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Resumen

Argentina figura entre los principales paises productores de quesos y también se caracteriza
por un elevado consumo interno. La mayoria de las industrias queseras de nuestro pais son
pequefias y medianas; su crecimiento dependerd en gran medida de su capacidad para mejorar la
calidad de los productos, y de la aplicaciéon de estrategias que le permitan incrementar el
rendimiento de la producciéon. Uno de los defectos mds frecuentes en quesos blandos es la
formacién indeseable de aberturas y ojos. Este defecto se atribuye a causas microbiolégicas, por
accién de microorganismos adventicios que forman CO:2 mediante diferentes vias metabdlicas;
sin embargo, también estd relacionado con la presencia de microparticulas de estructura capilar,
que actian como nucleos de ojos, y por lo tanto son necesarias para la formacién de los mismos.
Hay tecnologias de membrana que, ademds de ser usadas para sanear la leche, también se han
aplicado para eliminar las microparticulas que podrian actuar como nicleos capilares y generar
defectos gasdgenos. Sin embargo, estas tecnologias no son aplicables por su gran costo a las
pequenas y medianas industrias de nuestro pafs. Es por ello que deben adaptarse otras tecnologias
o estrategias con el objetivo de evitar la formacién indeseable de ojos en quesos. Una de estas
estrategias es el uso de cultivos adjuntos que permitan contrarrestar la actividad metabdlica
indeseable de microorganismos adventicios gasdgenos y de esta manera evitar la apariciéon de
defectos. Muchas bacterias lacticas no pertenecientes al fermento (NSLAB) aisladas de quesos de
buena calidad presentan caracteristicas valuables para su uso como fermentos adjuntos con el
objetivo de desarrollar un perfil de sabor caracteristico y mejorar la calidad de los quesos. Por
otro lado, también existen diversas estrategias para estandarizar el nivel de proteinas y/o aumentar
el rendimiento quesero como la utilizacion de tecnologias de membrana (microfiltraciéon vy
ultrafiltracién) o agregado de polvos lacteos (leche en polvo descremada, concentrado de
proteinas de leche, proteinas de suero microparticulada, caseinato de calcio) a la leche de
elaboracién. Sin embargo estas tecnologias innovadoras pueden tener un impacto negativo al
introducir cambios tanto en la cantidad de sustratos fermentables disponibles para la microbiota

del queso, como en la maduracién, principalmente en la protedlisis, lo que podria causar defectos.

En una primera etapa de la tesis, se evalud la eficiencia de un método econdmico, la
microfiltracién a través de un filtro bolsa con un tamafio de poro de 1 pum, como estrategia para
eliminar las microparticulas de la leche destinada a queseria y asi prevenir la formacién de ojos
indeseables. A su vez se implement6 la tomografia computada como metodologia no destructiva
para el andlisis de ojos y aberturas en quesos. Se establecid un protocolo de elaboraciéon de quesos
tipo suizo y se determinaron los pardmetros para realizar la tomografia computada en quesos y
poder cuantificar el volumen de los ojos. Se realizaron elaboraciones de quesos con leche
microfiltrada mediante filtro bolsa de 1 pm con y sin adicion de microparticulas de alfalfa, las
cuales se agregaron para que actien como nucleos capilares y promuevan la formacién de ojos en

los quesos. Se encontrd que, a pesar de la microfiltracién de la leche, los quesos con y sin adicién
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de microparticulas capilares desarrollaron un nimero considerable de ojos, aunque el volumen de
los mismos fue mayor en los primeros. Por lo tanto, la microfiltracién con el filtro bolsa no fue
eficiente para evitar la formaciéon de ojos, probablemente porque no elimind todos los nicleos

nativos, y por lo tanto no es adecuada para solucionar el problema planteado.

En este trabajo de tesis también se caracterizaron cepas autdctonas de NSLAB en cuanto a su
habilidad para mejorar la calidad de los quesos o para inhibir la apariciéon de defectos gaségenos;
las cepas ensayadas fueron aisladas en trabajos previos y se encuentran almacenadas en el cepario
del INLAIN. En primer lugar se estudid la capacidad del cultivo adjunto Lacticaseibacillus
paracasei 90 para prevenir la formacién de ojos no deseados en quesos Cremosos, el cual fue
elaborado con leche adicionada de una cepa gasdgena alterante (Leuconostoc mesenteroides D11)
para simular una contaminacién elevada; los quesos fueron madurados en condiciones normales
o con interrupciones en la cadena de frio. Se verific6 que fue necesaria la presencia conjunta de
altos niveles de una cepa productora de CO: e interrupciones de la cadena de frio para que ocurra
el defecto de formacién de ojos no deseados. Se demostré que el cultivo adjunto adicionado
disminuy6 la actividad metabdlica de D11 y evitd la produccién del defecto de ojos en los quesos
Cremoso. De todas maneras, mantener la cadena de frio es crucial y puede ser suficiente para
garantizar quesos de buena calidad, incluso si la contaminacién con NSLAB es significativa.
Ademads, se evalué la influencia de 11 cepas autdctonas de lactobacilos mesoéfilos (origen
NSLAB) en la maduraciéon de quesos semiduros miniatura. Las cepas estudiadas fueron:
Lactiplantibacillus plantarum 29, 33, 87, 89 y 91, Lacticaseibacillus rhamnosus 73, 77 y 78,
Lacticaseibacillus casei 72 y 81 y Lacticaseibacillus paracasei 90, las cuales demostraron
algunas propiedades tecnoldgicas adecuadas para ser utilizadas como cultivos adjuntos en
queseria. En particular, se distinguieron tres grupos de cepas; un grupo se caracterizd por el
consumo de 4cido citrico y la produccién de varios compuestos voldtiles de interés, otro grupo
por su acidificacién y actividad peptidolitica, mientras que dos cepas no tuvieron influencia en la
maduracién del queso. El uso combinado de cepas con diferentes propiedades como fermentos

adjuntos probablemente permita mejorar y diversificar mads el flavour de los quesos.

En una tercera etapa se evalué el uso de leches concentradas mediante tecnologias de
membrana de ultrafiltracién y por el agregado de polvos lacteos (leche en polvo descremada y
proteinas de suero microparticuladas) para la elaboracién de queso Cremoso. Se verificé que el
tiempo de coagulacién, tiempo de corte y firmeza de la cuajada de estas leches fueron afectados
por el nivel proteico de las leches, la adicién de calcio y el nivel de coagulante. Ademds, el nivel
de materia grasa también tuvo un impacto en los pardmetros de coagulacion. En experiencias in
vitro y en las elaboraciones de quesos a escala laboratorio se determind que el rendimiento se
incrementd significativamente por el uso de leches concentradas, lo que permitiria aumentar la

capacidad de la planta quesera. Los resultados obtenidos en cuanto a los pardmetros de
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coagulacién permitieron establecer modificaciones y adaptar los protocolos de elaboracién de
quesos con leche concentrada para obtener quesos similares a los tradicionales. Se evalué
asimismo el impacto del uso de leche concentrada por ultrafiltacion y mediante el agregado de
polvos licteos en la elaboracion, perfiles de maduracion, textura y fusiéon de queso Cremoso
miniatura. Se encontraron diferencias minimas en la protedlisis y la textura y fusién que se
modificaron dependiendo de las condiciones de elaboracién y del método de concentracién de la

leche.

Por dltimo, una vez estandarizado en la etapa anterior el protocolo de elaboracién de quesos
Cremoso con adicién de leche en polvo descremada a escala miniatura, se seleccionaron dos cepas
NSLAB previamente estudiadas: Lacticaseibacillus paracasei 90 y Lactobacillus rhamnosus 73.
Se evalué su influencia sobre el rendimiento, la textura y fusién del queso, como también sobre
el perfil de maduracién, compuestos volatiles y caracteristicas sensoriales de quesos Cremoso a
escala piloto. La incorporaciéon de leche en polvo descremada aumentd el rendimiento del queso,
produjo un ligero cambio en la textura y en los perfiles peptidicos del queso e incrementd los
niveles de proteinas de suero. La adicion de cultivos adjuntos aumenté algunos compuestos con
propiedades conservantes y aromdticas. Todos los quesos tuvieron una aceptabilidad alta por parte
de los consumidores. Ambas estrategias permitieron obtener quesos de buena calidad que

presentaron algunos cambios quimicos en comparacién con el queso tradicional.

Los resultados del presente trabajo de tesis demuestran el potencial de las estrategias de
enriquecimiento proteico de la leche y del uso de fermentos adjuntos para mejorar la calidad de

quesos argentinos.
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Argentina is among the main cheese producing countries and is also characterized by high
domestic consumption. Most of the cheese factories in our country are small and middle sizes; its
growth will depend to a large extent on its ability to improve the quality of its products, and on
the application of strategies that allow it to increase the yield of the production. One of the most
frequent defects in soft cheeses is the formation of unwanted openings (eyes). This defect is
attributed to microbiological causes, due to the action of adventitious microorganisms that
produce COxz through different metabolic pathways; however, it is also related to the presence of
microparticles with capillary structure, which act as eye nuclei, and are therefore necessary for
eye formation. There are membrane technologies that, in addition to being used to sanitize milk,
have also been applied to delete microparticles that can act as “capillary nuclei” and therefore
generate undesirable eye formation. However, these technologies are not applicable due to their
high cost to small and middle sizes factories in our country. It is because of that other technologies
or strategies must be adapted in order to avoid the undesirable eye formation in cheeses. One of
these strategies is the use of adjunct cultures that counteract the undesirable metabolic activity of
adventitious microorganisms and thus avoid the appearance of defects. Non-starter lactic acid
bacteria (NSLAB) isolated from good quality cheeses have valuable characteristics for use as
adjunct cultures to develop a characteristic flavor profile and improve cheese quality. On the other
hand, there are also various strategies to standardize the protein level and/or increase cheese yield,
such as the use of membrane technologies (microfiltration and ultrafiltration) or the addition of
dairy powders (skimmed milk powder, milk protein concentrate, microparticulate whey proteins,
calcium caseinate) to the cheese milk. However, these innovative technologies can have a
negative impact by introducing changes both in the amount of fermentable substrates available

for the cheese microbiota, and in ripening, mainly in proteolysis, which could cause defects.

In the first stage of the present thesis, the efficiency of an economical method was evaluated,
microfiltration through a bag filter with a pore size of 1 um, as a strategy to delete microparticles
from cheese milk and thus prevent the undesirable eye formation. At the same time, computed
tomography was implemented as a non-destructive methodology for the analysis of eyes and
openings in cheeses. A Swiss-type cheese making protocol was established and the parameters to
perform computed tomography in cheeses and to be able to quantify the volume of the eyes were
determined. Cheeses were made with microfiltered milk (using a 1 um bag filter) with and without
the addition of alfalfa microparticles, which were added to act as capillary nuclei and promote the
eyes formation in the cheeses. It was found that, despite the milk microfiltration, the cheeses with
and without the addition of microparticles developed a considerable number of eyes, although
their volume was greater in cheese with microparticles. Therefore, the microfiltration with the
bag filter was not efficient to avoid the eyes formation, probably because it did not eliminate all

the nuclei naturally ocurring in milk, and therefore it is not adequate to solve the problem posed.
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This thesis also dealt with the characterization of native NSLAB strains in terms of their ability
to improve the quality of cheeses or to inhibit the undesirable eyes formation. Tested strains were
isolated in previous works and are stored in the INLAIN strain collection. In the first place, the
ability of the adjunct culture Lacticaseibacillus paracasei 90 to prevent the formation of unwanted
eyes in Cremoso cheeses was studied; the cheese milk was added with a gasogenic strain
(Leuconostoc mesenteroides D11) to simulate high microbial adventitious contamination. The
cheeses were ripened under normal conditions or with interruptions in the cold chain. It was
verified that the joint presence of high levels of a CO2-producing strain and interruptions in the
cold chain were necessary for the ocurrence of the unwanted eye formation defect. It was shown
that the added adjunct culture decreased the metabolic activity of D11 and prevented the
undesirable eye formation in Cremoso cheeses. However, maintaining the cold chain is crucial
and it may be enough to guarantee good quality cheeses, even if NSLAB contamination is
significant. In addition, the influence of 11 autochthonous strains of mesophilic lactobacilli
(NSLAB origin) on the ripening of semi-hard miniature cheeses was evaluated. The strains
studied were: Lactiplantibacillus plantarum 29, 33, 87, 89 and 91, Lacticaseibacillus rhamnosus
73, 77 and 78, Lacticaseibacillus casei 72 and 81 and Lacticaseibacillus paracasei 90, which
demonstrated some adequate technological properties to be used as adjunct cultures in cheese
making. In particular, the strains were differentiated in three groups; one group was characterized
by the consumption of citric acid and the production of several interesting volatile compounds ,
another group by its acidification and peptidolytic activity, while two strains had no influence on
cheese ripening. The combined use of strains with different properties as adjunct cultures

probably allows further improvement and diversification of the flavour of the cheeses.

In a third stage, the use of concentrated milk by means of ultrafiltration membrane
technologies and by the addition of dairy powders (skimmed milk powder and microparticulated
whey proteins) was evaluated for the production of Cremoso cheese. It was verified that the
coagulation time, cutting time and curd firmness of these milks were affected by the protein
content of the milk, the addition of calcium and the level of rennet. In addition, the level of the
fat milk also had an impact on the coagulation parameters. In in vitro experiments and in
laboratory-scale cheese making, it was determined that the yield was significantly increased by
the use of concentrated milk, which would allow increasing the capacity of the cheese plant. The
results obtained in terms of coagulation parameters made it possible to establish modifications
and adapt the production protocols for cheeses with concentrated milk to obtain cheeses similar
to traditional ones. The impact of the use of concentrated milk by ultrafiltration and by adding
milk powders in the cheesemaking, ripening profiles, texture and melting properties of miniature

Cremoso cheese was also evaluated. Minimal differences were found in proteolysis and in the
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texture and melting depending on the method and level of milk concentration, and on the rennet

dose when ultrafiltrate milk was used.

Finally, once the protocol for Cremoso cheese making with the addition of skimmed milk
powder was standardized in the previous stage on a miniature scale, two previously studied
NSLAB strains were selected: Lacticaseibacillus paracasei 90 and Lactobacillus rhamnosus 73
for their incorporation as adjunct culture in these cheeses at pilot scale. Their influence on the
yield, texture and melting properties of the cheese, as well as on the ripening profile, volatile
compounds and sensory characteristics of Cremoso cheeses were evaluated. The addition of
skimmed milk powder increased the cheese yield, produced a slight change in the cheese texture
and peptide profiles, and increased the whey protein levels. The adjunct cultures increased some
compounds with preservative and aromatic properties. Both strategies made it possible to obtain
good quality cheeses that presented slight differences in comparison with the traditional cheese

and a high consumer acceptability.

The results of this thesis demonstrate the potential of the milk protein enrichment strategies

and the use of adjunct cultures to improve the quality of Argentine cheeses.
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1. Produccion de quesos: contexto mundial y regional

Segtin la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultura, conocida
como FAO, en el afio 2018, del total de la produccién lechera en el mundo, el 25 % (que en
valores nominales representaban unos 210 millones de toneladas) se destiné a la elaboraciéon de
quesos (www.fao.org/ faostat; OECD/FAO, 2020). En el afio 2020, la expansién del comercio
internacional de quesos experimenté un significativo aumento alcanzando las 28 millones de
toneladas, fruto de la continua y sélida demanda de importacién de varios paises, especialmente
la Federacion Rusa, Irak, China y la Republica de Corea (FAO, 2021). Argentina es uno de los
paises lideres en la produccion de queso, ocupando el 9° lugar en el ranking mundial y el 2° lugar

en América Latina después de Brasil (FAO, 2022).

Por otra parte, segin el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de nuestro pais
(MAGyP), Argentina tiene un fuerte mercado interno y potencial para la exportacion (MAGyP,
2019). De las 685 plantas industriales solo el 3% son grandes industrias (> 250000 L/d{a, procesan
el 60,7 % del total de leche). Las medianas (5000-250000 L/dia, procesan el 37 % del total de
leche) representan el 45 %, mientras que las pequeias (< 5000 L/dia, procesan el 2,3 % del total
de leche) el 46 %. Dentro del grupo de las pequeiias industrias el 38% se refiere a micro pymes
que procesan menos de 1000 litros de leche por dia. Las industrias que no procesan leche cruda
son las mantequeras y las elaboradoras de suero (MAGyP, 2019). Hay que destacar que las
industrias lacteas estdn concentradas en 6 provincias del centro geogrifico de nuestro pais:
Buenos Aires (44 %), Santa Fe (28 %), Cérdoba (15 %), Entre Rios (9 %), La Pampa (3 %) y
Santiago del Estero (1 %). Del total de leche producida, el 56 % es destinado a la elaboracién de
quesos, siendo los de mediana y alta humedad los que mds se producen (MAGyP, 2019). El
consumo de queso en el mercado doméstico siempre fue importante en nuestro pais y aumentd de
8,3 a 11,9 kg/habitante desde el 2003 a 2016, valores que son comparables con paises de gran
tradicion quesera como Francia, Italia, Espafia, Australia, Canadd, y Estados Unidos

(www.ocla.org.ar).

Si bien los quesos argentinos tomaron como modelo a muchos quesos europeos por la
influencia inmigratoria, presentan diferencias importantes con aquellos, debido a las
particularidades de la materia prima (leche cruda) y a los recursos tecnoldgicos utilizados, lo que
llevé a que los mismos tomasen caracteristicas propias y se volviesen apreciablemente diferentes

a sus antecedentes europeos.

Los datos mencionados revelan una demanda creciente de quesos en nuestro pais en contraste
con un desigual desarrollo de las empresas. Por este motivo consideramos que resulta necesario
brindar a las pequefias y medianas industrias de la regién estrategias y tecnologias innovadoras

que posibiliten la mejora en la calidad de los quesos y el desarrollo de nuevos productos con valor
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agregado, lo que impactaria en una mayor competitividad en el mercado nacional y regional

permitiendo el desarrollo econémico del pais.

2. Queso Cremoso
2.1. Definicion y caracteristicas

El Cédigo Alimentario Argentino define al Queso Cremoso como un producto de alta y muy
alta humedad, elaborado con leche entera o leche estandarizada, con o sin el agregado de crema,
acidificada por cultivos de bacterias lacticas y coagulada por cuajo y/o enzimas especificas. El

valor minimo de contenido de grasa en el extracto seco es de 50 % p/p.

Es un producto rico en calcio (8-12 g/kg) ya que la coagulacion es badsicamente enzimdtica, y
puede presentar un contenido inicial de galactosa relativamente alto (8-10 g/kg) si se usa un
fermento compuesto Unicamente de Streptococcus thermophilus, cuyas cepas en general no son

capaces de metabolizar este carbohidrato (Zalazar et al., 1999).

Se presenta en forma cilindrica achatada o paralelepipeda con lados planos o ligeramente
convexos (didmetro/lados y altura aproximados de 24 cm y 14 cm, respectivamente), y el peso
habitual ronda los 2,5-5 kg. El tiempo de maduracién es de al menos 20 dias para bloques de 2,5
kg y 30 difas para bloques de 2,5 a 5 kg. En este tiempo, la textura y flavour del queso Cremoso
se modifica, adquiriendo sus caracteristicas tipicas. La elaboracion de queso Cremoso es una
elaboracién simple que se caracteriza por corte en granos de cuajada grandes, sin coccidn, lavado
ni prensado, el salado se realiza en salmuera y se caracteriza por tener una masa cerrada. Por este
motivo, tanto la presencia de ojos y/o de aberturas mecdnicas no son deseables y puede ser
considerado un defecto, asi como también el ablandamiento excesivo de la masa en el caso de una
maduracién demasiado larga o una protedlisis muy intensa. Con respecto a algunos atributos
sensoriales se lo puede describir como un queso de color blanco o amarillo claro y uniforme, de
sabor dulce caracteristico y ligeramente &4cido, aroma suave y agradable. Se caracteriza por tener
una textura ligeramente eldstica, cremosa y pegajosa. Este queso no posee corteza ya que se suele

envasar en bolsas de pldstico termocontraibles luego de ser elaborado y oreado.

Ademds de consumirlo como un producto de mesa, es muy utilizado en la elaboracién de
pizzas como sustituto de menor costo que la Mozzarella por lo que la capacidad de fusién es una

caracteristica buscada (Zalazar et al., 1999).
2.2. Materia prima e insumos

Para la elaboracion de quesos se utiliza la leche como materia prima e ingredientes
imprescindibles como fermentos y coagulante, pero ademds pueden afiadirse otros insumos con
el objetivo de mejorar la coagulaciéon y la calidad sensorial de los quesos, proporcionar color,

entre otros.
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Leche: El queso Cremoso se elabora con leche entera o leche enriquecida manteniendo una

relacion materia grasa/proteina > 1.

Fermentos: Originalmente el queso Cremoso se elaboraba con fermentos “naturales” de leche
0 “leche fermento”, los cuales son obtenidos a partir de leche de buena calidad microbiol6 gica
que, luego de un tratamiento térmico (62-65 °C durante aproximadamente 10 a 15 min), se incuba
durante la noche a 45 °C con el fin de que se desarrollen las bacterias licticas presentes y se
alcance una determinada acidez y pH. Estos cultivos naturales contienen una microbiota
compleja, dominada principalmente por Streptococcus thermophilus, por lo que presenta una gran
resistencia a fagos, ademads de otorgar tipicidad y caracteristicas organolépticas a los productos
(Reinheimer et al., 1995). Si bien estos cultivos se siguen utilizando en muchos quesos artesanales
de todo el mundo, no son comunes en queseria industrial ya que la variabilidad que presentan en
su composicién microbiolégica afecta la estandarizacién de los productos y la constancia de la
calidad. Por ello se han reemplazado casi por completo por cultivos comerciales, que estdn
constituidos por cepas seleccionadas. En particular, para queso Cremoso se utilizan fermentos
termoéfilos de tipo semidirecto o de agregado directo a tina, compuestos por varias cepas de S.
thermophilus que poseen propiedades tecnoldgicas conocidas y constantes en el tiempo, como la
velocidad y el nivel de acidificacién, entre otras. Estos cultivos también pueden contener una baja
proporcién de bacterias lacticas mesofilas, con el objetivo de desarrollar compuestos de aroma
(por ejemplo Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis), o se pueden usar en
combinacién con otros termoéfilos, como es el caso de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, con el objetivo de metabolizar completamente la galactosa proveniente de la hidrélisis
de la lactosa ya que, como se menciond previamente, la mayor parte de las cepas de S.
thermophilus no son capaces de utilizar la galactosa. Los fermentos son inoculados en la leche de
elaboracion en un nivel alto (10® UFC/mL de leche) con el objetivo de iniciar la fermentacién
lactica, liderar la acidificacién, dominar la microbiota del queso y direccionar el proceso de

maduracion.

Cloruro de calcio: Se agrega a la leche luego de la pasteurizacién con el fin de reponer el
calcio i6nico que pudo precipitar en el tratamiento térmico, mejorar los pardmetros de coagulacién

y las caracteristicas reoldgicas de estos tipos de quesos.

Colorante: En la mayorfa de las industrias, se agrega el colorante annatto (CAA, 160b) para

intensificar y homogenizar el color de la pasta.

Coagulante: En queso Cremoso, la elevada humedad y la ausencia de una etapa de coccién,
conducen a una retencién elevada del coagulante en la cuajada. De esta manera, la seleccién del
tipo y el nivel de coagulante es importante ya que una extensa protedlisis durante la maduracién

puede reducir la vida util del producto. Varias enzimas coagulantes se pueden utilizar para la
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elaboraciéon del queso Cremoso, como el coagulante de bovino adulto, coagulante microbiano
(proteasas producidas naturalmente por mohos) y quimosina producida por fermentacién de
organismos modificados genéticamente, tipicamente Kluyveromyces lactis u otras levaduras.
Hace unos afios se desarroll la quimosina de camello (producida también por microorganismos
genéticamente modificados) que tiene una menor actividad proteolitica y puede ser utilizada para
aumentar la humedad en el queso (y por lo tanto el rendimiento) sin producir una protedlisis

excesiva durante la maduracion.

Cloruro de sodio: Se prepara en forma de salmuera (NaCl 20 % p/v, pH 5,4, 5 °C) en la cual
se sumergen los quesos luego de haber acidificado hasta su pH especifico (~5,3). El objetivo es
aportar sabor, completar el desuerado, inhibir, retardar o seleccionar el desarrollo de

microorganismos.
2.3. Elaboracion

En forma general, la elaboracion de los quesos es esencialmente un proceso de deshidratacion,
en el cual se produce una concentraciéon de la fraccion proteica y grasa de la leche. La etapa
fundamental es la desestabilizacién de las caseinas por coagulaciéon 4cida, dcida y calor, o
enzimdtica, siendo esta dltima la metodologia mds comiin que involucra ademds de la elaboracién

un proceso de maduracion (McSweeney, 2004).

En particular, el queso Cremoso se elabora a partir de leche entera pasteurizada (Figura 1) la
cual se estandariza a una relaciéon grasa/proteina 2 1,00. La pasteurizacion se realiza en sistemas
continuos como el pasteurizador a placas (72-74 °C durante 15 s); excepcionalmente en pequefias
queserias se puede pasteurizar directamente en la tina quesera (63 °C durante 30 min).
Transcurrido este tiempo, la leche se enfria hasta una temperatura de 37-40 °C, y se agrega el
cloruro de calcio arazén de 0,02 g/100 mL de leche. Si se usan fermentos liofilizados, antes de
su utilizacién se hidratan en leche pasteurizada a la temperatura de coagulacién, y luego de
aproximadamente 20-30 min son inoculados en la tina quesera. A continuacién, se adiciona la
cantidad necesaria de coagulante para la obtencién de una cuajada predominantemente
enzimdtica. Una vez que la cuajada adquiri6 la firmeza adecuada, el gel se corta en cubos de un
tamafio aproximado de 1 cm3. La mezcla de cuajada y suero se agita suavemente para favorecer
la expulsiéon de suero, sin aumentar la temperatura y sin romper los granos de cuajada, que luego
deben soportar la descarga y el moldeo, evitando de esta manera la produccion de particulas finas
que afecten la textura del queso y disminuyan el rendimiento. El tiempo que la cuajada
permanezca en tina influird en la humedad del queso ya que la red de caseinas se va fortaleciendo
y se expulsa mds suero, lo que impacta ademds en forma directa en el rendimiento quesero. Este
tiempo en tina debe estar relacionado con la velocidad de acidificacién de la cuajada ya que estos

quesos siguen desuerando en forma significativa en el molde. La pérdida de las aristas del cubo
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de cuajada (redondeo) indica su deshidratacién y permite identificar el momento adecuado para
el moldeo. La cuajada se coloca en moldes de acero inoxidable perforado o plastico
microperforado, los que se apilan de a dos lo que constituye la tinica presién que se ejerce sobre

la cuajada, ya que este tipo de queso no lleva prensa.

Leche de vaca

J

Estandarizacion de la leche
(grasa/proteina > 1,08-1,20)

\

Pasteurizacion
72-74 °C durante 15s

J

Enfriado a 37 - 40 °C

caCl, => | €= 50 ppm

Fermento == de colorante
_ (opcional)
Enzimas coagulantes —-

Coagulacién, corte y mezclado
(grano tipo nuez, suave mezclado)

J

Desuerado y moldeado
(molde cilindrico achatado o paralelepipedo)

J

Acidificacion
(almacenar en camara templada hasta pH 5,3)

J

Salado
(en salmuera a 3°C, 1h/kg)

J

Envasado al vacio
(se envasan en bolsas termocontraibles
después de almacenarlos 20h a 5 °C)

J

Maduracion
(5 °C, 20-30 dias)

J

Queso Cremoso

Figura 1. Flujogramade elaboracién de los quesos Cremoso. Figura extraida de Peraltaetal., 2022.

Las hormas contenidas en los moldes se almacenan en una cdmara o lugar tibio a una

temperatura adecuada (~40 °C) para que los fermentos lacticos afiadidos produzcan dcido lactico
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y el pH descienda hasta 5,3-5,4. En el transcurso de esta acidificacién, los quesos se dan vuelta
en cada molde periédicamente (lo que se denomina “volteos™) y ademas se invierte la ubicacion
de los moldes que estaban apilados. Una vez alcanzada la acidez buscada, los quesos se sumergen
en salmuera fria (NaCl 20 % p/v, pH 5,4, 5 °C), con el objetivo de detener la acidificacién, a razén
de 1 h/kg de queso (Zalazar et al., 1999). Finalizado el salado, los quesos se colocan en la cdmara
de maduracién (5-8 °C, 85-90 % de humedad relativa) y se procede al envasado en bolsas de
plastico termocontraibles luego de los tres o cuatro dias de elaboracion. Los quesos permanecen
a esta temperatura y humedad entre 20 y 30 dias, tiempo en el cual ocurre la maduracion,

desarrollindose la textura, sabores y aromas tipicos de esta variedad.
2.4. Eventos durante la maduracion

Una vez elaborado el queso, la cuajada comienza su proceso de maduracién, durante la cual
ocurren transformaciones y cambios fisicos, quimicos y bioquimicos entre los cuales se
encuentran la difusion de sales, deshidratacién de la cuajada, equilibrios quimicos del calcio,
metabolismo de la lactosa residual y del lactato y citrato, degradacién de proteinas y lipidos
(McSweeney & Sousa, 2000). Luego de esto, comienzan otros eventos bioquimicos secundarios
implicados en el desarrollo del aroma y sabor que incluye el metabolismo de los dcidos grasos y
de los aminoicidos (McSweeney, 2004). La complejidad de este bioproceso y su intensidad
dependerd de las condiciones ambientales presentes en el queso (humedad, pH y contenido de
sal), del protocolo de elaboracién (enzimas adicionadas, fermentos), asi como también de la
duracién y condiciones de maduracién (temperatura y humedad relativa) (Banks, 1998). Las
enzimas que participan en el proceso de maduraciéon pueden ser nativas de la leche, atin activas
luego de la pasteurizacion, adicionadas en la elaboracién, como la quimosina, o pertenecer al
complejo enzimdtico de los fermentos inoculados. Por dltimo, y no menos importantes, estdn las
enzimas provenientes de los microorganismos adventicios o NSLAB (bacterias ldcticas no
pertenecientes al fermento) que también contribuirdn positiva o negativamente al aroma y sabor

final del producto (Collins et al., 2003; McSweeney, 2004; Sgarbi et al., 2013).

A continuacion se describe el metabolismo de los principales compuestos presentes en la leche
que derivan en productos de sabor y aroma durante la maduracién. En la Figura 2 se presenta un

esquema que condensa estas modificaciones.

Metabolismo de la lactosa residual y citrato. Luego de formada la cuajada, las bacterias
lacticas (BAL) del cultivo iniciador metabolizan la lactosa para producir lactato. La lactosa es el
principal carbohidrato de la leche; la proporcién que queda en la cuajada es baja y se encuentra
disuelta en la humedad. A pesar de ser un componente minoritario, la lactosa juega un rol

importante en la maduracion.
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Figura2.Reacciones bioquimicas glicoliticas, proteoliticas y lipoliticas involucradas en el desarrollo del sabor y aroma del queso.
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La ISO/IDF define al cultivo iniciador para la elaboracién de queso de la siguiente manera:
“cultivo preparado que contiene una o varias cepas de microorganismos en recuentos elevados
(en general, mas de 108 UFC/g o mL de bacterias viables) que se agrega para lograr una reaccion
enzimdtica deseable, como por ejemplo la fermentacién de lactosa que da como resultado la
producciéon de 4cido, degradacion del dcido lactico a 4cido propidnico u otras actividades
metabolicas directamente relacionadas con las propiedades especificas del producto”™ (ISO/IDF

2010).

Las BAL, al producir 4cido lactico, reducen el pH del queso y el potencial redox, pardmetros
que son importantes para inhibir el desarrollo de microorganismos indeseables, mejorando de esta
manera la calidad y seguridad microbiana del queso (Parente et al., 2017). La velocidad y el grado
de acidificacién influyen en la textura inicial de la cuajada al relacionarse con la
desmineralizacién de las micelas de caseina (McSweeney & Fox, 2004), como también en el sabor
y aroma al afectar la actividad de enzimas importantes para la maduracién y la retencién del

coagulante en la cuajada durante la elaboracion (Bgrsting et al., 2014; Holmes et al., 1977).

La lactosa que permanece sin fermentar por el cultivo iniciador es probablemente
metabolizada por las NSLAB, formando cantidades considerables de D-lactato para luego
oxidarse a acetato (McSweeney & Fox, 2004). Ademads, el piruvato es un intermediario en el
metabolismo de la lactosa, y es precursor de varios compuestos importantes de flavour como
acetato, acetoina, diacetilo, etanol y acetaldehido (Sgarbi et al., 2013). Sin embargo, algunos de
estos compuestos, como el acetato, la acetoina y diacetilo, también pueden provenir del

metabolismo del citrato (Khattab et al., 2019).

Otra fuente hidrocarbonada de la leche es el dcido citrico; al igual que la lactosa se pierde en
gran parte en el suero durante la elaboracion del queso. La pequefia proporcion de citrato que
queda retenida en la cuajada, sin embargo, es importante ya que este compuesto es precursor de
compuestos de aroma de interés en quesos. El citrato no es metabolizado por S. thermophilus ni
por lactobacilos terméfilos, pero si lo es por ciertos lactobacilos meséfilos de origen NSLAB
(Mcsweeney & Sousa, 2000), siendo esta capacidad dependiente de la especie y la cepa, del estado
fisiolégico de las células y del nivel de carbohidratos en el medio (Medina de Figueroa et al.,
2000). La seleccion de cepas de origen NSLAB que metabolicen el citrato y contribuyan al
desarrollo de aroma y sabor en los quesos es de interés para el desarrollo de fermentos adjuntos

de queseria.

Protedlisis y metabolismo de aminodcidos. La protedlisis es el proceso mediante el cual las
casefnas (asi, as2, B y k-caseina) se fraccionan en péptidos de diversos tamafios y aminoacidos
libres. En este proceso participan diversas proteasas y peptidasas: como las adicionadas

(coagulante) o propias de la leche (plasmina) y las aportadas por los fermentos afiadidos o las
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NSLAB (Gan et al., 2016; McSweeney, 2004). Las NSLAB contribuyen principalmente a la
protedlisis a través de su actividad peptidolitica, mientras que no tienen en general un impacto
significativo en la protedlisis primaria (Peralta et al., 2021). Ademds de contribuir al sabor y al
aroma, la protedlisis estd fuertemente ligada a los cambios en la textura de la matriz del queso

debido a la ruptura de la red proteica que produce.

Durante la elaboracién, el coagulante solamente hidroliza un enlace de la k-caseina
provocando la coagulacién de la leche, lo que constituye su rol tecnoldgico. Si bien gran parte del
coagulante se pierde en el suero, una porcion queda atrapada en la cuajada que, durante la
maduracion, puede actuar sobre todo el sistema proteico del queso, constituido por las caseinas.
La actividad de la enzima coagulante residual dependerd del pH del desuerado, temperatura de
coccién, humedad de la cuajada, y tipo de enzima (McSweeney, 2004; Upadhyay et al., 2004a,b).
El evento inicial, denominado protedlisis primaria, es la hidrdlisis de la asi-caseina (asi-CN),
dando como resultado un péptido pequefio denominado asi-CN (f1-23) y otro péptido de mayor
tamafio asi-CN (f24-199) o asi1 (McSweeney, 2004). Este tltimo péptido hidrofilico es el
responsable de la reabsorcion del suero exudado en los quesos Cremoso, que aparece
normalmente entre los dias 6 y 9 después de la elaboraciéon (Hynes et al., 2001a,b). En quesos en
los que se inhibié o disminuyé la actividad coagulante residual hubo una menor hidrélisis de la
as1-CN y una textura mds dura (Hynes et al., 2001a,b; Zalazar et al., 2006). La caseina as2 es mds
resistente a la hidrdlisis por poseer sitios de escision restringidos a las regiones hidrofébicas de la
molécula (McSweeney et al., 1994). Con respecto a la B-caseina, la quimosina puede hidrolizarla
cerca de la regién hidrofébica C-terminal, generando péptidos cortos, los cuales se relacionan con
sabor amargo en los quesos; afortunadamente, esta reaccion estd inhibida en quesos ya que la
presencia de sal en la humedad restringe el acceso de la enzima a los sitios de ataque. Sélo se
produce cuando el equilibrio de la bioquimica de la maduracién estd alterado — exceso de

coagulante, coagulante muy proteolitico o bajo contenido de sal (McSweeney, 2004).

Una vez desencadenada la protedlisis primaria, ocurre también la peptiddlisis, proceso
mediante el cual las peptidasas contintian con la escision de los péptidos medianos y pequefios y
la consiguiente produccién de aminodcidos libres (AA) (McSweeney et al., 2004). El posterior
catabolismo de estos AA impacta directamente en el desarrollo del flavour de la mayoria de las
variedades de queso por la produccion de compuestos voldtiles de aroma, tales como 4cidos
carboxilicos, aldehidos, alcoholes y compuestos azufrados, entre otros (Kieronczyk et al., 2001;
Yvon & Rijnen, 2001). Dentro de las enzimas responsables del catabolismo de AA podemos
nombrar a las aminotransferasas que convierten los aminoécidos libres en sus correspondientes
a-cetodcidos, y la glutamato deshidrogenasa (GDH), enzima que cataliza la produccién de a-
cetoglutarato (a partir de glutamato), el cual participa en la reaccién de formacién de a-cetodcidos

(Williams et al., 2006). Por este motivo, ambas actividades enzimdticas, asi como las actividades
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peptidasas, son utilizadas como criterios de seleccion de cepas para afiadir al queso como

fermentos adjuntos mejoradores de flavour (Peralta et al., 2021).

Lipolisis y metabolismo de los dcidos grasos. La lipdlisis es la hidrélisis enzimdtica de los
triacilgliceroles (TAG) por la accién de enzimas bacterianas y enddgenas de la leche, durante la
cual se liberan 4cidos grasos libres (AGL, desde C4:0 hasta C18:2). Los triglicéridos de la leche
son ricos en 4cidos grasos de cadena corta, que desempefian un rol importante en el desarrollo del
sabor de los quesos por tener umbrales de sabor bajos (McSweeney, 2004). Ademds de su
contribucién directa, también pueden ser precursores de compuestos voldtiles de interés como
cetonas, alcoholes, ésteres, metilcetonas y lactonas, que contribuyen al flavour (Collins et al.,
2003; Khattab et al., 2019; Smit et al., 2002). En particular, los ésteres (por ejemplo: butanoato,
hexanoato, y acetato de etilo) se forman por la reaccién de los AGL con alcoholes. El alcohol mds
frecuente suele ser el etanol que proviene del catabolismo de aminodcidos o la fermentacién de
lactosa (McSweeney, 2011). También son importantes las metilcetonas formadas por la B-
oxidacién y posterior descarboxilacion de AGL, especialmente 2-heptanona y 2-nonanona

(Khabbat et al., 2019).

La lipolisis intensiva es deseable en ciertos tipos de quesos como el Azul, Emmental,
Parmesano, entre otros (Clark, 2009), mientras que es indeseable en otros como el Cheddar,

Gouda, Suizo (McSweeney & Sousa, 2000), asi como en el queso Cremoso.

Por todo lo expuesto anteriormente, se debe reconocer a la maduracién como un proceso
fundamental en el queso ya que otorga las caracteristicas organolépticas tipicas de cada variedad
(Forde & Fitzgerald, 2000). En efecto, el sabor y aroma del queso es el resultado del balance de
una gran variedad de compuestos provenientes de las distintas vias metabdlicas descriptas
anteriormente. El desarrollo de este proceso puede ser modificado tanto positiva como
negativamente por diversos factores. El hecho que las reacciones quimicas implicadas en la
maduracién son en su mayoria enziméticas, principalmente de enzimas microbianas (provenientes
de los fermentos adicionados y contaminantes) (Thierry & Hannon, 2011), resalta la importancia
de la microbiota del queso en el desarrollo de una maduracién adecuada. La actividad metabdlica
de microorganismos indeseables puede dar lugar a la aparicion de distintos defectos de textura,
sabor y aroma, algunos de los cuales se describen en el siguiente apartado. Dentro de las
soluciones posibles para disminuir la carga microbiana adventicia en quesos y, de esta manera,
inhibir la aparicién de defectos asociados a su actividad metabdlica, podemos mencionar el
estricto control de las condiciones higiénicas durante la elaboracién, el correcto mantenimiento
de la temperatura de almacenamiento de los quesos (Cuffia et al., 2019; Peralta et al., 2020), la
microfiltracién de la leche para reducir la carga microbiana (Elwell & Barbano, 2006, Hoffman
et al., 2006), y la utilizacién de fermentos adjuntos con el fin de que compitan o que produzcan

compuestos antimicrobianos (Avila et al., 2020). Los fermentos adjuntos, ademds, constituyen
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una forma efectiva de influir positivamente en la maduracion, seleccionando aquellas cepas que
tengan la habilidad de promover eventos deseables, particularmente la produccién de compuestos
voldtiles de interés que tengan impacto en el flavour. El uso de fermentos adjuntos para mejorar

la calidad de quesos se expone mds adelante.
2.5. Defectos comunes en quesos

Dentro de las modificaciones indeseables que ocurren durante la maduracién, asociadas a la
actividad enzimdtica de la microbiota, se incluyen: la producciéon indeseada de gas con la
consecuente formacion de ojos no deseados, grietas, y rajaduras, y el desarrollo de coloraciones,
aromas y/o texturas anormales. Estas alteraciones pueden detectarse al principio de la maduracién
o luego de varias semanas o meses y dependerdn del grupo microbiano y de las caracteristicas del
queso (humedad, pH y contenido de sal), del proceso productivo (cultivo iniciador agregado,
enzimas residuales), del almacenamiento y de la manipulacién (microorganismos contaminantes),
entre otros factores (Guglielmotti et al., 2021; Ledenbach & Marshall, 2009). Los quesos con
maduracién corta, que generalmente tienen valores de pH y humedad mads altos o menor contenido
de sal en proporcién a la humedad, tienen mayor probabilidad a tener un deterioro mas rapido que
los quesos de maduracién prolongada, los cuales tienen un pH comparativamente mds bajo al
igual que menor actividad de agua y potencial redox, y estdn expuestos a defectos tardios

(Ledenbach & Marshall, 2009).

Produccion excesiva de dcido: Este es uno de los defectos mds comunes que se presentan en
quesos blandos como el Cremoso, y se asocia a un desarrollo excesivo de la acidez en la cuajada
(pH < 5,0) antes de su ingreso a salmuera o también a una post-acidificacién durante la
maduracién. Un pH bajo afecta directamente la textura, produciendo el “arricotado” del queso ya
que las caseinas se encuentran cerca de su punto isoeléctrico y pierden la habilidad para ligar
agua, ademds de perder su capacidad de fusién (Hynes et al., 1999). Asimismo, esto puede tener
un impacto indirecto en el flavour al afectar la actividad de enzimas importantes para la
maduracién (Milesi et al., 2009; Lee et al., 1990). Este defecto se asocia a fermentos muy rapidos
cuya actividad no se detiene por inmersion en salmuera fria, aunque también existen cepas de
NSLAB altamente acidificantes que pueden causar una post-acidificacién durante la maduracién
afectando asimismo el contenido de humedad del queso (Crow et al., 2001; Peralta et al., 2022;).
Los fermentos adjuntos que posean una actividad acidificante excesivamente elevada pueden
utilizarse como cultivos iniciadores mixtos, como se ha reportado para una cepa de L. plantarum

evaluada en varias variedades de queso (De Pasquale et al., 2019; Herreros et al., 2007).

Formacion de ojos o aberturas: La formacion de ojos es un evento deseable en algunas
variedades de quesos y estd asociada a la produccién de gas (CO2) por microorganismos

especificos. En otros casos este fenémeno es indeseable y considerado un defecto, ya sea por el
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tipo de microorganismo involucrado en la produccién de gas o debido a que se manifiestan en
variedades en las que no se espera la presencia de ojos. En este sentido, en estudios realizados en
nuestro instituto se detectaron numerosos problemas relacionados con la hinchazén de quesos y
la formacién indeseable de ojos en quesos que deben tener la masa cerrada, como lo es el queso
Cremoso (Quiberoni et al., 2008; Reinheimer et al.,, 1995). En la Tabla 1 se presentan los
diferentes grupos microbianos responsables de defectos gasdgenos en quesos, los sustratos
involucrados y los gases producidos en cada caso. La produccién de gas no deseado proviene
principalmente del metabolismo de la lactosa, el lactato o el citrato por la actividad metabdlica de
diversos microorganismos (Guglielmotti et al., 2021). Los agentes microbianos detectados como
responsables de los defectos gaségenos en quesos de pasta blanda fueron en su gran mayoria cepas
del género Leuconostoc, y en mucha menor proporcién lactobacilos heterofermentantes, bacterias

coliformes, propionibacterias, y bacilos esporulados aerobios (Peralta et al., 2022).

Tabla 1. Principales grupos microbianos responsables de defectos gaségenos en quesos.

Tipo de defecto segiin el

. . . Productos
Grupo microbiano / especie  Sustrato momento de
. < 2ase0so0s
manifestacion
Coliformes Lactosa Hinchazén precoz CO2, H2
Levaduras Lactosa Hinchazén precoz CO2
Lactobacillus fermentum ) )
. ) Citrato/Lactato Hinchazoén precoz y tardia  CO2
Lactobacillus brevis
Leuconostoc mesenteroides Lactosa/Citrato Hinchazén precoz y tardia CO2
Propionibacterium shermanii  Lactato Hinchazén tardia CO:
Bacillus subtilis Lactosa Hinchazon tardia CO2, H2
Clostridium tyrobutyricum ) ) .
Lactato Hinchazén tardia CO2, H2
Clostridium butyricum
Lact lactis  subsp. . . . P
aciococcus . Lactts P Citrato Hinchazén precoz y tardia CO2

lactis biovar diacetylactis

Tabla extraida de Fontaneto Apoca, 2017.

Produccion de off-flavours: La formacién de compuestos con impacto negativo en el flavour
puede provenir de diversas reacciones catalizadas por las diferentes enzimas presentes en el
queso. El tipo y nivel de coagulante adicionado debe ajustarse en forma precisa, ya que una
elevada actividad proteolitica residual puede provocar sabores amargos y off-flavours (Gauna,
2005; SAGPyA, 2009). Un periodo de maduracion mds prolongado se asocia también al
desarrollo de sabor amargo debido al aumento de péptidos hidrofébicos, derivados en su mayoria
de la region C-terminal de la B-caseina (Karametsi et al., 2014). Ademas, el catabolismo de
aminodcidos aromadticos y la actividad peptidolitica de algunos lactobacilos, como también la

oxidaciéon de dcidos grasos pueden dar lugar a la formacién de compuestos con sabores y aromas
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desagradables (Antonsson et al., 2003; Cadwallader & Singh, 2009; McSweeney et al., 2004).
Otros agentes implicados en este defecto son las enzimas (proteoliticas y lipoliticas)

termorresistentes de microorganismos psicotrofos (Boor & Fromm, 2006).

Formacion de aminas bidgenas: La protedlisis, ademds de producir compuestos de sabor y
aroma, puede dar lugar a la formacién de aminas bidgenas (AB). Estos compuestos nitrogenados
de bajo peso molecular se producen principalmente por la decarboxilacién de aminodcidos, en
una reaccion catalizada por enzimas decarboxilasas (Ladero et al., 2010; Maijala et al., 1993).
Este defecto se presenta generalmente en quesos de larga maduracién, ya que los mismos
contienen un alto contenido de aminodcidos, que son los precursores de las AB. En un estudio
realizado en nuestro Instituto (Giménez, 2018) en el cual se ha relevado el contenido de AB en
quesos artesanales (Sardo) elaborados a partir de leche cruda e industriales (Reggianito,
Parmesano y Cheddar), se encontraron en mayor concentraciéon las siguientes AB: tiramina,
histamina, putrescina y cadaverina. Los valores elevados de AB encontrados en los quesos
artesanales se relacionan con una calidad higiénica deficiente de la materia prima y bajo control
del proceso de elaboracién del queso, especialmente en lo que hace a fermentos seguros. Estos
compuestos pueden representar un riesgo serio para la salud de las personas cuando estdn
presentes en los alimentos en cantidades significativas, o por la disminucién o inhibicién de la
actividad de las enzimas detoxificantes en individuos susceptibles, ya sea por causas genéticas,
como consecuencia de tratamientos farmacolégicos (medicamentos inhibidores de las enzimas
mono-aminooxidasas: IMAQO) o consumo de bebidas alcohdlicas, ya que el etanol es inhibidor de
estas enzimas (Bodmer et al., 1999; Ladero et al., 2010; Shalaby, 1996). Herrero et al. (2012)
encontraron cepas de L. casei aisladas de quesos que contribuyeron a reducir la acumulacién de
histamina y tiramina en quesos, una cualidad que las hace atractivas para su uso como cultivos

adjuntos.
2.6. Fermentos adjuntos para mejorar la calidad de quesos

Las NSLAB constituyen una parte importante de la microbiota del queso; este grupo
microbiano estd constituido principalmente por lactobacilos meséfilos heterofermentantes
facultativos, aunque también se han aislado pediococos y enterococos (Beresford, 2003, 2007;
Beresford et al., 2001). La leche cruda es la principal fuente de las NSLAB, aunque el ambiente
de las industrias también tiene un aporte importante (Beresford, 2007). Muchos lactobacilos
mesofilos (Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum, entre otros) tienen la capacidad de
formar biopeliculas para mejorar su supervivencia después de los tratamientos de limpieza y
desinfeccion, provocando su persistencia en el entorno lechero (Somers et al.,, 2001). Si bien la
contaminacién puede resultar posterior al tratamiento térmico, algunas cepas de NSLAB también

resisten estos tratamientos (Beresford et al., 2001; De Angelis et al., 2004).
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En general, al inicio de la maduracién el recuento de NSLAB es bajo (< 102 UFC/g) pero su
poblacién se incrementa con el transcurso del tiempo hasta llegar a 109 UFC/g o mds luego de
unas pocas semanas. A este nivel, pueden convertirse en la biota dominante en algunas variedades
de queso si la poblacion del fermento disminuye (Gobbetti et al., 2015). Esto depende
principalmente de la disponibilidad de fuentes de energia y de la temperatura de maduracion

(Peralta et al., 2021).

Varios estudios han demostrado que quesos elaborados en condiciones asépticas y con bajos
recuentos iniciales de NSLAB debido al uso de leche microfiltrada o a la aplicacién de diversas
estrategias para mantener bajo el nivel de este grupo microbiano carecen de sabor y son diferentes
a los quesos completamente maduros, lo que resalta el papel de estas bacterias en la tipicidad del
queso y en la intensidad y complejidad del perfil de aroma (Crow et al., 2001; Gobbetti et al.,
2015; Nantet, 1994). A este aspecto positivo, se contrapone lo mencionado en el item anterior, en
relacién a la participacion de las NSLAB en los defectos en quesos. De esta manera, la influencia
de las NSLAB no puede generalizarse como positiva o negativa, sino que dependerd de las
especies y cepas presentes, su perfil enzimdtico y la expresién del mismo, su nivel en el alimento

y de las condiciones ambientales y de maduracion.

Con el fin de retener los beneficios de las NSLAB en cuanto a brindar tipicidad y profundidad
a la maduracién de quesos, a la vez que disminuir el riesgo de defectos y la inconstancia en la
calidad de estos productos, se ha propuesto el uso de fermentos adjuntos en queseria,

seleccionados a partir de cepas de origen NSLAB (EI Soda et al., 2000, Fox et al., 2000).

Los cultivos adjuntos, que también pueden denominarse de afinado o de maduracién, no deben
aportar a la acidificacién durante la elaboracién del queso, pero si crecer rdpidamente en la
cuajada para alcanzar niveles altos al comienzo de la maduracién (~ 107 — 1038 UFC/g) y
mantenerlos a lo largo de la misma. Deben contar con un perfil enzimdtico que contribuya a la
produccién de compuestos de interés que aporten al flavour y acelere la maduracién, y no deben
causar defectos (El Soda et al., 2000, Madkor et al., 2000). Son interesantes aquellas cepas
galactosa y citrato positivas que contribuyan a disminuir las fuentes de energia disponibles para
NSLAB adventicias, como también que promueven la formacién de compuestos antimicrobianos
como estrategia de biocontrol, con la finalidad de obtener productos de calidad satisfactoria y
constante. Resultan atractivas también aquellas cepas de NSLAB que poseen propiedades
probidticas, ya que suma al cardcter funcional del alimento (Bude-Ugarte et al., 2006; Burns et

al., 2012; Settanni & Moschetti, 2010).

Varias especies de lactobacilos meséfilos se aislaron como NSLAB a partir de diferentes tipos
de quesos, siendo las mds comunes las siguientes: Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus

paracasei, Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus, Levilactobacillus
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brevis y Lactobacillus curvatus. Asimismo, diversos estudios se llevaron adelante con la
incorporacién de estos lactobacilos mesdfilos con el fin de mejorar la protedlisis, generar atributos
sensoriales y disminuir la biota adventicia en diversos tipos de quesos como Cheddar (Lynch et
al., 1996; Shakeel-Ur-Rehman et al., 2000), Manchego (Gomez-Ruiz et al., 2008; Poveda et al.,
2014), Gouda (Van Hoorde et al., 2010), semiduros (Antonsson et al., 2003; Bergamini et al.,
2005; Milesi et al., 2009), entre otros. También se ha evaluado la incorporaciéon de cepas de origen
NSLAB con el objetivo de mejorar la textura y el sabor de quesos reducidos en materia grasa
como Cheddar (Broadbent et al., 2003), Edam (Tungjaroenchai et al., 2004) y Caciotta (Di Cagno
et al., 2014).

En el INLAIN se han aislado e identificado 22 cepas de lactobacilos mesdfilos de origen
NSLAB de quesos argentinos de buena calidad de las especies Lacticaseibacillus casei,
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus curvatus y Lactobacillus perolens (Bude- Ugarte et al., 2006). Algunas de estas
cepas produjeron cambios favorables cuando fueron incorporadas como fermentos adjuntos en
queso Cremoso (Milesi et al., 2008; 2009; Peralta et al., 2020). El estudio y la caracterizacién de
cepas autdctonas para su uso como adjuntos en quesos de gran consumo en nuestro pais como es

el Cremoso es de gran interés para las industrias.

3. Uso de tecnologias de membrana en queseria

En los dltimos 50 afios, las tecnologias de membranas revolucionaron la industria lictea y
permitieron mejoras en la eficiencia de la planta, aumentos en el rendimiento del queso, desarrollo
de procesos continuos, como también posibilidades de nuevos productos (Mistry & Maubois,

2017).

La funcién primordial de una membrana es actuar como barrera selectiva, dando como
resultado una concentracién selectiva (retentado) al permitir el paso de determinados
componentes (permeado) de una dada corriente de alimentacién. La filtracion por membrana es
un proceso de filtracién tangencial en la que la corriente de alimentacién, que circula auna presion
y velocidad que garantice el régimen turbulento, ingresa paralela ala membrana, donde el material
retenido es rdpidamente removido con el objetivo que se mantengan libres los poros de la
membrana (Meinardi et al., 2022). La selectividad de los componentes forzados a pasar a través
de la membrana porosa semipermeable estd relacionada con las dimensiones de la molécula o la
particula de interés y el tamafo de poro de la membrana y el material de la misma (Cheryan,
1998). En contraste a este proceso de filtracidon tangencial, en la filtracién convencional la
suspension a filtrar ingresa en forma perpendicular al material poroso para que las particulas

retenidas se acumulen formando un depdsito que favorece la calidad de la filtracién. En la Figura
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3 se muestra un esquema del funcionamiento de un mdédulo de filtracion convencional y

tangencial (Bylund, 2015).

<u§;3muaqu

Retenido

OO et Depésito | w j

Membrana ((ﬂq\ o\“‘ Permeado

Figura3. Esquema del funcionamiento de los médulos de filtracién convencional (A) y tangencial (B).
Figura modificada de Meinardi et al., 2022.

Los diferentes procesos de filtracion por membrana incluyen &smosis inversa (OI),
nanofiltraciéon (NF), ultrafiltraciéon (UF) y microfiltracion (MF). Cada uno de estos procesos tiene
caracteristicas propias que lo hacen apto para algunas aplicaciones, pero no para los demas. En la
Figura 4 se incluyen estos cuatro procesos y los principales componentes de la leche puestos en
juego (Bylund, 2015). Se muestra una escala que indica las dimensiones aproximadas de los
componentes de la leche y el tamafio de poro de las membranas. Como ejemplo, se representd
mediante una linea roja una alternativa del didmetro de corte de la membrana de microfiltracién

utilizada para sanear la leche, y la fraccién retenida y permeada.

Las tecnologias de membrana tienen una amplia gama de aplicaciones en la industria lctea,
en las que se incluyen la extensiéon de la vida util de la leche mediante el saneamiento por
eliminacion de bacterias y esporas, eliminacion de la grasa en concentrados de suero,
desmineralizaciéon de suero, estandarizacion de los componentes principales de la leche,
fraccionamiento, concentraciéon y purificacion de distintos componentes de la leche,
especialmente proteinas lacteas, entre otras (Brans et al., 2004; Hu & Dickson, 2015; Kumar et
al., 2013; Mistry & Maubois, 2017; Pouliot, 2008; Ozer & Tamime, 2013). Las ventajas
adicionales de la estandarizacién de la leche destinada a queseria mediante UF son un mejor
control del proceso debido a la materia prima estandarizada, la posibilidad de disminuir la
cantidad de aditivos en el procesamiento y una calidad mds uniforme del producto terminado
(Guinee et al., 1994). La estandarizaciéon del nivel de proteina de la leche de queseria también

reduce las variaciones estacionales en la composicién de la leche (Papadatos et al., 2003). Las
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diferentes aplicaciones estdn relacionadas con el tamafio de poro de las membranas y su

configuracion.

Tamafiode | 0,0001 0.001 0.01 0.1 1.0 10 100

particula (um)
|Pr0teinas de suero | | Globulo gipso | | Levaduras
Componentes - - p -
- Sales Micelas de caseina Bacterias
de la leche - | | | |

| Lactosa || Vitaminas | <_F1‘acc1011 Fraccion
permeada | retenida

L

Procesos de | UF | | Filtracion convencional

separacion |
| ME |

Figura 4. Procesos que utilizan tecnologia de membrana (OI: ésmosis inversa, NF: nanofiltracién, UF:

ultrafiltraciéon y MF: microfiltracién), y su relacion con los principales componentes de la leche. Figura
modificada de Meinardi et al., 2022.

Configuracion de la membrana

Existen diferentes configuraciones bdsicas de membranas entre las cuales se encuentran:
tubular, fibra hueca, placa y marco, y bobinado en espiral (Cheryan, 1998; Maubois & Brulé,
1982).

Especificamente la de formato espiral es la que el INLAIN incorporé en su planta piloto. Este
tipo de membrana es la mds utilizada en las industrias ldcteas y alimentarias en general y también
es la mas econémica. Esta configuracion (Figura 5) consiste en membranas de ldmina plana con
espaciadores envueltos alrededor de un tubo colector de permeado perforado (Cheryan, 1998).
Los espaciadores tienen el objetivo de promover la turbulencia, minimizando asi el
ensuciamiento, aunque a veces se experimentan dificultades de limpieza y desinfeccion,
especialmente cuando se recirculan retenidos altamente viscosos. Ademads, tiene la particularidad
que el soporte y el disefio general permite el funcionamiento a altas presiones transmembrana sin
dafar la misma. Cuando la corriente de alimentacién ingresa y pasa por la superficie de la
membrana, el permeado se dirige en espiral hacia el centro del tubo para su salida

(https://www.life-memory.eu/koch-membrane-systems#).

En los ultimos afios se disefiaron mejoras en los componentes de la membrana, como el

desarrollo de membranas minerales y cerdmicas.
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Configuracion membrana espiral
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Figura 5. Configuraciéon interna membrana espiral. Figura modificada de https://www.life-
memory.eu/koch-membrane-systems#

El procesamiento de la leche con tecnologias de membranas de diferente tamafio de poro hace
posible estandarizar las leches con contenidos precisos de caseina, grasa, proteina sérica y lactosa
(Johnson & Lucey, 2006). En la industria quesera, las membranas también permiten aumentar el
rendimiento y la calidad del queso, como también disminuir el volumen de suero al usar leche
concentrada en la elaboracion. Segiin el didmetro de corte de la membrana (tamafio de los poros)
utilizada, se pueden presentar dos alternativas (Kumar et al., 2013) como se mencionan a

continuacion:
3.1. Microfiltracion

La microfiltracién es un proceso que separa selectivamente particulas con un peso molecular
superior a 200 kDa (Mistry & Maubois, 2017). Segtin el tamafio de poro de la membrana (entre
0,1 y 5,0 um) los componentes de la leche eliminados incluyen células somadticas, glébulos de
grasa, bacterias (Saboyainsta & Maubois, 2000), componentes agregados del suero (Maubois et

al., 2001), B-caseina (Terré et al., 1987) y B-lactoglobulina (Morgan et al., 1997).

Las membranas que se utilizan generalmente para microfiltrar la leche son de material
cerdmico o polimérico, siendo estas ultimas las menos costosas pero de menor vida util y
resistencia a productos quimicos y temperatura (Cheryan, 1998). En particular, las membranas
cerdmicas tienen una distribucién de tamafio de poro mds estrecha que las poliméricas, lo que
otorga una mayor capacidad para retener particulas con didmetros mayores que un tamafio de poro

determinado (Brans et al., 2004).

Las membranas de MF con tamafio de poro de 0,1 a 0,3 um (generalmente de material

cerdmico) se utilizan para la produccién de concentrados de caseina micelar debido asu capacidad
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de separar las caseinas de las proteinas de suero; la caseina micelar constituye una materia prima
interesante para la produccién de quesos (Hurt et al., 2010; Nelson & Barbano, 2005; Neocleous,
2002; Zulewska et al., 2009). Cabe destacar que la aplicaciéon de esta filtracién a leche permite
obtener como permeado un suero libre del caseinomacropéptido con muchas mds aplicaciones

que un suero de queseria convencional (Bacher & Kgnigsfeldt, 2000).

Otra de las aplicaciones mads importantes de la microfiltraciéon es la del saneamiento de la
leche. Para esto se utilizan membranas de un tamafio de poro de 1,4 pm ya que separa la mayoria
de los microorganismos de los principales componentes de la leche (Meinardi et al., 2022). De
todas maneras, hay una pequefia disminucién de los sélidos totales y las proteinas en el permeado,
lo que se atribuye a que algunas micelas de caseina no llegan a atravesar la membrana. Sin
embargo, la MF de la leche con estas membranas no afecta los pardmetros de coagulacién ni
tecnoldgicos en elaboraciones de quesos. Si bien esta tecnologia se utiliza para sanear la leche,
no garantiza la ausencia de patégenos, por lo que la leche microfiltrada se debe pasteurizar para
su consumo; se ha reportado que la MF y pasteurizacion puede extender la vida ttil de una leche
hasta 90 dias en condiciones de refrigeraciéon (4—5 °C) (Caplan & Barbano, 2013). Ademads, la
microfiltracién elimina los esporos, por lo que el uso de leche microfiltrada para elaboraciones de
quesos duros soluciona los defectos de hinchazén tardia, asociados a la actividad metabdlica de
esporulados. Asimismo, también elimina gran parte de las NSLAB, lo que puede ser ventajoso en
la mayoria de los casos para un mejor control de la maduracién, pero que también puede traer
problemas en quesos en los que el aporte de este grupo microbiano es importante (McSweeney et
al., 1993). Existen otras aplicaciones con membranas cerdmicas de tamafio de poro de 1,4 pm
como lo reportaron Guggisberg et al. (2015), con el objetivo de eliminar microparticulas de la
leche destinada a queseria, las cuales son imprescindibles para la formacion de ojos en quesos.
De esta manera, esta tecnologia seria potencialmente aplicable para tratar leche de queseria y

asegurar la ausencia de ojos en quesos de masa cerrada.
3.2. Ultrafiltracion

Las membranas de ultrafiltracion tienen un tamafio de poro menor a las de microfiltracién y
permiten separar selectivamente moléculas con peso molecular entre 1000 a 200000 Da. El
permeado obtenido luego de ultrafiltrar la leche contiene agua, lactosa, minerales solubles,
nitr6geno no proteico y vitaminas solubles en agua, mientras que en el retenido aumentan las
proteinas, grasas y sales coloidales en proporcién a la cantidad de permeado eliminado (Glover,

1985; Maubois et al., 1969; Maubois & Mocquot, 1971).

Se ha informado que esta tecnologia proporciona algunas ventajas adicionales en la
estandarizacion de la leche de elaboracion de quesos, tales como: el aumento de los sélidos totales

de la leche lo que conlleva a un aumento en el rendimiento quesero y una disminucién de los
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costos de produccién en términos de energia y equipamiento, la reduccién de coagulante y cultivo
iniciador por la buena capacidad de coagulacién enzimdtica de la leche UF, y el aumento del valor
nutricional debido a la incorporacién de las proteinas de suero en el queso, entre otras (Lipnizki,

2010).

La UF se clasifica en tres categorias segin el factor de concentraciéon volumétrico (FCV)
utilizado: bajo (FCV:1,2-2,0), medio (FCV:2-5) o alto (FCV>6-7); este factor indica cudntas
veces se ha concentrado el retenido en relacion a la corriente de alimentaciéon (Mistry & Maubois,
2017). La més utilizada es la UF de bajo factor de concentracién (< 2), que permite mantener
uniforme la composiciéon de la leche a lo largo del afo, eliminando la variacién estacional
(Soodam & Guinee, 2018). Al utilizar esta metodologia se obtiene una materia prima concentrada
lo que conlleva generalmente a una mejora de la coagulacién, con un incremento de la dureza del
codgulo, menores pérdidas de caseina en el suero y un aumento de la incorporacién de proteinas
de suero en el queso. Todos estos cambios contribuyen a maximizar el rendimiento de la planta
quesera (Banks, 2007; Pouliot, 2008). Govindasamy—Lucey et al. (2004; 2011) realizaron
estudios sobre el efecto del uso de retenidos de UF de baja concentracion de leche en frio sobre
la coagulaciéon y propiedades del queso Parmesano y Suizo y demostraron un menor tiempo de
corte durante la elaboracién, un mayor rendimiento quesero y similares atributos de calidad
cuando se trabajé con leche adicionada de retentados de UF en comparacién con el uso de leche
sin concentrar. A niveles mas altos de concentracion, el codgulo es extremadamente firme y dificil
de manejar y, como consecuencia, las pérdidas de grasa en el suero pueden ser altas (Banks,
2007). El FCV méaximo alcanzable por ultrafiltracién es de aproximadamente 7 para la leche
entera, alcanzando directamente el contenido de sélidos totales del queso por lo que no es
necesaria la expulsiéon de suero, con excepcion de las variedades mds duras, ya que sus protocolos
requieren un drenaje posterior (Fox et al., 2017). Algunos autores han elaborado quesos a partir
de estos retentados con altos factores de concentracion, denominados también prequeso liquido
(Lo & Bastian, 1998; Qvist et al., 1987). Estos ultimos autores incorporaron ademds del
tratamiento con membranas, la desnaturalizacién de las proteinas de suero mediante tratamiento
térmico (72 °C - 17 s 0 85 °C - 17 s) en la elaboracién de queso Havarti resultando quesos con
mayor contenido de humedad y de proteina de suero recuperadas con respecto al control. La leche
UF con un FCV: 6 permiti6 aumentar el rendimiento de queso tipo Camembert industrial bajo en
grasa; sin embargo, se observd una maduracion mads lenta y defectos superficiales, que se
atribuyeron a una capa mineral de fosfato de calcio que actuaba como barrera de la difusién del
lactato que causaron una alteraciéon en el metabolismo y el crecimiento del hongo Penicillium
camemberti en la superficie (Hannon et al., 2009). Los problemas de maduracién fueron
atribuidos a la mayor concentracion de proteinas de suero y al aumento de la capacidad buffer

que provocé un aumento del pH y redujo la solubilidad del calcio y el fésforo que se depositaron
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en la superficie. Para contrarrestar estos inconvenientes y obtener quesos con una calidad
sensorial similar a los tradicionales, se propuso acidificar la leche. Hannon et al. (2006)
observaron que la reduccién del pH (de 6,6 a 5,2) durante la coagulacién en queso UF indujo ala
lisis mds temprana de los cultivos iniciadores, provocando la liberacién de enzimas intracelulares
en la matriz del queso y, como consecuencia, aumentaron la tasa de protedlisis del queso. Es
importante destacar que la elaboraciéon de queso con retenidos de alta concentracion implica el
uso de equipos especializados para lograr una mayor sinéresis de la cuajada que permita alcanzar

el contenido final de sélidos totales del queso (Guinee et al., 1995; Spangler et al., 1991).

Para obtener productos equivalentes a aquellos obtenidos con leche sin concentrar, la
tecnologia quesera debe adaptarse segtn la concentracién de la leche ultrafiltrada utilizada. Para
ello es necesario conocer la composicion de la leche enriquecida, su comportamiento en la
coagulacién, e investigar la influencia del incremento de la concentracién en los eventos que

ocurren durante la maduracion.

4. Leche de elaboracién: composicion, propiedades de coagulaciéon y rendimiento
quesero

4.1. Composicion de la leche. Micelas de caseina

La leche destinada a la fabricacion de queso debe presentar una buena aptitud para la
coagulacion y formacién del gel, por lo es importante que posea una adecuada composicién. La
composicién de la leche depende de muchos factores, dentro de los cuales podemos mencionar la
genética y la salud del animal, el manejo del rodeo, la estacién del afio y la etapa de lactancia,
entre otros (Farkye, 2004). Entre el quinto y sexto dia luego del parto, la secreciéon de la glindula
mamaria ya presenta las caracteristicas propias de la leche madura, cuya composicién promedio
es 3,5 % de proteinas (caseina: 2,35 %, albiminas: 0,45 %, globulinas: 0,70 %), 3,60 % de grasa,
0,75 % de sales y 4,50 % de lactosa (Meinardi et al., 2022). Las caseinas estdn organizadas en
estructuras micelares, cuyas propiedades determinan su comportamiento frente a la coagulacién.
Dichas micelas son particulas coloidales compuestas por un complejo entramado heterogéneo de
proteinas individuales (osi-, Os2-, B- y k) unidas a través de interacciones hidrofébicas y fosfato
de calcio formando agregados altamente hidratados. El tamafio promedio de las micelas de
casefna es de 150 a 200 nm de didmetro (Dalgleish et al., 2012; Fox & Brodkorb, 2008), aunque
éste estd influenciado por la estacion del afio, el periodo de lactancia y la variacién individual
entre las vacas (De Kruif & Holt, 2003). Las diferentes caseinas que forman la micela no estdn
distribuidas uniformemente por toda la particula, siendo la k-caseina la que estd ubicada
principalmente en la superficie de la micela, probablemente junto con o-caseinas. Esta
distribucién obedece a las diferencias de sensibilidad de las caseinas individuales al calcio, siendo

la a- y B-caseina sensibles, mientras que la k-caseina es no sensible. La estructura micelar permite
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alojar grandes cantidades de calcio sin que ocurra la precipitacién (Miiller-Buschbaum et al.,
2007). Es por ello que el calcio resulta esencial para la estabilidad de las micelas y el aumento del
contenido de calcio amplifica las interacciones dentro y entre las particulas primarias de caseina,

lo que endurece las micelas, como lo describen Lucey & Horne (2018).

No todas las leches presentan buenas aptitudes casearias ya que algunas coagulan lentamente
dando lugar a geles blandos que tienden a fragmentarse en granos muy finos, generando cuajadas
que retienen una humedad elevada, siendo su maduracién muy dificil de controlar. Por este
motivo resulta interesante poder conocer las propiedades de coagulacion de las leches y la

influencia de distintos factores, entre ellos la concentracion de la leche.
4.2. Coagulacion de la leche

Las proteinas de la leche, en particular las caseinas, cumplen un rol fundamental en la
coagulacion de la leche destinada a queseria. El papel clave de la k-caseina se debe a su estructura
y disposicion, ya que tiene dos regiones distintas: una region hidrofébica que se ubica hacia el
interior de la micela, y una region que se orienta hacia el medio acuoso descripta como “pelo
hidrofilico”. Estos fragmentos hidrofilicos forman una capa cargada e hidratada que estabiliza la
micela y previene su agregacion, debido a su contribucién al potencial z (-20 mV) y a la

estabilizacién estérica (Dalgleish et al., 2012).

La accién enzimdtica de la quimosina permite la desestabilizacién de la micela por escindir
especificamente el enlace peptidico Phe105-Met106 de la k-caseina ubicado en el extremo C-
terminal. Por esta accion, la k-caseina pierde la region hidrofilica, que una vez hidrolizada se
denomina caseinomacropéptido (CMP) (Skeie, 2007). Cuando esto ocurre, el CMP se difunde al
suero y su influencia estabilizadora se pierde, generando que las fuerzas repulsivas entre las
micelas sean menores, lo que posibilita su mayor proximidad. En simultdneo, y una vez que la
concentracion de micelas escindidas superd la concentraciéon critica de coagulacién, es decir la
minima concentracion de particulas para inducir la coagulacion (Hsu & Liu, 1998), las micelas
comienzan a agregarse. Esta agregacion se produce a través de interacciones hidrofébicas en
presencia de calcio i6nico que actiia entrecruzando las micelas ya escindidas a través de residuos
de fosfato de serina, o simplemente por neutralizacién de carga (Kethireddipalli & Hill, 2015;
Sandra et al., 2013). El fosfato de calcio coloidal es esencial para la coagulacién, pero puede ser
reemplazado por un aumento de iones calcio, por el agregado de CaCl» (Fox, 2017). La red
formada presenta estructura de gel y mantiene atrapados glébulos de grasa, bacterias, y la fase
acuosa, en la que se encuentran disueltas lactosa y minerales. El tiempo de coagulacion es el
resultado de estos dos procesos superpuestos: protedlisis y agregacion. Esta red formada es
irregular y los poros permiten el flujo de liquido en la matriz, por lo que comienza la fase de

sinéresis. La misma se basa en la reorganizaciéon de la red, el gel se contrae por pérdida de liquido
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acompaifiado de fuertes aumentos en la viscosidad y en la firmeza (Fox, 2016; Skeie, 2007). En el
momento del corte del gel, la reorganizacién y la contraccién de las particulas de cuajada se
aceleran, ya que la estructura se corta en pedazos y se debe hacer una nueva estructura dentro de
cada particula de cuajada. Esto da como resultado la separacién de una parte de la fase acuosa,
denominado suero de queseria y el endurecimiento de las particulas de la cuajada (Dejmek &
Walstra, 2004; Fox et al., 2004; Horne & Banks, 2004; Walstra et al., 2005). EI tiempo de corte
y la firmeza de la cuajada dependen de la velocidad de reorganizacién y contracciéon de las
particulas como de la velocidad de sinéresis. Durante la elaboracién del queso, como se ha
mencionado anteriormente, las bacterias lacticas adicionadas fermentan la lactosa a acido lactico,
provocando una reduccién del pH, lo que incrementa la actividad del coagulante y la sinéresis del
codgulo formado. Ademds, la disminucién del pH provoca la pérdida de fosfato de calcio coloidal
desde las micelas de caseina al suero de la leche, ya que se altera el equilibrio salino. Esto conduce
a que los enlaces entre moléculas de caseina sean mds débiles generando una estructura maés
abierta dentro de las micelas de caseina, y permite que la enzima coagulante pueda comenzar su
accion sobre las otras caseinas, especialmente la caseina asi (Skeie, 2007), como se mencioné en

el apartado de protedlisis.

Las propiedades reoldgicas y el rendimiento quesero estdn también fuertemente influenciadas
por el proceso de coagulacién. Una cuajada més firme retiene mejor los componentes de la leche,
aumentando el rendimiento quesero y, por lo tanto, la rentabilidad de la produccién (Hovjecki et
al., 2022), hasta cierto punto que una vez superado puede traer inconvenientes (por ejemplo,

pérdida de materia grasa en el suero).
4.3. Factores que afectan los parametros de coagulaciéon de la leche

Los factores que afectan la coagulaciéon de leche de vaca han sido ampliamente estudiados
(Lomholt & Qvist, 1999; Lucey, 2002; Nijera et al., 2003; Panthi et al., 2019). En la Figura 6 se
puede observar la influencia de algunos de estos factores y el nivel de influencia en la fase de
escision y en la fase de agregacion. Una leche presenta una buena aptitud para la coagulacion
cuando coagula rapidamente en presencia de la enzima coagulante y forma un codgulo firme y
desuera con facilidad generando una cuajada de textura y composiciéon adecuadas que, tras la

maduracion, da lugar a un queso de buena calidad (Fox etal., 2017).
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Factor Fase de escision  Fase de agregacion  Grafico
Temperatura de coagulacién + ++ A
pH +++ - B
Concentracion de calcio - +++ C
Pretratamiento térmico de la leche ++ ++++ D
Concentracion de la enzima coagulante ++++ - E
Concentracion proteica + ++++ F
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Figura 6. Efectos de algunos factores sobre el tiempo de coagulaciénde la leche. Figura modificada de
Foxetal., 2016.

Concentracion de la enzima coagulante: La primera fase de la coagulaciéon es una reaccion
enzimatica de primer orden cuya velocidad depende de la concentracién de la enzima (Upreti et
al., 2011). Un aumento en la cantidad de enzima afiadida a la leche acelera tanto la coagulacién
como el endurecimiento de la cuajada (Bencini, 2002; Hovjecki et al., 2022; N4jera et al., 2003).
Por otro lado, es importante tener en cuenta que la cantidad de enzima coagulante que se retiene
en la cuajada es proporcional a la cantidad que se afiade a la leche, impactando directamente en

la protedlisis durante la maduracién (Fox et al., 2017).
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Temperatura de coagulacion: La coagulacion de la leche muestra una alta dependencia de la
temperatura y el efecto de la temperatura depende del tipo de enzima (Fox et al., 2017). Se sabe
que la temperatura afecta tanto a la fase enzimdtica como a la de agregacién, siendo esta dltima
la mayormente afectada. Al aumentar la temperatura, la agregacién se produce a un nivel maés
bajo de hidrdlisis de la x-caseina (Uniacke-Lowe & Fox, 2017), disminuye el tiempo de
coagulacién hasta un minimo entre 40 y 45 °C y luego vuelve a aumentar por desnaturalizacion
de la enzima (Fox et al., 2017). Panthi et al. (2019) encontraron que al disminuir la temperatura,
el tiempo de coagulaciéon aumenté y la cuajada formada fue mds débil, y que a una temperatura
mds alta aument6 la fuerza de la cuajada. Estos investigadores también determinaron que la
formacién de una cuajada mds firme a una menor temperatura se puede alcanzar con un aumento

en la concentracién proteica.

Tratamiento térmico aplicado a la leche: Las caseinas son estables al tratamiento térmico de
la leche, mientras que las proteinas de suero se desnaturalizan. Esta desnaturalizacién provoca un
aumento en la cantidad de grupos sulfhidrilos libres con potencial de formar interacciones
protefna-proteina y generar uniones en la superficie de la micela de caseina (Anema & Li, 2003,
Taterka & Castillo, 2015). Estas interacciones pueden generar efectos positivos como negativos
ya que al estar desnaturalizadas pueden incorporarse a la cuajada incrementando el rendimiento
quesero, mientras que también debido a su interaccién con la k-caseina, afecta tanto la fase
primaria de la coagulacién como la de agregacion (Taterka et al., 2022). En general, el tiempo de
coagulacién se alarga y la cuajada es mds débil, generando quesos de textura y de sabor diferentes
a los tradicionales (Singh & Waungana, 2001). Una temperatura >72 °C afecta en forma negativa
la coagulacién y si este tratamiento es mas severo (>90 °C durante 10 min), la leche no coagula
por adicion de la enzima. Ademds, esta interaccion estd afectada por el pH de la leche.
Kethireddipalli et al. (2010) encontraron que el nivel maximo de unién de la proteina de suero de
leche desnaturalizada térmicamente a la superficie de la micela de caseina ocurre a pH ~ 6,3. La
tasa de agregacién de las micelas de caseina puede revertirse por acidificacién (pH 6,0-6,6), por
adiciéon de CaClL (Fox etal., 2017) o por concentracion de la leche por UF. Waungana et al. (1998)
estudiaron el efecto de un tratamiento térmico alto (140 °C - 4 s) antes y después de la
concentraciéon mediante UF y encontraron un aumento en el tiempo de coagulaciéon y una
disminucién en la fuerza del gel para las leches que fueron tratadas térmicamente antes del
proceso por membranas. Es posible que las interacciones entre la de B-lactoglobulina y la «-
caseina sean distintas, como también los equilibrios de los minerales dependiendo cudndo se

realiza el tratamiento térmico.

Nivel proteico: El aumento en el nivel proteico de la leche puede darse por agregado de polvos

lacteos (leche en polvo, proteinas de suero microparticuladas, caseinato de calcio, entre otros) o

por la eliminacién de agua (por evaporacién o por el tratamiento mediante membranas). Algunas
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de estas estrategias permiten incrementar el nivel proteico total, mientras que otras pueden
aumentar particularmente las caseinas o las proteinas de suero. En el caso de la MF, se reduce la
cantidad de protefnas de suero en la leche, aunque las de mayor masa molecular pueden quedar
retenidas (Jost et al., 1999) e inhibir la actividad de la quimosina en la tina (Neocleous et al.,
2002). Para el fendmeno de coagulacion, interesa la relaciéon coagulante/caseina ya que, como se
ha mencionado anteriormente, esta etapa conlleva tanto la hidrélisis de la k-caseina como la
agregacion de las micelas modificadas. El tiempo de coagulacién de la leche disminuye con el
contenido de proteina (2,0 a 3,0 % p/p) y aumenta con un mayor nivel (> 3,0 % p/p), cuando se
adiciona el coagulante por volumen; mientras que cuando se agrega por unidad de proteina,
disminuye al aumentar la concentraciéon de caseina (Fox et al., 2017). Sandra et al. (2011)
reportaron que la concentracién de la leche mediante UF no afectd la etapa primaria de
coagulacién cuando se utiliz6 una dosis de coagulante por volumen obteniendo tiempos de
coagulaciéon similares para las leches concentradas 3 y5 veces, mientras que la firmeza de la
cuajada si fue mayor para estas tultimas, lo que fue atribuido a la mayor proximidad entre las
micelas. A elevada concentracion, el tiempo de coagulacién viene determinado por la velocidad
de accién de la enzima y la firmeza de la cuajada es mayor por el aumento de sélidos totales en
la cuajada. Daviau et al. (2000) informaron que en la leche concentrada (mayor cantidad de
sOlidos totales) la paracaseina retiene una menor cantidad de humedad, los granos de cuajada son
menos amorfos y por ello es mas firme. En estos casos los canales de drenaje del suero estin mas
abiertos permitiendo su drenaje y favoreciendo la firmeza de la cuajada; por el contrario, un

codgulo mds blando, tendrd los canales estrechos y el flujo de drenaje serd menor.

pH de la leche: El pH 6ptimo de accion del coagulante en la leche es ~6,0 a4 a 30 °C (Fox et
al., 2017). Existen muiltiples factores que influyen en el pH final de la leche, y por ende en las
propiedades de coagulacién, entre los cuales se pueden mencionar: cantidad y tipo de cultivo
iniciador utilizado, adicién de CaCly, ajuste del pH mediante el agregado de 4cidos o acidégenos,
pH de la propia leche segiin el estado de salud del animal o la etapa de lactancia (Fox et al., 2017).
Algunos de los efectos mds importantes de la reduccién del pH de la leche son la disolucién del
fosfato de calcio micelar, la reduccion de la carga neta de la caseina y la disociaciéon de algunas
caseinas de las micelas (Horne et al., 2020; Schiffer et al., 2021). Como consecuencia de estos
efectos, cambian las propiedades de coagulacion. En este sentido, se ha informado que la
disminucién del pH (6,4 a 6,0) condujo a una reduccién del tiempo de coagulacién, un aumento
de la firmeza de la cuajada y de la sinéresis (Daviau et al., 2000). Por el contrario, el pH de la
leche mastitica es superior al fisiolégico, y se acerca al pH de la sangre (~7,4) debido a la mayor
permeabilidad del tejido provocada por esta patologia. Junto con otros factores asociados —menor

contenido de caseinas, alto recuento de células somaticas y actividad proteolitica incrementada—
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este cambio conlleva un tiempo de coagulaciéon mds prolongado que el de la leche de animales

sanos (Fox et al., 2017).

Concentracion de calcio: La concentracion total del calcio en la leche a pH normal es ~1200
mg/L, de los cuales 400 mg/L. se encuentra soluble y el resto en forma insoluble (Masotti et al.,
2020). La distribucién y el equilibrio del calcio se ven afectados por pardmetros como el pH o la
temperatura, alterando las caracteristicas de procesamiento de la leche (Guggisberg et al., 2022).
Por ejemplo, cuando la leche es almacenada a 4 °C, el fosfato de calcio coloidal se libera de las
micelas junto con la B-caseina, debido a la reduccién de las interacciones hidrofébicas. Estos
cambios son reversibles una vez que la leche se vuelve a calentar (Downey & Murphy, 1970;
Pierre & Brule, 1981). Por otro lado, el tratamiento térmico extensivo (>90 °C durante varios
minutos) da como resultado una transferencia del calcio soluble a la fase coloidal y una
disminucién concomitante del pH de la leche (Pouliot et al., 1989). Particularmente, para la
formacion de la red de micelas de caseina modificadas por la accién de la enzima coagulante, la
presencia de iones calcio en cantidad suficiente es indispensable para su formacion, ya que las
uniones se dan mediante el fosfato de calcio coloidal que estd unido a los residuos de serina
fosforilados de la caseina (Gaucheron, 2005). Las leches pobres en calcio coagulan dificilmente
y dan lugar a geles blandos, sin firmeza. Es una prictica comin en tecnologia quesera la adicién
de CaCl: a la leche, sobre todo cuando esta ha sido pasteurizada. Este agregado de calcio a la
leche de elaboracion (0,02 % p/v) provoca un aumento en la concentraciéon de calcio soluble y de
fosfato de calcio coloidal y trae aparejado una disminuciéon del pH de la leche en ~0,05-0,1
unidades, dependiendo del nivel de proteina. A su vez, mejora las propiedades de coagulacién
(reduce el tiempo de coagulacién y aumenta la firmeza de la cuajada), aunque al agregar calcio
en mayor proporcion, la firmeza de la cuajada se estabiliza y disminuye cuando la concentracién
de calcio > 0,1 % p/v. A su vez, la disminucion del tiempo de corte cuando el calcio estd en mayor
nivel puede deberse a la interaccién de estos iones en exceso con los grupos carboxilo cargados
negativamente de la paracaseina, aumentando la carga positiva de la caseina, haciéndola menos

propensa a la agregacion (Fox et al., 2017).

Los diferentes parametros mencionados influyen en las propiedades de coagulacién de la leche
que afectan directamente el rendimiento y la calidad de los quesos (Pretto et al., 2011) tanto a
nivel de laboratorio como industrial (Troch et al., 2017). Por lo tanto, son relevantes para las
industrias queseras, especialmente en paises como el nuestro donde se destinan grandes

cantidades de leche a la produccién de quesos.
4.4. Rendimiento quesero

El rendimiento quesero es importante ya que es un indice que representa la eficiencia del

proceso (cantidad de queso obtenido a partir de una determinada cantidad de leche). También es
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interesante para evaluar la utilidad de nuevos desarrollos tecnoldgicos a pequeiia escala.
Generalmente el rendimiento quesero se expresa como "kg de queso por 100 kg de leche". Sin
embargo, uno de los factores mds importante que afecta el rendimiento del queso es la
composiciéon de la leche, particularmente las concentraciones de grasa y caseina; este aumenta
linealmente con las concentraciones de grasa y caseina en la leche bovina, siendo el grado de
aumento con la caseina mayor que con la grasa. Por este motivo, la expresion de rendimiento
quesero no permite comparar elaboraciones de quesos a partir de leches de distinta composicién
(Fox et al., 2017). En este caso, se suele calcular un rendimiento ajustado teniendo en cuenta los
niveles de materia grasa y proteina de la leche experimental y la leche control facilitando una
comparacién significativa de los rendimientos de una variedad de queso dada de diferentes
industrias y de diferentes etapas de la temporada de elaboraciéon del queso (donde la composicién
de la leche cambia estacionalmente), como también para comparar quesos obtenidos con leches

concentradas y sin concentrar (Guinee et al., 2006).

Diferentes estrategias se pueden utilizar para incrementar el rendimiento quesero, entre las que
se encuentran el aumento de sdlidos de la leche de elaboracién, disminucién de pérdidas en el
suero mediante mejoras en la coagulaciéon y manejo de la cuajada, incremento de la retenciéon de
proteinas de suero en la cuajada, mayor retencién de agua, uso de coagulantes mads especificos y
menos proteoliticos, entre otros (Farkye, 2004). El agregado de polvos lacteos o la concentraciéon
de la leche mediante filtracion por membranas (UF) son algunas de las estrategias que pueden
incrementar el rendimiento quesero. Es importante tener en cuenta que la diferente composicion
de estas leches concentradas conduce a cambios en la coagulacién, por lo que el proceso se debe

ajustar para obtener quesos de buena calidad y asegurar un incremento del rendimiento.

Ultrafiltracion. El uso de la ultrafiltracion (UF) en la elaboracién de queso se ha perfeccionado
desde que Maubois et al. (1971) introdujeron la técnica. Al concentrar la leche indefectiblemente
aumenta la capacidad de produccién de las plantas queseras y el rendimiento del queso. Como ya
fue explicado anteriormente, durante la ultrafiltracién, solo el nitrégeno no proteico atraviesa la
membrana (alrededor del 5% de las sustancias nitrogenadas de la leche), mientras que todas las
proteinas de la leche, ya sean caseinas o proteinas solubles, permanecen en el retenido y gran
cantidad finalmente en el queso, ya que la sinéresis en la elaboracién de quesos a partir de leche

concentrada disminuye por lo que quedan atrapadas en la cuajada (Mistry & Maubois, 1993).

Polvos Ldcteos. El agregado de polvos lacteos puede ser una buena estrategia para incrementar
el rendimiento por su aporte de proteinas y grasa. Sin embargo, estos polvos pueden aportar otros
compuestos, como la lactosa, que puede traer problemas en la maduracion, ya que la misma puede
ser utilizada como fuente de energia por microorganismos alterantes. Por otro lado, las
propiedades de coagulacion pueden ser afectadas negativamente dependiendo el tratamiento

térmico utilizado en la obtencién de los polvos adicionados. Uno de los polvos licteos mas
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utilizados es leche en polvo descremada (LPD), la cual se clasifica de acuerdo al tratamiento
térmico aplicado antes de la evaporacién y el secado como de temperatura baja, media o alta
(Martin et al., 2007). Los tratamientos térmicos tipicos son de 70 a 72 °C durante 15 s para LPD
de bajo tratamiento y de 120 °C durante 60 a 120 s, o 90 °C durante 300 s para LPD de alto
tratamiento térmico (Kelly et al., 2003). Esta ultima se utiliza como ingrediente en productos de
panaderia, leche condensada, entre otros (Aitken et al., 1999; Stewart et al., 2017); mientras que
la de bajo tratamiento se puede usar en la elaboracion de queso para estandarizar los sélidos
lacteos (Patel et al., 2007). Lin et al. (2018) investigaron los cambios en las caracteristicas
fisicoquimicas y de procesamiento de la leche de bajo y alto tratamiento térmico y encontraron
que esta ultima tenfa niveles mds altos de desnaturalizacién de las proteinas de suero, y un
marcado deterioro de la aptitud a la coagulacién. Brito et al. (2000) estudiaron el rendimiento
quesero de queso Maribo con leche adicionada de LPD de medio tratamiento térmico y
observaron que al aumentar los sélidos totales no grasos de la leche, el rendimiento del queso
aumenté proporcionalmente. Por otro lado, para la produccién de quesos reducidos en materia
grasa, se utilizan proteinas de suero microparticuladas como sustituto de grasa. Este polvo se
obtiene por desnaturalizacion mediante tratamiento térmico y mecédnico en condiciones &4cidas
moderadas, para obtener particulas con un tamafio entre 0,5 um y 3,0 um, rango similar al de los
glébulos grasos (Ipsen, 2017; Liu et al., 2016). La composicién depende del producto utilizado,
por ejemplo el producto Dairy-Lo contiene ~35 % p/p de proteina (Aryana & Haque, 2001;
Zalazar et al., 2002), mientras que Simplesse D100 tiene ~53 % p/p de proteina (Romeih et al.,
2002; Schenkel et al., 2013). Estas microparticulas son solubles en agua y contribuyen a
inmovilizar y estructurar la fase de humedad en el queso al atrapar mecdnicamente el agua,
impartiendo una sensacién de lubricidad y cremosidad (Ipsen, 2017; Romeih et al., 2002).
Ademads de aportar al aumento proteico de la leche y por consiguiente al rendimiento quesero, el
mayor nivel de proteinas de suero también tiene un efecto positivo sobre el valor nutricional del

queso (Hinrichs, 2001).
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Objetivo general

Incorporar tecnologias de membrana y fermentos adjuntos para mejorar la calidad de quesos

argentinos.

Objetivos especificos

e Evaluar la microfiltracion mediante un filtro bolsa con tamafio de poro de 1 um como
estrategia para eliminar la presencia de nicleos capilares en la leche y asi inhibir la formacién de

0jOs en quesos.

e Evaluar la influencia de cepas autdctonas de lactobacilos mes6filos (origen NSLAB) en la
maduracién de quesos y su contribuciébn para evitar la aparicion del defecto de formacién

indeseable de ojos

e Evaluar el impacto de la concentracion de la leche de queseria mediante ultrafiltracién o
adicién de polvos lacteos (leche en polvo descremada y proteinas de suero microparticuladas), en

las propiedades de coagulaciéon y rendimiento quesero.

e Determinar el impacto del uso de leche concentrada por UF y agregado de polvos lacteos en

la elaboracién y perfiles de maduracién de queso Cremoso a escala laboratorio.

e Determinar el impacto del uso de leche enriquecida con Leche en Polvo Descremada (LPD) y
la utilizaciéon de fermentos adjuntos en la elaboracién, perfiles de maduracién y propiedades

sensoriales de queso Cremoso.
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Capitulo 1

Evaluaciéon de un método de microfiltracién accesible para

prevenir la formacion de ojos en los quesos

57



Capitulo 1

1. Introduccion

En nuestro pais, la formacion indeseable de ojos es uno de los defectos mds frecuentes en
quesos blandos y semiduros que deben presentar una masa compacta y cerrada (Quiberoni et al.
2008). Este defecto aparece alrededor de la segunda o tercera semana de maduracién y puede
afectar negativamente a los quesos incluso después de su salida al mercado. Los ojos no deseados
en este tipo de quesos se atribuyen generalmente a la presencia de microorganismos adventicios
(NSLAB), generalmente cepas de leuconostoc y lactobacilos heterofermentantes, que pueden
producir gas (CO2) a partir de la fermentacién de lactosa, galactosa y/o de citrato (Giménez et al.
2021; Porcellato et al. 2015; Quiberoni et al. 2008). La presencia de sustratos fermentables y
microorganismos con capacidad de producir CO2, junto con condiciones ambientales favorables
para la expresién de las actividades enzimaticas involucradas, son condiciones necesarias para la
producciéon de gas (Porcellato et al., 2015). Los quesos con este defecto, incluso si no
comprometen la seguridad, son rechazados por los consumidores, por lo que son comercializados

a un precio menor o se reprocesan en queso fundido, provocando graves pérdidas econdmicas.

Por otro lado, la formacién de ojos es un rasgo particular de muchas variedades de queso como
los quesos tipo suizos, caracterizados por ojos tipicos causados por la fermentacién propidnica, o
quesos holandeses, en los que son frecuentes pequefios ojos debido a la produccién de gas por
bacterias lacticas heterofermentantes. En estos casos, el ndmero, el tamafio y la distribucién de
los ojos son pardmetros de calidad fundamentales, para cuyo andlisis se dispone de diversas
técnicas (Diisterhoft et al., 2011; Guggisberg et al., 2015; Huc et al., 2014; O'Sullivan et al., 2016;
Porcellato et al., 2015).

1.1. Evaluacion de la formacion de ojos por un método no destructivo

En los quesos tipo suizo, las bacterias propidnicas incorporadas en el fermento de queseria
metabolizan el lactato y producen CO2 que da lugar a la formacién de ojos caracteristicos, ademds
de 4cido propidnico y otros compuestos que influyen en el flavor (Bachmann et al., 2011). La
elaboraciéon y maduracién de este tipo de queso es una de las mds complejas ya que una gran
cantidad de pardmetros deben ser estrictamente controlados para obtener una textura adecuada
que permita, entre otros factores, una buena formacién de ojos, sin el desarrollo de defectos
(Furtado, 2008; Polychroniadou et al., 2001). De esta manera, es indispensable el control de su
produccién y evolucién durante la maduracién. Sin embargo, una vez que la cuajada se moldea
es imposible examinar directamente lo que sucede dentro de la horma del queso. El control de
este proceso se realiza tradicionalmente escuchando el sonido producido cuando se golpea
suavemente la superficie del queso con un martillo especial o inspeccionando visualmente la masa
del mismo luego del corte o muestreo de la horma; estas metodologias son imprecisas y no
cuantitativas, dependen de la experiencia del evaluador y, ademds, las tltimas implican la

destruccién del queso (Guggisberg et al., 2015).
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En los dltimos afios, varias metodologias no destructivas, tales como la tomografia computada
de rayos X (TC), se han empleado con dicho propdsito (Huc et al., 2014; Guggisberg et al., 2013).
Los rayos X son radiaciones electromagnéticas cuya longitud de onda es del orden del Angstrgms
(10719 m) (Suetens, 2017a). Esta radiacion genera un mapa tridimensional del coeficiente de
absorcion de la muestra, es decir, de la atenuacion de los fotones debido a la interaccién de los
mismos con la materia, por lo que depende de la energia de los fotones y de los elementos que
componen la muestra (nimero atémico) (Suetens, 2017b). Esta interaccién (radiacién-muestra)
es registrada por los detectores a través de la radiacion transmitida luego de atravesar la muestra,
obteniéndose una serie de imdgenes radiograficas consecutivas, que son planos que representan
la distribuciéon del coeficiente de absorcién de la muestra en cada posicién (visualizada por la
intensidad del tono de gris) (Suetens, 2017b). Los datos adquiridos en la medicién se recopilan
en multiples direcciones, lo que permite hacer una reconstruccién tomogréifica para obtener un
modelo 3D virtual (Goy et al, 2014). El proceso de construccién de este modelo
(postprocesamiento) se inicia con la "segmentacién". La segmentacion es la accion de seleccionar
y resaltar las estructuras individuales, en este caso los 0jos y la masa del queso, en la serie de
cortes tomograficos. Este proceso de reconstruccién es la etapa més laboriosa del andlisis, ya que
depende de la cantidad de cortes y del contraste entre las diferentes zonas. En el caso particular
de los quesos, se tiene un buen contraste por las diferencias de densidad entre la masa y el aire,
es por ello que se pueden cuantificar y evaluar los mismos sin necesidad de destruir la horma
(Guggisberg et al., 2013). La manipulacién de estos datos con software adecuados permite
visualizar la distribucion y morfologia de los ojos y calcular determinados pardmetros de los
mismos como el tamafio, cantidad y volumen total (Schuetz et al., 2016); sin embargo, la exactitud
de esta herramienta depende en gran medida del correcto procesamiento de las imdgenes. En
comparaciéon con las radiografias convencionales, la TC permite una extracciéon precisa de la
informacién de profundidad y distancia a lo largo de la linea de proyeccion y tiene como ventaja
que el andlisis puede automatizarse y la cantidad de informacién accesible excede el potencial de
la radiografia (Schuetz et al., 2013). Si bien la aplicacién de la TC estd muy difundida como
herramienta de diagndstico en medicina, su uso en matrices alimenticias es mds reciente y
novedoso. Cabe resaltar que la energia suministrada por el tomdgrafo de rayos X es mil veces
mads baja que la necesaria para inducir la mutacién o muerte bacteriana, por lo que la aplicacién
de esta metodologia en alimentos fermentados no tendria influencia en la microbiota presente
(Huc et al., 2014).

1.2. Factores que influyen en la formacién de ojos y su control: nicleos

capilares y microfiltraciéon de la leche
La identificacién de los factores que influyen en el proceso de formacién de ojos ha sido

abordada en varios trabajos (Huc et al., 2014; Rehn et al., 2011); se pueden mencionar: presencia
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de microorganismos productores de gas y sustratos fermentables, condiciones ambientales
favorables para la actividad metabdlica gaségena, adecuada elasticidad de la masa de queso, y
presencia de nucleos capilares para la difusion del gas producido (Guggisberg et al., 2015). En
relaciéon a esto, Guggisberg et al. (2015) han demostrado que la produccién de CO:2 es una
condicién requerida pero no suficiente para el desarrollo de ojos en quesos y afirmaron que la
presencia de microparticulas de material vegetal (alfalfa seca) en la leche para la elaboraciéon de
queso es fundamental para la correcta formacién de ojos en el queso tipo suizo. Estas particulas
con estructura capilar sirven como “nucleos” o “sitios” en los que el CO2 se disocia del estado
soluble y se acumula como gas en la masa del queso. En trabajos previos ya se habia sugerido la
importancia de la presencia de nicleos, como las burbujas de aire microscOpicas atrapadas en la
cuajada (Martley & Crow, 1996) y las microparticulas sdlidas (Polychroniadou, 2001), para la
formacion de ojos. Del total de COz producido en un queso tipo suizo, la mitad permanece soluble
en la masa del queso, un gran porcentaje (33%) se pierde por la corteza y el resto (17%) podria
formar ojos en la masa del queso (Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007). Algunos tratamientos
aplicados a la leche de elaboraciéon, como la bactofugacion, la centrifugacion o la microfiltracion,
reducen el nimero de ojos, apoyando la hipdtesis de que se necesitan microparticulas para la
formacién de ojos, las cuales podrian ser total o parcialmente eliminadas por los tratamientos
mencionados (Frohlich-Wyder et al.,, 2017). En ausencia de estos nucleos, el CO2 producido
permanece disuelto o se pierde por difusidon a través de la corteza. Guggisberg et al. (2015)
utilizaron leche microfiltrada a través de membranas cerdmicas de 1,4 um de poro para elaborar
quesos tipo suizo con y sin adicién de microparticulas de material vegetal con estructura capilar
(alfalfa seca) de tamafio <100 pm. En todos los quesos obtenidos se produjo la misma cantidad
de COz. Sin embargo, solamente se formaron ojos en los quesos con agregado de microparticulas,
en ndmero y tamafio controlados por la cantidad de polvo de alfalfa afiadido. Por el contrario, no
se formaron ojos en los quesos con leche microfiltrada y sin adicion de microparticulas. De esta
manera, la microfiltracién tangencial demostrd ser una estrategia efectiva para eliminar todas las
microparticulas adventicias presentes en la leche de elaboracién y controlar de esta manera la

formacioén de ojos.

La prevencion del desarrollo indeseable de los ojos en algunas variedades de queso es un tema
interesante tanto para la industria como para los investigadores de nuestro instituto. Para ello,
diferentes estrategias han sido evaluadas dirigidas principalmente al control del desarrollo de
microorganismos indeseables (Giménez etal., 2021). El control de la presencia de microparticulas
que podrian actuar como nicleo de ojos, segiin lo demostrado por Guggisberg et al. (2015), podria
ser una alternativa adecuada. Sin embargo, las membranas cerdmicas y poliméricas de 1,4 um de
didmetro de poro no son comunes en nuestro pais. Ademds, la microfiltracién tangencial es

demasiado costosa para que los pequefios y medianos productores de queso la introduzcan en su
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proceso de elaboracion de queso para evitar el defecto de formacién indeseada de ojos. El objetivo
de este trabajo fue evaluar otro método de microfiltracién mas econémico y facilmente adaptable
para pequefias y medianas industrias queseras, la microfiltracién a través de un filtro bolsa con
tamafio de poro de 1 um, para eliminar las microparticulas que podrian actuar como nicleo de
ojos y de esta manera inhibir la formacién de ojos en quesos que deben presentar una masa
cerrada. Paraello se utilizé leche microfiltrada para la elaboraciéon de quesos tipo suizo con (queso
experimental) y sin (queso control) adiciébn de polvo de alfalfa. Las bacterias propidnicas se
utilizaron como microorganismos productores de gas en todos los quesos, mientras que las
microparticulas de alfalfa se agregaron para que actien como nucleos capilares y promuevan la
formacién de ojos en los quesos experimentales. La microfiltraciéon a través de un filtro bolsa con
tamafo de poro de 1 um es una tecnologia de bajo costo que se utiliza para eliminar impurezas
de diferentes liquidos en diversas industrias. Sin embargo, el rendimiento de este sistema para
eliminar microparticulas naturales (que podrian actuar como nucleos de ojos) en la leche de
elaboracién para evitar la formacién de ojos indeseables en algunas variedades de queso no ha

sido estudiada previamente.

2. Objetivos

e Evaluar la microfiltracién mediante un filtro bolsa con tamafio de poro de 1 um como
estrategia para eliminar la presencia de nicleos capilares en la leche y asi inhibir la formacién de

0jOs en quesos.

e Implementar la tomografia computada como metodologia no destructiva para el andlisis de

0jos y aberturas en quesos.

3. Materiales y Métodos

3.1. Puesta a punto del protocolo de elaboracion y de la metodologia de analisis
de ojos de queso tipo suizo
En una primera etapa se llevaron adelante elaboraciones con el fin de establecer un protocolo
de elaboraciéon de quesos tipo suizo (quesos de pasta semidura con adicion de bacterias
propidnicas capaces de producir CO2). Asimismo, se evalué la tomografia computada como
metodologia no destructiva para el andlisis de ojos en estos quesos.
3.1.1. Elaboracion de quesos modelo para validacion del analisis
cuantitativo de ojos en quesos por TC
Para validar el método tomogréfico para la determinacién cuantitativa del volumen de ojos, se
elaboraron quesos modelo miniatura con la incorporaciéon de esferas de vidrio para simular la
presencia de ojos en la masa. Siete quesos (didmetro: 13 cm - alto: 8 cm) de pasta semidura fueron

elaborados en la planta piloto del INLAIN (Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Nacional
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del Litoral, Santa Fe) a partir de leche pasteurizada (63 °C - 30 min). Estos quesos fueron
elaborados sin la adiciéon de bacterias propidnicas con el objetivo de que no exista un desarrollo
espontdneo de ojos. Durante el moldeo se incorporaron a cada queso distintas cantidades de
esferas de vidrio (@=16 mm), las cuales aportaron un volumen conocido (tedrico), calculado
previamente a partir de supeso y densidad (2,404 g/mL). Los quesos se maduraron a 12 °C durante
15 dias y luego se analizaron mediante tomografia computada (TC) de rayos X. A partir de las
imédgenes obtenidas, se calculd el volumen total de las esferas incorporadas a cada queso, y se
correlacioné con el volumen conocido de las mismas. Para determinar el volumen de las esferas
que fueron colocadas en la masa del queso se realizaron repetidas mediciones del didmetro de las
mismas empleando un calibre y se calculd el promedio mediante la férmula del volumen de una
esfera, estimando un volumen general para todas las esferas utilizadas. Este valor obtenido lo

denominamos “volumen teorico”.
3.2. Elaboracion de quesos tipo suizo

Dos quesos tipo suizo (1 y 2) fueron elaborados en la planta piloto del INLAIN a partir de 85
L de leche suministrada por Milkaut S.A (Franck, Santa Fe, Argentina). En primer lugar, la leche
fue estandarizada a una relacién de materia grasa/proteina de 0,92. Paraello, una porcién de leche
fue descremada (Alfa Laval Separador Co., Tumba, Suecia) y adicionada al pool total para
alcanzar la relacion requerida. Luego de la pasteurizaciéon (63 °C - 30 min), la leche se enfri6 a 37
°Cy se le adiciond cloruro de calcio (Merck, Darmstadt, Germany) a un nivel de 0,02 % p/v. Se
utilizaron los siguientes cultivos: Streptococcus thermophilus ST1, Lactobacillus helveticus B02
y Propionibacterium freudenreichii PS4 (Chr. Hansen, Argentina). La leche de elaboracion del
queso 1 y 2 fue inoculada con los siguientes niveles de los fermentos S. fermophilus y P.
freudenreichii: 6x10° y 10° UFC/mL de leche, respectivamente. La dosis del fermento de L.
helveticus utilizada en el queso 1 fue de 7,8x10* UFC/mL y para el queso 2 de 2,6x10* (0,5 6rdenes
logaritmicos menor que en el queso 1). Antes de su incorporaciéon a la leche, los fermentos se
dispersaron en 50 mL de leche pasteurizada e incubaron a 37 °C durante 10 min. Pasado ese
tiempo fueron afiadidos a cada tina. Luego de 20 min se adiciond el coagulante (Chymax, Chr.
Hansen, Argentina, 74 IMCU/mL) en una dosis de 30 IMCU/L, previamente dispersado en 25
mL de agua destilada. Cuando la cuajada alcanzé la firmeza apropiada se cortd en etapas sucesivas
(con agitacién manual entre cada etapa) hasta lograr un tamafio aproximado de 5 mm3. Se realizé
un lavado de la cuajada reemplazando 20% del volumen de suero por un mismo volumen de agua
a 40 °C, y una posterior etapa de calentamiento del grano bajo agitaciéon hasta 47 °C a razén de 1
°C/min. Pasado este tiempo, la cuajada se retird con tela, se separé del suero y se colocé en los
moldes (Figura 7), que fueron apilados y prensados durante 5 h (0,2 — 0,3 Kg/cm?) hasta llegar a
pH 5,3. Las hormas se llevaron a camara fria (12 °C) durante 12 h con el objetivo de orearlas y

posteriormente se colocaron en salmuera (20 % p/v, pH 5,4, 10 °C) durante 10 h. Los quesos (25

62



Capitulo 1

cm de didmetro, 6 kg), antes de su ingreso a cdmara caliente, fueron tratados superficialmente con
una pintura especial para quesos que contiene natamicina 0,04% para evitar el desarrollo de
hongos. Los mismos se maduraron en tres etapas: 10 dias a 12 °C, 23 dias en cdmara caliente (22-
24 °C) hasta alcanzar el nivel de hinchazén adecuado que refleja la produccién de gas por las
bacterias propidnicas y por dltimo cdmara fria (12 °C) hasta los 60 dias de maduraciéon. En la

Figura 8 se pueden observar los quesos al final de la maduracién.

Figura 7. Moldeo de las hormas de quesos tipo suizo elaborados en la planta piloto del INLAIN.

-_—

Figura 8. Hormas de quesos tipo suizo en el periodo final de maduracion.

El proceso de formacién de ojos se evalu6 mediante un seguimiento tomogrdfico en tres
momentos durante el periodo de maduracion: antes del ingreso a la cdmara caliente (10 dias),
luego de la salida de la cdmara caliente (33 dias) y al final de la maduracién (60 dias). A los 60
dias, luego del andlisis por TC, los quesos fueron muestreados segin ISO 707|IDF 50 (2008a)
para posteriormente analizar pH, composicion global y nivel de 4cidos orgdnicos y azicares.

3.3. Evaluacion de la microfiltracion de la leche de queseria para prevenir la

formacion de ojos en quesos

Una vez establecido el protocolo de elaboracion y validada la metodologia de TC, se realizaron
elaboraciones de quesos con el objetivo de evaluar la eficiencia de la microfiltracion, a través de
un filtro bolsa de 1 um, para eliminar las microparticulas de la leche de elaboracién y asi prevenir

la formacién de ojos indeseables.
3.3.1. Preparacion del material microparticulado

Las microparticulas destinadas a ser utilizadas como posibles niicleos para la apertura de ojos
se prepard segun Guggisberg et al. (2015) con algunas modificaciones: las hojas y tallos de alfalfa

fueron cosechadas en San Cristébal (Santa Fe, Argentina), se lavaron y secaron a temperatura
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ambiente y luego se secaron en estufa con circulacion de aire a 50 °C. El tejido vegetal seco se
triturd en un procesador de alimentos y el material se separ6 mediante tamices para obtener un
polvo que contenia particulas menores de 100 pm.
3.4. Elaboracion de quesos con leche microfiltrada con y sin agregado de
material microparticulado

Para la elaboracion de estos quesos se siguid el protocolo de quesos tipo suizo descripto

anteriormente (secciéon 3.2) con algunas modificaciones.

La leche, con una relacién grasa/proteina de 0,90-0,92, se calentd y se microfiltré a 40 °C. El
equipo de microfiltraciéon (Figura 9) consistié en un filtro bolsa de poliéster (17 x 32”) insertada

dentro de una carcasa de acero inoxidable HBT-FB0O7 (HBT®, Santo Tomé, Argentina).

Figura9. Equipo de microfiltracion. A. Vista superior de lacarcasa de acero inoxidable. B. Vista superior
de la carcasa con el filtro bolsa adentro. C. Carcasa del equipo. D. Filtro bolsa de poliéster de 1 um.

El filtro bolsa tiene un tamafio de poro de 1 um y contiene un anillo de sellado de plastico. La
leche se microfiltr6 a un caudal de 50 L/min. La presion de operacion fue de 7 kg/cm? y el tiempo
total de filtracién para 200 L de leche fue de 4 min. La composicion de la leche no fue modificada
por la filtracion. Luego de la microfiltracién, la leche se pasteuriz6 a 63 °C durante 30 min.
Paralelamente se elaboraron dos tipos de queso (control y experimental); la elaboracién de los
quesos se realizé por triplicado en diferentes dias con distinta leche. La dosis de fermento para el

queso control y experimental fue la misma que la utilizada en la elaboracién del queso 2 de la
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seccién anterior. A la tina de queso experimental se le agregd alfalfa en polvo (4 mg), previamente
resuspendida en 5 mL de agua junto con el agregado de los fermentos. La elaboraciéon y

maduracién de los quesos obtenidos fue de la misma manera que la descripta en la secciéon 3.2.

Al final de la maduracién (60 dias) se determiné el pH, composicién global, y el volumen de
ojos de los quesos. El nivel de dcidos organicos y aztcares, y el contenido de nitrégeno soluble a
pH 4,6 (NS-pH 4,6) se determinaron a los 12 y 60 dias de maduracién. EI muestreo de los quesos
para los andlisis quimicos se realiz6 segin ISO 707|IDF 50 (2008b).

3.5. Determinaciones analiticas
3.5.1. Evaluacién de la estructura del material vegetal particulado

La estructura de las microparticulas del polvo de alfalfa se evalué mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM, por su sigla en inglés Scanning Electron Microscope), la cual se
llevé a cabo en un microscopio Phenom World ProX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.
UU.). Las fotos se tomaron en el modo normal, después de la preparaciéon de la muestra con un

dispositivo de pulverizaciéon de plasma de argén (oro).
3.5.2. Determinacion del pH de los quesos

El pH de los quesos durante la elaboracion se determiné por contacto directo del electrodo de
un peachimetro portétil (Hanna, Hanna Instruments, EEUU) con la muestra de queso en varios
sectores de la masa del mismo. Al finalizar la maduracién (60 dias) el pH de los quesos se
determiné por duplicado mediante el método de la American Public Health Association (APHA)
(Bradley et al., 1992). Para ello, se utilizé6 un peachimetro Orion (Orion Research Incorporated,
Estados Unidos), provisto de un electrodo combinado (vidrio y calomel), que se calibré6 con
soluciones tamponadas de pH 4 y 7. La determinacién se realiz6 por inmersion del electrodo en
una mezcla de queso en agua destilada (1:1), y el valor se registré cuando la lectura se estabilizé

en un valor constante.
3.5.3. Analisis de la composicion global de los quesos

La composiciéon global de los quesos se determiné por duplicado en el tiempo final de
maduracién (60 dias), empleando los métodos normalizados de la Organizacién Internacional de

Normalizaciéon - Federacion Internacional de Lecheria (ISO-IDF).

Humedad. 1a determinacion del contenido de humedad en los quesos se realiz6 por secado de
la muestra a 102 + 1°C hasta pesada constante segin ISO 5534[IDF 004 (2004). Para ello, se
utilizé un sistema de cristalizador y varilla de vidrio, al cual se agregaron aproximadamente 30 g
de arena, previamente lavada y tratada con 4cido clorhidrico concentrado. Este conjunto se llevd
a sequedad en estufa a 102 °C durante 12 h, y luego se colocé en desecador durante ~1 h para que

alcance temperatura ambiente. Una vez seco y enfriado en desecador, se determind exactamente
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el peso del sistema de cristalizador, arena y varilla, antes y después de la adicion de
aproximadamente 1,5 g de la muestra de queso, mediante el uso de una balanza analitica. El queso
se disperso en la arena utilizando la varilla de vidrio, para aumentar la superficie de evaporacion
de la muestra, y se llevé a estufa a 102 °C hasta pesada constante (aproximadamente 4 h). Las
masas de la muestra himeda y seca se obtuvieron por diferencia y se utilizaron para calcular el

contenido de humedad de los quesos.

Materia grasa. El contenido de materia grasa en los quesos se determind mediante el método
butirométrico de Gerber segin ISO 3433|IDF 222 (2008b), empleando un butirémetro especifico
para queso. Para ello, se pesaron aproximadamente 2,5 g de queso y se adicionaron lentamente
15 mL de 4cido sulfirico (densidad 1,52 g/mL). Los butirdmetros se colocaron en un bafio de
agua a 65 °C hasta disgregacion total del queso. Luego se adicion6 1 mL de alcohol isoamilico,
se homogeneizd y se colocd nuevamente en el bafio a 65 °C durante 5 min para facilitar y lograr
una separacion Optima de la materia grasa durante la centrifugacion. Pasado este tiempo, las
muestras se centrifugaron durante 10 min. Finalmente, los butirémetros se colocaron nuevamente

en el bafio de agua y se realizé la lectura a una temperatura de 65 °C.

Proteinas totales. El contenido de proteinas totales en los quesos se determiné mediante el
método de Kjeldahl segiin ISO 8968|IDF 20 (2014). Se pesaron 0,8 g de queso en papel libre de
nitrégeno y se colocaron en un tubo de digestion que contenia los siguientes catalizadores: 9,5 g
de sulfato de potasio, 0,28 g de diéxido de titanio y 0,18 g de sulfato de cobre. Posteriormente,
bajo campana, se adicionaron 20 mL de 4cido sulfdrico concentrado utilizando un dosificador. La
mineralizacién de la muestra se llevé a cabo en una unidad digestora con capacidad para seis
tubos y con un sistema de aspiracion de vapores (Digestion System 6, 1007 Digester, Tekator,
Suecia). Durante la digestién, la temperatura se incrementé gradualmente hasta alcanzar el punto
maximo (420 °C). Se dio por finalizado el proceso de digestion cuando la muestra se torné
translicida y limpida. El andlisis del contenido de proteinas totales se realiz6 sobre el digerido
mediante una destilacién y posterior titulaciéon. Cada tubo conteniendo la muestra digerida se
conect6 a una unidad destiladora automéatica BUCHI Distillation Unit B-324 (Suiza) programada
con los siguientes pardmetros: 70 mL de hidréxido de sodio al 32 % p/v, 60 mL de 4cido bérico
al 2 % p/v, 3 minutos de destilacién, 100 % de vapor, con aspiraciéon de la muestra. En primer
lugar se adicioné hidréxido de sodio para transformar el amonio proveniente de las proteinas,
péptidos y aminodcidos presentes en la muestra en amoniaco, y luego se inicié la destilacion por
arrastre con vapor de agua. El destilado se colecté en un erlenmeyer conteniendo el dcido bérico
y 4 gotas de solucién indicadora de punto final, compuesta por azul de metileno (0,1 %, p/v) y
rojo de metilo (0,15 %, p/v) en etanol al 96 % v/v. El amoniaco destilado fue de esta manera
capturado en forma de i6n amonio en la solucién recolectora de acido borico. Finalmente, las

muestras destiladas y recogidas como borato de amonio se titularon con una solucién valorada de
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dcido sulfirico aproximadamente 0,1 N hasta el viraje del indicador de verde a fucsia y la
corroboraciéon potenciométrica del pH a 4,65. Para expresar el resultado en % p/p de proteinas
totales, se multiplica el valor obtenido de nitrégeno total por un factor, que varia de acuerdo al

tipo de proteina. En el caso de los productos licteos, este factor es igual a 6,38.
3.5.4. Analisis de acidos organicos y aziucares de los quesos

Este andlisis se llevé a cabo mediante HPLC utilizando una columna Aminex HPX-87H (300
x 7,8 mm), y un guardacolumna Aminex Cation-H (30 x 4,6 mm) (Bio-Rad Laboratories,
California, Estados Unidos) para la separaciéon cromatogrédfica. El cromatdgrafo HPLC utilizado,
marca Perkin Elmer Series 200 y Flexar (Perkin Elmer, Norwalk, Estados Unidos), consta de una
bomba cuaternaria, desgasificador en linea, inyector manual, horno para el control de la
temperatura de la columna y dos detectores en linea: detector UV-visible y detector de indice de
refraccion (IR), interfase analégica y computadora provista de la aplicacion Chromera® para el
control del equipo y recoleccién/procesamiento de los resultados cromatogréficos. El detector
UV-Vis a una longitud de onda de 210 nm permitié cuantificar los dcidos orgdnicos (citrico,
lactico, acético, propionico), mientras que el detector de IR fue utilizado para cuantificar los
azucares (lactosa y galactosa). La separacion se realizé en forma isocrética a 0,6 mL/min con una
fase movil de H2SO4 0,01 M, a 65 °C. La cuantificacién de los compuestos identificados se realizd
utilizando curvas de calibrado construidas empleando estdndares apropiados (Sigma-Aldrich

Chemie, Steinheim, Alemania), que se prepararon y analizaron por triplicado.

Las muestras de queso (5 g) se suspendieron en 25 mL de H2SO4 0,01 M y se incubaron a 40
°C durante 15 min; luego se homogeneizaron en un homogeneizador Ultraturrax® (modelo T25,
IKA, Staufen, Alemania) aplicando tres ciclos a 12000 rpm de 1 min cada uno. La fase soluble
fue separada de las caseinas precipitadas y de la materia grasa por centrifugaciéon (5000 g — 20
min - 4 °C) y posterior filtraciéon a través de papel de filtro de flujo rdpido (Deltalab, Barcelona,
Espaiia). La solucién se filtr6 nuevamente a través de membranas de 0,45 um (GVS ABLUO,

Fisher scientific, EEUU) y un volumen de 60 pL de la misma fue inyectado en el HPLC.

Para los quesos de la segunda experiencia, a partir de la cuantificacion del dcido propidnico
determinado por HPLC, se calculd la produccion de CO2 mediante la estequiometria de la
reaccion resultante de la fermentacion del 4cido lactico por las bacterias propidnicas:

3 acido lactico — 2 acido propidnico + 1 acido acético + C0, + H,0

A partir de los moles de CO2 obtenidos de la estequiometria, se calcula el volumen del gas
mediante la ley de gases ideales: 1 mol de gas bajo condiciones normales (0,1 MPay 273,17 ° K)

equivale a22,414 L.
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3.5.5. Estudio de la protedlisis de los quesos

El contenido de nitrégeno en distintas fracciones solubles del queso es un ensayo inespecifico
muy usual para describir las caracteristicas de la protedlisis que ocurre durante la maduracién
(Ardo, 1999). Las fracciones mds comunes para determinar este avance en la hidrélisis de las
caseinas son: nitrogeno soluble a pH 4,6, en acido tricloroacético al 12 % p/v, y en acido
fosfotingstico al 2,5 %, las cuales se expresan como proporcion del nitrogeno total: NS pH
4,6/NT, NS TCA/NT, NS PTA/NT, respectivamente. La fraccién de NS pH 4,6 incluye proteinas
no caseinas, todos los péptidos de hasta 30-35 residuos de aminodcidos, aminodcidos libres y

compuestos nitrogenados menores (aminas, urea y amoniaco) (Ardo, 1999).

El estudio de la protedlisis se llevd a cabo mediante la determinaciéon de la fraccién de
nitrégeno soluble a pH 4,6 a los 60 dias de maduracién utilizando la metodologia descriptas por
Hynes et al. (2003a). Para obtener esta fraccion, en primer lugar, se preparé una suspension de
queso en citrato de sodio. Paratal fin, se homogenizaron 10 g de queso con 20 mL de solucién de
citrato de sodio 0,5 M en un mortero de porcelana y la suspension homogénea se trasvasé a un
vaso de precipitado adicionando agua destilada hasta completar un volumen de aproximadamente
70 mL. El pH de la suspensién se ajust6 a 4,6 mediante la adicién de HCI 20 % v/v, bajo agitacién
mecdnica. La muestra se transvasé a un tubo Falcon y se centrifugd a 3000 g durante 15 min,
obteniéndose dos fracciones, una soluble y otra insoluble. La fracciéon soluble se enrasé a un
volumen de 100 mL por adicién de agua destilada, se homogeneizé y se verificé su pH; en el caso
de variaciones se ajusté nuevamente al valor indicado mediante adicién de HC1 20 % v/v o NaOH
30 % p/v segin correspondiera. Se tomaron 10 mL con pipeta volumétrica para la determinacién
del contenido de nitrégeno que se realizé por digestion, destilacién y posterior titulacion como se
indicé anteriormente. El contenido de nitrégeno de esta fraccidon representa el nitrégeno soluble

a pH 4,6 (NS-pH 4,6) (Gripon et al., 1975).
3.5.6. Analisis de los quesos por tomografia computada de rayos X

Las mediciones de TC de rayos X se llevaron a cabo utilizando un tomdgrafo de uso clinico
Toshiba Activion 16 (Otawara-shi, Tochigi, Japén) con los siguientes pardmetros de escaneo: 120
kV, 70 mA y 0,5 mm de espesor de corte. El tamafio de pixel en cada corte fue de 0,5 mm. El
tiempo de tomografia computarizada para cada queso fue de aproximadamente 10 s. El queso se
apoy6 sobre un soporte de poliestireno (Figura 10). Las imdgenes obtenidas se procesaron
mediante el software 3D Slicer 4.8.1 (Fedorov et al., 2012), que permitié obtener el modelo 3D
de la horma de queso y cuantificar el volumen total de masa y ojos. Con estos datos se calculd el
porcentaje de ojos en relacion al volumen total del queso. Al finalizar el tiempo de maduracién
(60 dias) los quesos fueron cortados por la mitad para inspeccioén visual y toma de fotograffas. Es

importante mencionar que la asistencia y aprobacion del curso de postgrado: “Microtomografia,
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Modelos Tridimensionales y Aplicaciones en Biologia” (Universidad de Cérdoba, junio 2018),
permitié adquirir los conocimientos y entrenamiento préctico en la aplicacién de la TC y el

correcto procesamiento de imagenes en las muestras de quesos.

\\\

?é\ e

Figura 10. Tomdgrafo utilizado para el analisis de los quesos.

3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado con el software IBM-SPSS Statistics 20.0
(SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Los resultados fueron analizados por ANOVA de una via
para detectar diferencias significativas. El nivel de significancia se fij6 en p < 0,05. Las
diferencias entre medias se determinaron mediante el test de Tukey. En la validacién de la
metodologia de TC se determind la correlacion obtenida mediante regresioén lineal por el método

de cuadrados minimos (Massart et al., 1988).

4. Resultados y discusion

4.1. Puesta a punto del protocolo de elaboracion y de la metodologia de analisis
de ojos de queso tipo suizo

4.1.1. Validacion de la metodologia de TC para evaluar el volumen de ojos

en quesos
La Figura 11 (A y B) muestra uno de los quesos elaborados con la incorporacién de esferas de
vidrio durante el moldeo, para la validacién de la metodologia de TC. Mediante los tomogramas
obtenidos para cada queso, se elaboraron los modelos 3D de cada horma (Figura 11C). A partir
del andlisis de cada modelo obtenido se calculé el volumen de las esferas incorporadas (ojos
artificiales) en cada queso que se compar6 con el volumen tedrico aplicando Regresion Lineal

Simple (Figura 12). La buena correlaciéon obtenida (R2>0,99) indica una adecuada performance
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del procesamiento de imdgenes aplicado para la evaluacién cuantitativa del volumen de ojos en

quesos.

Figura11. Queso con laincorporacién de esferas de vidrio (Ay B) y modelo 3D de lahorma de queso (C).
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Figura12.Correlaciénentre el volumen tedrico de las esferas y el calculado por el andlisis de las imagenes
tomograficas.

4.1.2. Composicion global y acidos organicos de los quesos tipo suizo

En una primera instancia, quesos con bacterias propidnicas sin la adicién de particulas de
alfalfa fueron elaborados para definir el protocolo de elaboracién de los mismos. El pH y
composicion global de los quesos elaborados fue similar (p > 0,05) y estuvo dentro de los
pardmetros normales para esta variedad. Los valores promedio del contenido de grasa, proteina y
humedad y el pH fueron 31,6+0,3 % p/p, 25,5+0,2% p/p, 39,0+£0,6% p/p y 5,3%0,1,
respectivamente. El contenido de 4cido l4ctico y propidnico fue diferente en ambos quesos (p <
0,05); el nivel de lactico fue de 1101,7+15,2 y 765,7+6,3 mg/100 g de queso y el de propidnico
de 320,0+65,4 y 451,9+£70,8 mg/100 g de queso para el queso 1y 2, respectivamente. La lactosa
no fue detectada, mientras que el nivel de galactosa fue muy bajo (entre 5,4+0,5 y 21,6£1,2
mg/100 gde queso), lo que indica un adecuado perfil de fermentacién. El agregado de lactobacilos
termdfilos (Lactobacillus helveticus) como parte del cultivo iniciador estd orientado justamente a
estimular el crecimiento de las bacterias propidnicas, fermentar los azicares residuales y también
participar en la protedlisis. El consumo de galactosa en los quesos tipo suizo estd asociado con la

actividad metabdlica de este lactobacilo y de los lactobacilos de origen NSLAB (Turner et al.,
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1983). La galactosa que no es utilizada por S. thermophilus y se acumula en el queso, puede dar
lugar a defectos de postacidificacion o fermentaciones por microorganismos adventicios
indeseables, por lo que su consumo total al inicio de la maduracién por dichos lactobacilos es
fundamental para la calidad del queso. Asimismo, altos niveles de galactosa afectan
negativamente el crecimiento de las bacterias propidnicas (Bergamini et. al., 2022).
4.1.3. Evaluacion de la formacion de ojos de los quesos tipo suizo por
tomografia computada
La formacién de ojos en los quesos elaborados se evalu6 mediante TC en tres momentos
durante la maduracién: antes del ingreso a la cdmara caliente (10 dias), luego de la salida de la
cdmara caliente (33 dias) y al final de la maduracién (60 dias). La TC es un método interesante,
eficaz y no destructivo para la evaluaciéon del desarrollo de ojos en quesos tipo suizo que ha sido

aplicado por varios investigadores en los dltimos afios (Guggisberg et al., 2015; O"Sullivan et al,,

2016).

A modo de ejemplo, se muestran en la Tabla 2 las imagenes obtenidas de un corte de las
hormas enteras (tomogramas); también se muestran los modelos 3D obtenidos luego del andlisis
de los tomogramas y las imigenes obtenidas luego del corte destructivo. Se indica el volumen y

el porcentaje de ojos calculado en cada caso.

Del andlisis de las imdgenes tomograficas y los cdlculos realizados, se evidencié la evolucidn
del aumento del volumen total de ojos durante la maduracién. En la primera etapa en cdmara fria
(12 °C/10 dias) no hubo formacién de ojos; durante los 22 dias de cdmara caliente se observd
visualmente un aumento progresivo del volumen de las hormas que se correlacioné con las
imagenes obtenidas al final de dicha etapa. Se observaron ojos esféricos, de pequefio a mediano
tamaio de 4,5 29,0 mm en el queso 1 y de 6,0 a 10,0 mm de didmetro en el queso 2, distribuidos
homogéneamente en la horma; ademds, no se observaron grietas ni ningiin otro defecto en la
masa. Estas imdgenes indican una buena produccién de CO2 por parte del fermento propidnico y
una excelente elasticidad de la masa del queso que permiti® una buena apertura de ojos. El
porcentaje de ojos en relacién a la masa total del queso fue diferente entre los dos quesos: 5,9 y
7,6 % en el queso 1y 2, respectivamente. Durante la etapa final de maduracién en cdmara fria (12
°C), se observé un incremento del doble del porcentaje de ojos y del volumen de los mismos,
llegando a niveles de 11,8 y 15,4 % para el queso 1 y 2, respectivamente. Los didmetros de los
ojos variaron entre 7,5 y 12,5 mm para el queso 1 y entre 8,0 y 15,0 mm para el queso 2. La
capacidad de crecimiento y produccién de gas de las bacterias propidnicas durante la maduracién
en camara fria depende de la cepa (Rehn et al., 2011). En nuestro caso, la elevada produccién de
gas en la etapa final de maduracién puede atribuirse a la capacidad del fermento propidnico
utilizado de mantener su actividad metabdlica a temperaturas cercanas a las utilizadas en la

camara fria. En el queso 1 se observo la aparicion de grietas en la dltima etapa de maduracion, las
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que no estaban presentes al final de la cdmara caliente. La elasticidad de la masa en este tipo de
queso es fundamental para que el CO2 producido pueda dar lugar ala formacion correcta de ojos,
sin llegar a la aparicion de defectos en la masa (Goy et al., 2014). En el queso 2, en el que hubo
mayor produccién de gas y formacioén de ojos, se verificaron solamente algunas grietas pequefias.
Como ya fue mencionado, la unica diferencia en el proceso de elaboracion de los quesos fue la
dosis de L. helveticus. La mayor dosis utilizada en el queso 1, condujo a una mayor produccién
de 4cido lactico, lo que podria haber ejercido cierta inhibicion (comparativamente al queso 2) de
la actividad metabdlica de las bacterias propidnicas (produccion de 4cido propidnico y COz) y
cambios en la elasticidad de la masa del queso, que condujeron a que la misma no soporte la

apertura correcta de los ojos (Frohlich-Wyder et al., 2017, Furtado, 2008).

Tabla 2. Imagenes de los tomogramas, modelos 3D, y del corte destructivo de los quesos analizados.
Volumen y % de ojos calculados.

QUESO 1
Antes de Salida de Fin de
camara caliente camara caliente maduracién Corte destructivo
(10d) (33d) (60d)

Tomogramas

Modelos 3D

Volumen y
Porcentaje de
0jos
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QUESO 2
Antes de Salida de Fin de
camara caliente camara caliente maduracién Corte destructivo
(10d) (33d) (60d)

| o .

i I
1 ‘ P

Modelos3D
Soreemtate de 0mL 4599 mL 980,6 mL
gjos : 0 % 7,6 % 15,4 %

La elaboracién y maduracién de quesos tipo suizo es uno de los desafios mas complejos de los
queseros ya que hay miltiples factores que deben ser rigurosamente controlados para la obtencién
de un queso de buena calidad (Furtado, 2007). El seguimiento de la formacién de ojos durante la
maduraciéon mediante una metodologia no destructiva aporta datos que facilitan el planteo de
ajustes en el proceso cuando se producen defectos. En el caso del queso 1, la TC permitié verificar
que las grietas se produjeron en la etapa final de maduracion (luego de la camara caliente). Por lo
tanto, se podrian plantear modificaciones en esta tltima etapa para evitar la apariciéon de las
grietas; algunas opciones posibles podrian ser el uso de una menor temperatura al final de la
maduracién o acortar el tiempo total de este proceso.

4.2. Evaluacion de la microfiltracion de la leche de queseria para prevenir la
formacion de ojos en quesos

4.2.1. Microestructura del polvo de alfalfa

Las imagenes de SEM de las microparticulas de alfalfa mostraron que tenfan estructura capilar

(Figura 13). Por lo tanto, nuestro ingrediente demostré tener las caracteristicas requeridas para
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actuar como nucleos para la formacién de ojos durante la maduracién del queso, tal como se
reporta en estudios previos. Guggisberg et al. (2015) afirmaron que el atrapamiento de aire en los
capilares promueve la difusiéon de COz desde el cuerpo del queso a las microparticulas y luego la
acumulacion de gas en estas cavidades conduce a la formacion de ojos visibles, mientras que las

particulas sélidas, no capilares, no tienen el mismo efecto.

'\«\‘f\“

R YR

Figura 13. Imégenes obtenidas por SEM del material microscépico vegetal que fue adicionado a la leche
de elaboracién de los quesos experimentales.

4.2.2. Composicion global, pH y niveles de carbohidratos, acidos organicos

y nitrégeno soluble a pH 4,6 de los quesos
La composicion global de los quesos experimental y control al final de la maduracién (60d)
fue similar (p > 0,05) y estuvo en el rango adecuado para este tipo de queso (Tabla 3). El pH
inmediatamente después de la elaboracién del queso fue de 5,3-5,4 que es el valor adecuado para
asegurar una masa eldstica que permita la formacién de ojos sin hendiduras ni grietas (Frohlich-
Wyder & Bachmann 2007). El pH de los quesos al final de la maduracién fue ligeramente inferior

al valor inicial (Tabla 3).
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Tabla 3. pH, composicién global y el contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS-pH 4,6), expresados
como porcentaje del nitrégeno total (NT) de los quesos tipo suizo al final de la maduracién (60d).

Queso pH Humedad Proteina Grasa NS-pH4,6/NT
(%p/p) (%p/p) (%p/p) (%)

Control 5,15+0,13 41,6%1,2 24,6+0,5 29,0+0,9 17,54+1,05

Experimental ~ 5,08+0,10 41,614 25,2+1,8 28,7+1,1 17,46+1,82

Control: Queso elaborado con leche microfiltrada sin adicién de microparticulas de alfalfa. Experimental:
Queso elaborado con leche microfiltrada con adicidén de microparticulas de alfalfa.

La concentracién de carbohidratos y dcidos organicos en los quesos se muestra en la Tabla 4.
No se detectd lactosa en ninglin queso en ninguno de los momentos de muestreo, mientras que la
galactosa disminuyé durante la maduracién hasta un nivel muy bajo (< 40 mg/100 g de queso) a
los 60 dias. Simultineamente a la disminucién de carbohidratos, hubo un aumento en la
concentraciéon de 4cido lactico, como era de esperar. Como se ha mencionado anteriormente, el
consumo de galactosa en este tipo de quesos estd relacionado con la actividad metabdlica de
Lactobacillus helveticus (cultivo iniciador). Estos resultados indican que la fermentacién de los
carbohidratos y consecuente produccion de dcido lictico se desarrolld correctamente, lo cual es
necesario para evitar el crecimiento y fermentacién de microorganismos indeseables (Daly et al.,
2010) y para permitir un buen crecimiento y actividad metabdlica de las propionibacterias
(Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007). En efecto, altos niveles de carbohidratos residuales en los
quesos pueden promover el crecimiento de NSLAB vy, de esta manera, incrementar su efecto
potencialmente negativo en los quesos (Ortakci et al., 2015). O'Sullivan et al. (2016) encontraron
que la eliminacién de L. helveticus en el cultivo iniciador y la inclusion de una cepa
heterofermentante facultativa en el queso tipo suizo condujo a altos niveles de carbohidratos

residuales y formacion atipica de ojos.

Las cantidades de 4cido lactico, acético y propidnico fueron similares (p > 0,05) entre los
quesos control y experimental y aumentaron durante la maduracién como resultado del
metabolismo de la microbiota del queso. S. thermophilus y L. helveticus producen acido lactico a
partir de lactosa y galactosa (solo L. helveticus), y Propionibacterium spp. produce &cido
propidnico y 4cido acético en una proporcién molar de 2:1 a partir del 4cido lactico (Piveteau,
1999). En los quesos elaborados en esta etapa, esta relacion molar fue inferior a este valor (aprox.
1,2:1), lo que sugiere una produccién adicional de d4cido acético por parte de otros
microorganismos. Ademds, también se observé una disminucién de 4cido citrico durante la
maduracién; estos cambios podrian estar asociados con la actividad de las NSLAB (O"Sullivan
et al., 2016). En efecto, algunas cepas NSLAB pueden metabolizar citrato con la produccién de
acetato (Bouton et al., 2009; Sgarbi et al., 2013). O'Sullivan et al. (2016) encontraron que la
inclusién de la cepa L. casei DPC6987 en quesos tipo suizo disminuyd significativamente la

relacién propionato/acetato debido a la produccion de acetato por parte de la cepa de lactobacilos
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mesdfilos. Finalmente, no se detectd dcido butirico, lo que descarta la presencia de Clostridium
tyrobutyricum, especie de bacilo que puede generar gas y otros compuestos, ademds del 4cido
butirico, lo que puede dar lugar al fenémeno conocido como hinchazén tardia y la produccién de

sabores desagradables en este tipo de queso (Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007).

Tabla 4. Concentracion de acidos organicos y galactosa (mg/100g de queso) y de CO2 (mL/kg) en los
quesos a tiempo inicial (12d) y al final de 1a maduracién (60d).

Queso

Control Experimental Control Experimental
::z:lnlf)r(;c(ilgn (dias) 12 60
Acido lactico 1568,3+£31,5 1535,9492,8 1763,8+353,1 1682,7+309,0
Acido propiénico 11,1+0,7 11,9422 143,7+21,5 191,9+48,2
Acido citrico 219,0£32,7 244,0+28,8 140,3+11,5 190,5+61,5
Acido acético 15,0+3.0 18,0+£5.4 102,1£58,9 115,3+£57,0
Galactosa 410,8+91,9 466,6+66,7 32,4+18,0 37,8+37,8
CO: producidof 16,8+1,1 17,9+3,4 217,3£32,5 290,1+£72,8

TProduccién de CO> calculada por el contenido de dcido propidnico yla ley de gases ideales: 1 mol de gas
bajo condiciones normales (0,1 MPay 273.17 ° K) equivale a 22,414 L. Control: Queso elaborado con
leche microfiltrada sin adicién de microparticulas de alfalfa. Experimental: Queso elaborado con leche
microfiltrada con adicién de microparticulas de alfalfa.

Como mencionamos, ambos tipos de quesos contenian niveles similares de 4cido propidnico
(p = 0,05). Asi, la cantidad de CO2 producida, calculada a partir de la concentracién de éacido
propiénico considerando una relaciéon molar de 2:1 (2 dcido propidénico: 1 CO2), también fue
similar (Tabla 4). Sin embargo, la proporcion del CO: total que forma los ojos depende de
diferentes factores, como la adicion de microparticulas que actian como nicleos de ojos

(Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007; Guggisberg et al., 2015).

El porcentaje de nitrégeno soluble a pH 4,6 en relacién al nitrégeno total de los quesos control
y experimental fue similar, 17,5 %, lo cual es apropiado para este tipo de queso. El avance de la
protedlisis es importante para el correcto desarrollo de los ojos. En este sentido, la producciéon de
COz en quesos con protedlisis avanzada puede causar grietas o hendiduras debido ala disminucién

de la elasticidad de la masa del queso (Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007).
4.2.3. Analisis de los ojos en los quesos elaborados

La formacién de ojos en los quesos depende de la cantidad y la tasa de produccién de gas, asi
como de su difusién, la presencia de nucleos y la textura del queso, el pH y la temperatura de
maduracién (Frohlich-Wyder et al., 2017). Como se explicé en la seccién 2.2, los quesos control
y experimental fueron los mismos excepto por la adicion de microparticulas de alfalfa. El objetivo

fue obtener quesos control sin nicleos y, por lo tanto sin ojos, mediante la eliminacién de
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particulas o posibles nucleos por microfiltracién convencional, y quesos experimentales con
microparticulas afiadidas como ntcleos, con ojos. La formaciéon de ojos se evalué por TC al final
de la maduracién (60 dias). La Tabla 5 muestra las imdgenes obtenidas de una de las réplicas de
queso. Se puede observar que tanto los quesos control como los experimentales desarrollaron
ojos. Estos resultados indican que el método de microfiltracién utilizado en este trabajo no fue
efectivo para eliminar las microparticulas que inicialmente se encontraban en la leche para la
elaboracion de queso. Sin embargo, tanto el volumen como la proporcién de ojos fue mayor en
los quesos experimentales: el volumen medio de los ojos fue de 25,3+1,6 y 59,2+2.4 mL/kg, y el
volumen medio relativo de los ojos (porcentaje del volumen de los ojos en relacién con el
volumen total del queso) fue de 2,8 y 6,6 % para los quesos control y experimental,
respectivamente. A partir del COz total (calculado en base a los niveles de dcido propionico) y el
volumen de ojos (medido por TC), se estimé el porcentaje de gas que formd ojos en la masa de
los quesos: 11,9 % y 21,2 % para los quesos control y experimental, respectivamente. Estos
resultados sugieren que la adicién del material particulado proporcioné mayor nimero de nicleos
para la formacién de ojos. Se encontraron varias grietas en ambos tipos de quesos, las cuales son
indeseables y probablemente una consecuencia del pH alcanzado al final de la maduracién

(Frohlich-Wyder et al., 2017).

La microfiltracién de la leche a través del filtro bolsa no mostré el rendimiento esperado.
Basédndonos en los resultados reportados por Guggisberg et al. (2015) acerca de la eliminacién de
microparticulas de la leche mediante la microfiltracién a través de membranas cerdmicas con un
tamafo de poro de 1,4 um, en el presente trabajo ensayamos un método mds simple y econémico:
la microfiltracién convencional a través de filtro bolsa con un tamafio de poro de 1 pm. Sin
embargo, este tamafio de poro no es un valor absoluto sino nominal, y probablemente no todas
las microparticulas de la leche fueron retenidas por el filtro. También es posible que ademds de
las microparticulas capilares, otras microestructuras puedan actuar como ntcleos. En este sentido,
se ha propuesto que la no homogeneidad de la cuajada y las pequeiias aperturas mecdnicas pueden

facilitar la producciéon de ojos (Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007).

Teniendo en cuenta que la microfiltracién con el sistema propuesto no fue adecuada para
eliminar las microparticulas de la leche y de esta manera evitar la formacién de ojos en quesos,
otras alternativas se podrian ensayar. En este sentido, se ha postulado que la centrifugacién o
bactofugacion podrian remover microparticulas de la leche mediante la fuerza centrifuga
(Frohlich-Wyder et al., 2017). La eficiencia y el costo de estos procesos deberia ser evaluado para

su uso en pequefias y medianas industrias queseras.
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Tabla 5. Tomogramas y modelo 3D obtenido por tomografia computada, y fotografias de las hormas de
los quesos control y experimental.

Imagen TC Modelo 3D Queso

Queso Control

Control: Queso elaborado con leche microfiltrada sin adicién de microparticulas de alfalfa. Experimental:
Queso elaborado con leche microfiltrada con adicién de microparticulas de alfalfa.

5. Conclusiones

En el presente capitulo se implementé un protocolo de elaboraciéon de quesos de pasta

semidura tipo suizo, que presentaron una composiciéon global y pH adecuados para esta variedad.

En relacidon a la tomografia computada de rayos X, se verificd la potencialidad de la misma
como herramienta para el andlisis de ojos y aberturas en quesos sin necesidad de destruir la horma.

Esta metodologia permite detectar y controlar en quesos tipo suizo la correcta evolucién de la
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formacién de los ojos durante la maduraciéon, mientras que también posibilitaria la evaluacién
temprana de la apariciébn de ojos/aberturas en variedades que no deben presentarlos. De esta
manera, la TC podria ser empleada como herramienta para la toma de decisiones. Si hay fallas
que originen defectos de ojos en quesos, la TC facilita la identificacion de la etapa de aparicién
de los mismos y el consiguiente planteo de modificaciones de los pardmetros de elaboracién o
maduracién para evitarlos. Esta metodologia no se hallaba disponible en Argentina para su

aplicacién en quesos, y se encuentra ain en optimizacion en varios paises.

En cuanto a la microfiltracién mediante un filtro bolsa con un tamafio de poro de 1 um como
método econdmico y adaptable para las pequeias y medianas industrias, se verific6 que no fue
efectiva para nuestros objetivos. La misma no logré prevenir la formacién de ojos en los quesos,
probablemente porque no alcanzé a eliminar todos los niicleos que se encuentran naturalmente en

la leche.
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Aplicacion de fermentos adjuntos como estrategia para evitar

defectos y mejorar la calidad de quesos
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1. Introduccion

La microbiota presente en la mayoria de los quesos se puede dividir en dos grupos principales:
las bacterias del fermento primario adicionado, cuya funcién principal es acidificar la leche
durante la elaboracién (EI Soda et al., 2000) aunque también contribuyen al desarrollo del flavour
durante la maduracién (Kieronczyk et al., 2003; Wouters et al., 2002), y las bacterias adventicias
no pertenecientes al starter (NSLAB, por sus siglas en inglés, Non Starter Lactic Acid Bacteria),
que pueden dominar la microbiota durante la maduracién y contribuir a los cambios que ocurren

en este periodo.

Las principales fuentes de NSLAB en los quesos son: la biota autéctona de la leche que resiste
el tratamiento térmico de pasteurizacion y la contaminacién proveniente del ambiente y
equipamiento de la fabrica (Beresford & William, 2004; Cogan, 2007). Las NSLAB se encuentran
en bajos niveles en los quesos al inicio de la maduracion (< 10?2 UFC/g), pero su poblaciéon podria
incrementarse durante la misma (pudiendo llegar a niveles superiores a 109 UFC/g) y convertirse
en la biota dominante en algunas variedades si la poblaciéon del fermento primario declina
(Gobbetti et al., 2015). Su contribucién en los quesos puede ser positiva o negativa dependiendo
de su perfil enzimatico. Pueden participar en el desarrollo adecuado del sabor y aroma del queso
(Crow et al., 2002) metabolizando los hidratos de carbono y citrato, dando lugar a la produccién
de compuestos de interés como acetaldehido, etanol, diacetilo y acetoina (Marilley & Casey,
2004). También pueden participar en la lipdlisis, y producir numerosos alcoholes de cadena larga,
dcidos, metilcetonas y lactonas con diversas notas aromdticas (Collins et al., 2003). Finalmente,
también tienen peptidasas mediante las cuales hidrolizan los péptidos dando lugar a otros de
menor tamafo y aminodcidos libres, que pueden ser metabolizados con la consiguiente
produccién de una amplia gama de compuestos voldtiles de importancia. De hecho, se considera
que los compuestos voldtiles presentes en los quesos y que tienen un impacto en el flavour
provienen mayoritariamente del catabolismo de aminodcidos (Yvon, 2006). Por otro lado, algunas
cepas de NSLAB también pueden contribuir negativamente a la calidad de los quesos mediante
la produccién de compuestos aromadticos y sdpidos con impacto negativo (Antonsson et al., 2003;
Crow et al., 2001; Gobbetti et al., 2015) o dando lugar ala apariciéon de defectos de textura. Uno
de los defectos causados por NSLAB que se presenta con frecuencia en quesos blandos y
semiduros de nuestro pais, es la formacién de aberturas no deseadas (0jos); este defecto aparece
alrededor de la segunda o tercera semana de maduracién y es atribuido generalmente ala actividad
metabdlica de cepas de leuconostoc y lactobacilos heterofermentantes (Quiberoni et al., 2008;
Porcellato et al., 2015). Estos microorganismos pueden producir gas (CO2) a partir de la
fermentacién de lactosa, galactosa y/o del citrato (Bergamini et al., 2022; Peralta et al., 2022;
Porcellato et al., 2015). Se encontraron altos niveles (>10° UFC/g) de estas bacterias en quesos

Cremoso con defectos de hinchazén y/o de formacién de ojos (Cardamone et al., 2011; Quiberoni
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et al., 2008). Los quesos con estos defectos, aunque no comprometan la seguridad porque las BAL
involucradas son reconocidas como GRAS (Gobbetti et al., 2015; Settanni & Moschetti, 2010),
son rechazados por los consumidores. De esta manera, estos productos se deben vender a un
precio mds econdmico o deben destinarse a otros fines como la produccién de queso fundido o de
otros productos de menor valor (Sheehan, 2011), provocando en todos los casos graves pérdidas

econdomicas.

Dado que los microorganismos presentes en el queso durante la maduracion difieren en sus
capacidades metabdlicas, las intervenciones tecnoldgicas para modificar la poblacién microbiana
son una herramienta potencial para la diversificacién del flavour (Van Hoorde et al., 2010). La
incorporaciéon de cultivos adjuntos en queseria tiene como objetivos: dominar la microbiota
adventicia, estandarizar la calidad del producto, acelerar la maduracién y/o mejorar el flavour
(Bancalari et al., 2017; Broadbent et al., 2011). También se ha propuesto el uso de cultivos
adjuntos para mejorar en forma indirecta la calidad de los quesos a través de la prevencién de los
defectos ocasionados por NSLAB adventicias (Crow et al., 2001; Gobbetti et al., 2015; Settanni
& Moschetti, 2010). En este contexto, la estrategia es el agregado de fermentos adjuntos
constituidos por cepas de lactobacilos meséfilos de origen NSLAB aislados de quesos de buena
calidad, y seleccionados en funcidén de sus propiedades tecnoldgicas y su perfil enzimético de
modo que tengan la capacidad de influir positivamente en las caracteristicas sensoriales y no
produzcan ninglin defecto en los quesos. Esta estrategia se ha popularizado durante las dltimas
dos décadas (Burns et al., 2012; Katsiari et al., 2002; Merchan et al., 2022) y requiere ensayos in

vitro e in situ para evaluar cada cepa en forma individual (Beresford, 2003).

La mayoria de los trabajos publicados sobre el estudio de la contribucion de cepas
seleccionadas de lactobacilos ala calidad del queso, se han realizado en variedades como Cheddar
(McSweeney et al., 1994), Danbo (Antonsson et al., 2003), Manchego (Gémez-Ruiz et al., 2008),
Gouda (Van Hoorde et al., 2010), Edam bajo en grasa (Tungjaroenchai et al., 2004), Caciotta bajo
en grasa (Di Cagno et al, 2014), entre otros, en cuyos procesos de elaboraciéon se utilizan
mayoritariamente fermentos primarios mes6filos. Por el contrario, existe una menor cantidad de
estudios referidos al impacto del uso de lactobacilos como cultivos adjuntos sobre la maduracién
de quesos en combinacién con fermentos primarios termdfilos, como los utilizados en nuestro
pais. En este contexto, en el INLAIN se han llevado a cabo en los ultimos afios diversos estudios
para evaluar el impacto de varias cepas de origen NSLAB en la calidad de quesos blandos,
semiduros y duros (Briggiler-Marcé et al., 2007; Burns et al., 2012; Cuffia et al., 2019; Milesi et
al., 2009; Peralta et al., 2017). Sin embargo, hasta el momento no se evalud la eficacia de estos
adjuntos para inhibir la aparicién de defectos especificos, como la formacién de aberturas en

quesos que no deben desarrollarlos. Por otro lado, los estudios previos han caracterizado
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pormenorizadamente sé6lo cuatro cepas de la coleccion de NSLAB del INLAIN, lo que da lugar a

la necesidad de conocer los otros cultivos de esta coleccién y su potencialidad como adjuntos.

2. Objetivos

e Valorar la contribucién de un fermento adjunto de Lacticaseibacillus paracasei 90 (Lp90) para

contrarrestar la accién de una cepa alterante productora de defectos gaségenos en quesos blandos.

e Evaluar la influencia de once cepas autoctonas de lactobacilos meséfilos (origen NSLAB) en

la maduracién de quesos semiduros miniatura.

3. Materiales y métodos

3.1. Evaluacion de la habilidad de un fermento adjunto para inhibir la
formacion indeseable de ojos en quesos

En esta experiencia se evalué la habilidad de un fermento adjunto de la cepa autctona
Lacticaseibacillus paracasei Lp90 para inhibir la formacién indeseable de ojos en quesos. Para
ello, se elaboraron quesos de tipo Cremoso, que contenian tanto Lp90 como una cepa de
Leuconostoc mesenteroides capaz de producir CO2 en grandes cantidades, que simulaba Ia
contaminacién con bacterias lacticas alterantes. Asimismo, se realizaron elaboraciones de quesos
control. Los quesos obtenidos se maduraron en condiciones normales o con cortes en la cadena
de frio. Se evalué la viabilidad de la cepa alterante y del fermento adjunto, el perfil de

fermentacién de los quesos y la formacién de ojos.
3.1.1. Ensayos previos: selecciéon de una cepa gasogena alterante

Se estudiaron tres cepas pertenecientes al cepario del INLAIN como posibles cepas gaségenas
alterantes en queso: Leuconostoc mesenteroides D11 (D11), Leuconostoc pseudomesenteroides
MB2 (MB2) y Limosilactobacillus fermentumLf2 (Lf2). Las cepas de Leuconostoc fueron
aisladas de quesos Cremoso con defectos de formacidon no deseada de ojos (Cardamone et al.,
2011). L. fermentum Lf2 es una cepa autéctona que se aislé de queso Tybo semiduro como

NSLAB.

Las cepas se encuentran congeladas a -80 °C, en caldo MRS (Biokar, Beauvois, Francia),
adicionado con 15% (v/v) de glicerol como agente crioprotector. Para su uso habitual, las cepas
se reactivaron por tres repiques sucesivos en caldo MRS (Biokar) durante 18 h a 30 °C para las

cepas D11 y MB2 y a 37 °C para Lf2 y se almacenaron en heladera.

El recuento de las cepas de leuconostoc se realizé en MRS (Biokar Diagnostics, Allonne,
Francia) agarizado con el agregado de vancomicina (MRS-V), con una incubacién a 30 °C durante
24 h (D'Angelo et al., 2017; Cicotello et al., 2018). Las cepas de Leuconostoc utilizadas mostraron

resistencia intrinseca a este antibidtico (Cardamone et al., 2011). La concentracién de
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vancomicina adicionada fue de 30 mg/mL. Las soluciones madre de antibidtico se prepararon en
agua destilada y se esterilizaron por filtracién utilizando membranas con un didmetro de poro de
0,22 pm (Millipore, Sao Paulo, Brasil) antes de su adicién al medio previamente esterilizado

(autoclave, 121 °C - 15 min).

Para el recuento de la cepa de L. fermentum Lf2 se utiliz6 MRS acidificado a pH 5,4 (MRSa),

el cual permite el crecimiento de esta cepa pero inhibe al fermento primario ensayado.

Se llevaron a cabo elaboraciones de queso Cremoso a escala piloto con el objetivo de evaluar
la habilidad de estas cepas para formar ojos. De esta manera, cuatro quesos Cremoso fueron
elaborados: un queso Control con el protocolo habitual de elaboracién (sin la adicién de una cepa
gasdgena) y tres quesos Experimentales: quesos Cremoso elaborados con la adicién de las cepas
D11, MB2 y Lf2 en forma individual. Cada una de las elaboraciones se realiz6 en la planta piloto
del INLAIN a partir de 50 L de leche cruda provista por una industria lictea cercana, Milkaut
(Franck, Santa Fe, Argentina). La leche se pasteuriz6 a 65 °C durante 30 min. Terminado este
periodo la leche fue enfriada hasta 37 °C, y adicionada con CaCl, para lograr una concentracién
final de 0,02 % p/v. Se utiliz6 como fermento primario Streptococcus termophilus ST1 (Chr.
Hansen, Quilmes, Argentina), el cual fue hidratado en una alicuota de leche y 15 minutos mds
tarde fue agregado a la tina en una concentracién de 10® UFC/mL. Ademds, la leche para cada
tipo de queso experimental fue inoculada con la cepa gasdgena especifica en un nivel de 104
UFC/mL, recuento similar al encontrado en los quesos con defectos (Cardamone et al., 2011;
Quiberoni et al.,, 2008). Luego de una agitacibn mecdnica durante 10 min, se adiciondé el
coagulante en un nivel de 0,45 mL/L (Quimosina 34 IMCU/L, Chr. Hansen, Quilmes, Argentina).
Cuando la cuajada alcanzé la consistencia adecuada (~ luego de 40 min) se corté mediante el
empleo de liras, intercalando con agitaciones suaves hasta conseguir el tamafio de grano buscado
(5 mm?3). Luego, se dej6 que la cuajada se asiente en el fondo de la tina y se extrajo el suero. La
cuajada se coloc6é en moldes microperforados de seccién cuadrada y se llevé a cdmara caliente
hasta lograr la acidificacion a pH 5,2, momento en el cual los quesos fueron salados por inmersién
en salmuera (20 % p/v, pH 5.4, 4 °C) arazén de 1 h/kg de queso. Los quesos se orearon durante
5 dias y luego fueron envasados al vacio. La maduracién (30 dias) sellevé adelante en condiciones
normales (4 °C) o con cortes en la cadena de frio (al inicio, en el medio y al final de la maduracién)
para incentivar el crecimiento y actividad metabdlica de la cepa alterante, como se indica a

continuacion:

1. 21difas a4 °C, luego 2 dias a 12 °C y por dltimo 7 dias a 4 °C.
2. 7T diasa12°C y23dias a4 °C.
3. 15diasa 12 °Cy 15 dias a4 °C.
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Pasados los 30 dias de maduracién los quesos fueron observados minuciosamente para detectar
la presencia de ojos y aberturas. A su vez, se les midi6 el pH y se realiz6 el recuento
microbiol6gico en los medios previamente mencionados: MRS-vancomicina (MRS-V) para las
cepas de Leuconostoc y MRSa para el recuento de Lf2; en los quesos control también se realiz6
un recuento en MRSa con el fin de detectar la presencia de NSLAB que también podrian

contribuir al desarrollo de defectos.
3.1.2. Cepas y condiciones de crecimiento

En base a los ensayos preliminares, se selecciond la cepa Leuconostoc mesenteroides D11
como alterante productor de defectos gaségenos en quesos blandos. La cepa conservada a — 80 °C
en caldo MRS (Britania, Buenos Aires, Argentina) con la adicién de glicerol al 15 % (v/v) como
criopreservante fue reactivada en caldo MRS (2 %, v/v) durante 18 h a 30 °C y se realizaron al

menos dos repiques sucesivos antes de su uso.

La cepa Lacticaseibacillus paracasei 90 (Lp90), que pertenece también ala colecciéon de cepas
del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN), se utiliz6 como cultivo adjunto para evaluar su
capacidad de contrarrestar el efecto de la cepa alterante (Peralta et al., 2017). Lp90 es una cepa
autéctona que se aislé como NSLAB a partir de queso Tybo de buena calidad (Bude-Ugarte et
al., 2006). Esta cepa fue evaluada con éxito en modelos de queso, y en quesos blandos, semiduros
y duros a los que se les adicion6 como cultivo fresco o deshidratado por spray, luego de su
crecimiento en el medio comercial MRS (Cuffia et al., 2019; Milesi et al., 2008; 2010; Peralta et
al., 2016a; Peralta et al., 2017). En la presente experiencia, se utilizé un fermento deshidratado

por spray de la cepa Lp90.

Se realizaron ensayos preliminares para verificar la performance de los medios de cultivo para
realizar los recuentos del fermento primario, la cepa alterante (D11) y el fermento adjunto
adicionado (Lp90). De esta forma se evalud el recuento de una suspensién individual y de una
mezcla de las tres cepas (starter, D11, Lp90, en los niveles esperables en los quesos ~9, 7 y 8 log
UFC/g, respectivamente) en APC-leche, MRS acidificado a pH 5,4 (MRSa) y MRS-V para S.
thermophilus, Lp90 y D11, respectivamente.

3.1.3. Elaboraciones de quesos

Para llevar adelante esta experiencia, se elaboraron quesos Cremoso miniatura a escala de
laboratorio (2 L) segin Peralta et al. (2017). La leche se pasteurizé a 65 °C durante 30 min, luego
se enfrié a 37 °C, y se dividi6 en cuatro mini tinas de 2 L. En cada tina se adicion6 cloruro de
calcio (Merck, Darmstadt, Alemania) para llegar a 0,02 % p/v en la leche, y el fermento primario
de S. thermophilus (Chr. Hansen, Quilmes, Argentina) en un nivel de 106 UFC/mL. Ademds, la
leche se inoculé con Leuconostoc mesenteroides D11 a 10* UFC/mL, para simular una alta

contaminaciéon con BAL heterofermentantes adventicias. Este nivel se selecciond teniendo en
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cuenta los recuentos de Leuconostoc registrados en quesos blandos con el defecto de formacién
indeseable de ojos (Cardamone et al., 2011; Quiberoni et al., 2008). Se obtuvieron dos tipos
diferentes de quesos: control sin cultivo adjunto (C), y experimental con Lp90, inoculado en un
nivel de 10°® UFC/mL (E). Los quesos fueron madurados en dos condiciones: normales (N)
durante todo el tiempo de maduracién (30 dias a 4 °C) o alteradas (A) simulando una ruptura de
la cadena de frio (7 dias a 4 °C seguidos de 7 dias a 12 °C y luego por 16 dias a 4 °C). La
elaboracion de estos quesos se realizo por cuatriplicado con diferentes leches en diferentes dias.
Los quesos fueron nombrados como: CN y EN: quesos control y experimental madurados en
condiciones normales, y CA y EA, quesos control y experimental madurados en condiciones

alteradas.

Los quesos (tres de las cuatro réplicas) fueron muestreados segin ISO 707|IDF 50 (2008b) a
los 4 y 30 dias de maduracién. El pH y la composicién global se analizaron al final de la
maduracién (30 d), mientras que los recuentos microbiolégicos y el nivel de azicares, 4cidos
organicos, y etanol se determinaron a los 4 y 30 dias de maduracién. La formacién de ojos se
evalué visualmente durante la maduracién en todas las réplicas de quesos; ademds, este proceso
se cuantific6 mediante tomografia computada a los 7, 15 y 30 dias en una cuarta réplica de los
quesos.

3.2. Influencia de lactobacilos mesdfilos autéctonos en el perfil de maduraciéon

de quesos semiduros

En esta experiencia se evalud el potencial de 11 cepas de lactobacilos mesoéfilos autdctonas
para ser utilizadas como fermentos adjuntos en queso semiduro con el objetivo que aporten
positivamente al flavour y a la calidad del producto final. En particular, se determind la viabilidad
de las cepas en el queso y su influencia en la composicién y pH, y el nivel de dcidos orginicos,

azucares y compuestos volatiles.
3.2.1. Cultivos adjuntos de lactobacilos

Las 11 cepas de lactobacilos mes6filos que se estudiaron en esta experiencia fueron aisladas
en trabajos previos a partir de quesos de buena calidad (Bude-Ugarte et al., 2006), y se conservan
congeladas en el cepario del INLAIN. Las cepas estudiadas fueron las siguientes: 5 cepas de
Lactiplantibacillus plantarum codificadas como LpI29, Lpl33, Lpl87, Lpl89 y Lpl91, 1 de
Lacticaseibacillus paracasei codificada Lp90 (la misma que la utilizada en la primera experiencia
de este capitulo), 2 de Lacticaseibacillus casei codificadas Lc72 y Lc81, y 3 de Lacticaseibacillus
rhamnosus codificadas Lr73, Lr77 y Lr78. Estas cepas fueron previamente evaluadas en cuanto
a sus propiedades tecnoldgicas, su resistencia a las barreras bioldgicas y sus caracteristicas
probidticas (Bude-Ugarte et al., 2006). Los cultivos stock de cada cepa se encuentran

almacenados en ultrafreezer a —80 °C en caldo MRS (Britania, Buenos Aires, Argentina)

86



Capitulo 2

suplementado con glicerol al 15% v/v como criopreservante. Previo a su empleo, las cepas se
reactivaron mediante dos repiques sucesivos en caldo MRS incubando a 37 °C durante toda la
noche (~ 18 h). Luego, se cosecharon las células por centrifugaciéon (8000 — 20 min — 4 °C) y el
pellet resultante se lavé dos veces con buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 7), y se resuspendié en
leche descremada al 10 % p/v estéril (115°C —30 min). Una alicuota de esta suspension, suficiente

para lograr una concentracién de bacterias de 10 UFC/mL, se inoculd en la leche de elaboracion.
3.2.2. Elaboraciones de quesos semiduro miniatura

Se realizaron elaboraciones de quesos semiduro miniatura a escala laboratorio con y sin
adicién de una cepa de lactobacilo como fermento adjunto. De esta forma se elaboraron doce tipos
de quesos: un queso control (C) y once quesos experimentales (E) con la incorporacién de cada
una de las cepas en forma individual. La leche cruda utilizada en las elaboraciones se obtuvo de
una planta lactea cercana (Milkaut S.A., Franck, Santa Fe, Argentina). En cada elaboracion se
trabajé con doce tinas en simultdneo (Figura 14A), las cuales contenian 1L de leche, que fue
pasteurizada a 65 °C durante 30 min. Para el agregado de los fermentos, la leche fue enfriada a 37
°C. En todas las tinas se afiadi6 el fermento primario de Streptococcus thermophilus y en las tinas
de quesos experimentales se inoculé a su vez una cepa de lactobacilo como fermento adjunto. La
cantidad adecuada de cada uno de los fermentos se dispersé en 50 mL de leche pasteurizada, se
incubd a37 °C durante 15 min y se agregd ala tina. Pasados 10 min del agregado de los fermentos,
se afiadid a cada tina el coagulante Chymax (Hansen, Argentina, 74 IMCU/mL) en una dosis de
34 IMCU/L, diluido previamente en 10 mL de agua destilada. Cuando la cuajada alcanzé la
firmeza apropiada se cortd en etapas sucesivas con mini liras (con agitacién manual entre cada
etapa y reposo) hasta lograr un tamafio semejante al de un grano de maiz, manteniendo la
temperatura en ~ 37 °C. La etapa de lirado y agitacion demandd aproximadamente 10-15 min.
Luego, la mezcla de suero y particulas de cuajada se agit6 suavemente y la temperatura se
incrementé a una velocidad de 1 °C/min hasta alcanzar los 45°C, que se mantuvieron durante ~
15 min, a fin de reducir el contenido de humedad de la cuajada. Esta etapa se realizé con agitacién
constante con varillas de vidrio para mejorar el drenaje del suero. Pasado este tiempo, la cuajada
se dejo reposar 2 min, se separd del suero y se colocé en los moldes perforados, para luego ser
prensados en estufa hasta llegar a pH 5,4. Los quesos obtenidos, de aproximadamente 130 g, se
salaron por inmersion en salmuera a raiz de 6 h/kg de queso y se dejaron orear en cdmara a 12 °C.
A los 6 dias de elaborados fueron pintados y envasados al vacio (Figura 14B) y posteriormente

madurados por 90 dias a 12 °C. Las elaboraciones se realizaron por triplicado.

Al finalizar la maduracién (90 dias), los quesos fueron muestreados segin ISO 707|IDF 50
(2008a) para posteriormente analizar los recuentos microbiolégicos, pH, composicién global,

nivel de dcidos orgdnicos y azicares, compuestos volatiles y protedlisis (Figura 14C).
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Los quesos experimentales fueron codificados segiin la cepa afiadida.

Figura 14. Tinas de elaboracién (A), quesos obtenidos de unaréplica de elaboracion pintados y envasados
al vacio (B) y muestreo de los quesos luego del periodo de maduracién (C).
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3.3. Determinaciones analiticas
3.3.1. Composicion global y pH

La composicién global y el pH de los quesos se analizé al final de la maduracién mediante los

métodos estdndar descriptos en el Capitulo 1 (secciones 2.3.1.y 2.3.2.).
3.3.2. Analisis microbiolégico de los quesos

Para el andlisis microbiolégico de los quesos se pesaron en condiciones de asepsia 10 g en
bolsas estériles y luego se adicionaron 90 mL de soluciéon de citrato de sodio 2 % p/v estéril
(autoclave, 121 °C — 15 min) (Microquim, Santa Fe, Argentina). La mezcla se homogenizé en
Stomacher aplicando dos ciclos de 1 minuto cada uno a fin de obtener la suspensidon de queso que
representd la diluciéon 10-1. A partir de esta suspension se realizaron diluciones decimales en agua
de peptona de caseina 0,1 % p/v estéril (autoclave, 121 °C — 15 min) y se sembraron en superficie
0,1 mL o en profundidad 1 mL de las diluciones apropiadas en diferentes medios, de acuerdo al

grupo microbiano a analizar.

Los recuentos del fermento primario y de los lactobacilos mesdfilos (adventicios en quesos
control y adjuntos en quesos experimentales) en los quesos se realizaron a los 4 y 30 dias para los
quesos Cremoso y a los 90 dias para los quesos semiduros. El recuento del fermento primario de
S. thermophilus se realiz6 en APC-leche luego de 48 h de incubacién a 37 °C (Frank et al., 1993).
Las NSLAB (en quesos sin adicién de cultivo adjunto) y los cultivos adjuntos se enumeraron en
MRSa (Biokar, Beauvais, Francia) luego de la incubacién de las placas a 37 °C durante 48 h bajo
condiciones de microaerofilia segin Peralta et al. (2017, 2020). Los recuentos de Leuconostoc se
determinaron en MRS-Vancomicina (MRS-V) después de 24 h de incubaciéon a 30 °C en

condiciones de microaerofilia (Cardamone et al., 2011).

En los quesos semiduros se determiné también el recuento de coliformes, y de hongos y
levaduras al final de la maduracién (90 dias) en los medios y condiciones apropiados: coliformes
en: Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV) con una incubacién a 32°C durante 24 h (Christen et al.,
1993), y hongos y levaduras en Agar cloranfenicol — dextrosa (glucosa) — extracto de levadura

(ACGY) con una incubacién a 25°C durante 5 dias (Frank et al., 1993).
3.3.3. Niveles de carbohidratos, acidos organicos y etanol

Los niveles de carbohidratos, 4cidos orgdnicos y etanol se determinaron por cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC) como se describié en el Capitulo 1 seccion 3.4.4.
3.3.4. Evaluacion de la formacion de ojos

La formaciéon de ojos en los quesos Cremoso elaborados se evalu6 mediante observacion

visual y mediante tomografia computada de rayos X (TC), metodologia no destructiva para el
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andlisis de ojos, cuya implementacién fue descripta en el Capitulo 1 (Guggisberg et al., 2013). El
estudio mediante TC se realiz6 en los quesos a los 7, 15 y 30 dias de maduracién con la
metodologia descripta en el Capitulo 1 seccién 2.1.3.3., con algunas modificaciones en los
pardmetros de escaneo: 100 kV, 50 mA y 0,5 mm de espesor de corte. Se obtuvieron los modelos

3D de cada queso y se cuantificé el volumen total del queso y de los ojos formados.
3.3.5. Estudio de la protedlisis

La protedlisis es el proceso que involucra la degradacién de proteinas a péptidos de diversos
tamafios y aminodcidos libres. La misma tiene un impacto significativo en la textura y flavour del
queso y depende del tipo y actividad de los microorganismos presentes, asi como también de la
tecnologia de elaboracién y de las condiciones de maduracién. La degradacién de la matriz
proteica y la formacién de nuevos grupos amino y carboxilo (ionizados al pH del queso)
determinan la interaccién proteina-agua e influyen en la textura del queso maduro. Asimismo, la
protedlisis libera aminodcidos (precursores de compuestos volatiles) y compuestos sapidos con

gran impacto en el flavour del producto (Upadhyay et al., 2004a,b).

La protedlisis fue estudiada en los quesos semiduros miniatura a los 90 dias de maduracién
mediante al andlisis del nitrégeno soluble a pH 4,6 y la determinacién de los perfiles peptidicos

por HPLC.

Nitrogeno soluble a pH 4,6. La metodologia utilizada para este estudio fue la misma que la

descripta en el Capitulo 1 (seccién 2.2.5.).

Perfiles peptidicos. Esta técnica permite la separacién de péptidos o grupos de péptidos,
obteniéndose un perfil proteolitico caracteristico de cada muestra que, a distintos tiempos de
maduracién del queso, reflejan el complejo equilibrio entre su produccién y su posterior
degradacién a aminodcidos (Pripp et al., 2000). En cromatografia liquida de fase reversa (RP-
HPLC), la fase mévil es polar mientras que la fase estacionaria es no polar. En general, al pH de
los extractos de queso obtenidos, los péptidos presentan una elevada polaridad, por lo que tendran
baja afinidad por la fase estacionaria. Para mejorar la separacién cromatografica, la fase moévil se
acidifica mediante la adiciéon de dcido trifluoroacético (TFA), lo que disminuye la polaridad de
los péptidos. La disminucién del pH de la fase mévil a valores inferiores a 3, transforma los grupos
carboxilos de los aminodcidos en su forma no disociada. Asimismo, el TFA actia como par iénico
bloqueando los grupos bdasicos de los aminodcidos que al pH 4cido de la fase mévil se encuentran

cargados (Singh et al., 1999).

Los perfiles peptidicos fueron obtenidos en el mismo equipo HPLC descripto en el Capitulo 1
seccion 3.4.4. Para esta determinacion se emple6 una columna analitica tipo Aquapore OD-300
C18, de 220 x 4,6 mm, con un tamafio de particula de 7 pum y un tamano de poro de 300 A (Perkin

Elmer). Las corridas cromatogrficas se llevaron a cabo a una temperatura de 40 °C y a una
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longitud de onda de deteccién de 214 nm. La separacion se llevé a cabo utilizando un gradiente
lineal de acetonitrilo en agua, que se formé en la bomba del instrumento a partir de dos fases
moéviles: A, agua bidestilada:TFA (1000:1,1, v/v), y B: acetonitrilo:agua bidestilada:TFA
(600:400:1, v/v/v).

La corrida se inicié con 100% de A y el gradiente comenzé después de 10 min de la inyeccién
de la muestra. Se incrementdé gradualmente la proporcion de fase mévil B en la mezcla a razén de
1 %/min durante 80 min, y luego en un 20 %/min durante 1 min, alcanzando posteriormente una
meseta de 100 % de B que se mantuvo por 4 min. Finalmente, en el término de 1 min se retorné
a las condiciones iniciales (100 % de A) que se mantuvieron durante 10 min (Bergamini et al.,

2006). El tiempo total de corrida fue de 106 min y el flujo de fase mévil de 1 mL/min.

Las proteinas de suero a-lactoalbimina y P-lactoglobulina A y B se identificaron en los

perfiles peptidicos por comparacién con los tiempos de retencién de estdndares apropiados.
3.3.6. Compuestos volatiles

El andlisis de compuestos volitiles se realizd segin Vénica et al. (2020), con ligeras
modificaciones. Se empled la microextracciéon en fase sélida (SPME) acoplada a un cromatégrafo
gaseoso (CG) con detector de ionizacion de llama (FID) para aislar, separar y semicuantificar los

compuestos.

Para la SPME, 5 g de cada muestra de queso se pesaron en viales de 30 mL, que se sellaron
herméticamente y se introdujeron en un bloque de aluminio colocado sobre una placa calefactora
(IKA, EE. UU.) durante 10 min a 40+1 °C. Luego, una fibra de SPME recubierta de
divinilbenceno/carboxeno/polidimetilsiloxano (DVB/Car/PDMS) 50/30 um (Supelco, Inc.
Bellefonte, Estados Unidos) se expuso en el espacio de cabeza de los viales durante 30 min a la

misma temperatura.

Los analitos retenidos en la fibra fueron desorbidos térmicamente durante 5 min a 250 °C en
el puerto de inyeccién de un CG. Este equipo (Perkin Elmer, modelo 9000), estd provisto de un
holder (Supelco, Inc. Bellefonte, Estados Unidos) especifico para la fibra, una columna capilar
HP-Innowax (60 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Agilent J&W, Agilent Technologies, EE. UU.) y un
detector FID mantenido a 290 °C. La temperatura del horno se fijé a 45 °C por 4 min y luego se
aumentd a 150 °C (a razén de 8 °C/min) y se mantuvo por 3 min, y finalmente se aument6 a 250
°C (arazén de 10 °C/min) y se mantuvo durante 5 min. Se utilizé hidrégeno como gas portador a
un caudal de 2,0 mL/min. Se utilizaron estdndares inyectados en las mismas condiciones y
confirmados por espectrometria de masas (GC Varian CP-3800 — MS Saturn 2000, Jap6n) para
identificar los compuestos volatiles comparando los tiempos de retencién. Los picos identificados
fueron integrados utilizando el software TotalChrom® (Perkin Elmer, Estados Unidos) y las areas

obtenidas fueron expresadas en unidades arbitrarias (Wolf, 2009). Los compuestos que

91



Capitulo 2

presentaron valores de dreas menores a 5000 unidades arbitrarias fueron indicados como no

detectados (nd).
3.3.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados fue realizado con el software Minitab 18 (Minitab Inc.,
PA, Estados Unidos). Todos los resultados fueron analizados por ANOVA de una via para
detectar diferencias significativas. Para todos los resultados se tomé como criterio una
probabilidad de p < 0,05 como diferencia significativa y las diferencias entre medias se
determinaron mediante el test de Tukey. Por otro lado, para una mejor interpretacion de los
resultados, se realiz6 un Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los compuestos volitiles.
dcidos orgdnicos y azucares y perfiles peptidicos en la experiencia de quesos semiduro miniatura
utilizando Minitab 18 (Minitab Inc., PA, Estados Unidos). El ACP es una técnica multivariada
que reduce el ndmero de variables originales a un menor nimero de variables llamadas
Componentes Principales (CP), las cuales son una combinacion lineal de las originales. En el caso
de los perfiles peptidicos, los cromatogramas fueron preprocesados para reducir el nimero de
picos para su subsiguiente andlisis por componentes principales. Los datos procesados
consistieron de clases de tiempo de retencidon en las que las dreas de los picos se acumularon
utilizando la distancia desde el centro de la clase como un factor de peso (Piraino et al., 2004).
Por otro lado, se utiliz6 el paquete R ggplot2 para visualizar la conexién entre los compuestos
voldtiles, 4cidos orgdnicos, azucares y pH, cuyos valores se representaron mediante celdas
coloreadas segtin los puntajes Z (Serrazanetti et al.,, 2011; Unwin, 2015). La escala de colores
representa la abundancia de cada variable, indicada como puntuacién Z, donde el rojo indica

abundancia alta y el azul indica abundancia baja.

4. Resultados y discusion

4.1. Evaluacién de la habilidad de un fermento adjunto para inhibir la
formacion indeseable de ojos en quesos

4.1.1. Ensayos previos: selecciéon de una cepa gasogena alterante

Los resultados obtenidos en las elaboraciones de quesos realizadas en planta piloto con las
cepas gasdgenas alterantes y con cortes en la cadena de frio en cuanto al pH de los quesos al
finalizar la maduracion, la presencia de ojos en la superficie y en el interior de los mismos y el

recuento de cada cepa utilizada se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas de los quesos elaborados siny con las cepas alterantes (L. mesenteroides D11, L.
pseudomesenteroides MB2 y L. fermentum Lf2) en distintas condiciones de maduracién: presenciade ojos,
pH y recuentos de las cepas afiadidas en los quesos experimentales y NSLAB en quesos control.

Quesos
Condiciones de maduracion
Control D11 MB2 Lf2
Normal

Observacion de ojos - - - -
pH 5,45 5,45 5,45 5,27
Recuentos (log UFC/g) ¥ <2 8,2 7,2 6,0

Alterada*

Observacién de ojos - - - -
1 pH 5,15 5,30 5,15 5,20
Recuentos (log UFC/g) ¥ 2,7 7,7 6,9 <6,0

Observacion de ojos - + + -
2 pH 5,20 5,20 5,10 5,15
Recuentos (log UFC/g) ¥ <2 7,0 8,6 6,0

Observacién de ojos - + + -
3 pH 5,20 5,15 5,10 5,20
Recuentos (log UFC/g) ¥ 3,0 7,1 7,9 6,1

“Condiciones de maduracién alterada de los quesos: 1: 21 dias a 4 °C, luego 2 dias a 12 °C y por dltimo 7
diasa 4 °C;2:7diasa 12°Cy23dias a4 °C; 3: 15diasa 12°Cy 15 dias a 4 °C.

% Los resultados corresponden a los recuentos de NSLAB en quesos control, determinado en el medio
MRSa, y de las cepas afiadidas en los quesos experimentales, utilizando MRS-V para la cepa D11y MB2
y MRSa para Lf2.

En general, en todas las condiciones ensayadas se encontraron valores de pH dentro del rango
esperado, aunque en condiciones de maduracion alterada, hubo valores de pH levemente menores.
Ademads, se pudo corroborar que las dos cepas de Leuconostoc se mantuvieron viables y
alcanzaron niveles de alrededor 107 UFC/g en el queso y fueron capaces de formar ojos
unicamente cuando los quesos se sometieron a las condiciones 2 y 3 de cortes en la cadena de
frio. Por otra parte, la cepa Lf2 no fue capaz de formar ojos en las condiciones estudiadas, por lo
que fue descartada para los siguientes estudios. Los quesos que contenian la cepa D11 y sometidos
a un corte de frio desde el inicio de la maduracion fueron los que presentaron la mayor cantidad
de ojos; sin embargo las hormas se deformaron bastante en esas condiciones. En base a estos
resultados, se selecciond la cepa D11 para utilizar como cepa gaségena alterante en las siguientes
elaboraciones de queso y se opté por comenzar la maduracién en las condiciones normales (4 °C)
por 7 dias, luego realizar el corte de la cadena de frio (12 °C) por 7 dias y finalizar la maduracién
a 4 °C. Estas condiciones son similares a un buen manejo de la cadena de frio en etapas de
produccién, cuando los quesos estdn en la industria, y la ocurrencia de interrupciones de frio
durante la comercializacion. En los quesos madurados con este esquema de temperaturas se

produjeron ojos, pero no deformacion.
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4.1.2. Cepasy condiciones de crecimiento

Los resultados de las pruebas preliminares donde se evalué el medio de cultivo a utilizar para
el recuento de las cepas utilizadas (fermento primario, cepa gasdgena alterante seleccionada y
fermento adjunto) en la elaboracién de los quesos Cremoso miniatura con corte en la cadena de
frio se muestran en la Tabla 7. A su vez, en las Figuras 15, 16 y 17 se muestran las colonias
obtenidas a partir del recuento de las mezclas de cepas (como se encuentran en el queso). En estas

pruebas se verificé que el recuento de cada cepa fue similar para la suspensién individual y mixta.

Tabla 7. Recuentos obtenidos del ensayo de cepas individuales (S. thermophilus, D11y Lp90) y de la
mezlcade ellas (S. thermophilus+D11+Lp90) en los medios APC-leche yMRSa a 37 °C-48 h, y MRS-V a
30 °C-24 h. Los resultados se expresan como log UFC/mL.

Bacteria S. thermophilus D11 Lp90
Medio APC-leche MRS-V MRSa
Individual 8,83+0,29 7,1240,12 8,41+0,08
Mezcla 8,92+0,07 7,08+0,06 8,51+0,02

Se informa el promedio+desviacién estandar de tres réplicas de este ensayo.

El medio MRS-V demostré ser adecuado para el recuento de la cepa D11, a pesar de que la
cepa Lp90 también creci6 en el mismo. Ambas cepas se pudieron diferenciar en funcién del
tiempo de incubacién, tamafio y color de las colonias y caracteristicas microscopicas (Figura 15).
Colonias redondas, cremosas y de color blanco pertenecientes al cultivo D11 aparecen después
de 24 h de incubacién, mientras que el crecimiento de Lp90 fue maés lento y a las 24 h las colonias

fueron puntiformes y de color gris claro, por lo que no interfieren en el recuento de la cepa D11.

El recuento de Lp90 se realizé en MRSa (37 °C - 48 h), medio en el cual no crece el fermento
primario ni la cepa D11. Las colonias de Lp90 son muy pequefias a las 24 h de incubacién

mientras que aumentan de tamafio a las 48 h de incubacién (Figura 16).

Para la enumeracion de las bacterias lacticas totales se utilizo6 APC-leche, con una incubacion
a 37 °C — 48 h (Milesi et al., 2010; Peralta et al., 2017, 2020). En general, todas las BAL crecen
en este medio. Sin embargo, los niveles del iniciador en los quesos Cremoso son 1 o 2 6rdenes
logaritmicos mads altos que las cepas adjuntas o contaminantes, por lo que los resultados obtenidos
en este andlisis representan principalmente el recuento del iniciador Streptococcus thermophilus.
Las colonias después de 24 h de incubacién son muy pequefias, pero aumentan de tamafio después

de 48 h de incubacion

Estos resultados revelan que es posible contar y diferenciar los grupos microbianos mediante
las condiciones de crecimiento seleccionadas: Starter en APC-leche, 37 °C-48 h, D11 en MRS-

V, 30 °C-24 h y Lp90 en MRSa, 37 °C-48 h.
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Leuconostoc

Lactobacillus

Figura15. Colonias obtenidas luego de incubar en MRS-V durante 24h (A) y 48 h (B) a30 °C lamezcla
de cepas. Las colonias de D11 (colonias redondas blancas cremosas) estanbien diferenciadas de las col onias
de Lp90 (colonias gris claro, mucho mds pequefias y puntiformes) por tamafio y color. El recuento en placa
de lacepaD11 se realizé en esta condicion. Se muestrala morfologia de ambas cepas bajo un microscopio
con contraste de fase (100x).
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Figura 17. Colonias obtenidas luego de incubar en APC-leche durante 24 h'y 48 h a 37 °C la mezcla de
cepas.

4.1.3. Composicion global y pH de los quesos

La composicion y el pH de los quesos a los 30 dias de maduracién se muestran en la Tabla 8.
Los valores de pH, proteina y grasa fueron similares (p < 0,05) para todos los quesos, mostrando
los siguientes valores medios, respectivamente, 5,18+0,16, 17,3+0,4 % p/p, 24,6+0,5 % p/p. El
nivel de humedad mostré diferencias significativas (p < 0,05): los valores mas bajos se
encontraron en los quesos experimentales con interrupciones de la cadena de frio durante la
maduracion (53,4+0,4 % p/p), mientras que los quesos control madurados en condiciones

normales tuvieron el mayor nivel de humedad (56,2+0,3 % p/p).
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El contenido de humedad en el queso depende principalmente de las variables de
procesamiento durante la elaboracién del queso: tamafio de corte de la cuajada, temperatura de
coccidn, acidificacién, agitacién de la mezcla de cuajada y suero, prensado y salado. Ademds, la
post-acidificacién durante la maduracion del queso también podria afectar la humedad
(McSweeney, 2007). El pH de todos los quesos fue de 5,3 al final de la elaboracién. Sin embargo,
disminuy6 ligeramente durante la maduracién, sobre todo en los quesos experimentales
madurados en condiciones alteradas. Este hecho probablemente condujo a un ligero drenaje del
suero durante la maduracién y una disminuciéon de los niveles de humedad en los quesos EA al
final de la maduracién. Una post-acidificacion en quesos debido a la incorporacién de cultivos

adjuntos de L. paracasei también fue evidenciado por Bancalari et al. (2020).

Tabla 8. Composicidn global y pH de los quesos Cremoso alos 30 dias de maduracién.

Quesos pH Proteina % (p/p) Grasa % (p/p) Humedad % (p/p)
CN 5,35+0,14 17,0+0,6 23,9+2,1 56,2+0,3¢
CA 5,17+£0,09 17,0+0,7 24,522 55,4+0,1¢b
EN 5,23+0,25 17,620,1 24,6+1,8 54,8+0,8b
EA 4,98+0,11 17,7£1,2 25,2+1,9 53,4+0,42

CN y CA, quesos controles sin adicién de adjunto madurados en condiciones normales y alteradas,
respectivamente. EN y EA: quesos experimentales con adicion del cultivo adjunto Lp90 madurados en
condiciones normales o alteradas, respectivamente. Se informa el promedio+desviacion estandar de tres
réplicas de quesos.

abe T os valores con diferentes superindices de una misma columna difieren significativamente (p < 0,05).

4.1.4. Recuentos microbiolégicos

Los recuentos de las bacterias lacticas totales (BAL), leuconostoc y lactobacilos meséfilos se
muestran en la Tabla 9. Los recuentos de BAL totales fueron similares (p > 0,05) en todas las
muestras de queso y oscilaron entre 9,6 y 9,9 log UFC/g; estos valores representan la poblacién
del fermento primario. En efecto, ha sido reportado que el fermento S. thermophilus permanece
en niveles elevados en el queso Cremoso durante la maduraciéon (Milesi et al., 2010, Peralta et al.,
2017, 2020); estos resultados indican que la cepa alterante y el cultivo adjunto adicionados no
interfirieron en el crecimiento y supervivencia del fermento primario (S. thermophilus). Por otro
lado, aunque Lp90 y D11 también crecen en APC-leche, no interfirieron en el conteo del cultivo
primario ya que su concentracién estuvo al menos 1 y 2 érdenes logaritmicos por debajo,

respectivamente.

Los lactobacilos mesoéfilos se encontraron en un nivel de 7,1 log UFC/g en quesos
experimentales a los 4 dias de maduracién, luego aumentaron 1 y 2 érdenes logaritmicos cuando

se usd una temperatura de maduracién normal (EN) o alterada (EA), respectivamente. En los
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quesos controles (CN y CA), los lactobacilos mesoéfilos se mantuvieron por debajo de 3 log UFC/g
durante toda la maduracién (30 dias). Si bien el medio de cultivo no fue selectivo para
Lacticaseibacillus paracasei, su identificacién y conteo se considera confiable por las siguientes
razones: i) el cultivo primario y la cepa de leuconostoc no crecen en MRSa, ii) los niveles de
NSLAB fueron bajos en quesos controles, iii) la morfologia macroscépica (color, forma,
elevacion, borde) de las colonias en quesos experimentales fue homogénea y coincidié con
colonias de Lp90 obtenidas a partir de cultivos puros de la misma e incubado en las mismas
condiciones, y iv) resultados previos que mostraron una buena correlaciéon entre los recuentos en
placa de Lp90 en MRSa y qPCR con cebadores especificos para Lacticaseibacillus paracasei

(Peralta et al., 2020).

En cuanto al recuento de la cepa D11, el nivel inicial en todos los quesos estuvo entre 6,0 y
6,3 log UFC/g, es decir, 2 6rdenes logaritmicos mds altos que el nivel inoculado en la leche para
la elaboracién del queso. Después de 30 dias de maduracién, los recuentos aumentaron entre 0,95
y 1,69 log UFC/g. Los recuentos fueron ligeramente mds bajos en los quesos experimentales que
también tenian la cepa Lp90 que en los quesos control que contenian solo S. thermophilus.
Aunque la diferencia de viabilidad fue baja, esta tendencia se observd en todas las réplicas de
queso. Estos resultados sugieren cierto control de Lp90 sobre la viabilidad de la cepa D11. En
este sentido, los cultivos adjuntos contribuyen a inhibir o controlar el crecimiento de
microorganismos adventicios a través de diferentes mecanismos como la producciéon de
moléculas inhibidoras y/o por un efecto competitivo (Gaggia et al., 2011; Gobbetti et al., 2015;
Settanni & Moschetti, 2010). Sin embargo, las interacciones microbianas que determinan la
microbiota del queso son complejas y no estdn completamente dilucidadas (Gobbetti et al., 2018).
Por ultimo, los quesos sin Lp90 madurados en condiciones alteradas mostraron los recuentos mas

altos de la cepa D11, aunque las diferencias no fueron significativas (p < 0,05).

La implantacién y la modulacién de la microbiota del queso son cruciales para lograr un
adecuado desarrollo de la bioquimica de la maduracién, que depende en gran medida del
metabolismo microbiano, que a su vez estd relacionado a la tecnologia (Gobbetti et al., 2018).
Ademéds del nivel de contaminacién con NSLAB, se ha demostrado que las interrupciones de la
cadena de frio durante el almacenamiento de quesos blandos aumentan el efecto negativo de estas
bacterias en los quesos (Beresford, 2007; O'Sullivan et al., 2016; Porcellato et al., 2015; Shakeel-
Ur-Rehman et al., 2000), y pueden causar defectos que dependen de las especies y cepas presentes
y de las interacciones o competencia entre ellas (Blaya et al., 2018). Es sabido que la calidad y
seguridad de los productos alimenticios frescos requieren un adecuado mantenimiento de la
cadena de frio durante el almacenamiento (Mercier et al., 2017). Sin embargo, son frecuentes las
fallas en la misma, especialmente durante la comercializacién (Dominguez et al., 2016; Mercier

et al., 2017; Osorio et al., 2017). En este sentido, Ortakci et al. (2015) observaron una disminucion
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en la poblaciéon del fermento primario de lactococos y un aumento simultdneo de NSLAB en
queso Cheddar madurado a 12 °C, en comparacién con los madurados a 6 °C. En nuestro caso se
observd un leve aumento de los recuentos de las cepas D11 y Lp90 cuando hubo interrupciones
de la cadena de frio. Sin embargo, los recuentos de los lactobacilos meséfilos en los quesos control
no aumentaron cuando se alteraron las condiciones de maduracién. Esto probablemente se debid
a una buena calidad microbiolégica de la leche cruda, las buenas condiciones de higiene
mantenidas durante la elaboracion del queso y la inoculacion de la cepa D11 en la leche de

elaboracion que podria haber inhibido por competencia el crecimiento de lactobacilos adventicios.

Tabla 9. Recuentos microbioldgicos (log UFC/g) enlos quesos a los 4 y 30 dias de maduracién.

Quesos CN CA EN EA

Bacterias lacticas totales!

4 dias 9,65+0,18 9,68+0,14 9,65+0,18 9,74+0,06

30 dias 9,69+0,16 9,62+0,04 9,76+0,18 9,87+0,18

Leuconostoc mesenteroides D112

4 dias 6,29+0,45 6,18+0,20 6,25+0,55 6,02+0,51

30 dias 7,60+0,56 7,87+0,18 7,19+0,38 7,52+0,37

Lactobacilos mesoéfilos?

4 dias < 3,00 < 3,00 7,15+0,15 7,03+0,25

30 dias < 3,00 < 3,00 8,14+0,81 8,99+0,22

CN y CA, quesos controles sin adicién de adjunto madurados en condiciones normales y alteradas,
respectivamente. EN y EA: quesos experimentales con adicién del cultivo adjunto Lp90 madurados en
condiciones normales o alteradas, respectivamente. Se informa el promedio+desviacién estandar de tres
réplicas de quesos.

Condiciones utilizadas para los recuentos: ! APC-leche a37 °C por 48 h,2 MRS-V (MRS con vancomicina)
a 30 °Cpor 24 h,>MRSa (MRS acidificado a pH 5,4) a 37 °C por 48 h.

4.1.5. Niveles de carbohidratos, acidos organicos y etanol

La concentracién de 4cidos orgdnicos (4cidos citrico, orético, lactico, hiptrico y benzoico),

carbohidratos (lactosa y galactosa) y etanol se muestran en la Figura 18.

El nivel de lactosa fue similar en todos los quesos a los 4 dias de maduracién, mostrando un
promedio de 557+65 mg/100g de queso. De los 4 a los 30 dias, se observé una disminucién del
contenido de lactosa en todos los quesos, a excepcion de los quesos CN. Después de los 30 dias
de maduracién, el contenido de lactosa fue significativamente menor en los quesos EA (~330

mg/100 g de queso) que en los quesos CN, mientras que los quesos CA y EN tuvieron valores
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intermedios (alrededor de 440 mg/100 g de queso). En cuanto a la galactosa, se encontraron
niveles similares en todos los quesos al inicio de la maduracién. Sin embargo, después de 30 dias,
la galactosa fue significativamente menor en los quesos EA que en los demds. En correlaciéon con
estos resultados, la concentracién de 4cido lactico fue similar en todos los quesos a los 4 dias de
maduracién, mientras que a los 30 dias se encontraron diferencias significativas. Se observd un
aumento de este dcido durante la maduracién en los quesos CA, EN y EA, alcanzando niveles de
1398, 1411 y 1792 mg/100g de queso, respectivamente. Los quesos CN, por su parte, presentaron

una concentracién de 4cido lctico significativamente menor (~1200 mg/100g de queso).

El contenido de 4cido hiptirico fue similar para todos los quesos a los 4 dias, mientras que a
los 30 dias los niveles fueron significativamente menores en los quesos EN y EA que en los
quesos CN y CA. El 4cido benzoico solo se detecté después de 30 dias de maduracién; su

contenido fue significativamente mayor en los quesos experimentales.

Los niveles de 4cido citrico y ordtico fueron similares para todos los quesos y no cambiaron
significativamente (p > 0,05) durante la maduracion. A pesar de ello, los valores de 4cido citrico
a los 30 dias fueron ligeramente inferiores en los quesos CA (150 mg/100 g queso) que en los
demads quesos (200 mg/100 g queso) (valor p = 0,09). El etanol se detect6 solo en los quesos C a
los 30 dias de maduracién; su contenido fue un poco mayor en CA (44 mg/100 g de queso) que

en los quesos CN (19 mg/100 g de queso).

La fermentacién por BAL produce acidos orgdnicos como &4cido lactico, pero también
propiénico y acético, que juegan un papel importante como bioconservadores para inhibir la
microbiota adventicia en los productos licteos fermentados (Gobbetti et al., 2015; Settanni &
Moschetti, 2010). Los resultados obtenidos demuestran una mayor produccién de 4cido lactico
tanto en los quesos experimentales como en los quesos CA en comparacién con el queso control
madurado en condiciones normales (CN). La mayor produccién de dcido ldctico en los quesos E
estd asociada a Lp90, mientras que en los quesos CA estd ligada auna mayor actividad metabdlica
del fermento primario y de la cepa alterante adicionada cuando hubo interrupciones en la cadena
de frio. A su vez, los mayores niveles de dcido ldctico se correlacionaron con niveles mas bajos
de carbohidratos fermentables (lactosa y galactosa). Si bien una post-acidificacién pronunciada
puede afectar negativamente las caracteristicas organolépticas del queso Cremoso, se ha reportado
que un aumento de la concentracién de 4cido lictico y una disminucién del pH similar a lo

encontrado en esta experiencia no provocaron defectos sensoriales (Peralta et al., 2020).

Por otro lado, las BAL pueden convertir el 4dcido hipdrico, un compuesto natural presente en
la leche, en acido benzoico, un conocido conservante de alimentos (Sieber et al., 1995). En este
sentido, la disminucién significativa de dcido hiptirico y el aumento de 4cido benzoico en quesos

experimentales sugieren que Lp90 tiene esta actividad metabdlica. Los cultivos adjuntos que
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producen compuestos antimicrobianos in situ tienen potencial para ser utilizados como
bioprotectores y mejorar la conservacion de alimentos, con el objetivo de reemplazar los aditivos

quimicos (Devlieghere et al., 2004; Gaggia et al., 2011).

La influencia de Lp90 en el metabolismo de carbohidratos y los niveles de dcidos orgdnicos
cuantificados en estos quesos confirmaron resultados previos obtenidos por investigadores del
INLAIN en quesos Cremoso sin la incorporacion de la cepa alterante D11 (Peralta et al., 2017).
En otro trabajo llevado a cabo en el instituto (Peralta et al., 2020), se estudié el impacto de la
interrupcién de la cadena de frio durante la maduracién del queso Cremoso, centrdndose en el
comportamiento del cultivo adjunto de Lactobacillus paracasei 90 (Lp90), recientemente
reclasificado como Lacticaseibacillus paracasei (Zheng et al., 2020). Se observé que Lp90
aumento la protedlisis y la fermentacién de carbohidratos, modificé favorablemente el perfil de
voldtiles y caracteristicas sensoriales, y produjo algunos compuestos antimicrobianos (4cido
lactico, diacetilo), modificaciones que se incrementaron por el aumento de temperatura durante
la maduracién, sin causar defectos. Sin embargo, en dicho trabajo no se observé una inhibicién
de la microbiota adventicia porque las NSLAB se mantuvieron en niveles bajos en todos los
quesos incluyendo aquellos sin Lp90, lo que se atribuy6 a la buena calidad microbiolégica de la
leche y las condiciones higiénicas de elaboracion del queso a escala piloto. El presente estudio es
el primero en el que se evalud la capacidad de la cepa Lp90 para inhibir el crecimiento y efectos

negativos de NSLAB, que normalmente crecen hasta altos niveles en quesos industriales.

Los resultados obtenidos sugieren que las actividades bioquimicas favorables de Lp90 no
fueron modificadas por altos niveles de BAL adventicias, representadas por la cepa DI11.
Finalmente, Lp90 no metabolizé el citrato en los quesos Cremoso, lo que puede ser atribuido ala
presencia de un contenido relativamente alto de lactosa y galactosa residual. En trabajos
anteriores, se encontré que Lp90 solo metaboliza citrato en quesos con niveles muy bajos o no
detectados de lactosa y galactosa (Cuffia et al., 2020; Peralta et al.,, 2017, 2020). En quesos
elaborados con un fermento primario que contenga Unicamente S. thermophilus, es esperable que
haya altos niveles de galactosa residual (McSweeney & Sousa, 2000; Peralta et al., 2017). La
disminucién de carbohidratos residuales es uno de los mecanismos por los cuales los cultivos
adjuntos inhiben el crecimiento y actividad de NSLAB que pueden causar defectos en quesos
(Gobbetti et al., 2015; Settanni & Moschetti, 2010). En este sentido, se ha reportado la produccién
de gas no deseado y la formacién de grietas en quesos Cheddar (Porcellato et al., 2015) y Suizo
(O'Sullivan et al., 2016) con niveles relativamente altos de lactosa y/o galactosa y contaminacién

por NSLAB.

La disminucién en la concentracién de citrato y la produccién de etanol en los quesos C
evidencian la actividad metabdlica de la cepa D11 y resaltan el efecto inhibitorio que ejerce la

cepa Lp90 sobre D11 en los quesos experimentales. Las cepas de Leuconostoc pueden
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metabolizar el citrato y producir etanol (Hemme & Foucaud-Scheunemann, 2004), cambios que
no se han encontrado en los quesos Cremoso tipicos (Milesi et al., 2010; Peralta et al., 2017,
2020). Una produccion excesiva de etanol puede incrementar la sintesis de ésteres volatiles, los

cuales no se esperan en este queso (Singh et al., 2003).
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Figura 18. Niveles de carbohidratos d] , lactosa;D, galactosa) y acido lactico (. ) (A), acido citrico F ),
4cido orético @) y etanol (D (B), 4cido hipdrico (. )y 4cido benzoico @) (C), en quesos a4y 30 dias
de maduracién. CN y CA, quesos controles sin adicién de adjunto madurados en condiciones normales y
alteradas, respectivamente. EN y EA: quesos experimentales con adicién del cultivo adjunto Lp90
madurados en condiciones normales o alteradas, respectivamente. Barras para el mismo compuesto, al
mismo tiempo de maduracién, con diferente letra, difieren significativamente (p < 0,05). Los valores

(mg/100g de queso) se presentan como el promedio+desviacion estandar de tres réplicas de quesos.
4.1.6. Formacion de ojos

La produccién de ojos se controlé durante la maduracion de los quesos en forma visual y
mediante tomografia computada (TC). Las fotos e imagenes obtenidas por TC (tomograma y
modelo 3D) se muestran en la Tabla 10. La apertura de ojos se detecté por primera vez en los
quesos CA a los 15 dias de maduracién, es decir, después de la ruptura de la cadena de frio.
Visualmente se observaron algunos ojos superficiales en todas las réplicas. La presencia de ojos
en el interior de la masa fue detectada por TC. El volumen de los ojos representé 0,17 % del
volumen total del queso. Al dia 30, el volumen de los ojos calculado por TC se duplicé (0,31 %);
ademds una mayor cantidad de ojos, pequefios y redondos, pudo ser observada tanto en la
superficie como en el interior de los quesos CA luego del corte de la horma para el muestreo.
Estos resultados reflejan que la produccién de gas y el crecimiento de los ojos continuaron cuando
los quesos regresaron a las condiciones normales de maduracién. La formacién de ojos en los
quesos CA se puede atribuir a la producciéon de CO: por la actividad metabdlica de la cepa

alterante D11; estos resultados se correlacionan con la disminucién de citrato y lactosa en los
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mismos quesos (Cardamone et al., 2011). La interrupcién de la cadena de frio probablemente
favoreci6 la actividad de D11 en los quesos CA, mientras que en CN no fue suficiente la
producciéon de gas para lograr la formaciéon de ojos. De esta manera, la conservacién de una
temperatura adecuada durante la maduracién del queso Cremoso permitié controlar este defecto.
Por otro lado, la falta de ojos en los quesos EA corrobora el efecto inhibidor de Lp90 sobre D11.
También es importante mencionar que, los quesos E tuvieron un pH mds bajo que los C, y esta
condicién mejora la solubilizacién de COz (Frohlich-Wyder & Bachmann, 2007). De hecho, la
producciéon de COz2 no es sindnimo de apertura de ojos en los quesos, ya que puede solubilizarse

completamente en la fase acuosa (Laleye et al., 1987).

Tabla 10. Imagenes de quesos controles y experimental obtenidas por fotografiay tomografia computada
(tomogramay modelos 3D). Volumeny % de ojos calculados en el volumen de queso.

QUESOS CONTROLES

Fot fa del Volumen y
Tomograma Modelo 3D otogratia de porcentaje de
Queso .

0jos
CN 0 mL
30 dias* 0 %
CA 0 mL
7 dias 0%
CA 0,51 mL
15 dias 0,17 %
CA 0,97 mL
30 dias 0,31 %
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QUESOS EXPERIMENTALES

Fotoerafia del Volumen y
Tomograma Modelo 3D otogratia de porcentaje de
Queso i
ojos
EN 0 mL
30 dias * 0%
EA 0 mL
30 dias * 0%

*Resultados similares fueron obtenidos alos 7 y 15 dias de maduracion.

CN y CA, quesos controles sin adicién de adjunto madurados en condiciones normales y alteradas,
respectivamente. EN y EA: quesos experimentales con adicién del cultivo adjunto Lp90 madurados en
condiciones normales o alteradas, respectivamente.

Los resultados obtenidos evidencian el potencial de la cepa Lp90 para inhibir la actividad de
microorganismos adventicios alterantes, lo que podria atribuirse a varias razones: i) inhibicién
competitiva por el consumo de nutrientes presentes en el medio, ii) inhibicion por compuestos
antimicrobianos producidos por Lp90, o iii) cambios de las condiciones ambientales generando

un medio mds adverso para producir o formar ojos.

En queso Cheddar, Ortakci et al. (2015) observaron que la inoculacién de una cepa de L.
wasatchensis condujo a la produccién de gas, y este defecto fue mds pronunciado cuando la
maduracion se realizé a mayor temperatura (12 °C vs. 6 °C). El defecto no se evidencié en el
queso Cheddar sin L. wasatchensis madurado a 12 °C o en queso con esta cepa madurado a 6 °C.
Los autores sugirieron que el mayor crecimiento de esta cepa en quesos madurados a temperaturas
mds altas podria explicar la mayor produccién de gas, pero también puede influir la menor
solubilidad del CO2 a temperaturas mds altas.

4.2. Influencia de lactobacilos mesdfilos autéctonos en el perfil de maduraciéon
de quesos semiduros

4.2.1. Composicion global y pH de los quesos

La composicién global y el pH de los quesos semiduros miniatura a los 90 dias de maduracién

se muestran en la Tabla 11. Los valores de humedad estuvieron dentro del rango normal
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establecido para queso de pasta semidura (Cédigo Alimentario Argentino, 2020), salvo los quesos
elaborados con la adiciéon de L. rhamnosus 73 'y 77 que tuvieron una humedad levemente menor
a los que el cddigo establece para este tipo de queso (limite 36%). Esto puede deberse a un
incremento en la sinéresis (liberacion de suero a partir de la cuajada) causada por la post-
acidificacion verificada en estas muestras, en forma similar a lo observado en los quesos Cremoso
en la primera experiencia de este capitulo y a lo reportado por Herreros et al. (2007) y Milesi
(2008). Los quesos elaborados con la incorporacién de las cepas Lc72, Lr77 y Lr73 exhibieron
valores de pH significativamente inferiores (p < 0,05) al resto de los quesos luego de 90 dias de
maduracion, lo que indica una mayor post-acidificacién durante la maduracién en los quesos
inoculados con estos adjuntos. Resultados similares de post-acidificacién fueron encontrados por
Milesi et al. (2009) al utilizar la cepa Lr77 en queso Pategrds. El contenido de materia grasa y
proteinas totales no mostr6 diferencias significativas (p > 0,05) entre los quesos elaborados con

distintas cepas.

El modelo elegido resultd ser representativo de la matriz de un queso semiduro estdndar.
Diversos autores a lo largo de los afios han realizado ensayos en quesos miniatura y establecido
protocolos para su elaboracién, entre ellos pueden citarse el modelo de queso miniatura para queso
Cheddar (Milesi et al., 2008; Shakeel-Ur-Rehman et al., 1998), “Saint-Paulin” (queso de pasta
lavada) (Hynes et al., 2000), queso Caciotta (Di Cagno et al., 2006), quesos de pasta blanda tipo
Cremoso Argentino (Giménez et al., 2021; Milesi et al., 2007), los modelos MicroCheese y
ScreenCheese (Engels et al., 2012), entre otros. En todos los casos, los autores informaron que

los valores de composicién global fueron semejantes a los del queso convencional.

Tabla 11. pH y composicién global de los quesos semiduros miniatura. Se presentan los valores medios +
desviacion estandar de tres réplicas de elaboracion.

Queso pH Humedad Proteina Grasa
(%p/p) (%p/p) (%p/p)
Control 5,27+0,152 36,9+0,62b.c 24,8+0,4 33,5+0,8
Lc72 4,80+0,10b 36,6+0,62bc 25,9+1,3 34,2+0,4
Lc81 5,20+0,102 37,9+0,52 24,240,1 33,3+1,5
Lp90 5,00+0,182b 37,5+0,52 24,8+0,1 33,5+0,9
LpI29 5,02+0,082b 37,1+0,32b 24,6+0,3 33,714
LpI33 5,05+0,05ab 37,1+0,22b 24,6+0,4 33,4+1,3
Lpl87 5,03+0,15b 37,5+1,14 24,9+0,8 33,9+0,7
LplI89 5,07+0,12ab 36,8+1,0abc  24,8+0,6 34,7+0,9
Lp91 5,08+0,082b 37,5+0,6% 24,9+0,3 32,9+0,3
Lr73 4,83+0,03b 35,3+0,4bc 25,7+0,7 35,0+0,7
Lr77 4,78+0,12b 35,1+0,7¢ 26,1+0,7 35,4+0,6
Lr78 5,20+0,132 37,1+0,82 25,0+0,3 33,4+1,2

abe Tos valores con diferente superindice de una misma columna difieren significativamente (p < 0,05).
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4.2.2. Recuentos microbiolégicos

En la Figura 19 se presentan los resultados de los recuentos de las bacterias lacticas totales y
lactobacilos mesofilos en los quesos semiduros al final del periodo de maduracién (90 dias). Los
recuentos de las bacterias l4cticas totales se encontraron dentro de los valores esperados y
mostraron niveles similares en todos los quesos (~9 log UFC/g). Al igual que lo mencionado para
quesos Cremoso, este recuento representa principalmente al fermento primario utilizado, que ha
sido reportado que se mantiene en altos niveles en este tipo de queso (Bergamini et al., 2006,
Bude-Ugarte et al., 2006; Milesi et al., 2009). Los resultados obtenidos indican que la
incorporacién de las cepas de lactobacilos en niveles de ~10° UFC/mL en la leche de elaboracién,
no interfirieron en el crecimiento y supervivencia del fermento primario (S. thermophilus) ni
afectaron su actividad acidificante, ya que la curva de acidificaciéon fue similar en quesos control
y experimentales. Bergamini et al. (2006) elaboraron quesos Pategrds con la adiciéon de cultivos
de lactobacilos probiéticos comerciales, e informaron que la poblaciéon del fermento primario
permanecié en niveles de 10° UFC/g a lo largo de la maduracion, y que sus recuentos no fueron
afectados por la presencia de los lactobacilos ensayados, lo que coincide con los resultados de

nuestra experiencia.

En cuanto a los quesos con fermentos adjuntos, los recuentos de lactobacilos mesofilos
alcanzaron niveles cercanos a 7,3 log UFC/g a los 90 dias de maduracién, excepto en los quesos
con las cepas de L. rhamnosus estudiadas. En efecto, los recuentos en quesos con L. rhamnosus
77y L. rhamnosus 73 alcanzaron mayores niveles (8,4 log UFC/g), y en quesos con L. rhamnosus
78, los niveles fueron menores (6,6 log UFC/g). Si bien no se utilizaron métodos especificos para
cada cepa ensayada, consideramos que los resultados de la enumeracién de lactobacilos mesdfilos
representan adecuadamente la poblacién del fermento adjunto en los quesos experimentales. Esta
afirmacién es posible por lo siguiente: en cada placa se comprobd que la morfologia macroscépica
de las colonias fue homogénea (color, forma, elevacion, borde); asimismo, la morfologia
microscépica, observada mediante un microscopio con contraste de fase (100x), fue similar a cada
una de las cepas. Por otro lado, las cepas ensayadas fueron aisladas de quesos, lo que demuestra
su habilidad para sobrevivir en quesos, y fueron inoculadas en niveles elevados en la leche de
elaboracién (10 UFC/mL), lo que conlleva a una alta probabilidad de dominar la microbiota

durante la maduracion.

Los quesos con los mayores recuentos de lactobacilos mesofilos fueron los de menor pH. Si
bien ambas observaciones pueden estar relacionadas, se deberian realizar ensayos adicionales con

un menor indculo y verificar la influencia en la acidificacion.

En los quesos control, los recuentos de lactobacilos mesoéfilos, que representan a las NSLAB,

fueron de 7 log UFC/g a los 90 dias de maduracién, lo que coincide con lo reportado en trabajos
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previos; a diferencia de lo observado en los quesos experimentales, las colonias en este caso
presentaron una morfologia macroscopica heterogénea. En quesos Pategras sin cultivos adjuntos,
se encontraron niveles de NSLAB de 8 log UFC/g a los 60 dias de maduracién (Milesi et al.,
2009). En quesos Pategrds comerciales, el recuento de NSLAB a los 10 dias de maduracién estuvo
entre 5,9y 7,7 log UFC/g, lo que se incrementé durante la maduracién manteniéndose en todos

los casos por encima de 7 log UFC/g (Bude-Ugarte et al., 2006).

Las bacterias coliformes no fueron detectadas en ningin queso mientras que los recuentos de

hongos y levaduras resultaron < 2 log UFC/g de queso.

10 +

Recuentos microbianos
(log UFC/g queso)

y 2
0 -
C Lc72 Le81 Lp90 Lpl29 Lpl33 Lpl87 Lpl89 Lpl91 Lr73 Lr77 Lr78
Lactobacilos a abc ab ab a.b a.b ab abc ab b.c c a
mesofilos

Quesos

Figura19. Niveles de recuentos de bacterias lacticas totales F ) y de lactobacilos meséfilos ™ Hen quesos
semiduros miniatura a los 90 dias de maduracién. En la tabla inferior se muestran los grupos de medias
homogéneas segtin el test de Tukey: resultados condiferente letra, difieren significativamente (p < 0,05).
Los niveles (log UFC/g de queso) se presentan como el promedio+desviacidn estandar de tres réplicas de
quesos.
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4.2.3. Niveles de carbohidratos y acidos organicos

Se cuantificaron cuatro dcidos orgdnicos (lactico, acético, citrico y ordtico), y dos
carbohidratos (lactosa y galactosa) en los quesos control y experimentales a los 90 dias de

maduracién (Figura 20).

Segtin el andlisis de ANOVA, se hallaron diferencias significativas (p < 0,05) para todos los
compuestos analizados. Los aziicares presentes en los quesos, principalmente la lactosa residual
y la galactosa producida a partir de la misma, son una de las fuentes de energia que pueden utilizar
las NSLAB, al igual que los fermentos adjuntos, para su crecimiento en los quesos (Williams et
al., 2000). En este sentido, se observé que todas las cepas metabolizaron parcialmente Ila
galactosa, que no es consumida por el fermento primario S. thermophilus, como ya ha sido
mencionado previamente. El nivel de este carbohidrato fue significativamente menor en la
mayoria de los quesos experimentales con relacion al control, excepto en los quesos con las cepas
Lc81, Lp90, Lpl87, Lr78. También se observé un incremento del dcido lactico en todos los quesos
experimentales; (p < 0,05) este cambio fue significativo en los quesos elaborados con las cepas
Lpl 29, LpI87, Lpl89, Lc72, Lr73 y Lr77, con respecto al control. Las tltimas tres cepas también
disminuyeron significativamente (p < 0,05) el nivel de lactosa en relacién al control; estos

resultados se correlacionan con la disminucién significativa de pH en estos quesos.

En los quesos madurados por bacterias, la evolucidon de las poblaciones microbianas, tanto del
fermento primario como de las NSLAB, depende de las condiciones ambientales y los nutrientes
disponibles durante la elaboracion y la maduracion, lo que afecta la acidificacién, la
transformacion bioquimica de los sustratos y el desarrollo del sabor y aroma (Bautista-Gallego et
al.,, 2014). Ademas de la lactosa y galactosa, algunas cepas de lactobacilos de origen NSLAB
también pueden utilizar el citrato como fuente de energia, dando como resultado distintos
productos como acetato, lactato, succinato, aspartato, asi como también compuestos voldtiles de
interés en este tipo de quesos como diacetilo y acetoina (Palles et al., 1998; Medina et al., 2000;
Dudley et al., 2005). En particular, se hallaron niveles menores de acido citrico en los quesos con
las cepas de Lactiplantibacillus plantarum (Lpl29, Lpl33, Lpl87, Lpl89 y Lpl91) y con
Lacticaseibacillus paracasei 90 en relacién al queso control, lo que indica que las mismas fueron
capaces de metabolizarlo. Estos resultados se correlacionan con la mayor produccién de acetoina
y diacetilo en estos quesos, como se describe mds adelante. Skeie et al. (2008a) evaluaron
fermentos adjuntos de dos especies de lactobacilos mesofilos, L. paracasei ssp. paracasei y L.
plantarum, en queso tipo holandés. En dicho trabajo se encontré que estos fermentos produjeron
distintos compuestos a partir del citrato residual, y que esto también fue variable segin el starter
utilizado: la primera cepa produjo lactato, mientras que la segunda produjo succinato y aspartato,
a partir del cual produjo acetoina. De la misma manera, Dudley et al. (2005) reportaron que las

cepas L. casei, L. zeae y L. rhamnosus produjeron acetato, lactato y etanol a partir del citrato,
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mientras que las cepas de L. plantarum produjeron aspartato, acetato, lactato y succinato. En
nuestro caso, no observamos la produccién de succinato ni de etanol en ninguno de los quesos, y
tampoco observamos una influencia significativa en el metabolismo del citrato por parte de las
cepas de L. rhamnosus y L. casei ensayadas. Esto puede ser consecuencia de las diferentes
actividades enzimdticas de las cepas estudiadas en comparacién con los trabajos citados, aunque
también es importante resaltar que la expresion y actividad de las enzimas involucradas puede
diferir segin la composiciéon y condiciones presentes en la matriz estudiada (Pedersen et al.,

2013).

Los niveles de 4dcido acético y ordtico en cada queso experimental fueron similares al control.
Se encontraron diferencias Unicamente entre algunos quesos experimentales; el acético fue mayor
en los quesos con las cepas Lpl87, Lpl89 y Lpl29 y menor en el queso con Lr73, mientras que el
ordtico también fue menor en este queso y mayor en aquellos con las cepas Lpl87, Lpl89 y Lr78.
El 4cido acético puede provenir de la degradacién de citrato, lactato y aminodcidos (Liu, 2003),
mientras que el orético puede ser utilizado por algunas BAL para su crecimiento en quesos (Upreti

et al., 2006).

Los dos primeros componentes principales (CP) del ACP realizado sobre los resultados de
carbohidratos y 4cidos orgdnicos extrajo 85% de la varianza total. En la Figura 21 se presentan
los graficos de scores y loadings para los dos primeros CP. En el grafico de scores se observa una
separacion de las muestras en dos grupos a lo largo del CP1: 1- quesos con las cepas Lc72, Lr77
y Lr73 en el hemiplano negativo de CP1, caracterizados por el 4cido lactico (que lo produjeron
en mayor cantidad) y citrico (que no lo consumieron), y 2- el resto de los quesos en el hemiplano
positivo de CP1, caracterizados por la lactosa, galactosa, 4cido acético y orético. Dentro de este
tltimo grupo se puede observar una separacién de dos grupos a lo largo del CP2: 1- quesos sin
adjunto (control) y quesos con las cepas Lr78 y Lc81, que se ubicaron en el hemiplano positivo
de CP1 y CP2, y se caracterizaron fundamentalmente por la galactosa (consumida en menores
niveles); y 2- quesos adicionados con las cepas de L. plantarum (Lpl29, Lpl33, Lpl87, Lpl89 y
Lpl91) y con Lp90, que se ubicaron en el hemiplano positivo para CP1 y negativo para CP2, y se
caracterizaron por el dcido orético y lactosa (consumidos en menores niveles) y el dcido acético

(mayor produccion).

110



Capitulo 2

A

3000 -
<
& 2500
k31
=
B i
> 2 2000
s 3
& o
S &0
= S 1500
£%
gé
o 1000~
=
[ 5]
vl

500 - I i I

0 - I l i I

Le72 Le81 Lp90 Lpl29 Lpl33 Lpl87 Lpl89 Lpl91 Lr73 Lr77 Lr78
Ac. lactico e ab cde de abed bede abed abed bede abe a b,c.d.e

Lactosa ab c ab ab ab ab a a ab c ¢ ab
Galactosa a de ab abed de bede abed bede ode de € ab,c
Quesos
300
B
_ L o
-
=
b ] P
5]
=~
—
2’2 200 - T
o L
= = ] W
o o 15
—_
=1]
=]
o = 150 4 * T ui
& - |
= B - :
O
7]
=]
= 1 T
2
50 + L
o JUAOY Dy 1 () (S Y S Y i i
C Le72 Le81 Lp90 Lpl29 Lpl33 Lpl87 Lpl89 Lpl91 Lr73 Lr77 Li78
.#:\CA citrico a a a b b b b b b a a a
Ac. ordtico ab ab ab ab ab ab a a ab b ab a
Ac. acético ab a.b ab ab a ab a a ab b a,b ab
Quesos

Figura20. Niveles de carbohidratos @, 1actosa;d, galactosa) y 4cido lactico @) (A), 4cido citrico @),
acido orético ! )y 4cido acético ' ) (B), enquesos semiduros miniaturaa los 90 dias de maduracién. En
la tabla inferior se muestran los grupos de medias homogénas segtin el test de Tukey. »P¢4<Resultados con
diferente letra para un mismo compuesto difieren significativamente (p < 0,05). Los niveles (mg/100 g de
queso) se presentan como el promedio+desviacion estandar de tres réplicas de quesos.
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El consumo de nutrientes presentes en el queso (lactosa, galactosa, citrato) y la produccion de
compuestos inhibidores (4cidos) representan una caracteristica positiva de los fermentos adjuntos
ya que son mecanismos de control de la microbiota contaminante y potencialmente perjudicial
(Irlinger & Mounier, 2009; Settani & Moschetti, 2010). Por otro lado, el metabolismo de algunos
de los 4cidos con la consiguiente produccién de compuestos voldtiles de interés también es una
caracteristica deseable en estos fermentos (Khattab et al., 2019). A excepcion de las cepas Lc81
y Lr78, cuyo perfil de azicares y dcidos fue similar a los quesos control, el resto de las cepas

demostro la capacidad de producir modificaciones favorables para su uso como cultivos adjuntos.

Sin embargo, la mayor produccién de 4cido lictico y menor pH causado por algunas de las
cepas podria tener un impacto negativo en el sabor o textura, lo cual deberia corroborarse con

ensayos sensoriales y de textura en elaboraciones de queso a mayor escala.
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Figura 21. Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los carbohidratos y dcidos organicos de los
quesos semiduros miniatura. A.- Gréfico de loading de las variables analizadas para CP1 vs. CP2. B-
Griéfico de scores de las muestras de queso para CP1 vs. CP2. Las elipses encierran las muestras que se
agrupan en el grafico.
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4.2.4. Proteolisis

La fraccion de nitrégeno soluble a pH 4,6 como proporcion del nitrégeno total de los quesos
es un indicador de la hidrdlisis de las caseinas en péptidos grandes y medianos, conocido como
protedlisis primaria. En la Figura 22 se muestran los valores de esta fraccion para cada uno de
los quesos elaborados. No se observaron diferencias significativas entre los quesos control y
experimentales (p > 0,05) aun cuando se observaron cambios en el contenido de humedad y pH
debido al uso de cultivos adjuntos mds acidificantes. Estas variables han demostrado tener una
influencia significativa en la actividad de las enzimas proteoliticas (Sousa et al., 2001; Upadhyay

et. al., 2004).

NS pH 4,6/NT (%)

C & & & & & & & o & &

Quesos

Figura 22. Contenido de nitrégeno soluble a pH 4,6 (NS-pH 4,6), expresados como porcentaje del
nitrégeno total (NT), de los quesos semiduros miniaturaluego 90 dias de maduracién.

Las reacciones proteoliticas que ocurren durante la elaboracién y la maduracién del queso se
consideran los principales contribuyentes al desarrollo de la textura y el sabor (McSweeney &
Sousa, 2000), y por ello tienen un impacto directo en la calidad del producto. Los lactobacilos
mesoéfilos en los quesos, tanto aquellos de los fermentos adjuntos o de las NSLAB, presentan, por

lo general, una débil o baja actividad proteolitica sobre las caseinas, por lo que su influencia en
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los niveles de NS a pH 4,6 es limitada (Crow et al., 2001; Di Cagno et al., 2006; Morea et al.,
2007). Por el contrario, la enzima coagulante residual, retenida en la matriz del queso, cataliza la
hidrélisis de la asi-caseina, con la produccién de un péptido denominado asi-I-caseina, un hecho
que tiene un impacto importante sobre los niveles de NS a pH 4,6 (Hesari et al., 2006; Hynes et
al., 2001b; O’Mahony et al., 2005). Los resultados obtenidos sugieren que la retencion de la
enzima coagulante y su actividad fue similar en todos los quesos ensayados, y que las cepas

evaluadas no tuvieron una actividad proteolitica significativa.

Los lactobacilos mesdfilos, que constituyen la mayor parte de las NSLAB en quesos, se
destacan en general por su actividad peptidolitica que conduce a un aumento de los niveles de
péptidos pequefios y aminodcidos libres (AA), considerada como protedlisis secundaria en el
queso (Gobbetti et al., 2015). Esto podria conducir a cambios favorables tales como la aceleracién
de la maduracion y el mejoramiento del flavour por el aporte de algunos oligopéptidos y AA, pero
sobre todo mediante un efecto indirecto al proporcionar AA como precursores de compuestos

volétiles (Ardo, 2006; Upadhyay et al., 2004; Yvon, 2006).

Los perfiles peptidicos de los quesos se muestran en la Figura 24. Mediante una comparaciéon
visual de los cromatogramas, se detectaron algunas diferencias entre los quesos. En aquellos en
los cuales se utiliz6 como cultivo adjunto Lc72, Lr73 y Lt77 se observé principalmente un
aumento del pico con tiempo de retencién de 58 min y una disminucién de los picos cuyos tiempos
de retencion se encontraban entre los 72-76 min (péptidos mas hidrofébicos). Este dltimo cambio
se observé también, aunque menos marcado, para el resto de las cepas, excepto la Lc81 y Lr78.
Asimismo, se observaron modificaciones entre los quesos experimentales y el queso control en
los picos en torno a los 67 minutos del cromatograma, y en los picos iniciales. Los picos
correspondientes a los tiempos de retencion de 82, 86 y 87 min aproximadamente fueron
identificados como las proteinas de suero a-lactoalbimina y p-lactoglobulina A y B,

respectivamente. Estas proteinas se mantuvieron en niveles similares en todos los quesos.

Los cambios cuantitativos en los perfiles se evaluaron mediante ACP de las dreas de los picos.

Los gréficos de scores y loadings de CP1 frente a CP2 se muestran en la Figura 23.

Los dos primeros CP explicaron el 55 % de la varianza total. En la gréfica de scores se puede
observar una separaciéon parcial entre algunos quesos a lo largo del CP1. Los quesos control se
encuentran ubicados en el hemiplano negativo del CP1, mientras que en el lado opuesto
(hemiplano positivo de CP1) estdn los quesos con las cepas Lc72, Lr73 y Lr77. Estos dltimos
quesos se caracterizaron principalmente por mayores niveles de los picos de la primera parte del
cromatograma (mds hidrofilicos) y menores niveles de los picos ubicados en la parte final del
perfil, que son mds hidrofébicos. Lo opuesto caracterizé a los quesos control. El resto de los

quesos se ubicé en la zona intermedia entre estos dos grupos. Estos resultados indican que las
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cepas mencionadas tuvieron una actividad peptidolitica mayor que el resto o que su actividad se
vio favorecida por los cambios de pH verificados en estos quesos, lo que condujo a
modificaciones favorables en el perfil peptidico. En este sentido, los péptidos hidrofébicos pueden
otorgar sabor amargo y afectar negativamente las propiedades sensoriales de los quesos (Lemieux

& Simard, 1992), lo que deberia ser confirmado mediante un adecuado andlisis sensorial.
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Figura23. Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los perfiles peptidicos de los quesos semiduros
miniatura. A.- Gréfico de loading de las variables analizadas para CP1 vs. CP2. B- Grifico de scores de las
muestras de queso para CP1 vs. CP2. Las elipses encierran las muestras que se agrupan en el gréafico
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Algunas de las cepas estudiadas en estos quesos semiduros miniatura fueron evaluadas en
quesos Cremoso y Pategrds elaborados en planta piloto, en los que se estudié la protedlisis. En
particular, las cepas L. rhamnosus (73 y 77) modificaron los perfiles peptidicos y aumentaron la
concentracion de aminodcidos, lo que sugiere una aceleracién en la maduracién del queso (Milesi
et al., 2009, 2010), tal como se observé en los quesos semiduros ensayados en esta experiencia.
La influencia de L. paracasei 90y L. plantarum 91 en las mismas variedades de queso fue menor,
verificindose Unicamente un incremento de algunos aminoacidos. En otro estudio llevado a cabo
en un modelo de queso blando, se verificé un aumento de los niveles de aminodcidos debido a la
actividad peptidolitica de L. paracasei 90 y L. casei 72, siendo la influencia mas marcada para
esta dltima cepa (Peralta et al,, 2016a), al igual que lo observado en los quesos semiduros

elaborados en esta experiencia.

La evaluacién de cultivos adjuntos en combinacién con el fermento primario utilizado en cada
variedad de queso es importante ya que pueden existir interacciones microbianas que potencien o
inhiban alguna actividad particular (Hynes et al., 2001a, 2003b). Ademas, es imprescindible la
evaluacion de cada cepa en forma individual para caracterizar su impacto en las distintas
caracteristicas del queso, incluida la protedlisis, ya que la influencia puede ser cepa dependiente

(Oneca et al., 2007).
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Figura 24. Perfiles peptidicos obtenidos mediante RP-HPLC de los extractos solubles de los doce quesos semiduros luego de 90 dias de maduracién. Se muestran los
cromatogramas de una de las réplicas de elaboracion; los cromatogramas de las otras réplicas fueron similares.
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4.2.5. Compuestos volatiles

Identificamos un total de 23 compuestos voldtiles pertenecientes a las familias quimicas de las

cetonas (8), ésteres (2), aldehidos (3), alcoholes (5) y dcidos (5) en los quesos elaborados

La Tabla 12 muestra los valores de los compuestos identificados en cada uno de los quesos a
los 90 dias de maduracién y los resultados del andlisis de ANOVA vy test de Tukey. La mayoria
de los compuestos identificados presentaron niveles significativamente diferentes entre los

distintos tipos de quesos.

Dentro del grupo de los alcoholes se pudieron determinar alcoholes primarios lineales como
el etanol, y un alcohol ramificado, el 2-metil-1-propanol. También fueron identificados alcoholes
secundarios tales como 2-pentanol y 2-octanol y dioles como el 2,3-butandiol. Dentro del grupo
de los aldehidos, se detecto el acetaldehido, 2-metil butanal y benzaldehido. En el grupo de los
ésteres fueron detectados el acetato de etilo y el butanoato de etilo. En el grupo de los 4cidos se
detectaron: acético, butirico, hexanoico, octanoico y decanoico. El grupo mds variado fue el de
las cetonas. Se identific6 2-propanona, 2-butanona, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona, 2-

nonanona, diacetilo (2,3-butanodiona) y acetoina (3-hidroxi-2-butanona).

En el ACP de los compuestos voldtiles, los dos primeros componentes principales extrajeron
el 55% de la varianza total con CP1 y CP2 describiendo el 38 y el 17 % de la variabilidad,
respectivamente. En la Figura 25, se presentan los graficos de scores y loadings para CP1 vs. CP2.
CP1 se asoci6 positivamente con la abundancia de muchas de las cetonas, incluidas la acetoina y
el diacetilo, aldehido aromadtico como el benzaldehido y, en menor medida, algunos ésteres,
mientras que se asocié negativamente con aldehidos lineales, y alcoholes (2-metilpropanol y 2-
pentanol); mientras que CP2 se asoci positivamente con 4cidos y negativamente con algunos
alcoholes (2-metilpropanol y 2-pentanol y 2,3-butanodiol). En el grifico de scores se observa la
agrupacion de los quesos de acuerdo a los compuestos voldtiles identificados en tres conjuntos:
1- quesos elaborados sin adjunto y con las cepas Lr78 y Lc81, los cuales se ubicaron en el
hemiplano negativo del CP1 y CP2, y se caracterizaron por los alcoholes y 2-metilbutanal; 2-
quesos adicionados de las cepas Lc72, Lr77 y Lr73, que se separaron del resto en el hemiplano
negativo de CP1 y positivo de CP2, y se asocian principalmente a los compuestos identificados
dentro de las familias de los 4cidos y los aldehidos; 3- quesos adicionados de las cepas de Lpl29,
LpI33, Lpl87, Lpl89 y Lpl91 y Lp90, que se ubicaron en el hemiplano positivo para CP1y en
ambos hemiplanos de CP2 y se asociaron a los compuestos de la familia de las cetonas,

principalmente a los dos compuestos de mayor interés diacetilo y acetoina.

La capacidad de cepas de lactobacilos mesoéfilos para generar compuestos que aportan al
flavour se ha documentado en trabajos anteriores. Pogaci¢ et al. (2016) evaluaron la producciéon

de compuestos volatiles de cepas de Leuconostoc spp.y Lactobacillus spp. (incluidas L. paracasei
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y L. rhamnosus) en un medio a base de cuajada como un modelo de maduracién de queso. Las
cepas de las dos especies mencionadas fueron las principales productoras de compuestos
dicarbonilicos o relacionados, especialmente diacetilo y 2,3-pentanodiona, moléculas asociadas a
los atributos de flavour manteca y crema. Skeie et al. (2008b) también encontraron que la adicién
de L. plantarum INF15D degrad¢ el citrato principalmente a aspartato, a partir del cual se produjo
acetoina y diacetilo. En la misma linea, Stefanovic et al. (2017) estudiaron diez cepas del grupo
de L. casei en funcién de su potencial para contribuir al flavour en dos sistemas modelo: mezcla
de aminodcidos libres y un modelo de cuajada procesada. Estos investigadores encontraron en
estas cepas una capacidad diferente para metabolizar los aminoédcidos (AA) y producir una
variedad de compuestos voldtiles, no sélo en presencia de AA solos, sino también en presencia
de otros sustratos disponibles en la cuajada procesada, como la lactosa, utilizando varias rutas

metabdlicas (catabolismo de AA, glucdlisis, lipdlisis).

En nuestra experiencia, el perfil de compuestos voldtiles de los quesos con L. plantarum fue
muy similar, ya que todas las muestras con las 5 cepas ensayadas se ubicaron juntas en el grafico
de scores. Por el contrario, en el caso de los quesos con L. rhamnosus, los perfiles variaron segin
la cepa: los quesos con Lr78 se agruparon con el control, mientras que los quesos con Lr73 y Lr77
se agruparon por separado. La produccién cepa dependiente de compuestos voldtiles se ha
informado en trabajos previos (Pogaci¢ et al., 2016; Sgarbi et al., 2013). Randazzo et al. (2021)
encontraron que las propiedades tecnoldgicas y actividades aminopeptidasa de 27 cepas aisladas
de queso Provola dei Nebrodi (queso semiduro de pasta hilada), también fueron dependientes de
la cepa. Entre las cepas estudiadas por estos investigadores, seleccionaron Lacticaseibacillus
paracasei PN 76 y Limosilactobacillus fermentum PN 101 para su uso como cultivos adjuntos en
quesos ya que afectaron positivamente el desarrollo del sabor y modificaron los perfiles de
compuestos voldtiles. Los investigadores ademds sugirieron que las cepas seleccionadas pueden
contribuir a otorgar un perfil sensorial tnico y diferenciado al queso Provola dei Nebrodi
tradicional. Otros autores (Poveda et al., 2014) lograron intensificar y mejorar el sabor del queso
Manchego elaborado con leche pasteurizada y el agregado de la cepa L. paracasei CECT7882 y
consiguieron que adquiera caracteristicas similares a las del queso tradicional obtenido a partir de
leche cruda. Estos trabajos ponen en evidencia la potencialidad de utilizar cepas de origen NSLAB
como fermentos adjuntos para mejorar el perfil sensorial de los quesos, lo que nuestros resultados

confirman para varias de las cepas ensayadas.
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Tabla 12. Compuestos voldtiles (expresados en unidades arbitrarias de dreas /1000) en quesos semiduros miniaturaalos 90 dias de maduracién.

Quesos
S&‘;ﬁ::sms C Lc72 LeSl Lp90  Lpl29 Lpl33 Lpl§7  Lpl89  Lpl9l Lr73 77 Ls OE
Cetonas? 1111,3¢  1114,0¢  1433.6°  2451,9  2241.28b  2153,9 246370 2283.4ab  2202,1b  1082,9¢  1172,1¢ 1171,5¢  *
2-propanona  46,9¢4  33.8de 48 6ed 95,52 94,42 78,4ab 62,4b< 90,72 94,82 22.1¢ 37.4de  3]5de %
2-butanona 69,264 914b 69, ]ed 47,2¢ 47,2¢ 52,9de 40,3¢ 50,9¢ 73.,5¢ 131,40 1185 927 *
2-pentanona 25,94  47,b¢  327ede  456be 39 [bed 50,00 34,8bede  37,8bed  454be  449bc 101,32 20,4 *
Diacetilo 102,00de 76,54 143,8b 1403+ 169,82 124,9be 106,1¢4 139.6°  102,9¢¢¢  86.1dc 142,830  75.4e *
2-hexanona 9,8b nde 18,9 16,12 17,22 17,4 18,0 14,52 16,12 nde nde 9,0b *
2-heptanona  45,8¢ 46,34 57,54 107,50 85,9bs 116,92 103.98b  86,1b< 10718 45 1¢ 78.4¢ 40,04 *
Acetoina 767,00 7703 101414 1926,4ab  1712,8bc  1642.3¢ 202640 17877 1693,0c  713,7¢  644,0c  8425de
D-nonanona  44,7bc  48,6bc  48,9b< 73,4 74,72 71,20 71,72 76,12 69,30 39,7¢ 49,7bc  59,0ab %
Esterest 20.75¢d 33 (0sbed 30 ]2 32.6Gebed  377ab 26,9¢4 28,504 40,00 31.3%bed 2624 26,00 353wbc %
?ggat" de 12,1¢ 13,0bc  14,9abe 12,4¢ 18,5 12,0 11,5¢ 14,1abc  ]4,9abe 10,6¢ 11,7¢ 17,800 %
z‘illganoato de 176 20,0mbc 2408 20 2ube 19,1b¢ 14,9¢ 17.0¢ 26,00 16,4¢ 15,6° 14,3¢ 17.5¢ g
Aldehidost 66,78 57.73bc  54.5bc 50 Gab 59,2ab 46,2¢ 492bc 56, ]abec 58 Jabe 53 3be  502bc  5ggub %
Acetaldehido 11,9 17,12 8,8b 8,7b 9,80 8,4b 9,10 10,0 8,0b 10,5b 11,5b 8,7b *
iurtr::; 46,78 40,7abe 39 Jabe 33 7bed 3D 4bed 30,4¢d 29,6¢ 31,494 36 4abed 4D gab 38 7abed 4D gab ¥
fenzaldehld 8, 1cd nde 6,69 17,22 17,00 7,44 10,504 147sb  12,8abe nde nde 7,34 *
Alcoholest 68,94 60.49 64,74 78.3b< 95,12 79,9b.¢ 79.2bc 81.65¢  83.4ab 60,49 73.3bed 70,004 *
Etanol 5,9¢d 9,3be 10,00 6,004 17,22 0,0¢ 5,44 9,2be 6,4bcd g obed g ibed 9 3be *
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2-metdl 1- 18.9 15.6 14.9 13.8 16,3 145 15.4 17.1 15.5 14.9 16.2 168 NS
propanol
2-pentanol 17,8+  147sb  14,5b 13,3 16,02 14,120 15,63 16,3%  16,0®> 1530 16, 12b 18,3 *
2-octanol 12,8¢ 13,24 14,84 33,680 29,60< 37,90 30,20 24,9¢ 32,8ab 13,9¢ 25.8¢ 12,3d *
2.3- 13,50 7654 10,58bed  1]6abed 16,00 13,50 12,6804 14,12 12/7abed 8 3bed 704 133be %
butanodiol
Acidost 1649.49  2287.2% 1859.50 2455.9ab  2472.7%b 228943  2476.6°  2473.1° 2176.6°> 2300,0> 2349.9sb 1894.8d =
: ab

i"e}ggo 953.4f  1406,65¢ 112925  1659,1=> 1731,8%b  1571,1abc  1785.8%  1729.2ab  1518,65¢  1508,9b< 158%’8 1224 3de  *
ﬁ:t‘gfco 410,80 569,68  460,7bcd  4877bc 448504 436,8d 42924 460,1bcd 42454 5118  4897bc  419,0d  *
t‘?“do . 200,64 220,88 194,44 221,00 198,48b  194,9ab 180,06 1972  170,8>  192,1*>  186.4>  185,1>  *
€Xanoico
Acido

. 5720 60,13b  55,0ab 62,30 62.2ub 61,70b 52.8ab 57.8ab 48,40 5568 56,60 496w
octanoico
Acido ) ) . . . - ) ) . ) .
PR 27430 3012 20,1bed  25.68b 31,8 24,9abe 28.8 29,00 14,34 31,60 283 16,9%d  *
ccanoico

nd, no detectado; NS, No significativo;
tValores del area total para cada familia quimica.
ab.edef] o5 valores de cada fila con diferente superindice difieren significativamente (p < 0,05).
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Figura 25. Andlisis de Componentes Principales (ACP) de los compuestos volatiles detectados en los
quesos semiduros miniatura. A.- Gréfico de loading de las variables analizadas para CP1 vs. CP2. B-
Gréfico de scores de las muestras de queso para CP1 vs. CP2. Las elipses encierran las muestras que se

agrupan en el grafico.

Los datos de compuestos volatiles, pH, dcidos orgdnicos y azucares también fueron analizados
en forma conjunta mediante un andlisis multivariado. Los resultados se presentan mediante un
mapa de calor (Figura 26) en el cual cada fila representa cada uno de los quesos elaborados y las
columnas las variables analizadas. Los colores de las celdas representan el puntaje asignado donde
las celdas rojas y azules indican una abundancia alta y baja de las variables, respectivamente
(Unwin, 2018). A su vez, este andlisis proporciona un agrupamiento tanto de las variables como
de las muestras en clusters que se observan en la parte inferior y en la parte derecha del mapa de
calor, respectivamente. En particular, las muestras se agruparon en tres grupos principales. El

Grupo I concentrd las muestras de queso con las cepas Lr73, Lt77 y Lc72, asociadas a altas
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concentraciones de aldehidos (acetaldehido y 2-metilbutanal), 4cidos y cetonas (2-pentanona y 2-
butanona), y a bajas concentraciones de otras cetonas (2-propanona, 2-hexanona, 2-nonanona,
acetoina), benzaldehido, 2,3-butanodiol, como también a una alta concentracién de acido citrico,
ya que no lo metabolizaron. Estas cepas ademds fueron las mds acidificantes, por lo que también
se agruparon por el menor pH en los quesos y mayores niveles de 4cido lactico, y bajas
concentraciones de lactosa, galactosa y dcido acético. Estas cepas también tuvieron una influencia
significativa en los perfiles peptidicos revelando la actividad peptidolitica de las mismas. Los
acidos grasos encontrados (hexanoico, octanoico y decanoico) derivan de la lipdlisis, vy
contribuyen al sabor y aroma del queso (Khattab et al., 2019). El dcido hexanoico estd asociado
a los atributos de sabor rancio, picante y sudoroso (Clark, 2009); el 4cido octanoico tiene un sabor
a grasa de cabra y el 4cido decanoico imparte olores grasos y citricos (Gan et al., 2016). El grupo
III estuvo conformado por todos los quesos con cepas de L. plantarum (Lpl29, Lpl33, Lpl87,
Lpl89, Lpl91) y con Lp90, asociados a altas concentraciones de la mayoria de las cetonas (2-
nonanona, 2-propanona, 2-hexanona, 2-heptanona, acetoina y diacetilo), 4cido acético, 2-octanol
y benzaldehido. A su vez también estas cepas tuvieron bajos niveles de 4cido citrico ya que lo
metabolizaron. Finalmente, el grupo II estuvo conformado por el queso control y los adicionados
de Lc81 y Lr78. Estos quesos se caracterizaron por mayores niveles de unos pocos compuestos
volatiles como 2-metilbutanal, 2-metilpropanol y 2-pentanol. También se caracterizaron por tener
un pH mads elevado y menores niveles de 4cido lactico que los demds quesos. Los niveles de

galactosa fueron mayores en este grupo que en los quesos incluidos en el grupo 1y IIL.

El metabolismo de la lactosa y el citrato es importante para el flavour del queso. Las BAL
pueden producir, a partir de la lactosa, moléculas de impacto en el flavour como etanol, 4cido
acético, entre otras. Por otro lado, las bacterias lacticas citrato positivas son consideradas agentes
clave para la produccién de compuestos como diacetilo y acetoina, los que proporcionan notas
aromdticas a crema y manteca, importantes en diversos tipos de quesos (McSweeney & Sousa,
2000; Yvon, 2006). Estos compuestos pueden también derivar de otras vias metabdlicas como la
glucdlisis (fermentacién de la lactosa) por el fermento primario o NSLAB (Singh et al., 2003), o
del catabolismo de aspartato por cepas de BAL con actividad aspartato-aminotransferasa
(Kierononczyk et al., 2004; Le Bars & Yvon, 2008). Peralta et al. (2016b), estudiaron la actividad
aminotransferasa hacia distintos aminodcidos, incluido el aspartico, de las cepas de lactobacilos
mesoéfilos ensayadas; estas enzimas estdn involucradas en los pasos iniciales del catabolismo de
aminodcidos. Las cepas Lpl89, LpI33 y Lpl91 fueron las que mostraron mayor actividad
aminotransferasa hacia el Asp, seguidas por Lc81, Lr73, Lp90 y Lpl87, mientras que Lpl29, Lc72
y Lr78 tuvieron las actividades mds bajas. A su vez, la capacidad de Lp90 y Lpl91 para generar
diacetilo y acetoina fue estudiada previamente en nuestro instituto en quesos blandos y extractos

de queso (Milesi et al., 2010; Peralta et al., 2014, 2017). En particular, en un estudio realizado en
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queso Cremoso, en el que se elaboraron quesos control (sin cultivo adjunto) y experimentales
(con Lpl91 o Lp90), se observaron mayores niveles de acetoina en estos ultimos; los quesos
experimentales tuvieron ademds un nivel de citrato y aspartato que fue similar y mayor,
respectivamente, en comparacion a los quesos control. De esta manera, el mayor nivel de acetoina
en los quesos experimentales se atribuyé al catabolismo del 4cido aspértico por los cultivos
adjuntos adicionados (Milesi et al., 2010). En nuestra experiencia, la produccion de diacetilo y
acetoina por las cepas de L. plantarum ensayadas y la cepa de Lp90 probablemente deriven del
metabolismo del citrato, el cual fue consumido por estas cepas. Sin embargo, teniendo en cuenta
los antecedentes mencionados, también se podria atribuir la produccién de estos compuestos al

catabolismo del aspértico.
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Figura26. Mapa de calor de correlaciones entre los 23 compuestos volatiles identificados, el pH, los 4cidos orgénicos y aziicares identificados en quesos semiduros miniatura
a los 90 dias de maduracidn. La escalade colores representa la abundancia de cada variable, indicada como puntuacién Z, donde el rojo indica abundancia alta y el azul indica
abundancia baja. Del lado derecho se muestran los doce quesos: once con la adicién de las cepas ensayadas y el queso control sin adicidn de adjunto; en la parte inferior se

muestran las variables estudiadas.
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5. Conclusiones

Los resultados de la primera parte de este capitulo evidencian que la cepa Lacticaseibacillus
paracasei Lp90 fue capaz de disminuir la actividad metabdlica de la cepa alterante Leuconostoc
mesenteroides D11 y evitar el defecto de formacion de ojos en los quesos Cremoso. Esta habilidad
es de gran interés para el uso de esta cepa como fermento adjunto en queso Cremoso. A su vez,
la cepa Lp90 demostré otras caracteristicas que refuerzan su potencialidad como fermento
adjunto: 1) no influyé en el crecimiento de la biota ldctica primaria durante la maduracién vy, si
bien incrementd el dcido ldctico, los niveles estuvieron dentro de rangos normales para la variedad
y no se vio afectado el pH del queso, ii)) mostr6é un desarrollo y una supervivencia favorables en
el ambiente del queso durante los 30 dias en condiciones normales y con interrupcién en la cadena
de frio, iii)) no produjo defectos en los quesos. Finalmente, en esta experiencia demostramos que
dos factores fueron necesarios para la aparicién del defecto de formacién de ojos no deseados:
altos niveles de una cepa productora de CO: e interrupciones de la cadena de frio. Esto enfatiza
que el mantenimiento de la cadena de frio es crucial y puede ser suficiente en algunos casos para
garantizar quesos de buena calidad, incluso si la contaminacion con NSLAB adventicias es
significativa.

En la segunda parte de este capitulo demostramos que las once cepas de lactobacilos meséfilos
ensayadas exhibieron propiedades tecnoldgicas adecuadas para la formulacién de cultivos
adjuntos para queseria. La evaluacién de las cepas en sistemas de queso miniatura antes de la
elaboracién a escala piloto o industrial proporciona informacién util para la selecciéon de cepas

con potencial para diversificar el flavour del queso.

Los cultivos ensayados alcanzaron recuentos elevados en los quesos y mostraron una

influencia diferencial en la maduracién.

Las cepas de Lactobacillus plantarum (Lpl29, Lpl33, Lpl87, Lpl89 y Lpl91) y la cepa de
Lacticaseibacillus paracasei 90 ejercieron una influencia similar, caracterizada por el consumo
de nutrientes (galactosa y citrato) presentes en el queso y produccién de compuestos inhibidores
(lactico, acético), que son mecanismos de control de la microbiota contaminante y potencialmente
perjudicial, incremento leve de la peptiddlisis, a través de modificaciones en los perfiles
peptidicos, y produccién de compuestos voldtiles de interés, sobre todo del grupo de las cetonas
como diacetilo y acetoina, que podrian mejoraron las caracteristicas sensoriales de los quesos.
Los resultados respaldaron la evidencia obtenida previamente en nuestro Instituto acerca del

desempefio de Lpl91 y Lp90 como fermentos adjuntos.

Por otro lado, el grupo de cepas de L. rhamnous Lr73 y Lt77,y L. casei L.c72 se caracterizaron
por producir los mayores niveles de acido lactico con la consiguiente disminucién significativa

del pH, lo que podria afectar negativamente las propiedades sensoriales; esto deberia ser
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corroborado mediante andlisis sensoriales. Una estrategia para la utilizacién de estas cepas podria
ser el uso de una dosis menor o su inclusién como parte del fermento de acidificacién. Estas cepas
también se caracterizaron por el consumo de galactosa, pero no del citrato, por su actividad
peptidolitica (mayor que el resto de cepas) que podria tener un impacto en la aceleraciéon de la

maduracién, y por la produccién de compuestos volatiles principalmente del grupo de los 4cidos.

Finalmente, las cepas de L. rhamnosus Lr78 y L. casei Lc81 no mostraron cambios
significativos en los quesos en comparacién con los quesos control. De esta manera, estas cepas
no son adecuadas para modificar el perfil de maduracién del queso, pero pueden ser utilizadas
para controlar la microbiota adventicia, ya que ambas cepas se mantuvieron en altos niveles en el

queso.

Para el uso de estas cepas como adjuntos en quesos seria interesante la evaluacién en forma
conjunta de cepas que mostraron un impacto diferente en la maduracién del queso con el objetivo
de obtener productos diferenciados. Es importante destacar que luego de la evaluacion realizada
en este capitulo, la seleccion definitiva de cepas de origen NSLAB como cultivos adjuntos,
deberia incluir andlisis sensoriales que permitan evaluar la influencia en la aceptabilidad de los
productos por los consumidores. Para ello se deberian hacer elaboraciones a mayor escala con las

cepas seleccionadas en este primer estudio (como fermentos individuales o mix).
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Efectos del nivel proteico, dosis de coagulante, calcio y nivel de
materia grasa en las propiedades de coagulacion y rendimiento de

la leche bovina
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1. Introduccion

La leche destinada a queseria debe contar con una composicién quimica equilibrada y poseer
pardmetros fisicos y microbiolégicos dentro de los valores normales para la especie en cuestion
(bovina, ovina, caprina, bubalina, etc.) (Meinardi et al., 2022). A su vez, debe formar un codgulo
homogéneo con una pérdida de humedad controlada y permitir el desarrollo de los
microrganismos del fermento. Las propiedades de coagulacion de la leche que se destina a
queseria constituyen una medida importante de su calidad tecnoldgica (Annibaldi et al., 1977) ya
que tienen impacto en el rendimiento quesero, la rentabilidad de la produccién y la calidad del
queso (Harboe et al., 2010). El coagulante afiadido a la leche modifica las micelas de caseinas
(hidrolisis de la k-caseina), lo que trae aparejado la coagulacién de las micelas desestabilizadas
(Dalgleish 1993; O’Callaghan et al., 2002), permitiendo la formaciéon de un codgulo cuyas
propiedades texturales son evaluadas tradicionalmente en forma subjetiva y visual por los
queseros, para establecer el momento de corte y lirado del mismo. Sin embargo, existen otras
metodologias mds objetivas para determinar estos pardmetros como: la medicién dindmica del
arrastre viscoso de un péndulo suspendido en la leche coagulada mediante el equipo Formagraph
(Foss, Hillergd, Dinamarca) (McMahon et al., 1984; Zalazar et al., 1995), la medicién dindmica
de parametros tales como viscosidad, modulo de cizallamiento elastico (G'), modulo viscoso (G")
y angulo de fase (8) mediante la aplicacion de una tension oscilante de baja amplitud a la muestra
de leche mediante un reémetro (Guinee et al., 1997; Karami et al., 2009), la medicién dinamica
de algunas propiedades fisicas de la leche en proceso de gelificaciéon como la reflectancia de la
luz infrarroja cercana mediante el equipo Optigraph (AMS, Frépillon, Francia) (Cipolat-Gotet et
al., 2012; Kiibarsepp et al., 2005), la mediciéon de propiedades viscoeldsticas relacionadas con la
formacién de gel y la evolucién de la estructura de la red con el tiempo mediante espectroscopia
de ondas de difusion multimoteado (MS-DWS) mediante el equipo Rheolaser Master
(Formulaction, Toulouse, Francia) (Guggisberg et al., 2022; Rohart et al., 2016), entre otras. En
particular, en el presente capitulo se utilizard el equipo Optigraph para el estudio de las

propiedades de coagulacién de la leche.

Algunos de los factores mds importantes que influyen en las propiedades de coagulacién son:
la concentracién de la enzima coagulante, la temperatura de coagulacion, el tratamiento térmico
aplicado a la leche, el nivel proteico y el pH, la concentracién de calcio, entre otros (Fox et al.,
2017; Govindasamy—Lucey et al., 2004, 2011; Horne, 2020; N4jera et al., 2003). Estos factores
han sido ampliamente estudiados, pero pocos autores han evaluado las interacciones entre ellos y

su influencia en las propiedades coagulantes de la leche mediante técnicas dpticas.

El enriquecimiento de leche con proteinas licteas o sélidos lacteos se ha propuesto con
distintos objetivos, tales como estandarizar la composiciéon de la leche para evitar variaciones

estacionales, mejorar las propiedades nutricionales o tecnofuncionales, e incrementar el
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rendimiento quesero y con ello la capacidad operativa de las plantas queseras (Acharya & Mistry,
2004; Catarino et al., 2013; Pellegrino et al., 2010; Shakeel-Ur-Rehman et al., 2003). Esto dltimo
es importante principalmente para las pequefias y medianas empresas, que son la mayoria en

nuestro patfs.

Particularmente, la ultrafiltracién (UF) de la leche de queseria es un proceso que permite
concentrar la leche ya que retiene las caseinas y proteinas de suero, y también la materia grasa si
se filtra leche entera. El factor de concentracién volumétrica (FCV) indica cudntas veces se ha
concentrado la corriente de alimentacién, y se define como la razén entre los volimenes de
alimentaciéon y retenido. Los niveles de concentraciéon bajos (FCV < 2,0) son los més
frecuentemente utilizados en la industria quesera para lograr los objetivos mencionados en el
parrafo anterior. La elaboracién de quesos con leches concentradas a niveles medios (FCV: 2-5)
y altos (FCV: 6-7) requieren equipamientos especiales y son menos habituales (Kelly et al., 2008;
Pouliot et al., 2008). Otra alternativa es aumentar las proteinas o los sélidos totales de la leche de
elaboracion mediante la adicion de polvos lacteos: leche en polvo, proteinas de suero
microparticuladas, concentrado de proteina de leche, caseinato de calcio, entre otros (Shakeel-Ur-
Rehman et al., 2003; Stankey et al., 2017). Es de esperar que las propiedades de coagulacién de
la leche enriquecida con proteinas o sélidos lacteos de diverso origen se modifiquen de acuerdo
al contenido proteico alcanzado, por lo que es esencial su evaluacién antes de su uso en
elaboraciones de queso. A su vez, también es imprescindible evaluar el impacto que tendran las
modificaciones en la composicion de la leche sobre el rendimiento quesero y la capacidad

operativa de la planta.

2. Objetivos

e Evaluar el impacto de la concentracién de la leche de queseria mediante ultrafiltraciéon o
adiciéon de polvos lacteos (leche en polvo descremada y proteinas de suero microparticuladas), en

las propiedades de coagulaciéon y rendimiento quesero.

3. Materiales y Métodos

En el presente capitulo se realizaron tres experiencias independientes en las que se estudiaron
las propiedades de coagulacién y el rendimiento quesero de leche concentrada empleando
distintas estrategias: ultrafiltracién, agregado de leche en polvo descremada (LPD), y agregado
de proteinas de suero microparticuladas (PSM). En cada una de las experiencias se evaluaron
distintos niveles de concentracion de la leche y distintas dosis de coagulante. En la experiencia
de UF y LPD también se estudi6 el agregado o no de calcio, y en la experiencia con agregado de

PSM, se evaluaron también distintos niveles de materia grasa.
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Se describen a continuacién el disefio experimental y la preparacion de la leche a evaluar de

cada una de las tres experiencias, y luego se describen las determinaciones analiticas realizadas.
3.1. Influencia del uso de leche ultrafiltrada
3.1.1. Diseiio experimental

En esta experiencia se evalud la influencia de la concentracién de la leche mediante UF (a tres
niveles) y la dosis de coagulante (a tres niveles) con un disefio factorial completo en dos ensayos
independientes en los que se trabajé con y sin adiciéon de calcio. El disefio experimental se

encuentra en Figura 27.

Los niveles de concentracion evaluados en esta experiencia fueron menores de 2, que son los
que se utilizan cominmente para estandarizar la leche o incrementar el rendimiento quesero sin
necesidad de equipos especiales (Cunha et al., 2004; Fox, 2017; Heino, et al., 2010; Kosikowski,
1986).

Las dosis de coagulante ensayadas se seleccionaron en base a otras investigaciones sobre el
tema, que no han arribado a un consenso. En este sentido, en algunos trabajos se propone la
determinacién de la dosis con referencia al volumen de leche (Catarino et al., 2013; Waungana et
al., 1998), mientras que en otros con respecto a las proteinas (Ardisson-Korat & Rizvi, 2004;
Govindasamy-Lucey et al., 2011). Por este motivo, en esta experiencia estudiamos tanto la dosis
por unidad de volumen como por unidad de proteina, e incluimos ademds una dosis intermedia
entre estos dos niveles. De esta manera, las dosis de coagulante ensayadas fueron: Dp- 0,012
uL/mg proteina (dosis estandarizada por cantidad de proteina), Di- 0,009 uL/mg proteina (0,75
de la dosis Dp), y Dv- 0,405 uLL/mL leche (dosis estandarizada por volumen de leche).

Finalmente, los factores mencionados anteriormente se estudiaron en experiencias utilizando
leches con y sin adicién de calcio, ya que, segtn algunos investigadores, en la leche UF se pueden
retener altos niveles de calcio, el cual puede afectar negativamente el flavour de los quesos ya que
aporta sabor amargo (Catarino et al., 2013; Lin et al., 2015; Schifer et al., 2019; Vyas & Tong,
2003). Asimismo, la adicién de calcio se realiza normalmente para mejorar las propiedades de
coagulacion de la leche; sin embargo, en el caso de las leches UF, el incremento del nivel de
proteinas mejora en general las propiedades de coagulaciéon por lo que podria no ser necesaria la
adicién de calcio (Guinee et al., 2006; Thomann et al., 2008). Por otro lado, con el fin de evitar
efectos no deseados en la calidad del queso debido a la mayor capacidad amortiguadora de la
leche UF, se ha propuesto reducir el contenido mineral de los retenidos de UF, como por ejemplo
mediante la solubilizacién del fosfato de calcio coloidal mediante la reduccion del pH de la leche

antes o durante la UF (Bank, 2007).
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Con el objetivo de comparar el comportamiento de las leches UF con leche sin concentrar,
también se evalud leche control con estas caracteristicas (3,29% proteinas, P0) utilizando la dosis
normal de coagulante (que corresponde a la dosis Dp y Dv, que para la leche sin concentrar es la

misma) y adicién de calcio.

Disefo Experimental Factores y Niveles
Niveles Coagulante . , Proteina:
Comparacion de cada tratamiento v'4,08 % p/v (P1)
con leche control (sin concentrar por v'5,14 % p/v (P2)
= UF): v'6,02 % p/v (P3)
Z > Nivel de proteina: 3,29 % p/v (P0)  Coagulante:
- > NIYCI de CO?gulame: Dv-Dp v Por unidad de proteina (Dp)
2 Pl B - (misma dosis) v 0,75 de Dp (Di)
% P2 ] ] Ej » Con Calcio D v'Por unidad de volumen (Dv)
» G

Figura27. Diseflo experimental de la experienciacon leche ultrafiltrada. Se evaluaron muestras de leche
condistintos niveles de proteina: 4,08 (P1),5,14 (P2)y 6,02 (P3) % p/v, que se ensayaron con tres diferentes
dosis de coagulante: Dp- 0,012 L. de coagulante/mg proteina (dosis por unidad de proteina); Di- 0,75 de
Dp; y Dv- 0,405 pL de coagulante/mL leche (dosis por volumen de leche) en experiencias conlaadicién o
no de calcio 0,02 % p/v (si, no). Leche control: leche sin concentrar con 3,29 % p/v de proteina (P0), 0,405
pL de coagulante/mL de leche (que es la misma en este caso que la dosis por proteina) y adicién de calcio
0,02 % plv.

3.1.2. Puesta en marcha y optimizacion del equipo de membrana

El tratamiento de UF fue realizado en un equipo de membranas escala piloto (Figura 28),
utilizando una membrana polimérica de 10kDa (HFK-131 Food & Dairy UF-Elements, Koch
MembraneSystems) con un drea de filtrado de 4,2 m?. El sistema consta de un tanque de 120 L
de capacidad (100 L de volumen de trabajo), una bomba de alimentacion de 2,2 kW con un caudal
nominal de 1 m3/h, una bomba de recirculacién de 1,5 kW y caudal nominal de 8 m3/h, una vélvula

de recoleccion de concentrado y una de salida del tanque.

Como paso previo a la filtracion en el equipo de membranas, la leche cruda fue microfiltrada
en frio a través de un filtro bolsa con un tamafio de poro de 1 um (como fue explicado en el
capitulo 1 seccién 2.2) para eliminar impurezas de la leche y disminuir el ensuciamiento de la
membrana. Luego se colocé en el tanque de alimentaciéon del equipo de membrana y se recirculd
por 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo se comenzé con el filtrado (temperatura < 20
°C). El volumen de permeado fue monitoreado continuamente para determinar la reduccién en el
volumen de leche concentrada (retentado) y para establecer la evolucion del caudal de permeado
con el tiempo. Se establecié el FCV definido como:

Vi

FCV = ———
Vi—Vp

Vi: Volumen inicial de leche en el tanque
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Vp: Volumen de permeado retirado

Esta férmula se utiliza cuando se trabaja en equipos de funcionamiento continuo o cuando el
volumen muerto del equipo es despreciable en comparacién con el volumen del tanque. Sin
embargo, en el equipo de planta piloto disponible en el INLAIN, el volumen muerto del equipo
representa un gran porcentaje (~20 %) en comparacién con el volumen de leche que permite
almacenar el tanque de alimentacién. Por este motivo, los volimenes considerados en el cdlculo
del FCV estan afectados por este volumen muerto. Cuando la leche que se coloca en el tanque de
alimentacién se recircula en el equipo se mezcla con el volumen muerto (agua desmineralizada),
por lo que la leche se diluye y el volumen total aumenta. Asimismo, el retentado final que se
obtiene en el equipo estd representado tanto por el volumen del tanque de alimentacién como por
el volumen que queda en el interior del equipo. De esta manera, para que el calculo del FCV sirva
a los fines de determinar el grado de concentracién obtenido de la leche, al Vp obtenido se le debe

restar 20 L, ya que este volumen representaria el volumen muerto del equipo.
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Figura 28. Equipo de filtracién por membranas a escala piloto: (1) tanque de alimentacion; (2) membrana
de ultrafiltracién; (3) bomba; (4) concentrado; (5) permeado.

Luego de cada corrida, se realizé un lavado de la membrana con agua desmineralizada y con
una solucién de hidréxido de sodio (pH = 10-10,5), continuando con cloro (180-200 ppm) por
una hora hasta que la variacién de cloro fue menor a 5 % durante 15 min para asegurar que no

queden restos de materia orgdnica. Por ultimo, se recirculd y enjuagd con agua desmineralizada
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por 15 min y se midié el caudal de permeado para verificar la recuperacién de la permeabilidad

hidrdulica de la membrana luego del lavado.
3.1.3. Preparacion de la leche concentrada

La leche cruda utilizada para todas las experiencias de este capitulo fue provista por una
industria liactea cercana (Milkaut, Franck, Santa Fe). Un volumen de 90 litros de leche cruda
entera (proteina 3,29 % p/v) fue microfiltrada y posteriormente colocada en el tanque de
alimentaciéon del equipo de membrana y se comenzé el proceso de recirculacion vy filtracion. El
volumen de permeado retirado fue aproximadamente 63 L. Luego del proceso se obtuvieron
aproximadamente 27 L de leche concentrada (~ 6 % p/v de proteina) en el tanque de alimentacidn,
mientras que 20 L mds quedan retenidos dentro del equipo (volumen muerto del equipo), que es
posteriormente arrastrado por agua durante la limpieza. En el proceso de ultrafiltracién de la leche
entera, se retienen tanto las proteinas como la materia grasa, por lo que la leche concentrada

mantuvo la misma relacién materia grasa/proteina (~ 0,9) que la leche sin concentrar.

De esta manera, la leche obtenida se concentré hasta un FCV de aproximadamente 1,8. A
partir de esta leche concentrada, se hicieron diluciones utilizando el permeado retirado durante el
proceso de ultrafiltracion para lograr leches concentradas por un factor de 1,5 y de 1,3, como lo
llevaron adelante Guinee et al. (1996) y Barrosa et al. (2006). El nivel de las proteinas (NP) de
las leches obtenidas fue: 4,08 (P1), 5,14 (P2) y 6,02 (P3) % p/v. Cada una de las leches fueron
pasteurizadas a 63 °C durante 30 min y enfriadas inmediatamente, manteniéndose refrigeradas

hasta su analisis.

Un volumen de leche cruda microfiltrada por filtro bolsa pero sin concentrar por UF fue
reservado para ser usado como control; esta leche también fue pasteurizada en las mismas

condiciones que la leche concentrada.
3.2. Influencia del agregado de leche en polvo descremada (LPD)
3.2.1. Diseiio experimental

Se evalué la influencia de la concentracién de la leche por el agregado de LPD (a tres niveles)
y la dosis de coagulante (a tres niveles) con un disefio factorial completo en dos ensayos
independientes en los que se trabajé con y sin adicién de calcio. El disefio experimental se
encuentra en Figura 29. Los niveles estudiados fueron los mismos que se estudiaron para la

experiencia UF.
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Diseiio Experimental Factores y Niveles
Niveles Coagulante . . Proteina:
‘ Comparacion de cada tratamiento V4,25 % p/v (P1)

ber G b —  con leche control (sin adicién de v'4,95 % p/v (P2)
E (S',} LPD): v'5,83 % p/v (P3)
i'é’ § > Nivel de proteina: 3,35 % p/v (P0) Coagulante:
= - > Nl‘fel de co?lgulante: Dv-Dp v Por unidad de proteina (Dp)
% . (misma dosis) B v 0,75 de Dp (Di)
% 2 » Con Calcio v Por unidad de volumen (Dv)

5'.

Figura 29. Disefio experimental de la experiencia con leche adicionada de leche en polvo descremada
(LPD). Se evaluaron muestras de leche con distintos niveles de proteina: 4,25 (P1),4,95 (P2)y 5,83 (P3)
% p/v, que se ensayaron con tres diferentes dosis de coagulante: Dp- 0,012 uLL de coagulante/mg proteina
(dosis porunidad de proteina); Di- 0,75 de Dp; y Dv- 0,405 uLL de coagulante/mL leche (dosis por volumen
de leche) en experiencias con la adicién o no de calcio 0,02 % p/v (si, no). Leche control: leche sin
concentrar con 3,35 % p/v de proteina (P0), 0,405 puL de coagulante/mL de leche (que es la mismaen este
caso que la dosis por proteina) y adiciénde calcio 0,02 % p/v.

3.2.2. Preparacion de la leche

Un volumen adecuado de leche fue adicionado con LPD de bajo tratamiento térmico (La
Serenisima, Buenos Aires) a tres niveles: 2,9, 4,8 y 7,7 % p/v, con lo que se alcanzaron niveles
de proteinas (NP) de 4,25 (P1), 4,95 (P2) y 5,83% (P3) % p/v, respectivamente. En esta
experiencia se utilizoé LPD de bajo tratamiento térmico para que las propiedades de coagulacion
no se vean afectadas por la desnaturalizacién de las proteinas de suero, que se verifica en mayor

medida en leches en polvo con tratamientos térmicos mads elevados (Lin et al., 2018).

Las distintas variantes de leche enriquecida fueron refrigeradas en la heladera a 4 °C durante
18 horas para lograr una buena hidratacion del polvo agregado. Un volumen de leche cruda fue

reservado sin adicién de polvo para usar como control.

Todas las muestras fueron pasteurizadas a 63 °C durante 30 min y enfriadas inmediatamente,

manteniéndose refrigeradas hasta su andlisis.
3.3. Influencia del agregado de Proteinas de Suero Microparticuladas (PSM)
3.3.1. Diseiio experimental

Las proteinas de suero microparticuladas (PSM) se obtienen mediante la aplicaciéon de un
tratamiento térmico en condiciones de estrés mecdnico, de manera que las fuerzas de cizalla evitan
la formacioén de una matriz gelificada y dan lugar a pequefios agregados de proteinas séricas de
tamafio de particula entre 0,5 y 10 um, similar al de los glébulos grasos (1-10 um). Esto facilita
su inclusién en matrices proteicas, en las que pueden actuar como un sustituto de los glébulos

grasos, mejorando la textura y el sabor de los productos licteos bajos en grasa, como por ejemplo
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los quesos (Ipsen, 2017). El agregado de estas protefnas también permite incrementar el

rendimiento quesero y aumentar la retencion de agua (Masotti et al., 2017; Stankey et al., 2017).

Se evalué la influencia de la incorporacién de PSM a la leche de queseria a tres niveles. Para
ello, se utilizé el producto Nutrilact ® CH-4560, que es un ingrediente en polvo constituido por
proteinas de suero microparticuladas producidas por Arla Food Ingredients S.A. (Martinez,
Buenos Aires, Argentina). Segtn la informacién del proveedor, este polvo contiene un 43-47 %
de protefnas; 34-40 % de lactosa y 3-5 % de materia grasa. Ademds, se estudié la dosis de
coagulante a dos niveles: D1- 0,405 puL de coagulante/mL leche (dosis estandarizada por volumen
de leche), D2- 0,506 uL de coagulante/mL leche (1,25 de la dosis D1). El estudio de esta mayor
dosis resultd de interés ya que se ha informado que una desnaturalizaciéon severa de las proteinas
de suero de la leche destinada a la elaboraciéon puede prolongar el tiempo de coagulacién y, como
consecuencia, formar cuajadas mds débiles y finas, que retienen mds agua de lo normal (Huppertz
et al., 2005, Singh & Waungana, 2001). De esta forma, al aumentar la dosis se busca que el tiempo
de coagulacién y la firmeza sean similares al control. Finalmente, debido a que este polvo licteo
habitualmente se utiliza para elaborar quesos reducidos en grasa, este disefio se estudié en leches
con tres niveles de contenido de materia grasa: normal y reducido en un 50% y 70%. Se utiliz6
un disefio factorial completo que se muestra en la Figura 30. Los resultados obtenidos para cada
leche adicionada de PSM a cada nivel de MG se contrastaron con los obtenidos para la leche
control correspondiente (para cada nivel de MG) con su respectivo nivel de proteina (3,26+0,06

% p/v) utilizando la dosis normal de coagulante (D1) y adiciéon de calcio.

Diseiio Experimental Factores y Niveles

Niveles Proteina ,
PSM; Proteina alcanzada:

PI P2 P3 Comparacion de cada v o ) 0

pi [l B B [: =] tratamiento con leche control /?’ZSO/A’ ;’/ V;‘3670// ° 5’/ \;I(’}Z))l)
2 22| (sin adicion de PSM): »2 70 PIV; 4,0 70 pIV
g D2 [ I = ( ) V2,25 % piv; 4,4 % p/v (P3)
I —— ““77"" % Nivel de proteina: 3,26 % p/v (PO
B | [ [P P op/v (P0) Congulntes
O D2 --- «3 o . . 0S1S estandar
S t— - » Nivel de coagulante: D1 V125 de D1 (D2)
i | | I NN

0 [ < 5

Figura 30. Disefio experimental de la experiencia con leche adicionada de proteinas de suero
microparticuladas (PSM). Se evaluaron muestra de leche adicionadas de PSM en tres niveles 0,75,1,5 y
2,25 % plv, obteniéndose muestras con un nivel de proteina de 3,7 (P1), 4,0 (P2)y 4,4 (P3) % plv,
respectivamente. Para cadaleche es estudiaron dos diferentes dosis de coagulante: D1 - 0,405 uL/mL leche
(dosis por volumen de leche); D2- 0,506 uL/mL leche (1,25 de D1). El disefio fue aplicado a leches con
tres distintos niveles de materia grasa: 3,4% (MGl1, azul), 1,7% (MG2, rojo) y 1,0% (MG3, verde). Leche
control para cada nivel de MG evaluado: leche con el nivel adecuado de MG, sin adicién de PSM (con 3,26
% pl/v de proteinas, PO) y dosis D1 de coagulante.
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3.3.2. Preparacion de la leche

La leche cruda fue estandarizada a tres niveles de materia grasa: 3,4 % p/v MG1), 1,7 % p/v
MG2) y 1,0 % p/v (MG3). Paraello se utiliz6 una descremadora centrifuga (Alfa Laval Separador
Co., Tumba, Suecia) con la cual se separd una cantidad adecuada de la materia grasa de la leche
para cada nivel a ensayar. A su vez, cada mezcla fue adicionada con diferentes niveles de PSM:
0,75, 1,5y 2,25 % pl/v, con los cuales se alcanzaron niveles de proteinas (NP) en la leche de: 3,7
(P1), 4,0 (P2) y 4,4 (P3) % p/v. Las mezclas de leche se homogeneizaron correctamente y se
almacenaron a 4 °C durante 18 h para lograr una correcta hidrataciéon. Un volumen de leche a
cada nivel de MG, sin adicién de PSM fue reservado para usar como leche control. Todas las
muestras de leche, control y enriquecidas, fueron pasteurizadas a 63 °C durante 30 min y enfriadas

inmediatamente, manteniéndose refrigeradas hasta su andlisis.
3.4. Determinaciones analiticas
34.1. Composicion y pH

La composiciéon (lactosa, proteinas, materia grasa, solidos totales) de cada una de las
preparaciones de leche y de los polvos lacteos se determiné utilizando un analizador por infrarrojo
(FT120, Foss Electric, Dinamarca). El pH de cada mezcla se midid, inmediatamente antes de las
mediciones de coagulacién, a 25 °C con un medidor de pH Orion (Orion Research Incorporated,

Estados Unidos), provisto de un electrodo combinado (vidrio y calomel).

En las leches UF se determiné ademds la concentraciéon de calcio por Espectrometria de

Absorcién Atomica de Llama.
3.4.2. Propiedades de coagulacion

Puesta en marcha y optimizacion del equipo Optigraph

El Optigraph®, un instrumento 6ptico que permite caracterizar la coagulaciéon de la leche en
tiempo real mediante medicién de infrarrojo cercano, se adquirié en el INLAIN en el afio 2018.
Este equipo fue desarrollado por Alliance Instruments en colaboracién con el INRA (Francia) con
el objetivo de lanzar un nuevo analizador para reemplazar a la obsoleta tecnologia del Formagraph
que, empleando otros principios, permite medir idénticos pardmetros tecnoldgicos (Kiibarsepp et
al., 2005). El instrumento cuenta con un sistema de hardware y software que permite calcular
todos los pardmetros requeridos para el proceso de elaboraciéon de un queso como lo son el tiempo
de coagulacién, la evolucién de la firmeza de la cuajada y la velocidad de agregacion. Es posible
acceder a estos datos a través de descriptores caracteristicos extraidos de la informacién Optica

(Kiibarsepp et al., 2005; Pretto et al., 2011).

El equipo tiene una pieza de aluminio con 10 cubetas alineadas de 10 mL de capacidad (Figura

32A). Cada cubeta tiene dos ventanas de zafiro enfrentadas que permiten el paso de la radiacién
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infrarroja. Esta pieza se introduce dentro del equipo (Figura 32B), que contiene un elemento
calefactor para lograr una temperatura constante dentro del intervalo entre 25 y 45 °C, donde se
localizan los diodos emisores y receptores a cada lado de las cubetas. El receptiaculo se comunica
con un moédulo electrénico que convierte las sefiales Opticas en eléctricas, el cual, a su vez, estd
conectado al médulo informdtico del sistema, dotado del programa especifico que permite
controlar el funcionamiento y almacenar y procesar los resultados obtenidos. El principio de
medicién se basa en la atenuacion de la sefial infrarroja que atraviesa cada una de las muestras
colocadas en las cubetas. Esta reduccién de la sefial se debe a los cambios en la estructura micelar
de la caseina durante la coagulacién. Antes de cada andlisis, la intensidad de la luz emitida para
la prueba se ajusta automdticamente, para tener una recepcion constante de voltaje de 1 V. El
software explora las muestras de manera simultinea y en tiempo real. Ademds de facilitar los
graficos tipo «copa» tradicionales del Formagraph (Figura 31), el software proporciona una tabla
con los valores de cada pardmetro para cada una de las cubetas y permite seleccionar tiempos y

valores de firmeza de forma manual.

Los parametros de coagulacién de la leche fueron calculados a partir de los datos brindados
por el Optigraph. De esta manera se determiné el tiempo de coagulaciéon (Tc: tiempo en minutos
desde la adicién del coagulante a la leche hasta el inicio de la coagulacién), tiempo de corte
(Tcorte: tiempo transcurrido desde la adicion del coagulante hasta alcanzar la firmeza adecuada),

y firmeza de la cuajada (F: ancho en Volts después de un cierto tiempo).
El protocolo para el andlisis de las muestras de leche en el Optigraph fue el siguiente:
1. Precalentar las muestras de leche en un bafio de agua a 40 °C durante 20 minutos.

2. Colocar 10 mL de leche en cada cubeta, utilizando una micropipeta; colocar calcio cuando

sea necesario (Figura 32A).

3. Colocar el rack de 10 cubetas en el equipo; seleccionar la temperatura de proceso (37 ° C,

temperatura utilizada en la elaboracién de quesos Cremoso).

4. Una vez que las cubetas alcanzan la estabilidad, es decir luego del test realizado por el
instrumento donde corrobora que cada cubeta reciba una sefial de 1 V, agregar el coagulante
mediante el uso de las cucharas, en las cuales se agregd previamente el volumen adecuado de
coagulante usando micropipetas (Figura 32B). Agitar por 10 segundos con la ayuda de las

cucharas (Figura 32C). Cerrar el equipo para mantener la temperatura.

139



Capitulo 3

A
1:Exp312121901.0pg  2:Exp312121902.0pg  3:Exp312121903.0pg 4 :Exp312121904.0pg  5: Exp3-12121905.0pg
ooy §:Ew312121906.0pg  7:Exp3-12121907.009  8:Expd-12121908.0pg  9: Expd-1212190%.0pg 10 Expd-12121910.0pg u.-12/12/201913:33:56 - 0;
R 2419 26:51 21:45 26:39 27:36 2431 19:52 30:01 22:59 18:43
hms AR 1077 16.64 15.39 17.81 222 2144 2115 3166 2964 29.48
14000" 2R 14.07 2063 19.39 22.04 27.74 27.03 26.87 40.03 38.32 38.91

1:30:00

|
| \
\

\\_/I == I e B

—

§10.00 : 21:15

|
=]
|
"
\\

-
o W St e - \ / \\, ,,,,, / ﬂmm_” / \ /
30:00 \ / \ / A“ 00 —/‘“ ) S‘inn/ - s“i“? o 510.00 /07 58 \ / VA \ / \ﬁ

S—
\ W/ $10.00 - 05:18
s0.08- 00:00 $10.00 : 06:39

20:00 $0.00 : 00:00 510,00 : 04:27

50.00 : 00:00
10:00
00:00

CUVETTE 1 CUVETTE 2 CUVETTE 3 CUVETTE 4 CUVETTE 5 CUVETTE 6 CUVETTE 7 CUVETTE 8 CUVETTE 9 CUVETTE 10

A40.0 8.21 1074 14.01 11.63 13.25 16.29 21.29 14.57 24.83 31.54

Figura 31. A. Optigrama que representa los parametros obtenidos con el Optigraph. Tc: tiempo de
coagulacién (min), Tcorte: tiempo de corte (min), F: firmeza de la cuajada (Volt). B. Optigramas obtenidos
en una de las corridas realizadas por Optigraph, mostrando algunos de los pardmetros anteriormente
mencionados como el tiempo de coagulaciény firmeza de la cuajada. Se observan los resultados de las 10
cubetas pertenecientes a 10 corridas realizadas con leche UF a distintos niveles de concentracion: leche
control (1) y leche concentrada por un factor de 1,3 (2,3 y4), por un factorde 1,5 (5,6 'y 7) y por un factor
de 1,8 (8,9 y 10). Tres diferentes dosis de coagulante se utilizaron para cada una de las tres corridas de
cada leche UF.
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Figura32. A. En la parte superior se observael instrumento Optigraph y en la parte inferior el rack con las
10 cubetas. Las cucharas estdn unidas para que el agregado del coagulante sea en forma simultdnea a todas
las cubetas. B. Agregado de coagulante a las cubetas. C. Agitacién mediante las cucharas en cada cubeta.

Influencia del enfriamiento de la leche pasteurizada en las propiedades de coagulacion
Cuando se realizan experiencias de evaluacién de las propiedades de coagulacién de leches,
las diferentes muestras se pasteurizan en general en el mismo momento, luego de lo cual se
analizan mediante Optigraph. Si bien el andlisis se puede realizar en forma inmediata luego de la
pasteurizacion, la realizacion de réplicas conlleva a mantener refrigerado el resto del volumen de
leche pasteurizada hasta el momento de su andlisis (preferiblemente dentro de las 36 h). Es
importante tener en cuenta que el enfriamiento de la leche altera los equilibrios salinos, lo que
puede ocasionar cambios en las propiedades de coagulaciéon de la leche. Sin embargo, este efecto
se puede revertir, aunque sea parcialmente, mediante una termostatizacion previa de la leche (Fox,
2017). En esta experiencia se evalué la influencia del enfriamiento y termostatizacién de leches
pasteurizadas en las propiedades de coagulaciéon (tiempo de coagulacion y de corte y firmeza de
la cuajada) mediante la utilizaciéon del equipo Optigraph a 37 °C. La leche cruda fue pasteurizada
durante 30 minutos a 63 °C y posteriormente enfriada hasta 40 °C y distribuida en colectores de
25 mL. Algunos colectores fueron almacenados en heladera hasta su andlisis (entre 1-3 horas),
mientras que otros fueron analizados sin enfriamiento previo. Paralas siguientes determinaciones,
y con el objetivo de conocer qué tiempo es el suficiente para reestablecer el equilibrio salino y
micelar y obtener propiedades de coagulacion similares a la leche sin enfriar, se evaluaron

distintos tiempos de termostatizacién en un bafo a 40 °C: 20, 30, 40 y 60 minutos.

A cada cubeta con 10 mL de leche se le adiciond calcio 0,02 % p/v y coagulante (Chymax,
Chr. Hansen, Argentina, 74 IMCU/mL) en una dosis de 4,05 uL/10mL de leche. La adicién de

coagulante y calcio fue la misma para todas las muestras. Este ensayo se realizé por sextuplicado.
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Determinacion de las propiedades de coagulacion de las muestras de leche

En base a los resultados obtenidos en el estudio descripto en el item anterior, las muestras de
leche de todas las experiencias fueron llevadas a un bafio termostatizado por 20 min a 40 °C
inmediatamente antes de la evaluacién de las propiedades de coagulacién. El coagulante (Chy-
Max, Chr. Hansen74 IMCU/mL) utilizado se diluyé 0,9:10 v/v con agua destilada y luego se
afladié la dosis determinada de esa dilucion a cada cubeta que contenfa 10 mL de leche. La
determinacién de los parametros de coagulacién se realizé con el instrumento 6ptico Optigraph

(Ysebaert, Frepillon, Francia) a 37 °C.

Luego de la coagulacién, en la mayoria de las variedades de queso, se espera un periodo
aproximadamente igual al tiempo de coagulacién para que el gel se vuelva lo suficientemente
firme antes del corte; es decir el lirado se realiza a un tiempo igual a 2Tc (Fox, 2017). Si el gel es
demasiado blando o demasiado rigido cuando se corta, las pérdidas de grasa y caseina pueden ser

altas (Bynum & Olson, 1982; Guinee et al., 1994).
Los pardmetros que se determinaron fueron:
-Tiempo de coagulacién (Tc, min.).

-Tiempo de corte a una dada firmeza, correspondiente a la obtenida para la leche control a

2Tc.

-Firmeza de la cuajada (Volt) a un dado tiempo, correspondiente a 2 veces el tiempo de

coagulacion (2Tc) obtenido para la leche control correspondiente para cada experiencia.
3.4.3. Rendimiento quesero y analisis del suero

El rendimiento quesero fue estimado mediante un ensayo en tubos Falcon, utilizando 40 mL
de cada una de las leches ensayadas. Las mismas fueron coaguladas con las condiciones
mencionadas en el disefio experimental en relacién a nivel proteico, dosis de coagulante, adicién
o no de calcio, nivel de materia grasa, segin corresponda, en un bafio termostatizado a 37 °C. El
tiempo de corte se determind en funcién de los resultados obtenidos previamente en el
instrumento Optigraph de modo de realizar el lirado cuando la cuajada alcanzé una firmeza
similar a la que alcanz6 la leche control a un tiempo de 2Tc. El lirado se realizé utilizando
espatulas que simularon ser liras, con dos cortes paralelos en una direccién y otro perpendicular
a éstos. Luego del corte, los tubos se centrifugaron a 10000 g durante 15 minutos. Se calcul6 el
rendimiento de la cuajada (%) como la razén entre el peso de la leche y de la cuajada centrifugada,
mientras que el rendimiento ajustado fue calculado teniendo en cuenta el contenido de proteina y
grasa de la leche control y de la experimental (Guinee et al., 2006). El uso de esta formula elimina
los efectos de las diferencias de la composicién de la leche en el rendimiento, por lo que permite

comparar el rendimiento quesero a partir de leche de diferentes composiciones y, por lo tanto,
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facilita una comparacion significativa cuando el contenido de proteina de la leche aumenta, por
ejemplo, mediante la adiciéon de leche ultrafiltrada o polvos lacteos (Fox, 2017). Esta experiencia

se realizd por triplicado.

Peso leche (g)

R (%) =
(%) Peso cuajada (g) *

100

MG + P (leche control)
MG + P (leche P1,P2,P3)

R ajustado (%) = R (%)

A suvez, se analiz6 la composicion del suero obtenido de cada tubo Falcon mediante un equipo

infrarrojo (FT120, Foss Electric, Dinamarca).
3.5. Analisis estadistico

En el estudio de la influencia del enfriamiento de la leche en las propiedades de coagulacién

se llevo adelante un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via.

Por otro lado, un andlisis de ANOVA de dos vias fue utilizado para estudiar la influencia del
nivel de proteinas y dosis de coagulante sobre los pardmetros determinados; este andlisis se aplic
por separado para la experiencia con o sin calcio (experiencia con leche UF o adicionada de LPD)
o con distintos niveles de materia grasa (experiencia con PSM) en las experiencias seglin
corresponda. Finalmente, se realiz6 un andlisis de regresion lineal, por el método de cuadrados
minimos (Massart et al., 1988) del rendimiento en funcién del nivel de proteinas de las leches

enriquecidas y control y se determiné el coeficiente de correlacion.

En todos los casos, cuando las diferencias fueron significativas (p < 0,05), las medias se

compararon mediante la prueba de Tukey.

Todos estos analisis se realizaron mediante el software Minitab 18 (Minitab Inc., State

College, PA, USA).

4. Resultados y discusion
4.1. Puesta en marcha y optimizacion del equipo de membrana

En la Figura 33 se muestra la variacién del caudal de permeado en funcién del FCV, donde se
observa una leve disminucién lineal, lo que concuerda con resultados previos de otros autores
(Catarino et al., 2013; Méthot-Hains et al., 2016). Méthot-Hains et al. (2016) encontraron que al
filtrar leche descremada, el flujo de permeado disminuy$ continuamente independientemente de
la temperatura de filtracién (10 y 50 °C) y la presién transmembrana aplicada; a 10 °C, la

disminucién del flujo de permeado relativo fue similar para todas las condiciones de presion
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transmembrana trabajadas, mientras que a 50 °C se produjeron marcadas diferencias en los

cambios en el flujo de permeado relativo segin el modo de operaciéon de presiones.

El equipo disponible en el INLAIN no cuenta con sistema de calentamiento o enfriamiento.
En las primeras experiencias realizadas, se trabajé con leche descremada para disminuir el
ensuciamiento de la membrana. Para ello, se tuvo que calentar la leche a 40 °C, descremarla,
pasarla por el filtro bolsa y luego filtrarla, con lo cual la temperatura de filtracién era alrededor
de 30 °C. Sin embargo, el hecho de tener la leche a temperaturas entre 30-40 °C un periodo de
tiempo prolongado condujo a una mayor proliferacién de microorganismos adventicios. De esta
manera, se opto por filtrar directamente la leche entera fria (previo pasaje por el filtro bolsa) que,
a pesar de ensuciar un poco mds la membrana, permitia mantener la leche a temperaturas bajas
durante el proceso. La temperatura de filtracién estuvo de esta manera por debajo de los 20 °C;

durante el proceso se produjo un leve incremento de la temperatura de la leche.

25

2,0

1,5

1,0

Caudal permeado (L/min)

0,5

0,0
1,1 1,2 14 1,6 1,8 2.2 2.8

FCV

Figura33. Variacién del caudal de permeado (L/min) en funcién del factor de concentracién volumétrico

(FCV).

4.2. Influencia del enfriamiento de la leche pasteurizada en las propiedades de
coagulacion

En la Figura 34 se muestran los resultados de los pardmetros de coagulacién estudiados en
leches pasteurizadas y enfriadas. Estas leches, independientemente del tiempo de
termostatizacion, presentaron una diferencia significativa (p < 0,05) en el tiempo de coagulacién
con respecto a la leche sin refrigerar (control, 0 min), mientras que para el tiempo de corte, sélo
hubo diferencias significativas (p < 0,05) para los tiempos 30 y 60 minutos. Con respecto a los
resultados de firmeza alcanzados a los 40 minutos desde la adicién del coagulante, se observaron
diferencias significativas (p < 0,05) en todas las muestras enfriadas con respecto al control, salvo

en aquella que se termostatizé durante 20 min. Teniendo en cuenta estos resultados, se determind
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la aplicacién de una etapa de termostatizaciéon a 40 °C durante 20 minutos como etapa previa al

estudio de las propiedades de coagulacién de leches pasteurizadas que han sido enfriadas.
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® Tiempo de coagulacion Tiempo de corte ® Firmeza de la cuajada luego de 40 minutos

Figura 34. Influenciade la aplicacién de una etapa de termostatizacién a 40 °C durante diversos periodos
de tiempo antes de la evaluacion de las propiedades de coagulacién de muestras de leche pasteurizada y
enfriada. A. Influencia en el tiempo de coagulacién y de corte. B. Influencia en la firmeza de la cuajada.
Los resultados son promedios y desviaciones estdndar del sextuplicado de experiencia.

abe Las barras para el mismo pardmetro con diferentes letras difieren significativamente (p < 0,05).

4.3. Influencia del uso de leche ultrafiltrada en las propiedades de coagulacion
y en el rendimiento quesero

4.3.1. Composicion y pH

La composicién global, el pH y el nivel de calcio de las muestras de leche utilizadas en esta

experiencia se muestran en la Tabla 13.

El proceso de UF modifica la composicién de la leche: aumenta el contenido de sélidos totales,
disminuye el nitrégeno no proteico (NPN), el calcio soluble y la lactosa, ya que estos ultimos
componentes atraviesan la membrana de UF, y enriquece las fracciones de grasa y proteina, que

son retenidas (Ong et al., 2013).

En nuestra experiencia, verificamos que la relacién materia grasa:proteina se mantuvo similar
en la leche ultrafiltrada y en la leche sin concentrar, debido a que ambos sélidos se retuvieron
proporcionalmente durante el tratamiento. Los niveles de calcio aumentaron con la concentracién
por UF, pero este cambio no fue proporcional al incremento del FCV, lo que puede ser atribuido
a pérdidas de calcio idnico en el permeado. Catarino et al. (2013) observaron que para leche
descremada de oveja concentrada por UF, la concentracion de proteina y calcio también
aumentaron al aumentar el FCV. Estos autores informaron que los coeficientes de rechazo de la
membrana para estos componentes no variaron con el factor de concentracién, siendo los

porcentajes relativos a las proteinas y a los iones Ca 'y Mg de 97%, 86% y 63%, respectivamente;
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la pérdida de proteina se atribuy6 al nitrégeno no proteico, mientras que las de calcio y magnesio
correspondieron a las formas solubles de los mismos. Por otro lado, On-Nom et al. (2010)
informaron que la pérdida de calcio en el permeado durante la UF de la leche depende de la
temperatura utilizada, disminuyendo entre un 50 y un 60 % en el rango de 20 a 80 °C. Estos
resultados son interesantes ya que suponen una mayor retencion del calcio en las micelas de
caseina y por consiguiente en la leche cuando la UF se realiza a mayor temperatura. En nuestro
caso, la UF se llevé a cabo a baja temperatura (menos de 20 °C) con el fin de evitar el desarrollo

de la biota adventicia.

El pH es otro de los factores que tiene una influencia significativa en la coagulacién debido a
su efecto sobre las propiedades de la micela de caseina y sobre la accién enzimética del coagulante
(Alves et al., 2004; Matia-Merino & Singh, 2007). En nuestro caso, las diferencias de pH entre
las leches fueron minimas (menores a 0,1 unidades) por lo que no eran esperables modificaciones

de la coagulaciéon de las leches analizadas debido a este factor.

En cuanto a la lactosa, se encontraron menores niveles en la leche UF en comparacién a la
leche control, lo que también fue observado por otros investigadores (Govindasamy-Lucey et al.,

2005; Moynihan et al., 2016).

Tabla 13. Composicion global, pH y niveles de calcio de las leches utilizadas en la experienciacon leche

UF.
Leche
Parametro
PO P1 P2 P3

pH 6,7020,03 6,770,032 6,79+0,02 6,79+0,02
Grasa (% p/v) 3,030,014 3,65+0,03¢ 4,420,025 5,1420,02
Proteina (% p/v) 3,290,024 4,08+0,01¢ 5,140,020 6,020,022
Lactosa (% p/v) 4,72+0,012 3,824+0,01¢ 4,20+0,03" 4,2240,01°
Sélidos Totales 8,780,044 8,54+0,03¢ 9,7420,04b 10,60+0,03¢
no grasos (% p/v)
Sclidos Totales 11,7620,05¢ 12,4820,04¢ 16,8420,04> 18,340,032
(% plv)
Calcio (ppm) 1060£50¢ 1260+45¢ 1350+47" 16604632

Se informael promedio+desviacion estdndar de tres réplicas de la experiencia.

PO: leche entera sin concentrar; P1, P2 y P3: leche entera concentrada por UF aun FCV de ~ 1,3,1,5y 1,8,
respectivamente.

abed [ og valores con diferente superindice de una misma fila difieren significativamente (p < 0,05).

4.3.2. Propiedades de coagulacion

Segiin el ANOVA de dos vias aplicado por separado a la experiencia con y sin calcio, todos
los pardmetros de coagulaciéon fueron afectados por los factores individuales (excepto Tc en la
experiencia con calcio por el NP) y la interaccién entre ellos (Tabla 14). De esta manera, la

influencia del NP y dosis de coagulante dependi6 del nivel del otro factor.
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Tabla 14. Tiempo de coagulacidn, tiempo de corte y firmeza de la cuajada para las leches UF con distintas
concentraciones y dosis de coagulante, en laexperienciacony sincalcio. Significancia del ANOVA de dos
vias de los factores estudiados: F1- nivel proteico (NP) y F2- dosis de coagulante.

Tiempo de

coagulacién Tiempo .de Firmeza
(min) corte (min) (Volt)
P1-Dp 20,9+1,5FGH 33,2+1,4E 16,0+0,36
P1-Di 26,3+1,7CDE 37,9+1,9¢P 15,2+0,86
P1-Dv 26,5+1,7¢P 39,3+1,4€ 14,1£0,46
P2-Dp 19,6+0,7F-GH 27,340,6F 23,5+0,2F
Con calcio  P2-Di 24,0+0,9P-EF 33,2+0,6F 19,9+0,3F
P2-Dv 26,5+1,56P 35,8+1,4D-E 18,7+0,7F
P3-Dp 18,5+0,4F.GH 23,8+0,26 34,6+1,6¢
P3-Di 22,8+0,5EFG 28,9+0,2F 29,5+0,8P
P3-Dv 29,8+1,3¢ 36,5+1,26P 22,3£1,0E
F1 NP NS * *
Significancia  F2 Dosis * * *
F1*F2 * *
P1-Dp 27,6+1,1EF 42,242 1PE 12,240,976
P1-Di 34,8+0,4CP 49,4+1,0¢ 9,1+0,46
P1-Dv 33,9+1,86P 48,1£1,8€ 9,4+1,46
P2-Dp 24,9+0,3FG 34,2+0,9GH 18,7+0,9P-E
Sin calcio  P2-Di 31,3+£1,2DPE 42,5+1,9PF 13,3£1,2F
P2-Dv 36,2+1,8¢ 47,742 3CDE 10,0£1,6F6
P3-Dp 22,3+0,46 28,3+0,5H 29,5+0,0¢
P3-Di 28,7+0,6EF 35,9+0,8F6 21,4+0,7P
P3-Dv 34,7+£1,9¢DP 41,5+1,9EF 17,940,8E
F1 NP * * *
Significancia  F2 Dosis * * *

NS: No significativo; * p <0,05.

Se informael promedio+desviacion estdndar de tres réplicas de la experiencia.

Nivel proteico:P1: 4,08 % p/v, P2: 5,14 % p/v'y P3: 6,02 % p/v. Dosis de coagulante: Dp- 0,012 pL de
coagulante/mg proteina (dosis por unidad de proteina); Di- 0,75 de Dp; y Dv- 0,405 pL de coagulante/mL
leche (dosis por volumen de leche).

CD.EFGH T 05 valores de cada columna (para cada experiencia) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) cuando F1xF2 es significativo.

Se observaron valores mayores de Tc para las dosis de coagulante por unidad de volumen
(Dv), mientras que los menores Tc fueron para la dosis por unidad de proteina (Dp). En general,
el Tc fue similar para una misma dosis de coagulante con una tendencia a disminuir a mayor NP,

salvo para la Dv para la cual la tendencia del Tc fue a un aumento con el NP.

A diferencia de lo observado para el tiempo de coagulacion, el tiempo de corte y la firmeza
mostraron mayores diferencias segin el NP a cada nivel de coagulante. En este sentido, el tiempo
de corte a cada una de las mayores dosis de coagulante (Di y Dp) fue diferente para cada NP,
mientras que para la menor dosis (Dv), los valores estuvieron mds cercanos entre si. Estos

resultados, que mostraron la misma tendencia para la experiencia con y sin calcio, indican que el
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uso de una dosis por unidad de volumen permite que los tiempos de corte estén en un rango mds

acotado para leche con distintas concentraciones.

En cuanto a la firmeza, se observé en general a cada nivel de coagulante un aumento a mayor
NP. Por otro lado, el uso de diferentes dosis de coagulante condujo a diferentes valores de firmeza
en leches mds concentradas, mientras que en leches menos concentradas, el efecto fue menos
marcado. Ademads, los valores de firmeza siempre fueron menores para la experiencia sin calcio

en comparacién a sus correspondientes en la experiencia con calcio.

Los resultados obtenidos muestran que los mayores cambios en el tiempo de coagulacién
fueron debido principalmente al uso de diferente dosis de coagulante, mientras que los mayores
cambios en la firmeza y el tiempo de corte se dieron en funcién de NP aunque la dosis también

fue importante sobre todo a mayor NP.

Catarino et al. (2013) informaron resultados similares en leche de oveja con adicién de
coagulante por unidad de volumen; los autores encontraron un aumento del Tc con el aumento
del NP. A su vez, estos autores hallaron una correlacion lineal entre la firmeza de la cuajada y el
contenido de proteina, lo que se asocié a un incremento mds rdpido de la firmeza cuando la
concentracion de las caseinas era mayor. Ademads, la leche UF puede alcanzar una mayor firmeza
al mismo tiempo, lo que resulta ventajoso al momento del corte y de la sinéresis. En la misma
linea, Karlson et al. (2007) investigaron las diferencias entre la coagulacion de leche de vaca
altamente concentrada (~ 19 % de caseina) y leche sin concentrar a pH 5,8 y encontraron que, al
agregar la misma cantidad de coagulante, la leche concentrada mediante UF tiene un mayor

tiempo de coagulacién y mayor tasa de endurecimiento del gel que la leche no concentrada.

Los resultados obtenidos de los tratamientos experimentales también se presentan en la Figura
35, en la que se incluyé ademds el control; a su vez, con el objetivo de evaluar el comportamiento
de cada tratamiento en relacion al control, se presentan las diferencias entre ellos para cada uno
de los pardmetros estudiados. En general, el Tc y Tcorte disminuyeron, y la firmeza aument6 a
medida que aumentaba el nivel de proteina, excepto para la dosis Dv donde la influencia fue mas
variable (Figura 35A, B y C). La influencia del NP en el Tc con respecto al control dependié de
la dosis de coagulante, siendo mds marcadas las diferencias cuando se utilizé las dosis Dv (rojo)
y Di (verde) para las cuales los Tc fueron mayores al control (Figura 35D), sobre todo cuando no

se adicion6 calcio.
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Figura35. Tiempo de coagulacién (A), tiempo de corte (B) y firmeza de la cuajada (C) y sus diferencias
conel control (D, E, F, respectivamente) en funcion del nivel de proteinas (‘ ,3,29 % p/v;M, 4,08 % plv
(Pl);‘, 5,14 % pl/v (P2); ‘, 6,02 % p/v (P3)), dosis de coagulante (amarillo: Dp - 0,012 pL de
coagulante/mg proteina, verde: Di 0,75 de Dp; rojo: Dv- 0,405 uL. de coagulante/mL leche) y adicién de
calcio (si: contorno, no: sin contorno). Se informa el promediozdesviacién estandar de tres réplicas de la
experiencia.
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El uso de una dosis por unidad de volumen disminuye la proporcién coagulante:caseina, lo
que conduce a un aumento en el tiempo para generar suficiente hidrélisis de la k-caseina e inducir
la agregacion de las micelas de paracaseina; esto explica nuestros resultados. En trabajos previos,
también se ha observado un ligero aumento en el tiempo de gelificaciéon de leches concentradas
por UF en comparaciéon con leches sin concentrar cuando el coagulante se agregd por volumen,
en lugar de por proteina (Daygleish, 1980; Guinee et al., 1996). En contraste, se puede observar
que cuando se utilizé la mayor dosis de coagulante (Dp, amarillo) y calcio, los Tc fueron menores
que el control. De esta manera, el uso de una dosis de coagulante por unidad de proteina en leches
UF acelera la coagulacién, lo que se puede contrarrestar mediante la no adicién de calcio (Figura
35D). Por otro lado, si bien el uso de una dosis por volumen hace més lenta la coagulacion de
leche concentrada en relacién a leche control, en este caso la adicién de calcio permite que las

diferencias no sean tan marcadas (Figura 35D).

En cuanto al Tcortey firmeza (Figura 35E y F), las diferencias (menor Tcorte y mayor firmeza)
con el control se incrementaron a medida que incrementaba el NP y la dosis de coagulante. En
particular, los resultados de estos parametros para los niveles P2 y P3 presentaron diferencias
similares cuando se utilizé Dp sin calcio (amarillo sin contorno) y Di con calcio (verde con
contorno). La adicién de calcio en todas las combinaciones estudiadas arrojé mayores diferencias

en relacion al control.

Upreti et al. (2011) estudiaron los pardmetros de coagulaciéon (mediante Formagraph y
viscosimetro) de leches UF o condensada al vacio (4,5 y 6 g% en proteina) comparadas con leche
control (3,2 g%). El Tc fue mds bajo y la firmeza de la cuajada fue mayor para leche con mayor
contenido de proteina, mientras que un aumento en la dosis de coagulante condujo a una
disminucién del tiempo en el cual comenzd a incrementarse la viscosidad y del tiempo en el que
alcanz6 la mdxima viscosidad. Algunos investigadores propusieron el uso de una menor
temperatura de coagulacién para disminuir la elevada velocidad de coagulacién y endurecimiento
de la cuajada que ocurre en leches UF y, de esta manera, facilitar el manejo de la cuajada en tina
(Govindasamy-Lucey et al., 2011). Nuestros resultados indican que la no adicién de calcio (a
cualquier dosis de coagulante) en las leches UF seria otra estrategia para alcanzar el mismo
objetivo, ya que permite obtener tiempos de corte y firmeza mds similares al control. Asimismo,
el uso de una dosis por volumen para elaboraciones de quesos con leches UF a todos los niveles
de proteina seria adecuado si se quieren tener similares tiempos de corte que el control. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que, el uso de una dosis por volumen, si bien permite un mejor
manejo de la cuajada y ahorrar coagulante, disminuye la relacién coagulante:caseina, lo que puede
disminuir su actividad durante la maduracién en relacién a un queso control y tener implicancias
negativas como bajos niveles de proteélisis (Cunha et al., 2006; Neocleous et al., 2002; Thoman

et al., 2008). Por otro lado, el uso de una dosis por proteina dificulta el trabajo de la cuajada en
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tina, pero asegura mayores niveles de coagulante durante la maduracién lo que puede eliminar
defectos de baja protedlisis reportados en quesos UF (Guinee et al., 2006a,b; Osturk et al., 2015);
esta menor protedlisis fue atribuida a distintas causas, entre ellas una inhibiciéon de la actividad
de quimosina por las proteinas de suero de alto peso molecular retenidas (Benfeldt, 2006). La
conveniencia de usar una dosis por volumen o por proteina deberia ser evaluada en cada tipo de
queso en particular, ya que la influencia puede ser diferente dependiendo el tiempo de

maduracién; en el préximo capitulo se estudiard en queso Cremoso.
4.3.3. Rendimiento quesero y composicion del suero

Segin el ANOVA de dos vias, en la experiencia con adicion de calcio (Tabla 15), el
rendimiento y el rendimiento ajustado sélo fueron afectados por el NP, observando mayores
valores con el incremento del mismo. En la experiencia sin calcio, tanto el nivel proteico como la
dosis de coagulante fueron significativos para el rendimiento y el rendimiento ajustado. En este
caso el rendimiento también fue mayor a mayor concentraciéon de la leche, excepto en el
rendimiento ajustado que se observaron menores niveles para el nivel proteico P2, aunque los
valores fueron muy cercanos. En relacién a la dosis de coagulante, los valores del rendimiento y
rendimiento ajustado fueron mayores para la dosis intermedia (Di) y menores para la mayor dosis

(Dp), pero las diferencias numéricas fueron muy bajas.

Como se puede observar en la Figura 36A, el rendimiento se incrementd proporcionalmente
al nivel de proteinas de la leche de partida (R?=0,963) (Figura 36A), mientras que los valores de
rendimiento ajustado estuvieron en un rango estrecho (entre 14,7 y 16,5 %), aunque se observaron
algunas diferencias segin el NP. Guinee et al. (2006) obtuvieron resultados similares: observaron
un aumento significativo del rendimiento a medida que la proteina de la leche aumentaba de 3,3
a 4,0 % p/p por UF, este incremento fue proporcional al contenido de proteina y grasa de la leche
UF. El aumento informado fue de ~0,32 kg por 100 kg de leche por cada 0,1 % p/p de aumento
de la proteina de la leche, coincidiendo esta tasa de aumento con la informada en trabajos previos

(0,33 kg por 0,1%, p/p de proteina de leche).

En comparacién con el control, se observé que hubo mayor diferencia en el rendimiento al
aumentar el NP, mientras que se hallaron diferencias menores, de rango similar, para las diferentes
dosis de coagulante y calcio. En cuanto al rendimiento ajustado se obtuvieron en general menores
valores que el control para P1 y P2, aunque la diferencia fue <0,7 %, y mayores valores (~1%)
para P3. Govindasamy-Lucey et al. (2011) informaron que los rendimientos queseros y ajustados
por humedad fueron més altos en los quesos elaborados con leche UF que en los quesos controles,
debido a los contenidos mads altos de caseina y grasa en la leche UF. Estos autores también
estudiaron la influencia de la temperatura de coagulacién en el rendimiento quesero y ajustado y

encontraron que fue menor cuando se utiliz6 una menor temperatura (28,3 °C vs 32,2 °C). Esta
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disminucién la asociaron a un aumento de pérdida de grasa atribuido a la menor velocidad de
agregacion de las micelas coaguladas y a la mayor debilidad de la cuajada en el momento del

corte.

Podemos concluir que la concentracién de la leche fue el factor que mds influyé en el
rendimiento quesero, mientras que la adicién de calcio como la dosis de coagulante tuvieron un

impacto menor.

Tabla 15. Rendimiento y rendimiento ajustado para las leches UF con distintas concentracionesy dosis de
coagulante, en la experienciacon y sin calcio. Significancia del ANOVA de dos vias de los factores
estudiados: F1- nivel proteico (NP)y F2- dosis de coagulante.

Rendimiento Rendimiento
(%) ajustado (%)
P1-Dp 18,5+0,3¢ 15,1+0,3b
P1-Di 18,8+0,3¢ 15,440,2b
P1-Dv 18,8+0,2¢ 15,4+0,1b
P2-Dp 22,540,4b 14,940,3b
Con calcio P2-Di 23,1+1,0b 15,0+0,3b
P2-Dv 23,3+1,7b 14,74+0,2b
P3-Dp 27,9+1,22 15,6+0,42
P3-Di 28,2+0,12 16,0+0,02
P3-Dv 29,1+0,62 16,5+0,32
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis NS NS
F1*F2 NS NS
P1-Dp 18,140,18< 14,8+0,18b
P1-Di 18,540,14¢ 15,140,040
P1-Dv 18,440,14Bc 15,020,04-Bb
P2-Dp 22,24+0,2B.b 14,7+0,18<
Sin calcio P2-Di 22,340,240 14,840,14«
P2-Dv 22,4+0,3ABb 14,8+0,24B¢
P3-Dp 28,240,182 16,040,182
P3-Di 28,740,442 16,240,242
P3-Dv 28,540,14.B2 16,1+0,14.B2
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis * *
F1*F2 NS NS

NS: No significativo; * p <0,05.

Se informael promedio+desviacion estandar del triplicado de la experiencia.

Nivel proteico: P1: 4,08 % p/v, P2: 5,14 % p/v y P3: 6,02 % p/v. Dosis de coagulante: Dp- 0,012 pL de
coagulante/mg proteina (dosis por unidad de proteina); Di- 0,75 de Dp; y Dv- 0,405 pL de coagulante/mL
leche (dosis por volumen de leche).

abe Los valores de cada columna (para cada experiencia) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F1.

AB Tos valores de cada columna (para cada experiencia) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F2.
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Figura 36. Rendimiento (A) y rendimiento ajustado (%) (B) y sus diferencias conel control (C,D,y E) en

funcién del nivel de proteinas (‘, 3,29 % plv (PO); . 4,08 % p/v (P1); A, 5,14 % plv (P2); ‘, 6,02 %
p/v (P3)), dosis de coagulante (amarillo: Dp - 0,012 L. de coagulante/mg proteina, verde: Di 0,75 de Dp;
rojo: Dv- 0,405 pL de coagulante/mL leche) y adicion de calcio (si: contorno, no: sin contorno). Se informa
el promedio+desviacidn estandar de tres réplicas de laexperiencia.

En la Figura 37 se presenta la composicion de los sueros correspondiente a cada combinacién
estudiada. En general, la materia grasa queda incluida mayoritariamente en la cuajada mientras
que, de la fraccién proteica, las caseinas conforman la cuajada y solamente una fracciéon de las
proteinas de suero queda retenida, solubilizada en la fraccidon acuosa. La mayor parte de las
proteinas de suero se separa en esta fraccion (Janhgj & Qvist, 2010). La UF concentra tanto las
caseinas como las proteinas de suero; por ende, a mayores niveles de concentracién de la leche
por UF, se tendrd mayor nivel de proteinas de suero (Mistry & Maubois, 2017). En relacién a
esto, en el ANOVA de dos vias, se observé que el NP tuvo una influencia significativa en el nivel
de proteinas en el suero. Se encontraron mayores niveles en el suero proveniente de la leche mas
concentrada, tanto para la experiencia cony sin calcio, lo que estd de acuerdo con lo mencionado

anteriormente. En relacién a la materia grasa, se presentaron diferencias segiin el NP solamente
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en la experiencia con calcio: el nivel de grasa fue menor para el suero proveniente de las leches
mads concentradas. Esto concuerda con lo mencionado anteriormente, se retuvo la mayor parte de
la materia grasa, independientemente del nivel que habia en la leche; incluso hubo una retencién
levemente mayor para la leche con el mayor NP, lo que puede atribuirse a una mejor inclusién de

la grasa en el codgulo.
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Figura 37. Contenido de B grasa, B, proteina y B lactosa de los sueros obtenidos en la experiencia de
rendimiento quesero con leche UF. En la tabla inferior se muestran los grupos de medias homogénas segtin
el test de Tukey. »P Resultados con diferente letra (para cada experiencia: cony sin calcio) para un mismo
compuesto difieren significativamente (p < 0,05). Los valores (g/100mL de suero) se presentan como el
promedio+desviacion estandar de tres réplicas de la experiencia.

En cuanto a la lactosa, se encontraron algunas diferencias segin la concentracion de la leche,
pero las diferencias numéricas fueron pequefias. En comparaciéon con el control, el suero de leche
UF presenté mayores niveles de proteina y grasa y menos lactosa, como consecuencia de las

diferencias de la leche de partida.

Govindasamy-Lucey et al. (2011) observaron resultados similares: el contenido de proteina y

grasa fueron significativamente mds altos en el suero obtenido a partir de leche UF con respecto
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al obtenido de elaboraciones con la leche sin concentrar, mientras que los niveles de lactosa fueron
mads bajos. A su vez, para los valores ensayados por estos autores, la temperatura de coagulacién
y el tiempo de corte no tuvieron efecto sobre la composicion del suero.

4.4. Influencia del agregado de leche en polvo descremada en las propiedades
de coagulacion de la leche y en el rendimiento quesero

4.4.1. Composicion y pH

La composicién de la LPD utilizada para el enriquecimiento proteico se muestra en la Tabla
16, y los valores del pH y de la composiciéon final de la leche control (P0O) y las muestras

experimentales (P1,P2y P3) se presentan en la Tabla 17.

Tabla 16. Composicién global de 1a LPD de bajo tratamiento térmico utilizada para fortificar laleche en
la experiencia de Optigraph.

Producto Grasa Proteina Lactosa
(%p/p) (%p/p) (%p/p)
LPD 1,06+0,03 33,74+0,05 53,96+0,08

Como se puede observar en la Tabla 16, la LPD aporta proteinas pero también lactosa, que es
el compuesto mayoritario de este polvo; por este motivo los niveles de proteina, lactosa y sélidos
totales aumentaron en las leches adicionadas de LPD (Tabla 17). Por el contrario, la LPD no
aporta cantidades significativas de grasa y por tal motivo su concentracién no se modificé en las
leches adicionadas de LPD. Una diferencia importante entre la composicién de la leche
concentrada por UF y por agregado de LPD es el nivel de lactosa, que disminuye en el caso de
UF ya que pasa libremente por la membrana de filtracién, pero aumenta cuando se adiciona LPD,

ya que predomina en su composicién (~54 % p/p).

El agregado de LPD disminuy6 el pH de la leche, lo que estd relacionado al aumento de los
componentes idnicos y posiblemente a la precipitaciéon parcial de fosfato de calcio. Anema (2009)
mostré que el pH final de las leches con incremento de sélidos totales de 9,6 a 38,4 % variaba

desde pH 6,7 apH 5,9.
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Tabla 17. Composicién global y pH de las leches utilizadas en la experienciacon LPD.

Leche
Parametro
PO Pl P2 P3

pH 6,60£0,05¢ 6,440,030 6.38£0,04°  6,38%0,03¢
Grasa (% p/v) 3,070,02 3,0920,03 3,06+0,02 3,0240,01
Protefna (% p/v) 3,350,020 4,170,03¢ 4,86£0,02°  5,62+0,02°
Lactosa (% p/v) 4,94+0,03¢ 6,28+0,01¢ 7,34£0,02°  8,600,02¢
S6lidos Total

s TORERROEOS 9,070,034 11,54£0,02¢  13,10£0,02°  15,38£0,02¢
(% p/v)
Selidos Totales (% p/v) 11,970,024 13,63£0,03°  17,2420,03°  18,740,02¢

Se informael promedio+desviacion estdndar de tres réplicas de la experiencia.

PO: leche enterasin adiciéonde LPD; P1, P2 y P3: leche entera adicionadas de LPD en un nivel de 2,9, 4,8
y 7,7 % plv, respectivamente.

abed [ og valores con diferente superindice de una misma fila difieren significativamente (p < 0,05).

4.4.2. Propiedades de coagulacion

Segtin el ANOVA de dos vias realizado para la experiencia con y sin adicién de calcio (Tabla
18), los tres pardmetros analizados: tiempo de coagulacién, tiempo de corte y la firmeza de la
cuajada, fueron afectados significativamente por los dos factores estudiados y la interaccién entre
ellos. En cada experiencia, mayores valores de tiempo de coagulacién y de corte fueron detectados
para las dosis de coagulante por unidad de volumen (Dv) y para Di en el menor NP. A su vez,
para una misma dosis de coagulante, para los niveles Diy Dp, el tiempo de coagulacién disminuyd
progresivamente (p < 0,05) con el aumento del NP, lo que puede estar relacionado tanto a la
mayor concentracion de proteinas como al pH mads bajo de las leches enriquecidas. El menor pH
puede incrementar la velocidad de la reaccién enzimdtica y, por lo tanto, conducir a un menor
tiempo de coagulacién y de corte (Daviau et al., 2000). Por el contrario, para la dosis por volumen
(Dv), el tiempo de coagulacién fue similar para los distintos NP. Si bien el incremento proteico
conduce a una mejora en general de las propiedades de coagulacién, en este caso el uso de una
dosis por volumen (que representa un menor nivel de coagulante:caseina) enmascara el efecto del
NP. Por otro lado, para un mismo NP, en general, los tiempos de coagulacién y corte
disminuyeron progresivamente (p < 0,05) con el aumento de la dosis de coagulante. En este caso
también se observé que el calcio contribuyé a disminuir los tiempos de coagulacion y corte como

se encontrd en la experiencia de UF.

Con respecto a la firmeza de la cuajada se observé que fue mayor a mayores dosis de
coagulante y mayor NP. Los valores de firmeza para las muestras sin calcio fueron siempre

menores que para sus correspondientes con calcio.
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Hovjecki et al. (2022) obtuvieron resultados similares a los nuestros. Estos investigadores
estudiaron la influencia de la dosis de coagulante, el pH y la temperatura de coagulacién en leche
de cabra cruda y pasteurizada y observaron que, al disminuir la dosis de coagulante, aumentaba
el tiempo de coagulacién y que esto también impactaba en la firmeza de la cuajada (mayor dosis
de coagulante, mayor firmeza).

Tabla 18. Tiempo de coagulacién, tiempo de corte y firmeza de la cuajada para la leche adicionada de

distintos niveles de LPD y dosis de coagulante, en la experienciacony sin calcio. Significancia del ANOVA
de dos vias de los factores estudiados: F1- nivel proteico (NP) y F2- dosis de coagulante.

Tiempo de Tiempo de

y Firmeza
coagulacion corte (Volt)
(min) (min)
P1-Dp 21,941 ,4F 36,9+1,3F 17,1£0,2E
P1-Di 29,3+0,4¢ 48,0+0,6¢P 13,0+0,3H
P1-Dv 28,9+0,6¢ 48,7£1,3€ 12,5+0,5H
P2-Dp 19,4+0,2F 33,5+1,16 18,3£0,1P
Con calcio  P2-Di 25,3+1,2P 41,4+0,4F 15,9+0,2F
P2-Dv 27,7+0,2¢ 42,6+0,3F 16,3+£0,2EF
P3-Dp 17,9+0,4F 29,440, 1H 22,540,5¢
P3-Di 23,0+0,3E 36,6+0,3F 19,2+0,1P
P3-Dv 29,7+0,6¢ 45,6+0,9P 15,0+0,59
F1 NP * * *
Significancia  F2 Dosis * * *
P1-Dp 25,4+0,6F 41,620,6F 15,4+0,5P-EF
P1-Di 33,9+0,8CP 55,3+1,2¢ 10,3+0,46
P1-Dv 32,9+1,0¢ 54,5+3,0¢ 10,6+1,06
P2-Dp 21,9+0,76 37,7+0,46 16,7+0,2 P
Sin calcio P2-Di 28,1+0,9E 45,7+1,2E 14,0+0,5E
P2-Dv 31,8+0,6P 49,6+0,9P 13,240,9F
P3-Dp 19,5+0,3H 31,9+0,6H 21,340,3¢
P3-Di 24,9+0,4F 39,7+0,6F6 17,3+0,4P
P3-Dv 32,6+0,8CP 50,1+0,7P 12,740,3EF
F1 NP * * *
Significancia  F2 Dosis * * *

NS: No significativo; * p <0,05.

Se informa el promedio+desviacién estdndar de tres réplicas de la experiencia.

Nivel proteico:P1: 4,17 % p/v, P2: 4,86 % p/v'y P3:5,62 % p/v. Dosis de coagulante: Dp- 0,012 pL de
coagulante/mg proteina (dosis por unidad de proteina); Di- 0,75 de Dp; y Dv- 0,405 pL de coagulante/mL
leche (dosis por volumen de leche).

CDEFGH [ os valores de cada columna (para cada experiencia) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) cuando F1xF2 es significativo.

En la Figura 38 se muestran en forma gréafica los valores de los pardmetros de coagulacién
para todas las condiciones experimentales y para el control, como también los resultados de la
diferencia de los valores de los pardmetros de coagulacién para cada condicién experimental y el

control.
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Figura 38. Tiempo de coagulacién (A), tiempo de corte (B) y firmeza de 1a cuajada (C) y sus diferencias
conel control (D-F) en funcién del nivel de proteinas (‘ ,3,35 % p/v;B, 4,17 % plv (Pl);A ,4,86 % plv
(P2);@, 5,62 % p/v (P3)), dosis de coagulante (amarillo: Dp - 0,012 L de coagulante/mg proteina, verde:
Di 0,75 de Dp; rojo: Dv- 0,405 pL. de coagulante/mL leche) y adicién de calcio (si: contorno, no: sin
contorno). Se informa el promedio+desviacién estandar de tres réplicas de laexperiencia.
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Se observaron valores por encima y por debajo del tiempo de coagulacién del control, segin
las condiciones evaluadas (Figura 38D). Todos los niveles proteicos con la dosis mayor (Dp,
amarillo) y los dos mayores niveles proteicos (P2 y P3) con la dosis intermedia (Di, verde)
disminuyeron el tiempo de coagulacién en relacion al control. El resto de las condiciones aumentd
el Tc, aunque en general en un nivel bajo; los incrementos fueron mayores cuando no se adicioné
calcio y se usé la dosis menor (Dv, rojo) para todos los niveles proteicos, y cuando se usé la dosis
intermedia (Di) en el menor nivel proteico (P1). Por otro lado, todas las condiciones evaluadas en
las leches adicionadas con LPD (tanto en la experiencia con y sin calcio) condujeron a menores
tiempos de corte (Figura 38E) y mayor firmeza (Figura 38F) que el control, encontrando mayores
diferencias en los niveles proteicos mds altos y mayores dosis de coagulante. La tnica excepcidn
a esto fue para la leche con P1 y dosis Dv y Di en la experiencia sin calcio, que mostraron
resultados muy similares al control. El agregado de calcio disminuy6 el tiempo de corte y aumentd

la firmeza en todas las condiciones ensayadas.

A todos los niveles proteicos, la dosis Dv sin adicion de calcio mostré mayores tiempos de
coagulacion que el control (Figura 38D) pero condujo a tiempos de corte y firmeza de la cuajada
(Figura 38E y F) més similares alos de la leche control, lo que permite, al igual que lo mencionado
en la experiencia con leche UF, un mejor manejo de la cuajada en tina y ahorrar coagulante y
calcio. Sin embargo, como ya fue resaltado anteriormente, el coagulante residual también tiene
importancia en la protedlisis durante la maduracion, por lo que hay que evaluar en cada tipo de

queso la conveniencia de usar una dosis por volumen o por proteina.

Las modificaciones en los pardmetros de coagulaciéon de esta experiencia mostraron la misma
tendencia que la observada en la experiencia con leche UF. Sin embargo, la diferencia entre la
adicién o no de calcio fue menor en esta experiencia que en la de UF. La LPD aporta también
minerales, entre ellos calcio, en la misma proporcién en comparacién con los otros componentes
de la leche. En el caso de la leche UF, observamos que el nivel de calcio no se incrementd en la
misma proporcidon que las proteinas. De esta manera, es probable que la leche enriquecida con
LPD tenga mds calcio que la leche UF y por ello las diferencias no sean tan marcadas entre la

adicién o no de calcio; sin embargo, en la presente experiencia no se determiné el calcio.
4.4.3. Rendimiento quesero y composicion del suero

El ANOVA de dos vias (Tabla 19) mostr6 que el rendimiento quesero y el rendimiento
ajustado fue afectado significativamente por el NP: a mayor nivel de proteina, mayor rendimiento,
mientras que la dosis de coagulante no tuvo un efecto significativo. Los valores del rendimiento
quesero y del rendimiento ajustado estdn en el mismo rango que los obtenidos en la experiencia

de leche UF.
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Tabla 19. Rendimiento y rendimiento ajustado para leche adicionada con distintos niveles de LPD y dosis
de coagulante, en la experienciacon y sin calcio. Significancia del ANOVA de dos vias de los factores
estudiados: F1- nivel proteico (NP)y F2- dosis de coagulante.

Rendimiento Ren.dlmlento
(%) ajustado
(%)
P1-Dp 20,1+0,1¢ 17,8+0,1b
P1-Di 19,8+0,7¢ 17,9+0,1°
P1-Dv 20,4+0,3¢ 18,0+0,3b
P2-Dp 23,5+0,7° 19,0+0,6°
Con calcio P2-Di 22,4+1,0° 17,7+0,2b
P2-Dv 23,0+1,1° 18,6+0,9b
P3-Dp 27,9+0,62 20,7+0,42
P3-Di 28,0+0,72 20,8+0,52
P3-Dv 27,4+0,5? 20,1+0,0?
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis NS NS
F1*F2 NS NS
P1-Dp 19,6+0,2°¢ 17,340,2¢
P1-Di 19,940,2¢ 17,6+0,2¢
P1-Dv 20,0+0,1¢ 17,7+0,1¢
P2-Dp 22,8+0,3b 18,5+0,2b
Sin calcio P2-Di 21,9+0,9b 17,8+0,8b
P2-Dv 22,2+0,4b 18,0+0,3b
P3-Dp 27,940,132 20,7+0,12
P3-Di 27,8+0,52 20,7+0,32
P3-Dv 27,3+0,12 20,3+0,12
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis NS NS
F1*F2 NS NS

NS: No significativo; * p < 0,05

Se informael promedio+desviacion estdndar de tres réplicas de la experiencia.

Nivel proteico: P1: 4,17 % p/v, P2: 4,86 % p/vy P3:5,62 % p/v. Dosis de coagulante: Dp- 0,012 pL de
coagulante/mg proteina (dosis por unidad de proteina); Di- 0,75 de Dp; y Dv- 0,405 pL de coagulante/mL
leche (dosis por volumen de leche).

abe T os valores de cada columna con diferente superindice difieren significativamente (p < 0,05) para F1.

Al igual que lo observado para la experiencia con leche UF, el rendimiento quesero (Figura
39A) se incrementd proporcionalmente al nivel de proteinas de la leche de partida (R?=0,968). En
este caso el rendimiento ajustado (Figura 39B) mostré niveles en ascenso al aumentar el NP pero

las diferencias fueron menores a 3 %.

En relacién a las diferencias encontradas con el control, se observé que hubo mayor diferencia
en el rendimiento quesero y rendimiento ajustado al aumentar el NP, mientras que los valores
fueron similares entre las diferentes dosis de coagulante y calcio, tal cual como ocurri en la

experiencia UF.

Otros autores también informaron un aumento en el rendimiento proporcional a los sdlidos
totales cuando se utilizé leche enriquecida con LPD o concentrado de proteina de leche (Brito et

al., 2000; Shakeel-Ur-Rehman et al., 2003a,b). Moynihan (2015) reporté una relacion lineal entre
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los sélidos totales de la leche y el rendimiento ajustado por humedad; para la leche sin agregado
de LPD (12,3 % so6lidos totales) el rendimiento ajustado fue ~ 10%, mientras en el mdximo nivel
de adicién de LPD (17,5 % solidos totales) el rendimiento ajustado fue de 15 %. Las diferencias

con el control son similares a las de nuestro estudio.
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Figura 39. Rendimiento (A) y rendimiento ajustado (B) y sus diferencias conel control (C-D) en funcién
del nivel de proteinas (‘ ,3,35%p/v; B, 4,17 % plv (Pl);A,4,86 % p/v (P2); ‘, 5,62 % p/v (P3)), dosis
de coagulante (amarillo: Dp - 0,012 L. de coagulante/mg proteina, verde: Di 0,75 de Dp; rojo: Dv- 0,405
pL de coagulante/mL leche) y adiciéon de calcio (si: contorno, no: sin contorno). Se informa el
promedio+desviacion estandar de tres réplicas de laexperiencia.

La composicién de los sueros correspondiente a cada condicion estudiada se puede observar
en la Figura 40. Segiin el ANOVA de dos vias, se encontraron niveles significativamente mayores
de proteina y lactosa en el suero proveniente de la leche con mayores niveles de concentracion,
tanto para la experiencia con y sin calcio, mientras que el nivel de grasa fue significativamente
mayor para el suero de la leche P1 (valores similares al de la leche control) que para las restantes,

en la experiencia con calcio. Como ya fue mencionado en la experiencia anterior, una fraccién de
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las proteinas (proteinas de suero) y de la lactosa se pierde en el suero; estos compuestos se
incrementan en la leche por la adicién de LPD, por lo que también aumentan en el suero, siendo
mayores los cambios a mayores niveles de adicion. En esta experiencia los niveles de lactosa
encontrados fueron entre 2 y 4 % mayores que en la experiencia de UF y esto se debe a que en el
tratamiento por membrana, la lactosa se pierde en el permeado. Estas diferencias también fueron
encontradas en la leche de partida. Los valores de grasa fueron bajos y, en su mayoria,

independientes del nivel de adicién de LPD, ya que este polvo no aporta materia grasa. La dosis

de coagulante no influyé en la composicién del suero.
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Figura40. Contenido de .,grasa, ., proteina y .,lactosa de los sueros obtenidos en la experienciade
rendimiento quesero conleche LPD y leche control. En la tabla inferior se muestran los grupos de medias
homogénas segun el test de Tukey. »P¢Resultados con diferente letra (para cada experiencia: cony sin
calcio) para un mismo compuesto difieren significativamente (p < 0,05). Los valores (g/100mL de suero)
se presentan como el promedio+desviacién estandar de tres réplicas de la experiencia.
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4.5. Influencia del agregado de Proteinas de Suero Microparticuladas (PSM) en
las propiedades de coagulacion de la leche y en el rendimiento quesero

4.5.1.

Composicion y pH

En la Tabla 20 se presenta la composicién del polvo agregado para enriquecer la leche de la

experiencia con PSM. Como se puede observar, este polvo contiene un alto nivel de proteinas

(>50 %), mayor al de la LPD, como también de lactosa, aunque en este caso es menor que el que

aporta la LPD.

Tabla 20. Composicion del producto comercial de PSM utilizado para fortificar 1aleche de elaboracion.

Producto Grasa Proteina Lactosa
(%p/p) (%p/p) (%p/p)
PSM 3,64+0,03 51,94+0,05 42.,28+0,08

El andlisis de composicién y el pH de cada leche utilizada en esta experiencia se muestra en

la Tabla 21.

Tabla 21. Composiciénglobal y pH de las leches utilizadas en la experienciaconleche adicionada de PSM.

, Solidos Sélidos
Leche H Grasa Proteina Lactosa Totales nG Totales
P (%plY)  (%pN) (%)

(%p/v) (%p/v)
MG1 PO 6,65+0,022  3,4440,022 3,200,009 4,824+0,00¢ 8,76+0,014 12,1340,024d
MGI1 P1 6,45+0,00° 3,12+0,03> 3,62+0,01¢ 5,14+0,02¢ 9,60+0,02¢ 12,50+0,01¢
MGI1 P2 6,42+0,03>c  3,08+0,03> 4,00+0,02> 5,36+0,01> 10,25+0,02> 12,89+0,02°
MG1 P3 6,38+0,03¢  3,0940,02> 4,42+0,012 5,56+0,012 10,9240,022¢ 13,35+0,032
MG2 PO 6,60+£0,032  1,7940,012 3,270,024 4,92+0,02¢ 8,88+0,03¢ 10,47+0,024
MG2 P1 6,45+0,00° 1,74+0,04> 3,69+0,00¢ 5,22+0,02¢ 9,75+0,02¢ 11,27+0,02¢
MG2 P2 6,40+£0,00c  1,62+0,02¢ 4,06+0,01> 6,66+0,00> 10,88+0,01> 15,24+0,02b
MG2 P3 6,38+0,04c  1,68+0,02¢ 4,44+0,022 6,84+0,01> 11,52+0,022 15,74+0,022
MG3 PO 6,64+0,032  1,07+0,01> 3,3240,01¢ 4,97+0,01¢ 8,95+0,014  9,75+0,02d
MG3 P1 6,45+0,00> 0,96+0,03¢ 3,71+0,01¢ 5,23+0,01¢c 9,76+0,02¢ 10,49+0,01°
MG3 P2 6,45+0,06> 1,1840,022 3,96+0,02> 6,58+0,02> 10,70+0,02> 14,68+0,02b
MG3 P3 6,43+0,04> 1,18+0,012 4,34+0,012 6,82+0,01 11,38+0,012 15,14+0,012

Se informa el promedio+desviacion estandar de tres réplicas de la experiencia.

MGI1, MG2 y MG3 leche conniveles de materia grasa 3,4; 1,7y 1,0 % p/v, respectivamente.
PO: leche sin adicién de PSM, P1, P2y P3:leche adicionadas de PSM en un nivel de 0,75,1,5y 2,25 %
p/v, respectivamente.
abe.d T os valores con diferente superindice de una misma fila difieren significativamente (p < 0,05).

Se observé la misma tendencia en el pH que con la incorporacién de LPD; este parametro

disminuy6 con el agregado del polvo licteo por el aumento de los sélidos totales de la mezcla; la

disminucién fue entre 0,15 a 0,27 unidades. Los niveles de proteina, lactosa y sélidos totales

aumentaron por el agregado del polvo, aunque los niveles de proteina y lactosa fueron inferiores
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a los alcanzados con LPD. Si bien el polvo adicionado de PSM (~52 % p/p de proteina y ~42 %
p/p de lactosa) contiene un mayor nivel proteico y menor nivel de lactosa que la LPD (~34 % p/p
de proteina y ~54 % p/p de lactosa), el mayor nivel adicionado en esta experiencia (2,25 % p/v)
fue mucho menor que el mayor nivel de LPD (7,7 % p/v). No se observaron grandes cambios en
el nivel de materia grasa por la incorporacién de PSM dentro de cada experiencia a un dado nivel

de MG, aunque las diferencias fueron significativas con respecto al control.
4.5.2. Propiedades de coagulacion

En el ANOVA de dos vias (Tabla 22), se observo que el tiempo de coagulacién se vio afectado
por la dosis de coagulante y el NP en cada uno de los niveles de materia grasa; se observo una
disminucién significativa en el tiempo de coagulacién con el incremento del nivel de PSM
adicionado y la dosis de coagulante. La dosis de coagulante y el NP también afectaron
significativamente el tiempo de corte en MG1, conduciendo a una disminucion de este pardmetro
a mayor nivel de los factores. En la experiencia con MG2 y MG3, hubo una interaccion
significativa de los dos factores estudiados para el tiempo de corte, destacindose en MG2 un
menor valor en la muestra P3-D2 y en MG3 un mayor valor en la muestra P1-D1. La firmeza de
la cuajada en los niveles MG1 y MG2 sélo se vio afectada significativamente por la dosis de
coagulante: a mayor dosis, mayor firmeza. En MG3 la interacciéon resultd significativa para la
firmeza de la cuajada, diferencidndose (al igual que para el tiempo de corte), la muestra P1-D1

por una menor firmeza que el resto.

Analizando visualmente las Figuras 41 (A, B y C), se puede ver que las propiedades de
coagulacién fueron en general negativamente afectadas por la disminucién del contenido de MG
de la leche y afectadas positivamente por la incorporaciéon de PSM. Las diferencias del tiempo de
coagulacion entre los distintos niveles de MG para cada nivel de adicion de PSM y dosis de
coagulante fueron bajas, mientras que una variaciéon mayor se presentd en el tiempo de corte y
firmeza (Figuras 41 By C). Se observé un mayor tiempo de corte y menor firmeza para el menor
nivel de MG (MG3), principalmente para las muestras con el menor nivel de adicion de PSM y
menor dosis de coagulante. En todas las situaciones, el uso de una dosis de coagulante por

volumen fue suficiente para un buen manejo de la cuajada adicionada de PSM.

Por otro lado, la mayoria de las muestras resultaron diferentes en comparacién con cada
control, presentando menores tiempos de coagulaciéon y corte y mayor firmeza que los controles
correspondientes (Figura 41D, E y F). El incremento del nivel de PSM condujo a una disminucién
del tiempo de coagulacién y de corte, y un aumento de la firmeza con respecto a cada leche
control, lo que fue méis marcado, en general, para la mayor dosis de coagulante (D2). La
incorporacién de PSM en los niveles P2 y P3 en las leches con el menor nivel de MG (MG3,

verde) permitié obtener tiempos de corte similares a los que se obtienen con las leches control
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(PO) con contenido alto (MG1, celeste) e intermedio (MG2, rojo) de MG (Figura 41B). Estos
resultados indican que el protocolo de elaboracién de quesos reducidos en MG puede asemejarse
al de quesos con contenido normal de MG, mediante la incorporacién de PSM a niveles mayores
a 1,5%. Asimismo, cuando se usé un nivel bajo de PSM (P1) en leche con bajo contenido de MG
(MG3 verde), el uso de una dosis mayor de coagulante (D2) permitié asemejar el tiempo de corte

y firmeza al de la leche control con contenido normal de MG.

Tabla 22. Tiempo de coagulacidn, tiempo de corte y firmeza de la cuajada para leche con distintos niveles
de adicién de PSM y dosis de coagulante, en la experiencia con distintos niveles de MG. Significancia (p)
del ANOVA de dos vias de los factores estudiados: F1- nivel proteico (NP) y F2- dosis de coagulante.

cTol;glllll);)ci((lii Tiempo .de Firmeza
(min) corte (min) (Volt)
P1-D1 17,840,442 35,1£1,342 10,2+0,58
P1-D2 14,940,582 31,7+0,8B2 11,1+0,34
MG1 P2-D1 17,240,14.2b 35,0+0,442b 10,3+0,28
P2-D2 14,0+0,8B:2b 31,4+1,7Bab 11,0+0,54
P3-Dl 16,2+0,54b 33,440,940 10,8+0,68
P3-D2 13,0+0,4Bb 30,3+0,8B> 11,2+0,24
F1 NP * * NS
Significancia  F2 Dosis * * *
F1*F2 NS NS NS
P1-D1 17,940,642 36,4+0,7¢P 9,7+0,28
P1-D2 15,0+0,6842 33,1£1,5P 10,5+0,44
MG2 P2-D1 16,5+0,64-2b 33,7+1,4CDE 10,6+0,98
P2-D2 15,0+0,6B-2b 34,7+1,7¢DE 10,2+0,54
P3-D1 16,1£0,64-b 37,2+1,8C 9,5+0,48
P3-D2 13,4+0,3Bb 32,5+0,7F 10,6+0,24
F1 NP * NS NS
Significancia  F2 Dosis * * *
F1*F2 NS * NS
P1-Dl 18,7+0,74:2 43,5+2,0¢ 8,1+0,4P
P1-D2 15,940,682 37,4+0,4P 9,4+0,1¢
MG3 P2-D1 17,1+0,8Ab 37,3+1,6P 9,5+0,4¢
P2-D2 15,2+0,3Bb 38,5+2,6P 9,2+0,5¢
P3-D1 16,8+0,54b 38,7+0,6P 9,1+0,3¢
P3-D2 14,8+0,68° 36,2+1,0P 9,6+0,2¢
F1 NP * * *
Significancia ~ F2 Dosis * * *
F1*F2 NS * *

NS: No significativo; * p < 0,05

Se informa el promedio+desviacién estandar de tres réplicas de la experiencia.

Nivel proteico: P1:3,7 % p/v, P2: 4,0 % p/vy P3: 4,4 % p/v. Dosis de coagulante: D1- 0,405 uL/mL leche
(dosis por volumen de leche); D2- 0,506 uL/mL leche (1,25 de D1). Materia grasa: MG1: 3,4 % p/v; MG2:
1,7 % p/vy MG3: 1,0 % p/v.

ab Los valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F1.

AB Los valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F2.

CD.E Tos valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) cuando F1xF2 es significativo.
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En esta experiencia, a diferencia de lo observado en las anteriores, el Tc fue mds bajo en
relacion al control respectivo en todas las condiciones evaluadas (Figura 41D); esto podria estar
relacionado a que el polvo adicionado solamente incorpora proteinas de suero y no caseinas. De
este modo, alin cuando se usa la dosis por volumen, se mantiene la relaciéon coagulante:caseina y

por ello, ninguna situaciéon aumenté el Tc.

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Sturaro et al. (2014), quienes informaron
que a medida que aumentaba el nivel de PSM adicionado, aumentaba también el tiempo de
coagulacién y corte (medido con Formagraph). Por su parte, Ismail et al. (2011) demostraron que
la adicién de proteina de suero mediante ricota a la leche de bifala acort6 el tiempo de coagulacién
y lo atribuyeron al contenido de acidez de las proteinas incorporadas que disminuyeron el pH de
la leche. Guinee et al. (1997) estudiaron el efecto de la incorporacién de Dairy-Lo® (producto
comercial de proteinas de suero) a la leche (1 % p/p) tratada térmicamente e informaron que el
mismo perjudicé notablemente las propiedades de coagulacién. Estos autores también informaron
que el aumento del contenido de grasa en el rango de 0,1-10 %, p/p, al mantener constante el
nivel de proteina (3,3 % p/p) mejoré las propiedades de coagulacion (menor tiempo de
coagulacién y tiempo de corte y mayor firmeza de la cuajada). Sin embargo, los efectos positivos
son mucho menores que los obtenidos al aumentar el contenido de proteina en el mismo rango.
El efecto observado por el aumento del nivel de materia grasa en la leche, manteniendo constante
el nivel de proteina, probablemente se deba al aumento concomitante de la viscosidad (Fox et al.,

2017).

Las discrepancias entre los estudios pueden reflejar diferencias en las caracteristicas de las
PSM utilizadas (dispersion y conformacion de agregados, composicién), nivel y condiciones de
adicién, como también el impacto que tiene su incorporacion al pH de la leche, pardmetros que

influyen directamente en las propiedades de coagulacion.
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Figura41. Tiempo de coagulacién (A), tiempo de corte (B) y firmeza de la cuajada (C) y sus diferencias
conel control (D, E y F) en funcién del nivel de PSM afiadidas (0,75 (P1); 1,5 (P2)y 2,25 (P3) % p/v),
dosis de coagulante (D1: sin contorno, D2: contorno), y nivel de MG (Azul: MGI; Rojo: MG2; Verde:
MG?3). Se informa el promedio+desviacidn estandar de tres réplicas de la experiencia.
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4.5.3. Rendimiento quesero y composicion del suero

En el ANOVA de dos vias (Tabla 23) se observé que el nivel de proteinas afectd
significativamente los rendimientos calculados en cada nivel de MG: en general, los niveles
fueron mayores a mayor nivel de adicion de PSM. Por otro lado, la dosis de coagulante sélo fue
significativa para MG2 y MG3, para los cuales se observaron mayores y menores valores para

D2, respectivamente; sin embargo las diferencias numéricas fueron muy bajas.

Tabla 23. Rendimiento y rendimiento ajustado para las leches con distintos niveles de adicionde PSM y
dosis de coagulante, en la experiencia con distinto nivel de MG. Significancia del ANOVA de dos vias de
los factores estudiados: F1- nivel proteico (NP) y F2- dosis de coagulante.

Rendimiento Ren.dlmlento
(%) ajustado
(%)
P1-D1 17,3+0,2¢ 17,1£0,22b
P1-D2 17,4+0,1¢ 17,1£0,12b
MG1 P2-D1 18,5+0,1b 17,440,12
P2-D2 18,5+0,20 17,3+0,22
P3-Dl 19,340,12 17,10,1b
P3-D2 19,3+0,12 17,1£0,1°
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis NS NS
F1*F2 NS NS
P1-D1 13,0+0,0B8 12,240,1Bb
P1-D2 13,340,14° 12,4+0,14b
MG2 P2-D1 13,940,1B»b 12,410,1‘%1
P2-D2 14,320,140 12,740,142
P3-Dl 14,840,182 12,30, 1Bab
P3-D2 15,340,242 12,740,240
F1 NP * *
Significancia  F2 Dosis * *
F1*F2 NS NS
P1-D1 11,8+0,14A¢ 11,0+0,1¢P
P1-D2 11,7£0,2B< 11,0+0,26¢P
MG3 P2-D1 13,0+0,14b 11,1+0,16P
P2-D2 12,5+0,2Bb 10,6+0,2F
P3-D1 14,1+0,14:2 11,2+0,1¢
P3-D2 13,620,282 10,8+0,2P-E
F1 NP * *
Significancia ~ F2 Dosis * *
F1*F2 NS *

NS: No significativo; * p < 0,05

Se informa el promedio+desviacién estandar de tres réplicas de la experiencia.

Nivel proteico:P1:3,7 % p/v, P2: 4,0 % p/vy P3: 4,4 % p/v. Dosis de coagulante: D1- 0,405 uL/mL leche
(dosis por volumen de leche); D2- 0,506 uL/mL leche (1,25 de D1). Materia grasa: MG1: 3,4 % p/v; MG2:
1,7 % p/vy MG3: 1,0 % p/v.

abe Tos valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F1.

AB Tos valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) para F2.

CD.E Tos valores de cada columna (para cada nivel de MG) con diferente superindice difieren
significativamente (p < 0,05) cuando F1xF2 es significativo.
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Las tendencias encontradas para el rendimiento quesero y el rendimiento ajustado se pueden
ver en la Figura 42 A 'y B, respectivamente. Se observaron mayores valores de rendimiento para
las muestras con el mayor nivel de MG (MG1, azul), mientras que los valores fueron menores
pero mds similares entre si para MG2 (rojo) y MG3 (verde). Por otro lado, al igual que lo
observado en la experiencia con leche UF y con agregado de LPD, el rendimiento de la cuajada
se incrementd proporcionalmente al nivel de proteinas de la leche de partida para cada uno de los
niveles de MG evaluados (MG1: R2= 0,9835; MG2: R? = 0,9643; MG3: R2? = 0,9616) (Figura
42A), mientras que el rendimiento ajustado (Figura 42B) estuvo en un rango acotado de valores
entre las distintas concentraciones de proteinas para cada uno de los niveles de materia grasa,
observidndose un leve aumento en general con el incremento de PSM adicionadas. A diferencia
de la experiencia con leche UF y adicionada de LPD, donde se incrementaron las caseinas y las
protefnas de suero en la misma proporcion, en este caso el incremento de proteinas fue solamente
por el aporte de proteinas de suero. El alto tratamiento térmico aplicado en la obtencién de las
PSM da como resultado la desnaturalizacion de las proteinas de suero que, aunque no coagulan
como las caseinas, permanecen con las micelas de casefna después de la hidrdlisis por parte de la
enzima coagulante, en una mayor proporcion que las proteinas de suero provenientes de la leche
cruda (Ipsen, 2017). Al quedar atrapadas, aumenta la concentraciéon proteica y por ende el
rendimiento, ademds de impedir la sinéresis de la cuajada como resultado de los efectos
combinados de una mayor retencién de agua por parte de las proteinas del suero per se y la

impedancia a la contraccién de la red de caseina hidrolizada por parte de la PSM ocluidas.

Sturaro et al. (2015) observaron, al igual que en nuestra experiencia, una disminucién en el
rendimiento quesero cuando se disminuyeron las relaciones materia grasa/proteina (1,25, 1,11y
1,0) en quesos tipo Cacciota. Sin embargo, en contraste con nuestros resultados, la adicién de
PSM (3 y 4 %) no influyé en el rendimiento en los quesos con contenido alto y normal de materia
grasa, aunque si observaron un mayor rendimiento en los quesos bajos en grasa con 4% PSM en

comparacion con el de 3% de PSM.

En comparacién con los controles respectivos, el rendimiento fue entre 0,8 y 3,3% mayor en
los distintos tratamientos, presentdndose las mayores diferencias para los mayores niveles de PSM
afadidas. El rendimiento ajustado fue similar al control en MG3 (con diferencias <0,25 %),
mientras que en MGI1 el rendimiento ajustado se increment6 (~ 1%) en relacién al control
respectivo debido a la adicion de PSM. En el nivel intermedio de MG, el rendimiento ajustado
fue mayor que el control aunque las diferencias fueron menores a 0,75%; las mayores diferencias
fueron para la mayor dosis de coagulante. De esta forma, la incorporaciéon de PSM permiti6
incrementar el rendimiento tanto en leches con contenido normal o reducido en materia grasa

generando una mejora en su perfil nutricional debido a la incorporacion de las proteinas de suero.
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Si se comparan los controles con diferente nivel de MG, se puede observar que el rendimiento
disminuyé a menores niveles de materia grasa, lo que coincide con lo informado por otros

investigadores (Di Cagno et al., 2014; Sahan et al., 2008).
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Figura42.Rendimiento (A) y rendimiento ajustado (B) y sus diferencias conel control (C-D) en funcién
del nivel de PSM afiadidas (0,75 (P1);1,5 (P2)y 2,25 (P3) % p/v), dosis de coagulante (D1: sin contorno,
D2: contorno, y nivel de MG (Azul: MG1; Rojo: MG2; Verde: MG3). Se informa el promedio+desviacion
estandar de tres réplicas de laexperiencia.

La composicién del suero correspondiente a cada leche estudiada se puede observar en la
Figura 43. Segiin el ANOVA de dos vias realizado, la concentraciéon de grasa en los sueros fue
similar a cada nivel de MG, mientras que la concentracién proteica se vio influenciada por la
adicion de PSM, encontrando concentraciones mds elevadas con el incremento del polvo
adicionado. La lactosa tuvo un comportamiento similar a la proteina, siendo significativas las
diferencias para MG1 y MG2. Al igual que lo mencionado para la experiencia anterior, el
incremento de los niveles de proteina y lactosa en el suero a mayores niveles de adicién de las

PSM son consecuencia del mayor aporte de estos compuestos por el polvo. Si bien las PSM,
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debido al tratamiento de microparticulacién, son retenidas en la cuajada en mayor proporcién que
las proteinas nativas (Banks et al., 1994; Sturaro et al., 2015), el mayor nivel de proteinas en el
suero a mayor nivel de adiciéon de las PSM indica que la retencion de las mismas no fue total.
Sturaro et al. (2014) encontraron que, en el suero, las fracciones de proteinas como [-
lactoglobulina A y B y o-lactoalbimina tendieron a disminuir con el aumento de las
concentraciones de PSM adicionadas en la leche, sin observar una significancia estadistica. La
eficiencia de recuperacién de las PSM depende del grado de desnaturalizacion de las proteinas de
suero en el proceso de obtencién del polvo, por este motivo pueden encontrarse resultados
diferentes en los niveles proteicos en los sueros de nuestras experiencias con la de otros autores.
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Figura43. Contenido de .,grasa, ., proteinay | ,Jlactosa de los sueros obtenidos en la experienciade
rendimiento quesero con leche adicionada de PSM y leche control. En la tabla inferior se muestran los
grupos de medias homogénas segin el test de Tukey. ¢ Resultados con diferente letra (para cada
experiencia) para un mismo compuesto difieren significativamente (p < 0,05). Los valores (g/100mL de
suero) se presentan como el promediotdesviacién estandar de tres réplicas de laexperiencia.
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5. Conclusiones

En el presente capitulo se pudo comprobar la influencia significativa de distintos pardmetros:
el nivel de proteinas, la dosis de coagulante, el calcio afiadido y el nivel de materia grasa de la
leche, y sus interacciones en las propiedades de coagulacién de la leche. El aumento del nivel
proteico de la leche por ultrafiltraciéon o por agregado de polvos lacteos condujo en casi todos los
casos a un menor tiempo de corte y mayor firmeza, mientras que el impacto en el tiempo de

coagulaciéon fue diferente segtin la dosis de coagulante y la adicién o no de calcio.

La mejora de las propiedades de coagulacion por enriquecimiento proteico sugiere que el
agregado de calcio podria evitarse en las elaboraciones de queso. Aun cuando su uso impacta en
la coagulacién en todos los casos, esta etapa puede no ser necesaria cuando hay aumento de los
sOlidos proteicos. Por otro lado, de acuerdo con nuestros resultados, resulta evidente que la
elaboraciéon de quesos con leche concentrada requerird una adaptacién de la dosis de coagulante
para obtener pardmetros de coagulacion similares a los de elaboraciones tradicionales y lograr
que el trabajo de la cuajada en la tina sea comparable. En efecto, el uso de una dosis de coagulante
mayor a la estandarizada por volumen conduce a una mayor velocidad de coagulacién y altos
valores de firmeza, lo que apareja cambios en los protocolos de elaboracién y puede conducir a
dificultades en el trabajo en tina o en la composicién del producto final. De esta manera, podemos
afirmar que si se elaboran quesos con leche enriquecida en proteina, se podria disminuir los costos
asociados a coagulante y calcio sin alterar las caracteristicas de una elaboraciéon tradicional.
Asimismo, el uso de leches enriquecidas, incrementa el rendimiento, lo que permitiria aumentar

la capacidad operativa de la planta.

La principal funcién del coagulante es tecnoldgica, y consiste en desestabilizar la suspensidon
proteica y lograr la coagulacién de la leche y formacién de la cuajada. En este capitulo hemos
proporcionado informacién novedosa sobre su dosificacion y actividad real en matrices de leche
enriquecida mediante los métodos mas comunes usados en la industria. La aplicacién de una
metodologia 6ptica simple y de pequefia escala nos permitié arribar a resultados utiles para
adaptar los protocolos de elaboracidn quesera y seleccionar las mejores condiciones para obtener
quesos con leche UF o con agregado de polvos lacteos, con caracteristicas similares alos quesos
tradicionales de leche sin concentrar. Sin embargo, no se debe pasar por alto que el coagulante
cumple también un rol bioquimico durante la maduracién, y por este motivo son necesarios

estudios que cubran esta etapa de la tecnologia quesera como se abordard en el capitulo siguiente.
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Influencia del nivel proteico de la leche de queseria en la
elaboraciony la maduracion de queso Cremoso
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1. Introduccion

El enriquecimiento de la leche destinada a queseria ya sea para aumentar los sélidos licteos
totales, o especificamente las proteinas, es una estrategia que se ha desarrollado fuertemente desde
las dltimas décadas del siglo XX, con diversos propdsitos (Acharya & Mistry, 2004; Guinee et
al., 1997; Shakeel-Ur-Rehman et al., 2003a,b). El uso de tecnologias de membrana, como UF y
MF, y el agregado de polvos, retentados o concentrados como leche en polvo descremada, leche
condensada, concentrado de proteina de leche u otros, se ha propuesto para estandarizar la
composicion de la materia prima a lo largo del afio (Francolino et al., 2010; Chen et al., 2019),
aumentar el rendimiento quesero y con ello la capacidad operativa de la planta (Rattray & Jelen,
1996), o directamente para desarrollar nuevas variedades de queso o versiones nuevas de
variedades conocidas (Mortensen, 1985). Asimismo, las fluctuaciones de precios en el mercado
internacional de los polvos lacteos pueden motivar su inclusién en la linea de elaboracién quesera

para valorizarlos.

El agregado de ingredientes lacteos para enriquecer la leche de elaboracion es una alternativa
sencilla, que se encuentra al alcance de las queserias pequefas y medianas (Pellegrino et al.,
2010). Por el contrario, los procesos de membrana como la UF y MF se han adoptado
principalmente en grandes industrias, donde a menudo se han incorporado a procesos continuos
o semicontinuos, con grandes volimenes de produccién (Mistry & Maubois, 2017; Tamime et

al., 2000).

Cualquiera sea el método elegido para aumentar el tenor proteico de la leche, es importante
considerar que estas practicas modifican la aptitud tecnoldgica de la leche de queseria. Por
ejemplo, es bien conocido que el nivel de proteina afecta las propiedades de coagulacién (Guinee
et al.,, 1997), lo que debe tenerse en cuenta para ajustar el protocolo de elaboraciéon del queso.
Ademas, el agregado de polvos lacteos y el enriquecimiento en caseinas o proteinas totales
mediante tecnologias de membrana afecta la concentraciéon de otros compuestos. En efecto,
ademds de la materia grasa y proteinas, cambia el contenido de los azicares disponibles, lo que a
su vez puede tener un impacto en la actividad del starter o de las NSLAB (Cunha et al., 2006;
Neocleous et al., 2002; Oh et al., 2014). La presencia de cantidades significativas de proteinas de
suero en la cuajada, por otro lado, se ha sefialado como el origen de cambios, algunas veces
negativos, en el desarrollo de textura y flavour del queso (Creamer et al., 1987; Masotti et al.,
2017). Por otro lado, no es fécil establecer la dosis adecuada de coagulante a utilizar en quesos
elaborados con leche concentrada, sobre todo teniendo en cuenta que esta enzima participa tanto
en la coagulaciéon como en la maduracién (Cunha et al., 2006; Govindasamy-Lucey et al., 2011;
Guinee et al., 2006; Ozturk et al., 2015). En este sentido, se debe determinar la dosis correcta que
facilite el manejo en tina de la cuajada de leche concentrada, pero que también permita un nivel

suficiente de actividad residual para que la protedlisis se desarrolle adecuadamente. El uso de
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dosis incorrectas puede conducir a un retardo de la protedlisis con consecuencias en la textura y
sabor (Agrawal & Hassan, 2007; Neocleous et al.,, 2002). De esta manera, el uso de leches
concentradas puede tener un impacto negativo al introducir cambios tanto en la cantidad de
sustratos fermentables disponibles para la microbiota del queso, en la cantidad de proteinas de
suero incluidas en la cuajada, como en la evolucién de la protedlisis. Esto podria derivar en
cambios indeseables en los perfiles de maduraciéon como el desarrollo de defectos de textura, o

sabor, y de fermentaciones indeseables, entre otros.

Una revision de la literatura existente sobre elaboracion y maduracién de quesos de leche
enriquecida en proteinas da cuenta de investigaciones en quesos Cheddar, Mozzarella, Gouda,

Cottage, entre otros.

En nuestro Instituto, existen algunos antecedentes en queso Cremoso: enriquecimiento
proteico por agregado de ricota a la leche de elaboracion (Hynes et al., 1998) y mediante la
aplicaciéon de tratamientos térmicos de alta temperatura con desnaturalizaciéon de las proteinas de
suero (Meinardi et al., 2004). Un proyecto destinado a la mejora de la calidad de quesos Cremoso
reducidos en grasa contempldé la adicion de un producto comercial de proteinas de suero
microparticuladas (Zalazar et al., 1999; 2002). En otro estudio se ha utilizado un queso fresco
elaborado con leche UF al 40% de sélidos como matriz para evaluar la viabilidad de distintos

probidticos (Vinderola et al., 2000).

El interés del tema y su gran potencial para aplicarse en quesos blandos argentinos como el
Cremoso, el Port Salut y otros, demanda una aproximacién novedosa, que contemple aspectos
contempordaneos como la definicion correcta de la dosis de coagulante. Asimismo, es necesario
profundizar el estudio de su impacto en los perfiles de protedlisis, la composiciéon de hidratos de
carbono fermentables inicial y a lo largo de la maduracién, y la influencia en los perfiles

sensoriales y propiedades fisicas.

2. Objetivo

e Determinar el impacto del uso de leche concentrada por UF y agregado de polvos liacteos en

la elaboracion y perfiles de maduracién de queso Cremoso a escala laboratorio.

3. Materiales y Métodos

3.1. Influencia del uso de leche ultrafiltrada en la elaboracion y perfiles de
maduracion de queso Cremoso

3.1.1. Preparacion de la leche de queseria

La leche cruda obtenida de una industria ldctea cercana (Milkaut, Franck, Santa Fe) se

microfiltré a través del filtro bolsa de 1 pm de poro. Luego se separé un volumen para la
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elaboraciéon de quesos control, mientras que la leche destinada a la elaboracién de los quesos
experimentales se concentré mediante el equipo de membrana escala piloto descripto en el
capitulo 3 seccion 3.1.2. hasta un nivel de proteinas de 5,7 % p/v aproximadamente. La relacion

materia grasa:proteina de la leche, tanto control como UF, fue de ~1,1.
3.1.2. Disefio experimental y elaboraciéon de quesos Cremoso miniatura a

partir de leche UF

En la Figura 44 se presenta el disefio experimental llevado a cabo en esta experiencia. Se
elaboraron los siguientes quesos: un control (C) con leche sin concentrar (2 L, 3,30 % p/v de
proteinas), y cuatro experimentales (E) con leche UF (1,16 L, 5,71 % p/v de proteinas). Para las
tinas experimentales se emple un volumen tal (1,16 L) que iguale la cantidad de proteina total
contenida en la tina del control (2L), como proponen Ong et al. (2013). En la Figura 45 se pueden
observar dos tinas de elaboracion (control y experimental) con distinto volumen de cuajada y
suero. En los quesos experimentales se evaluaron diferentes dosis de coagulante: Dp- 0,012
pL/mg proteina (dosis estandarizada por proteina), Dv- 0,405 uL/mL leche (dosis estandarizada
por volumen) y y dos niveles de calcio: adicién o no; los quesos se rotularon como El1 y E2
aquellos con adicién de calcio, y con la dosis Dp y Dv, respectivamente, y como E3 y E4, aquellos
sin calcio y con la dosis Dp y Dv, respectivamente. Los quesos control fueron elaborados de
manera tradicional, con la dosis normal de coagulante, que en este caso es igual a Dv y Dp, y con

la adicién de calcio.

La leche control y ultrafiltrada se pasteurizé a 63 °C durante 30 min, luego se enfri6é a 37 °C,
y se colocé en las tinas correspondientes. Las elaboraciones se realizaron de acuerdo con lo
descripto en la seccién 3.1.3 del capitulo 2, con algunas modificaciones. El fermento iniciador de
S. thermophilus (Chr. Hansen, Quilmes, Argentina) fue inoculado en un nivel estandarizado por
proteina, como ha sido sugerido en trabajos previos (Govindasamy-Lucey et al., 2011); para ello,
un mismo volumen (1 mL) de una suspensién del fermento (3,4x10° UFC/mL) fue agregado a
cada tina. El corte de la cuajada fue realizado cuando alcanzé el mismo nivel de firmeza en cada
tina; para ello, se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en el capitulo anterior que se
verificaron el dia de la elaboracion mediante el andlisis de los pardmetros de coagulacion de las
leches en el Optigraph. A los 5 dias de la elaboraci<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>