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Resumen

La maduracion de los quesos es la etapa mds larga dentro del proceso productivo
general. Mientras que los trabajos de transformacion de la leche en cuajada se miden en
minutos, la maduracién se mide en dias, meses o afios. Por esta razon tiene una gran
incidencia sobre el aspecto econdémico, ya que grandes volimenes de producto estidn
inmovilizados durante largos periodos. El incremento de la protedlisis y peptiddlisis a
través de diversas estrategias tecnoldgicas, ya sea mediante operaciones simples o por la
aplicacion de tecnologias innovadoras, aparece como muy favorable desde el punto de
vista de la aceleracion de la maduracién, y por consiguiente, de la disminucién de los
costos de produccién de un alimento de elevado valor agregado. Lo que se busca es
reducir un tiempo de espera significativo en el costo del producto, sin alterar la
bioquimica de la maduracién. Para aumentar la intensidad de las reacciones de hidrolisis
de las caseinas intactas y de los péptidos provenientes de ellas, se han ensayado diversas
metodologias, entre las que pueden mencionarse la utilizacion de fermentos adjuntos, la
elevacion de la temperatura de almacenamiento de los quesos, y la adicién de enzimas

exdgenas.

El objetivo de este trabajo de tesis fue acelerar la maduraciéon de queso
Reggianito, mediante modificaciones de la tecnologia tradicional, destinadas a
incrementar la protedlisis y peptid6lisis. Las estrategias evaluadas fueron las siguientes:
i) incremento de la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas, la enzima
coagulante residual y la plasmina, a través de una modificacién de la temperatura de
coccion en presencia de dos coagulantes diferentes; y ii) aplicacion de la tecnologia de

Altas Presiones Hidrostaticas (APH).

En primer lugar, se evalud la reproducibilidad de dos modelos experimentales de
queso duro de pasta cocida, utilizados posteriormente en las experiencias de la tesis.
Para ello, se trabajé con un conjunto de tinas individuales en el INLAIN, y en una
miniplanta automatizada en el INTA. Mediante la puesta a punto de los modelos
descriptos, fue posible obtener matrices alimentarias reproducibles y comparables a los

sistemas reales. Los pardmetros tecnolégicos de la elaboracion se estandarizaron para



poner de relevancia el efecto de los factores en estudio en las dos estrategias planteadas

en esta tesis.

En la primera experiencia, se estudio la influencia del tipo de coagulante y de la
temperatura de coccidén sobre la protedlisis y la actividad de la enzima coagulante
residual y de la plasmina. Se utilizaron dos temperaturas de coccion diferentes: 50 y
56°C, y dos tipos de coagulantes: quimosina bovina y quimosina de camello, ambas
obtenidas por fermentaciéon de microorganismos modificados genéticamente. Se
elaboraron quesos Reggianito miniatura y las muestras se almacenaron por 90 dias a
12°C. La temperatura de coccién influyd sobre la actividad coagulante residual,
verificindose que los quesos en los cuales la misma fue de 50°C retuvieron una
actividad significativamente mayor que los tratados a 56°C. Por el contrario, la
temperatura de coccién no modificé la actividad de la plasmina. La protedlisis primaria
también result6 afectada por la temperatura de coccion. Se observé que la hidrélisis de
la caseina oy, la cual es mediada principalmente por la quimosina, fue menor en los
quesos cuya temperatura de coccién fue de 56°C. Ademds, el contenido de nitrégeno en
las fracciones solubles resulté menor en los quesos tratados a 56°C que en los tratados a
50°C. Se observé una influencia significativa del tipo de coagulante utilizado,
especialmente en las fracciones nitrogenadas y en los perfiles peptidicos; ambos
indicadores mostraron que la quimosina de camello fue levemente menos proteolitica
que la quimosina bovina. Sin embargo, esas diferencias resultaron menores que las

debidas a la temperatura de coccion.

En la segunda experiencia, se estudié el efecto del tratamiento con APH,
aplicando diferentes combinaciones presion-tiempo de mantenimiento, sobre la
composiciéon quimica, el pH, los recuentos microbioldgicos, la protedlisis, la
peptidodlisis, la actividad de enzimas proteoliticas no microbianas, la textura, los
parametros cromdticos y los atributos sensoriales del queso Reggianito. Para ello, se
elaboraron quesos Reggianito miniatura, a los cuales se les aplicé presiones de 100 y
400 MPa durante 5 y 10 min a 20°C el dia posterior a la elaboracién. Algunos quesos no
fueron tratados con APH, los que se consideraron como controles. Todos los quesos se

maduraron durante 90 dias a 12°C.

El tratamiento con APH no modificé la composicién quimica de los quesos ni el

pH, pero se observaron diferencias significativas en los recuentos microbioldgicos. En



efecto, se verific6 que los quesos tratados a 400 MPa presentaron recuentos de los
microorganismos del fermento inferiores a los de los quesos controles y tratados a 100
MPa. Los quesos tratados a 400 MPa durante 10 min exhibieron una actividad de
plasmina significativamente mayor que el resto, mientras que no se observaron
diferencias debidas al tratamiento con APH en la actividad coagulante residual. El
seguimiento de la protedlisis mostr6é que los quesos tratados a 400 MPa presentaron una
mayor hidrdlisis de las caseinas o5 y P y niveles significativamente mayores de
nitrégeno en las fracciones solubles. Los resultados del andlisis de los perfiles
peptidicos también mostraron una aceleracion de la maduracién atribuible a la
aplicacion de los tratamientos a 400 MPa. Se observé que las muestras tratadas a 400
MPa durante 10 min alcanzaron a los 60 dias de maduracién los mismos niveles de
nitrégeno en las fracciones solubles y aminodcidos libres totales que las muestras
control al final de la maduracion (90 dias). Los tratamientos a 100 MPa,
independientemente del tiempo de mantenimiento de la presion, no provocaron cambios
relevantes en ninguno de los pardmetros evaluados con respecto al control, a excepcion
de un incremento en el nitrégeno soluble en dcido tricloroacético (NS-TCA).

El esfuerzo y la deformacion a la fractura de los quesos tratados a 400 MPa
fueron mayores que en el resto de las muestras al inicio de la maduracion, mientras que
esos quesos presentaron valores inferiores de elasticidad y la cohesividad durante todo
el periodo de almacenamiento. El mantenimiento de los valores de estas propiedades
durante el almacenamiento puede atribuirse a la mayor protedlisis evidenciada en los
quesos tratados a 400 MPa. Los pardmetros cromaticos no resultaron afectados por el
tratamiento con APH. El panel entrenado, en las sesiones de andlisis sensorial, sefialé
que a los 45 dias de maduracion, los quesos tratados a 400 MPa presentaron valores mas
intensos que las demds muestras en los atributos gusto salado y flavour tipico. El efecto
del tiempo de mantenimiento de la presion no fue significativo en los pardmetros de
textura y en los atributos sensoriales evaluados, a excepcion de la elasticidad, en la cual
las muestras tratadas a 400 MPa durante 10 min tuvieron un valor menor que las

tratadas durante 5 min.

Los resultados de la primera experiencia permitieron concluir que una
modificacién sencilla en la tecnologia de elaboraciéon de queso Reggianito, como la
disminucién de la temperatura de coccion, fue eficaz para incrementar la actividad

residual de la enzima coagulante, con la consiguiente aceleracion de la protedlisis y



peptiddlisis en los quesos. El reemplazo de la quimosina bovina por quimosina de

camello, no presentd ventajas en este sentido.

En cuanto a la utilizacién de la tecnologia APH, la segunda experiencia de la
presente tesis proporciond evidencia de que un tratamiento de 400 MPa durante 10 min
fue efectivo para acelerar la maduracion del queso Reggianito a través del incremento
de la protedlisis y la peptiddlisis. Los quesos tratados a la mayor presién mostraron una

aceleracion en el desarrollo de los atributos sensoriales de un queso maduro.



Abstract

Ripening is the longest step of cheese-making understood as a whole process.
While the work of transforming milk into curd is measured in minutes, ripening is
measured in days, months or years. For this reason, it has a great impact on cheese
costs, as large volumes of product are stored for long time. Increased rate of proteolysis
and peptidolysis by different technological approaches has been proposed to shorten
ripening time. Either simple operations or innovative technologies may be applied to
reduce ripening time and storage costs without altering the biochemistry of ripening.
Strategies for acceleration of cheese ripening include adjunct cultures, increased

temperatures in ripening room and the addition of exogenous enzymes.

The objective of this thesis was to accelerate the ripening of Reggianito cheese
by means of modifications in traditional technology aimed at increasing proteolysis and
peptidolysis. Two approaches were undertaken: 1) increasing the activity of the no
microbial proteolytic enzymes usually occurring in the cheese - residual coagulant
enzyme and plasmin - through a modification of the curd scalding temperature in the
presence of two different coagulants; and ii) application of high hydrostatic pressure

(HHP).

First, two experimental models of hard cooked cheese were assessed for
reproducibility and validated, and then applied on the experiences of this thesis. An
ensemble of four parallel cheese vats was used at INLAIN while an automated mini-
cheese making plant was available at INTA. The cheeses obtained were reproducible
and comparable to real Reggianito cheeses. Technological parameters were standardized

to highlight effect of the factors under study by the two approaches proposed.

In the first experience, we studied the influence of the type of coagulant enzyme
and the temperature of curd scalding on the proteolysis and the proteolytic activities of
coagulant and plasmin, in the interest of reducing ripening time of Reggianito cheese.
We tested two scalding temperature: 50 and 56°C, and two type of coagulant enzyme,

bovine chymosin or camel chymosin, both produced by fermentation of genetically



modified organisms. All miniature Reggianito cheeses obtained were ripened for 90 d at

12 °C.

Curd scalding temperature showed a significant influence on residual coagulant
activity; the cheeses cooked at 50°C had significantly higher activity than those treated
at 56°C. In contrast, scalding temperature did not modify plasmin activity. Proteolysis
was mainly affected by curd cooking temperature because chymosin-mediated
hydrolysis of o, casein was slower in cheeses treated at 56°C. Additionally, the content
of nitrogen in cheeses soluble fractions was consistently lower in the cheeses scalded at
56°C than in those cooked at 50°C. A significant influence from the type of coagulant
enzyme was observed, especially in the nitrogen fractions and peptide profiles, which
showed that camel chymosin was slightly less proteolytic than bovine chymosin.
However, differences attributable to the type of coagulant enzyme were lower than the

caused by the scalding temperature.

In the second experience, we studied the effect of the HHP treatment at different
combinations of pressure- pressurization time on gross composition, pH, microbial
counts, proteolysis, peptidolysis, proteolytic activities, texture and chromatic parameters
of Reggianito cheese, as well as its sensory profile. For that purpose, 1-day-old
miniature cheeses were pressurized at 100 or 400 MPa and 20°C for 5 or 10 min, while
control cheeses in the trial were not pressurized. All cheeses were ripened at 12°C
during 90 days. The HHP did not affect gross composition and pH of the cheeses, but
microbial load changed, especially because the starter culture was significantly lower at
the beginning of the ripening of the cheeses treated at 400 MPa than in controls and
cheeses pressurized at 100 MPa. Cheeses treated at 400 MPa 10 min had significantly
higher plasmin activity than the others, but the chymosin activity did not change.
Proteolysis assessment showed that the cheese treatment at 400 MPa also resulted in
cheeses with increased breakdown of o4 and B casein. In addition, nitrogen content in
soluble fractions was significantly higher in cheeses treated at 400 MPa.  Peptide
profiles showed an acceleration of cheese ripening, in cheeses treated at 400 MPa.
Nitrogen soluble fraction and total content of free amino acids in 60-d-old treated
cheese were as high as in full ripened control cheeses (90 d). Treatment at 100 MPa,
independently of pressurization time, did not produce significant changes in neither of
the evaluated parameters, with exception of fraction soluble nitrogen in trichloroacetic

acid.

Vi



At 1 day storage, cheeses treated a 400 MPa had stress and strain at fracture
values significantly higher than the others. In addition, springiness and cohesiveness of
cheeses treated at 400 MPa were significantly lower than those of control cheeses and
cheeses pressurized at 100 MPa throughout the ripening. The maintenance of the values
of these properties during ripening was probably due to the increment of proteolysis in
cheeses HHP treated at 400 MPa. The chromatic parameters were not affected by HHP
treatment. In the sensory assessment, the trained panel indicated that cheeses HHP
treated at 400 MPa at 45 d of ripening had more intense values than the other samples
on the attributes salty taste and typical flavor. The pressurization time effect was not
significant in texture parameters and sensory attributes tested, except for elasticity, in
which the samples treated at 400 MPa for 10 min had a lower value than the treated for

5 min.

The results obtained in the first experience allowed us to conclude that a simple
change in cheese making of Reggianito as decreasing the curd scalding temperature was
effective to increase residual coagulant activity, with consequent acceleration of
proteolysis and peptidolysis in cheeses. No advantage was obtained from replacement of

bovine chymosin by camel chymosin

The second experience of this thesis provided evidence that HHP treatment at
400 MPa was effective to accelerate the ripening of Reggianito cheeses through
increased proteolysis and peptidolysis. Cheeses treated at the higher pressure also

showed an acceleration in the development of the sensory attributes of a ripened cheese.

vii
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Abreviaturas

Generales

a.C.: antes de Cristo

AA: amino4cidos

AGL: 4cidos grasos libres

AMC: 7-amino-4-metil cumarina.

ANOVA: Anilisis de la varianza.

APC: Agar para recuento en placa (por sus siglas en inglés: agar plate count)
APH: Altas Presiones Hidrostaticas

BS: base seca

CCA: Cddigo Alimentario Argentino

CEP: proteinasas de pared extracelulares (por sus siglas en inglés cell-envelope
proteinase.)

CP: Componente principal.

d.C.: después de Cristo

E: Escherichia

EEA: Estacion Experimental Agropecuaria

FIL: Federacion Internacional de Lecheria

hs: horas

IDF: International DairyFederation.

IMCU: Internacional Milk-Clotting Unit

INLAIN: Instituto de Lactologia Industrial

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IRAM: Instituto Argentino de Metrologia
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T2: quesos tratados con APH a 100 MPa durante 10 min
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Introduccion

1. La Argentina como pais quesero

Un poco de historia

En Argentina, antes de 1850 se registran pocos datos sobre la produccion
quesera nacional. Existen registros del afio 1617, en el que se destaca una rudimentaria
actividad quesera, de la mano de los jesuitas, quienes introdujeron en las comunidades
indigenas la cultura de consumo de leche y quesos. En 1788 aparece la actividad lechera
como alternativa a la poca rentabilidad de los chacareros cercanos a la villa de Buenos
Aires por venta de carne y cuero (actividad principal de la economia rioplatense).
Recién a partir de mediados del siglo XIX se produjo un gran desarrollo de la queseria
argentina, impulsada por inmigrantes europeos que aportaron sus tecnologias
principalmente italianas, espafiolas, suizas, etc. Fue en esa época cuando aparecid el
queso Carcarand (el mds antiguo de los quesos argentinos), el queso Tafi de Tucumdn,
el queso Chubut, el queso Goya, el queso Peregrina, el queso Chinchilla, el queso Las
Peiias, el queso Oriental, el queso Mar del Plata, el queso Manantial Tandilera, el queso
Neuquén fresco, el queso Pategrds, el queso Rio Cuarto, el queso Lobos, el queso
Lehmann y muchos otros con nombres autéctonos nacionales. Asimismo comenzaron a
elaborarse quesos con nombres alusivos a regiones europeas de donde provenian los

inmigrantes (Castafieda y col., 2010; http://www.quesosargentinos.gov.ar).

La industria quesera actual

En la Argentina los quesos constituyen el principal producto derivado de la
industrializacién de la leche, superando ampliamente a los demds productos lacteos. En
el afio 2012, segiin las estadisticas del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(MAGyP 2012), el mayor volumen de la leche producida en Argentina se destiné a la
produccién de quesos, lo que representd alrededor del 32 % de produccién total; un
17% se destiné a la elaboracion de leche en polvo, y el resto a otros productos lacteos
(leche fluida, crema, manteca, dulce de leche, postres, yogures, etc.). Del porcentaje de
quesos producido, un 4% se destiné a queso duro, un 11% a queso semiduro, un 16% a
queso blando y un 1% a queso fundido. En total, se produjeron 563943 toneladas de
queso, la mayor parte de los cudles se destin6 al consumo local. Aproximadamente un

10% del total producido fue exportado en ese afio (60642 toneladas).



Introduccion

Es importante situar estas cifras en el contexto mundial: Argentina ha ocupado
por los dltimos 10 afos, un lugar entre los principales 15 paises productores de queso, y
en cuanto a consumo interno, se encuentra por debajo de paises de arraigada tradicion
quesera como Francia, Italia, Grecia y Espana, y de Estados Unidos, pero muy por
encima de economias de dimensién comparable, y supera notablemente a los demds

paises de Latinoamérica donde la incorporacion de queso en la dieta es mds reciente

(Tabla 1).

Tablal. Consumo per cédpita de quesos a nivel mundial en el afio 2014

Pais Consumo per capita (kg/afio) 2014
Union Europea 17,26
Estados Unidos 15,18

Argentina 11,92
Canada 11,34
Australia 10,03
Nueva Zelanda 8,57
Rusia 4,69
Brasil 3,74
Mexico 2,98
Japon 2,20
Ucraine 1,96
Taiwan 1,15
Filipinas 0,15

Fuente: http://www.clal.it/en/?section=tabs_consumi_procapite

Nota: en la tabla, el consumo per cdpita de cada pais fue obtenido dividiendo el total de
consumo (fuente FAS-USDA) por el nimero de habitantes (fuente FAO). Si en lugar de
considerar a la Unién Europea integra se consideran los paises por separado, como
Grecia, Francia, Malta, Alemania, Austria, Chipre, el consumo per cdpita en ellos es de
374, 23,6, 22,5, 20,6, 18,0 y 16,6 kg/ afio respectivamente. (fuente: www.
apymel.com.ar/novedadesDetalle.php)

Entre las empresas lacteas, las empresas queseras son las que presentan el mayor
nimero de Pymes, ya que la tecnologia quesera es mds facilmente apropiable por
empresas de tamafio pequefio o mediano que otras lineas lacteas. En la provincia de

Santa Fe, se procesan diariamente aproximadamente 9 millones de litros de leche, en
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151 empresas lacteas. De ese total, aproximadamente 100 son Pymes queseras, que
procesan el 20% de la leche total. Junto a las empresas grandes del sector, constituyen
un aporte significativo a la economia y el empleo en la region central de la Argentina

(Teran, 2009).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) define al queso como “el producto
fresco o madurado que se obtiene por separacion parcial del suero de la leche o leche
reconstituida (entera, parcial o totalmente descremada), o de sueros lacteos, coagulados
por la accién fisica, del cuajo, de enzimas especificas, de bacterias especificas, de
dcidos orgdnicos, solos o combinados, todos de calidad apta para uso alimentario; con o
sin el agregado de sustancias alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos
especificamente indicados, sustancias aromatizantes y materiales colorantes. A su vez
hace una diferencia entre el Queso Fresco, que estd listo para el consumo poco después
de su fabricacién, y el Queso Madurado, que ha experimentado los cambios
bioquimicos y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso (CAA,

ANMAT, 2014).

2. El queso como alimento: generalidades y origen

Mientras que la legislacion Argentina define al producto queso por la negativa,
al explicarlo como el resultado de la eliminacién del suero, muchos ejemplos en la
literatura técnica y cientifica establecen que la denominacién de queso hace referencia a
un conjunto de productos licteos fermentados que se obtienen en todo el mundo en una
amplia variedad de formas, flavour y texturas (Fox, 2000). Se cree que en la actualidad,
existen més de 1000 variedades de quesos en todo el mundo (Beresford y col., 2001;
Fox y McSweeney, 2004). Los primeros quesos se elaboraron en Asia, en la zona de la
Mesopotamia, entre los rios Tigris y Eufrates, en lo que actualmente es Irak, hace unos
9000 afos, durante la llamada Revolucion Agricola Neolitica. En ese periodo se
desarroll6 la agricultura y se domesticaron los primeros animales. Las primeras hembras
lecheras domesticadas fueron las cabras y las ovejas, y los primeros quesos se
elaboraron con leche de este origen. Las vacas, que fueron domesticadas poco después,
rapidamente las reemplazaron como productoras de leche en aquellos lugares donde era

posible su cria, por los mayores rendimientos (Nantet, 1994; Fox y col., 2000). El
4
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primer producto lacteo fermentado probablemente fue consecuencia de la acidificacion
debida al desarrollo de bacterias l4cticas, que produjeron dcido en cantidad suficiente
para reducir el pH de la leche hasta el punto isoeléctrico de las caseinas, causando que
las mismas coagulen (Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004). Por otra parte, en
forma contempordnea, la leche se almacenaba en recipientes hechos de pieles, vejigas o
estobmagos de animales. Se cree que la coagulacion enzimdtica fue consecuencia del
almacenamiento de leche en odres hechos con estomagos de terneros o cabritos. Aunque
el cuajo de animales fue utilizado desde épocas remotas, es probable que también en la
antigiiedad se utilizaran cuajos de plantas, como por ejemplo el proveniente del cardo
(Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004). Existen vestigios arqueoldgicos de
cerdmicas disefiadas para elaborar queso, para eliminar suero, y frescos que muestran
las elaboraciones de quesos, realizadas entre los afios 5000 y 2000 a.C. Merecen ser
citadas las vasijas con alimentos similares a quesos en las tumbas de algunos faraones, y
el friso egipcio existente en el museo de Louvre, en Parfs, en el cual se ve a un hombre
ordefiando desde el costado de un animal (Castafieda y col., 2010). En el antiguo
testamento, existen varias referencias al queso, tales como en Job (1520 a.C.) y Samuel
(1017-1170- a.C.). La mitologia de la Antigua Grecia, atribuia a Aristeo el
descubrimiento del queso. En la Odisea de Homero (800 a 701 a.C.) se describe a un
Ciclope haciendo y almacenando quesos de oveja y cabra, queso que podria haber sido
el antecesor del queso Feta (Scott, 1998; Fox y col., 2000; Fox y McSweeney, 2004).

La posibilidad de convertir los principales componentes de la leche en queso,
tuvo varias ventajas, entre las que se destaca la estabilidad de los componentes, el facil
transporte y la contribuciéon a la diversificacion de la dieta humana, expandiéndose
rdpidamente al Medio Oriente, Egipto, Grecia y Roma. En los tiempos de la Antigua
Roma era un alimento que se consumia a diario, y su proceso de fabricacién no distaba
demasiado a como se hace actualmente fuera del dmbito industrial. En el Re Rustica de
Columela (cerca del 65 d. C.) se detalla la fabricacién de quesos con procesos que
comprenden la coagulacién con fermentos, presurizacion del cuajo, salado y curado
(Scott, 1998; Fox y col., 2000)

El comercio de quesos entre paises, especialmente el de las rutas marinas, llegd
a ser tan grande que el emperador romano Diocleciano (284-305 d.C.) fij6 precios
maximos para los quesos. Entre dichos quesos estaba el Lunar, una variedad especial de

queso con su propia marca comercial, los “cuernos de la Luna” que mas tarde se hizo
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popular bajo el nombre de queso Parmesano (Scott, 1998). Las grandes migraciones de
los pueblos a lo largo de Europa después de la caida del Imperio Romano, promovieron
la difusion de la fabricacion del queso. Un ejemplo es la migracion de la tribu Helvética,
que se establecid en las regiones de los Alpes suizos, y de cuya artesania surgié toda
una familia de quesos, entre ellos el queso Emmental (Scott, 1998). Es en Europa,
particularmente en Italia, Francia, Espafia, Suiza, Alemania e Inglaterra donde los
quesos se desarrollan fuertemente. La emigracion geografica de la queseria, fue causa
del resurgimiento de nuevas variedades de queso debidas a las diferencias climaticas y
del terreno, que influian en el tipo de animal que se criaba (principalmente cabra y oveja
en las regiones montafiosas, y vacas en las llanuras). Durante la edad media, los
monasterios fueron los principales contribuyentes al avance de la agricultura en Europa,
posibilitando al desarrollo y la mejora de alimentos como el vino, la cerveza y el queso.
Los monjes Benedictinos fueron los que iniciaron el camino de la creatividad en los
quesos, agregandole el afiejamiento y convirtiendo su elaboracién en un refinado arte
(Scott, 1998; Fox y col., 2000). El movimiento de los monjes entre los monasterios
también contribuyé a la difusion de diferentes variedades de queso. También las
grandes propiedades feudales de la edad media contribuyeron al desarrollo de los
quesos. Dentro de las mismas, los individuos adquirieron habilidades especiales que
fueron transmitidas a las generaciones futuras. Inicialmente, las principales variedades
de quesos se elaboraban en regiones limitadas, principalmente en zonas montafiosas
(Fox y McSweeney, 2004). La produccion localizada de ciertas variedades de quesos,
fue protegida por los reyes a través de las denominaciones de origen. La regionalizacién
de ciertas variedades de quesos, fue particularmente marcada en Espafia, Francia e
Italia, donde una gran variedad de quesos se producian en regiones muy limitadas (Fox
y col., 2000). Por dltimo, aproximadamente a partir del afio 1400, los quesos fueron
introducidos en América, en Oceania y en Africa por medio de colonizadores Europeos,
que llevaron con ellos su artesania quesera.

La elaboracién de los quesos se mantuvo como una actividad artesanal hasta el
siglo XIX, cuando el microbi6logo Luis Pasteur descubrié la pasteurizacion, lo cual
cambié el proceso de elaboraciéon de quesos. Con la adquisicion gradual de
conocimientos sobre quimica y microbiologia de la leche y el queso, se hizo posible
ganar mds control sobre el proceso de fabricacion del queso, y se mejord la calidad de

los mismos. A partir del siglo XX, los avances en la tecnologia permitieron un
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desarrollo muy importante en la industria quesera a gran escala (Fox y col., 2000; Fox y

McSweeney, 2004; Castaiieda y col., 2010).

3. El queso Reggianito Argentino

El queso Reggianito es el queso duro mds importante de nuestro pais. Sus
antecedentes son los quesos duros italianos Parmigiano Reggiano y Grana Padano. La
tecnologia de elaboracion de este queso es una adaptacion de aquella incorporada a
través de los inmigrantes italianos, que arribaron a nuestro pais a finales del siglo XIX e
inicios del siglo XX (Zalazar y col., 1999). La tecnologia fue modificada y adaptada a
los materiales y a las condiciones medioambientales locales, para dar un producto que
hoy se considera distinto, con caracteristicas diferentes de las variedades originales
(Zannoni y col., 1994). Es mds himedo, mds graso y de tiempo de maduraciéon mas
corto que los quesos de pasta dura italianos; suele ser también mds salado. Ademads, su
formato de comercializacién es sustancialmente menor que el de aquellos (Zalazar y
col., 1999). Durante el afio 2013, se exportaron 5517 toneladas de queso de pasta dura
lo que representd un ingreso total de aproximadamente 38 millones de ddlares. En ese
afio, los principales destinos de los quesos de pasta dura fueron Brasil, Rusia, EE.UU.,
Chile y Venezuela (MAGyP, 2014).

Segin el Codigo Alimentario Argentino (art. 635), el queso Reggianito es un
queso madurado que se obtiene por coagulacién de la leche por medio del cuajo y/u
otras enzimas coagulantes apropiadas, complementada por la acciéon de bacterias
lacticas especificas. Debe contener materia grasa lactea en un minimo de 32% p/p (en
base seca) y humedad hasta 36% p/p. Ademads, el queso debe responder a las siguientes
caracteristicas: la consistencia dura, la textura compacta, quebradiza y granulosa; color
blanco amarillento, ligeramente amarillento; el sabor salado y levemente picante; el olor
caracteristico y la corteza lisa, consistente, bien formada, cubierta con revestimientos
apropiados, adheridos o no; sin ojos, aunque eventualmente podrd poseer algunos ojos
pequeiios o aberturas mecdnicas; el peso se encuentra en un rango entre 5 a 10 kg;
deberd ser madurado para lograr sus caracteristicas especificas, por lo menos 6 meses
para quesos de 5 a 10 kg (CAA, ANMAT, 2014).

Tradicionalmente, para la elaboracién de queso Reggianito, se utiliza fermento

natural de suero, también denominado suero fermento. Para la preparaciéon de este
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cultivo iniciador, un volumen definido de suero se recupera directamente de la tina
quesera a 52°C luego de la etapa de coccidn, y se incuba a temperatura que favorece el
desarrollo de bacterias termofilas, durante un tiempo variable, entre 18 y 24 hs (Gallino,
1994). En ocasiones el suero se saca a 52- 54°C y se deja a temperaturas decrecientes
hasta alcanzar la temperatura ambiente, en otros casos se conserva en fermentadores a
temperatura constante. El tiempo de incubaciéon generalmente es el que media entre dos
elaboraciones. La composicién microbiolégica de los fermentos naturales es muy
compleja, y puede ser ficilmente afectada por las condiciones ambientales o la
tecnologia de elaboraciéon (Hynes y col., 2003). Una de las caracteristicas distintivas del
queso Reggianito Argentino, es la microflora presente en el suero fermento. Los
cultivos de nuestra region (Santa Fe, Argentina), estin compuestos por un 66% de cepas
de Lactobacillus helveticus y un 33% de cepas de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis (Reinheimer y col., 1996; Meinardi y col., 2002), mientras que los cultivos
italianos muestran algunas diferencias en cuanto a la composicion microbiana: las cepas
mds comunes son Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus algunas veces acompafiadas de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus fermentum y Streptococcus thermophilus
(Reinheimer y col., 1995). El uso de fermento natural de suero tiene las ventajas de
contribuir al flavour y aroma tipico de este tipo de queso, son faciles de preparar y son
resistentes al ataque de fagos debido a que son muticepas (Botazzi y col., 1992; Giraffa
y col., 1997). Sin embargo, poseen algunas desventajas, ya que las variaciones en su
composicion microbioldgica pueden llevar a inconstancia en el perfil sensorial de los
quesos (Reinheimer y col.,, 1995; Reinheimer y col., 1996). Es por ello que,
actualmente, es comun el uso de fermentos seleccionados de Lb. helveticus
especialmente en las plantas queseras grandes y medianas (Candioti y col., 2002; Perotti
y col., 2004). Debido a que la tecnologia de elaboracién de Reggianito requiere de una
acidificacion inicial de la leche de elaboracién, lo que en los quesos elaborados de
manera tradicional aporta directamente el suero fermento, cuando éste es reemplazado
por cultivos concentrados — liofilizados o congelados — debe acompafiarse de una
acidificacion previa de la leche. Por lo general, se combina la utilizaciéon de fermentos
seleccionados de adicion directa con el uso de ciertos dcidos orgdnicos, como l4ctico o

citrico, de acidégenos como la glucono deltalactona (GDL), o el burbujeo directo de
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CO,, con el objetivo de acercar el pH de la leche al pH 6ptimo de coagulacién de este
tipo de queso.

El queso Reggianito se elabord inicialmente con cuajo de ternero, producido
localmente. Durante el siglo XX, comienza a utilizarse principalmente coagulante de
bovino adulto como sustituto para compensar la escasez y el alto precio del coagulante
de ternero mamon. A partir de la década de los 90 del siglo pasado, la quimosina
bovina producida por fermentaciéon de organismos modificados genéticamente se
convierte en el principal coagulante utilizado por la mayoria de las queserias,
especialmente para variedades de queso de alto valor agregado. Los “cuajos
microbianos”, enzimas proteasas naturalmente producidas por hongos, y el cuajo de
bovino adulto, son aun cominmente usados en la Argentina para quesos de menor
precio, como el Cremoso. Mds recientemente, Kappeler y col. (2006) lograron expresar
el gen de la quimosina de camello (Camelus dromedarius) en Aspergillus niger, y
producir esta enzima por fermentacion. Este coagulante ha sido incorporado
extensamente en el mercado en diferentes paises productores de quesos, incluso la
Argentina. La estrategia de mercadeo de esta nueva enzima apunta a su alta actividad
coagulante y baja actividad proteolitica general comparado con la misma enzima de
origen bovino (Kappeler y col., 2006, Jensen y col., 2013). Sin embargo, en Argentina
el coagulante de camello se ha introducido para la elaboracién de queso Reggianito sin
contar con investigaciones previas acerca de su desempeiio en este tipo de queso.

El queso Reggianito es una variedad de pasta dura cocida, lo que lo diferencia de
otras variedades como el Cheddar, que si bien contienen baja humedad, no pasan por
una etapa de coccion. El tratamiento térmico del Reggianito incluye dos etapas, una
primera rampa de calentamiento a una velocidad de 0,5°C por minuto hasta llegar a 42-
45°C, permaneciendo a esa temperatura por aproximadamente 15 min (etapa de secado),
seguida de un calentamiento rdpido hasta temperaturas que llegan a los 52-54°C,
permaneciendo a esa temperatura por menos de 5 min (etapa de coccién). Luego de la
coccion, el suero se drena y se hace presion sobre la cuajada para eliminar aberturas
(etapa de pre-prensado de la masa). La cuajada luego es ubicada en moldes adecuados,
de acero inoxidable o de plastico microperforado (Polietileno de Alta Densidad o
Polipropileno Copolimero). El prensado se lleva a cabo durante 24 hs con volteo de las
hormas, es decir, se toma el molde y se da vuelta la horma para que reciba igual presion

en ambas caras. Transcurrido este tiempo, los quesos se dejan orear 24 hs y finalmente
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se salan por inmersion en salmuera, a razén de un dia por kg de peso. La maduracion se
lleva a cabo en cdmara a una temperatura entre 10 y 15 °C, con una humedad del 85%, y
el tiempo minimo es de 6 meses (CAA, articulo 635, Gallino, 1994; Zalazar y col.,
1999; Candioti y col., 2002; Meinardi y col., 2002; Perotti y col., 2004; Sihufe y col.,
2012).

4. La maduracion del queso

4.1. Transformaciones bioquimicas de la maduracién

La maduracién, que insume tiempo y recursos, es necesaria para lograr que el
queso desarrolle su aroma, sabor y textura, ya que las cuajadas recién elaboradas y los
quesos jovenes carecen de estas preciadas caracteristicas (McSweeney, 2004; Zalazar y
col., 2006a; McSweeney, 2011). La transformacién es debida fundamentalmente a
cambios bioquimicos, casi todos de naturaleza enzimdtica, que se llevan a cabo sobre
los principales componentes de la leche que han sido retenidos en la cuajada: lactosa,
materia grasa y proteinas. Estos cambios estdn acompafiados por otros de naturaleza
exclusivamente fisica, que ocurren simultineamente y en cierta forma determinan las
condiciones para que sucedan los primeros. Se trata de procesos de difusion de sal y de
pérdida de humedad (Fox y McSweeney, 1998). Asimismo, se han informado algunos
cambios netamente quimicos, como los equilibrios quimicos del calcio, y reacciones
quimicas no catabolizadas por enzimas, fendmenos que han sido mucho menos

estudiados (Walstra y col., 2001)

El metabolismo de la lactosa en el queso juega un rol importante aunque la
concentracion de este azicar en la cuajada sea muy baja desde el principio de la
maduracién. En efecto, la mayor parte se elimina con el suero (aproximadamente el
98%), y queda en la cuajada dnicamente la lactosa disuelta en la fase acuosa, que
metabolizan las bacterias l4cticas del fermento, produciendo 4cido lactico (McSweeney,
2004; McSweeney y Fox, 2004; Zalazar y col., 2006a; McSweeney, 2011). La lactosa
residual presente en los quesos luego de las 24 hs de elaboracién, va del 3 al 0,8%,
segln la variedad de queso. Estas pequenas cantidades residuales pueden influir en
fendmenos clave de la calidad del producto, como post acidificaciéon o formacién de

compuestos voldtiles. Por esta razon, el correcto desarrollo de la fermentacion lactica es
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un aspecto crucial de la elaboracion de quesos (McSweeney y Fox, 2004; McSweeney,
2011).

Por otro lado, el lactato proveniente de la fermentacion también puede sufrir
transformaciones durante la maduraciéon. Las bacterias 4cido lacticas del fermento
producen, en general, L-lactato, que puede ser isomerizado a D-lactato, reaccion que se
atribuye la mayor parte de las veces a las bacterias no fermento, denominadas NSLAB
por sus siglas en inglés (Non Starter Lactic Acid Bacteria). En los quesos que contienen
bacterias propidnicas u hongos, el lactato es un importante sustrato que determina la
calidad y caracteristicas especificas de los productos (McSweeney, 2004).

En cuanto al citrato, el 90% del mismo se pierde en el suero (Fox y col., 2000;
McSweeney 2004; Zalazar y col., 2006a). El citrato que queda remanente, es de gran
importancia para el desarrollo del flavour, dado que puede ser metabolizado por las
bacterias citrato positivas generando compuestos voldtiles que suman al flavour del

queso (Fox y col., 2000; Quintans y col., 2008; McSweeney, 2011).

La lipdlisis refiere a un conjunto de reacciones de hidrélisis de los
triacilgliceroles para dar di o monoacilgliceroles, dcidos grasos libres (AGL) y glicerol,
y es un fendmeno minoritario en la mayoria de las variedades de queso. S6lo en algunas
variedades como quesos madurados por hongos y en menor medida en quesos duros, es
un fendmeno importante (McSweeney, 2004). En los quesos duros de pasta cocida la
degradacion de los triglicéridos para dar 4acidos grasos libres y sus derivados es
significativa, probablemente debido al largo periodo de maduracién, que permite la
expresion de la actividad lipolitica relativamente débil que estd presente en el queso
(Gobetti y DiCagno, 2003). La lipdlisis asi desarrollada es una transformacién necesaria
para la formacién del flavour genuino de este tipo de producto, en el que los AGL
influyen directamente, especialmente los de cadena corta, que son volatiles. Los AGL
pueden ser transformados por microorganismos en otros compuestos que impactan mas
fuertemente en el flavour, como las metilcetonas, lactonas, ésteres, alcoholes

secundarios y aldehidos (Sousa y col. 2001; Perotti y col., 2005; Vélez, 2013)

La degradacion de las proteinas que conforman la matriz proteica del queso, y la
posterior hidrélisis de los péptidos provenientes de dicha transformacién constituyen el

conjunto de reacciones cuantitativamente mds importante durante el periodo de
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maduracién y almacenamiento del queso y se conocen globalmente como protedlisis
(Fox y col., 1993; Gobetti y DiCagno, 2003; O’Mahony y col., 2005). La presente tesis
se enfoca en fendmenos proteoliticos durante la maduracién de queso Reggianito, razén
por la cual a continuacién se dedica un apartado a este conjunto de trasformaciones

bioquimicas.

4.2. Protedlisis

Las reacciones que se agrupan bajo el titulo de protedlisis estdn vinculadas a
distintos aspectos relacionados con la calidad del queso. En primer lugar, la textura y las
propiedades de fractura parecen estar relacionadas al grado de hidrélisis de las
proteinas, que a su vez impacta en su capacidad de ligar agua, aunque el equilibrio
salino de los minerales de calcio -presentes en cantidades significativas en el queso —
también ha sido sefialado como un factor muy importante para determinar la estructura
del alimento (Lucey y col., 2003; Hassan y col., 2004; O’Mahony y col., 2005). Por otra
parte, la protedlisis y peptiddlisis proveen los principales sustratos para la bioformacion
de aroma y sabor en queso (Sousa y col., 2001; Upadhyay y col., 2004; McSweeney,
2011).

4.2.1 Principales agentes proteoliticos que intervienen en la maduracion de
los quesos

Durante la maduracién de los quesos, la protedlisis es catalizada por enzimas
que provienen de distintas fuentes: enzimas del coagulante (quimosina, pepsina), de la
leche (especialmente plasmina), del fermento primario y secundario, y de las NSLAB
(Sousa y col., 2001, Upadhyay y col., 2004). En la Figura 1 se muestran los principales

agentes proteoliticos que intervienen durante la maduracion de los quesos.
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Proteinasas del fermento primario

Coagulante residual y secundario
Caseinas —— > Grandes Péptidos — > Pequeios péptidos

Proteinasas de la leche
Peptidasas del

fermento primario y de
las NSLAB

Aminoéacidos Libres

Figura 1. Agentes proteoliticos que intervienen en la maduracién de los quesos

(adaptado de Sousa y col., 2001).

Coagulante Residual

Las enzimas coagulantes son proteasas aspdrticas, generalmente de origen
animal, que se utilizan para coagular la leche durante la elaboraciéon del queso. El
principal rol del coagulante en la elaboracién de quesos es hidrolizar especificamente el
enlace Phe;ps-Met,os de la k-caseina presente en la superficie de las micelas de caseinas,
el cual es muchas veces mds susceptible a la quimosina que cualquier otro enlace
presente en todas las proteinas de la leche (Fox y col.,, 2000). Dicha hidrélisis
desestabiliza la suspension coloidal de micelas y provoca la coagulacién (Dalgleish y
Corredig, 2012).

Ademads de esta propiedad tecnoldgica principal, la enzima coagulante residual
es uno de los agentes proteoliticos que contribuye a la protedlisis durante la maduraciéon
en la mayoria de los quesos, particularmente en variedades con una coccién baja o
media (Fox, 2003). La mayor parte del coagulante se pierde en el suero durante la
elaboracién. Sin embargo, un porcentaje variable del mismo (entre 0-30%) se retiene en
la cuajada, lo que depende del proceso de elaboracion del queso (pH del desuerado,
temperatura de coccidén, humedad de la cuajada) y del tipo de enzima (Sousa y col.,
2001; McSweeney, 2004; Upadhyay y col., 2004; Bansal y col., 2007; Sheehan y col.,
2007; Yegin y Dekker, 2013).

Durante la maduracién del queso, el coagulante actda fundamentalmente sobre la
casefna oy, hidrolizando el enlace Phe,s;-Pheys para dar los péptidos o (f1-23) y o
(f24-199) o a-I (Carles y Ribadeau-Dumas, 1985, McSweeney, 2004). También actia

en menor grado sobre la caseina 3, cerca de la region hidrofobica C-terminal, generando
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péptidos cortos, los cudles se relacionan con sabor amargo en los quesos (McSweeney,
2004). Las caseinas o y K son resistentes a la accion de la enzima coagulante durante
la maduracion (Fox, 1989).

Los aportes del coagulante residual a la protedlisis durante la maduracién de
quesos han sido parcialmente dilucidados para algunas variedades de queso, pero se
conocen poco para los quesos duros de pasta cocida. En este sentido, Delacroix-Buchet
y Fournier (1992) demostraron en queso Gruyere hidrélisis de la caseina o tanto a 52
como a 56°C, lo que indicaria actividad del coagulante residual a esas temperaturas.
Asimismo, Hayes y col (2002) verificaron en quesos Suizos, en los cudles se aplicé una
temperatura de coccidn elevada (53°C durante 30 min), actividad coagulante residual, al
igual que hidrdlisis de la caseina . Kindstedt y col. (1995) encontraron que la
protedlisis se hacia mas lenta en Mozzarella cuando se reducia la dosis de quimosina
usada en la elaboracién, lo que sugiere que el cuajo estuvo activo a pesar de las altas
temperaturas de coccién. Sin embargo, otros autores han postulado que el péptido
051(f24-199) es producido por la quimosina, pero antes de la etapa de coccién de la
cuajada, en la tina durante la elaboracién (Chianese y col., 1997, Gaiaschi y col., 2000).
Asimismo, otra hipétesis da cuenta de que la enzima coagulante residual contribuye a la
protedlisis de queso Reggianito, probablemente debido a una reactivacion, y es al menos
parcialmente responsable de la hidrdlisis de la caseina oy durante la maduracién de
quesos de pasta cocida (Hynes y col., 2004a).

Debido a que la accién hidrolitica del coagulante residual se ejerce
principalmente sobre la caseina o, seguida de la caseina B, para dar péptidos medianos
y grandes, su impacto en el flavour se considera secundario. Sin embargo, actividades
muy elevadas de la enzima han sido relacionadas con el defecto de sabor amargo,
originado por péptidos provenientes de la region hidrofébica de la molécula de caseina
B (Fox y col., 2000; Sousa y col., 2001). Por otra parte, el coagulante actia como
proveedor de péptidos medianos. Estos péptidos son luego utilizados por el sistema
proteolitico de las bacterias lacticas del fermento a otros mds pequeios y aminoédcidos
libres que contribuyen directa o indirectamente al flavour y aroma del producto
terminado durante la maduracién (Fox, 1989; Visser, 1993; Sousa y col., 2001; Hynes y
col.,, 2004b; O’Mahony y col., 2005, Milesi y col., 2008a). Los aminodcidos no

constituyen fuente de flavour por si mismos (Wallace & Fox, 1997) pero son
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precursores de compuestos voldtiles que mayoritariamente constituyen el flavour del

queso (Yvon, 2006).

Enzimas provenientes de la leche: Plasmina

La plasmina es una enzima de origen sanguineo y constituye la principal
proteasa natural de la leche. Su pH 6ptimo es de alrededor 7,5 y tiene una alta
especificidad hacia las uniones peptidicas que poseen residuos de lisina (Kelly and
McSweeney, 2003). Forma parte de un sistema complejo, que estd constituido por la
plasmina propiamente dicha, sus inhibidores, el plasmindgeno o precursor inactivo,
activadores del plasmindgeno e inhibidores de los activadores del plasmindgeno. En la

Figura 2 se detalla el sistema complejo del que forma parte la plasmina en la leche.

Inhibidores del activador

Activadores del plasminégeno < ------------ )
del plasminégeno

PLASMINOGENO > PLASMINA <--------- Inhibidores de la plasmina

Caseina > Polipéptidos

Figura 2. Sistema de la plasmina en leche (adaptado de Upadhyay y col., 2004)

La plasmina, el plasmindgeno y el activador del plasmindgeno se hallan
asociados con las micelas de caseina y quedan retenidos en la cuajada durante la
elaboracion de los quesos. Los otros componentes (los inhibidores) se encuentran en el
suero y son removidos durante su separacion de la cuajada (McSweeney, 2004; Ismail y
Nielsen, 2010). Se ha encontrado que tanto el agregado de cloruro de sodio como la
acidificacion de la leche reducen las interacciones entre la plasmina y el plasminégeno
con las micelas de caseina (Grufferty y Fox, 1988). Los sustratos preferenciales de la
plasmina son las caseinas B y la as,. A partir de la hidrdlisis por esta enzima de la
caseina B en los enlaces Lysys-Lyszg, Lysios-Hisige ¥y Lysio-Gluygg, se generan los
fragmentos C-terminales denominados vy, v» y v3 (Rampilli y Raja, 1998; Sousa y col.,

2001). Una caracteristica de esta enzima, es su estabilidad al calor: se requiere una
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temperatura de 80°C durante 10 min para producir una inactivacién total de la enzima
(Somers y Kelly, 2002). En los quesos, la plasmina es una de las enzimas responsables
de la protedlisis primaria durante la maduracion. Ciertas variables, como la temperatura
de cocciodn de la cuajada y el pH alcanzado durante la elaboracidn, el lavado y el hilado
de la cuajada, condicionan la actividad de la plasmina en la masa del queso y
consecuentemente el grado de hidrdlisis de sus sustratos preferenciales (Gruferty y Fox,
1988; Fernandez, 2004; McSweeney, 2004; Ismail y Nielsen, 2010). En relacién a la
temperatura de coccidn, algunos trabajos informan que la contribucién de la plasmina a
la hidrdlisis de las caseinas es mds pronunciada en variedades de quesos cuya
elaboracidn requiere altas temperaturas de coccién (Grufferty y Fox, 1988, Sousa y col.,
2001; Somers and Kelly, 2002; Ismail y Nielsen, 2010). En efecto, en quesos de pasta
cocida, se verifica en general que la plasmina, participa de forma mds notoria en la
protedlisis primaria, debido, en parte, a que la misma presenta resistencia a las altas
temperaturas de elaboracién (Grufferty y Fox, 1988), o a un posible incremento neto de
la actividad por la activacion del plasmindgeno. Dicha activacion a su vez es ocasionada
por la inactivacion de los inhibidores del activador del plasmindgeno por la temperatura,
o a pérdidas en el suero de los inhibidores del activador del plasmindgeno. (Richardson
y Pearce, 1981; Farkye y Fox, 1990). El efecto del incremento en la actividad de la
plasmina se ve potenciado por la inactivacion al menos parcial de la enzima coagulante
en este tipo de quesos, que pone en relieve las actividades proteoliticas tipicas de la

primera enzima.

Ademas de la plasmina existen otras enzimas nativas en la leche. La catepsina D
es la mds conocida y estudiada. Se ha demostrado que posee una actividad similar al
coagulante residual sobre las caseinas oy y . Posee actividad coagulante, pero la
misma es muy pobre comparada con la accion de la quimosina. Si bien se ha sugerido
que esta enzima posee alguna importancia en la maduracién de quesos duros, la
magnitud de dicha contribucién no es conocida, debido a la similitud en cuanto a su
especificidad sobre las caseinas, particularmente la caseina oy (Hurley y col., 2000;

Sousa y col., 2001; McSweeney y col., 2004).
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Microorganismos (fermento primario y secundario y bacterias no fermento)

Los microorganismos capaces de influir en la protedlisis incluyen a los
pertenecientes al fermento primario, al fermento secundario o adjunto, y a las NSLAB
(Lynch y col., 1996; Sousa y col., 2001, McSweeney, 2004).

La actividad proteolitica del fermento es considerada primordial en la protedlisis
secundaria de todos los quesos madurados sin hongos y sin una flora superficial. Si bien
las bacterias l4cticas son consideradas poco proteoliticas comparadas con otras
bacterias, tienen un sistema proteolitico bastante complejo, el cual les sirve para cumplir
con sus exigentes requerimientos nutricionales de aminodcidos (Kok y de Vos, 1994;
Steele, 1998; Sousa y col., 2001). Entre las bacterias l4cticas, el sistema proteolitico de
Lactococcus lactis es el mas conocido y estudiado (Monnet y col., 1994; Yvon y col.,
1997; Atiles y col., 2000; Kieronczyk y col., 2003; Amadrita y col., 2006; Sheehan y
col., 2006; Gémez de Cadifianos y col., 2013). Se han identificado cuatro componentes
del sistema proteolitico de los lactococos: proteinasas de pared extracelulares (CEP, por
sus siglas en ingles cell-envelope proteinase), una proteasa asociada a la membrana
denominada Htra, un conjunto de peptidasas intracelulares (endopeptidasas,
aminopeptidasas, di-/tri-peptidasas, iminopeptidasas y peptidasas especificas de
prolina), y sistemas de transporte de di/tripéptidos y oligopéptidos (Kok y de Vos, 1994;
Poquet y col., 2000; Smit y col., 2002). Las CEP de Lactococcus varian entre especies y
cepas, y algunas cepas no poseen esta enzima (Monnet, y col., 1994). Las CEP
hidrolizan las caseinas intactas con la formacién de oligopéptidos. Estos dltimos son
transportados al interior de las células a través de los sistemas de transporte, donde son
degradados por accion de las peptidasas (Smit y col., 2002). Las CEP se han clasificado
en dos grupos: proteinasas tipo PI y PIII. Las proteinasas tipo PI degradan
principalmente la caseina 3, y solo muy lentamente las caseinas o y k, mientras que
las proteinasas tipo PIII son capaces de hidrolizar rdpidamente tanto la caseina o1 como
las caseinas B y k. También durante la maduracién, las CEP atacan los péptidos
derivados de la accién de las enzimas no microbianas, como por ejemplo el péptido o -
I (f1-23), producto de la degradacién de la caseina oy por accidén del coagulante

(McSweeney, 2004).
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Las otras bacterias lacticas han sido comparativamente menos estudiadas, pero
existe informacion sobre los sistemas proteoliticos y peptidoliticos de todas ellas
(Chaves y col., 2002; Deutsch y col, 2002; Helinck y col., 2004, Dandoy y col., 2011)

En quesos duros argentinos de pasta cocida, se utilizan fermentos terméfilos en
los que predomina la especie Lactobacillus helveticus cuya temperatura Optima de
crecimiento es de 45°C (Renheimer y col., 1996).

En general, y si bien existen diferencias entre cepas, Lactobacillus helveticus es
una de las especies mds proteoliticas de bacterias lacticas. Esta caracteristica se ha
atribuido en parte, al hecho de que numerosas cepas lisan tempranamente durante la
maduracion, liberando las peptidasas activas a la masa del queso (Valence y col., 2000;
Chen y col., 2003; Slattery y col., 2010; Griffiths y Tellez, 2013). Lactobacillus
helveticus posee un eficiente sistema proteolitico capaz de producir péptidos pequeiios
y aminodcidos libres a partir de las caseinas. Las proteasas localizadas en la pared de la
célula bacteriana (CEP), son capaces de hidrolizar las caseinas en pequefios péptidos,
que luego son transportados al interior de la célula para ser hidrolizados por accién de
numerosas peptidasas intracelulares (Glibert y col., 1997; Slattery y col., 2010; Sadat-
Mekeme y col., 2011 a y b; Griffiths y Tellez, 2013). A diferencia de las CEP de los
lactococos, las de los lactobacilos estdn mucho menos caracterizadas (Slattery y col.,
2010). En Lactobacillus helveticus se han identificado dos proteasas de pared,
denominadas PrtH y PrtH2 (Glibert y col., 1997). En quesos Suizos, se ha sugerido que
ciertos cultivos de Lactobacillus helveticus, a través de las CEP pueden hidrolizar la
caseina oy dando lugar a la caseina oy -I, producto tradicionalmente asociado al
coagulante residual (Sadat-Mekmene y col., 2013).

Las NSLAB no contribuyen a la acidificaciéon durante la elaboracién de los
quesos, tal como lo hace el fermento primario, ya que no crecen bien en leche, pero
participan en la protedlisis de los quesos. Estas bacterias pueden dominar la microflora
durante la maduracién, comenzando a prevalecer al tiempo que el nimero de bacterias
lacticas del fermento generalmente disminuye (Sousa y col., 2001; McSweeney, 2004;
Gatti y col., 2014). La flora NSLAB se compone de aquellas bacterias lacticas que no
fueron agregadas ex profeso con el fermento y se detectan en el queso; habitualmente se
trata de lactobacilos mesofilos, pediococos, enterococos y Leuconostoc spp. Los

lactobacilos forman el grupo mds frecuentemente encontrado (De Angelis y col., 2001;
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Beresford y col., 2003), dentro de los cudles, los mds ampliamente encontradas en
quesos son Lb. casei / Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. curvatus
(Cogan y Beresford, 2002; Bude Ugarte y col., 2006; Dolci y col., 2008). Los
lactobacilos meséfilos no crecen bien en leche en ausencia de una fuente exdgena de
oligopéptidos y aminodcidos, porque suelen carecer de actividad proteasa; sin embargo
se ha detectado que poseen una amplia gama de peptidasas. En efecto, varios estudios
han demostrado que la adicion como fermentos adjuntos de ciertas cepas de
Lactobacillus condujeron a una mayor produccién de péptidos cortos y aminoécidos
libres comparado con quesos elaborados sin la adicion de los mencionados fermentos
(Williams y col., 1998; Hynes y col., 2003; Bergamini y col., 2006; Milesi y col., 2010;
Burns y col., 2012; Bergamini y col., 2013)

4.3 Cambios en las caracteristicas sensoriales de los quesos durante la
maduracion

Las caracteristicas sensoriales de los quesos, que determinan su calidad, son
propiedades que se perciben por los sentidos humanos, predominantemente durante el
consumo y pueden ser descriptas como caracteristicas de apariencia, de textura y de
aroma y sabor o flavour (Fox y col., 2000).

La apariencia del queso es percibida antes de consumir el queso e incluye el
color, la presencia o ausencia de ojos y la textura visual. También incluye el tamaiio, la
forma y el envase o presentacion del queso (Murray and Delahunty, 2000)

La textura, en tanto, se puede definir como el atributo de un queso resultante de
una combinacién de propiedades fisicas, incluyendo el tamaifio, forma, la naturaleza y la
conformacién de los elementos estructurales constituyentes, que se perciben por una
combinacién de los sentidos del tacto (textura tictil), vision (textura visual) y el oido
(textura auditiva). Durante la masticaciéon y la ingesta, la percepciéon de textura se
produce en las estructuras superficiales de la boca, alrededor de las raices de los dientes
y en los musculos y los tendones (Fox y col., 2000, Delahunty y Drake, 2004). La
textura se puede evaluar a través de métodos sensoriales o0 métodos instrumentales. Los
primeros permiten evaluar firmeza, dureza, presencia de grana, cohesividad, elasticidad,
gomosidad, masticabilidad. Los métodos instrumentales se basan generalmente en
pruebas de fuerza de compresion disefiadas para simular la masticaciéon (Fox y col.,

2000). Los métodos instrumentales mas comunmente utilizados para la determinacion
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de textura, son el ensayo de compresion uniaxial, por medio del cual se pueden
determinar pardmetros como deformacion y esfuerzo a la fractura y trabajo en la
fractura, y el andlisis de perfil de textura (TPA, por sus siglas en Inglés Texture Profile
Analysis), por medio del cual se evalian pardmetros como fuerza, dureza, elasticidad,
masticabilidad, gomosidad, adhesividad, cohesividad (Gunasekaram y Ak, 2003).

El olor o aroma suele ser el primer aspecto no textural percibido por el
consumidor. Los estimulos para el olfato son compuestos voldtiles transportados por el
aire que les permiten viajar desde su origen hasta los receptores olfativos, donde se
crean las percepciones de los olores distintivos (Chamorro y Losada, 2002). En el queso
se han identificado cientos de compuestos voldtiles diferentes, cada uno con un cardcter
distintivo de aroma, umbral de deteccién, volatilidad, entre otras propiedades. Esta
diversidad hace que contribuyan de manera diferencial a las distintas variedades de
queso. Los compuestos identificados en los quesos incluyen 4cidos grasos, metilo, etilo
y ésteres superiores, metil cetonas, hidrocarburos alifdticos y arométicos, alcoholes de
cadena larga y corta y alcoholes aromdticos, aldehidos, aminas, amidas, fenoles y
compuestos de azufre (Boscaini y col., 2003; Collins y col., 2003; Singh y col., 2003;
McSweeney, 2004; Marilley y Casey, 2004; Smit y col., 2005; Yvon, 2006; Hgier y
col., 2010; McSweeney, 2011).

Los estimulos primarios para el gusto son compuestos no volétiles, y estos deben
estar en contacto con los receptores del gusto. Este contacto crea percepciones que
dotan cuatro cualidades distintivas de sabor, conocidas como dulce, salado, dcido y
amargo. Un quinto sabor, 'umami', se ha aceptado mds recientemente, sobre todo en
Japén y otras culturas en las que es mds conocido y ficil de percibir y es la nota tipica
asociada al 4cido glutdmico. Los compuestos que contribuyen directamente al gusto del
queso incluyen el &cido lactico (4cido), cloruro de sodio (sal), sales minerales de
potasio, calcio y magnesio (salado) y aminodcidos libres y péptidos de tipos diferentes
(dulce, amargo, umami) (Delahunty y Drake, 2004).

El flavour es una parte importante de la calidad de los alimentos (Stevenson et
al., 1996), siendo muchos de los compuestos quimicos presentes en los mismos, los
responsables de activar los receptores olfatorios y gustativos que permiten la percepcion
de este atributo. El flavour se compone principalmente de las sensaciones del aroma y
del sabor. Ademads, otras percepciones, tales como los estimulos quinestésicos, hacen su

contribucion al flavour. En el caso de éstos, la deteccion es mds general que la del gusto
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y el olfato y se produce principalmente en los ojos, la nariz y la boca. La efervescencia
de diéxido de carbono (CO,), la sensacion refrescante del mentol, la sensaciéon de ardor
de chile y el sabor picante de algunos quesos son quizds los mejores ejemplos

(Delahunty y Drake, 2004).

Durante la maduraciéon de los quesos, los cambios bioquimicos dan lugar a
modificaciones en las caracteristicas sensoriales, sobre la base de la composicion inicial
y del proceso de elaboracion (Lucey y col., 2003).

En lo que respecta a la textura, la concentracion de proteinas, fundamentalmente
de caseinas, es muy importante. Al aumentar la concentracidon de caseinas, la matriz del
queso se vuelve mds eldstica, y mds resistente a la deformacién, debido a que se
incrementan las uniones entre y dentro de las moléculas de caseina. La grasa también
contribuye a la textura de los quesos, dependiendo de la temperatura. Si la temperatura
es baja y la grasa se encuentra en estado sélido, produce un aumento de la elasticidad de
los quesos, ya que limita la deformacién de la matriz proteica. Si la temperatura
aumenta, y la grasa prevalece en su estado liquido, disminuye su contribucién a la
elasticidad, ya que actia como lubricante y reduce el esfuerzo requerido para que se
produzca la fractura de los quesos (Guinee, 2011). A una misma temperatura, los quesos
reducidos en materia grasa, presentan una mayor firmeza, debido a una mayor
interaccion entre las caseinas que conforman la red proteica. En los quesos en los cuales
el contenido de grasa y humedad son altos, la estructura de la red proteica estd
debilitada, por lo que resultan menos firmes. Por el contrario, una disminucién en el
contenido de humedad lleva a un incremento en la dureza de los quesos (Gunasekaram,
2003). Se considera que el evento bioquimico que tiene mayor influencia en la textura
de los quesos es la protedlisis (Lucey y col., 2003). La hidrodlisis de la caseina og en
quesos blandos y Cheddar ha sido asociada con una disminucién de la firmeza de los
quesos (De Jong, 1976, Creamer y Olson, 1982). También en queso Cheddar, se ha
visto que la protedlisis lleva a una reduccion de la deformacién y el esfuerzo a la
fractura (Creamer y Olson, 1982). En queso Reggianito Argentino, se ha observado que
el incremento en las fracciones nitrégeno solubles, produce una disminucién en la
dureza y en la fuerza de ruptura (breaking point). Sin embargo, esa diferencia fue sélo
detectada cuando el contenido de humedad no varia significativamente. La disminucién

del contenido de humedad lleva a un incremento en la medida de éstos pardmetros de
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textura, ocasionado por disminucién de la protedlisis. El esfuerzo en el punto de fractura
es independiente de las fracciones nitrégeno soluble, para todos los contenidos de agua
(Bertola y col., 1995). En queso Cheddar, se ha visto que a medida que la maduracién
avanza, la fuerza y el grado de compresion en el momento de fractura disminuye,
indicando una disminucién en la firmeza del queso y un incremento de la granulosidad.
Si bien se ha indicado repetidamente que esto ocurre principalmente por la protedlisis
del queso a lo largo de la maduracidn, algunos autores mds recientemente han llamado
la atencién sobre el hecho de que la protedlisis es un cambio concomitante con el
ablandamiento y no guarda una relacién causa-efecto. Estos autores atribuyen los
cambios de textura fundamentalmente a cambios en los equilibrios salinos del calcio en
el queso que ocurren simultineamente con la protedlisis (O’Mahony y col., 2005).
Ambos tipos de cambio, protedlisis y modificaciones entre las especies de calcio
presentes en la matriz, son mds acentuados al principio que al final de la maduracion
provocando que la textura varie principalmente en esa etapa (Creamer y Olson 1982,

Pollard 2003, Lucey 2003; Hassan y col., 2004, Lucey y col., 2005)

Los cambios de color que se producen en el queso durante la maduracién
generalmente se atribuyen a un cambio en el grado de hidratacion de las caseinas, que
altera las propiedades de dispersion de la luz (Paulson y col., 1998; Rudan y col., 1998).
La disminucién del pardmetro L* con la edad del queso se ha asociado en la variedad
Emmental con la concentracion de los componentes sélidos, debido a la reduccién del
contenido de agua que ocurre durante este proceso (Rohm and Jaron, 1996). Estos
mismos autores, observaron durante la maduracién un aumento en el parimetro b*, y lo
relacionaron también a la pérdida de agua, con la consecuente concentraciéon de lo
materia grasa. El contenido de B caroteno de los quesos, que depende de la alimentacion

del ganado, correlaciona positivamente con el pardmetro b* (Descalzo y col., 2012).

En relacién al sabor y aroma de los quesos, como ya se ha mencionado en las
secciones 4.1 y 4.2, los productos generados durante la protedlisis y la lipdlisis, vy,
fundamentalmente, el catabolismo de los productos de estas reacciones, son los
principales responsables del desarrollo de los mismos en las diferentes variedades de
quesos. Ademds, hay que tener en cuenta la importante contribucién de los productos

generados a partir del metabolismo de la lactosa, el lactato y el citrato (seccion 4.1).
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5. Estrategias tecnoldgicas para acelerar la maduracion: un panorama
general

La maduracion de los quesos es la etapa mds larga dentro del proceso productivo

general. Mientras que los trabajos de transformacion de la leche en cuajada en tina se

miden en minutos, la maduracién se mide en dias, meses o afos (Figura 3). Por esta

razon tiene una gran incidencia sobre el aspecto econdmico, ya que grandes volimenes

del producto se encuentran inmovilizados.

Elaboracion Maduracion
(5-24 hs) (2 semanas a 2 afios)
Leche Cuajada > | Queso Maduro
Preparacion Desarrollo de la
(seleccion, microflora
estandarizacion, caracteristica
pasteurizacion, Metabolismo de la
otros) lactosa y el citrato
Acidificacion Proteolisis
Coagulacion Lipdlisis
Sinéresis Reacciones
(corte, agitacion, secundarias:
secado, coccidn) Catabolismo de acidos
Otras operaciones grasos
Prensado Catabolismo de
Salado aminodacidos
Metabolismo del
Lactato

Figura 3. Esquema general de elaboracién y maduracion de quesos coagulados

enzimdticamente (adaptado de Fox y McSweeney, 2004)

El incremento de la protedlisis y peptidolisis mediante diversas estrategias
tecnoldgicas, ya sea mediante operaciones simples o la aplicaciéon de tecnologias
innovadoras, aparece como muy favorable desde el punto de vista de la aceleracion de
la maduracién, y por consiguiente, de la disminucidn de los costos de produccion de un
alimento de elevado valor agregado (Fox y col., 2000; Zalazar y col., 2006b). Lo que se
busca es reducir un tiempo de espera significativo en el costo del producto, sin alterar la

bioquimica de la maduracion.
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Para aumentar la intensidad de las reacciones de hidrolisis de las caseinas
intactas y de los péptidos provenientes de ellas, se han ensayado diversas metodologias,

algunas de las cuales se citan a continuacion.

5.1 Elevacion de la temperatura de maduracion

El incremento de la temperatura de maduracién es un método simple, capaz de
acelerar el periodo de maduracién de los quesos, con el beneficio potencial de reducir
los costos del almacenamiento refrigerado (O’Mahony y col., 2006). La desventaja de
esta tecnologia es que se corre el riesgo de que se desarrollen microorganismos
indeseables y que se incrementen reacciones no especificas las que pueden dar lugar al
desarrollo de flavours indeseables, ademds de potenciales defectos en la apariencia del
queso, tales como ablandamiento o pérdida de la grana (Fox y col., 1996; Law, 2001).
El queso Reggianito tradicionalmente se madura a una temperatura de 11- 13°C, a una
humedad relativa entre 82 y 85%. Se han realizado estudios elevando esa temperatura
de maduracién (Sihufe y col.,, 2010; Ceruti y col., 2012), que mostraron efectos
promisorios. En efecto, la elevacion de la temperatura de maduracién a 20°C, produjo
un incremento en los productos de protedlisis, verificindose que a los 124 dias los
quesos madurados en esas condiciones, tenian un nivel de protedlisis similar a quesos
controles de 180 dias madurados a 12°C. Ademads algunas caracteristicas sensoriales de
los quesos madurados a mayor temperatura a los 124 dias de maduracién fueron
comparables a las de quesos controles de 180 dias de maduracion (Ceruti y col., 2014).
A pesar de la sencillez de esta estrategia, y de la evidencia aportada hasta el momento
por trabajos de investigacion, no existen antecedentes de su aplicacion a nivel industrial

en la Argentina.

5.2 Adicion de enzimas exégenas

La adicién de enzimas exdgenas, como proteasas, carboxipeptidasas y lipasas es
una metodologia que se ha probado ampliamente (Fox y col., 2000; Law, 2001; El Soda
y Awad, 2003; Kailasapathy y Lam, 2005; Wilkinson y Kilcawley, 2005; Upadhyay y
col., 2006; Azarnia y col., 2011; Sihufe y col., 2011). Se trata de una tecnologia muy
costosa, ya que en general la pérdida de las enzimas en el suero es elevada (Upadhyay

& McSweeney, 2003; Wilkinson & Kilcawley, 2005).
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Hasta la fecha, los mejores resultados se han obtenido con lipasas, aplicadas en
la industria quesera para acelerar la maduraciéon de quesos duros, con resultados
satisfactorios (Fox y col., 2000; Law, 2001; El Soda y Awad, 2003; Wilkinson y
Kilcawley, 2005; Di Cagno y Gobetti, 2011; Kilcawley y col., 2012).

Por el contrario, las proteasas no han tenido mayor aceptacién, ya que pueden
causar defectos en el patrén de protedlisis, llevando a la producciéon de péptidos
indeseables, sabores amargos, y por lo tanto modificando el flavour y la textura normal
de los quesos (El Soda y col., 2003; Wilkinson & Kilcawley, 2005).

Se le ha otorgado especial atencién al agregado de plasmina exdgena, ya que al
ser una enzima nativa de la leche se espera que no altere los perfiles habituales de
protedlisis sino que solo los intensifique (Bastian y Brown, 1996; Fox y col., 2000b). En
efecto, se ha observado que el agregado de plasmina exdgena a la leche, produjo un
incremento de la protedlisis primaria en quesos Cheddar (Farkye y Fox (1992),
Mozzarella (Sommers y col.,, 2002) y Smear cheese (O’Farrel y col., 2002). Otra
estrategia consiste en lograr un aumento de la concentraciéon de plasmina en el queso
por medio de la activacién del plasmindgeno, agregando uroquinasa. Esta técnica ha
sido ensayada sobre quesos Suizos (Bastian y col., 1997) y Cheddar (Barret y col.,
1999; Milesi y col. 2008a), conduciendo a un aumento de la protedlisis primaria. Rippel
y col. (2004) lograron estimular la actividad del activador del plamingeno por medio
de o-lactoalbumina nativa, y por B lactoglobulina desnaturalizada. También se ha
probado la adicién de estreptoquinasa, una proteasa exocelular producida por el
Streptococcus uberis, que forma un complejo con el plasmindgeno que induce a un
cambio conformacional que activa la plasmina sin mediar una escision proteolitica
(Johnsen y col., 2000). Esta enzima, adicionada a la leche antes de la elaboracién de
queso Cheddar, también ha demostrado ser capaz de activar el plasminégeno (Upadhyay
y col., 2004b). En este caso se observo una aceleracion de la protedlisis primaria, lo que
se evidencid por un incremento en el nitrogeno soluble a pH 4,6 y en la hidrdlisis de la B
caseina. La adicion de plasmina exdgena o la activacion de plasmindgeno para acelerar
la maduracién se mantiene a nivel de investigacion, ya que por el momento es muy

costosa.
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5.3 Utilizacion de fermentos adjuntos

El uso de fermentos adjuntos, en general compuestos de bacterias lacticas vivas
o atenuadas que actian fundamentalmente sobre los péptidos de mediano y pequefo
tamafo, para producir cantidades incrementadas de oligopéptidos y aminodcidos libres,
es una estrategia que se utiliza para acelerar la maduracion de los quesos (Fox y col.,
2000; Law, 2001; El Soda, 2003; Hynes y col., 2003; Hynes y col., 2005; Zalazar y col.,
2006b, Milesi y col. 2008b, Milesi y col., 2010; Burns y col., 2012). En este sentido, se
ha descripto como el empleo de cepas seleccionadas de lactobacilos mes6filos aumenta
la concentracién de aminoécidos precursores de aroma, mejorando las caracteristicas del

queso.

6. La aplicacion de altas presiones hidrostaticas (APH)

El tratamiento con altas presiones hidrostiticas (APH) sobre el queso recién
elaborado es una estrategia que puede ser utilizada para acelerar la protedlisis. (Messens
y col., 1999; Trujillo y col., 2000; Saldo y col., 2001; O’Reilly y col., 2002; Sheehan y
col., 2005; Martinez-Rodriguez y col., 2012).

En la presente tesis, una de las estrategias que se aplican para acelerar la
maduracion del queso Reggianito es la aplicacion de altas presiones hidrostaticas
(APH). Por esta razén, se dedica un apartado completo de la introduccién a esta
tecnologia, haciendo énfasis sobre los efectos reportados en la literatura sobre la leche y

los quesos.

6.1 Aplicacion de APH en alimentos

En los tdltimos afios, la demanda de productos saludables y de conveniencia ha
aumentado de manera considerable. El consumidor moderno requiere alimentos que
sean inocuos y nutritivos, libres de aditivos, con buen sabor y con larga vida qtil. Estos
cambios en el consumo, impulsaron la investigacion y el desarrollo de nuevas
tecnologias de conservacion de alimentos, las cuales no modifican de manera sustancial
sus atributos sensoriales, nutricionales y funcionales, manteniendo su cualidad de
“frescura”. En este contexto, en las ultimas 3 décadas han surgido las denominadas
tecnologias no térmicas, cuyo principal factor de procesamiento no es la temperatura,
sino otras variables fisicas (presion, campos eléctricos, ondas soOnicas, etc.). Si bien en

las tecnologias no térmicas puede producirse un aumento concomitante de la
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temperatura, el tratamiento no se basa en este efecto, que ademds puede ser mitigado en
el caso de APH mediante refrigeracion. Entre las tecnologias no térmicas podemos
mencionar: los campos eléctricos pulsantes de alta intensidad, los pulsos luminicos, la
irradiacidn, las radiaciones ultravioletas y la tecnologia APH. Considerando el conjunto
de tecnologias no térmicas, la tecnologia APH es la que alcanzé mayor aplicacién
comercial (Patterson y col., 2007; Tewari, 2007; Tao y col., 2014). La tecnologia APH
brinda la posibilidad de contar con productos con caracteristicas mds naturales, con
efecto minino sobre las propiedades sensoriales y nutricionales, libres de
microorganismos patdégenos y con bajos recuentos de microbiota alteradora (Torres y
Velazquez, 2005).

El tratamiento mediante APH consiste en la aplicacion, a un alimento envasado
en un envase flexible y hermético, de una presion constante entre 100 y 900 MPa por
tiempos cortos (normalmente <10 min) y temperaturas en el rango de -40°C a 110°C.
Estas condiciones son las que se utilizan en equipos de laboratorio o planta piloto
mientras que a nivel industrial la maxima presiéon que se aplica es 600 MPa, a
temperatura ambiente o de refrigeracion.

La tecnologia APH comenzé a utilizarse en el siglo XIX y fue aplicada
inicialmente en materiales cerdmicos (Lamballerie - Anton y col., 2002). El primer
estudio del efecto de esta tecnologia en alimentos, fue realizado en 1899 cuando Bert
Hite construy6 un equipo de APH para disminuir la carga microbiana de la leche y otros
alimentos (Hite, 1899). Sin embargo, debido a que esta tecnologia tenia importantes
dificultades para aplicarse y los costos de utilizacion eran elevados, recién en la segunda
mitad del siglo XX (década del *70) se retom6 e incrementd la investigacion sobre su
aplicacion en alimentos (Galazka y col., 2000). En la década de los ‘80 se investigod
fundamentalmente el efecto de las APH sobre la inactivacion de los microorganismos.
El primer producto tratado con APH fue jamén cocido lo cual ocurrié en Japon en el
afio 1990, mientras que el primer producto insertado en el mercado japonés fue una
mermelada de frutillas de la marca Midi-Ya (Thakur & Nelson, 1998). En los afios
siguientes, esta tecnologia fue aplicada sobre distintos productos, existiendo
actualmente a nivel mundial més de 150 productos tratados con APH. Como ejemplo, se
pueden citar: jugos de frutas (UltiFruit®, Francia; PreshaFruit®, Australia, Evolution
Fresh, EEUU, BluePrintJuices), jugos orgdnicos, te y batidos (Suja, EEUU),

mermeladas, jamén cocido/curado (Espufia y Campofrio, Espafia, Hormel, EEUU;
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Vismara, Italia), carnes listas para consumir (Hormel y Perdue, EEUU, Maple Leaf,
Canadd), pescados y mariscos; cortes de pollo y pavo (Campofrio, Espafia),
hamburguesas y salchichas (Fressure, Cargill, EEUU), guacamole, salsas y aderezos
(Fresherized Food, EEUU; Verfruco, Mexico), platos preparados, como ensaladas a
base de legumbres y verduras, con carne, pollo y pescados, sopas, cremas, platos a base
de pastas o arroz con verduras; y dentro de los productos licteos se pueden mencionar
cremas de quesos y rellenos para sindwiches (Rodilla, Espaiia), salsas para ensaladas y
untables, bebida en base a calostro (Col+, Nueva Zelanda), yogures, bebidas
probidticas, snaks con jamoén y queso (Duetto Deli Snack, Deli24, Reino Unido).

En general, las APH a temperaturas bajas o moderadas producen la inactivacion
de microorganismos vegetativos y enzimas, sin modificar en forma importante los
atributos sensoriales y las propiedades nutricionales (particularmente vitaminas) del
producto. Su caracteristica mds importante es la preservacion de la “frescura” del
alimento. Ademads, los tratamientos con APH permiten duplicar o triplicar la vida ttil de
los alimentos respecto a los tratamientos convencionales de preservacion (Welti-Chanes
y col., 2004). Los volimenes producidos son adn bajos y el costo de inversién es
todavia elevado. Sin embargo, la tecnologia de APH genera un menor consumo de
energia que las tecnologias convencionales de procesamiento térmico, por lo que los
productos tratados con altas presiones resultan competitivos a nivel comercial (Garriga
y col., 2004). En el pasado, debido a la baja disponibilidad de equipos APH en el mundo
y a los escasos productos procesados por esta tecnologia, la comercializaciéon fue
enfocada a productos alimenticios con un alto valor agregado. Sin embargo, debido al
rapido desarrollo de esta tecnologia y a la alta aceptaciéon y demanda de estos productos
por los consumidores, cada vez mds productos procesados con APH estdn actualmente
disponibles en supermercados y mercados locales, reduciendo considerablemente su
costo (Bermudez-Aguirre et. al., 2011). Dependiendo de los pardmetros operativos y de
la escala de produccién (tamafio de los equipos), los costos de aplicacion de esta
tecnologia estdn en el rango de U$S 0,05 a 0,5 por litro o kilo de producto (Rastogi y
col., 2007). Por ejemplo, para productos carnicos “listos para consumir”, el costo del
tratamiento por altas presiones en condiciones de procesamiento comercial (585 MPa, 3
minutos, carga del cilindro del 50%) ronda entre US$ 0,08 y 0,22 por kilogramo, lo que
hace a esta tecnologia conveniente para una gran variedad de productos (Hernando-

Sainz et al., 2008).
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La presion puede afectar las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria de las
proteinas (Hong y col., 2006). Sin embargo, ese efecto depende del nivel de presion
aplicado (Balny y col., 1993).

Debido a los cambios en la conformacién de las proteinas, los tratamientos con
APH modifican la funcionalidad de las mismas, induciendo efectos especificos en la
textura y estructura de los alimentos. En consecuencia, su aplicacion permite el
desarrollo de nuevos productos y la optimizaciéon de procesos convencionales de la
industria de los alimentos (Hugas y col., 2002; Torres y Velazquez, 2005; Devi y col.,
2013).

6.2. Principios basicos

Esta tecnologia se basa en tres principios: el principio de Le Chatelier, el
principio isostdtico y el principio de reordenamiento microscopico.

El principio de Le Chatelier postula que cuando un sistema en equilibrio es
alterado, el sistema responde de una manera que tiende a minimizar esta alteracion
(Norton y Sun, 2008). En el caso de las altas presiones, el principio se puede interpretar
en términos de la relacion entre la presion y el volumen. Esto significa que la presion
afecta los fendmenos que resultan en una modificacion del volumen, como por ejemplo
el cambio en la conformacion de las macromoléculas. Cualquier fenémeno (por
ejemplo, cambio de fase, cambio en la configuraciéon molecular, reaccién quimica) que
se acompafia de una disminucién del volumen serd mejorado por la presion y viceversa
(Tao y col., 2014).

El principio isostético, postula que la presion se transmite en forma instantdnea y
uniforme a través del alimento, siempre que el mismo esté en contacto con el medio que
transmite la presion. En consecuencia, el tiempo de tratamiento es corto y ademads es
independiente de la forma y del tamafio de la muestra (Cheftel y Culioli, 1997).

El tercer principio se basa en el reordenamiento microscopico y postula que a
temperatura constante, un incremento de presién induce un aumento del grado de
ordenamiento de las moléculas de una sustancia dada (Heremans, 1989).

Si un producto alimenticio contiene suficiente humedad, la presién no lo dafiard
a nivel macroscépico, siempre y cuando la presion se aplique de manera uniforme en
todas las direcciones. Esto puede describirse con el siguiente ejemplo: una uva se puede

aplastar ficilmente al presionarla entre los dedos y ejerciendo presion a lo largo de un
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eje. En cambio, si la uva estd expuesta a una presion uniforme sumergiéndola en agua
en el interior una botella sellada flexible, esta mantiene su forma independientemente de
lo fuerte que la botella se apriete. En este caso, la presion transmitida desde la pared de
la botella a través del agua se aplica uniformemente alrededor de la fruta. De manera
similar, la presién no produce dafio en la mayoria de los alimentos procesados por alta
presion, siempre y cuando el alimento no tenga una estructura porosa. Las burbujas de
aire colapsan por efecto de la presion debido a las diferencias entre la compresibilidad
del aire y el agua, y a menos que el alimento sea perfectamente eldstico y contenga al

aire, este no recuperard su tamaiio y forma originales (Balasubramaniam y col., 2008).

6.3 Efecto de las APH sobre los componentes de los alimentos y sobre los
microorganismos

En general, las uniones covalentes no son afectadas por el proceso de APH a
excepcion de los grupos sulfhidrilos. Por esta razon, los compuestos de bajo peso
molecular como vitaminas y componentes de aroma y sabor, no se alteran a presiones
normalmente utilizadas (<1000 MPa). La formacién de enlaces de hidrégeno se
estabiliza por APH, ya que esto conduce a la disminucién de volumen. La modificaciéon
de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, que son las fuerzas més grandes que
mantienen la estructura terciaria de las proteinas, es acompafiada por importantes
cambios de hidratacién, los cuales se supone que son las razones principales de la
disminuciéon de volumen asociada a la desnaturalizacion de proteina. Como
consecuencia, las APH modifican las macromoléculas tales como las proteinas,
provocando cambios en sus estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias alterando
la estructura celular hasta cierto punto, y afectando las proteinas de la membrana y la

conformacién de lipidos y actividad de enzimas (Marcos y col., 2010).

El tratamiento con APH inactiva los microorganismos interrumpiendo las
funciones celulares responsables de la reproduccién y sobrevida. El principal dafio se
produce en la membrana, en la cual ocasiona una alteracién en su integridad,
disminuyendo su fluidez, lo que afecta el transporte de nutrientes hacia el interior de la
célula y de desechos afuera de la misma. Ademds, la muerte celular puede producirse
por alteraciones irreversibles en componentes celulares esenciales para el crecimiento y

la reproduccién (Torres y Velazquez, 2005; Tao y col., 2014). Por lo general, niveles de
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presion moderadas (10-50 MPa) disminuyen la velocidad de reproduccién y crecimiento
de los microrganismos, mientras que altas presiones (generalmente > 300 MPa) a
temperaturas bajas o ambiente producen inactivacion de células vegetativas. El efecto
ocasionado por el tratamiento con APH, ademds de las condiciones de presurizacion
utilizadas (velocidad de compresion, presion, tiempo, temperatura) dependerd de la
matriz alimentaria, ya que ciertas caracteristicas del alimento, como pH, actividad
acuosa (ay), contenido proteico, presencia de ciertos cationes, influyen sobre el efecto
de la alta presion sobre la inactivacion de los microorganismos. En este sentido, se ha
visto que utilizando el mismo tratamiento APH (700 MPa por 30 min a 20°C) se
produjo una reduccion de la Escherichia coli O157:H7 de 6 ciclos logaritmicos en
buffer fosfato salino y de 4 ciclos logaritmicos en carne de pollo, mientras que en leche
UHT, la reduccién resulté menor a 2 ciclos logaritmicos (Patterson y col., 2007). En
general, la susceptibilidad de los microrganismos al tratamiento con APH es mayor en
alimentos con pH bajo y a, elevada. Por otro lado, la composicién de los alimentos
modifica el efecto del tratamiento con APH sobre los microorganismos, ya que
componentes como la grasa, proteinas, azicares, sales y minerales parecen ejercer un
efecto baroprotector, incrementando la resistencia de los microorganismos al efecto de
la presion, lo que explica el menor efecto inhibidor del tratamiento con APH observado
en la carne de pollo y en la leche en el ejemplo descripto en el parrafo anterior. También
es variable la respuesta al tratamiento con APH dependiendo del tipo de
microorganismo (género, especie, cepa). Se sabe que la resistencia aumenta en el
siguiente orden: células vegetativas<hongos y levaduras<virus<esporas de bacterias

En las bacterias, las Gram negativas son menos resistentes que las Gram
positivas, debido principalmente a las diferencias en su pared celular (Tao y col., 2014).
En cuanto a la fase de crecimiento de los microorganismos, las células en estado de
crecimiento exponencial son més susceptibles al tratamiento con APH que las células en
fase estacionaria (Trujillo y col., 2002; Tao y col., 2014).

Debido a que las levaduras son generalmente sensibles al tratamiento con APH,
y que un pH dcido también incrementa la sensibilidad de los microorganismos al
tratamiento con APH, esta tecnologia es muy utilizada para el tratamiento de jugos,
salsas y puré de frutas.

Las esporas de bacterias son muy resistentes a las APH, por lo que se requiere

un tratamiento muy intenso, superior a 800 MPa (a temperaturas bajas o ambiente) para
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lograr su inactivacion. Combinando el tratamiento APH con altas temperaturas
(tratamientos térmicos asistidos por altas presiones, en inglés pressure assisted thermal
sterilization PATS) es posible mejorar la efectividad sobre la inactivacion de las
esporas, aunque en estos procesos el mayor efecto letal seria de naturaleza térmica (Tao

y col., 2014)

6.4. Equipos y descripcion del proceso APH

Los sistemas APH disponibles a nivel industrial pueden ser discontinuos (batch)
o semi-continuos. El procesamiento discontinuo (Figura 4) es el que se aplica
mayoritariamente y se utiliza para el tratamiento de alimentos sélidos, envasados en
envases flexibles y herméticos, y alimentos liquidos contenidos en botellas o pouches de
material plastico. El sistema semi-continuo se utiliza a nivel industrial exclusivamente
en la pasteurizacion de jugo