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Resumen

RESUMEN

Se caracteriz6 microbiologica y tecnolégicamente un conjunto de 55
muestras de cultivos naturales de suero (suero fermentos) provenientes de
queserias de la zona de influencia de la provincia de Santa Fe y utilizados en la

elaboracion de distintos tipos de quesos (fundamentalmente de pasta cocida).

Se comprobd que estan integrados fundamentalmente por lactobacilos
terméfilos homofermentantes en una concentracién superior a 10° UFC/ml. No se
observé presencia de cocos lacticos terméfilos (Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus). Los Unicos contaminantes presentes fueron levaduras, algunas

veces en alta concentracion (> 10° UFC/ml).

Se compararon dos muestreos, realizados en las mismas industrias pero en
distinta época, y se comprobd que no existieron diferencias a nivel de sus
caracteristicas tecnoldgicas. La acidez fué un parametro muy variable entre las
muestras y estuvo comprendida entre valores medios de 137°D y 159°D, para los
muestreos 1 y 2, respectivamente. Los valores medios de propiedades
tecnologicas importantes como las actividades acidificante y proteolitica, fueron
160°D y 171°D, y 142 pg tirosina/ml y 116 pg tirosina/ml (muestreo 1 y 2,

respectivamente). Estos parametros, medidos a través de un elevado nimero de
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Resumen

repiques, demostraron la estabilidad tecnolégica de las asociaciones microbianas

naturales existentes en estos fermentos.

Se aislaron 263 cepas de lactobacilos a las cuales se les realizé la
identificacién utilizando pruebas bioquimicas y técnicas de biologia molecular
(PCR Y RAPD-PCR). También se llevdo a cabo un estudio detallado de sus
caracteristicas tecnoldgicas importantes para su uso industrial (actividad
acidificante, actividad proteolitica, resistencia a fagos, produccion de

exopolisacaridos y resistencia a sales).

El analisis taxonédmico de las cepas lacticas aisladas demostré que los
fermentos naturales de suero analizados estan compuestos fundamentalmente
por Lactobacillus helveticus (66% Y 98,2% de los aislamientos en muestreos 1 y
2, respectivamente), seguido por Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (1,8% vy

33%).

Los perfiles RAPD-PCR, obtenidos con dos primers (B06 y B10), sefialaron
dos biotipos diferentes entre las cepas analizadas (29 cepas de Lactobacillus
helveticus) y la comparacién con cepas de coleccién confirmé la identificacion
bioquimica preliminar. Ademas, utilizando un primer especifico, se procedié a la
busqueda de una secuencia de insercion (IS 1201) caracteristica de Lactobacillus
helveticus, en cepas autéctonas elegidas al azar, revelandose su presencia en

todas ellas.
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Las cepas lacticas aisladas se clasificaron segun su comportamiento en
leche como “rapidas”, “intermedias” y “lentas”. La proporcion de los diferentes
grupos varié con el muestreo considerado. Las cepas rapidas fueron minoritarias
en el primero (12%), elevandose el porcentaje a 39% en el segundo. La
proporcién de cepas lentas disminuyé notablemente del primer al segundo
muestreo, pasando de 48% a 14%. Se demostré que la diferencia en el
comportamiento de las cepas en leche se debié a una deficiencia de proteasa de
pared. Es importante aclarar que las cepas rapidas pertenecieron, practicamente

en su totalidad, a la especie Lactobacillus helveticus.

Las cepas, en general, mostraron ser sensibles a la presencia de sales
(CINa y CIK). Aquellas clasificadas como “rapidas”, en particular, resultaron ser
menos resistentes en relaciéon a las lentas e intermedias. Esto pudo justificarse
por el hecho de que las primeras son, casi en su totalidad, Lacfobacillus
helveticus especie que demostré ser mas sensible a las sales que Lactobacillus

delbrueckii subsp. lactis.

La resistencia a fagos demostré estar muy difundida en las cepas de
L.helveticus, siendo el mecanismo de interferencia en la adsorcion el dominante.
Por otra parte, se individualizaron dos cepas que presentaron un mecanismo de

restriccion/modificacion (R/M).
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Por ultimo, se inocularon cepas con buenas propiedades tecnologicas en
suero fresco de queseria sometido a distintos tratamientos térmicos, a fin de
evaluar su efecto sobre el desarrollo de acidez de los mismos. En principio, esta
adiciéon no modificé sustancialmente las caracteristicas tecnoldgicas del producto
final ya que se llegé a valores de pH similares, con y sin el agregado de las
cepas. No obstante quedaria por verificar el efecto del uso de estas cepas
seleccionadas durante la maduracion del queso, con el objeto de emplearlas
como complemento de los fermentos naturales de suero para intentar estandarizar

su comportamiento.
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Infroduccion

INTRODUCCION

I.1- Utilizacidon de fermentos en la industria lactea

La conservacion de los alimentos mediante la fermentacion de los mismos
es uno de los métodos mas antiguos conocidos por el hombre. La observaciéon de
que a través de un proceso bioldgico originado por actividad microbiana, los
alimentos se convertian en nuevos productos con buena conservabilidad y con
propiedades distintas y deseables fue probablemente casual. Por largo tiempo no
se correlacion6 la causa con el efecto, pero se establecieron y seleccionaron
métodos de preparacion de productoé con sabor, aroma, textura y aspecto
agradable. Los alimentos que resultaron del crecimiento y accién de
microorganismos bajo estas condiciones bastante primitivas pueden ser
considerados como los predecesores de una gran variedad de productos

fermentados que existen en la actualidad.

En estos procesos la fermentacion acido lactica es un ejemplo tipico, y se
hace uso de ella en la elaboracion de diversos productos, tales como quesos,
leches fermentadas (yogur, leche cultivada, Ymer, Skyr, etc.), crema &cida,
manteca, o el Kefir y Kumiss obtenidos por fermentacion lactica y alcohdlica

simultaneas.

Pégina 5



Infroduccion

Estos procesos fermentativos se deben a la actividad enzimatica de ciertos
microorganismos (bacterias, hongos, levaduras o combinaciones de estos),
naturalmente presentes en la leche o agregados por el hombre bajo la forma de
cultivos iniciadores (starters), cuyas funciones esenciales pueden resumirse de la

siguiente manera :

¢ produccion de acido lactico como resultado de la fermentacién de la lactosa.
El acido lactico acumulado proporciona un tipico sabor durante la
fabricacion de las leches fermentadas. En el caso del queso, el acido lactico
adquiere importancia en la coagulacién de la leche y formacion de la
cuajada.

¢ la produccién de compuestos volatiles (diacetilo y acetaldehido ) que
contribuyen al aroma de estos productos lacteos.

¢ los cultivos iniciadores poseen actividad proteolitica y/o lipolitica que
pueden ser deseables, especialmente durante la maduracién de ciertos tipos
de quesos.

¢ pueden producirse otras sustancias, tal como alcohol durante la preparacion
de Kefir y Kumiss.

¢+ el caracter &cido de estos productos previene el crecimiento de organismos

patégenos y alterantes. (1, 2).
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I.2- Bacterias lacticas usadas en la industria fermentativa

I.2.1- Bacterias lacticas (BAL)

I.2.1.a- Caracteristicas generales del grupo

La expresién “bacterias lacticas” se aplica a un grupo integrado por cocos y
bacilos, Gram +, catalasa -, no esporulados, fermentadores de hidratos de
carbono, productores de &cido lactico, acido tolerantes, preferentes de un
ambiente anaerobio, usualmente no moviles, incapaces de reducir nitratos y con
requerimientos nutricionales muy complejos, fundamentalmente en lo que se

refiere a aminoacidos y péptidos de bajo peso molecular, vitaminas y nucledtidos.

De acuerdo con estos conceptos, varios géneros bacterianos estan
incluidos en este grupo. Sin embargo, la naturaleza de la fuente de carbono
fermentecible en la industria lactea (lactosa), hace que los fermentos usualmente
utilizados en ella contengan cepas pertenecientes a los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc 'y Streptococcus, que pueden ejercer una

transformacion sobre la misma.(3)

1.2.1.b- Clasificacion de las bacterias lacticas segtin su metabolismo

energético.
De acuerdo a los productos obtenidos en la fermentacién de los

monosacaridos, las bacterias lacticas pueden dividirse en homofermentantes y
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heterofermentantes, aunque este caracter puede ser obligado o facultativo
cuando se considera mas de un tipo de carbohidrato. Normalmente, esta
clasificacion se establece en relacion a la glucosa. En este caso, las bacterias
lacticas homofermentantes convierten la glucosa practicamente en una sola
sustancia, el acido lactico, mientras que las heterofermentantes producen una
mezcla de productos (acido lactico + CO, + acido acético, o acido lactico + CO, +

etanol).

Las bacterias homofermentantes producen acido lactico por la via de la glicolisis
(EMP). Las heterofermentantes, al carecer de algunas enzimas fundamentales de
la glicolisis, utilizan otro camino enzimatico denominado 3-2-Rotura-Pentosa-

Fosfato.

Los microorganismos heteroferméntantes producen un solo mol de ATP a
partir de un mol de glucosa, a diferencia de los homofermentantes que obtienen
dos moles. Por ende, los homofermentantes producen dos veces mas masa
celular que los heterofermentantes a partir de igual cantidad de glucosa, salvo en
el caso de cepas particulares de lactobacilos heterofermentantes que producen

acido acético en lugar de etanol, con sintesis adicional de un mol de ATP.

La clasificacion anterior se realiza tomando como referencia la glucosa
como azucar fermentecible. Pero el comportamiento de las especies hacia otros
carbohidratos puede ser diferente. Por ejemplo, para subdividir el genero
Lactobacillus se ha tenido en cuenta que algunos de ellos son homofermentantes

para las hexosas y heterofermentantes para las pentosas (heterofermentantes
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facultativos), y otros son heterofermentantes para ambas (heterofermentantes

obligados)(3).

1.2.1.c- Clasificacion de las especies mas usadas en la industria

lactea.

En la Tabla 1 se ofrece la ubicacion taxonémica de las principales especies
y subespecies de bacterias lacticas integrantes, aisladamente o en combinacion,
de los fermentos empleados en las principales transformaciones de la industria
lactea. Se incluye la nomenclatura ya en desuso desde el punto de vista

taxonémico, pero empleada todavia en la practica industrial (3).

.2.1.d- Actividades enzimaticas de interés industrial.

¢ Produccién de &cido lactico : La produccion de acido a partir de hidratos

de carbono es una propiedad que se trata de favorecer en la elaboracion de
cualquier producto lacteo fermentado ( queso, yogur, manteca, etc.), pero es
indeseable cuando se desea conservar leche cruda destinada a alguin tratamiento
térmico, ya que un incremento en la acidez disminuye su aptitud al calentamiento.

El acido lactico es un compuesto no volatil (inodoro), de sabor picante, de
naturaleza antiséptica y que presenta estereoisomeros (D-lactico y L-lactico).

La produccién de alguno de los dos isbmeros depende del tipo de lactato
dehidrogenasa que contenga la bacteria. En algunas cepas se produce la mezcla

de los dos isomeros (3).
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Infroduccion

Transporte de carbohidratos

eBacterias homofermentantes: En estas bacterias la glucosa y la galactosa
ingresan a la célula sin dificultad, a través de un sistema de permeasas. En
cambio, cuando el sustrato es lactosa, puede ingresar también a través de la
accion de una permeasa o bien a través del sistema PEP-PTS, que transforma la
lactosa en lactosa-P, la cual es hidrolizada por la fosfo-B-galactosidasa a glucosa

y galactosa-P (3), como se indica a continuacion.

permeasa | B- galactosidasa

Lactosa » lactosa » glucosa + galactosa
utilizada por  utilizada
todas las por algunas

cepas cepas

(glicolisis)  (via Leloir)

Sistemas de transporte de lactosa, y su posterior utilizacién, en algunas especies

del género Lactobacillus y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
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membrana celular fosfo- -

via PEP-PTS galactosidasa

Lactosa ; lactosa-P » glucosa + galactosa -P

utilizada utilizada solo
por todas por algunas
las cepas cepas

(glicolisis) (via Tagatosa)

Sistemas de transporte de lactosa, y su posterior utilizacion, en bacterias lacticas

del género Lactococcus y algunas especies de Lactobacillus (L.casei)

eBacterias heterofermentantes_: el ingreso de glucosa y galactosa a la
célula, como en el caso anterior, ocurre a través de un sistema de permeasa,
asociado a la membrana citoplasmatica. En cambio, el mecanismo para la lactosa
no esta suficientemente dilucidado. Para el genero Leuconostoc, el mecanismo
probable es distinto a los descriptos y ocurre mediante un sistema denominado
“ATP energizado” (por una fuerza motriz protdnica). Sin embargo, algunos autores
sostienen que ingresa por medio de una permeasa (3). Estos mecanismos se

indican en el siguiente esquema.
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sistema ATP%
energizado B-galactosidasa
Lactosa o} : Lactosa » (glucosa + galactosa
permeasa

a via 3-2-Rotura avia

Pentosa-Fosfato Leloir

Sistemas de transporte de lactosa, y su posterior utilizacion, en bacterias lacticas

del género Leuconostoc

¢ Actividad Proteolitica : Las bacterias lacticas pueden considerarse, en

conjunto, moderadamente proteoliticas. Esta actividad proteolitica cumple un

doble rol en la elaboracién de quesos.

El primero de ellos permite proveerse a las cepas de aminoécidos y
péptidos de bajo peso molecular para poder crecer en un medio de cultivo como
la leche. Esta posee los mencionados nutrientes nitrogenados, pero en cantidad
insuficiente, y son limitantes del desarrollo de las BAL, las cuales deben hidrolizar

la caseina para poder desarrollarse.(4)

El segundo rol es fundamentalmente tecnolégico. Como se ampliara en otra

seccion de este trabajo, las bacterias lacticas contribuyen, a través de su sistema
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proteolitico, al proceso de maduracién del queso, confiriéndole propiedades

reolégicas y organolépticas especificas (4).

La forma en que las enzimas proteoliticas se localizan en la célula puede

verse en la Tabla 2 (3).

Las enzimas ligadas a la pared celular son consideradas exoenzimas, ya
que desarrollan su actividad en el medio que rodea a las células, Estas
exoproteasas actuan sobre la caseina, liberando péptidos de diferentes tamarios.
Las exopeptidasas, en general, toman los oligopéptidos, liberando aminoacidos.
Los péptidos y aminoacidos ingresan a la célula por un sistema de permeasas
situado en la membrana celular. Los péptidos pueden también ser hidrolizados
por la peptidasas de membrana. El esquema de funcionamiento de este sistema

proteolitico puede visualizarse a continuacion.

.....................................................................................................................................................

A proteinasas Lo
caseina —+—— 3 péptidos

/ permeasas
péptidos -

peptidasas » oligopéptidos
peptidasas
. & epti S
— oligopéptidos heolidasas . aminoacidos
permeasas
aminoacidos [ aminoacidos

a sintesis de

proteinas celulares

Sistema proteolitico de bacterias lacticas
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Tabla 2 : Localizacién citologica del sistema proteolitico de bacterias

lacticas

Pared celular proteasas
peptidasas
Membrana celular peptidasas
proteasas
Citoplasma peptidasas
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¢ Produccién de sustancias aromaticas : La produccion de sustancias

aromaticas por parte del starter lactico se inserta en el contexto de su actividad
metabdlica, que conduce a la formacién de acidos organicos, aminoacidos,
ésteres, péptidos, compuestos carbonilicos, alcoholes, acetaldehido, diacetilo y
acetoina. En general, se asocia la produccion de estas sustancias al metabolismo
del citrato y del piruvato (4). Las especies importantes desde este punto de vista
son Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc lactis, Lactobacillus plantarum y

Lactobacillus casei.

- Metabolismo del acido citrico :

El acido citrico es metabolizado por las bacterias lacticas citrato

fermentantes, produciendo CO,, diacetilo, acetoina, butilenglicol y acido acético.

El transporte del acido citrico al interior de la célula se realiza a través de
una enzima denominada citrato permeasa, y luego es catabolizado a acido

acético y acido oxalacético por la citrato liasa o citratasa.

La enzima inducible citrato permeasa trabaja a un pH 6ptimo de 5-5.5, por
lo que algunos géneros de bacterias lacticas (Leuconostoc) necesitan de otra

especie que logre disminuir el pH del medio, para poder metabolizar el citrato.

El &cido citrico no es usado como fuente de energia en estos casos y la
via metabdlica comienza a funcionar para impedir la acumulacion de piruvato en

el medio, que se vuelve tdxico en concentraciones elevadas para la célula.
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El diacetilo es un compuesto aromatico esencial para los caracteres
organolépticos de la manteca y de algunos quesos. Las cepas con elevada
actividad de la enzima diacetilo reductasa, transforman el diacetilo en acetoina,
compuesto inodoro que no debe formarse. Para ello se deben seleccionar cepas

con baja actividad de la enzima antes mencionada.

- Metabolismo del Piruvato

El piruvato es un intermediario clave en el metabolismo de los azlcares;
bajo diferentes condiciones puede ser convertido en acido acético, acetaldehido,
etanol, acetoina, diacetilo, acido férmico, o 2-3 butanodiol, asi como también en

acido lactico.

¢ Actividad lipolitica : Las bacterias lacticas son escasamente lipoliticas y

es poca la bibliografia al respecto. Las Unicas cepas que poseen una actividad

lipolitica considerable pertenecen al género Enterococcus (4).

Cuando se desea intensificar este proceso en algun tipo de quesos,

generalmente el starter lactico estd complementado con hongos (3).
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l.2.2- Factores que afectan la actividad de un fermento lactico

I.2.2.a- Factores ligados a la composiciéon de la leche

¢+ Sistema lactoperoxidasa - agua oxigenada : La lactoperoxidasa es una
enzima sintetizada en la glandula mamaria que se encuentra en elevada
concentracion en la leche ; el tiocianato proviene de la detoxificacion de los
tiocianatos en el higado o bien es liberado luego de la hidrélisis de algunos
hidratos de carbono consumidos en la alimentacién. El agua oxigenada es
producto del metabolismo aerébico de la mayoria de los microorganismos. Las
bacterias catalasa negativa, como las BAL, no pueden desdoblar el agua

oxigenada, la que se puede acumular hasta activar el sistema.

La lactoperoxidasa se combina con el agua oxigenada, oxida el tiocianato,
transformandose éste en un compuesto intermedio de la oxidacion, que inhibe las
bacterias lacticas a través del bloqueo de la actividad de las enzimas del ciclo de
la glicolisis y en particular de la exokinasa. Este efecto se verifica en quesos
elaborados con leche cruda, ya que el calor inactiva el compuesto inhibidor.
Algunas bacterias lacticas resisten al sistema lactoperoxidasa debido a que

poseen enzimas que destruyen el inhibidor.

¢ Aglutininas : Son anticuerpos que provienen de una inmunizacién natural

del animal e inhiben bacterias lacticas con elevado grado de especificidad.
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La homogenizacién y pasteurizacion de la leche inhiben su accién, pero en
quesos elaborados con leche cruda puede existir retardo en la acidificacion por su

presencia.

En el descremado o afloramiento, como el que se realiza en el queso
Grana, las aglutininas son transportadas por el globulo graso a la superficie y en

parte se eliminan con la crema.

¢ Oftros sistemas inhibidores presentes en la leche cruda: La leche
contiene otras inmunoglobulinas distintas a las aglutininas que pueden presentar
una cierta accion inhibidora sobre los microorganismos. Por otra parte, los
leucocitos y especialmente los fagocitos polinucleares estan también dotados de
propiedades antimicrobianas, debido al hecho que contienen un sistema

peroxidasa - tiocianato similar al de la leche.

La leche contiene también metaloproteinas que pueden fijar especialmente
el hierro (y eventualmente cobre) e inhibir la fermentacion lactica por falta de

estos elementos en el medio (lactoferrina).

Oftra enzima presente en la leche, con estas caracteristicas, es la lizosima

particularmente estable al calor.

¢ Composicién quimica de la leche : Las BAL son microorganismos muy
dificiles de desarrollar, ya que poseen requerimientos nutricios muy complejos.

Como fuente de energia solamente utilizan hidratos de carbono y como fuente
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nitrogenada necesitan péptidos cortos y aminoacidos libres. La leche de vaca
tiene un bajo contenido de estos compuestos de nitrégeno, no siendo suficientes
para un buen desarrollo de muchas BAL. La cantidad detectada de aminoacidos
esenciales en leche no alcanza a los valores requeridos para un maximo
desarrollo de las BAL, por lo que aquella deberia suplementarse en estos
componentes o las propias bacterias lacticas poner en funcionamiento su sistema
proteolitico, si esta presente, para procurarlos a partir de la hidrélisis de la

caseina.

I.2.2.b- Factores ligados al tratamiento de la leche

¢ Refrigeraciéon de la leche : En la leche mantenida en frio, desarrollan
microorganismos psicrotrofos (fundamentaimente Pseudomonas) que poseen
elevada actividad lipolitica. Los acidos grasos liberados inhiben la actividad

acidificante de algunas especies de bacterias |acticas.

¢ Presencia de sustancias inhibidoras: Las bacterias lacticas son
sensibles a los desinfectantes empleados en los procesos de limpieza e
higienizacion de los equipos. Los antibidticos, derivados del tratamiento del
ganado afectado con mastitis, son una causa muy comun en el retardo del

desarrollo de los fermentos lacticos.

Puede decirse que los géneros Lactococcus y Streptococcus son mas

sensibles en relacion a Lactobacillus y Leuconostoc.
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1.2.2.c- Factores biolégicos

¢ Interacciones microbianas : Las bacterias lacticas pueden inhibirse entre
si, ya sea por competencia por los nutrientes presentes en el medio o bien por la
produccion de bacteriocinas. Algunos microorganismos, en cambio, estimulan el
crecimiento de otros, tal el caso de los micrococos que liberan péptidos que son

aprovechados por Streptococcus salivarius subsp. thermophilus.

Las bacterias psicotrofas, ej. Pseudomonas, liberan acidos grasos que,

como ya se menciond, inhiben el desarrollo de algunas bacterias lacticas.

¢ Bacteriofagos : La infeccidn de bacterias lacticas por fagos es causa de
importantes pérdidas econémicas en la industria lactea. Su ataque produce la lisis

celular y, por ende, compromete seriamente los procesos fermentativos.

La mayor parte de los estudios sobre este tema estan dirigidos hacia fagos

de lactococos y mucho menos se sabe sobre fagos de lactobacilos.

e Morfologia de fagos de bacterias lacticas

Los fagos de bacterias lacticas presentan una estructura binaria (cabeza y
cola). Puede o no presentar una placa basal dotada o no de fibras. La cabeza
normalmente es poliédrica (icosaédrica o tetraédrica), pero algunas veces es de

forma elongada.
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La cola, que se une a la cabeza a través de un collar, es un pequeno tubo
con estructura rigida o flexible que al microscopio electronico aparece estriada, y
las unidades proteicas que la constituyen estan ordenadas en forma helicoidal,
formando un canal interno. Tiene longitud variable y en algunos fagos puede
aparecer una vaina contractil. La placa basal es una estructura compleja que tiene
como funcién el “anclaje” del fago sobre la célula sensible u hospedadora y que

puede poseer una o varias fibras utiles a este fin. (5, 6)

Los acidos nucleicos estan situados en la cabeza, y en los fagos de
bacterias |lacticas es siempre ADN bicatenario, con longitud variable entre 20 y 60

Kb. (7)

Tanto la estructura de la cabeza como la de la cola son de naturaleza

proteica.

e Multiplicacion de fagos. Ciclo litico v lisogénico.

Los virus contienen solo algunos de los genes necesarios para la sintesis
de nuevas particulas virales. Para multiplicarse el fago debe invadir una célula
sensible (célula hospedadora) y poner a su servicio la maquinaria metabdlica de
la misma. Los fagos liberados atacan inmediatamente otras células sensibles y
este proceso provoca la destruccion total del cultivo infectado. Los fagos que

cumplen este ciclo se denominan fagos virulentos.
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Ciclo litico. Etapas

- Adsorcién : En esta etapa el fago se pone en contacto con el “sitio
receptor” de la célula. Este contacto es una interaccién quimica muy especifica y

depende de la presencia de receptores apropiados en la pared celular.

- Inyeccién del ADN fagico : En este estadio, el ADN fagico penetra en la

célula, a través de la cola, mientras que la particula fagica permanece sobre la
superficie externa de la bacteria . La cola del fago libera una lisozima que lisa la

pared celular y se establece una comunicacion entre ambas estructuras.

- Biosintesis de componentes virales : Una vez que el ADN virico ingresa

en el citoplasma celular, sus genes se comienzan a expresar y el sistema
enzimatico de la bacteria comienza a trabajar para la sintesis de nuevas
particulas fagicas. Por varios minutos siguientes a la inyeccion sélo estan

presentes los componentes virales aislados, apenas sintetizados (8).

- Maduracion : Las proteinas son ensambladas y el ADN empaquetado en
la capside o cabeza. Este proceso es sincronizado : las cabezas y las colas se
forman por separado, el ADN se incluye dentro de la cabeza y luego se unen las

cabezas y las colas (8).

- Liberacion de fagos : Se lisa la pared celular a través de una lisozima

codificada por un gen fagico. Las nuevas particulas virales infectan otras células y

el ciclo se repite.
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El nimero de particulas fagicas liberadas a partir de una célula infectada
con un fago, se denomina “burst-size” y el tiempo transcurrido entre la adsorcién y

la liberacion de los nuevos fagos, “periodo de latencia”.

Ciclo lisogénico

En este caso, el cultivo no sufre lisis ya que el ADN del fago queda ligado

al ADN celular y no expresa sus genes.

El fago en ese estadio se denomina fago atemperado o profago. El ADN
viral se puede liberar por accién de distintos agentes (fisicos o quimicos) o
espontaneamente, pasando a ser liticos con relacion a otras cepas presentes. Las

cepas lisbgenas pueden ser reservorio de fagos en las plantas industriales (3).

e Estrategias de defensa para el atague fagico.

- Rotacién de cepas: Se basa en la especificidad de la relacion fago -

célula hospedadora y plantea un esquema de utilizacion de cepas que difieran
s6lo en el fenotipo de fago-resistencia, para no modificar las caracteristicas del
producto final. Estas etapas se utilizan alternativamente de manera de mantener

bajo el nivel de fagos presentes.

- Limitar las etapas de propagacién del fermento: Los fagos para

propagarse necesitan células en activa multiplicacion. Si se limita el nimero de

repiques a que es sometido el fermento, menor es la posibilidad de que los fagos
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presentes eleven su concentracion. Esto se logra utilizando fermentos de
inoculacion directa (DVA-Direct Vat Addition), o bien cepas lentas de bacterias
lacticas (Prt ") en alta concentracion para no modificar los tiempos de elaboracion

a través de la disminucion de la actividad acidificante.

- Utilizacién de cepas modificadas : Estas cepas pueden ser mutantes fago-

resistentes espontaneos o cepas fago-resistentes desarrolladas por técnicas
genéticas. Los mutantes obtenidos por cualquiera de los dos procedimientos ya

han sido utilizados en la practica.

e Mecanismos de fago - resistencia en bacterias lacticas

Debido a la importante implicancia econdmica que tienen los ataques
fagicos en la industria lactea, muchos trabajos se han concentrado en el estudio

de los distintos mecanismos de defensa que pueden presentar las células.

De acuerdo a estos estudios, los mecanismos para bacterias lacticas

identificados hasta el momento son :

1- Interferencia en la adsorcion : el bloqueo de la adsorcién puede ser total

o parcial y puede deberse a modificaciones en el sitio receptor, aparentemente
por sustitucion de pares de bases en el ADN celular o errores de transcripcion de
la célula. Se ha informado un caso en el cual se produciria un enmascaramiento

del sitio receptor (8).
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2-Bloqueo en la inyeccién del DNA fagico : solamente se han reportado dos

trabajos que describen la inhibicién de la proliferacién fagica por bloqueo en la
inyeccion del genoma viral en la célula. En estos casos, el fago adsorbe sobre la
superficie de la célula hospedadora, pero su DNA no ingresa al citoplasma y no

puede cumplimentarse el ciclo infectivo (8, 78).

3- Sistemas restriccion - maodificacion (R/M): estos sistemas estan

formados por dos enzimas, una endonucleasa de restriccion que degrada el ADN
fagico cuando ingresa a la célula y una enzima de modificacion (metilasa) que
metila, en algunos casos, el ADN del virus en los sitios de restriccion de la
endonucleasa. De esta manera, algunas particulas fagicas (fagos modificados) se
liberan (resisten el ataque del sisterha), pero la eficiencia de la infeccion

disminuye (8).

4- Infeccién abortiva (Abi) : este mecanismo actia en la etapa de

maduracion del ciclo litico. Los componentes por separado se sintetizan, pero la
particula fagica no se termina de ensamblar. Este tipo de resistencia es casi total
y los escasos fagos producidos, escapando al sistema Abi, no son modificados.
Esto quiere decir que cuando ataquen nuevas células del cultivo, el sistema los
reconocera y destruira. Usualmente, la célula hospedadora muere, pero no esta

claro si esto es una respuesta directa del mecanismo de resistencia u ocurre
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porque el ciclo litico es abortado sélo después de haber alcanzado un punto sin

retorno (8).

Este mecanismo produce una disminucién del burst-size. En bacterias

lacticas el mecanismo Abi se ha descripto sé6lo para lactococos.

5- Inmunidad lisogénica : la frecuencia con que se observa lisogenia en

bacterias lacticas, sugiere a la inmunidad lisogénica como un mecanismo de fago-

resistencia en estas bacterias.

Una cepa lisbgena es insensible al ataque de fagos virulentos o

temperados “similares” al profago que incluye en su cromosoma.

Determinar si existe o no lisogenia es importante, ya que cepas liségenas
pueden servir de reservorio de fagos liticos en la industria lactea. Este estudio se
lleva a cabo induciendo la liberacién del profago con luz UV, temperatura o el uso

de Mitomicina C (8).

1.2.2.d- Factores ligados al proceso tecnolégico

¢ Resistencia a la sal : Las distintas especies de bacterias lacticas se ven
influenciadas en forma diferente con la presencia de NaCl en el sustrato. Los
enterococos son los mas resistentes por lo que crecen en presencia de 6.5% de
sal, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus es la especie mas sensible,

mientras que los lactococos resisten concentraciones de entre 3 y 4%.
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En lactobacilos, L.casei y L.plantarum_son los mas resistentes a la sal.

¢+ Resistencia a la lisozima : Esta caracteristica se toma en cuenta para los
fermentos utilizados en la elaboracién de quesos de larga maduracién, ya que la
lisozima se agrega para evitar el desarrollo de defectos (hinchazén tardia)

debidos al desarrollo de clostridios gaségenos.

¢ Tratamientos térmicos : Dependiendo del tratamiento térmico aplicado a
la leche (relacion tiempo-temperatura), se pueden ejercer efectos favorables o

desfavorables sobre el crecimiento de las BAL.

En general, podemos resumir dichos efectos de la siguiente manera :

Consecuencia Efecto
/-Iiberacién de aminoacidos y favorable
péptidos.
-destruccién de inhibidores favorable
tratamientos térmicos nEtUralas
- eliminacioén de oxigeno. favorable
- destruccién de vitamina B. desfavorable
- eliminacion de CO,. desfavorable para

\ lactobacilos
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I.3- Fermentos lacticos utilizados en queseria

1.3.1- Esquema general de la elaboracion de quesos

El queso es una forma de conservacion de los dos componentes insolubles
de la leche : la caseina (proteina mayoritaria) y |la materia grasa. Se obtiene por
coagulacion de la leche seguida del desuerado, etapa donde el suero se separa
de la cuajada. El suero contiene la mayor parte del agua y de los componentes
solubles, quedando una pequena fraccion retenida en la cuajada. La etapa de

maduracion puede o no estar presente, segun el tipo de queso a elaborar.

Las caracteristicas de cada tipo de queso son consecuencia de numerosos

factores (9), de los cuales los principales son :
¢ Factores microbioldgicos : relacionados a la microflora presente.

¢ Factores bioquimicos : concentracion y propiedades de las enzimas del

coagulante, bacterias, levaduras y hongos.

¢ Factores fisicos y fisico-quimicos : temperatura, pH, potencial redox y

efectos osmobticos.

¢ Factores quimicos : concentraciéon del calcio retenido en la cuajada,

contenido de agua y sal, composicién de la atmésfera (humedad, CO,, NHa).

+ Factores mecanicos : corte, agitacion y lirado, que modifican la accién

de los factores precedentes.
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Los pasos principales de la elaboracion de quesos pueden verse en la

Tabla 3 (9).

La obtencion de la cuajada puede realizarse mediante alguno de estos

métodos :

1) Coagulacion acida : Se lleva a cabo por disminuciéon del pH hasta el punto
isoeléctrico de la caseina (aprox. 4.6), que puede obtenerse por agregado de
acido o por fermentacién lactica. La cuajada obtenida de esta manera se

encuentra totalmente desmineralizada (sin calcio ).

2) Coagulacion enzimatica : Se forma un gel de fosfoparacaseinato de calcio,
originado por hidrélisis de la caseina x en el enlace especifico 105-106
fenilalanina - metionina, por accién del coagulante utilizado (generalmente cuajo

bovino).

3) Coagulacion mixta : Combinacion de 1) y 2), que es la que se emplea en la

elaboracion de la mayoria de los quesos.

Los quesos, en forma qgeneral, pueden clasificarse segun el contenido de
agua y materia grasa, y estos valores dependen de la forma en que se realiza la
coagulacion y el desuerado (estas 2 operaciones determinan el contenido de
agua) y de la composicion de la leche usada (determina el contenido de materia
grasa). En la Tabla 4 pueden verse las caracteristicas de los dos tipos de

coagulacion (9).
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Tabla 3- Etapas principales de una elaboracion quesera

Maduracion de la leche

( = fermento lactico)

Coagulacién (+cuajo)

Corte de la cuajada y desuerado
( trabajo mecanico o cocido)

Colocacion en moldes

Salado

Maduracion

leche

Cuajada fresca +
lactosuero

Queso fresco

Queso salado

Queso madurado

- Desarrollo limitado de la microflora
acidificante

- Formacién del gel

- Ruptura del gel, aceleraciébn de Ila
sinéresis y separacion de la mayor parte del
agua.

- Acidificacion lactica que favorece el
desuerado e inhibe determinadas bacterias.

- Continuacion del desuerado y de la
destruccion de la lactosa ; el contenido en
agua debe aproximarse al valor éptimo.

- Secado (complemento del desuerado).
- Influencia sobre el sabor.
- Seleccion de microorganismos

- Influencia sobre las actividades
enzimaticas.

- Destruccién completa de la lactosa.
- Neutralizacion de la pasta.
- Pérdida de agua.

- Protedlisis y lipdlisis con formacion de
productos aromaticos.

- Formacion de la corteza.

Pégina 30



Infroduccion

Tabla 4- Tipos de coagulacion de la leche

Proceso bioquimico

Modificacion de la

caseina

pH

Composicion del coagulo

Naturaleza del coagulo

Sinéresis (retraccion
natural de la cuajada y

expulsion del suero)

Acciéon enzimatica

(lactosa no degradada)

Transformacion en
paracaseina y separacion

de una parte no proteica.
6.8

Fosfo-paracaseinato de

calcio

Gel elastico impermeable

Réapida

Fermentacion lactica a

expensas de la lactosa.

Sin modificacion quimica

de la proteina.

4.6

Caseina pura

(desmineralizada)

Cuajada desmenuzable,

sin cohesion

Lenta
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Tanto la forma de coagulacién como el lirado (que determina el tamafio del
grano), la agitaciéon y la coccion o no de la cuajada determinan el contenido de

agua de la misma y sus propiedades de textura.

Cuanto mas elevada es la acidez en el momento de agregar el coagulante,
mas friable y porosa es la pasta. En estos casos, la dosis de coagulante a usar es
menor. Este tipo de coagulacion se usa en la elaboracién de quesos de pasta
dura o cocida, acomparada de la obtencién de un tamafio de grano muy pequefio,
agitacion y calentamiento (para favorecer el desuerado). Son quesos con largos

periodos de maduracion.

En los quesos de pasta blanda, la coagulacién es predominantemente
enzimatica, el tamario del grano es grande y no se produce calentamiento. Son

quesos con corto periodo de maduracion.

El proceso de maduracién de un queso consiste en un conjunto de
procesos fisicos, quimicos y microbiologicos que llevan a la transformacion de la
cuajada (queso verde), de caracteristicas organolépticas pobres, en un preciado
producto desde el punto de vista nutritivo asi como también del punto de vista del

sabor y aroma.

Estos cambios involucran cambios bioquimicos como la protéolisis parcial o
total de la caseina, modificaciones de la materia grasa (lipdlisis) y transformacion
de la lactosa en &cido lactico (fundamentalmente), el cual, a su vez, puede ser
metabolizado por algin microorganismo presente (ej. Propionibacterium). Por otra

parte, se producen también cambios de naturaleza fisica, como disminucion del
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contenido de humedad, difusion de la sal a la masa del queso y cambios de pH

(neutralizacién del acido lactico).

En la Tabla 5 puede apreciarse una clasificacion de quesos, aceptada
tanto por técnicos queseros como por cientificos, la cual estd basada
principalmente en el método de elaboracion y en los analisis quimicos del

producto (10).

Nuestro Codigo Alimentario Argentino (28), anexo Mercosur, pag. 114,
clasifica los quesos segun el contenido de materia grasa del estracto seco, en %,

en:
- Extra grasos o Doble crema : no menos del 60%.
- Grasos : 45 -59,9%.
- Semigrasos : 25 - 44,9%.
- Magros : 10 - 24,9%.
- Descremados : < del 10%.
De acuerdo al contenido de humedad, en %, los quesos se clasifican en :

- Quesos de baja humedad (generalmente conocidos como de pasta

dura) : hasta 35,9%.
- Quesos de mediana humedad (quesos de pasta semidura) : 36 - 45,9%.

- Quesos de alta humedad (pasta blanda) : 46 - 54,9%.
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- Quesos de muy alta humedad (pasta muy blanda o mole) : no menor a

55%.

Los quesos de muy alta humedad se clasifican, a su vez, de acuerdo a si

han recibido tratamiento térmico o no en :
- Quesos de muy alta humedad tratados térmicamente.
- Quesos de muy alta humedad sin tratamiento térmico.

Es imposible describir en detalle todas la variedades conocidas y las

caracteristicas de algunos tipos de queso se visualiza en la Tabla 6 (10).
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Tabla 6- Principales caracteristicas de algunos tipos de quesos

Parmesano muy duro semigraso baja alta
Cheddar duro graso media media
Cheshire duro graso media baja

Gouda semiduro graso media baja
Roquefort semiblando graso alta no cocido
Cottage blando magro muy alta alta
Brick semiduro graso media baja
Emmental duro graso media alta

MFFC : humedad en queso libre de grasa

FDM : grasa en base seca
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1.3.2- Funciones del fermento lactico en la elaboracion quesera.

El uso de cultivos conteniendo bacterias lacticas es un requerimiento
esencial en la elaboracién de la mayoria de los quesos. Estos cultivos son
llamados starters ya que inician la produccién de acido lactico, propésito primario
cuando se elabora un queso. La produccion de acido, combinada con agitacion y
calentamiento de la mezcla suero - cuajada, provoca la sinéresis de la misma
(secado), obteniéndose un producto con un contenido de agua mucho menor que
el de la leche (35-60% y 85%, respectivamente), un pH menor que el de ésta (4,6-
5,2 y 6,6, respectivamente) y por ende con un periodo de vida util mas largo que

el de la materia prima.

La produccién de acido durante la elaboracién tiene otros efectos ademas
de la sinéresis del gel, por ej., afecta la actividad, desnaturalizacion y retencion
del coagulante en la cuajada, la firmeza de la misma, el alcance de la disolucién
del fosfato de calcio coloidal e inhibe el crecimiento de muchas especies de

bacterias patégenas o alterantes del producto (11, 12).

Pero ademas de esta funcién primaria, las bacterias lacticas cumplen un
papel de trascendental importancia durante la maduracion de los quesos. Esto
constituye la accion secundaria de los fermentos lacticos, que participan en mayor

0 menor medida de los cambios que sufre la caseina (11).

Pagina 36



Infroduccion

Las enzimas involucradas en el desarrollo del flavor durante la maduracién
son : enzimas del coagulante, enzimas del starter lactico, enzimas adicionadas
(como lipasas), microflora secundaria adicionada (Propionibacterium o distintos
tipos de hongos), enzimas propias de la leche y enzimas de bacterias no

pertenecientes al starter (presentes en la materia prima) (13).

Como ya se menciond, las bacterias lacticas son nutricionalmente
exigentes y requieren compuestos nitrogenados de bajo peso molecular. La
concentracion de aminoacidos libres en la leche es insuficiente para satisfacer
esas necesidades. Por ello, estas bacterias poseen sistemas proteoliticos exo y
endocelulares que utilizan para proveerse de los mismos. Las endoenzimas se

liberan cuando se produce la autolisis de la célula en la matriz del queso.

Las propiedades metabdlicas mas importantes de las bacterias |acticas que

intervienen en el desarrollo del flavor de un queso son (13):

1) Su habilidad para disminuir el potencial redox. Un potencial redox bajo
controla reacciones y ayuda a proteger del oxigeno a compuestos que

contribuyen al flavor y son sensibles al mismo.
2) Produccién de compuestos precursores de aroma.
3) Su sistema proteolitico.
Otras propiedades que pueden ser importantes incluye :

1) Velocidad de autdlisis y liberacion de endopeptidasas.
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2) Calidad nutricional del autolisado.

3) Presencia de enzimas lipoliticas.

En realidad, las proteinasas de bacterias lacticas juegan un papel menor en
la hidrélisis primaria de la caseina (11, 12, 13). Sin embargo, se ha demostrado
que son capaces de degradar totalmente los productos de la accion del

coagulante sobre la caseina ocgy (11).

La contribucion de los starters termdfilos a la protedlisis en quesos no se
han estudiado tan extensa o sistematicamente como para starters mesofilos. Sin
embargo, en variedades de quesos duros italianos, como Parmesano o Grana, o
quesos tipo suizo, ocurre una protedlisis importante ; de hecho el flavor de estos
quesos estd dominado por los productos de protedlisis. El coagulante se
desnaturaliza por las temperaturas elevadas de coccion de la cuajada. Sin
embargo, la plasmina (enzima natural de la leche) es también un importante
agente proteolitico en quesos de pasta dura, debido a su termoestabilidad. A
pesar de que no existe demasiada informacién, puede asumirse con cierta
certeza, que el sistema proteolitico de los cultivos lacticos termoéfilos ejerce una
importante contribucion en la protedlisis de la caseina, probablemente a todos
niveles, pero especialmente en la formacion de péptidos pequefios y aminoacidos

libres (12).
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1.3.3- Clasificacion de fermentos

De acuerdo a la temperatura éptima de desarrollo los fermentos |acticos

pueden clasificarse en :

¢ Fermentos mesdfilos : Tienen su temperatura 6ptima de desarrollo a 20-

30°C. A este grupo pertenecen especies tales como Lactococcus lactis,
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Lactococcus lactis subsp.

cremoris, Leuconostoc lactis y Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris.

Estas especies pueden crecer a temperaturas menores a 10°C e
intervienen en la maduracién de muchos quesos mantenidos por debajo de esa

temperatura (4, 10).

¢ Fermentos termdfilos : Comprenden bacterias que tienen temperatura

6ptima de crecimiento de 37-45°C, tales como Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei var. ramnosus, Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus casei subsp. casei y Lactobacillus

plantarum (4, 10).
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El tipo de fermento utilizado dependera de la temperatura de coagulacion,
de si se realiza o no coccion de la pasta durante la elaboracion y de la

temperatura de maduracion del queso.

Los fermentos también se pueden clasificar de acuerdo al conocimiento de

sSu composicion microbiana en :

¢ Fermentos seleccionados: En estos se conoce perfectamente su

composicion y las propiedades de las cepas que los componen. A su vez, se
pueden presentar como fermentos monocepa (monovalentes) o fermentos

multicepa (polivalentes).

+ Fermentos naturales : Su composicidon no puede conocerse integramente

por su complejidad. En estos cultivos mezcla, se verifican diferentes formas de
interaccion entre los microorganismos presentes, y todas influiran en su

composicién global :

0 Competencia (entre diferentes microorganismos) : Los microorganismos
presentes en los starters tienen todos similares requerimientos nutricionales. Los
niveles de crecimiento especifico maximo de las cepas determinaran cual se

convertira en dominante.

0 Amensalismo (produccion de sustancias inhibidoras) : Algunas cepas

producen sustancias como ser bacteriocinas, que inhiben el crecimiento de otras
bacterias lacticas. Los productores de estas sustancias tenderan a convertirse en

dominantes en la mezcla.
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0 Parasitismo (bacteriofagos): Como se ha desarrollado anteriormente,
algunas cepas pueden ser atacadas por fagos, proceso que ocasiona la
destruccion de la célula. La composicion del cultivo variara si alguna de las cepas

que lo constituyen es infectada por un virus.

0 Comensalismo : En cultivos mixtos, algunos microorganismos aprovechan

alguna propiedad de otros para poder desarrollar. Un ejemplo de esto es la
presencia de variantes Prt — de bacterias lacticas, que dependen de la protedlisis
que ejercen las bacterias Prt + sobre la caseina, para proveerse de péptidos y
aminoacidos de bajo peso molecular. Si las variantes Prt - se encuentran en

elevado numero, la capacidad acidificante del fermento puede verse disminuida.

O Mutualismo : Esta interaccilén beneficia a los microorganismos
involucrados. Un claro ejemplo de este proceso se puede ver en los
microorganismos del fermento usado para la elaboraciéon del yogurt. S.salivarius
subsp. thermophilus y L.bulgaricus intercambian factores de crecimiento, de
modo que ambos dependen uno de otro para crecer, y la relacién entre ambos

permanece estable.
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I.4- Fermentos naturales

l.4.1-Caracteristicas generales

Los fermentos naturales usados en queseria son asociaciones microbianas
muy complejas, integradas por bacterias lacticas (dominantes) y microorganismos
no lacticos (contaminantes). Su composiciéon microbiana exacta es desconocida.
Se preparan diariamente en la misma industria, siguiendo una técnica
determinada. El numero de especies que los constituyen es reducido (2 - 5
especies con alguna de ellas como dominante) pero el numero de cepas de cada
especie puede llegar a ser elevado (en realidad, imposible de conocer
exactamente). Los suero fermentos italianos contienen un muy elevado nimero de
cepas (15, 16, 17, 18, 19), pero ha sido extremadamente dificil determinar su

composicion.

La complejidad microbiana de estos cultivos lacticos naturales resulta dificil
de sustituir por un fermento seleccionado sin afectar las principales virtudes de
aquellos, como son la obtenciébn de productos con mejores caracteristicas
organolépticas y una pasta mas suave, y su reducida sensibilidad a ataques

fagicos (14).

Los fermentos naturales exaltan los caracteres organolépticos del producto
por la complejidad de su microflora. Por otra parte, muestran una reducida

sensibilidad al ataque de fagos presentes en el ambiente de elaboracién (18, 19,
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20, 21, 22, 23, 24). La presencia de una elevada cantidad de cepas permite al
fermento subsistir a los ataques fagicos, ya que si bien algunas de ellas son
atacadas, las demas pueden desarrollar llevando adelante el proceso
fermentativo. Es asi que una infeccion, si bien es muy factible que se produzca,
se vea enmascarada en su efecto por el resto de las cepas presentes. Ademas,
estos fermentos son propios de la zona de trabajo, y por ende, se va produciendo
con los sucesivos repiques, una seleccién natural de cepas resistentes a fagos

autoctonos.

Sin embargo, el uso de estos fermentos naturales ofrece también algunas
desventajas, ya que su composiciéon varia estacionalmente, geograficamente y
con las tecnologias adoptadas para su preparacion en las queserias. Por ello,
pueden cambiar continuamente su actividad acidificante, aromatizante y represiva
de la microflora indeseable (18, 25). La variacién en la composicion de la
microflora lactica que compone estos fermentos puede ser causa de que el
producto obtenido no posea una constancia en sus caracteristicas organolépticas

y fisioquimicas, modificando la calidad del mismo.
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1.4.2- Clasificaciéon. Usos y tecnologias de preparacion

Los fermentos naturales utilizados en nuestro pais se pueden clasificar en

dos tipos :

¢ Leche fermento (fermento natural de leche) : Son fermentos obtenidos a

partir de leche cruda de muy buena calidad bacterioldgica, la cual se pasteuriza
(60 - 65°C) y luego se deja acidificar (hasta = 50 - 55°D) con el objetivo de lograr

un enriquecimiento en la microflora lactica termafila (especialmente cocos).

En nuestro pais, este tipo de fermento se usa para la obtencién de quesos
Cremoso, Cuartirolo, Por Salut, Holanda, Fontina, Colonia, Edam y Pategras. Se
usan, conjuntamente con fermentos de suero, en la elaboracién de quesos Barra
y Provolone. Tradicionalmente, se utiliza en paises como Francia y Suiza
(quesos Gruyere y Emmental) (26) e ltalia (Crescenza, ltalico, Caciotta, Bitto,

Silter, Casera, Bel Paese, Asiago, Mozzarella y Provolone) (20, 23, 27, 30 - 37).

¢ Suero fermento (fermento natural de suero) : Estos fermentos se usan

en nuestro pais para la elaboracion de quesos de pasta cocida (Reggianito,
Provolone, Sardo y Barra), procesos donde se requiere un desarrollo de elevada
acidez por parte del fermento. En Italia se emplean en la fabricacion de queso
Grana, Provolone (15, 18) y ciertos tipos de Mozzarella (38) y en Francia, para

quesos Gruyere y Emmental (26).
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En lineas generales, nuestra industria quesera prepara estos fermentos
naturales diariamente, sembrando suero fresco (a = 50°C) de una elaboracion
con 1,5 - 2% del fermento de suero usado en la misma. Se lo mantiene en una
tina con agua a 40 - 42°C, sin termostatizacion, encontrandose luego de 24 horas
a 28 - 30°C y con una acidez desarrollada de 125 - 130°D. En algunos casos, se
lo mantiene 24 horas mas a temperatura ambiente, con lo cual alcanza una

acidez de 150 - 160°D.

Esta tecnologia de preparacion del fermento es muy similar a la usada en
ltalia (39, 25) y determina que la microflora dominante esté constituida por

lactobacilos termdéfilos en alta concentracion.
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OBJETIVOS

Acorde a la falta de datos en Argentina sobre los cultivos naturales de
suero y en base a la trascendencia econdémica que acarrea su utilizacion en
nuestra industria quesera, se propusieron los siguientes objetivos para el

presente trabajo:

Objetivo general

Profundizar el conocimiento acerca de la naturaleza de las asociaciones
microbianas presentes en los cultivos naturales de suero, las cuales condicionan

su comportamiento tecnoldégico.

Objetivos particulares

1) Actualizar la bibliografia relacionada con el tema.

2) Desarrollar conocimientos sobre las caracteristicas microbioldgicas y
propiedades tecnoldgicas de cultivos naturales de suero usados en
nuestra zona, a fin de adoptar bases para un eficiente manejo en la

industria.
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3) Constituir un cepario de bacterias lacticas, aisladas de estos fermentos
naturales, caracterizadas fenotipica y genéticamente, para utilizarlas en

aplicaciones tecnoldgicas especificas.

4) Utilizacion de cepas de bacterias lacticas autéctonas como suplemento
de fermentos naturales de suero, para analizar el efecto de aquellas
sobre el desarrollo de acidez del cultivo, a fin de subsanar, mediante el
agregado de cepas seleccionadas, problemas tecnolégicos que

frecuentemente se presentan en la industria local.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

I1.1- Muestras

Se estudié un total de 55 muestras de suero fermentos usados en la
elaboracion de quesos duros en el area de Santa Fe. Un grupo de 28 muestras
(1° muestreo) se evalud durante el periodo Mayo de 1992 a Abril de 1993. El
segundo muestreo se realizé desde Agosto de 1993 a Mayo de 1994. Las
muestras provenian de tres industrias que emplean este tipo de fermento en la
elaboraciéon de quesos Reggianito y Sardo. La toma de las mismas se realiz6 en
el momento de su utilizacién en las quéserias, transportandolas inmediatamente

para su analisis en recipientes estériles y bajo refrigeracion.
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I1.2- Caracterizacion tecnoldgica de suero fermentos

I.2.1- Determinacion de pH y Acidez (°D)

Se determin6 el pH y la acidez (°D) de las muestras a su arribo al
laboratorio. El pH fue medido con un peachimetro Orion SA 720. La acidez fue
valorada por titulacién con solucion de OHNa N/9 (solucién Dornic) hasta alcanzar
un pH de 8,4. La acidez, expresada en °D, correspondié al volumen (ml) de OHNa
N/9 necesarios para neutralizar 100ml de muestra.

Se recuerda que la relacion existente entre °D y concentracion de acido
lactico es la siguiente :

1°D = 0.01 % acido lactico, puesto que 1eq. ac. lactico= 90 gr
Reactivos utilizados y preparacion :

Solucion Dornic (NaOH N /9 ): Se pesan 4,4445 g de hidréxido de sodio

(Peq = 40) y se disuelven en agua destilada, enrasando en un matraz de 1000 ml
de capacidad. Se determina su concentracion exacta mediante titulacion de la

base con biftalato de potasio anhidro.

Biftalato de potasio anhidro: Para titular la solucién Dornic, suponiendo que se

gastaran ~ 20 ml de la base en la titulacion, se pesan 0,4538 g del reactivo seco
(Peq=204,3), que se disuelven en agua destilada calentando suavemente. Se

agregan unas 4 -5 gotas de fenolftaleina (indicador) y se titula con la solucién de
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NaOH preparada, hasta color rosado del indicador. Esta operacién se realiza por

triplicado.

I.2.2- Actividad acidificante

Este parametro fue definido como la concentracion de acido lactico
desarrollada por el fermento cuando se lo inoculé (1%) en leche descremada
estéril reconstituida al 10% (LDR) y se lo incub6 24 hs. a 45 °C, luego de lo cual
se determind el pH y el nivel de acidez (°D) alcanzado. La estabilidad de esta
propiedad se evalud realizando determinaciones de la misma durante 30 repiques

de las muestras en LDR.

Il.2.3-Actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue definida como la capacidad del fermento de
liberar tirosina y triptofano a partir de las proteinas de la leche, cuando se lo

desarrollé en LDR (1%) durante 24h a 45°C.

Para determinar esta capacidad se utiliz6 la técnica colorimétrica de Hull
(40) modificado por Citti y col. (41). La actividad proteolitica se expresé en pg de

tirosina / ml (TE).
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Los aminoacidos terminales triptofano y tirosina liberados se colorearon
con el reactivo de Folin-Cicolteau (coloraciéon azul) y se efectud una lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 650 nm. Para la medicion se utilizé
un espectrofotometro Metrolab, modelo RC 3255. La intensidad del color
desarrollado es proporcional a la concentracion de los aminoacidos liberados. La
curva de calibrado se puede realizar con tirosina o triptofano, habiéndose

utilizado en nuestro caso el primero de estos aminoacidos.

El esquema de esta metodologia se indica a continuacion :

5 ml cultivo de la muestra
(24 h 1 45°C)
N _
5ml TCA 4%

l

agitacion (vortex)

l

reposo (15 min)

|

filtracion

l

centrifugacion
(10 min - 2000 rpm)

|

dilucion y coloracion
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1ml sobrenadante

1 ml agua destilada

4 ml sol. carbonato sodio / fosfato de sodio

(40°C)

1,2 ml reactivo Folin - Cicolteau
(40°C)

l

agitacién (vortex)
reposo (30 min)

(desarrollo de color)

l

lectura (A =650 nm )
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Reactivos utilizados y preparacion :

Reactivo fendlico de Folin - Cicolteau: Se disuelven 100g de  WO4Na, . 2H,0;

25g MoO4Na; . 2H,0 en 700 ml de H,O destilada. Se adicionan 50 ml de PO4H3
(85%) y 100 ml de HCI. Se calienta suavemente la mezcla durante 10 h. Luego se
deja enfriar y se agregan 150 g de SO4Li», 50 ml de H,O y 4-6 gotas de agua de
bromo (para que la coloracién sea mas estable). Se calienta a ebullicion esta
mezcla para eliminar el exceso de Br,, se enfria y se lleva a 1000 ml. Se filtra y
diluye hasta una concentracion de aproximadamente 1 N (se titula el reactivo con

NaOH 1 N hasta viraje de fenolftaleina).

Este reactivo también se comercializa listo para su uso, el cual debe

disolverse y oxidarse con el agua de bromo.

Acido _tricloroacético: Se prepara una solucién 4% a partir de TCA de mayor

concentracion (100%).

Solucion de Na;COjs - NasPO,: Se disuelven 75 g de carbonato de sodio anhidro y

10 g de fosfato de sodio en agua destilada, llevando a 500 ml.

Solucion standard de tirosina: Se usa tirosina recristalizada y seca para preparar

las distintas soluciones standard para la construccion de la curva de calibrado.

La estabilidad de la actividad proteolitica se evalué realizando

determinaciones de la misma durante 30 repiques de las muestras en LDR.

Pagina 53



Materiales y Méfodos

.2.4- Influencia de la temperatura en la actividad acidificante y

proteolitica de las muestras

Se estudid inoculando (!%) las muestras de suero fermento en LDR e
incubando a 37°C, 45°C, 50°C y 55°C, durante 24 hs. Se determiné, a intervalos
de tiempo, la acidez desarrollada (°D) y el grado de hidrélisis proteica (TE),

graficandose las cinéticas de acidificacion y de protedlisis, respectivamente.
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I1.3- Caracterizacion microbioldgica de suero fermentos

.3.1- Observacion microscopica

Las muestras que ingresaron al laboratorio se examinaron a partir de
preparados de gota fresca por inmersién, en contraste de fases y con un aumento

de 1000 X, utilizando un microscopio trinocular Jenamed 2-Carl Zeiss Jena.

11.3.2- Recuento de microflora lactica

La microflora lactica total se cuantific6 en Agar Leche Descremada
(SMA)(42), Agar LAPT, Agar LAPTg (43), Agar MRS y Agar Caseinato (44), con el
objeto de verificar la eficiencia de estos medios en la recuperacion de
microorganismos. Las siembras se realizaron en superficie para poder efectuar
aislamientos y se incubaron a 45°C en anaerobiosis (Sistema Gaspak - OXOID).
Luego del periodo de incubacién, se contaron las placas en las cuales habian

desarrollado entre 30 - 300 colonias, aproximadamente.

Siembras en supefficie : Se realizaron las diluciones decimales necesarias

utilizando agua de peptona 0.1% como diluyente y se sembré 0.1 ml de cada

dilucion considerada como apropiada para el recuento en el centro de la caja de
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Petri previamente preparada con el medio de cultivo adecuado. Utilizando
espatula de vidrio esterilizada se extendidé rapidamente la siembra en toda la

placa, hasta que el medio la absorbiera completamente.

Las placas se prepararon fundiendo el medio agarizado y luego
distribuyéndolo en fracciones de 10-15 ml y dejandolo solidificar en las cajas.
Cuando fue necesario, la superficie de las placas se secaron en la estufa o con

corriente de aire estéril. Los resultados se expresaron en UFC/ml.

El esquema de la metodologia utilizada se indica a continuacioén :

Muestra de fermento

€----

------------ 1 ml
'l

’l

1

v

v v v v v
Iml Iml 1ml 1ml 1ml

9ml de
agua de
peptona ,/J <\ 7

10* 102 105 10°¢ 107

10,1 ml £0,1ml £0,1ml

placas de medio agarizado
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I1.3.3- Recuento de microflora no lactica

La microflora no lactica se investigd a través del recuento de hongos y

levaduras (Agar YGC, MERCK, 72hs - 30°C), bacterias coliformes (Agar BRVA,
MERCK, 24hs-30°C) y bacterias esporigenas, aerobias (Agar APC, 48hs - 30°C)
(42) y anaerobias gasogenas (45). La presencia de bacterias propidnicas se
investigd usando Agar Extracto de Levadura - Lactato (46). La siembra de los
contaminantes se realizé siempre en profundidad (cajas de Petri), salvo en el caso
de los clostridios gaségenos (esporulados anaerobios gasdgenos) en cuyo
recuento se utilizé el método del nimero mas probable (NMP), en tubos de

ensayo.

Los recuentos de la microflora no lactica se incubaron en aerobiosis, salvo
en el caso de clostridios y bacterias propidnicas. En el primer caso se utilizaron
tubos con tapones de vaspar para asegurar anaerobiosis y en el caso de

bacterias propidnicas se utilizé jarra de anaerobiosis.

En el caso de recuento de microorganismos esporulados aerobios, antes
de la siembra se someti6 la muestra a un choque térmico (10 min - 80°C) para
eliminar todas las formas vegetativas presentes e inducir la germinacién de los

esporos.
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Siembras en profundidad : Las diluciones se realizaron de la misma forma

que para las siembras en superficie, pero en este caso se colocaron alicuotas de
1 ml en las cajas de Petri y sobre éstas se agregd el medio fundido y termizado a

= 45 - 50°C, homogeneizando bien la mezcla.

Recuento de esporulados anaerobios gasdogenos (Método Weinzirl

modificado por Annibaldi) : Se utilizé una bateria de 3 series de 3 tubos cada una.
Cada tubo contenia 1 ml de vaspar (vaselina-parafina 1 :1) y <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>