosa, y Sacorosa.
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La nomenclatura que se ha ut i1izado en la clasificocion 

de las cepas, consta de dos letras moyùsculas que alternon con dos 

numéros. La primera letra M, corresponde a la procedencia del - 

sustrato, en nuestro caso Mohén; el numéro que sigue a continua- 

cion, la fabricacion artesanal estudiado (l, 2 o 3); la letra 

siguiente indica el tipo de sustrato: L = Leche, C = Cuajada,

Q = Queso, correspondiendo el numéro final, al numéro de aisla- 

miento de la cepa en cuestion. Para distinguir entre las muestros 

de queso de un dia, un mes, dos meses, très meses, y cuatro meses, 

se han usado los siguientes subindices: Q=1 dia, Qj=l mes, Qg =

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

Ejemplos: M-2-C-7 = Mahén-Fobr icoc i on n® 2-Cuajodo-

Cepa 7; M-l-Qg-12 = Mahén-Fabricocion n® 1-Queso de 2 meses -

Cepa n® 12.

Dos iniciales mayüsculas, a continuacién de la nomencla­

tura descrito, indicon el medio de cuit ivo select ivo que ha servi- 

do como medio nutritivo, o partir del cual se ha efectuado el ois- 

lamiento de las colonias: PO = Rogosa, LA = Elliker, ME = m-

Enterococcus.
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III.3. RESULTAOOS

820 Cepas bacterianas han sido identif icadas de acuerdo 

con las respuestas obtenidas frente a las pruebas taxonomicas rea- 

lizadas para cada especie.

Los resultodos de los test ensayados, para poner de ma­

nifiesto las distintas especies bacterianas que intervienen a lo 

largo del proceso madurativo del queso de Mahén, figuron en las 

Tablas III.l, III.2., III.3., y III.4.

El total de colonias bacterianas aislados durante el es 

tudio de la évolue ién de la microflora, para su posterior taxono- 

mia, fué de 1050. Se ha identificado, por tanto, el 78, 1% del 

total de colonias aislados. El 21,9% restante no ha sido iden- 

tificado, bien por no haber sobrevivido después del proceso de - 

1iofilizocién, bien por trotarse de microorganismos que, aun pro- 

cediendo de medios presumiblemente selectivos, han dodo respues­

tas positivas a algunas pruebas realizodos que los descalificon 

como gérmenes idcticos o enterococos.

La taxonomia bacteriano ha ido encaminada por tanto, a 

la identificocién de bocterios idcticas 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 distribucion de las especies bacterianas ident i f ico­

das en la leche, cuajada y queso de Mahon en coda una de las très 

fabr icoc iones ortesonales, os i como sus frecuenc ias absolute y re- 

lot ivo, aparecen descritas en las Tablas III.5 a III,16.

El histograma de la Fig. III. 1, muestra, a modo de re- 

sumen, lo composicion de la flora idctica y enterococos ident i f i- 

codos.
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T A B L A  III.l

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

NECIENTES AL GENERO STREPTOCOCCUS. GRUPO N DE LANCEFIELD.

N® de Cepos 24

Crecimiento 10°C

Crecimiento 40°C

Crecimiento 45°C

Voges-Proskouer - (3*)

Fermentoc ion maltosa +

Crecimiento A% ClNa t (2-)

NHg de arginina

COg a partir de citrato

Diagnostico: Streptococcus lactis
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T A B L A III . 2

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

NECIENTES AL GENERO STREPTOCOCCUS. GRUPO D DE LANCEFIELD

N® Cepas 107 84 18 116

Reduccién telurito K 

Hidrélisis gelatina 

TTC

Accién sobre leche 
tornasolada

NE

RCA

NE NE

RCA P RCA

NE

RCA

Crecimiento pH 9,6 

Crecimiento 6,5% ClNa

Fermentocién de:

Sorbi toi 

Melezitosa 

Monitol 

Arobinosa 

Rof inoso 

G1icerol 

Melibioso

Diagnést ico:
X  /  \ \

S. faecolis S.foecalis S.foecium S.durons
vor.faecolis var.1iquefociens

NE: no ensoyodo
TTC : 2.3.4 trifenil tetrozolio
RCA: reduccién, coagulacién, oc idi f icoc ién.
RCAP: reduccién, coagulacién, oc id i f icoc ién, peptonizacion .
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T A B L A  III.3

RESPUE5TA FRENTE A LAS PRUEBAS QUE SE EXPRESAN DE LAS CEPAS PERTE- 

NECIENTES AL GENERO LEUCONQSTOC.

N9 Cepas 3

Crecimiento 37*^C +
Crecimiento 39^C
Crecimiento 45°C
Resistencia 55°C/l5' +
Resistencio 55°C/30' +
Voges-Proskauer +
Sintesis dextrano
Hidrolisis esculino - (l t)

Fermentacién de;

Arobinosa
Xilosa
Salicina
Socoroso + (l î)
Melibiosa
Trehaloso
Manitol +
Amigdalina
Celobiosa -
Melezitosa
Rafinosa
Lactosa +

Diagnostico: Leuconostoc lactis
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T A B L A III.4

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

TENECIENTES AL GENERO LACTOBACILLUS. GRUPO STREPTOBACTËRIUM.

N9 Cepas 13 451

Crecimiento a 15 C

Crecimiento a 45 C

COg de Glucose 

NH^ de orginino

Hidrolisis de esculina + (lOi)

Fermentacion de

Arobinosa

Lactosa

Melibiosa

Raf inosa

Rhamnosa

Sacarosa

Xylosa

+

+ (20-) 
+

Diagnést ico; L.casei L .casei L .case i L .plontarum
var.casei var.rhamnosus var.aloctosus
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T A B L A III.5

DISTRIBUGION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, 
JADA Y QUESO DE MAHON.

CUA-

Fabricacion nS l 
Medio agar Elliker

Especie N9 cepos

Leche ......... Streptococcus faecium ............. 2
Streptococcus lactis ............ 1
Leuconostoc lactis ...... ....... 1
Lactobacillus plantarum ........... 1

Cua j ada .... . Streptococcus
Streptococcus

lactis ...... . 2
faecal is var.faecal is 1

Streptococcus
Streptococcus

durons ..............
faecium .............

1
1

Queso 1 dfa ....... Streptococcus

Lactobacillus

lactis .............. 1

Queso 30 diQS ..... plontarum ........... 19
Streptococcus lactis .............
Leuconostoc lactis ...............

3
1

Que s o 60 daas .... Lactobacillus plantarum .......... 16

Queso 90 dias .... Lactobacillus plontarum .......... ID
Streptococcus
Streptococcus

durons .............
faecium ............

1
1

Queso 120 dios ..... Streptococcus faecal is var.faecal is 5
Streptococcus faecium ............ 4
Streptococcus faecal is
var. liquefaciens ..................
Streptococcus durons .............

3
2
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T A B L A III.6

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

Fobricaci(5n nS 2 
Medio agor Elliker

Especie N? cepas

Leche

Cuaj ada

Queso 1 dio .

Queso 60 dias.

Queso 90 dias.

Queso 120 dias

Streptococcus faecal is var.1iquefaciens. 3
Streptococcus faecal is var.faecal is .... 2
Streptococcus faecium ............... . 1

Streptococcus durans .............. . 9
Streptococcus lactis ............. . 2

Streptococcus lactis .................. 7
Streptococcus durans ................... 1

Streptococcus faecalis vor.1iquefoeiens. ID
Lactobacillus plantarum ............... 8

Lactobacillus plantarum ............... 11
Streptococcus lactis .................... 2
Streotococcus faecium ................. 2
Leuconostoc lactis ...................... 1
Streptococcus faecalis vor. liquefaciens 1

Lactobac illus plantarum ............... 18
Lactobacillus casei vor. casei ....... 2
Lactobac illus casei vor. rhamnosus .... 1
Streptococcus faecalis var. liquefaciens 1

Lactobacillus casei var. casei ....... 9
Lactobacillus casei vor.oioctosus ..... 1
Streptococcus lac t is ................... 1
Streptococcus faecalis vor. liquefaciens 1
Streptococcus faecalis vor. faecalis ... 1
Streptococcus faecium ................. 1
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T A B L A  III.7

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

Fabricocién nS 3
Medio agor Elliker

Especie NS cepas

Leche ........ Streptococcus durons .................  6
Streptococcus lactis ..... .........   . 2

Cuajada ...... Streptococcus durans .............   . 8
Streptococcus lactis................... 1

Queso 1 dio . . Streptococcus durons ............. 6
Streptococcus lactis................... 1

Queso 30 dias. Streptococcus durans ..........   11

Queso 60 dias. Lactobacillus olantorum ...........   11
Streptococcus loctis................... 1
Streptococcus faecalis var.foecolis . 1

Queso 90 dias Streptococcus faecalis var.faecalis . 11
Streptococcus durans ........    8

Queso 120 dias Streptococcus faecalis var.faecalis . 14
Streptococcus durans................... 4
Streptococcus faecium.... ............  1
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T A B L A  III.8

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

Medio agor Elliker

Fabricacion ns 1 

Especies identificadas N@ Cepas %

Lactobacillus plantarum ................... . 46 60,6
Streptococcus faecium ..................... . 8 10,5
Streptococcus lactis ..................... 7 9,2
Streptococcus faecalis var. faecalis ..... 6 7,9
Streptococcus durans ...................... 4 5,3
Streptococcus faecalis var. liquefaciens 3 3,9
Leuconostoc lactis ..................... 2 2.6

Total ....... . 76 lOO

Fabricacion n? 2

Especies identificadas 'N9 Cepas %

Lactobacillus plantarum .......... . 37 38,6
Streptococcus faecalis var. liquefaciens 16 16,7
Streptococcus lactis ...... ................ 12 12.5
Loctobacillus casei var. casei ........... 11 11,5
Streptococcus durans ........... .......... . lO 10,4
Streptococcus faecium .................... 4 4,2
Streptococcus faecalis var. faecalis ..... 3 3.1
Leuconostoc lactis ......................... 1 1.0
Lactobacillus casei var. rhamnosus ....... 1 1,0
Lactobacillus casei var, aloctosus ...... . 1 1,0

Total ........ 96 lOO

Fobricaciân nS 3 N® Cepas %

Especies ident i ficadas

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

Total ....... 86 100
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T A B L A  III.9

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacion n® 1 

Medio agar Rogosa

Especie N® cepas

16

Cuadaia ........ Lactobacillus plantarum ........... 8

Queso 1 dio ... Lactobacillus plantarum .......... . 14

Queso 30 dias .. Lactobacillus plantarum ............ 21
Lactobacillus casei var. casei .... 1

Queso 60 dias .. Lactobacillus plantarum .......

Queso 90 dias .. Lactobacillus plantarum ..........

Queso 120 dias . Lactobacillus plantarum .......... 21
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T A B L A  III.lO

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricocion n® 2 

Medio agor Rogosa

Especie N® Cepas

Leche .......... llus plantarum ............ 18

Cuaj ada ........ 1 lus plantarum ............ 4

Queso 1 dio .... llus plantarum ........ 14
Lactobac illus case i var. casei .... 1

Queso 30 dias . . . 1 lus plantarum .......... 25

Queso 60 dias ... llus plantarum ..... . . . . 18

Queso 90 dias . . . Lactobac illus plantarum .......... 19
Loctoboci llus casei var. aloctosus. 2

Queso 120 dias .. Lactobacillus plantarum .......... 25
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T A B L A  111.11

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fobricocidn n® 3 

Medio agar Rogosa

Especie N® Cepas

Leche ,. Lactobacillus plantarum .... 17

Cuajada ........... Lactobacillus plantarum .... 20

Queso 1 dio ....... Lactobacillus plantarum .... 18

Queso 30 dias ...... Lactobacillus plantarum ..., 18

Queso 60 dias ..... Lactobacillus plantarum .... 18

Queso 90 dias ..... Lactobacillus plantarum .... 8

Queso 120 dias .... Lactobacillus plantarum .... 17
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T A B L A  III.12

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

Medio agor Rogosa 

Fabricacién n® 1

Especies identificadas n® cepas %

Lactobacillus plantarum.. .....  118 99,2
Lactobacillus casei var. casei   1 0,8

Total   119 lOO

Fabricacion n® 2

Especies iden tificadas n® cepas %

Lactobacillus plantarum 123 97,6
Lactobac illus casei var. alactosus ... 2 1,6
Lactobacillus casei var. casei   1 0.8

Total   126 lOO

Fabricacion n® 3

Especies identificadas n® cepas %

Lactobac i1lus plantarum ..............  116 lOO

Total ........ 116 lOO
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T A B L A  III.13

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacion n® 1

Medio agar m-Enterococcus

Especie N® Cepas

Leche Streptococcus faecalis var.faecalis. lO

Cuajada .... Streptococcus faecal is var. faecalis lO

Queso 1 dfa ..... Streptococcus durans 3
Streptococcus faecium 1

Queso 30 dfas ... Streptococcus faecalis var.faecalis. 10

Queso 60 dfas , . . Streptococcus faecal is var.faecal is. 6
Streptococcus
Streptococcus

Streptococcus

durons 3
f a e c i um 1

Queso 90 dfas ... faecalis var.faecalis, lO

Queso 120 dfas ,. Streptococcus faecal is var.faecalis. lO
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T A B L A  111.14

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fabricacién n® 2

Medio agor m-Enterococcus

Leche

Especie 

. Streptococcus faecalis

N®

var.1ique fac iens

Cepas

9
Streptococcus faecal is var.faecal is . , . 1

Cuajada ........ . Streptococcus faecal is var.1ique fac iens lO

Queso 1 dio ___ . Streptococcus faecalis var.liquefaciens 8

Queso 30 dfas . . .. Streptococcus faecal is var.1ique fac iens lO

Queso 60 dfas ... . Streptococcus faecal is var.liquefaciens 8
Streptococcus 

. Streptococcus

durans 2

Queso 90 dfas . . . faecal is var.1ique fac iens lO

Queso 120 dfas . .. Streptococcus faecal is var.liquefaciens lO
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T A B L A  III.15

DISTRIBUCION DE ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE, CUA­

JADA Y QUESO DE MAHON.

Fobricocién n® 3 

Medio agor m-Enterococcus

Especie N® Cepas

Leche

Cuaj ada

Streptococcus
Streptococcus

durans ., 
faecal is var.faecalis ....

Streptococcus faecalis var.faecalis ....
Streptococcus

Streptococcus
Streptococcus

durans

durans
faecalis var.faecalis ....

Streptococcus

Streptococcus
Streptococcus

durans .

durans
faecal is var.faecal is ....

Streptococcus
Streptococcus

durans
faecalis var.faecalis ,...

Streptococcus
Streptococcus

durans .
faecium

Streptococcus faecal is var.faecalis ....

8
2

7 
3

8 
1

10

8
2

9
1

5
3 . 
2
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T A B L A  III.16

ESPECIES BACTERIANAS PRESENTES EN LA LECHE. CUAJADA Y QUESO DE

MAHON. FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELATIVA.

Medio ogor m-Enterococcus

Fabricocion n® 1

Especies identificadas N® Cepas %

Streptococcus faecalis var.faecalis   56 87,5
Streptococcus durans   6 9,4
Streptococcus faecium   2 3,1

Total ...... 64 lOO

Fabricacion n® 2

Especies identificadas N® Cepas %

Streptococcus faecalis var.liquefaciens . 65 95,6
Streptococcus durans    2 2,9
Streptococcus faecalis var.faecal is   1 1,5

Total   68 lOO

Fabricacion n® 3

Especies identificadas N® Cepas %

Streptococcus durans   51 73,9
Streptococcus faecalis var.faecalis ..... 15 21.7
Streptococcus faecium   3 4,4

Total   69 lOO
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111. 3.1. FLORA LACTICA 

agor Elliker

258 Cepas bocterionos hon side identificadas a partir de 

las colonias crecidas en este medio. Sin embargo, solamente 134 

cepas, es decir, el 52%, se identificaron como bacterias idcticos. 

Las 124 cepas restantes (48%) presentaron carocteristicas del gën. 

Streptococcus pertenecientes al Grupo Enterococcus (D de Lance f ieId)

Del conjunto de bacterias identificadas solamente el 9,3% ha 

correspondido al gën. Streptococcus (N de Lancefield). Aunque el 

medio agar Elliker sue le descr ibirse como muy favorable paro el 

désarroilo de bacterias idcticos, y recomendado especialmente para 

el oislomiento de estreptococos idcticos, soporta tambidn el creci­

miento de enterococos (ORDONEZ y col., 1978), y micrococos (ORDONEZ 

y BURGOS 1977). La elevoda tasa de especies de enterococos ident^ 

f icadas (48%) ponen de manifiesto la escasa select ividad de este - 

medio.

Atendiendo a la flora idctica, la especies dominante ho 

side Lactobacillus plantarum. Représenta el 83,6% sobre el totol 

de bacterias idcticas en la fabricacién n? 1, el 58,7% en la fa­

bricacion n@ 2, y , el 68,7% en la fabricacion n? 3. Las 24 cepas 

del gén. Streptococcus (N de Lance field) han presentodo las coroc- 

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

tal de bacterias lacticas). Estas bacterias se desarrollon a 10*̂ C
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y a AO^C, crecen en presencia de ClNo al 4%, y producen amonfaco 

a partir de la arginina desaminandola. Por e1 contrario, no se 

désarroilan a 45°C, no producen CO^ a partir de citrato, ni dia- 

cetilo y/o acetoinq a partir de la glucosa.

Sigue en orden de dominancia la especie Lactobacillus cdsei 

con 13 cepas identificadas, lo que représenta el 9,7% sobre el to­

tal de bacterias lécticas. Se ha diferenciado esta especie, de 

Lactobacillus plontarum, por su respuesto negotiva o la formacion 

de dcido o partir de melibiosa, arobinosa y rafinosa.

Las variedbdes Lactobocillus casei var.casei (productoro 

de dcido a partir de lactosa y sacarosa), Lactobacillus casei var. 

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

Lactobacillus casei var. aloctosus (incapaz de fermentar la lac­

tosa) han sido detectodas en porcentojes escasos.

El resto de bacterias Idcticas se identificaron como per- 

tenecientes al gdn. Leuconostoc. La unica especie puesta de mani­

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

el total de gdrmenes Idcticos), productoro de acetoina a partir 

de la glucosa, y, de dcido, a partir de sacarosa, manitol y lacto­

sa. Crece o 37*̂ C, siendo incapaz de desorrollarse a 39°C y a 45°C. 

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

361 Cepas bacterianas se identificaron a partir de las co- 
••

lonios que crecieron en este medio.

Todas las cepas procédantes de las très fdbricaciones de 

queso presentaron las siguientes caracteristicas: formas bacila-

res, Gram positivas, no esporulodas, catalasa negativos, y no pro- 

ductoras de gas a partir de la glucose. Se identificaron como per- 

tenecientes al gdn. Lactobacillus. De acuerdo con su caracter ho­

mo ferme ntotivo y su crecimiento abondante a 15°C, y escaso o nulo 

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

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

bacillus plantarum atendiendo a su copocidod de fermentqr arobi­

nosa , lactosa, melibiosa, rafinosa, rhamnosasacarosa y xylosa. 

Esta especie es dominante en las très fabr icoc iones de queso. Re­

présenta el 99,2% en la primera fabricacidn, el 97,6% en la se- 

gunda y el 100% en la tercera.

Las 4 cepas restantes se identificaron como Lactobocillus 

casei. De ellos, 2 cepas (0,6%), fermentoron lactosa y sacarosa 

(Lactobac illus casei vor. casei), y las otras 2 fermentoron sola­

mente la sacarosa (Lactobacillus casei var. aloctosus).

De acuerdo con estos resultodos, el medio agar Rogosa 

aparece como fuertemente selective para 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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III.3.2. ENTEROCOCOS

agor m-Enterococcus

201 Cepas han sido identificadas a partir de las colonias 

crecidas sobre este medio. Todas las cepas ofrecieron las corac- 

teristicas siguientes: cocos, Gram positives, catalasa negativos;

crecieron bien a 10°C y a 45°C, en presencia-de ClNa al 6,5%, 

proliferaron o pH 9,6 , y redujeron el tornasol antes de coogular 

la leche. Se incluyeron por tonto dentro del gén. Streptococcus 

(Grupo D de Lancefield).

Las especies se identificaron de acuerdo con su copocidad 

de reducir el telurito potdsico, hidrolizar la gelatina, y produ- 

cir dcido a partir de sorbitol, meleeitoso, manitol, arobinosa, - 

rafinosa, glicerol y melibiosa.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio 

taxondmico, en la fobricacidn n@ 1, domina la especie Streptoco­

ccus faecalis var. foecolis (87,5%), en la fobricacidn nS 2, 

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

cidn n2 3, Streptococcus durans (73,9%).

agor Elliker

Las cepas de enterococos identificadas a partir de las co­

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

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

guiente: Streptococcus durons (46%), Streptococcus foecolis var.

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

y Streptococcus faecium (10,5%).
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111. 4. DISCUSION

111,4.1. FLORA LACTICA

Gén. Streptococcus

De acuerdo con los resultados précédantes, todas las cepas 

de estreptococos idcticos han presentado las caracteristicds de - 

Streptococcus lactis. Esta bacteria, que se encuentra presente 

prdcticamente en todos los tipos de quesos, es la reponsable, jun­

to con Streptococcus cremoris, del proceso de ocidificocidn iniciol 

(COLLINS, 1962).

El hecho de no haber oislodo Streptococcus cremoris, puede 

porecer sorprendente, si se considéra que siempre esta asociado a 

Streptococcus lactis (PERRY 1961, DAWSON y FEAGAN 1957, ORDONEZ 

y BURGOS 1977). En el queso de Roquefort, représenta esta especie 

el 24% de los estreptococos idcticos (DEVOYOD y MULLER 1969). No

obstante, en el queso Manchego solamente fueron identificodos 3

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

en el queso ozul de Cobroles (NUNEZ y MEDINA, 1979), ni en el que­

so Roncol (ORDONEZ y col., 1980).

En el estudio microbiologico de la modurac ion de la Mozza­

rella, los germenes Idcticos, aislados en numéro de 20 fueron to- 

dos de la especie Streptococcus lactis (INIGO y ROSSI, 1957).
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Debido a que el habitat natural de Streptococcus cremoris, 

y sus relac iones ecolégicas con otras especies de estreptococos, 

no son bien conocidas todavfa, es posible que su incidencia nula, 

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

quesos, pudiero explicor por qud es dificil su oislomiento por el 

mdtodo de dilucidn en plaças (SANDINE y col., 1977).

Gën. Leuconostoc

La presencia de este gënero en quesos ha sido descrito des 

de 1952 (OVERCAST y ALBRECHT, 1952), si bien su papel en el pro­

ceso madurativo no es totalmente conocido.

Debido a su caracter heterofermentotivo, pueden conside- 

rarse como microorgonismos capoces de produc ir "pequenos ojos" en 

el queso Manchego (ORDONEZ, BARNETO y MARMOL, 1978). Otros auto- 

res opinan que son gérmenes des favorables, ya que pueden dor lu- 

gar a la formacion de compuestos de sabor amargo (FRYER, 1969).

Solamente 3 cepas han sido identificadas, en las fabrica- 

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

No se han puesto de manifiesto las especies Leuconostoc dextrani- 

cum, ni Leuconostoc mesenteroides, que aparecen descritos como 

mas frecuentes en la madurocion de otros tipos de quesos -Cobra 

les- (NUNEZ y MEDINA, 1979).
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Debido a la escasa poblacidn de leuconostocs en el inte­

rior del queso de Mahén, se presume que su interns tecnologico, en 

la fabricacion de este queso, es despreciable.

Gén. Lactobacillus j ■

Lactobac illus plantarum y Lactobacillus casei son les dos 

ùnicas especies de este género identificadas o lo largo de la ma- 

duracién del queso, Los especies de lactobacilos mesofilos cons- 

tituyen con frecuencia la flora principal en los ultimes périodes 

madurotivos de los quesos de posta prensoda no cocida, lo mismo en 

los procedentes de leche crudo, que en los de leche posterizodo.

Han sido estudiodos en el queso Cheddar (NAYLOR y SHARPE, 1958), 

en el Saint Paulin (DUCASTELLE y LENOIR, 1965), Edam (SYRJASEN, 

1965), Tilsit (van KERNEN y KANDLER, 1966), Roquefort (DEVOYOD, 

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

La presencia de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus 

casei ha sido puesta de manifiesto también, como unices especies 

représentantes del gén. Lactobacillus, en quesos manchegos orte- 

sanales (NUNEZ, 1976), Esto concuerdo con los resultados obteni­

dos en el estudio del queso Serra portugués (HISCOX y col,, 1941), 

queso Cheddar (PERRY y col,, 1960), queso Roquefort (DEVOYOD, 1970) 

y Cobroles (BURGOS y col., 1971).
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Son especies muy semejontes en cuonto a poder ocidificon- 

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

instalo mas facilmente en el queso, que Lactobacillus plontarum, 

este ültimo, si esté presente en la leche, persiste normalmente en 

el queso hosto estadios avanzados de la madurocion (SHARPE, 1961),

La dominancia cas i absolute de Lactobacillus plontarum en 

las très fabricaciones estudiodos, coincide con estudios similares 

de SHARPE y BRIDLEY (1956), en el queso Stilton, fabricado tam- 

bién a partir de leche de vaca.



III.4.2. ENTEROCOCOS

Es de destacar la elevoda tasa de crecimiento de estos ger- 

menes sobre agar Elliker, colonias que se pensaron lacticas en un 

principio debido a la presumible selectividad de este medio.

La dominancia de especies oisladas de las colonias creci- 

das sobre su medio especifico -agar m-Enterococcus-, ha sido 

distinto en las tres fabricaciones estudiadqs.

Del conjunto total de especies identificadas, Streptoco­

ccus faecal is var. faecal is y Streptococcus faecolis var.liquefa- 

ciens, aporecen en relocidn proximo a 1:1.

La predominancia de esta ultima voriedod porece estor re- 

lacionada directamente con la calidad del queso. En el queso de 

Roquefort, las fabricaciones de peor calidad organolëptico, ban 

mostrado siempre mayor porcentaje de Streptococcus faecal is vor. 

faecalis (DEVOYOD, 1969).

ORDONEZ y col., (1978), encuentron que el 80% de los ce- 

pos de enterococos aislodas del queso Manchego pertenecen a Strep­

tococcus faecal is var. faecolis, mientros que MARTINEZ MORENO 

(1976) encuentra Streptococcus durons en mayor proporcion estu- 

diondo el mismo tipo de queso. ,

Estas diferencios no sor. de extronor, ya que al procéder
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estas bacterias de contaminaciones externes, su llegodo a la lé­

ché, o al queso durante la fabricacién, es totalmente fortuite.

Los enterococos han sido detectodos, en muchos voriedodes 

de queso, a diferentes niveles de madurocx<5n, (EFTHMIOU y col., 

1974), constotdndose tombién, su largo permanencio durante la mis- 

ma , lo que puede explicorse por sus octividodes glicolfticos pare- 

cidos a las de los cocos idcticos (JENSEN y col., 1975), y, por 

su copocidod para resistir y desorrollorse en condiciones adver­

ses: gran toleroncia a la temperature, sal y ocidez.

Debido a estas rozones, se estd prestondo actuolmente gron 

otencidn al papel tecnoldgico que pueden desempenor los enteroco­

cos en el proceso modurativo del queso.
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III.5. CONCLUSIONES

Se ho reolizcdo el estudio toxonémico bacteriono de los 

cepos aislodas de la leche, cuajoda y queso de Mohdn durante un 

periodo modurativo de cuotro meses.

Los fabricaciones ortesonoles de queso estudiodas han sido 

tres, procedentes de puntos de distinta locolizocidn geogrdfico 

dentro de la islo de Menorca.

is) 820 Cepos bocterionos han sido identificodos como per- 

tenecientes a los gdneros: Streptococcus, Lactobacillus y Leuco-

nostoc.

La investigocidn de especies ho ido encominodo a la 

deteccidn de oquellos que juegon un importante papel en la moduro- 

cidn del queso, y que, por tonto, hoce posible su inclusidn en el 

desorrollo de los "starters" microbionos.

2S) En la flora Idctica identificodo la diversidod de 

especies se reduce a cuotro distintos: Lactobacillus plontorum,

Lactobacillus cosei. Streptococcus loctis, y , Leuconostoc loctis.

3S) La especie dominante de bocilos idcticos ha sido Loc- 

tobacillus plontorum, que constituye la cosi totalidod de la flora 

Idctica en los ultimos estadfos de la modurocion.
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4s) Los cocos idcticos se presenton en escosos porcento- 

jes, alconzondo Streptococcus loctis el 9,3% solomente, de la 

totalidod de colonias propogodas en agar Elliker, hobiendose iden- 

ti ficodo un 48% de estas colonias como pertenecientes ol grupo 

Enterococcus.

5S) Se ho detectodo uno importante poblocidn de enteroco­

cos, que persiste hosta los ultimos periodos de la modurocidn del 

queso,

69) La dominancia de especies de enterococos ha sido dis- 

tinta en las tres fabr icac iones estudiodas, encontrdndose en el 

conjunto de las tres fabricaciones Streptococcus faecolis vor.fae­

cal is y Streptococcus faecalis vor.1iquefociens en relocidn prdxi- 

mo 1:1, y siendo Streptococcus durons la especie dominante.



C A P I T U L O  IV

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVADUEAS
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IV.1. INTRODUCCION

Los estudios de levaduros en los quesos estdn progromados 

en base ol conocimiento de lo evolucion de las mismas durante la 

modurocidn, y a la ident idod de las especies, como poso previo a 

los ensoyos de su fisiologio y funcionalidod. En este sentido, lo 

flora de levaduros que aporece en los quesos de fabricocion orte- 

sanol, ha sido ampliomente estudiodo: Cantal (MILLET y col., 1974)

Cobra (DEIANA y col., 1977), Fiore-Sordo (FATICHENTI y col., 1977) 

Gorgonzola (OTOGALLI y col., 1971), Gruyère 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 co­

bra de posta blondo, eloboron por primera vez un "starter" mixto de 

bacterias idcticas termdfilas y levaduros, aplicando tombidn una - 

nuevo tecnologia para la fabr icac idn de este queso de pasta blondo 

y madurocidn breve.

En el Copftulo II se estudio la évolue idn numdrica de la 

flora de levaduros en el interior del queso de Mahdn, y a pesor de 

la relative importancio numdrica que presenton en este queso, ré­

sulta évidente que el siguiente paso es préciser la ident idod de 

las especies que integron esta microfloro espontdnea de levaduros.



- 94 —

IV.2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

IV.2.1. IDENTIFICACION DE ES'PECIES

Se han utilizado las tdcnicas de la Escuela Holandesa de 

Kluyver en Delft, y de la Escuela de Microbiologfa Enologica de - 

Perugia.

Los principales caractères investigados han sido los si- 

guientes;

Exdmen microscdpico

Exdmen de las formaciones seudomiceliares 

Formacidn de esporas

- Asimilacidn de nitratos

- Fermentacidn de azucares 

Asimilacidn de azucares

- Esc is idn de arbutina

- Poder fermentative 

Formacidn de velo 

Reaccidn de litmus-milk

Esta ultima prueba se ha realizado sdlo para levaduros 

del gdnero Candida.

El procedimiento sistemdtico se ocomodo a los propuestos 

por LODDER y KREGER VAN RIJ (1967), y LODDER (1970). En cosos de- 

terminados se ho recurr ido al sistema de clas i f icocidn de BARNETT 

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

Se realiza sobre los cuit ivos de levoduras sembrodos en

ogor malta, y en mosto de uvo ester il de 10°Bé,

La observacidn en ogar malta se hace tomando la muestra - 

con aguja estéril y colocdndola en un porta, sobre una goto de 

ogua también estdril; se emplea microscopio de contraste de fose,

anotando forma, tomono y tipo de gemacion.

La observac idn de levoduras en mosto de uvo ester il, se -
1leva a cobo a los 3 dios de la siembro, observando los mismos ca­

ractères morfoldgicos.

IV.2.1.2. EXAMEN DE LAS FORMACIONES SEUDOMICELIARES

La copoc idod de former o no seudomicelio es un carocter 

toxondmico importante para distinguir entre determinadas especies;

Los romificociones seudomiceliares provienen de gemacidn; 

las celulos hijos formon ogregodos, y ounque entre elles no apore- 

cen septos definidos, si se perciben constricciones mds o menos 

profundos. Es carocteristico el hecho de que la cdlulo terminal 

sea de igual tomono o mds corta que el resto.

El met odo empleodo para su observac idn es el siguiente:
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En el fondo de una plaça Pétri se coloca papel obsorbente y un tu- 

bo de vidrio acodado sobre el que depositomos un porta. Despuds 

de esterilizorlo en estufa a 140°C durante 3 horas, aplicamos, tro 

bajondo en condic iones asépticas, unas gotas de ogor malta sobre 

el porto.

La siembro se hace en estrio una vez que el medio ha soli- 

dificodo. Los posibles romificociones se observan al microscopio 

a los 15 y 30 dios de efectuodo la siembro.

El papel obsorbente es necesorio mantenerlo hùmedo durante 

todo el periodo de incubocidn.

IV.2.1.3. FORMACION DE ESPORAS

Lo esporulocidn de las cepas se intenta provocor, cultivdji 

dolas primeramente sobre un medio rico en glucosa, y combidndolas, 

tros un periodo de dos dios, a otro medio de cuit ivo pobre en glu 

coso y que contiene ocetoto potdsico. La composicidn en ombos me- 

dios es la siguiente:

Medio "1"

Extracto de levoduro     8 g.

Peptona  ......................   3 g .

Glucosa .....      lOO g.
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Agar ...........................  20 g.
Aguo destilada .............  lOO ml.

Medio "2"

Extrocto de levoduro   1 g.

Glucosa .................    O, 5g.

Acetoto potdsico      lO g.

Agar      20 g.

Aguo destilada     lOOO ml.

En el medio "1" se mantienen las cepos durante 2 dias a 

28°C. Seguidomente se siembran, estas cepos o exdmen, en el me­

dio "2" de cultivo, en el que se mantienen por espocio de 5 dios 

a 25°C.

Pasodo el periodo de incubocidn en el medio "2", se hace 

una preparocidn en fresco y se observa al microscopio. En los ca­

ses poco cloros, se ha procticado una tincidn de esporas con verde 

de moloquito.

Despuds de la observacidn microscdpico, se onoto la forma 

celulor, numéro de oscosporos producida en coda osco y las formas 

de las mismas.
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IV.2.1.4. ASIMILACION DE NITRATOS

Para la realizacién de esta prueba es necesario préparer 

dos medios diferentes, uno con nitrato potdsico y el otro corente 

de dl. La composicidn de estos medios es la siguiente:

Medio "1**

Yeast Carbon Base .......     11,7 g.

Nitrato potdsico     0,78 g.

. Agar   20 g.

Agua destilada ..........    lOOO ml.

Medio "2"

Yeast Carbon Base    11,7 g.

Agar ..................    20 g .

Agua destilada ..................  lOOO ml.

Una vez preporados los medios, (distribuidos o rozdn de 

5 ml. por tubo de ensoyo), esterilizados en autoclave a una atmds- 

fera de presidn durante 15 minutes, e inclinados los tubos para 

obtener una mayor relacidn super fieie/volumen, se prépara tombidn 

una solucidn de suero fisioldgico al 0,85%, repartidndolo en tu­

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

En el suero, previomente esterilizado a una atmdsfera de
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presidn durante 15 minutes, se siembro el cultivo jdven, agitdndo 

seguidomente el tubo, con el fin de que la distribucion celulor - 

sea homogdnea. Inmediotomente despuds, vertemos el suero inocula 

do en los tubos de ensoyo que cont ienen los medios, con y sin ni­

trato potdsico, tirdndo seguidomente el sobrenodonte.

La incubocidn se realiza durante 15 dios a 28°C. Cumpli- 

do este tiempo, se comporan los cultives pertenecientes al mismo 

microorganismo, y se observa si la presencia de nitratos ha foci- 

litodo o no el crecimiento de las colonias.

En el coso de que el crecimiento sea mayor en el medio que 

contiene nitrato, que en el que corece de dl, se considéra positi­

ve el desorrollo de la prueba.

IV.2,1,5. FERMENTACION DE AZUCARES

Esta prueba se realiza a partir de un cultivo jdven de 48 

horas, en un medio liquido cuya composicidn es:

Yeast Nitrdgeno Base ............ 0,67 g.

Azucor a examen .................  2,00 g.

Agua destilada ...............  lOO ml.

Este medio se deposita en tubos de ensoyo con compono 

Durham a razon de 8 m l . por tubo, y se somete a esterilizocidn
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en autoclave o uno atmosfera de presidn durante 20 minutes.

La campana recogerd el gas en el caso de que el ozucor en 

cuestidn sea fermentodo por la especie con la cual se traboja. La 

incubacidn se prolonge, a partir del momento de la siembra, por 

un periodo de 15 dias para anotar las fermentaciones tardias que 

puedan producirse.

En el COSO de lo rafinoso, el tiempo de incubacidn a 28°C 

es de 20 dias, transcurridos los cuales se realiza una cromatogra- 

f ia de papel para los medios en los que el agente fermentative ho 

resultado positive.

Lo raf inoso estd formado por tres azucares:

Fructoso-Glucosa-Golactosa, teniendo en cuenta que:

Fructoso-Glucoso = Sacarosa

Glucosa-Golactoso = Melibioso

Si es melibioso el compuesto que queda en el medio, la 

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

En cambio, el hecho de que quede galactose libre nos indi­

ce que la fermentacidn ha sido 2/3.

Es también posible que no quede resto de ningun azucor li­

bre en el medio, lo cuol indica que la raf inoso ho sido totalmente
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fermentodo: Fermentacidn 3/3.

La cromatograffa de papel se realiza sobre papel Whatman 

nS 1. Mediante una micropipeta se hacen tres apiicociones sucesi- 

vos de coda uno de los cuitivos fermentados en rafinoso. En coda 

aplicacidn hay que esperor a que la moncho anterior esté completa- 

mente seca.

Sobre el mismo papel, y de iguul forma, se hacen otros 

apiicociones de soluciones de azucares que pudieron aparecer como 

resultado de la fermentacidn de la raf inoso, y solucidn de rofino- 

sa mismo. Estos azucares son: Sacarosa, melibiosa, galactosa y

fructosa. Se utilizan como potrones.

Usando el mismo eluyente n-butanol:pirid inc :agua (6:4:3), 

se satura el papel y se deja en una cubeta durante 12 horas. Uno 

vez fuera de la cubeta y complètemente seco, se pulveriza el reve- 

lador-fijador (p-anisidina clorhfdrica solucidn) sobre el papel.

A continuacidn se introduce en la estufa hasta la aparicidn de las 

manchas indicoderas.

IV.2.1.6. ESCISION DE ARBUTINA

Se procédé a la reo1izacidn de esta prueba como medio de 

confirmer la actuacidn o no del enzima g-glucosidaso en las cepos 

a exdmen.
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El medio utilizado tiene la siguiente composicidn;

Arbutina  ...... ............... 0,5 g.

Yeast extract  ....... . 0,1 g.

Agar ............... . 2,0 g.

Aguo destilada .......     lOO ml.

Una vez preporado se deposita en tubos de ensoyo a razdn 

de 5 ml. por tubo, se ester ilizo a una atmdsfera de presidn duran­

te 20 minutes; onteriormente se ho depositado una gota de sal fd- 

rrico soluble por tubo, que reoccionord con la quinono libre, pro 

cedente de la hidrdlisis de la arbutina -(hidroquinona- 8-D-glu- 

copironosido)- dando lugar a la aparicidn de un color oscuro si 

actuo el enzima, o quedando en su coloracidn original si no es osf

La siembra se realiza en estria a partir de un cuit ivo 

jdven de 48 horas, incubando los tubos sembrados a continuacidn o 

28°C. A los 15 dias se compara la tonalidad del medio con la de 

un tubo que se conserva con medio ester il como patrdn.

IV.2.1.7. ASIMILACION DE AZUCARES

La prueba de asimilacidn de azucares se reoliza solomente 

para las cepos que no han fermentodo alguno de elles. Se trata de 

conocer las cepas que son copaces de metaboiizorlos por via oxida- 

tiva.
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Los tubos de ensoyo que se ut ilizan han sido esterilizados 

previomente en estufa a la temperaturo de 180°C curante 2 horas.

El medio de cultivo estd compuesto por:

Yeast Nitrogen Base    6,7 h.

Azucor a examen  .............  10,0 g.

Agar  .....................     20,0 g.

Agua destilada  ........'......... lOOO ml.

En coda uno de los tubos se depositon 10 ml, del medio yo 

homogene izodo, sometiéndolos a ester ilizacidn en autoclave (una 

atmdsfero/20 minutes). A continuacidn se dejan enfrior hasta que 

solidi fique el medio, quedando éste inclinado y dispuesto para la 

siembra.

Por otro porte, se dispone de tantos tubos de ensoyo, con- 

teniendo lO ml. de agua estdril, como cepos se von a someter a 

exdmen.

La siembra se realiza partiendo de un cultivo de 48 horas 

en los tubos conteniendo el ogua estdril, T ras la ogitoc idn de - 

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

do a continuacidn el sobrenodonte.

Transcurridos 15 dias de incubacidn a 28°C, se observa el 

crecimiento de las colonias si la asimilacidn del azucor problème 

es positiva.
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Esta mismo prueba puede realizorse por el método auxonogrd- 

fico, consistente en verter en plaças Pétri estériles, una suspen­

sion de la cepa en cuestidn, junto con 20 ml. del mismo medio flu^ 

dificado, agitando rotativamente de forma que el reparte de colo­

nias resuite lo mds homigéneo posible.

Una vez solidifica.^o el medio, se colocan sobre dl discos 

de papel absorbante -"Scheleicher & Schull"- impregnados en solu- 

ciones estdriles de los azucares al 2%.

Las plaças se mantienen 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 azucares a inves- 

tigar.

IV.2.1.8. PODER FERMENTATIVO

El poder fermentât ivo es la medida del porcentaje (v/v) 

de etonol que una cepa de levodura es capaz de producir.

Para la reo1izacidn de esta prueba se dispone de mat races 

de lOO ml., que se tapan con algoddn cardado y se ester ilizan a 

180°C durante 2 horas.

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

12° Bd, y se distribuyen 50 ml. de este en coda motroz, ester ili-
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zdndolos a continuacidn durante 20 minutes a una atmosfera de pre­

sidn .

Las cepas a exdmen se han sembrado prevlamente en agar 

malta, y a partir de este cultivo se 1levo a cabo la siembra en los 

matraces que cont ienen el mosto estdril. Tras la inoculac idn, se 

sustituye el tapdn de algoddn cardado por una vdlvula con dcido 

sulfurico concentrado, que évita la entrada de oxigeno y permits la 

solidd de 00^, asi como la fijacidn de otros productos de la fer­

mentacidn .

Terminadas las siembras, se pesa coda motroz, operacidn - 

que se repite coda 3 dias, para de este modo, poder rnedir por dife 

rencia de peso, el anhidrido carbdnico formado, hasta que se olcon 

ce un peso constante.

Colculando la diferencia entre la primera pesodo y la ul­

tima, y multiplicando esta diferencia por el factor 2,6, se ob­

tiens un products que es igual al poder fermentative expresado en 

% de alcohol en volumen,

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

guientes pesos :

180 g. de glucosa al fermentor producen 88 g. de CO^ mds 

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

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

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

La diferencia de peso en gramos, multiplicada por 1,3 da­

rd el volumen de etanol produc ido.

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

100 ml. de mosto ........... x ml.

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

En la prdct ica, se mult iplica por 2,5 dodo que existe una 

contraccidn de volumen, al mezclarse el etanol que se produce con 

el medio acuoso.

IV.2.1.9 FORMACION DE VELO

Se porte de mosto concentrado de uva, con el cual, se pré­

para mosto diluido de 8° Bd, ojustando el pH a 5. Se entuba a 

rozdn de 10 ml. por tubo, y se esteriliza a uno atmosfera de pre­

sidn durante 15 minutes.

La siembra se realiza a partir de un cultivo jdven de 48 

horas, manteniendo los tubos sembrados durante un mes a 28°C.

La primera observac idn se 1leva a cabo a los 2 dias de la 

siembra, anotando 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 réserva para los cosos en que se aprecie se- 

dimento de la cepa en el mosto.

IV.2.1,10 REACCION DE LITMUS-MILK

Se ha investigado esta propiedad solamente en levoduras 

del genero Candida.

Una vez preparado el medio, se dist ribuye en tubos de enso­

yo o razon de lO ml, por tubo, ester ilizéndolos a 100°C durante 3 

dias consecutivos. Posteriormente se inoculan e incuban o 25°C de 

1 a 4 semanas.

Solamente en determinados casos ocurren cambios especifi- 

cos en este medio -(cambios de color, coagulacidn, peptonizacion, 

etc.)- muy utiles como carocter toxondmico para la determinocidn 

de especies, principalmente Cdndida lipolytica.

La nomenclatura utilizado en la clasificacidn de levadu- 

ros ho sido la mismo que la descrito en III.2.3.1., para la ta­

xonomie bocteriana.
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IV.3. RESULTADOS

Los resultados de los test ensayodos, para poner de mani- 

fiesto las distintas especies de levoduras que intervienen a lo 

largo del proceso modurativo del queso de Mahdn, aporecen en las 

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

De acuerdo con estos resultados han sido identificadas los 

siguientes especies:

- Candida rugosa (ANDERSON) DIDDENS y LODDER 

Trichosporon capitatum DIDDENS y LODDER 

Socchoromyces itdlicus CASTELLI 

Saccharomyces delbrueckii LINDNER 

Torulopsis sphaerica, forma imperfecta de 

Saccharomyces (Kluyveromyces) lact is (DOMBROWSKY)

VAN DER WALT

Torulopsis inconspicua LODDER y KREGER VAN RIJ 

Rhodotdrula rubra (DEMME) LODDER

- Candida lipolytica (HARRISON) DIDDENS y LODDER

- Debaryomyces hansenii (ZOPF) LODDER y KREGER VAN RIJ
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TABLA IV, 1. RESPUESTAS TRENTE A LAS PRUE8AS TAXONOMICAS QUE SE
EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENEClENTE AL

GENERO CANDIDA

NS de Cepos 45

Formacidn de seudomicelio 

Formacidn de Esporas 

Asimilacidn de nitratos 

Fermentacidn de:

- glucosa
- galactosa
- maltosa
- sacarosa
- loctoso
- raf inoso

Asimilacidn de:

- glucosa
- galactosa
- maltosa
- sacarosa
- lactosa

Escisidn de arbutina 

Poder fermentât ivo 

Formacidn de velo 

Reaccidn de litmus-milk

O O
V-A S

Cambio coloracidn(azul) Peptonizacidn

Diagndst ico: Candida rugosa Candida lipolytic
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TABLA IV.2. RESPUESTAS TRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS OUE SE

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL 

GENERO TRICHOSPORON

N® de Cepas 27

Formacidn de seudomicelio +

Formacidn de esporas 

Asimilacidn de nitratos

Fermentacidn de;

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

Asimilacidn de;

- glucosa +
- galactosa +
- maltosa
- sacarosa -
- lactosa

Escisidn de arbutina

Poder fermentât ivo
(% de alcohol en volumen)
Formacidn de velo V-A

Diagndst ico: Trichosporon capitatum
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TÆLA IV. 3. RESPUESTAS TRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS OUE SE

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL 

GENERO SACCHAROMYCES

N^ de Cepos 19 15

Fcrmacidn de seudomicelio 

Fcrmacidn do esporas 

Aîimilacidh de nitratos

+ (1-2 ) + ( 1 "*4 )

Fermentacidn de:

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

+
+
+ (3Î) 
+

Asimilacidn de:

- glucosa + +
- galactosa + +
- maltosa - +
- sacarosa - +
- lactosa

Escisidn de arbutina
Poder fermentative minimo: 9,6(M-2-C-3) minimo: 11,2 (M-3-0-1
(5! de alcohol en volumen ) mdximo: 11 ,2(M-3-Q-6 ) maximo : 12 , 8 (M-3-Og-

Fcrmocidn de velo

Diagndst ico: Socchoromyces delbrueckii SaccS
itdncu

DIBLiOTEC



- 112 -

TABLA IV.4. RESPUESTAS TRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE 

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTE Al. 

GENERO TORULOPSIS

N9 de Cepas 13 10

Formacidn de seudomicelio 
Formocidn de esporas 
Asimilacidn de nitratos

Fermentacidn de:

- glucosa
- gülactosa
- maltosa
- sacarosa
- lactosa
- rafinosa

Asimilacidn de:

+
1/3

- glucosa
- galactosa
- maltosa
- sacarosa
- lactosa

Escisidn de arbutina

Poder fermentât ivo
(% de alcohol en volumen)

Formacidn de velo

minimo: 6,2 (M-3-L-3) 
mdximo: 7,5 (M-3-Q-7)

V.S.

Diagndstico: Torulopsis
inconspicua

Torulopsis 
sphoer ica
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TABLA IV.5. RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL 

GENERO RHODOTORULA

NS de Cepos 5

Formacidn de seudomicelio -
Formacién de esporas -
Asimilaci«5n de nitrates

Fermentoci6n de:

- glucose
- galactose -
- moltoso
- socerosa
- lactose - I
- refinose -

Asimilecion de;

- glucose +
- galactose +-
- maltose
- socerosa f
- lactose _

Esc is ion de erbutine +

Poder fermentative G

Formacion de velo A.S.

Diagnostico: Rhodotorula rubro
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TABLA IV.6. RESPUESTAS FRENTE A LAS PRUEBAS TAXONOMICAS QUE SE

EXPRESAN DE LAS CEPAS DE LEVADURAS PERTENECIENTES AL 

GENERO DEBARYOMYCES

N2 de Cepos

Formacion de seudomicelio 
Forméei6n de esporas 
Asimiloci6n de nitrates

(1)

Fermentocion de

- glucose
- golectoso
- meltoso
- secoroso
- lactose
- rafinose

Asimilacion de:

- glucose
- gelectoso
- meltoso
- secoroso
- lactose

Escision de arbutine 

Poder fermentative 

Formacion de velo

G

V.S,

Diagndst ico: Debaryomyces hansenii



Los resultodos de la identificacion de especies de levodu- 

ros disladas de la leche figuran en la Tabla IV.7; los resultodos 

de la identificocién de levoduros de la cuajodo, en la Tabla IV.8, 

y los resultodos de la identificocién de especies en los oislo- 

mientos efectuados a partir de las muestras de queso aparecen des- 

critos en la Tabla IV.9.

La Tabla IV.lO corresponde a la distribucion de especies en 

las très fabricociones de queso estudiodas.

A modo de resumen, la Tabla IV.11 recoge las especies de le 

voduras présentes en el queso de Mahon y sus porc mtojes sobre el 

total de especies identificados.

En el lote o fobricocidn n@ 1 son especies dominantes 

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

En la fabricocién nS 2, Cdndido rugosa (60%) y Saccharomyces del- 

brueckii (20%), y en la fabricocién n2 3, Saccharomyces itdlicus 

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

(22,2%). En este ultimo lote aporece la mayor diversidad de es­

pecies .
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TABLA IV.7. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVA­
DURAS A ISLADAS DE LAS TRES MUESTRAS DE LECHE.

Especies identificados Fob. nB 1 Fob. nS 2 Fab. n2 3

Trichosporon capitatum

Candida rugosa

Rhodotorula rubra

Cdndido lipolytica

Torulopsis sphaer icq

Torulopsis inconspicuo

Saccharomyces itdlicus

Saccharomyces delbrueckii

Debaryomyces hansenii



TABLA IV.3. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE LEVA­
DURAS AISLADAS DE LAS TRES MUESTRAS DE CUAJADA.

Especies identificados Fob. nfi 1 Fab. nS 2 Fab. nS 3

Trichosporpn capitatum

cdndido rugosa

Rhodotdrulg rubra

Cdndido lipolytica

Torulopsis sphoerico

Torulopsis inconspicuo

Saccharomyces itdlicus

Saccharomyces delbrueckii

Debaryomyces honsenii
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TABLA IV.9. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES AISLA-
DAS DE LAS MUESTRAS DE QUESO DE MAHON ARTESANAL

Especies identificados Fab. n5 1 Fab. nS 2 Fab. n® 3

Trichosporon capitatum 15

Candida rugoso lO 19

Rhodotérula rubro

cdndido lipolytico

Torulopsis sphoerico

Torulopsis inconspicuo

Saccharomyces itdlicus 10

Saccharomyces delbrueckii

Deboryomyces hansenii



TABLA IV,10 DISTRIBUGION DE LAS ESPECIES DE LEVADURAS IDENTIFI 

CADAS EN LAS TRES FABRICACIONES DE QUESO DE MAHON 

ARTESANAL.

JC
E O w u3 3- 3 (D+J o % ü 30 ü •H L c■H 0 X) eo O c <«• (0Q L •H 4> S -P e cO n +» 0 1•H XI oo O 3 JZ j:«0 L o q in inc O 0 U) o m <nU) o O) O a ü u mo L 3 m >1 >v ua O L 3 E E >« a U m » o o EO m O 'O o a L t_ o0 •D +> T3 0 d D 0 >0) £ O #-4 SZ JC uTJ O "O ■D ■o 3 3 U u 0C O c c ü u oL 'O r 'O 0 0 o Q>Z h" o a. o H* in œ Q

Fab. n® 1

Leche 9 7 1 - - - 1 - - -
Cuajodo lO 5 5 - - - - - - -
Queso 31 15 lO - - 2 - 4 -

Fab. nS 2

Leche
Cuajodo
Queso

lO
lO
25

1
7

19

Fab. n® 3

Leche 
Cuajada 
Queso

5
lO
30

2 1 -

2 3 5
6 6 10

TOTALES 140 27 45 lO 13 15 19
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TABLA IV.11. ESPECIES DE LEVADURAS IDENTIFICADAS EN EL QUESO

DE MAHON ARTESANAL. FRECUENCIAS ABSOLUTA Y RELA- 

TIVA.

Especies identificados
%

N® de Cepos sobre el total

Cdndido rugoso 

Trichosporon copitotum 

Saccharomyces delbrueckii 

Socchoromyces itdlicus 

Torulopsis inconspicuo 

Torulopsis sphaerica 

Rhodotorula rubro 

Cdndido lipolytica 

Deboryomyces honsenii

45

27

19

15

13

lO

5

4

2

32,1

19,3

13.6

10.7

9.3 

7.1 

3,6 

2,8

1.4



IV.4. DISÇU5ION

Los especies identificadas en este estudio taxonomico de- 

muestran que la flora de levoduros del queso de Mahon ortesonol 

es variable segun los fabricociones. Estos especies tombién se 

hon identi f icodo en pruebos de closif icoc ion ondlogas efectuados 

en otros ti^os de quesos estudiodos con anterioridod: Camembert, 

Robiolo, L.y;burgo, Roquefort, Tolegio, etc. (GRIPON, 1978).

Se Q.;?recia, en con junto, un cloro predominio de cepos no 

esporulodosi sobre cepos oscosporégenos, siendo las de mayor fre- 

ciencio Conoida rugosa y Trichosporon capitatum. La primera, fué 

oislodo por primera vez de montequi1las y margqrinas por PETTE 

(1946). Lq segundo, fué identificada con anter ioridod por CAPR10- 

TTI (1957), como especie dominante en un complejo estudio sobre la 

maduracion qel queso Limburgo fobricodo en Holpnda. Ambos especies 

moyoritorias, son de poder fermentotivo nulo e incopoces de asimi- 

lor la loctoso, por 16 que no deben contribuir o la desaparicion 

de este ozucor del queso en los prime ros daas, ol men os de forma 

d irecto.

Del conjunto de los nueve especies distintas clos i ficados, 

Solomente dos -Candida rugoso y Saccharomyces delbrueckii- apa­

recen en las très fobr icoc iones estudiodos; mientros que especies 

que fermenten la loctosa, solamente ho sido iden t i f icada uno -T o- 

rulopsis sphoerico- y en uno solo . fobricocion. De ello se dedu-
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ce que la produccion de CO^ por fermentocion quedo muy reducido en 

los levoduros.

Tombién es de destocor que en la fobricociôn n® 2 se bon 

ident1ficodo especies en la leche -Rhodotérulo rubro y Cdndida 

lipolytico- que posteriormente no hon sido detectadas ni en la 

cuojoda ni en el queso, lo que puede ser debido al azar en el ois- 

lomiento de colonies, o bien a la disminucién del pH como conse- 

cuencia de la progresivo ocidificacién.

Las especies de levoduros esporulodos identificados hon si­

do solamente très -Saccharomyces delbrueckii, Saccharomyces itd­

licus y Debaryomyces hansenii- . Los dos primeras son levoduros 

habituales en los mostOs de uva, donde aparecen descritos en tro- 

bojos de microbiologio enologica, con mayor frecuencio que en los 

quesos, como se hace patente en los estudios de los agentes de 

fermentocién de mostos de uva esponoles con Denominacién de Ori- 

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

La especie que aporece con menor frecuencio relativo ho si­

do Debaryomyces hansenii; esta especie ha sido ensoyodo por FATI- 

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

bocterios Idcticos y levoduros, usodo en la fabricocién industrial 

del queso de cobra italiano. De los ensoyos realizodos, el "star­

ter" selecc ionodo fué oquél que contenio mayor proporc ion de esta 

levoduro, obteniéndose un queso mds tierno, pastoso y de gron un-



tuosidad, con sober ligeromente dcido y oromo delicodo.

Refiriendonos a los resultodos globales obtenidos, es prec^ 

so senalor que la flora de levoduros del interior del queso de 

Mahon porece ostar constituida mayoritoriomente por especies no - 

esporulodos, a las que pertenecen los gdneros -Cdndido, Trichos­

poron , Torulopsis y Rhodotdrulo- todos ellas mds resistentes a la 

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

cospordgenos solamente se detecton los géneros Saccharomyces y 

Debaryomyces.
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IV,5. CONCLUSIONES

La naturalezo de la flora blastomicética del queso de Mahén 

ha sido estudioda a partir de muestras tomodas en très fabricocio- 

nes artesonales,hechas con leche cruda de distinta procedencia, 

dentro de la isla de Menorca.

140 Cepos de levoduros hon sido identificados después de su 

oislomiento de leche, cuojado y queso durante cuotro meses de ma­

durac ion , deduciéndose de este estudio los siguientes considéra - 

c iones:

1®) De acuerdo con los criterios toxonomicos de LODDER 

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

Cdndido

T r ichosporon

Socchoromyces

Torulopsis

Deboryomyces

Rhodotorula

2®) La diversidad de especies se reduce o nueve, siendo 

distintas las especies que dominan en las muestras examinadas de 

coda fabricocién.



3®) De las 140 cepos clasificadas, 96 son de poder fer­

mentative nulo, lo cual représenta un 68,5% del total de cepas, - 

frente a un 31,5% de cepos fermentadoros. De poder fermentative 

alto se han identificodo dos especies -Saccharomyces itdlicus y 

Saccharomyces .delbrueckii- y, solamente uno de poder fermentative 

medio -Torulopsis sphoerico-. De estas especies, solamente la 

ültimo ferdenta la loctoso, representando la unico especie odopto- 

do a sustrqtos idcteos; las dos primeras mds bien pueden conside- 

rorse como huéspedes ocosionoles.

4®) En el c onj unto de cepos identi ficadas, se aprecia un 

predominio notable de las no esporulodos (74,3%), sobre les es- 

porulodas (25,7%), incluse en las especies que fermentan lo lac­

tose -formados exclusivamente por estirpes de la levoduro no es- 

porulado Torulopsis sphoerico- lo que sugiere un estodio évolu­

tive algo retrosodo de 1 grupo de los fermentât ivos.

5®) Considerando el aspecto ecolégico del conjunto de las 

especies, se observa uno dominoncio de levoduros oerobios sobre 

onoerobias, y de no esporulodos sobre ascosporogenos, lo que co­

rrobora -por la situacion geogrdfica y caractères climdticos de 

lo isla- los resultodos de la identificacion de levoduros en otros 

sustratos fermentâtivos como el mosto de uva.



C A P I T V L O

SELECCION DE CEPAS BACTERIANAS EN BASE A

SUS CAEACTEEISTICAS DE INTEEES TECNOLOGICO
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V,l. INTRODUCCION

Las bocterias idcticas mds usodas en la industria locteo 

pertenecen a los generos Streptococcus y Loctobocillus. Las es­

pecies del primero -en particular. Streptococcus lactis y Strep­

tococcus cremoris- contribuyen, gracias a la acidificacion idc- 

tica que producen,a incrementar la accidn del cuajo, de forma que 

la coagulacidn mixta que se produce, constituye la base de fobri- 

cacidn de numerosos tipos de quesos.

La oc t iV idad oc idi fi cante de estas especies, transformando 

la 1 act osa principalmente en dcido idctico, oyuda ademds, a evitor 

la putrefoccidn de la cuojado.

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

(1979) observan que las cepas de Streptococcus lactis con poder 

acidificante superior a 1 0,25% resultan iddneas para los fermen­

tes, asegurando una correcte acidificacion de la pasta, a la vez 

que f ovorecen el desuerado y eviton la proliferaeion de coli f or­

mes.

Mientros que los estreptococos idcticos suelen const i t ui r 

la flora dominante en la cuojada, y en el comienzo de la modura- 

CTon de los quesos, los lactobocilos port ic ipon mds tordiomente 

en lo misma, désarroilando oc t i vidodes proteol11 icos y lipoliti- 
cas, e interviniendo, a veces, en el desorroilo de los aromos.
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Son vorios 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 hon dedicodo a poner de manifiesto la degra- 

docidn de proteinas durante lo maduracidn de los quesos, y a la 

descripcion de los procesos quimicos que ocontecen durante la pro- 

teolisis.

Sin embargo, son mds escasos los trobojos en que se descri­

be el popel ejercido por coda especie microbiona, y particularmen­

te por sus enzimas, destocondo los de MABBIT y col., (1959), REI­

TER y col., (1967), OHMIYA y SATO (1970), y GREEN y FOSTER (1974) 

entre otros.

Investigociones llevadas a cobo por MILLER y HANDLER (1967) 

con cult ivos puros de estreptococos y lactobocilos, demuestron que 

con los primeros se obtiens un incremento del N no proteico com- 

prendido entre el 1% y el 2%, en tanto que el obtenido con los lo£ 

tobocilos es del 4 o 5%.

RAPP (1969) estudio distintas especies de lactobocilos, ob- 

servondo que la hidrélisis mds ocusodo de lo caseina estd a cargo 

de Lactobacillus acidophilus, seguido de Lactobacillus bulgdri- 

cus, Lactobacillus helvdticus y Lactobacillus casei.

KOSIKOWSKI (1978), cita estas très ultimas especies como 

responsables de los caractères de acidez y sabor, no solo del yo-
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gur, kefir y koumis, sino tombién de olgunos quesos itolionos y 

del queso Emmental,

SHARPE (1979), cita a Lactoboci1lus casei como uno de las 

bocterias mds frecuentes de los starters mesofilos que emplea oc- 

tuolmente la industria idctea.

DUCASTELLE y LENOIR (1969), en el estudio microbiono del 

queso tipo Saint-Paulin, determinon como especie dominante de lac­

toboc ilos -Lactobacillus plantarum- seleccionando cepas con alto 

poder proteo11tico, y recomenddndolas, debido tambien o su carac- 

ter filante, para la fabr icac ion industrial de este tipo de queso.

De todo lo anteriormente expuesto, y del estudio de la mi­

croflora de los quesos artesonales, se deduce, que coda vez es 

mayor el numéro de cepos bocterionos seleccionodas por sus coroc- 

teristicas de interés tecnoldgico. Asimismo, la prdct ico cosi 

generalizada actualmente, de usar "starters" identicos para fa- 

bricar variedades de queso distintas, estd siendo desplazada en 

el sent ido de utilizar cepos outdctonos que desarrollen los ca- 

rocteres genujnos de las variedades artesonales.

El objet ivo de este Capitule se centra en la seleccidn de 

cepos de estreptococos idcticos, lactobocilos y enterococos, en 

base a la octividod acidificante de los primeros, y a otro tipo 

de actividodes enzimdticas de los ultimos.
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V.2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

V.2.1. ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE ESTREPTOCOCOS LACTICOS

Se han ensayado las 24 cepas de Streptococcus lactis proce- 

dentes de las tres fabricaciones estudiados de queso de Mahén or- 

tesanal.

A la fobricocion n® 1, corresponden 7 cepos, 12 cepas a la 

fabricocién n® 2, y las 5 cepas restantes a lo fabricocién n® 3.

Para determiner el poder acidificante de coda cepo, se ha 

operado de la siguiente forma;

En matraces de 250 ml. se depositan 100 ml. de leche des- 

cremada estéril Skinmilk (Difco), esterilizondo a continuéeién 

los mismos durante 15 min. a 1 atmésfera de presién. Una vez en- 

friados los matraces a 30°C, se siembra code uno con un cult ivo 

joven de 24 horas de las cepas cuyo poder acidificante se quiere 

determiner. Esta siembra se realize el 2%, es decir, 2 ml. de c ul_ 

tivo por motraz. La incubocién se realiza a 32°C.; y periédicamen 

te, a las 16,18,20 y 22 horas de incubacién se extraen 10 ml, de 

coda motraz, determinando la acidez total producida, medionte va- 

lorocion con hidréxido sédico 0,1 N, y como indicador solucion de 

fenolftalexna al 2% en alcohol.

La acidez total se ha expresado en grades Dornic.
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V.2,2. ACTIVIDAD CASEOLITICA DE LACTOBACILOS Y ENTEROCCXOS

Para obtener una informacion cuontitativa de lo actividad 

caseolitica de los lactobocilos y enterococos, présentés en el que 

so de Mahon ortesonol, e identificados en el Copitulo III, se ha 

seguido la siguiente técnico de difus ion :

Se utilizan plaças de Pétri ester iles de 90 mm. de didmetro, 

conteniendo coda uno lO ml. de leche descremada ester i1 Skin-Milk 

(Difco), y lO ml. de una solucion estéril dè agar al 3% en agua 

dest ilada.

Para aplicar la muestro se extrajo con taladratapones, del 

centro de la plaça, un circule de lO mm. de diametro. La difusion 

se realizo aplicando un volurnen de 0,1 ml. de una suspension de 

las cepas a examen en agua esteri1, en la cavidad central practice 

do en la plaça, e incubando estas a 30°C durante un période de 1 

o 8 dias.

La digestion de la caseina se mon i f ies ta por la aparicion 

de un halo alrededor de la covidad proct icodo en el centro de la 

ploca, seleccionando en principio aque1las cepos en las que el dié- 

metro del ho 1o producido es superior a 25 mm.
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V.2.3. ANALISIS ENZIMATICO DE LACTOBACILOS Y ENTEROCOCOS POR EL 

SISTEMA API-ZYM.

El sistema API-ZYM es un micrométodo semicuantitativo de in 

vestigacién de actividodes enzimaticas, oplicoble a diverses mate- 

rioles biolégicos, taies como tejidos, células diverses, entre 

ellas microorganismos, liquides orgdnicos ... (LAVIOLETTE, 1977), 

en los que la actividad enzimética se détecta por el désarroilo de 

una colorocién.

El dispositive se présenta bojo la forma de una galerie que 

contiene 20 cupulas de 9 mm. de didmetro y 3 mm. de alturo, cuyo 

fondo estd constituido por un soporte que contiene el sustrato ad£ 

cuedo en solucidn tomponada (Tris maleato 0,05 M para pH 5,4; Tris 

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

Se enseyon solamente las cepos de lactobocilos y enteroco­

cos que en la pruebo dnalitico V.2.2., hon dodo un halo de proteo- 

1isis superior a 25 mm.

Une solucidn de células de coda cepa, con densidad compren

dida entre 5 y 6 en la escala de Me Forland, se reparte con pipe-

ta Pasteur ester il, a razdn de 2 gotas de suspension por cupula.

Coda golerio se deposita en una caja de incubacién, o la cual se 

anaden 5 ml. de agua destilada ester il para éviter la deshidroto- 

cidn. Estas cajas, uno vez cerrodos con tapa de pldstico tronspo-
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rente, son puestas a incubor durante 6 horas a 37°C, Acabado el 

période de incubacion, se depositan en coda cupula una goto de réac­

tive A, y una goto de réactive B. La compos ic ion de estos réacti­

ves es la siguiente;

Reoctivo A

Tris hidroximetil omino metano   250 g.

Acido clorhidrico (37%)    IIO ml.

Louril sulfato   lOO g.

Agua destilada hasta     lOOO ml .

Reoctivo B

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

2-Metoxietanol hasta  .................. lOOO ml.

T ranscurr ides 5 minutes, después de depositor los reacti­

ves en coda cupula, se exponen las goler ias durante lO segundos 

o una idmpora de lOOO watios; al termine de los mismos, se efec- 

tua la lecture de las coloroc iones désarroilados, anotando los 

resultodos segun un baremo de O (reacc ion negat i va) o 5 (reocc ion 

de intensidad maxima).

Coda goler ia utili zodo permite la investigacion de 19 ac- 

tividades enzimdticas (Tabla V.l).

La escale de Me Far land se prépara a partir de cloruro bd-
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rico al 1% y dcido sulfurico 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 borio, en el tubo 2, 0,2 ml., en el tubo 3, 0,3 ml, ... y, en 

el tubo lO, 1 m l . El volumen de coda tubo sé lleva a 10 ml. me­

dionte adicidn de dcido sulfdrico. Una vez preparadas estos so- 

luciones se agitan los tubos, al igual que los de las suspensiones 

microbionos cuyo turbidez se requiere comparar con los mismos.



135 -

TABLA V.l. GALEPIA ENZIMATICA API-ZYM

N® ENZIMA INVESTIGADO SUSTRATO

1 Test igo
2 Fosfatasa alcalina 2-Noftil fosfoto
3 Esterasa (C^) 2-Noftil but iroto
4 Esterasa lipasa (C^) 2-Noftii capriloto
5 Liposo ) 2-Noftil myristato
6 Leucina aminopeptidosa L-leucil-2-noft ilamido
7 Valina aminopeptidosa L-voli1-2-noft ilomido
8 Cistino ominopeptidoso L-cistil-2-noft ilomida
9 Tripsino N-benzoil-DL-orginino-2-naft ilomido

lO Quimotripsino N-benzoil-OL-fen ilalanino-2-naftil- 
omido

11 Fosfotaso ocida 2-Noftil fosfoto
12 Fosfoomidoso Noftol-AS-BI-fosfodiomido
13 -go1actosidosa 6-Br-2-no ft il- -D-galactopiron6- 

sido

14 -galactosidasa 2-Noftil- -D-golactopironosido
15 -g lueuronidoso Noftol-AS-BI- D-glucuronoto
16 -glucos idoso 2-Noftil- -D-g1ucopironôsido
17 -glucosidoso 6-Br-2-no f t i1- -D-glucopironosido
18 -glucosoaminidoso 1-Noftil-N-ocetil- -D-glucosomi- 

n ido.

19 -mannos idosa 6-Br-2-nof t i1- -D-monnopironds ido
20 -fucosidaso 2-noftil- L-fucopirondsido
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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 resultodos de

la actividad acidificante de las cepas de Streptococcus lactis

procedentes de quesos artesonales de las fabricaciones n® 1, n® 2 

y n® 3, respectivamehte.

Los Figuras V.l, V.2, y V.3, muestran de manero grdfica la 

evolucion del poder ocidifi'cante de estas cepos a lo largo de 22 

horas de incubacién o 32°C.

En la fabricocién n® 1, la cepa de mayor poder de transformo- 

cién de loctoso en écido idctico, es la M-l-Qj^-14, que alcanza a 

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

En las pruebos efectuados con los cepas de la fabricocién n®

2, se olconzon, en general, actividodes moyores que con las cepos

de la fabricocién n® 1, destocondo la M-2-Q-19, cuyo titulacién 

de acidez es ya, a las 16 horas, de 70,2°D, olconzondo 72,9°D a 

las 22 horas de incubacién. Debido a la velocidod de transforma- 

cién de la loctoso en écido léctico, y a la regularidod del curso 

de esta transforméeién, la citada cepa de Streptococcus lactis ha 

sido selecc ionodo para su inclusién en los "starters".

Curiosamente con todas las cepos de esta especie procedentes 

de la fabricocién n® 3, se olconzon Içs valores més bajos de pro- 

duccién de écido léctico.



- 137 -

tabla v.2. EVOLUCION DE LA ACTIVIDAD ACIDIFICANTE DE 
STREPTOCOCCUS LACTIS

Fobr icac ion n® 1

Actividad acidificante (° Dornic)

Horas 16 18 20 22

Cepa

M-l-L-25 31,5 33.3 33.3 35, 1

M-l-C-2 51,3 54,9 63,9 63,0

M-l-C-8 38,7 39,6 46,8 49,5

M-l-Q-17 27,9 27,9 27,9 28,8

M-l-Q^-1 68,4 70,2 67,5 68,4

M—1~Q^“^ 56,7 59,4 65. 7 63,9

M-l-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

Fabricacion n@ 2

Actividod acidificante (° 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-Q-17 20.7 21,6 23,4 24,3

M-2-Q-I9 70,2 71,1 73,8 72,9

M-2-Q^-I2 45,9 46,8 50,4 51,3

M-2-Q2-I6 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 (° Dornic)

Horos 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 47,7
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V.3.2. SELECCION DE LACTOBACILOS

En un primer intente de medir cuontitot ivamente la activi­

dod coseol{t ico de los lactobaci1 os, mediante el test de digestion 

de la coseina (V.2.2), se bon preseleccionado aquellas cepos en 

les que el d idmetro del halo produc ido es superior a 25 mm, y que 

o continuacion se describen:

Fabricacion n9 1

Fabricacion n9 2

M-l-Q^-2l(RO)
M-l-Q^-20 "

M-2-Q^-22 "
M—2—Qg—1 "
M-2-Qg-19 "
M—2—Q^—4 (LA)
M-2-Q^-lO "
M—2—Q^—23 "
M-2-Q^-l4 "
M-2-Q^-3 "
M-2-Q^-4 "
M—2 — —6 "
M-2-Q^-7 "
M-2-Q^-lO "
M—2—Q^—13 "
M-2-Q^-l6 "
M—2 — — 18 "
M-2-Q^-22 "

Lactobaci lus plantarum
Lactoboci lus plontarum

Lac tobac i lus plontorum
Lactoboci lus plantorum
Loctoboci lus plontorum
Lactoboci lus case i var.cose i
Loctoboc i lus cosei var.case i
Lac toboc i lus case i vor.rhomnosus
Lactoboci lus case i var.case i
Loctoboc i lus case i vor.case i
Lactoboci lus case i vor.case i
Lac toboc i lus case i var.case i
Lactoboci 1 us cosei var.cose i
Loctoboc i lus case i vor.cose i
Loctoboc i lus case i var . cosei
Lactoboci lus case i vor.cosei
Loctoboci lus case i vor.cosei
Loctoboc i lus case i var,oloc tosus
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Fabricacion n® 3 M-3-Qg-5 (RO)
M-3-Qg-lO
M—3—Qg-13
M-3—Qg—14
M-3-Q̂ -ll
M—3—Q̂ —8 "

Lactobacillus plontorum
Lactobacillus plontorum
Lactobacillus plontorum
Loctobocillus plontorum
Lactobacillus plontarum
Loctobocillus plontorum

Estas cepas preseleccionadas, son las que se hon somet ido 

a los andlisis de octividades enzimdticas por el sistema API-ZYM, 

con el objetivo de seleccionar définit!vamente aquellas cuyos ac- 

tividades proteoliticas -fundamentalmente (Leucino-aminopeptido­

sa , Valina-aminopeptidaso, Cistina-ominopeptidasa)-, y lipolf- 

ticas -(Esterasa, Esteroso-1ipasa, y Liposo)- alconcen los valo- 

res mdximos.

Los resultados de las cepos examinodas de Loctobocillus 

plontorum y Lactobacillus cosei, se describen en las Tablas V .5 

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

mdticos de las cepos de ombos especies.

De ocuerdo con estos resultados, de las 11 cepos de Locto- 

bocillus plontorum, a los que se ho reolizodo el andlisis enzimd- 

tico por el sistema API-ZYM, ho sido seleccionoda la cepa M-1-Q^- 

21, debido a la mdximo intensidod de reoccion obtenido en los 

pruebos de Leucino-aminopeptidosa y Volino-ominopeptidoso en cuon- 

to a octividades proteolfticas; su actividad Esterosa-1ipaso (C8),



/ r

wQ
R
y
a
UJQ

i-t <
5  Ia inn U
8 s

02“ 0“T“W

T2- 0“T“W

ZZ- 0 “Z“W

T“ 0 “ 2“W

6T- D“2“W

8“ 0-E-W

TT- D-E-W

M -  0-E-W

E l -  0 “ E“W

C I -  0-E-W

5“ 0 “ E“W

mm m r- -<
O "-I V o  m m O Q m  m O O O

■w O CM m m m o o m o o o O O

CM CM CM
■w O (M m O m m O O CM CM o O en o Q O

CM CM m m m CM

O CM CM d Tf O o O O o m O O o O O

m m m m CM CM m m CMw 6 CM O d d d O m O CM O o O d

m m m m m mw 6 O •M o o O m O CM O o O

m CM m m m mw d CM CM o 'ï O o d O ■M O m o O O

CM m m CM CM CM CMw d o d o d O O ■cî d o O d

CM m m m CM mw d CM O m m d o d CM O CM O q d O d

CM m CM CM m CM CMw d O Tf d o d O O n d o O o

m m m CM m m
w o CM O m m o o d en O m O 01 d d O o

0 oICI D 10
0 10 o

CO T3 D XI
D (J ■D 0c +j 10

a a o 0 D o
D d) a d) o 10 10 10 X I

o en a 0» a ■o o a a a o 0
u o o Q o o o XI n XI 10 10 c 10 o

Q c o c C o 10 o O o 10
a L ) c 'O o 10 10 c X) "D E X D

U E E 10 X) o o o o -a
o 0 E o Cl o o 4-> L 10 10 10 10

(/) ü) a O 1 o 1 o 10 u u 3 o O o o 10
< o w (/) o 1 o c o E o o U u O u c o
z o o o c o c o 3 3 3 3 c u

D ICI c 10 o o o o o o 3
N H- V w O o +J a E o o O O O O 5 : U.
z «n 4-> a D 10 10 10 1 1 1 1 1 1 1 1
w o in M <D o 3 o o o ce ce s ca « e

ü_ UJ LU _j > o 1 - O ÜL u.



§
I
y
8
y
a
UJo

OT“ D“3”W

ET- D-3-W

9T- 0-3-W

O-3-W

8T- D-3-W

L~ 0-3-W

33- D-3-W

9- 0-3“W

£3- b-3-W

I- b-3-w

E- D-3-W

tc- D-3-W

OT- D-3-W

m  CM <M Csl CM

o  CM CM o  m  xt d  o o d ' H O ' - ' o d d o o o

in in CM in cm
o  N  CM o  m  m  d o o d d o - i o o ' o o o o

in in r-i i-t CM in in in
o  CM CM o  m  m  d  o d d d o d o d o o o o

in in «-4 <H iHinin in
O d  CM d  m m d o o ' d d o » - i O - - i O O O O

in in in
Oc MCMO m m d  O O ' ^ m O c M O ' - i r s o O O

in in in in in in
O  CM CM o  m  m  -* o o o d o - n o d o o o o

in in in in in in in in
o  CM CM o  Ti- o  o o ' d d o - H o d o o o o

in in CM in in in in
o  N N  o m  m  d  o o d d o N o d d o o o

CM CM CM in in
d c v c M O  TT 4» d o o d < - i o - ' O o ' o o o o

CM in in in cn cm in
d  CM CM o  m  m  d  o d d d o - i O ' - i o o o o

in in in in CM cMinm
O r - i ^ o  CM m d o d d d o ' - ' O r - i o o o o

in in -1 in in in
0 ’̂ ' » o  Tf d o d d o ' o - i O ' H o o o o

in in in in "-I in m m
o - i - H O  m  m  d  o o d ' - i o d o d o o o o

UJ < 0 0
z z 100 10
< < 0 10 0a u> CO TJ 0 T3

Ul 0 0 •D 0
3 t- c -P (0
a a a a 000 0
UJ < 0 « a « 0 1010to XJ0 (0 Q 0 a T3 00000 00 0 0 Q. 0 0 •0X) X) 10 10 c 100Q c 0 c c U 0 00 0 10

0 u c 'O 1010 to c T3 x> E X) D
M3 E E 10 000 0 0 XJ

I/) 0 1 u 0 E 0 a 0X» +J L. 10 10 10 10
> < 10 0 0 1 0 I 0 10 u 0 3 0 00 0 to

s 0 10 10 0 1 a c 0 E 00 U U 0 V c 0
■p 0 0 D c 0 c 0 3 3 3 3 c u

< N 0 i_ L 10 c 10 0 000 0 0 3
_J Z <*- 0) 0) D 0 ■p a E 0 0 CD CD CD CD 2:am UJ 10+j a 3 10 10 10 1 1 1 1 1 1 1 1
<I-

0
u.

10
UJ

10UJ _J 0)_l 0> 0
u
P" 30 0

a
0
a a QQ CQ a COLcn a a



- 147 -

es la m<3s fuerte de los octividades lipoliticas halladas, siguien- 

dole en orden decree iente la Esterasa (C4), y la L ipaso (Cl 4).

Respecte a las 13 cepos de Lactobacillus case i onolizodas, 

atendiendo al mismo criterio, se han selecc ionodo las siguientes: 

M-2-Q^-4 = Lactobacillus cosei vor. cosei, M-2-Q^-23 = Loctobo- 

c illus cosei vor. rhomnosus, y M-2-Q^-22 = Loctobocillus cosei 

vor. alactosus. Estas 3 cepas muestron uno intens idod de reaccion 

de 4 para las octividades Leuc ino-ominopept idoso y Volino-aminopep- 

t idoso, en tonto que la intens idod de reaccion poro la Cistina-ami_ 

nopept idaso puede c ons iderorse proct icomente nula.

Los octividades lipoliticas Esterasa (C4) y Esterosa-1ipaso 

(C8) son elevodas (4) para la cepa M-2-0^-4, y de intensidod media 

para los otras dos cepos, pero en cuolquier coso iguoles o superio- 

res o los del resto de los cepos anolizodos.

V.3.3. SELECCION DE ENTEROCOCOS

Siguiendo la mismo sistemdtico operotiva que para la selec_ 

c ion de loctobocilos, se hon preseleccionado, atendiendo a los re­

sultados del test de digestion de la coseina, descrito en V.2.2,

5 cepos de Streptococcus durons, de un total de 30 cepos de esta 

e spec ie ensoyodos.
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No se han ensoyodo cepas de Streptococcus faecium debido 

o su presencia minoritoria en el queso ortesonal. Streptococcus 

faecal is y sus variedades tampoco se han tenido en cuenta por obje^ 

tivas razones higiénicas.

Las cepos de Streptococcus durans hon mostrodo, en gene­

ral , un halo de proteolisis inferior al obtenido con los lactoba- 

cilos, por lo que se ha tornado como criterio de preselecci<5n un - 

diémetro del halo igual o superior a 15 mm. Estas cepas son las 

siguientes;

M—1—0—2 (m—E)

M-l-Qg-2 "

M-l-Qg-8 "

M-2-Qg-lO "

M-2-Qg-6 "

Posteriormente hon s ido sometidas a los andlisis de act i- 

vidades enzimdt icas, para seleccionar aquella que presente unas 

intensidades de reaccion mdximos para las octividades proteolfti- 

cas y lipolfticas investigadas.

El contenido enzimdt ico de Streptococcus durons se descri­

be en la Tabla V.7. La figura V.4 muestro el per f i1 enzimdt ico 

de estas cepas.

De ocuerdo con estos resultados ha s ido selecci onada la 

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

Los resultados de la pruebo de actividad acidificante reo- 

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

Mahon ortesonal, evidencion una notable variabilidad en el poder 

y en la velocidod de transformacion de la lactosa en de ido idctico.

Para la fabricacion n® 1, la actividad minima corresponde a 

la cepa M-l-L-25 que al final de la incubac ion aIconza 31,5°D, en

tanto que el poder mdximo, en el mismo periodo de 22 horos, corres-

1ponde o la cepa M-l-Q -14 con 70,2°D.

En los cepas procedentes de la fabricacion n? 2, esta varia 

b i1idod résulta aun mds acusada. La cepa M-2-Q-10 prdc t i camente - 

carece de este poder, mientras que por el contrario, la cepa sele£ 

c ionoda M-2-Q-19, aIconza en 16 horas 70,2°D, es decir, 7,2 g. 

de de ido idctico por litro. Esta circunstoncia hoce que su inc lu 

sion en el "starter" sea aconse joble para que asegure una corre£ 

ta oc idi f icoc ion de la cuajada, odemds de evitor, gracias al des- 

censo rdpido del pH, la proliferacion de bac ter ias que d i f iculton 

una adecuada madurocion de 1 queso.

Las cepas de Streptococcus lactis de 1 queso or tesonal n 9 3, 

muestron un c ur so regular en la formac ion de de ido idctico, es ton- 

do comprendidos los volores del mismo, entre 3,96 g./l, y 5,31 g./l 

cont idodes sensiblemente infer iores a las que se consiguen con los
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cepas cisladas de la fabricacion precedente.

Para la seleccion de lactobacilos, se han investigodo las 

octividades proteoliticas y lipolfticas, dada la importancio que 

reviste la liberocidn de aminodcidos y dcidos grasos durante la 

maduracidn del queso.

Para Loctobocillus plantorum, los variaciones encontrodos 

en los sistemos enzimdticos, de una cepa a otro, son muy escosas.

Las octividades endopeptidosicos, del tipo tripsino o qui- 

motripsino, estdn prdct icomente ousentes en todos los cepas estu- 

diodos. En combio las octividodes exopeptidosicos, del tipo ami- 

no peptidosas, estdn présentes en lo moyor porte de elles y o ni­

velés sensiblemente similores. Los octividades leucino-ominopep- 

t idaso y val ino-ominopeptido.sa son mdximos en 3 de las 11 cepas

con un valor de 5, mostrando en los restantes uno intensidod de 

reoccidn comprendido entre 3,5 y 4. Por el contrario, la cist ino- 

ominopept idoso oporece regulormente distribuida, en volores esco- 

sos o nulos, en las diferentes cepos.

Poro 1 os octividades 1ipdsico y esterdsica se observa una 

distribucion seme jante. Lo actividad esteroso-1ipaso es la mds 

fuerte, seguido de la esteroso que esta menos désarroilodo, pero 

oporece en conjunto menos variable; y por ultimo, la actividad 

lipdsico es escaso, o nulo, en todos las cepas, Otros autores, -
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CARINI y LODI (1975), hon obtenido octividades lipdsicas bocte- 

rianos mds importantes cuondo han cambiado los condiciones expé­

rimentales, en el sent ido de oumentor de 6 a 8 horos, el periodo 

de incubac i on de las galerias. De acuerdo con BRANDL y ZIZER 

(1973), uno hipdtesis que pudiero explicar el mayor nivel de lo 

actividad lipdsico o mayor periodo de incuboc ion, seria la 1 is is 

de las ce 1ulos producida durante el periodo de incubocion mds lar­

go, por 1iberocion de enrimos 1ipolit icos endocelulares.

Los perfiles enzimdt icos de Lactobacillus casei y sus var. 

cose i , rhomnosus y alactosus, estdn muy prdximos a los de Lac t obo- 

ci1lus plontorum, si se exceptuan determinodos octividades oxidd- 

s icas (g-galoctosidasa y a-glue os idoso) que oparecen mds ocusodos 

en las cepos de esta ultima especie.

Los octividades ominopept idos icos oscilan entre 2,5 y 4 de 

intensidod, a excepc ion de la Ci st ina-ominopept idoso, que como en 

el coso anterior es cas i nulo o inexistente, ocurriendo igual con 

los endopeptidasas tripsino y quimotripsino.

En los octividodes lipdsicas y esterdsicos tomb ien se ob- 

servo uno distribucion similar; alto o media para la esterasa y 

esteraso-1ipasa, y escoso o nula para la liposo.

Los cepos de loctobacilos que hemos selecc ionodo muestron 

octividodes ominopept iddsicos y esterdsicos altos, coreciendo pro£
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ticamente de octividades exopeptidosicos y liposicos exocelulores,

Las diferentes cepos de Streptococcus durans estudiodos, 

muestron en general escoso octividad enzimdt ico, hobiéndose selec- 

cionodo uno cepa con solo actividad esterdsica y algo de Cist ino- 

ominopept idaso.

Asimismo, cobe destocor la presencia en esto cepa de exo­

pept idasas , principalmente lo quimotripsino, que estd prdcticomen­

te ousente en las 24 cepas de loctobacilos estudiodos.
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V.5. CONCLUSIONES

Se ha investigodo la actividad acidificante de 24 cepas de 

Streptococcus lactis, y las octividades proteolfticos y lipolfti­

cas exocelulores de 11 cepas de Loctobocillus plontarum, 13 cepos 

de Loctobocillus cosei y 5 cepos de Streptococcus durons, medion- 

te un micrometodo normolizodo que permits un andlisis de estas oc- 

t iv idodes enzimdt icos y lo posibilidod de efectuor un estudio com- 

parotivo de los result ados.

1®) En ident icos condiciones expérimentales, el poder aci­

dificante de Streptococcus loct is es muy variable de unos cepos 

o otros, hobiéndose seleccionado aquella que présenta una mayor - 

actividad, en un tiempo fijo.

2®) Los octividodes ominopept iddsicos estdn présentes en 

todos las cepas de loctobacilos a niveles sensiblemente similores, 

con excepcidn de la cist ino-ominopept idoso, cuyo actividad es es- 

coso o nulo.

3®) Los octividades endopeptiddsicos -del tipo tripsino 

y quimotripsino- estdn prdcticomente ousentes en las diferentes 

cepas de loctobacilos.

4®) Para los octividodes lipdsicos y esterdsicos, se ob-
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servo iguolmente uno distribucidn similar en los loctobacilos, 

siendo de corocter medio o fuerte los octividodes esteroso (C4) y 

esteroso-1iposo (C8), y prdcticomente nula lo liposo (C14),

59) El perfil enzimdt ico de Streptococcus durons es sen­

siblemente diferente del perfil enzimotico de los loctobacilos. 

Con excepcidn de lo quimotripsino, el resto de los enzimos proteo 

liticos no estdn présentes, o lo estdn en contidodes notoblemente 

inferiores; lo que confirme los diferencios toxondmicos entre es­

tos especies.



C A P I T V L O  VI

ELABORACION DE UN "STARTER" PARA QUESO DE MAHON

FABRICACION DEL MISMO A ESCA LA SEMI-INDUSTRIAL -

PARTIENDO DE LECHE PASTERIZADA
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VI.1. INTRODUCCION

Hasta finales del siglo XIX, pare fabricar mantequillo o 

queso, se dejabo la leche a temperaturo ombiente con objeto de 

que la flora loct ico presente en ello se desorrollose y provocase 

la fermentacion. Este procedimiento implicobo tombién desorrollos 

circunstoncioles de gérmenes indeseables, responsables de modifica- 

ciones desogrodobles en el sobor y oromo de los quesos.

A partir del momento en que se compruebo que la fabricacion 

ccrrecta del queso, estd relac ionodo directomente con el control - 

microbioldgico de lo fermentocidn de la cuojodo, comienzo o perfi- 

lorse uno nuevo tecnologfo en lo que, progresivomente, estos méto- 

dos primitivos, se von modi ficondo y sustituyendo por otros mds mo 

dernos y rocionoles,

STORCH (1890) en Dinomorco, y CONN (1889) en Estodos Uni- 

dos, fueron quienes por primero vez demostroron experimentolmente 

que se podio obtener uno mantequillo de bueno colidod utilizando 

cultives puros de Streptococcus loctis. Sin enibargo, el producto 

obtenido corec io del aromo coracterfstico de lo mantequillo t ra­

die ionol .

Es posteriormente, en 1919, cuondo HAMMER y BAJLEY en E£ 

todos Unidos, STORCH en Dinomorco y BOEKHOUT y OTT DE VRIES en - 

los Poises Bojos, ol observor que los cultivos idcticos pro-
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pic ion un buen oromo, cuondo se 1lego ol verdodero control micro­

bioldgico de la fermentoc idn del queso; llegan o establecer que 

dichos cultivos estobon formodos por uno mezclo de dos especies 

distintas de bacterios; Streptococcus lactis, responsable de la 

acidez, y Streptococcus cremoris, responsable de la produce idn de 

oromo,

Mds torde, en 1936, se ident i f icon otros especies de bac­

terios idcticos productoros de oromos, que fueron closificodas co­

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

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

en los Poises Bojos,

Los "starters", usados cornerciolmente en la industrio idc- 

tea, responden a très tipos diferentes de acuerdo con su composi- 

cidn y segun la closificocion propuesto por LAWRENCE y col., 

(1976):

Cuit ivo puro dnico ("single strain starters")

Vorios 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 coso son vorios los cultivos que se oplicon, 

bien en momento diferentes, o simultdneamente, y lo formon mezclos
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de très o cuotro cultivos puros de Streptococcus cremoris. Strep­

tococcus loctis. Streptococcus diocetyloctis, o género diferentes 

como el Leuconostoc.

Los cultivos mixtos utilizodos corrientemente en Itolio y 

Amer ico del Norte, estdn formodos por mezclos no oislodos de va­

rias cepos de distintos especies como Streptococcus cremoris. 

Streptococcus lactis, etc. Estos cultivos tienen mayores venta- 

jos oplicotivas por no presenter relociones fdgicos entre ellos,

Y por tonto, son mds resistentes o los bocteridfogos que los cult£ 

vos puros, pues contienen vorios cepas con genotipos diferentes.

COGAN (i960), subdivide o los cultivos mixtos en cuotro 

tipos, segdn la noturolezo de las bacterios productoros de oromo 

que estos contienen:

- Cultivos tipo B, que contienen distintas especies de 

Leuconostocs productoros de oromo (Leuc. citrovorum, Leuc. dextra- 

nicum, y/6 Leuc . loctis).

Cultivos tipo D, con lo especie Streptococcus dioce- 

tyloctis como productoro de oromo; esta especie origino ol fer- 

mentar el citroto, vorios compuestos, metabolites finales, entre 

los cuoles predomino el diocetilo.

Cultivos tipo B-D que contienen o la vez Leuconostoc
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y Streptococcus diocetyloctis, y

Cultivos tipo N u O, que no contienen bacterios produc - 

toros de oromo.

La seleccion de cepos de Leuconostoc y Streptpcoccus diace- 

tyloctis estd bosado en lo velocidod de produce idn de COg o partir 

de citroto, eligiendo aquellas que lo producen rdpido o lentomente, 

segun el tomono de "ojo" que se estime dptimo para la mejor textu 

ra del queso en euest idn.

Lo inclusion de especies bocterionos de otros género, como 

por ejemplo el gén. Loctoboc illus, en los "starters", estd motivo- 

do por lo copoc idod de estos gérmenes en liberar aminodcidos esen- 

cioles (de ido glutdmico, volino, lisino, prolino y leucina) en su 

actividad proteolitico de la caseino.

Estudios realiz ados por MILLER y KANDLER (1967), con culti­

vos puros de estreptococos y loctoboc ilos, demuestran en el queso 

un incremento de 1 nitrdgeno no protéico comprend ido entre el 1 y 

el 2%, mientras que con el uso de loctobacilos, dicho incremento 

alcanzd el 4-5%.

En relac idn con la preporoc idn de los "strorters", ex i s ten 

très técnicos y formas diferentes de conservocidn {TOFTE-JESPER- 

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

- "Starters" 1iofilizodos.

- "Starters" congelodôs.

Los primeros se obtienen por cultivo de los gérmenes en le­

che adicionada de lactosa y corbonoto cdlcico -el suero se élimi­

na por prensodo- secando el residue bojo vocio. La taso de super- 

vivencio apenas sobrepasa el 1-2% después del tratamiento.

En el "starter" liofilizodo, procédé congelor el cultivo, 

sublimando el ague a continuacion por secodo bojo vaclo; se con- 

sigue uno toso de supervivencio superior ol 50%.

Finolmente, los "strorters" congelodos fueron puestos por 

primero vez a punto por LEWIS (1956). Se obtienen sembrondo mosi- 

vomente los cepos en froscos de pldstico con leche estéril, conge- 

idndolos ol momento, y conservdndolos o -20°C. Lo posterior des- 

congelocidn e incubac idn de los mismos se reolizon de acuerdo con 

las necesidades de fabricacion.

La conservocidn de los "starters" o -20°C. entronobo uno 

perdido de actividad ocidificonte de las cepos. COWMAN y SPECK 

(1965), demostroron que lo conservocidn en nitrdgeno liquido o 

-196°C evitobo lo perdido de eso copocidod. Estos mismos inves- 

tigodores, onos mds torde, en Estodos Unidos, y BERGERE (1968) en 

Francia, prepororon suspensiones concentrodos congelodos de bocte
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rias lacticas. Para ello, cultivon 1 os germenes y recogen por 

centrifugacion, suspendiendolos o continuacion en un pequeno volu 

men de medio que congelon en nitrogeno liquido. Este procedimien- 

to, présenta la ventaja de que se puede utilizar el concentrodo - 

directamente en la leche puesta ya en la cuba de cuajar; odemos 

évita muchos riesgos de contominacion en la preparacion tradicio- 

nol de los "starters".

En la preparac i6n cldsica de un "starter", se parte de un 

cultivo y siembras sucesivas en leche pasterizado, hasta llegor a 

un volumen que représente el 0,5-2% de la leche a cuajar. El me­

dio utilizado para estos poses previos inicioles es leche, normal- 

mente reconstituida de leche en polvo exenta de ontibioticos, pos- 

terizada a la maxima temperotura admitida en este proceso, en re- 

cipientes especialmente disenados para estos fines (ROBERTSON, 

1966), que reciben comunmente el nombre de 1act ofermentadores.

Una vez refrigerada la leche, después de la posterizacion, 

se siembra el loctofermentodor, se incuba a temperature odecuada 

durante un tiempo variable, segùn la naturaleza del cultivo y la 

ocidez titulable que se desee conseguir. Alconzoda la cual, se - 

réfrigéra el cultivo a 2-4^C, pudiéndose conserver, y hocer uso del 

mismo o lo largo de los très o cuotro dies siguientes.

El objetivo y fin ultimo de nuestro trabajo se ha centrodo 

prec i somente en la eloborocion de un "starter" c on las c epos bac-
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terianas aisladas del queso artesano de Mahôn, que previomente 

hemos seleccionado atendiendo a sus caracteristicas lactologicas 

més destocadas, y que las definen como las estirpes mds opropiodos 

para ser oplicodos en la elaboracidn de este tipo de queso, partien 

do not uralmente de leche pasterizada, y sobre volumenes de escale 

piloto.

Con la puesta a punto de esta tecnologfa hemos pretendido 

1legor o una optimizocidn de la calidad del queso de Mahdn. Los 

ensayos a escale industrial, junto a los resultados del ondlisis - 

sensorial de las formas obtenidos, daron o no la viobilidod epete- 

cible a este intento de innovecidn tecnoldgice que hacemos poro es 

te COSO concrete de queso con Denominacion de Origen Mahdn.



- 165 -

VI. 2. MATERIALES, METODOS Y TECNICAS

VI,2.1. ELABORACION DE "STARTERS"

En la Tabla VI,1 se re lac ionan las especies bacterianas y 

sus correspondientes cepos utilizadas en estas experiencias, selec- 

cionados en el Copitulo V en base a sus propiedades de in te res tec 

nico-lactoldgico, asi como las distintas combinaciones para former 

los diferentes "starters" a que hemos llegado,

Cada uno de ellos se prepare a partir de la cepo correspon- 

diente 1iofilizada, tras regeneracion en leche desnatodo esteri1, 

cult ivondolas durante 16 horas a 32°C. Transcurrido este periodo, 

se efectud un recuento en cada subcult ivo para comprobar que las - 

cargos hallaban el mismo nivel o potencia; de esta forma se osegu- 

ra uno equitot ivo porticipocion de las distintas especies en los 

"starters".

Para coda combinocion se utilizo un matraz de 250 ml. de 

copac idod, con lOO ml. de leche desnatoda ester i1, sembrondo, de 

acuerdo con las proporc i ones de coda uno de las cepas, en la pro- 

porcion previomente estoblecida.

Después de 16 horas a 32°C, se homogeneizaron por ogitoc ion, 

y posteriormente coda cultivo se liofilizo en violes de vidrio es­

ter i 1 a rozon de 2 ml. por viol.
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Los cultivos asi preparodos, se conservoron a 4°C hasta 

el momento de su empleo en la fabricacion experimental de los 

quesos.
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TABLA VI,1. COMPOS1C ION DE LOS DISTINTOS "STARTERS" ELABORADOS 

PARA LA FABRICACION INDUSTRIAL DEL QUESO DE MAHON

S"-n?l St reptococcus lactis M-2-Q-19 (99%)
Lactobac i1lus plontarum M-l-Q^-21 ( 1%)

S"-n?2 St reptococcus lact is M-2-Q-19 (98%)
Lactobacillus plantarum M-l-Qj-21 ( 1%)
Lactobac i1lus case i var.casei M-2-Q^-4 ( 1%)

S"-n?3 Streptococcus lactis M — 2 —Q—19 (97%)
Lactobacillus plantarum M-l-Q^-21 ( 1%)
Lactobac illus case i var.casei M-2-Q^-4 ( 1%)
Lactobac illus case i var.rhamnosus M-2-0^-23 ( 1%)

S"-n?4 Streptococcus lact is M-2-Q-19 ( 97% )
Lactobaci1lus plantarum M-l-Q^-21 ( 1%)
Lactobocillus casei var.casei M-2-0^-4 ( 1%)
Lactobac illus cose i var.alactosus M-2-Q^-22 ( 1%)

S"-n95 Streptococcus lact is M-2-Q-19 (98%)
Lactobac i11us plantarum M-l-Q^-21 ( 1%)
Streptococcus durons M-2-Q -6 ( 1%)
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VI.2.2. FABRICACION DE QUESOS A ESCALA SEMI-INDUSTRIAL

Se hon fabricado 5 lotes de quesos en uno planta piloto de 

200 litros de copocidod partiendo de leche pasterizado. Se obtie- 

nen 5 quesos en coda lote de aproximodomente 2 kg. coda uno.

El proceso de eloborocion, que quedo expuesto esquemdtica- 

mente en la Tabla VI.2. es el siguiente;

La pasterizacién de la leche cruda se realize en posterizo- 

dor de plaças APV-Junior, durante 15 segundos o una temperature de 

75°C. A continuée i6n se enfrie le leche o 32°C, en cuba Lecte ex­

perimental de 200 1. de copocidod y dotodo de comiso calefoctoro, 

termémetro, polo de ogitocién mecdnica, y lira mecânica, con velo- 

cidod regulable pore el corte de le cuajado.

Antes de procéder a lo inoculéeidn del "starter", se anoden 

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

La siembra del "starter" en la cube de cuajar se efectua en 

proporcidn del 1% (1 1.). Quince minutes después se odicionon 16 

ml. de un cuajo comercial de titulec idn conocide.

A los 45 minutes de ogregor el cuajo, se precede ol cor te 

de le cuajado medionte lire mecdnica hasta obtener gronos del tomo 

fio de un garbanzo.
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TABLA VI.2, PROCESO DE ELABORACION DEL QUESO DE MAHON A 

ESCALA SEMI-INDUSTRIAL

Volumen de leche por fabricacion lOO 1

T rotamiento

Adic iones

Temperotura de pasterizaci6n 

Tiempo de poster izac idn

Cloruro cdlcico 

Indculo de "starters"

Cuajo liquido

Temperotura de cuajado 

Tiempo de cuajado 

Moldeado 

Elaboracidn Prensado

Tiempo de prensodo 

Sa 1ado

Tiempo de Salado

15 s.

20 g. (0,2%)

1 1 . (1%)
16 ml .

32°C.

45 min.

Manual en panos 

Prenso verticol 

2 horas

Solmuero de 23° Bé 

6 a 8 horas

Maduroc idn
Condic iones de Maduroc idn 

Tiempo de Maduroc i dn

12 C, 90% H.R. 

4 me ses
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Después del desuerodo mecdnico, se distribuye la cuajada 

en lienzos, procediendo a un moldeado manual para que coda piezo 

de queso adquiera la forma caracteristica.

El prensado se efectua en prensa vertical no hidrdulica por 

espacio de 2 horas, dl cabo de las cuales se introducen los que­

sos en un bano de solmuero de 23° Bé, durante un tiempo de 6 a 8 

horas. Conclufdo el periodo de salado, se introducen los quesos 

en cdmara de madurocidn, a 12°C de temperotura y 90% de humedod - 

relotivo, manteniéndolos allf durante un periodo de 4 meses.

•VI. 2.2.1. CONTROL DE LAS CARGAS MICROBIANAS

La leche posterizada ut ilizado en la fabricacion de los 5 

lotes de quesos fué sometida, en todos los cosos, a recuento de 

los principales grupos microbionos: gérmenes idcticos, enteroco-

cos, conformes, micrococos y estaf ilococos, levoduros, y mohos, 

con objeto de comprobar el grado de eficacia del trotomiento tér- 

mico.

La técnica seguida fué la descrita en II.2.2. El medio 

utilizodo para los recuentos de estreptococos Idcticos fué agor 

Elliker adicionado de 0,1% de acetato de tolio y 0,025 g/l. de 

purpura de bromocresol.

Los mismos recuentos efectuados en la leche posterizado, -
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se hon reolizado en los quesos fobr icodos experimentolmente o los 

4 meses de modurocion; de esta forma es fde i1 interpreter los re­

sultados comporondo los cargos microbionos de los quesos ortesonos 

y lo de los quesos industrioles al termine del période de afinado.

V I .2.2.2. DETERMINACIONES QUIMICAS

En un queso de coda lote se hon determinado los siguientes 

pardmetros quimicos:

pH. Medionte homogeneizacidn de lO g. de queso en 50 ml. 

de oguo destilado, lo medida se ver i f ica con pHmetro Titriskop 

E-516.

Extracto seco. Se ha seguido la técnico descrita en la 

normo 5A de la FIL-IDF, 1969.

Se depos i ton 20 g. de arena y un moloxodor, varillo de 

vidrio con forma de maza, en una cdpsulo de ocero inoxidable. A 

continuacion se introduce en estufa a 105°C, la cdpsulo contenien- 

do la arena y el moloxodor hasta obtener un peso constante.

Conseguido este. se dejo enfrior la cdpsulo y se peso de 

nuevo. Seguidomente se depos i to en la mi smo 3 g. de queso y se 

vue1ve a pesor.
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Con ayuda del malaxador de vidrio, se tritura cuidadoso- 

mente lo muestro de queso con la arena, y nuevomente se introduce 

la capsula en la estufo a 105°C durante 4 horas. Este secodo se 

continua hasta obtener un peso constante, realizando pesodos con 

intervalos de media hora.

La diferencio entre la primera pesada y la ultima, referi- 

da a lOO, expresa el extracto seco en % con uno precision de 

1 0,1.

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

Gulik, modificacion del método de Gerber-Siegfeld, consistante en 

la utilizacion de un but irémetro 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 lO ml. de dcido sulfùrico (densidad 1,820), colen- 

tando en baRo maria a 65°C. Periédicornente se invierte el buti- 

rémetro hasta la disolucion del queso, odquiriéndo entonces la - 

mezcla una coloroc ion pardo violeta.

Se agrega a continuacién 1 ml. de alcohol amilico exento 

de furfurol (0,815), y se agita fuertemente el butirometro. Se 

vuelve a calentar seguidomente durante 5 minutes a 65°C., trans- 

currido éste periodo se centrifuge a lOOO r.p.m. también durante
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5 minutos, y se lee a nivel del menisco la columno de grosa. En 

este método, bastonte exacto para quesos duros, la escola del bu­

tirometro, expresa directamente el % de grasa.

VI.2.2.3. VALORAC ION DE LA CALIDAD ORGANOLEPTICA

La hemos efectuado segùn un baremo es tablée ido por 5 coto- 

dores especializados. Dicho baremo se ha confeccionado en fune ion 

de los caracteristicas de sabor, texturo, olor y color de los que­

sos .

Caracteristicas Orgonolépt icos Factor contribucion a la
calidad final

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

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

Olor ..........................  0,18

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

Posteriormente coda uno de los componentes del j urado va­

lor 6, independientemente, sobre lO 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 result ado de los recuentos de los principales grupos mi- 

crobianos en la leche pasterizodo (Tabla VI.3), evidencio la esco- 

sa o nulo resistencia de las bacterias coli formes al trotomiento - 

térmico; hecho andlogo ocurre con las levoduros y los mohos.

Los enterococos oporecen en valores comprendidos entre 

10^ gér./ml., y 10^ gér./ml. representondo las bacterias no l<5cti- 

cas mds termorresistentes.

Micrococos y estafilococos se detecton en cotas muy bojos, 

con excepcidn de la leche destinodo o la fabricocidn nS 5, en la 

que se alconza uno cota de 2,4 x 10^ gér./ml.

La escaso presencio de bacterias Idcticos en lo leche pos­

ter izada , entre limites de lO y lOO gér./ml. demuestran, una bajo 

recontominocidn en el aire, y en los utensilios de la queserla.

Los resultados del recuento de microorganismos en los 5 

lotes de quesos, a los 4 meses de maduroc idn, se exponen en la - 

Tabla VI.4. Los moyores ci fras corresponden a la microfloro Idc- 

tica, seguido de los enterococos y bacterias haldfilos, que se en- 

cuentron sensiblemente a la misma proporc idn, en tanto que, prdc- 

ticomente, no se detecton, o minimamente, las bacterias coli formes, 

las levoduros y los mohos.
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V I .3.2. ANALISIS QUIMICOS

El valor de pH alcanzado en el extracto seco, y la materia

grasa, en los 5 quesos onolizodos a los cuatro meses de modurocion,

se exponen en la Tabla VI.5.

El pH mfnimo -5,0- corresponde al queso n? 1, en tonto

que el mdximo -5,31- lo alconza el queso n? 3 y el n9 4.

El vol or del extracto seco ose ila entre 58,06%, volor mi- 

nimo en el queso nS 3, y 64,26%, volor mdximo en el queso n? 1.

La materia grasa, refer ida o tanto por ciento de extracto 

seco, es, en todos los casos, superior al 40%, siendo el queso n?

1, el que présenta menor porcentaje (41,1%), y el nS 2, el que o]̂  

conzo el valor mdximo (48,1%),

VI.3.3. ANALISIS SENSORIAL

El criterio seguido por los miembros del Jurodo de cota 

ha s ido el siguiente:

Emitir uno nota numérica sobre diez puntos 

Contempler las siguientes caracteristicas orgonolép- 

t i cas 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 A MESES DE 

MADURACION

pH Extracto seco Materia grasa
(%) (% en extracto seco)

Fab."S" nS 1 5,00 64,26 41,1

Fob."S" n9 2 5,20 62,10 48,1

Fab."S" ne 3 5,31 58,06 43,9

Fab."S" ne 4 5,31 59,80 44,9

Fab."S" ne 5 5,12 62,10 47,1
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La puntuacion alconzoda por coda lote, os i como la media 

oritmética de esta, se exponen en las Tablas VI.6, VI,7, VI,8, - 

VI.9, y VI.lO.

La colificocion global de coda lote (Tabla VI.Il), se ha 

obtenido sumondo el producto de la puntuacion de coda prop i edod, 

por un factor que el Jurodo estimd contr ibuio o la calidad final.

Estas calificaciones resultan bojos, y muy similares para 

el primer -(32,6)- y quinto -(34,9)- lote; es olgo mds elevo- 

do poro el lote segundo -(50,9)-, destocondo el lote tercero y el 

cuorto que obtienen colificaciones de -(68,3)- y -(77,4)- puntos 

respect ivomente.
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TABLA VI.6. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL 
LOTE DE QUESOS N« 1.
"Starter" constitufdo por: Streptococcus lactis y

Lactobacillus plantorum

Catador

Caracteristicas Media

Sabor 
Textura 
Color 
Olor .

2,6
3.8
4.8
2.8

TABLA VI.7. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL 
LOTE DE QUESOS N@ 2.

"Starter" constitufdo por: Streptococcus lactis,
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei var.

casei

Catador

Caracteristicas Media

Sabor
Textura
Color
Olor

5,0
5.4
5.2
4.8
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TABLA VI,8. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL 
LOTE DE QUESOS N9 3.
"Starter" constitufdo por: Streptococcus lactis,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei var. 
case i y Lactobocillus casei var. rhamnosus

Catador

Caracterfsticas 1 2 3 4 5 Med ia

Sabor 8 7 7 7 6 7,0
Textura 8 7 8 7 5 7,0
Color 7 7 7 6 6 6,6
Olor 7 7 6 6 5 6.2

TABLA VI.9. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL
LOTE DE QUESOS; N9 4.
"Starter" constitufdo por: Streptococcus lactis,
Lactobac ill us plantarum, Lactobocillus casei var.
casei y Lactobacillus casei var. alactosus

Catador

Caracteristicas 1 2 3 4 5 Media

Sabor 9 8 9 8 7 8.2
Textura 8 7 9 7 7 7,6
Color 8 7 7 7 6 7,0
Ol or 7 7 8 8 6 7,2
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TABLA VI.lO. VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS 
DEL LOTE DE QUESOS NS 5
"Starter" constitufdo por; Streptococcus lactis, 
Loctobacillus plantarum, y Streptococcus durons.

Catador

Caracteristicas 1 2 3 4 5 Media

Sabor 2 4 4 3 2 3,0
Textura 4 5 5 5 3 4,4
Color 5 5 4 4 3 4,2
Olor 3 4 4 3 1 3,0

TABLA VI.11. PUNTUACION TOTAL DE CADA CARACTERISTICA ORGANOLEP-
TICA Y CALIFICACION GLOBAL DE CADA LOTE DE QUESOS

Puntos sobre lOO

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-
léptico global 32,6 50,9 68,3 77,4 34,9
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VI.4. DISCUSION

Vamos ahora a comentor los resultados experimentales obte­

nidos a lo largo del proceso completo de elaboracidn controlodo 

del queso a escala piloto. Asi vemos que los resultados del con­

trol de lo cargo microbiano en la leche pasterizodo, destinada a 

lo f obr icocidn de los 5 lotes de quesos, ponen de monifiesto lo 

eficacio del trotomiento tdrmico para destruir bacterias colifor- 

mes, levoduros y mohos, no existiendo prdcticamente recontamina- 

c idn de la mismo en las etapas posteriores.

Aunque la poster izac idn ha s ido correcte en todos los ca­

sos, existe una 1igero contominacidn de gérmenes idcticos en la 

queserfa, como demuestro el numéro de lactobac ilos hallados, en­

tre los 50 gér./ml. y 680 gér./ml.

Este hecho yo fué indicodo por NAYLOR y SHARPE (1958), al 

comprobar que existe en las queser fas uno microfloro residents y 

permanente, que puede variar de unas fdbricas a otras, de acuerdo 

con les distintas condic iones ecoldgicos en elles re inontes.

Nuestros dotos c on f irmon que los enterococos oporecen como 

los microorgoni smos no esporulodos mds termorresi stentes conteni- 

dos en la leche y que escopon en mayor numéro a la past er i zac idn. 

Hecho ya comprobado por MARMOL y col., (1977).
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Finalmente, los micrococos y estafilococos desaparecen 

practicamente de lo leche una vez paster izada. No obstante, en el 

queso de 4 meses estos grupos 1legan a olcanzor los 8.000 gér./g., 

lo que claramente indica que existe una recontaminacidn de la cua­

jada a lo largo del proceso -de elaboracidn, teniendo su origen los 

focos de contaminacidn probablemente en la salmuero.

En elaboraciones industriales dstas contaminaciones fueron 

detectadas en forma mds acusada por ROMAN (1975) en el queso Man- 

chego y MARMOL (1976) en el queso del Roncal.

En lo Figura VI.1, se comparan los resultados del recuento 

de grupos microbionos en el queso de Mahdn artesano, y en el fa­

bricado con "starter" a los 4 meses de afinado. Destoco una no­

table similitud en la proliferaeidn de la microflora idctico de 

ombos tipos de queso. Lo que puede ser interpretado en el sent i- 

do de que la cargo inicial de estreptococos y lactobacilos presen 

tes en la leche, o oRodidos en el "starter", no influye morcodo- 

mente en la evolucidn posterior de estas bacterias.

Los valores alcanzados por el resto de los grupos micro- 

bianos, indican que en los quesos fobricados con leche pasteriza­

do hoy un notable descenso en la tasa de proliferaeidn de los mis­

mos .

En uno revisidn critica de los resultados del ondlisis qui
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mico obtenidos en estas experiencias, los vol or es del pH alcanza­

dos en el proceso (entre 5,0 y 5,31), pueden considerorse norma­

les poro el periodo de modurocion considerodo,

Los valores mdximos del extracto seco -(64,26% y 62,10%)- 

en los lotes de quesos n9 i y n9 5, respectivamente, se conside- 

ron excesivos y estdn en consononcia con la texturo de los mismos; 

hecho que también se ref lejo en la escaso puntuacion por éstos ol-

conzodo. La excesivo durezo de estos quesos, hay que otr ibuirla

ol trabajo manual de la cuajado o moldeo previo ol prensado.

En relac idn con la moterio grasa en el extracto seco, se 

observa que en todos los casos es superior al 40%, cotalogondose 

los quesos n9 1, n? 3 y n® 4 como quesos grosos, en tanto que el 

n? 2 y el n9 5 se consideron extrograsos, de acuerdo con la clasi-

f icoc idn odoptodo por el Cddigo Alimentor i o Esponol.

Por ultimo, posamos a contemplor los resultados del ondli- 

sis sensorial que détermina la calidad orgonolépt ico de 1 queso.

Se observa la plena demostroc idn de lo contribueidn microbioldgi- 

CO a la calidad orgonoléptica ; la cual cor re a cargo de los dos 

"starters" eloborodos con mayor d iversidod de especies.

El caracter orgonolépt ico mds destocoble e importante, se- 

gun el baremo estoblecido, corresponde al sobor, que, junto con el 

olor estdn mds directamente relocionodos con la octividod micro- 

b iano.
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Ya on teriormente otros autores, como SHERWOOD (1939), LANE 

y HAMER (1953), comprobaron que la adic idn de cepas de lactobaci­

los a la leche pasterizada, conducion a quesos con sobor mds inten- 

50. El trabajo experimental (LANE y HAMER, 1953) se reo1izd uti- 

1izando diversos cepos, precisomente de Lactobacillus cosei, com- 

probando su efecto sobre lo descomposicidn de la materia nitroge- 

nodo, y el incremento del sabor en el queso Cheddar fabricado con 

leche pasterizodo,

SOROKIN (1967), determind un notable incremento en la libe- 

r ac idn de dcidos grosos en el queso, cucndo a un "starter" formado 

por diverses cepos de Streptococcus cremoris, se onodion también 

cepos de lactobacilos.

La textura es el caracter lactoldgico del queso mds intima 

mente 1igodo a uno correcto tecnologia; y dentro de esta, la dure- 

za détermina con omplitud todo el caracter, yo que sobreponiendose 

a los otros (elasticidad, plost i cidad, etc.), los 11 ego a eliminar 

completomente. En la técnico del moldeado se ha trotodo de imitor 

lo elaboracidn "ritual" llevoda a cabo por los poyeses en Menorca, 

y quizds las presiones hoyon resultodo excesivos particulormente 

en los lotes n9 1 y n? 5.

El color puede considerorse como un otributo que aunque no 

independiente de 1 a flora microbiano, si estd mds influenciado 

por otros foctores de fabricacion, como por ejemplo la adicion de
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colorantes outorizodos. La mayor puntuacién de éste atributo en 

los lotes n8 3 y nfi 4, puede ser debido circunstancialmente, cl 

mayor numéro de corotenos présentes en la leche que sirvio para la 

elaboraci6n de los mismos.
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VI.5, CONCLUSIONES

Como cont inuoc ic5n y finolidod aplicado de los resultodos

del trobajo microbiologico expuesto en los Capitules onterlores,

hemos llegodo a la elaboracion de 5 "starters", "fermentes", 6 

"cultives iniciodores" distintos, con diferentes cepas bacterianas 

oisladas de queso de Mahon ortesanol. Con coda une de elles, se 

ho procedido a la fabricacién de quesos en planta pi loto, partien- 

do de leche pas teri zoda, y aplicando la misma tecnologia.

Del andlisis de los resultados microbiologico, quimico, y

sensorial de los quesos artesonos y los elaborados con "starters", 

hemos llegado a las conc1usiones siguientes;

19) En quesos artesonos y semi-industriales, de 4 meses de 

modurocion, los crecimientos olcanzodos por la microflora idctica, 

son similares; por tonte, la proporc ion inicial de gérmenes idc- 

ticos de la leche cruda, o anadidos en el "starter", no influye, 

p o r  l o  mènes de forma decisive, en la evolucion posterior de estas 

hocterias.

25) Los ent e rococos y los bocter ios halofilos (micrococos 

y  estofi1ococos), tombién se encuentron présentes en los quesos 

al final de la moduroc i dn, pero en proporc ion notablemente infe­

rior en los eloborodos de forma controlodo; siendo obvlamente su-
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periores las tasas de estos microorganismos en los quesos ortesa- 

nos.

39) El resto de los grupos microbianos investigados -bo£ 

terias coliformes, levoduras y mohos- puede considerorse prdcti- 

comente ousente ol termino del afinado en los quesos semi-indus- 

trioles, hecho que no ocurre en todos los casos considerados de - 

quesos ortesonos.

49) No existen diferencios muy significativas en los voio- 

res de pH en dicho periodo, asi como tampoco en los de extrocto 

seco, y materia groso.

ue59) La puntuacidn mds elevada, osignada a los lotes de q 

so nS 3 y n® 4, sugiere la idea de que la contribueidn fundamen­

tal a la colidad organoldptica del queso de Mohdn, ha de correlo- 

cionorse con el uso del "starter" que contiens mayor numéro de 

especies.

69) Como consecuencia, postulomos, para la elaboracion in­

dustrial del queso de Mohdn, el uso de un "starter" constituldo 

por las cepas que hemos seleccionodo, correspondientes a las espe­

cies :

1. Streptococcus loctis

2. Lactobocillus plontarum
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3. Lactobacillus casei var, casei

4. Lactobacillus casei var. alactosus

Estas cepas aparecen siglodos en este trabajo como;

M-2-Q-19

2. M-l-Q^-21

3. M-2-Q^-4

4. M-2-Q^-22

y se hallan conservodos por 1iofi1izacion en el banco de microor­

ganismos de la coleccidn bacteriana del Institute de Fermentoc i o- 

nes Industriales del C.S.I.C,
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ESTUD10 MICROBIOLOGICO DEL PROCESO MADURATIVO DEL QUESO DE MAHON. 

ELABORACION DE UN "STARTER" PARA SU FABRICACION A PARTIR DE LECHE 

PASTERIZADA.

La finolidod de este trobajo de investigocion oborca très 

puntos fundomentales ;

Llegor a un exhaustive conocimiento de los microorganismos 

que intervienen en el proceso de modurocidn espontdnea del queso 

de Mahdn ortesonal, tonto desde el punto de vista taxondmico como 

fisioldgico y tdcnico.

Estoblecer las prioridades y porcentojes de su porticipo- 

cidn en el proceso fermentâtivo.

Bosodos en los resultados conseguidos en los dos apartados 

onteriores llegor a la consecucidn de un "starter" adecuado con el 

que producir la eloborocidn de quesos en condiciones bioldgicos y 

fisicoqufmicos controlodas, portiendo de leche posterizada.

Para ello, se hon estudiodo très fobr icociones de queso de 

Mahdn ortesono, procedentes de puntos de distinta localizocidn 

geogrdf ica dentro de lo is la de Menorca, a lo largo de cuatro me- 

ses de modurocion espontdnea.

La microflora Idctica identi ficodo esta formada por las es-
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pecies: Streptococcus loctis, Lactoboci1lus plontarum. Lactoboci-

1lus casei vor . casei, Lactobocillus casei var. alactosus, Loc to- 

bocillus casei var. rhamnosus y Leuconostoc loctis.

El grupo fisioldgico de los enterococos (Estreptococos del 

Grupo D de Lonce field) identificados, estd const i tuido por las es­

pecies: Streptococcus durons, Streptococcus faecal is var. foecalis

Streptococcus faecal is var. liquefociens y Streptococcus foecium.

La microflora de levoduras en el interior del queso de Mohdn 

lo integron las especies: C. rugoso, Tr. capitatum, Socch. de 1-

brueckii, Socch. itdlicus, T. inconspicua, T. sphoerica, R h . rubra, 

C. lipolytica y Deb, honseni i.

En el estudio de la evolucidn de la microflora se observa 

un predominio de gérmenes idcticos, que alcanzan su mdximo numéri- 

co en el queso de un dia o en el de 30 d ias de moduroc idn. Exis­

ten asimismo poblac iones importantes de enterococos, bac ter ios co- 

liformes, micrococos y estafi1ococos.

Atendiendo a la copac idad de tronsformoc i dn de la lactosa 

en de i do idctico (oc t iv idad o poder acidificante) de Streptoco- 

cc us loctis y a otras oc t iv idades enz imdt i cas -fundamentaImente 

proteoliticas y lipoliticas- de diferentes especies del gén. 

Lactobocil lus, se han seleccionodo las cepas mds idoneos para cons 

tituir cinco "starters". Con e1los se hon fobr icodo cinco lotes
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de queso, en planta pilote, portiendo de leche posterizado; y de 

los resultados del andlisis sensorial de los mismos, se postula - 

la conveniencia de usar, para la eloborocidn industrial controlodo 

del queso de Mahdn, aquél que estd constitufdo por las cepas selec- 

cionadas por nosotros de las especies: Streptococcus loctis, Lac-

tobacillus plontarum, Lactobacillus casei var. casei y Lactobacillus 

casei var. alactosus.



I B L I O G R A B I A



- 197 -

A80-EL-MALEK Y., GIBSSON, T. (1948)
"Studies in the bacteriology of milk. I. The streptococci of milk". 
J. Dairy Res,, ^5, 233.

ABD-EL-MALEK Y., GIBSSON, T; (l948)
"Studies in the bacteriology of milk. II. The staphylococci and m£ 
crococci",
J. Dairy Res., 1^, 249.

ACCOLAS J.P., MELCION D., VASSAL L. (1978)
"Study on the surface microflora of Gruyère and Beaufort cheeses".
XX Int. Dairy Congr., vol. E , 762.

ALFORD J.A., FRAZIER W. C. (l950)
"Occurrence of micrococci in Cheddar cheese mode from raw and from 
posteurized milk".
J. Dairy Sci. , 107.

ALFORD J.A., FRAZIER W. C. (1950)
"Effect of micrococci on the development of flavor when added to -
Cheddar cheese made from pasteurized milk".
J. Dairy Sci., 33, 115.

BARNETT J.A., PANKHURST R.J. (1974)
"A new key to the yeast"
North Holland Publishing Company. Amsterdom-London.

BARRIT M.M. (1936)
"The intensification of the Voges-Proskouer reaction by the addition 
of o-nophtol".
J. Path. Bacteriol., 42, 441.



- 198 -

BATTT05TI B., BOTTAZZI V. (1972)
"Microbiology of Grono cheese. VIII, Citrate fermenting Iactoboci_ 
H i  in Grona cheese".
Scienza Technol., Lottiero Casearia. 2^, 59.

BERGERE J. L. (1968)
"Production masive de cellules de streptocoques lactiques. III. Pro 
duct ion de différentes souches en culture à pH constant”.
Le Lait, 48, 131.

Van BEYNUM J., PETTE J . W. (1936)
"De beteeknis der me 1kzuurboc ter ien bij de boteraromavorming". 
Versl. Landbouwk. Ond., 42, 361.

BODINI T., GIUCCIARDI A.. GRAVERI R. (1969)
"Microbiological and chemical study of some soft cheeses, and the 
identification of the yeast and fungi".
Dairy Sci., Abstr., 32, 3452.

BOEKHOUT F . W. J., OTT DE VRIES J. J. (1919)
"AromobiIdner be i der rahmsoueurung".
ZentralIblatt f. Bakter iol. , £9, 373.

BOTTAZZI V. (1959)
"Pediococci in Parmesan cheese".
II Latte, 21.

BOTTAZZI V. (1960)
"The microbiology of Parmesan cheese. Part II. Pediococcal micro­
flora during ripening".
Annali Microbiol., Milano, lO, 57.



- 199 -

BRANDL E., ZIZER T. (1973)
"Uber die spaltung aromatischer ester durcb preparate von mikroor 
ganismen mit 1ipolytischer und proteolytischer oktivitdt".
Ost Milchw., 28 (12), 15.

BUCHANAN R. E., GIBBONS N. E. (1974)
Bergeys Manual of Determinative Bacteriology. 8 th.ed. Woverley 
Press Inc., Baltimore.

BURGOS J., LOPEZ A., SALAS TREPAT F. J. (1971)
"Maduracidn del queso de Cobroles. Microflora. I, Lactobocilos 
Anales Fac. , Vet., Ledn, H ,  109.

CAPRIOTTI A. (1957)
"Lievitti nella maturazione del formaggi. I, Nota ; Formaggio Lim 
burgo".
II Latte XXXI, 2 ^ ,  332.

CARINI S., RESMINI P. (1968)
"Caseinolytic activity of Lactic bacteria. I. Methods for the de­
termination of the caseinolytic and endoprotease activities".
Ann., Microbiol., Enzimol., 1^ (3-6), 139.

CARINI S., KADERAVEK G., DE GREGORI A., INVERNIZZI F. (1971)
"II formaggio Robiolo e le sue carotteristiche chimiche e microbic 
logiche".
II Lotte, 45, 615.

CARINI, S., LODI R., BRAGHINI T., FEDELLI E. (l975)
"Robiolo cheese and its chemical and microbiological characteris'ics' 
Dairy Sci., Abstr., 34, 4225.



— 2CXD —

CARINI S., LODI R. (1975)
"L'attivita lipolitico dei lievitti nella maturazione de i pro- 
dotti lattiero-caseori".
L ' Indus tr io del Latte 1_1 (3-4), 3.

CHAPMAN G, H, (1945)
"The significanceof sodium chloride on studies of staphylococci". 
J. Bacteriol., 50, 201.

CHAZAUD M. T. (1977)
"Problèmes posés par les milieux sélectifs pour streptocoques lo£ 
tiques. Stabilité des levains industriels".
Revue Lait., Frçse., 356, 605.

CLARK W. S., REINBOLD G. W. (l967)
"The low temperature microflora of young Cheddar cheese".
J. Milk Food Technol., 30, 54.

COGAN T . M. (1980)
"Les levains lactiques mesophiles. Une revue".
Le Lait 597, 397.

COLLINS E. B. (1962)
"Culture identity and selection. Symposium on lactic starter cul­
tures" .
3. Dairy Sci., 45, 1263.

COMPAIRE C. (1969)
"Quesos. Tecnologia y control de colidad".
Publicociones de Copac i t oc i on Agraria. M® de Agriculture.

CONN H. W. (1889)
"Bac ter i a in milk, cream and butter and the ripening of cream". 
Conn., Agric., Exp., Sta. , Ann., Rep., 2, 57.



— 2 0 1  —

COWMAN R. A., SPECK M, L. (1965)
"Ultra low temperature storage of lactic streptococci".
J. Dairy Sci., 48, 1531.

CREAMER L. K. (1970)
"Protein breakdown in Gouda cheese".
N.Z.J. Dairy Sci., Technol., 5, 152.

DAHLBERG A. C. , KOSIKOWSKI F. V. (1948)
"The development of flavor in omericon Cheddar cheese made from 
pasteurized milk with Streptococcus faecal is starter".
J. Dairy Sci., M , 275.

DALE G. (1972)
"Moisissures et levures de la flore du fromage de Saint-Nec.taire". 
Rev., Lait., Frçse., 296, 199.

DAWSON D. J., FEAGAN J. T. (1957)
"Bacteriology of Cheddar cheese. A study of starter organism in - 
manufacture and maturing".
J. Dairy Res., 24 (2), 210.

DE MAN J. C. , ROGOSA M., SHARPE E. (l960)
"A medium for the cultivation of loctobaci11i".
J. Appl., Bacteriol., 23, 130.

DEIANA P., FATICHENTI F., FARRIS G. A. (1977)
"Indagini microbiologiehe sul latte e sul formaggio di copra in 
Sardegna. Nota I ; I lieviti".
Ind., del Latte, l^, 49.

DELESPAUL G. , GUEGUEN M. , LENOIR J. (1973)
"La flore fongique superficielle des fromages de Saint-Nectaire et 
Tome de Savoie. I. Son evolution au cours de l'affinage”.
Revue Lait., Frçse., 313, 715.



- 202 -

DEMETER K. J , (1969)
"Lactobacteriologfa".
Editorial Acribia. Zorogoza. Espono.

DEMETER, K. J., ELBERTZHAGEN H. (1971)
"Elementos de Microbiologie Loctolégica",
Editorial Acribia. Zaragoza, Espana.

DESMAZEAUD M. J., DEVOYOD J. J. (1974)
"Mise en évidence et caractérisation partielle de différentes 
peptidases chez Sacch. loctis”.
Annales de Biologie Animale, Bioch., Biophys., 1_4, 327,

DEVOYOD J. J. (1969)
"La flore microbienne du fromage de Roquefort. II. Staphylocoques
et microcoques".
l-e Lait, 481-482, 20.

DEVOYOD J. J., MULLER M. (1969)
"La flore microbienne du fromage de Roquefort. III. Les strepto­
coques lactiques et les leuconostocs. Influence de différentes - 
microorganismes de contamination".
Le Lait, 49. 369.

DEVOYOD J. J. (1969)
"La flore microbienne du fromage de Roquefort. IV. Les entérocoques' 
Le Lait, 489-490, 637.

DEVOYOD J. J., DESMAZEAUD M. (1970)
"Les osoc iot ions microbiennes dons le fromage de Roquefort. I. Ac­
tion des entérocoques vis o vis des streptocoques lactiques et de 
leuconostocs . Nature de subtances stimulantes produites par Strep- 
tococcus faecal is var. liquefociens".
Le Lait, 497. 374.



- 203 -

DEVOYOD J. J. (1970)
"La flore microbienne du fromage de Roquefort. V. Les lactobacilles" 
Le L<3it, 495-496, 1.

DEVOYOD J. J., SPONEM D. (l970)
"La flore microbienne du fromage de Roquefort. VI, Les levures".
Le Lait, 498, 524.

DEVOYOD J. J., DESMAZEAUD M. J. (1971)
"Les associations microbiennes dans le fromage de Roquefort. Action 
des enterocoques et des levures fermentant le lactose vis à vis des 
Lactobacilles".
Le Lait, M , 399.

DEVOYOD J. J., DESMAZEAUD D., ASSENAT L., AUCLAIR J. (l972)
"Les associations microbiennes dans le fromage de Roquefort. IV. A£ 
t ion inhibitrice des microcoques caséolytiques sur 1 'overture du 
caillé".
Le Lait, 515-516, 297.

DO NGOC M., LENOIR J., CHOISY D. (1971)
"Les acides aminés libres des fromages affinés de Camembert, Saint- 
Paulin et Gruyère de Comté".
Revue Lait., Fraçse., 288, 447.

DUCASTELLE A., LENOIR J. (1965)
"Contribution a l'étude de la flore microbienne du fromage de type 
Saint-Paulin. I. Son evolution au cours de la maturation".
Le Lait, 447, 371.

DUCASTELLE A., LENOIR J. (1965)
"Contribution à l'étude de la flore microbienne du fromage Saint- 
Paulin. II. Ses especes dominantes".
Le Lait, 45, 509.



- 204 -

DUCASTELLE A., LENOIR J, (1969)
"Contribution à l'étude de la flore microbienne du fromage type 
Saint-Paulin. Ill, Son activité proteolytique".
Le Lait, 489-490, 615.

DUCLAUX E. (1883)
"Principes de Laiterie".
Paris. France.

EFTHYMIOU C. J . , BAC ASM P. , LABOf4BARDI V. J., EPSTEIN D.S. ( 1974) 
"Improved isolation and differentiation of enterococci in cheese", 
Appl., Microbiol., 28 (3), 417.

ELLIKER P.P., ANDERSON A.W., HANNESSON G. (1956)
"An agar culture medium for lactic acid streptococci and lactoba- 
c i 11 i " .
J. Dairy Sci., 39, 1611.

EVANS A.C., HASTING E.C., HART E.B. (1914)
"Bac ter io concerned in the production of characteristic flavor in 
cheese of the Cheddar type".
J. Agric., Res,, 2, 167.

FATICHENTI F., FARRIS G.A., DEIANA P. (1977)
"L'evoluzione della microflora blast om i c e t i c a ne 1 Fiore Sardo". 
Industria del Latte, 1_3, 11.

FATICHENTI F.. DEIANA P., FARRIS G.A. (1979)
"Imp i ego di uno starter misto di ferment i lattici e lieviti in una 
nuova tecnologia di f abr i caz i one di formoggio di copra a pasta 
molle".
Industria del Lotte, 2, 13.



- 205 -

FRAZIER W.C. (1926)
"A method for the detection of changes in gelatin due to bacteria", 
J. Infec., Dis., 39, 302.

FREUDENREICH E. DE (1901-1902)
Revue General du Laiterie. Paris.

FRYER T.F., SHARPE M.E. (1966)
"Pediococci in Cheddar cheese".
J. Dairy Res., 33, 325

FRYER T.F. (1969)
"Manufacture of Cheddar cheese in new equipment".
Dairy Sci., Abstr., 21 (417), 68.

GARVIE E.I. (1960)
"The genus Leuconostoc and its nomenclature".
J. Dairy Res., 27» 283.

GARVIE E.I. (1967)
"Leuconostoc oinos sp. nov.".
J . Gen., Microbiol., £2» 431.

GIBSSON T., ABD-EL-MALEK Y. (1945)
J. Dairy Res., 1£, 35.

GREEN M.L., FOSTER P.M.D. (1974)
"Comparison of rates of proteolysis during ripening of Chedor 
cheese made which calf rennet and swine pepsin as coagulants".
J . Dairy Res., 40, 269.



- 206 -

GPIPON J.C., DESMAZEAUD M.J., LE BARS D., BERGERE J.L. (1975)
"Etude du rôle de microorganismes et des enzymes au cours de la 
maturation des fromages. II. Influence de la presure comerciole".
Le Lait, 548, 502.

GRIPON J.C. (1978)
'Levures et moississures dans la preparation des produits laitiers". 
XX Congres International de Laitierie, Paris.

HAMMER B.N., BAILEY D.E. (1919)
"The volatile acid production of starters and of organisms isolated 
from them".
lowo state Coll., Res., Bulletin n® 55.

HAMMER B.N. (1926)
"Les levures et les produits de laiterie",
J. Dairy Sci., 9 (6), 507

HI5COX E.R., ROWLAND S.J., WOLF C.J., JACOB M. (1941)
"Cheese. Some recent chemical and physicochemical findings". 
Chemical and Industry 411, 413.

INIGO B., ROSSI J. (1957)
"Gli agent i microbici nella maturazione della mozare1lo".
II Lotte, XXXI (6), 3.

INIGO B., ARROYO V. (1960)
"Los agentes de fermentoc ion en lo zona de Monti11o-Moriles".
Rev. Ciencia Aplicado, T^. 18.

INIGO B., VAZQUEZ D. (1964)
"Los agentes de fermentoc ion vfnico en las zonas del Condodo y 
El A 1iarafe" .

Rev., Agroq., Tec., Alimentos, 4 (2), 246.



- 207 -

JACQUET J., LENOIR J. (1969)
"Mécanismes intimes de l'affinage des fromages".
Economie et Medicine Animales, LO, 38.

JENSEN J.P., REINBOLD G.M., WASHAM C.J., VEDAMUTHU E.R, (1975)
"Role of Enterococci in Cheddar cheese : Proteolytic activity 
and lactic acid development".
J. Milk Food Technol., 38, 37.

KERNEN A.E., van KANDLER O. (1966)
"Lactobacillus flora of Tilsit cheese".
Milchwissenschaft, 21, 436. ■

KLUYVER A.J., DONKER H.L. (1935)
"Die bokterienen zuckervergorungen".
Ergeb., Enzyme forsch, £, 436.

KOSIKOWSKI F.V. (1978)
"Cheese and fermented milk foods".
Published by F.V. Kosikowski and Associates. Brooktondale, New York. 

LAMBERET G., LENOIR J. (1972)
"Aptitude de 1 'espece Pénicillium caseicolum 6 la production 
d'enzymes proteolytiques".
Le Lait, 52, 513.

LANE E.B., HAMMER D.W. (1935)
"Bacteriology of cheese. Effect of L. cosei on the nitrogenous des 
composition and flavor development in Cheddar oheese made from po£ 
teurized milk".
Iowa state Agr., Exp., Sta., Bulletin 190.



208 -

LAVIOLETTE P. (1977)
"Sur une microméthode d'identification des activités enzymatiques 
Revue de quelques résultats dans divers domaines d'application", 
(Communication personnelle).

LAWRENCE R.C., THOMAS T.D., TERZAGHI B-E. (1976)
Reviews of the progress of Dairy Science : Cheese starters.
J. of Dairy Res., £3, 141.

LENOIR J. (1962)
"La flore microbienne du Camembert et son evolution au cours de 
1a modurat ion".
C.R. Acad., Agric., 48, 392.

LEWIS J.E. (1956)
"A new approach to the problem of phage control during the produc 
t i on of commercial cheese starters".
J. Soc., Dairy Technol., £, 123.

LODDER J., KREGER VAN RIJ N.J.W. (1967)
"The yeast. A taxonomic study".
North Holland Publishing Company. 2® eth., Amsterdam-London.

LODDER J. (1970)
"The yeast. A taxonomic study"
North Holland Publishing Company. 2® eth., Amsterdam-London. 

MABBIT L.A., CHAPMAN H.R., SHARPE E. (1959)
"Making Cheddar cheese on a small scale under controlled bacte­
riological conditions".
J. Dairy Res., 26, 105.



- 209 -

MABBIT L.A. (1961)
"Experiments in cheesemaking without starter".
J. Dairy Res., 22, 365.

MABBIT L.A., ZIELINSKA M. (1965)
"The use of selective medium for the enumeration of loctobacilli 
in Cheddar cheese".
J. Appl., Boct., 19, 95.

MARMOL M.P. (1976).
"Estudios sobre el queso del Roncal".
Tesina de Grado. Universidad de Granada.

MARMOL M.P., ORDONEZ J.A. (1977).
VI Congreso Nacional de Microbiologfa. Santiago de Compostela.

MATUSZEWSKI T., PIJANOWSKI E., SUPINSKA J. (1936),
"Streptococcus diacetylactis n.sp. i jego zastosawanie przwyrobie 
mosla".
Polish Agric., Forest Annual, 36, 1.

MAXA V,, JICINSKY V. (1956)
14 th. International Dairy* Congres, 2, 345.

MAZE P. (1910)
"Technique fromagere".
Annal., Inst., Pasteur, 24, 395.

MILLER I., KANDLER O. (1967)
"Eiweibabbon und Anreicherung freir Aminosduren durch Milch- 
sdurebokterien in Milch".
Milchwissenchaft, 22, 150.



- 210 -

MILLET L.. MELCION D., DEVOYOD J.J, (1974)
"La flore microbianne du fromage de Conta1 fabriqué à partir de 
lait cru. III. Rôle de levures dans la maturation de la "Tome".
Le Lait, 5£, 616.

MOSSEL D.A.A., VISSER M., MENGENIN A. (1962)
"A comparison of media used for the enumeration of moulds and 
yeast in foods and beverages".
Lab., Pract., ££, 109.

NAYLOR J., SHARPE M.E. (1958)
"Lactobacilli in Cheddar cheese, I. The use of selective media for 
isolation and serologycal typing for identification".
J. Dairy Res., 2£, 92.

NAYLOR J., SHARPE M.E. (1968)
"Lactobacilli in Cheddar cheese. III. The source of loct obac i H i  
in cheese".
J. Dairy Res., 2£, 431.

NELSON P.E., BABEL E.J. (1947)
Report and Agr ijcol . , Research for the Year Ending In., 30, 182. 

NUNEZ M. , MARTINEZ MORENO J.L. (1976)
"Flora microbiona del queso Monchego. I. Evolucidn de la flora 
microbiana de quesos Manchegos artesanales".
Anales I.N.I.A. Ser., General n® 4, _H, 31.

NUNEZ M, (1976)
"Flora microbiana del queso Monchego. V. Leuconostoc 
Anales I.N.I.A. Ser., General n® 4, 67, 74.

NUNEZ M. (1976)
"Flora microbiana del queso Monchego. VI. Pediococos".
Ancles I.N.I.A. Ser., General n® 4, 75, 81.



- 211 -

NUNEZ M, (1976)
"Flora microbiana del queso Manchego. VII. Micrococos."
Anales I.N.I.A. Ser. General n® 4, 22, 92

NUNEZ M. (1978)
"Microflora of Cabrales cheese: Changes during maturation"
J. Diary Res., 45, 501.

NUNEZ M., MEDINA M. (I979)
"La flore lactique du fromage bleu de Cabrales".
Le Lait, 558, 497.

NUNEZ M., NUNEZ J.A. (1979)
"Preparacion de fermentes concentrados 1iofi1izados para queso 
Manchego. Inoculocidn directe en la cuba de coagulaciôn".
VII Congreso Nacional de Microbiologie. Cadiz.

NUNEZ M., MEDINA M., GAYA P., DIAS-AMADOC. (1981)
"Les levures et les moisissures dons le fromage bleu de Cabrales", 
Le Lait, 6£, 62.

OHMIYA K., SATO Y. (1970)
"Studies on the proteolytic action of dairy lactic acid bacteria. 
Port XI. The ripening of aseptic rennet curd by Streptococcus ere- 
moris and Lactobocillus helvéticus".
Agr., Biol., Chem., 34, 1463.

ORDONEZ J.A. (1974)
"Microbiologie y bioquimica del queso tipo "Ulloo" y préparée ion 
de un fermento pare su elaboracion a partir de leche posterizoda". 
Tesis Doctoral. Universidad de Oviedo. Fac. de Ve te r inor ia.



- 212 -

ORDONEZ J.A, BURGOS J. (1977)
"Etude de la voriete de fromage "Ulloa". II. Preparation d'un 
levain pour so fabrication o partir de lait pasteurise".
Le Lait, 565-566, 278.

ORDONEZ J.A., BARNETOR., RAMOS M. (1978)
"Studies on Manchego cheese ripening in oliva oil".
Mi 1kwissenchaft, 3^1 531.

ORDONEZ J.A., MASSO J.R., MARMOL M.P., RAMOS M. (i960)
"Contribution à 1 'etude du fromage Roncal"
Le Lait, 595-596, 283.

ORLA - JENSEN S. (1905-1906)
Revue General de Laiterie. Paris.

ORLA - JENSEN S. (1943)
"The lactic acid bacteria".
Einor Munksgaord: Copenhoguen.

OTOGALLI G . , BIANCHI B.. RONDININI G., SARACHI S., RESMINI P.,
GALLI A., SALVADORI P., VOLONTERIOG. (1971)
"Chemical and microbiological study of ripening of Gongonzolo 
cheese"
Dairy Sc i . , Abstr., 34.» 4226.

OTOGALLI G . , GALLI A. (1972)
Scienza e Techn., Lottiero Caseoria, 2^, 363.

OVERCAST W.W., ALBRECHT T.W. (1952)
"Gas production in Cheddar cheese caused by Leuconostoc citrovorum" 
J. Dairy Sci., 35, 554.



- 213 -

PERRY K.D., SHARPE M.E. (1960)
"Lactobacilli in raw milk and Cheddar cheese"
J. Dairy Res., 27, 267.

PERRY K.D. (1961)
J. Dairy Res., 28, 221.

PETRICIC A. (1960)
"Study of Geotrichum candidum and its hole in the ripening of 
soft cheese".
Dairy Sci., Abstr., 2^, 3525.

PETTE J. (1946), Tornado de LODDER en The Yeast.
"A taxonomic study"
North Holland Publishing Company. Amsterdam-London (1957), p6g.530 

POZNANSKI S., RYMASZEWSKI J. (1965)
"Proteolysis during the ripening of Edam cheese with the partici­
pation of some bacteria strains. I. Changes in particular nitro­
gen fractions".
Milchwissenchaft, 20, 14.

PROKS J., DOLEZALEK J., PECH Z. (1959)
15 th. International Dairy Congress, 2, 742.

RAPP M. (1969)
"Uber das Eiweibabbauvermogen von MilchsaUrebakterien" 
Milchwissenchaft, 2^, 208.

REDDY M.S., VEDAMUTHU E.R., REINBOLD G.W. (l97l)
"A differential broth for separating the lactic streptococci".
J. Milk Food Technol., 34, 43.



- 214 -

REITER B.. SOROKIN Y., PICKERING A., CHAPMAN H.R., LAWRENCE R.C., 
SHARPE M.E. (1967)
"The effect of the microbial flora on the flavor and free fatty 
oc id composition of Cheddar cheese".
J. Dairy Sci,, 3_4, 257.

ROBERTSON P.S. (1966)
"Some cheese starter handling techniques".
Dairy Industries, 3_1 , 805.

ROGOSA M., MITCHEL J.A., WISEMAN R.F. (1951)
"A selective medium for the isolation and enumeration of oral 
and fecal loctoboci11i".
J . Bocteriol., ^ , 132.

ROMAN M. (1975)
"Etude de la flore microbienne du fromage espagnol Manchego. I, 
Son evolution au cours de la fabrication et de l'affinage".
Le Lait, 547, 401.

ROSE A.H. (1981)
"Produce ion microbiologica de alimentes y bebidas".
Investigacion y Ciencio, Vol. 6^, 67.

ROSINI G. (1976)
"I lieviti in formaggi "Pecorino" ottenuti c on cagli trod i z ionoli 
e microbici".
Ann., Fac. , Agrar . , Peruggio, 435.

SANDINE W.E., RADICH P.C., ELLIKER P.R. (1972)
"Ecology of the lactic streptococci: A review".
J. Milk Food Technol,, 35 (3), 176.



-215 -

SCHMIDT J.L.. LENOIR J. (1978).
"Contribution à l'étude de la flore levure du fromage de Camembert, 
Son evolution au cours de la maturation".
Le Lait, 557, 335.

SHARPE M.E., BRINDLEY M. (1956)
"Lactobacilli isolated from the surface of normal and slipcoot 
Stilton cheese".
J. Dairy Res., 361.

SHARPE M.E. (1961)
"Rôle des Loctobacillus dans le produits alimentaires".
Anal., Inst., Pasteur Lille, 1^, 133.

SHARPE M.E., FRYER T., SMITH D.G. (1966)
"Identification of the lactic acid bacteria. Identification 
methods for microbilogist".
Ed., Academic Press. London.

SHARPE M.E. (1979)
"Lactic acid bacteria in the dairy industry".
J. Soc., of Dairy Technol., 32 (1), 9.

SHERWOOD I.R. (1939)
"Lactic acid bacteria in relation to cheese flavours. III. Obser­
vations on the inoculation of the milk employed in cheese manufac­
ture with lactobacil1i".
J. Dairy Res. , 449.

SLANETZ L.W., BARTLEY C.H. (1957)
"Numbers of enterococci in water determinated by the membrane 
filter technique with and improved medium".
J. Bocteriol., 74, 591.



- 216 -

SOROKIN YU YU (1967)
"Role of some strains of lactobaci11i in free fatty acid forma­
tion during cheese ripening".
Trudy Vologod., Moloch., Inst., 44.

STORCH V. (1919)
"Fortsotte undersfgelsen over fremstillingen at syrevoektere". 
102 de Beretning fra Forsogslaboratoriet, Copenhagen, Denmark.

STORCH V. (1890)
"Nogle undersfgelser over flodens syrning".
18 de Beretning fra Forsogslaboratoriet, Copenhagen, Denmorck.

SYRJANSEN H. (1965)
"Lactobacilli in Edom cheese"
Korjontuote, 48, 487.

THATCHER F.S.. SIMON W, (1956)
"A comparative appraisal of the properties of staphylococci 
isolated from clinical sites and from dairy products".
Can., J . Microbiol., 2, 703.

TOFTE-JESPERSEN N.J. (1974)
"Recent development in dairy starter cultures".
S. Afr. , J . Dairy Technol. , 6, 63.

TOKITA F., HOSONO A. (1963)
"An investigation about Limburger cheese ripening of gel filtra­
tion of Sephadex".
Mi Ichwissencha f t , 758.

TRUPER E. (1928)
"Sur les levures faisant fermenter le lactose dons le lait". 
Milchwirtsch., Forschungen, 6, 351.



- 217 -

VEISSEYRE R. (1980)
"Lactologia Técnica".
Ed., Acribia, Zaragoza, Espana.

VERGEADE J. (1975)
"Etude des levures du fromage Saint-Nectaire"
Thèse de Doctorot de troisième cycle. Université de Clermont- 
Ferrant.

VIZZARDI M. (1975)
"Microbiological study of the ripening of Toleggio cheese in 
mountain huts in Valsassina".
Dairy Sci., Abstr., 38, 8125.

WECKS M., VANDERPOORTEN R. (1973)
"Protein breakdown during the ripening of Herve cheese investiga­
ted by polyacrylamide gel electrophoresis".
Michwissenschaft, 28, 332.

WILSON G.S. (1935)
"Medical Research Council Special".
Reports Series n@ 206. London; H.M.S.O.

BIBLIOTEC




