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RESUMEN 

Se determinó la producción de diacetilo por parte de once ce- 
pas de Enterococcus faecalk, siete cepas de Lactobacillus ca- 
sei y cuatro cepas de Enterobacter aerogenes, en cultivos sim- 
ples y múltiples con leche descremada reconstituida al 10% 
estéril durante 18 h a 35°C. Cada cultivo fue sometido a desti- 
lación para recuperar el diacetilo formado. 0,5 ml de o-fenilen- 
diamina y 2 ml de HCL se adicionaron a 10 ml del destilado 
para obtener valores de absorbancia a 340 nm, en un espec- 
trofotómetro-UV Perkin-Elmer, lambda 3 p. Las concentracio- 
nes de diacetiio fueron obtenidas de una curva estándar. Los 
resultados revelaron una mayor producción promedio de dia- 
cetilo por todas las cepas en cultivos simples (12,0, 13,2 y 9.4 
ppm de E. faecalk, L. casei y E. aerogenes, respectivamente) 
en comparación con los cultivos múltiples (4,5 ppm). Se obser- 
varon diferencias significativas entre cepas de una misma es- 
pecie (pc 0,05). De acuerdo a los resultados, las cepas de E. 
faecalis Efi y Ef l l ,  L. casei L1 ,L2 y L3 y E. aerogenes Eal, 
fueron las que produjeron mayores niveles de diacetilo y po- 
drían ser las cepas más recomendables como constituyentes 
de cultivos iniciadores simples y múltiples utilizados en la ela- 
boración del queso tipo Palmita con leche pasteurizada. 

ABSTRACT 

Production of diacetyl by eleven strains of Enterococcus faeca- 
lis, seven strains of Lactobacillus casei and four strains of En- 
terococcus aerogenes which are used as starters for the ma- 
nufacture of Palmita-type cheese, was determined during culti- 
vation for 18 h at 35°C in single and multiple starler cultures on 
10% sterile reconstituted skim milk. Each cultured milk was 
distilled to recover diacetyl and 0.5 ml of o-phenylendiamine 
and 2 rnl of HCI were added to 10 m1 of distillate to obtain ab- 
sorbance values at 340 nm, in a Pelican-Elmer, lambda 3 8  UV 
spectrophotometer. Diacetyl concentrations were determined 
by using a standard curve. Results showed that al1 the strains 
produced higher mean concentrations of diacetyl in single cul- 
tures (12.0, 13.2 and 9.4 ppm by E faecalis, L. m e i  and E. 
aerogenes, respect~ely) than with multiple cultures (4.5 ppm). 
Variations among strains of the same species were noted (p< 
0.05). According to the results, E. faecalic Efi, EflO and Ef l l .  
L. casei L1, L2 and L3 and E. aerogenes Ea1 were the strains 
with greatest diacetyl levels and could be the strain most re- 
commended as constituents of single and mukiple starter cultu- 
res for Palmita -type cheese productlon with pasteurized milk. 
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Palmita. 

Durante los últimos años ha aumentado el interés en in- 
vestigar acerca de compuestos asociados con el sabor produ- 
cido por cultivos iniciadores Iácticos, tales como las dicetonas 
vecinales [Zl]. Entre las más importantes tenemos el diacetilo, 

Recibido: 23 1 O9 1 97. Aceptado: 30 107 198. el cual es producido por numerosas especies Iácticas en culti- 
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vos iniciadores 16, 7, 16, 30, 321, representando un componen- 
te esencial del sabor y aroma en muchos productos Iácteos 
fermentados tales como mantequilla, crema agria y ciertos 
quesos 116, 20, 24, 28, 311. El diacetilo y sus compuestos deri- 
vados (acetoína y 2,3-butanodiol) provienen del metabolismo 
bacteriano de la glucosa, vía piruvato [19]. En ciertas bacterias 
ácido-lácticas, el diacetilo además de producirse vía piruvato, 
hay una fuente adicional como es el citrato [12]. La producción 
de diacetilo ha sido ampliamente reconocida en especies per- 
tenecientes a los géneros Streptococcus, Leuconostoc, Pedio- 
coccus, Lactobacillus 14, 6, 14, 23, 341, Lactococcus [29, 33, 
371 y Enterococcus [15, 221. En el caso de los enterococos, 
cultivos iniciadores constituidos por cepas de E. faecalis han 
resultado eficientes para la producción de diacetilo tanto en 
medios selectivos 1141, en leche descremada y en ciertos pro- 
ductos Iácteos fermentados [15, 251. Cepas de L. casei tam- 
bién son productoras del diacetilo 16, 14, 321, ocurriendo su 
máxima producción en su fase logaritmica tardía de crecimien- 
to [6]. 

Debido a la importancia del conocimiento y control de la 
cantidad de dicetonas en productos como el queso, se plantea 
la evaluación de la producción de diacetilo por cepas de Ente- 
rococcus faecalis, Lactobacillus casei y Enterobacter aeroge- 
nes, aisladas de queso tipo Palmita Venezolano, tanto en culti- 
vos simples como múltiples con leche descremada reconstitui- 
da, utilizando el método espectrofotométrico-UV. 

Micmorganismos y condiciones de los cultivos 

Once cepas de E. faecalis (Ef), siete de L. casei (L) y 
cuatro de E. aerogenes (Ea) aisladas de queso tipo Palmita 
comercial [9, 171, se cultivaron en 12 ml de leche descremada 
estéril (112°C por 12 min) y reconstituida (LDER, 10% de soli- 
dos totales) e incubadas a 35°C durante 18 h. A partir de estos 
cultivos "madres" se prepararon los cultivos simples y múltiples 
por duplicado. 

Cultivos iniciadores simples y múltiples 

Los cultivos iniciadores simples se prepararon en volú- 
menes de 100 ml de LDER con 2% v/v de inóculo del cultivo 
"madre" de cada cepa, e incubados a 35°C durante 18 h. Los 
cultivos iniciadores múltiples fueron preparados con cepas de 
E. faecalis (Ef7,Ef8, EflO y Efl l ) ,  L. casei (Ll, L2 y L3) y E. 
aerogenes (Ea1 y Ea2). seleccionadas en base a una mayor 
producción de diacetilo en cultivos simples, con la única va- 
riante de que las cepas Ef8 y EflO fueron incluidas debido a la 
resistencia frente a antibióticos y a bacteriófagos [8] aun cuan- 
do no fueron las mayores productoras de diacetilo. Para estos 
cultivos se tomaron volúmenes de 100 ml de LDER y se inocu- 
laron por duplicado con 2% vlv de E. faecalis y L. caseie incu- 
bados a 35°C durante 90 min. Luego fueron inoculados con 
cepas de E. aerogenes en porcentaje de 0.002% e incubados 

a 35°C durante 16 h. Estas condiciones de cultivo correspon- 
den a las utilizadas en la elaboración de queso tipo Palmita 
con leche pasteurizada [9, 35, 381. Los cultivos múltiples resul- 
taron constituidos de la siguiente forma: 

Cultivos múltiples con E. faecalis y E. aerogenes (A): 
E f l l  EflOEal Ea2, Ef11 Ef8EalEa2, E f l l  Ef7EalEa2, 
Efl  OEf8Eal Ea2, EflOEf7Eal Ea2, Ef8Ef7Eal Ea2. 

Cultivos múltiples con L. casei y E. aerogenes (8): 
L1 L2Eal Ea2, LlL3Eal Ea2, L2L3Eal Ea2. 

Cultivos múltiples con E. faecalis, L. case1 y E. aero- 
genes (C): Ef11 EflOL1 L2Eal E&, Ef11 EfBLIL2Eal Ea2, 
Ef11 Ef7L1 L2EaI Ea2, EflOEf8LlL2Eal E&, EflOEffLl L2Eal Ea2, 
Ef8EffLlL2Eal Ea2, E f l l  EfIOLIL3Eal Ea2, Ef11 Ef8L1 L3Eal Ea2, 
Ef11 EffLI L3EaI Ea2, EflOEf8LlL3Eal E&, EflOEffLI L3Eal E&, 
Ef8Eff L l  L3Eal Ea2. 

Determinación de diacetilo 

Esta prueba se desarrolló siguiendo el método de Alva- 
rez y col. [l], estandarizado para determinar el diacetilo produ- 
cido por los cultivos en leche. Se hizo una destilación de los 
cultivos simples y múltiples, colocando 100 ml de los mismos 
por duplicado, en un balón de destilación de 250 ml, para su 
posterior destilación, a una temperatura de 90°C por un perio- 
do de 15 a 20 min, utilizando un baño de glicerol. Cada cultivo 
fue destilado hasta obtener un volumen de 25 ml en un balón 
aforado sumergido en hielo. Posteriormente del destilado se 
pipetearon 10 ml y se colocaron por duplicado en tubos de en- 
sayos mantenidos bajo congelación, con el fin de evitar la eva- 
poración del diacetilo. Luego a cada tubo se le añadió 0.5 ml 
de una solución de o-fenilendiamina (10 g/L en HCI, 4 mollL) 
manteniéndose en oscuridad durante 25 min y adicionándose 
seguidamente 2 ml de ácido clorhídrico (HCI, 4 M). 

Determinación de las concentraciones de diacetilo 

A cada muestra tratada con o-fenilendiamina y ácido 
clorhidrico se le midió su absorbancia a una longitud de onda 
de 340 nm, en un espectrofotómetro-UV Perkin Elmer, lambda 
38, utilizando celdas ópticas de sílica de 10 mm [l]. Las lectu- 
ras se hicieron contra un blanco de destilado de LDER sin ino- 
cular (con lecturas de 0.021 ppm). La concentración de diaceti- 
lo fue obtenida a partir de una curva estándar de diacetilo (Fis- 
cher S.C., New Jersey), con patrones de concentraciones des- 
de 1 hasta 16 ppm. La concentración de diacetilo fue calculada 
multiplicando por un factor de dilución igual a 0.2511000. 

Recuperación de diacetilo 

Se llevó a cabo utilizando muestras con o sin un están- 
dar de diacetilo, al que se le aplicaron los procedimientos ana- 
líticos ya descritos. El porcentaje de recuperación se obtuvo 
aplicando la siguiente ecuación: 

ppm de diacetilo totales medidos x1 00, 
%Recuperación = 

ppm de diacetilo totales calculados 
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donde los valores de la concentración total de diacetilo medi- 
dos se obtiene a través de la siguiente ecuación: 

pprn de diacetilo totalesmedidos = 
~ d , ~  xl000 

vi, ' 

con el estándar añadido. 

Los niveles de diacetilo totales calculados se obtienen 
sumando los niveles de diacetilo endógeno con los niveles de 
diacetiio añadido. Los niveles de diacetilo endógeno se calcu- 
lan utilizando la siguiente ecuación: 

cd, x1000 
pprn de diacetilo endógeno = vi, 
determinados con el destilado sin el estándar. 

Por último los niveles de diacetilo añadidos se obtienen 
utilizando la ecuación: 

pprn de diacetilo ariadidos = 
Ce xlOOO 

VI. 

Las concentraciones promedios obtenidas fueron: cd;, 
concentración de diacetilo i en las muestras y cdrt. concentra- 
ción de diacetilo ien muestras con el estándar añadido, ambos 
en mg de diacetilo en 25 ml del destilado de leche. Vh es el vo- 
lumen de la muestra de leche a destilar (100 ml) y Ce concen- 
tración del estándar añadido en mg de diacetiio en 100 m1 de 
leche descremada [18]. 

A los promedios de los valores de diacetilo producidos 
por los cultivos iniciadores simples y múltiples se le realizó un 
análisis de vananza (ANOVA). Cuando el ANOVA realizado 
sobre determinada variable resultó significativo, se les aplicó la 
prueba de múltiple rango de Duncan, a los promedios de los 
tratamientos, según el número de los cultivos [40]. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Conceniración de diacetilo en cultivos iniciadores simples 

En la FIG. 1 se observa la curva de calibración del dia- 
cetilo, la cual muestra un coeficiente de correlación de 0.998. 
El valor de recuperación en leche descremada fue de IZO%, el 
cual pudo deberse a otros compuestos distintos al diacetilo ta- 
les corno dicetonas producidas en la biosíntesis de arninoáci- 
dos [20] presentes en la leche, que reaccionaron con los reac- 
tivos utilizados. 

La TABLA 1 contiene los resultados de las concentracio- 
nes de diacetilo producidos por las especies E. faecalis, L ca- 
sei y E. aerogenes en cultivos simples. Allí se observa la pro- 
ducción de diacetilo por parte de todas las cepas analizadas. 
Las cepas Ef7 y E f l l  fueron las que pmdujeron los mayores 

Ll 
O 2 4 6 8 10 12 14 1€ 

DlACETlLO (ppm) 

FIGURA 1. VALORES DE ABSORBANCIA (340 nm) A 
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DlACETlLO EN 
AGUA DESTILADA. 

niveles de diacetilo, 17,5 y 17,2 ppm, respectivamente. Estos 
resultados son consistentes con estudios que confirman la pro- 
ducción de diacetilo por parte de especies del género Entero- 
wccus [14, 24, 26, 27, 361. El-Gendy y col. [13] y Savoy y coi. 
[39] reportaron la habilidad de E. faecalispara producir diaceti- 
lo cuando es cultivado en leche descremada. Fayed y col. [16] 
concluyeron que fermentos constituidos por especies de E. 
faecalis, resultan eficientes en la pmducción tanto de ácidos 
como de diacetilo. 

Las cepas de L. casei también fueron productoras de 
diacetilo, TABLA l. Hubo una cepa (L3) que produjo 20.5 ppm 
de diacetilo, valor éste mayor (p< 0,05) al encontrado en los 
cultivos con enterococos. Esta cepa al igual que L1 y L2 fue- 
ron las mayores productoras de diacetilo y a la vez fueron las 
seleccionadas para contiiuir los cultivos múltiples, no sólo en 
base a dicha producción de diacetilo, sino a la producción acti- 
va de ácidos [9] y a la resistencia a antibióticos como la penici- 
lina y a bacteriófagos 181. En la literatura se reporta que cepas 
de L. casei muestran diferencias en cuanto a su habilidad para 
producir diacetiio cuando crecen en leche [2,13, 301, mencio- 
nándose valores entre O,02 y 0.05 ppm 1131. En medios BMG 
(Extracto de levadura, Oxoid, con 1% de glucosa) y MRS (Man 
Rogosa y Sharpe, Difco) cepas de L. casei han llegado a pro- 
ducir niveles de diacetilo de 8,9 ppm 161 y entre 0,074,05 ppm 
131, respectivamente. En el presente trabajo las concentracio- 
nes obtenidas resultaron más elevadas. Se ha llegado a indi- 
car que la producción de diacetilo por parte de lactobaciios se 
ve influenciada por condiciones de temperatura y pH. En este 
sentido, Savoy y col. [39] señalan que cepas de Lactobacilluc 
produjeron diacetilo a 30°C y 37°C durante 14 h de incubación. 
En este trabajo condiciones de 18 h de incubación a 35°C re- 
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TABLA 1 
PRODUCCI~N DE DIACETILO (PPM) POR DIFERENTES CULTIVOS INICIADORES SIMPLES A 3 5 " ~  

DURANTE 18 HORAS DE INCUBACIÓN 

Especie bacteriana 

E. faecalfs ssp. faecalis 

L. case; 

E. aerogenes 

Cepa 

Ef 1 
Ef2 
Ef 3 
Ef 4 
Ef5 
Ef 6 
Ef7 
Ef8 
Ef9 
EflO 
E f l l  

Diacetilo @pm) 

8.7 
12.6 
13.2 
13.5 
10.8 
6.3 

17.5 
8.6 

12.8 
11.1 
17.2 

E4 

DE: Desviación Estándar. CV: Coeficiente de Variación. 

TABLA 11 
VALORES PROMEDIOS DE DlACETlLO OBTENIDOS EN 

CULTIVOS INICIADORES SIMPLES 

TABLA 111 
VALORES PROMEDIOS DE DlACETlLO (PPM) OBTENIDOS 

EN LOS CULTIVOS INICIADORES MÚLTIPLES 

Cultivos simples Concentracón (ppm) 

Enterococcus faecalis 12.0a 

L a c f ~ b a ~ l I u ~  cásei 13.2a 

Enterobacter aerogenes 9.4b 

a,b: Coeficientes de Duncan (a = 0.05). 

sultaron apropiadas para la producción de diacetilo por parte 
de los lactobacilos. 

Cultivo Especies bacterianas Diacetilo (ppml 

A E. faecalis y E. aerogenes 4.8 1.a 

B L. casei y E. aerogenes 3.4 2,b 

C E. faecalic, L. caseiy E. aerogenes 5.2 3.C 

A: cultivos con las cepas Efi, €fe, EflO, Efll, El  y €2. 8: cultivos 
con las cepas L1, L2, L3, El y E2. C: cultivos con las cepas Ef7, Ef8, 
EflO, Efll, L1. L2. L3, E1 y E2. 1: Mediade6cultivos. 2: Mediade 
3 cultivos. 3: Media Ue 12 cultivos. a.b,c: Coeficientes de Duncan 
(a = 0.05). 

Los cultivos con E. aerogenes resultaron tener promedio 
de concentraciones de diacetilo más bajos comparado con los Concentración de diacetilo en cultivos iniciadores 

enterococos y los lactobacilos, TABLA II. Es poco lo que se re- múltiples 

porta acerca de la producción de diacetilo por dichas especies. La TABLA III muestra los niveles de diacetilo encontra- 

No obstante, las investigaciones llevadas a cabo por Chuang y dos en los cultivos múltiples. Bajas concentraciones de diaceti- 

Collins [ l l ]  y Mellerick y Cogan [34] han destacado la produc- lo fueron obtenidas en estos cultiv0~ en ~Omparación con los 

ción de diacetilo oor Daite del Enembacter. Es de resaltar la Cultivos simples, TABLA II, probablemente debido a diferen- . . 
importancia del conocimiento de los niveles de diacetilo produ. cias en el Volumen del inóculo y a las condiciones de incuba- 

cidos por 1% cepa de E. aerogenes ya que éstas son las ce. ción entre CUI~~VOS Simples y múltiples. En el caso de los culti- 

pas responsables de la presencia de los ojos tipicos del queso Vos tipo A y B con mayores niveles de diacetilo, TABLA 1, no 

tipo Palmita venezolano [lo]. mantuvieron esa tendencia, quizás por la presencia de las ce- 
pas de Enterobacter. El cultivo C, producto de la combinación 
de las tres especies bacterianas mostró el mismo comporla- 
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miento de los cultivos A y B. Aun cuando los niveles de diaceti- 
lo en cultivos múltiples no fueron elevados, su uso podría re- 
presentar una mayor seguridad en cuanto al mantenimiento de 
una actividad metabólica fermentativa deseable, ya que la pre- 
sencia de cepas de una misma especie combinadas, daría 
mayor protección contra ciertos agentes inhibidores presentes 
en la leche tales como antibióticos y bacteriófagos que afectan 
dicha actividad metabólica por parte de las cepas bacterianas 
y con esto se podría lograr obtener un queso con las caracte- 
rísticas de sabor y aroma deseables. 

CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resunados encontrados el diacetiio, 
como elemento importante en el desarrollo de aroma de diver- 
sos tipos de quesos, puede ser producido por enterococns, 
lactobacilos y las enterobacterias presentes en el queso tipo 
Palmita. Las cepas de E. faecalk, Ef7 y Efl l ,  de L. casei, 
Ll,L2,L3 y de E. aerogenes, Eal, fueron las que produjeron 
mayores niveles de diacetilo en cultivos simples. Sin embargo, 
la producción de diacetiio de acuerdo a estos resultados no 
constituyen un factor determinante en la selección final de las 
cepas bajo estudio, para la elaboración del queso tipo Palmita. 

RECOMENDACIONES 

De acuerdo a los resultados de este trabajo, se reco- 
mienda evaluar la producción de diacetilo de estas cepas bac- 
terianas en la manufactura del queso tipo Palmita. 
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