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Introduccion

La vinculacién ciencia—industria, muy débil bastante tiempo atrds, ha evo-
lucionado afortunadamente hasta la realidad cuando existe un acercamiento
necesario y muy positivo entre ambos actores. Los investigadores que estu-
vimos desde un principio convencidos de que eso era posible, podemos hoy
disfrutar de un vinculo que nos hace crecer a todos. Por supuesto, nadie
conoce todo, pero si se suman los conocimientos y la realidad de unos y
otros el estado que se alcanza es superador. Los investigadores del INLAIN,
dedicados desde los anos 70 a estudiar la problemdtica microbioldgica, qui-
mica y tecnoldgica de la industria lictea, hemos considerado que los cono-
cimientos ganados podian volcarse a la realidad industrial; y eso hicimos.
La industria se volvié receptiva de los mismos y esto determind una especie
de «alianza» para afrontar situaciones problemadticas. El INLAIN se acercd, y
sigue haciéndolo, a la realidad industrial, desconocida para quienes perma-
necen solo en los laboratorios. La industria accede a conocimientos, opinio-
nes y orientaciones que podemos dar en funcién de nuestra dedicacién al
estudio e interpretacién de lo real.

En esta obra, continuacién de otra publicada en 2006 por Ediciones
UNL, decidimos reflejar los principales estudios que se llevaron a cabo para
o con nuestras industrias ldcteas en los dltimos 12 afios, asi como ofrecer
estudios en curso potencialmente aplicables. Los investigadores del INLAIN
consideramos que este es el camino que indica qué hacer con el conoci-
miento. Lo dedicamos a nuestra industria y a los investigadores que com-
partan nuestra vision.
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1. Desarrollo de leches
fermentadas con probioticos
Gabriel Vinderola y Jorge Reinheimer

Conceptos de microbiota intestinal y la necesidad
de consumir microorganismos vivos

Histéricamente se considerdé al hombre (Homo sapiens) como un conjunto
de células eucariotas, diferente de otras especies cercanas por su inteligen-
cia. Actualmente estamos empezando a asumirnos como una asociacién
compleja entre células eucariotas humanas y microorganismos, cuya exis-
tencia de forma disociada seria inviable. En este contexto se acund el tér-
mino «Holobionte», donde Aolo significa todo, y bios se refiere a la vida.
Holobionte es, por lo tanto, un organismo multicelular complejo —el que
llamdbamos Ser Humano— y todos sus microorganismos asociados. Vivi-
mos empapados en un mundo de microbios. Estamos tapizados por fuera (la
piel, incluso la superficie de los ojos) y por dentro (las mucosas), por micro-
bios. Incluso, hay restos microbianos en 6rganos internos que crefamos esté-
riles, como el cerebro, los musculos y el corazén (Lluch y col., 2015).

El término «microbiota» hace referencia al conjunto de microorganis-
mos que hospedamos, mientras que el término «microbioma» refiere al
conjunto de genes de esos microorganismos. Si bien estos microorganis-
mos pueden ser mohos, levaduras, bacterias, y virus, son las bacterias el
grupo mds abundante, estudiado y conocido hasta el momento. Mis de



3000 especies bacterianas pueden habitar el tracto intestinal de un indi-
viduo, mds de 600 en la cavidad oral, 300 en el tracto respiratorio, 100
en la piel, 500 en el tracto urinario y casi 300 en la cavidad vaginal (Rojo
y col., 2017). La gldndula mamaria puede albergar una microbiota pro-
pia, incluso en mujeres sin historia de lactancia (Urbaniaket y col., 2016).
Se calcula que por cada gen humano hay entre 100 y 150 genes bacteria-
nos (Qin y col., 2010). Dos individuos difieren en menos de 0,01% de su
material genético eucariota (cromosomas), pero pueden diferir en mds del
50 % en términos de material genético microbiano.

Las acciones coordinadas de mds del trillén de células microbianas que
nos habitan son esenciales para la vida humana. Esta poblacién de bac-
terias alcanza su mdxima densidad en el intestino grueso, donde forman
una comunidad compleja denominada microbiota intestinal, compuesta
por microorganismos autéctonos o indigenas (heredados) y microorga-
nismos aléctonos o transitorios, que consumimos con los alimentos. Es
aqui donde entran en juego los yogures con probidticos, que veremos
mds adelante, como la fuente mds abundante de microorganismos tran-
sitorios. Una minorfa (en especies y en abundancia) de microorganismos
patégenos (denominados «oportunistas») pueden ser miembros normales
de la microbiota intestinal pero pueden convertirse en una amenaza para
la salud del hospedador cuando el ecosistema intestinal estd alterado. La
composicién de la microbiota intestinal puede verse afectada por factores
diversos como el nivel de acidez y oxigeno, la disponibilidad de nutrien-
tes, los alimentos y medicamentos que consumimos, numerosas patolo-
gias (incluidas la obesidad, la inflamacién intestinal, la diarrea, los desér-
denes del espectro autista, la desnutricién, cdncer, etc.), la edad y el nivel
de estrés (Rojo y col., 2017).

Entre la microbiota y el hombre se establece una verdadera simbiosis. La
principal funcién de ella es la fermentacién del resto de alimentos que lle-
gan al colon a fin de liberar nutrientes que le permitan proliferar y sobrevi-
vir, mientras que el hombre se beneficia de los productos de la fermentacién
(principalmente dcidos grasos de cadena corta, vitaminas, etc.). Otras activi-
dades de la microbiota intestinal es la promocién de la diferenciacién celu-
lar del huésped, protegiéndolo de la colonizacién e infeccién de patégenos, y
estimulando y modulando el sistema inmunoldgico de la mucosa intestinal.
Numerosos estudios epidemioldgicos han establecido ya una contundente
correlacién entre algunos de los factores que perturban a la microbiota intes-
tinal y determinados trastornos inmunolégicos y metabélicos (Tamburini y
col., 2016). Esta toma de conciencia de la relacién entre microbiota intes-
tinal, su funcién y la salud, ha impulsado el desarrollo de estrategias para



influir en el desarrollo, la composicién y las actividades de la microbiota
mediante el uso de, por ejemplo, alimentos fermentados (yogures), bacterias
probidticas y/o sustratos prebiéticos.

Las bacterias aparecieron en la Tierra hace mds de 3500 millones de
afios, mientras que nuestra especie hace solo unos 200000 a 300000 afios
(Hershkovitz y col., 2018), por lo que evolucionamos en intimo contacto
con microorganismos a través de los alimentos y el ambiente. Los cambios
en los estilos de vida humanos (vida urbana, uso de antisépticos y desinfec-
tantes, menor consumo de alimentos fermentados) y en las pricticas médi-
cas (uso irracional de antibidticos, mayor tasa de cesdreas, lactancia materna
reducida) han perturbado la composicién de la microbiota, disminuyendo
su abundancia y diversidad. Se ha reducido nuestra exposicién a las llamadas
viejas infecciones y a los organismos del entorno natural con el que los seres
humanos co—evolucionaron, instaurdndose lo que se llama la «Teorfa de la
Higiene»: la apariciéon de enfermedades inflamatorias (sindrome metabdlico,
diabetes, sobrepeso, obesidad, enfermedad de Crohn) y desérdenes autoin-
munes (alergias, asma, inflamacién) como resultado de una menor exposi-
cién microbiana (Rook y col., 2017). Si comparamos la carga microbiana de
una dieta altamente industrializada y una dieta que incorpora yogures, la
cantidad de microorganismos vivos y benéficos que suministra la segunda es
mds de 1000 veces mayor que la primera (Lang y col., 2014). Es interesante
notar que si bien la pasteurizacién de los alimentos aseguré la inocuidad y
estabilidad de los mismos, es atin posible «re—funcionalizarlos» con bacterias
vivas, como es el caso de los yogures con probidticos. La leche se pasteuriza
para evitar la proliferacién de microorganismos patégenos y deteriorantes,
pero seguido a esto se agregan microorganismos benéficos desde el punto
de vista tecnolégico y funcional. En este sentido, el yogur y el yogur con
probidticos son de los pocos alimentos de la vida moderna (junto a otros
alimentos fermentados pero que no son parte de nuestra cultura: kimchi,
natto, miso) que nos devuelve el contacto natural y evolutivo que el Homo
sapiens tuvo con los microorganismos.

La microbiota intestinal se establece, diversifica y madura de forma
dindmica y gradual en los dos a tres primeros afios de vida. En este periodo
existe una sucesion de microbios que se van instalando y diversificando en
el intestino del bebé, siendo un proceso determinado por numerosos fac-
tores (Koenig y col., 2011). Incluso es posible detectar restos microbianos
(paredes celulares, ADN) antes de nacer en la placenta, el liquido amnidtico,
la membrana fetal, la sangre del cordén umbilical y luego en el meconio.
Incluso se han detectado oligosacdridos de leche materna ya en el dtero
(Wise y col., 2018). Sin embargo, la primera exposicién masiva del recién
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nacido a los microbios ocurre durante el parto y depende en gran medida
si es vaginal o por cesdrea, siendo el primero el de preferencia ya que los
recién nacidos se enriquecen con numerosas especies de Lactobacillus,
habitantes naturales de la vagina materna (Tamburini y col., 2016). Mds
del 95% de la microbiota en un canal vaginal saludable son lactobacilos. El
uso de antibidticos posnatales puede perturbar el delicado ecosistema de
la microbiota neonatal en establecimiento. Los cambios que los antibié-
ticos inducen en la composicién de la microbiota dependen del sitio ana-
témico considerado, del tipo y de la dosis utilizada (Tanaka y col., 2009).
En muchos casos una administracién de solo 4 dias de antibidticos, reduce
drésticamente los niveles de bifidobacterias en el intestino, y les toma de 2
a 3 meses en recuperar su poblacién.

La leche materna es clave en el establecimiento de la microbiota intesti-
nal debido a la enorme diversidad de microorganismos que aporta (Hunt y
col., 2011). La lactancia, en particular, se asocia con numerosos beneficios
para el nifo tales como el aumento de la resistencia a infecciones, menor
riesgo de obesidad y menor riesgo de alergias, y para la madre, la duracién
de la lactancia se asocia con un menor riesgo de hipertensién, hiperlipide-
mia, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2. Las propiedades bene-
ficiosas de la lactancia son mediadas por factores que son secretados en la
leche materna, incluyendo inmunoglobina (Ig) a, lactoferrina y defensinas,
ademds de bifidobacterias y lactobacilos (Tamburini y col., 2016). Cuando se
introduzca el concepto de probidticos podremos pensar en la leche materna,
por su contenido en lactobacilos y bifidobacterias, como un alimento natu-
ralmente enriquecido con bacterias probidticas putativas. Otros factores
relacionados positivamente al establecimiento adecuado de una microbiota
intestinal diversa y funcional son el tamafo de la familia, la interaccién con
el medio ambiente, los hermanos, y la presencia de mascotas.

La combinacién de parto vaginal, leche materna, interaccién con el medio
ambiente y la familia favorecen la instalacién de una microbiota intesti-
nal diversa y funcional, mientras que factores como el parto por cesirea, la
administracién de antibi6ticos a la madre y al hijo, el uso de leche de f6r-
mula, la sanitizacién excesiva y, la falta de contacto con el medio ambiente,
conducen en el sentido contrario (Toh y Allen—Vercoe, 2015). Este plantea-
miento es la base de la teorfa de la higiene (Bach, 2002) la cual postula que
un ambiente que permite una exposicién natural a los microorganismos pro-
tege contra las enfermedades alérgicas y autoinmunes, y predispone menos
al desarrollo de diabetes, sobrepeso, obesidad y enfermedades inflamatorias,
mientras que un ambiente extremadamente aséptico aumenta la inciden-
cia de estos trastornos. La base mecanistica de este fendmeno seria la «edu-
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cacién» del sistema inmune asociado a la mucosa intestinal que realiza la
microbiota intestinal cuando se instala y desarrolla en condiciones adecua-
das. Es decir, nuestro organismo necesita del contacto temprano y sostenido
con microorganismos para la educacién y correcto funcionamiento de su sis-
tema inmune, pero este contacto con Microorganismos es también necesario
a lo largo de la vida. En un estudio llevado a cabo por Olivares y col. (2006),
se demostr6 que personas que consumian alimentos fermentados por més de
5 dias a la semana y dejaban de hacerlo, experimentaban una depresién en su
funcién inmunoldgica (disminucién de defensas), la cual podia restituirse al
reincorporar este tipo de alimentos.

El yogur: un alimento fermentado milenario,
presente en nuestros dias

El yogur, y de forma mds general las leches fermentadas, ha sido parte de
la dieta humana durante miles de anos (Fisberg y Machado, 2015). Hace
ya mds de 100 afios, el microbidlogo ucraniano Elie Metchnikoff estable-
ci6 en su trabajo «La Prolongacién de la Vida: Estudios Optimistas», que el
consumo de yogur estaba relacionado con una mayor longevidad y la salud
intestinal (Metchnikoff, 1907).

Entre los afios 10000 y 4000 a.c. el hombre comenzé a fabricar utensi-
lios, a desarrollar la agricultura, el pastoreo, la cria y domesticacién de ani-
males, obteniendo de ellos leche. El hombre comenzé asi a tener excedente
de alimentos y comenzé a desarrollar formas para conservarlos. La fermen-
tacién aparecié entonces como un proceso tecnolégico de transformacién y
conservacién de alimentos. Mediante este proceso, un sustrato alimenticio
es transformado por accién microbiana para convertirse en un producto mds
estable y con mejores caracteristicas sensoriales: vino de las uvas, cerveza de
la malta, pan del trigo y yogur de la leche. Por entonces, la leche recién orde-
fiada se colocaba en cuencos vegetales o en estémagos de mamiferos para su
almacenamiento. La presencia ubicua de bacterias licticas en estos contene-
dores, combinada con las altas temperaturas de las diferentes zonas geogrd-
ficas donde estas pricticas tenfan lugar (la antigua Mesopotamia, la cuenca
de los rios Eufrates y Tigris, las estepas asidticas y el Cducaso), desencadena-
ron la fermentacién espontdnea de la leche y su transformacion en una leche
fermentada: un producto 4cido, viscoso, aromdtico, estable en el tiempo,
resistente a la contaminacién por microorganismos patégenos o deterioran-
tes y con propiedades que se fueron percibiendo, de forma anecdética, como
benéficas para la salud.
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Las leches fermentadas se originaron simultineamente en diferentes regio-
nes geograficas, adoptando nombres diversos tales como yogur, kéfir, koumiss,
tifil, filmjolk, tdetmjolk, langofilviili, dahi, eyran, busa, kissel, naja, urgotnic,
leban, zabady, mast, dough, roba, mazun, katyk. Se trata siempre esencial-
mente del mismo alimento, con variaciones en el tipo de leche utilizada
(vaca, bufala, cabra, oveja, camello), los microorganismos involucrados (bac-
terias, levaduras, o combinaciones de estos), las condiciones de fermenta-
cién (tiempo y temperatura) y el drenado parcial o no del suero, para hacer-
las més espesas (Tamime y Robinson, 2000). Con la urbanizacién, las leches
fermentadas artesanales ancestrales le fueron cediendo paulatinamente lugar
al yogur comercial. No obstante, podemos afirmar que el yogur es produ-
cido industrialmente desde hace mds de 100 anos y vale la pena mencio-
nar que en 2019 se cumple el primer centenario de la primer produccién
de yogur por parte de Danone, un verdadero sobreviviente de las leches fer-
mentadas ancestrales (Aryana y Olson, 2017).

La vida moderna implica exponer a nuestro organismo, con su genoma
ancestral, a una dieta moderna y occidentalizada, en lugar de a una dieta
milenaria, la cual inclufa una alta proporcién de alimentos con microor-
ganismos vivos. En este contexto, el consumo de yogur nos puede pro-
veer de una cantidad tal de microorganismos que nos acerque al contacto
de nuestro antiguo genoma con microorganismos viables. La presencia de
microorganismos en el intestino no solo pone en funcionamiento el sistema
inmune alli presente, sino que lo mantiene funcionando. Los ratones libres
de gérmenes (sin microbiota intestinal) presentan una muy baja cantidad
de células productoras de 1ga, la principal inmunoglobulina del intestino
encargada de las defensas, en comparacién con animales convencionales,
colonizados, los que presentan una alta tasa de proliferacién de estas células
en la ldmina propia (Macpherson, 2006). Es decir, la presencia de bacterias
pone al sistema inmune en funcionamiento y la ausencia de ellas deprime
parcialmente su funcién. Gadotti y col. (2018) reportaron una correlacién
inversa entre el consumo de productos licteos y los perfiles inflamatorios,
indicando que el aumento del consumo de yogur podria tener un efecto
protector sobre la inflamacién, siendo a la vez el consumo de yogur un
pardmetro indicador de una mayor calidad de vida de las personas (Babio
y col., 2017). Nuestra dieta occidentalizada se ha ido alejando progresiva-
mente de los requerimientos del antiguo genoma humano, expuesto evolu-
tivamente a una dieta con una significativa presencia de alimentos fermen-
tados, entre otros. Una de las consecuencias de esta dieta occidentalizada
es la escasa provisién de microorganismos vivos, necesarios para mantener
en funcionamiento el sistema inmune de la mucosa intestinal. De estos ali-
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mentos milenarios, el yogur es un actual sobreviviente, capaz de proveer en
una sola porcién una alta tasa de microorganismos benéficos y productos
de fermentacién también benéficos para la salud (4cido ldctico, péptidos,
exopolisacdridos, agentes antimicrobianos, etc.).

La definicion de probiéticos se gesto en Argentina

En octubre de 2001, un grupo de expertos internacionales se reuni6 en Cér-
doba por encargo de la Organizacién Mundial de la Salud (oms) y la Organi-
zacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (rao, por
sus siglas en inglés) con el objetivo de analizar, debatir y adoptar una defini-
cién con relacién a ciertos microorganismos con efectos sobre la salud demos-
trados a través de estudios clinicos. La definicién propuesta estipula que los
probidticos son «microorganismos vivos que cuando son administrados en
dosis adecuadas ejercen un efecto benéfico sobre la salud». Esta definicién ha
tenido aceptacion a nivel cientifico global, industrial y por parte de los entes
reguladores de esta temdtica en numerosos paises. En Argentina, el Instituto
de Nacional de Alimentos (INAL), dependiente del ANMAT, la incorporé en el
Cédigo Alimentario Argentino en 2011. Si bien la definicién dice «microor-
ganismos» en un sentido amplio, en la prictica son bacterias, y en mucho
menor medida ciertas levaduras, las que se han usado como probidticos en
alimentos y suplementos dietarios. Las especies bacterianas mds comun-
mente empleadas como probidticos son Lactobacillus casei, Lactobacillus,
rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium bifidum, etc. Es pertinente aclarar que la capacidad probié-
tica es dependiente de la cepa y no es generalizable a una especie.

Alimentos utilizados como vehiculos de probioticos

Segtin Euromonitor International, mientras en Estados Unidos el 29 % del
mercado de probidticos estd representado por suplementos alimentarios,
en América Latina es solo del 4%, siendo el resto vehiculizado en alimen-
tos tipo yogur (www.euromonitor.com, fecha de dltimo acceso 10 de abril
de 2019). En forma general, en nuestro pais a los probidticos los encontra-
mos mayoritariamente en yogures o, en sentido mds amplio, en las leches
fermentadas. Si bien el mercado de alimentos probidticos estd fuertemente
dominado por los productos ldcteos, yogures en particular, la industria ali-
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mentaria internacional ha desarrollado una amplia gama de productos con
probidticos, como quesos, bebidas basadas en suero de queso, postres ldc-
teos y helados. Con relacién a matrices no ldcteas, se han incorporado en
jugos de frutas, barras de chocolate, purés de frutas para bebés, frutas troza-
das o jugos de fruta en polvo, embutidos, cereales fermentados o productos
en base soja (Vijaya Kumar y col., 2015).

Leches fermentadas y yogures con probioticos

El articulo 576 (Resolucién Conjunta SPRyRS y SAGPYA 33/2006 y 563/2006)
del Cédigo Alimentario Argentino define como Leches Fermentadas a
los productos, adicionados o no de otras sustancias alimenticias, obte-
nidos por coagulacién y disminucién del pu de la leche o leche reconsti-
tuida, adicionada o no de otros productos lécteos, por fermentacién ldc-
tica mediante la accién de cultivos de microorganismos especificos. Estos
microorganismos especificos deben ser viables, activos y abundantes en el
producto final durante su periodo de validez. En particular, entiende por
yogur al producto cuya fermentacién se realiza con cultivos de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus (llamados fer-
mentos o cultivos iniciadores) a los que en forma complementaria pueden
acompanar otras bacterias acidoldcticas (probidticos, por ejemplo) que por
su actividad contribuyen a la determinacién de las caracteristicas del pro-
ducto terminado. En sintesis, el yogur es el producto de la fermentacién
de la leche con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus. Si bien estas bacterias tienen caracteristicas probiticas, como
la capacidad de reducir los sintomas de intolerancia a la lactosa, reconocidas
por las Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFsa, por sus siglas en
inglés) https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/1763, fecha de tltimo
acceso 10 de abril de 2019) y pueden ser encontradas en heces luego del con-
sumo de yogur (Elli y col., 2006), estas bacterias tienen relativamente poca
capacidad de tolerar las condiciones dcidas del estémago, perdiendo signifi-
cativamente viabilidad durante la digestion gastrointestinal (Morelli, 2017).
En este sentido, las bacterias probidticas de los géneros Lactobacillus y Bifi-
dobacterium, antes mencionadas, poseen en general una mayor resistencia a
las condiciones adversas gastrointestinales (alta acidez, presencia de enzimas
hidroliticas y sales biliares con accién detergente sobre las membranas lipi-
dicas de las bacterias) que las bacterias del fermento del yogur, esto garantiza
su llegada al intestino en elevados niveles de células viables (Champagne,
2014). En este contexto, denominaremos bacterias del fermento o cultivos
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iniciadores o acidificantes a las bacterias empleadas para la transformacién
de la leche en yogur: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricusy Streptococcus
thermophilus, mientras que con el término probiéticos, nos referiremos a
las especies de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, para las cuales se
identificaron cepas probidticas.

Argentina ha sido pionera en el desarrollo de leches fermentadas probié-
ticas. Uno de los primeros productos con probidticos que llegaron al mer-
cado, a mediados de la década del 90, fueron las llamadas «leches cultiva-
das», las cuales posefan en su formulacién microbioldgica a S. thermophilus
y cepas probidticas de L. acidophilusy B. bifidum. Incluso antes de los anos
90, el Centro de Referencia para Lactobacilos (cERELA, conicer, Tucu-
mdn) fue pionero en el desarrollo junto a la empresa SanCor cur de la
leche fermentada probidtica denominada Leche SanCorBio, la cual poseia
la cepa L. casei CRL 431, y que estd adn presente en el mercado. La cepa
L. rhamnosus GG fue incorporada en yogures en Argentina por La Sere-
nisima en el afo 1995. Anos mds tarde, los productos Actimel (2001)
y Activia (2006) que incluyen las cepas probidticas L.casei bN114001 y
B. animalis subsp. lactis DN173010, respectivamente, también llegaron
a nuestro pafs. Es posible conseguir en Argentina y en Brasil, por ejem-
plo, la leche fermentada probidtica japonesa Yakult, conteniendo L. casei
Shirota. Las cepas probidticas de Chr. Hansen, B. animalis subsp. lactis BB12y
L. acidophilus 1as fueron utilizadas en otras versiones de las llamadas
leches cultivadas en los anos 9o0. Con relacién a los quesos, una colabora-
cién establecida en 1997 entre la empresa Sucesores de Alfredo Williner sa
(Rafaela, Santa Fe) y el Instituto de Lactologia Industrial (UNL—cONICET,
Santa Fe) permitié el desarrollo del primer queso probiético de Latinoamé-
rica, el Bioqueso Ilolay Vita, lanzado al mercado en 1999. A principios de la
década del 2010, la empresa La Serenisima lanzé al mercado un queso tipo
Port Salut con la cepa L. rhamnosus Ga.

Elaboracion de yogures con probioticos

Para la elaboracién de yogures con probiéticos la industria lictea emplea
a las bacterias del fermento y a los probiéticos como cultivos concentra-
dos congelados o liofilizados (deshidratados), y bajo la modalidad tecno-
légica denominada pvr (Direct var Inoculation), lo que significa el agre-
gado directo de los fermentos y los probiéticos al tanque de fermentacién
donde se fermenta la leche para producir el yogur (Farnworth y Cham-
pagne, 2016), habiéndose abandonado progresivamente la prictica de ini-
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ciar la fermentacién con una fraccién del cultivo de una fabricacién anterior.
La disponibilidad de estos cultivos altamente concentrados y estandariza-
dos implica la produccién de biomasa, o de células viables de estas bacterias,
en fermentadores hasta una alta densidad de células viables (mds de 1x10°
urc/mL). Luego de la produccién de esta biomasa de células, las mismas
deben ser concentradas por centrifugacién o mediante filtracién por mem-
branas, para luego ser adicionadas de ingredientes denominados crioprotec-
tores (lactosa, glucosa, trehalosa, maltodextrina, sacarosa, leche descremada,
proteinas de suero) que tendrdn la funcién de proteger a las células para
mantenerlas viables y activas durante el proceso de congelamiento o conge-
lamiento/deshidratacién, y posterior conservacién. Luego del agregado de
las sustancias protectoras, las células son congeladas rdpidamente por goteo
en una batea de nitrégeno liquido, lo que las convertird instantdneamente
en pequenas esferas congeladas (s—10 mm de didmetro) que deben man-
tenerse a la menor temperatura posible (idealmente menos de 40°c bajo
cero). Estos cultivos concentrados congelados presentan niveles de células
viables generalmente mayores a 1x10'° Urc/g. Si el cultivo se comercializard
en formato liofilizado, los pellets de células congeladas son sometidos a un
proceso tecnoldgico adicional de remocién de agua a ultrabaja presién; este
proceso se denomina liofilizacién e implica la sublimacién del agua, es decir,
el pasaje directo del estado sélido a vapor de la misma. Los cultivos asi des-
hidratados se denominan cultivos liofilizados y suelen presentar un nivel de
células viables cercanos o mayores a 1x10'" Urc/g (Farnworth y Champagne,
2016). Los cultivos DvI pueden tener una vida util de entre 12 y 24 meses
si se mantienen en las condiciones adecuadas de almacenamiento sugeridas
por el fabricante.

Es posible distinguir  priori tres tipos de yogures: aquellos denominados
«firmes», los cuales se reconocen por estar disponibles en potes y presentar
una alta viscosidad, lo que hace que se deban consumir con cuchara, en con-
traposicién a aquellos denominados «bebibles» y «liquidos», que se pueden
beber directamente de la botella por ser mds fluidos, es decir, mds o menos
liquidos segtin la formulacién y el proceso tecnoldgico que le sigue a la fer-
mentacién. Para la elaboracién de un yogur es necesario partir de una leche
de buena calidad, es decir que posea una carga microbiana total moderada (la
cual serd reducida a niveles inocuos mediante dos tratamientos térmicos) y la
ausencia de antibiéticos, que podrian provenir de la produccién primaria de
la leche. La leche de buena calidad proveniente de los tambos es recibida en
la planta industrial y tratada térmicamente para ser estabilizada. Es enton-
ces parcial o totalmente descremada, adicionada de sélidos licteos (leche des-
cremada en polvo, por ejemplo), para elevar el contenido de sélidos totales
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hasta 10—-15% (p/v) y otros ingredientes (aztcares, almidén, gelatina, edul-
corantes), seguido de un segundo tratamiento térmico para la inactivacién
de microorganismos patégenos y deteriorantes. Al proceso térmico le sigue
otro de homogeneizacidn, por el cual se logra reducir el tamano de los glé-
bulos grasos de la leche y obtener un producto con una textura mds suave y
homogénea (Champagne, 2014). Llegado a este punto, la leche serd inocu-
lada en condiciones de extrema asepsia con las bacterias del fermento vy, si se
tratara de un yogur firme, con los probiéticos, ya que en este tipo de yogu-
res la fermentacién de la leche tendrd lugar dentro del mismo contenedor o
pote que llegard al consumidor, y no dentro de un tanque fermentador. En
el caso de los yogures batidos o bebibles, la fermentacién se lleva a cabo en
grandes fermentadores de acero inoxidable, y el producto coagulado resul-
tante sufre un proceso de quiebre de la cuajada y fluidificacién mediante el
paso por bombas especializadas, que dependiendo de la intensidad de este
tratamiento se obtendrd un producto mds o menos bebible (agitacién suave)
o liquido (agitacién vigorosa). Los probidticos pueden ser entonces agrega-
dos en esta instancia, una vez enfriado parcialmente el producto. Cabe acla-
rar que la fermentacidén de la leche, es decir la acidificacién desde el pH natu-
ral de la misma hasta el pa final del producto, cercano a pH 4,5, es una tarea
llevada a cabo por las bacterias del fermento cuando la leche se termostatiza
a 42—43°C. Streptococcus thermophilus 'y L. delbrueckii subsp. bulgaricus esta-
blecen entre si un fenémeno de mutua cooperacién, denominado especifica-
mente protocooperacion. Esta asociacién hace que ambas especies crezcan en
leche a mayor velocidad de que si lo hicieran por separado, debido a que cada
especie produce metabolitos que son aprovechados por la otra. Esto permite
reducir el pH de la leche en un periodo generalmente menor a las 5—6 h. Si
los probidticos estdn presentes durante el proceso fermentativo, poco pueden
aportar al mismo acidificando y creciendo, por lo que deben ser agregados a
la leche en los niveles de células viables que se pretenden estén en el producto
final. Durante la fermentacién ldctica de la leche las bacterias del fermento
pueden llegar a niveles de 1x10°® URc/mL mientras que los probidticos serdn
adicionados a niveles de 10”7 Urc/mL, pudiendo alcanzar concentraciones de
solo un orden logaritmico mds (10° Urc/mL) en el caso de que sean capaces
de desarrollar durante la fermentacién. Son en estos niveles de células viables
en los que deben encontrarse tanto las bacterias del fermento como los pro-
bidticos, para que un yogur con probidticos ejerza su efecto benéfico sobre la
salud. Numerosos metabolitos microbianos, no presentes en la leche antes de
la fermentacidn, aparecen en el yogur como resultado de la actividad de las
bacterias l4cticas del fermento. Estos productos son el dcido ldctico y otros
dcidos orgdnicos, los péptidos derivados de la accién hidrolitica de las bacte-
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rias ldcticas principalmente sobre la principal proteina de la leche (la caseina)
(Korhonen, 2009), los exopolisaciridos o cadenas poliméricas de azticares con
efectos tecnoldgicos espesantes y funcionales sobre la salud (Harutoshi, 2013),
compuestos antimicrobianos de diferente naturaleza (peréxido de hidrégeno,
bacteriocinas) que, junto al dcido lictico, contribuyen a la estabilidad y segu-
ridad microbioldgica del yogur, e incluso galactooligosacdridos con propieda-
des prebidticas, provenientes de reacciones bioquimicas de la lactosa durante
la fermentacién (Martinez—Villauenga y col., 2008). Todos estos compo-
nentes no microbianos contribuyen a la accién benéfica de los probidticos
en yogures.

Desde que en el Instituto de Lactologia Industrial (UNL—CONICET) se
comenzé a desarrollar la linea de investigacién de probidticos en produc-
tos ldcteos fermentados, a finales de 1995, se iniciaron una serie de estudios
de cardcter aplicado, tendientes a comprender las variables microbioldgicas
y tecnoldgicas puestas en juego en el desarrollo de este tipo de alimentos. Se
estudié la sobrevida de bacterias ldcticas y probidticas en los productos ldc-
teos comerciales disponible en esa época (Birollo y col., 2000; Vinderola
y col., 2000a), la carbonatacién de las leches fermentadas como estrategia
tecnoldgica para aumentar la sobrevida de los probidticos, en colaboracién
con el Instituto de Productos Licteos de Asturias (Vinderola y col., 2000b;
Gueimonde y col., 2006), las interacciones entre bacterias lcticas y probi6-
ticas (Vinderola y col., 2002a), la influencia de los ingredientes utilizados
en leches fermentadas y quesos en la sobrevida de probidticos (Vinderola y
col., 2002b), la resistencia de estos microorganismos a las barreras biolégi-
cas (Vinderola y Reinheimer, 2003) o la sobrevida segtn el tipo de inocula-
cién (Burns y col., 2014). En este periodo se desarrollé también el primer
queso de Latinoamérica con bacterias probidticas junto a la empresa santafe-
sina Sucesores de Alfredo Williner (Vinderola y col., 2000a), con estudios de
funcionalidad en animales (Medici y col., 2004). En los afios posteriores se
comenzaron a realizar estudios iz vivo, en animales de laboratorio, sobre los
efectos de las leches fermentadas y los probidticos sobre la respuesta inmu-
noldgica de la mucosa intestinal (Vinderola y col., 2004a, 2004b, 2005a,
2005b, 2005¢, 20063, 2006b, 2006¢) y la capacidad de prevenir infeccio-
nes por patdgenos intestinales (Medici y col., 2005; Vinderola y col., 2007).
Otros tratamientos tecnoldgicos, como la homogenizacién por alta pre-
sidn, fueron explorados junto a un grupo de investigacién italiano, como
estrategia para modificar las propiedades funcionales de bacterias probidti-
cas (Patrignani y col., 2009; Tabanelli y col., 2012, 2013, 2014, 2015). Desde
2008 se comenzé a trabajar en el aislamiento y caracterizacién de bacte-
rias probidticas aut6ctonas a partir de leche materna, lograindose desarrollar
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un cultivo probiético, Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 (Zacarias
y col., 2011, 2014, 2017, 2018; Vinderola y col., 2012; Burns y col., 2017), el
cual ha sido temporalmente cedido en préstamo en 2018 y por dos afios, al
grupo francés Pileje para el desarrollo de un suplemento dietario probiético.

Recuento de células viables de probioticos en yogures

Fue con esta temdtica que se inicié la investigacién cientifica en probiéti-
cos en el Instituto de Lactologia Industrial (UNL—cONICET) a mediados de
los anos 90, logrdndose la primera publicacién en el tema hacia fines de esa
década (Vinderola y Reinheimer, 1999). La definicién de probidticos indica
que estos microorganismos deben estar viables y en cantidades adecuadas
al momento de ser administrados. Para los probidticos en yogures, esto
implica que las cepas benéficas deben tolerar el proceso industrial de pro-
duccién de este alimento y mantenerse viables a lo largo del periodo de vida
atil, el cual comprende un tiempo que puede ir mds alld del mes. Durante
este periodo, el producto debe ser mantenido en refrigeracién (s—8°c),
lo cual favorece la sobrevida del probidtico. Si bien no existe un estindar
internacional ni una dosis efectiva de probidticos para todas las cepas dis-
ponibles, los estudios de revision sistemdtica y meta—andlisis indican que un
consumo de aproximadamente 1x10? células totales de probidticos por dia
serfan suficiente para garantizar un efecto benéfico en la salud (Ouwehand).
Esta cantidad de bacterias se logra si la porcién de 100 mL de yogur presenta
un nivel de células viables cercano a 1x107 UFc/mL, como minimo.

Si bien existen metodologias de biologia molecular o basadas en citome-
tria de flujo independientes del cultivo para determinar el nivel de células
viables de un probidtico en una matriz alimentaria, estas son costosas en
términos de reactivos, requieren equipamiento altamente especifico y per-
sonal muy calificado. Por lo tanto, no son de fécil acceso para los organis-
mos publicos de control o para las pequenas y medianas industrias que quie-
ren colocar en el mercado un producto probidtico con niveles satisfactorios
de células viables. En este contexto, el recuento de bacterias probidticas
sigue siendo dependiente de la disponibilidad de medios de cultivos agari-
zados que permitan distinguir a los probiéticos de las bacterias del fermento
(medios de cultivo diferenciales) o que permitan hacer el recuento selectivo
de los probidticos presentes en el producto (medios de cultivos selectivos).
El recuento de probiéticos en un alimento puede resultar un gran desafio,
dependiendo de la complejidad microbiolégica del producto en cuestidn, es
decir, de la cantidad de especies/cepas presentes. El caso mds simple podria
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suponer el recuento de L. casei Shirota en la leche fermentada Yakult, ya que
al ser el inico microorganismo presente bastard hacer diluciones seriadas de
la muestra en un medio liquido apropiado y el plaqueamiento, en superfi-
cie, en agar MRS, seguido de una incubacién a 37°c por 48 h. En el caso del
BioQueso Ilolay Vita, primer queso probidtico de Latinoamérica y que llegd
al mercado argentino en 1999 (Vinderola y col., 2003), el mismo presen-
taba 3 cepas probidticas (de las especies L. casei, L. acidophilusy B. bifidum)
y 2 cepas del fermento (S. thermophilus y Lactococcus lactis). Para llevar a
cabo el control de calidad microbiolégica de este queso se tuvieron que dise-
flar especialmente un grupo de medios de cultivos selectivos y diferencia-
les (Vinderola y Reinheimer, 2000). Para tal fin, se adicioné al agar Mrs de
agentes selectivos como sales biliares, cloruro de litio y propionato de sodio
(Vinderola y Reinheimer, 1999, 2000), capaces de inhibir a las bacterias del
fermento, sin afectar el desarrollo de los probidticos, los cuales aparecian con
morfologias de colonia claramente distinguibles segtin la especie.

Es necesario aclarar que el término probidtico no engloba una categoria
homogénea de microorganismos como podrian ser los psicrotréficos, termo-
duricos o microorganismos totales en leche cruda, para los cuales se han desa-
rrollado metodologias estandarizadas de recuento. El término tampoco repre-
senta géneros especificos como Salmonella, Escherichia o Clostridium para los
cuales existen metodologias estandarizadas y/o medios de cultivos comercia-
les especificos para hacer un recuento selectivo seguro. Los lactobacilos y bifi-
dobacterias usados como probidticos pueden tener requerimientos metabd-
licos muy diferentes entre si, pero a la vez cercanos a las bacterias ldcticas
del fermento, por lo cual es dificil intentar favorecer el crecimiento de unos
mientras se intenta inhibir el desarrollo de otros cuando se disenan medios
de cultivos selectivos o diferenciales. Por el momento no existen metodo-
logias estandarizadas ni medios de cultivos especificos que garanticen un
recuento cierto de probidticos, este es siempre una solucién a medida del
producto y de las cepas presentes. En 2006 fue publicada una norma 1so
(https:/[www.iso.org/standard/35292.html, fecha de tltimo acceso 10 de abril
de 2019) para la enumeracién presuntiva de L. acidophilus en un medio selec-
tivo mediante recuento en placa, y en 2010 fue propuesta una norma equi-
valente para bifidobacterias (https://www.iso.org/standard/45765.html, fecha
de dltimo acceso 10 de abril de 2019). Sin embargo, las limitaciones de ambas
normas hacen que el recuento sea solo presuntivo y no pueda asegurarse «
priori que se obtendrd una adecuada respuesta para todas las cepas de bifi-
dobacterias o L. acidophilus presentes. Ademds, no se ha abordado con una
norma el recuento de cepas de las especies L. casei y L. rhanmosus, sin dudas
las especies mds intensivamente usadas en yogures con probidticos. Por lo
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tanto, el recuento de probidticos es una solucién a medida que debe ponerse
a punto para cada producto en particular, teniendo en cuenta las cepas utili-
zadas, donde el objetivo es utilizar medios de cultivos selectivos que permi-
tan una recuperacién adecuada del probiético y a la vez inhibir, o poder dife-
renciar, a las bacterias del fermento. En este sentido, se ha propuesto una gran
cantidad de medios de cultivo posibles (Ashraf y Shah, 2011; Zieliriska y col.,
2018). Sin embargo, la eleccién del medio y condiciones de cultivo para el
recuento microbioldgico deben ajustarse en cada caso, para lo cual se requiere
una adecuada formacién microbioldgica en el campo de las bacterias ldcticas
y las bifidobacterias.

Conclusiones

La microbiota intestinal es un complejo y dindmico conjunto de microor-
ganismos, principalmente bacterias, que nos habitan y controlan numero-
sas funciones (digestién de alimentos, estimulacién inmunoldgica, sintesis
de vitaminas y neurotransmisores). El proceso de establecimiento y desa-
rrollo de la microbiota estd sujeto a numerosos factores (edad gestacional al
momento del nacimiento, tipo de parto y alimentacién, administracién de
antibiéticos, tamafio familiar, cuestiones genéticas, entre otros), los cuales
son claves durante los dos primeros afios de vida para garantizar el estable-
cimiento de una microbiota diversa y abundante, capaz de educar inmuno-
l6gicamente a las células del sistema inmune de la mucosa para desarrollar
la tolerancia oral. Sin embargo, la combinacién de numerosos factores de la
vida moderna (aumento del indice de partos por cesdrea, lactancia materna
reducida, dieta occidentalizada pobre en alimentos fermentados, higiene
excesiva, vida urbana, familias de tamafio pequeno, etc.) han sido correlacio-
nados con un aumento de patologias autoinmunes y de base inflamatoria,
en lo que se ha dado en llamar «Teoria de la Higiene».

Desde que el hombre abandoné su cardcter de némade, descubrié en la
fermentacién de los alimentos un medio para proporcionar mayor palata-
bilidad, valor nutritivo, capacidad de conservacién y propiedades benéficas
para la salud a sustratos como los vegetales, la carne y la leche. De los nume-
rosos alimentos fermentados, es el yogur un verdadero sobreviviente de
estas pricticas ancestrales, el cual se elabora en nuestros dias pricticamente
como antafo. La fermentacién de la leche con Streprococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus transforma profunda y benéfica-
mente la composicién de la misma, haciendo a la lactosa mds fécilmente
digerible, liberando al medio péptidos potencialmente bioactivos, haciendo
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que el calcio esté mds biodisponible y convirtiendo al producto yogur en un
alimento estable y seguro debido al contenido de dcido léctico. Actualmente
los yogures pueden ser portadores de otros microorganismos benéficos deno-
minados probidticos. Estos microorganismos, bacterias en su mayoria perte-
necientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, tienen la capacidad
de proporcionar efectos positivos sobre la salud cuando son consumidos en
cantidades adecuadas y de forma periédica.

La presencia de baterfas probiéticas en alimentos en el cono sur estd fuer-
temente representada por los productos lcteos, principalmente los yogures.
Una conjuncién de factores justifican este hecho: el proceso tecnolégico rela-
tivamente simple de elaboracién de yogur, una matriz fisicoquimica y con-
diciones de almacenamiento del producto que garantizan la viabilidad del
probiético hasta el momento del consumo, una percepcién del yogur como
alimento saludable por parte del consumidor, y una alta frecuencia de ingesta
del producto, compatible con lo que necesita un probidtico para ejercer su
efecto benéfico. La industria ldctea incorpora probidticos a sus yogures desde
mediados de los afios 9o. El haber transitado este camino le permitié conocer
y dominar las variables que garantizan la viabilidad de estos microorganismos
en este alimento, no siendo actualmente la viabilidad un tema de preocupa-
cién para los tecndlogos y microbidlogos alimentarios. Aunque es siempre
necesario estar atentos a la respuesta de nuevos cultivos probidticos que van
apareciendo en el mercado e incorpordndose a yogures, donde el recuento
selectivo y diferencial es siempre una solucién a medida del producto que le
garantice al consumidor la presencia en el mismo de la cantidad necesaria de
células viables para cumplir el efecto benéfico sobre la salud.

Desde la incorporacién de la temdtica «bacterias probidticas» en el Ins-
tituto de Lactologfa Industrial, esta linea de investigacién se ha mantenido
cerca de las necesidades de la industria ldctea local, colaborando a lo largo
de mds de 25 afios con la mayoria de las empresas licteas del pais en el abor-
daje cientifico del tema, en el desarrollo de productos, controles de calidad,
resolucién de problematicas particulares, capacitacién de profesionales que se
desarrollan en estas empresas, en la formacién de nuevos recursos humanos,
en la transferencia al sector productivo, en la redaccién de articulos cientifi-
cos y en actividades de docencia y difusion en general, constituyéndose, junto
a otros institutos del pais, en un referente en la temdtica.
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2. Funcionalizacion

de leches fermentadas

2.1. Yogur reducido en lactosa e incrementado
en galactooligosacaridos (GOS) prebidticos

Claudia Vénica, Carina Bergamini,
Verénica Wolf y Ma. Cristina Perotti

Concepto de intolerancia a la lactosa

El rol principal de la dieta es proporcionar los nutrientes suficientes segin
los requerimientos met abélicos, los cuales producen en el consumidor
una sensacién de saciedad. Los nuevos hallazgos en ciencias de la nutricién
se han desviado del objetivo establecido en el pasado: la supervivencia y la
satisfaccién del hambre. El creciente interés por la salud y bienestar, y la
prevencién de enfermedades observado en las tltimas décadas ha estimu-
lado el consumo de alimentos saludables y suplementos dietarios, siendo la
funcién gastrointestinal uno de los principales objetivos, especificamente
en relacién con la digestién y absorcién de carbohidratos (Ferreira—Lazarte
y col., 2018; Suri y col., 2019). En particular, en los tltimos 5o afios ocu-
rrieron cambios significativos en el conocimiento y enfoque cientifico de
la intolerancia a la lactosa (Harrington y Mayberry, 2008; Fassio y col.,
2018). La leche es un componente fundamental de la dieta de los mamife-
ros y es su Unica fuente de nutrientes al momento del nacimiento. El alto
valor nutricional de la leche es ampliamente reconocido; sin embargo, no
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todos los individuos pueden tolerar este alimento, sobre todo en la edad
adulta (Fassio y col., 2018).

La lactosa (O—p-D-galactopiranosil-(1—4)—3—D—glucopiranosa, C;,H,,O,)),
disacdrido compuesto de galactosa y glucosa, es pricticamente el tnico car-
bohidrato encontrado exclusivamente en la leche de los mamiferos, de alli
que se la denomina comtinmente «azicar de lecher. Su concentracién es
variable dependiendo del origen; la leche humana tiene un elevado con-
tenido de aproximadamente 7,5 g/100 g suministrando casi la mitad de las
calorfas requeridas por el neonato, mientras que en la leche bovina, caprina
y ovina su nivel es inferior, 4,1—4,8g/100g (Schaafsma, 2008; Fox, 2009). Si
bien la lactosa es un componente comun en la nutricién humana, a menudo
olvidamos cudn «exdtica» es. Aparte de la leche, podemos encontrarla sola-
mente en especies de plantas extremadamente raras (Fassio y col., 2018). La
digestién de la lactosa requiere de actividad lactasa (especificamente lactasa—
florizina hidrolasa, EC 3.2.1.108, que pertenece a la familia de las enzimas
—galactosidasas y que es diferente de las B—galactosidasas de origen micro-
biano) ubicada en las vellosidades intestinales de las células epiteliales del
intestino delgado (6rgano donde se produce la mayor parte de la digestién
de los alimentos y absorcion de los nutrientes), para hidrolizar el enlace entre
los dos monosacdridos constituyentes, los cuales son absorbidos y transporta-
dos al higado para ser utilizados finalmente como fuente de energfa; la mayor
actividad lactasa se encuentra en el yeyuno medio (Brown—Esters y col., 2012).
Esta enzima ya estd presente en el feto durante la segunda mitad del emba-
razo, alcanzando su mdxima actividad poco después del nacimiento, cuando
la leche es el principal alimento. Luego, puede producirse una deficiencia de
lactasa o hipolactasia que se la clasifica en primaria o secundaria. Dentro de la
hipolactasia primaria pueden mencionarse dos casos: en el primero se produce
una pérdida progresiva de actividad de la enzima a lo largo de la vida, que se
puede iniciar en la infancia, adolescencia o en la edad adulta y se lo denomina
«lactasa no persistente»; en el segundo, la enzima falta desde el nacimiento,
lo que no es muy comin, y se denomina «deficiencia de lactasa congénita»
o «alactasia» (Fassio y col., 2018; Gotteland, 2018). Este dltimo sindrome
conduce a la lactosuria debido a la absorcién anormal de la lactosa intacta,
produciendo vémitos, falta de crecimiento, deshidratacion, acidosis tubu-
lar renal y aminoaciduria (Harrington y Mayberry, 2008). De esta manera,
la disminucién de lactasa es la condicién normal mientras que la persisten-
cia representa la variante. Por su parte, la hipolactasia secundaria es una dis-
minucion reversible o deficiencia transitoria de la capacidad de producir lac-
tasa, que es causada por dafios en la mucosa intestinal provocados por virus,
infecciones bacterianas o parasitarias, diarreas infecciosas, enfermedad celiaca,
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ingesta excesiva de alcohol, tratamientos con antibidticos y terapia con radia-
ciones. Tiene una relevancia clinica significativa entre los nifos, especialmente
en dreas de enfermedades y desnutricién (Harrington y Mayberry, 2008;
Brown—Esters y col., 2012).

El mecanismo molecular que causa el mantenimiento o disminucién de lac-
tasa aiin no estd dilucidado por completo. El control de este mantenimiento
enzimdtico parece deberse a polimorfismos genéticos de un solo nucleétido;
varios de estos polimorfismos han sido identificados. La persistencia de la
enzima estd determinada genéticamente, varia entre las diferentes razas y gru-
pos étnicos y también existe una variabilidad intraindividual (Brown—Esters
y col., 2012). En particular, en los caucisicos como las poblaciones de Europa
del norte y central, islas britdnicas, Australia y Nueva Zelanda los niveles de
lactasa en la adultez son similares a los encontrados en la infancia debido a
una mutacién estimulada por el gran consumo de leche (normolactasia o lac-
tasa persistente); por el contrario, la no persistencia de lactasa alcanza el 70%
en América Latina y asciende hasta el 100% en el sur de Africa, China y Japén
(Saxelin y col., 2003; Schaafsma, 2008; Gotteland, 2018).

La malabsorcién o maldigestién de lactosa describe una baja capacidad
para hidrolizar la lactosa, causada por hipolactasia primaria o secundaria,
sin experimentarse sintomas (Dominguez—Jiménez y col., 2017). Ocurre
cuando la cantidad de lactosa que llega al intestino delgado excede la can-
tidad compatible con la actividad de la enzima. Por otro lado, la malabsor-
cién sintomdtica de la lactosa recibe el nombre de «intolerancia a la lactosa»
(Fassio y col., 2018). La malabsorcién no siempre se traduce en el desarrollo
de sintomas de intolerancia; de hecho, solamente entre un tercio y la mitad
de los pacientes con malabsorcién son intolerantes (Dominguez—Jiménez y
col., 2017). Si bien no se considera una verdadera dolencia, es una condi-
cidn, situacién patofisioldgica o sindrome clinico de uno o varios sintomas o
desérdenes que afectan negativamente la calidad de vida (Suri y col., 2019).
Muchas veces se confunde los términos «intolerancia a la lactosa» y «aler-
gia a la leche», si bien pueden compartir sintomas similares, son condicio-
nes completamente diferentes; la intolerancia a la lactosa es un problema
digestivo, mientras que la alergia a la leche afecta al sistema inmunolégico
(Szilagyi y Ishayek, 2018).

La lactosa no digerida en el intestino delgado alcanza el intestino grueso,
atrae fluidos via ésmosis y es fermentada por la microbiota coldnica produ-
ciendo dcidos orgdnicos de cadena corta (acético, propiénico, butirico) y
gases (di6xido de carbono, hidrégeno y metano). El fluido, los metabolitos
de la fermentacién y la velocidad con la que se producen contribuyen a los
sintomas observados: dolor abdominal, borborigmos, diarrea, nduseas, fla-
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tulencias, pérdida de apetito, distencién o hinchazén abdominal, trénsito
gastrointestinal acelerado y presién colénica (Brown—Esters y col., 2012;
Gotteland, 2018). La sintomatologia es variable de individuo a individuo
dependiendo de la actividad de la lactasa intestinal, sensibilidad individual
a la fermentacién de la lactosa, habilidad de la flora colénica para fermen-
tar la lactosa, dosis de lactosa consumida, frecuencia de consumo, forma
de consumo (dilucién de lactosa con otros nutrientes), velocidad de vacia-
miento géstrico y tiempo de trdnsito gastrointestinal. De hecho, algunos
adultos son capaces de digerir grandes cantidades de leche, mientras que
otros presentan sintomas de malabsorcién tras la ingesta de pequenas can-
tidades. Muchos estudios han abordado estos aspectos (Brown—Esters y
col., 2012; Szilagyi y Ishayek, 2018).

Tratamiento de la intolerancia a la lactosa

Uno de los métodos mds simples para tratar la intolerancia a la lactosa es la
restriccion dietaria, es decir excluir parcial o totalmente de la dieta la leche
y los productos ldcteos. Sin embargo, una de las mayores preocupaciones de
las principales instituciones de salud, como el Instituto Nacional de Salud
de los Estados Unidos (American National Institute of Health), es que las
personas con intolerancia a la lactosa no reciben suficientes nutrientes esen-
ciales, tales como el calcio y la vitamina D, requeridos para el crecimiento
y mantenimiento de los huesos en nifios y adultos. Los licteos suministran
mids calcio, proteinas, magnesio, potasio, cinc y fésforo, por caloria, que
cualquier otro alimento en la dieta de los adultos, por lo que encontrar un
sustituto a la leche no resulta una tarea ficil. Ademds, la disponibilidad y el
bajo costo relativo de los productos licteos hacen que su consumo sea con-
veniente (Brown—Esters y col., 2012; Szilagyi y Ishayek, 2018).

Por la evidencia recopilada hasta el momento se recomienda no restrin-
gir el consumo de licteos en individuos con mala digestién de lactosa, sino
mds bien regularlo; la mayoria de los intolerantes puede tolerar 12-15 g de
lactosa por dia. Se sugiere beber leche regularmente durante un periodo pro-
longado de tiempo ya que la adaptacién de la flora colénica también mejora
la tolerancia. Una estrategia ideal para controlar la intolerancia a la lactosa
es consumir regularmente leche en pequefas cantidades (por e¢j. 30-60 mL
por dia) junto con otros alimentos y aumentar gradualmente las cantidades,
segun la tolerancia, hasta una taza (250 mr). La leche fluida con mayor con-
tenido de grasa y los ldcteos sélidos (yogur, queso) pueden ser mejor tole-
rados debido al trdnsito intestinal mds lento (Brown—Esters y col., 2012;
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Szilagyi y Ishayek, 2018). Es por ello que los consumidores deben ser educa-
dos sobre las diferencias nutricionales entre los productos licteos y los sus-
titutos no ldcteos y deben guiarse en las elecciones saludables. La industria
alimentaria también puede hacer su parte mejorando las etiquetas de los
productos, indicando el contenido de lactosa y evitando las declaraciones
engafosas. La legislacién alimentaria nacional (Cddigo Alimentario Argen-
tino, CAA, 2018) define los «alimentos de contenido bajo en lactosa» (cuando
no contiene mds de 5% de la proporcién de lactosa del alimento corriente
correspondiente) y «alimento de contenido reducido» (cuando no contiene
mds del 30% de la proporcién del alimento corriente correspondiente), y no
hace referencia a la definicién de alimentos «sin lactosa» ni contempla utili-
zar la frase «contiene lactosar.

Aunque la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFsa) establece el
limite del contenido residual de lactosa para productos etiquetados como
«sin lactosa» en 1 g/L, muchas compafifas ldcteas han establecido un valor
inferior (0,1 g/L) como caracteristica de calidad (Trani y col, 2017). Por otra
parte, el empleo de preparaciones orales de enzimas B—galactosidasas, dis-
ponibles en diferentes formatos (geles, liquidos, cdpsulas o tabletas), que se
ingieren previamente o junto con el alimento, constituye otra opcién (Mli-
chovd y Rosenberg, 2006; Ferreira—Lazarte y col., 2018). Si bien se ha docu-
mentado que este tratamiento provoca una disminucién o alivio de los sin-
tomas, la efectividad de las diferentes enzimas disponibles en el mercado es
variable (Szilagyi e Ishayek, 2018).

Otro tratamiento que se ha propuesto es el consumo de alimentos ldcteos
fermentados, tales como yogur y queso, que se producen por fermentacién
bacteriana de la lactosa con produccién de 4cido lictico y otros metabolitos
(Szilagyi e Ishayek, 2018). En los quesos madurados el nivel de lactosa es des-
preciable. Por el contrario, en el caso del yogur y otras variedades de quesos
(por ¢j. procesados) es habitual la incorporacién durante la manufactura de
ingredientes ldcteos fuente de lactosa, entre otros componentes, teniéndose
niveles de lactosa en el producto final similares al encontrado en la leche o
incluso superiores (Walther y col., 2008; Gille y col., 2018). Por otro lado,
se ha sugerido el consumo de alimentos adicionados de bacterias probiéti-
cas como un tratamiento adyuvante para personas con intolerancia a la lac-
tosa (Fassio y col., 2018). Recientemente se publicé una revisién sistemdtica
sobre la eficacia de diferentes cepas probidticas, y si bien se ha demostrado la
mejora de las condiciones intestinales por su consumo, lo que favorecerian el
tratamiento de la intolerancia, se detecté que la eficacia clinica depende de la
concentracion de probidticos, la preparacién y la actividad f—galactosidasa

del cultivo (Oak y Jha, 2018).

32



Aparte de las alternativas mencionadas, la solucién mds efectiva y conve-
niente para tratar el problema de la intolerancia consiste en consumir licteos
reducidos o libres de lactosa, que son nutricionalmente idénticos a los licteos
regulares (Mlichovd y Rosenberg, 2006; Szilagyi y Ishayek, 2018). Si bien los
primeros productos reducidos en lactosa se lanzaron en la década del 7o, las
tecnologias han ido avanzando en los dltimos 20 afios. Este sector de la indus-
tria alimentaria ha ganado cada vez mds espacio en el mercado y popularidad
a nivel mundial, con un portfolio de productos que se ha ampliado enorme-
mente, sustentado por el mayor conocimiento y conciencia de los consumido-
res por la salud (Saxelin y col., 2003; Shakeel-Ur—Rehman, 2009; Suri y col.,
2019). En Argentina, se ha observado esta misma tendencia; en efecto, hace
unos anos, solo una industria lictea producia leches reducidas en lactosa unT
y en polvo, y en los tltimos tiempos se han incorporado otros actores que pro-
ducen este tipo de productos, y también se ha diversificado la oferta (yogur,
bebidas licteas y quesos procesados).

Consideraciones para el desarrollo de alimentos
lacteos reducidos o libres de lactosa

Varios métodos pueden emplearse para reducir o eliminar en su totalidad la
lactosa presente en la leche y los productos licteos (Shakeel-Ur—Rehman,
2009; Harju y col., 2012). Uno de los procesos biotecnolégicos mds anti-
guos y difundidos es la hidrélisis de la lactosa con la enzima B—galactosidasa
(EC 3.2.1.23) en forma soluble o fijada a un soporte, es decir para proce-
sos batch con enzima libre o continuos con enzima inmovilizada, respectiva-
mente. Se han publicado muchos estudios referentes al efecto de diferentes
enzimas y condiciones de proceso (dosis de enzima, concentraciéon de lac-
tosa, pH, temperatura/tiempo, etc.) en el grado de hidrélisis (Troise y col.,
2016; Xavier y col., 2018). La lactosa se hidroliza a glucosa y galactosa, obte-
niéndose productos mds dulces, ya que el dulzor relativo de lactosa, glucosa
y galactosa es de 0,4; 0,6 y 0,7, respectivamente, en comparacién con el de
la sacarosa, que es igual a 1 (Tamime y Robinson, 2007).

Por otro lado, dependiendo de las condiciones del proceso, en este
tipo de tecnologias no solo se consigue reducir la lactosa sino que tam-
bién se pueden obtener productos enriquecidos en Gos prebidticos; este
aspecto se profundiza mds adelante. El concepto de prebidtico, carbohi-
drato no absorbido que altera selectivamente la flora bacteriana intestinal
de una manera beneficiosa, fue introducido por primera vez por Gibson y

Roberfroid (1995).
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Otras tecnologias incluyen la separacién de la lactosa por métodos fisicos
como la ultrafiltracién y la cromatografia. La ultrafiltracién es un método de
separacién por membranas que permite la eliminacién de una fraccién de
la lactosa; sin embargo, durante este proceso parte de los minerales valiosos,
como el calcio, también se pierden, por lo que resulta conveniente su repo-
sicién (Vyas y Tong, 2003; Solanki y Gupta, 2014). Por su parte, la cromato-
grafia permite la eliminacién selectiva de la lactosa de la leche y el suero por
resinas de intercambio cati6nico fuertes; la separacién se basa en los diferen-
tes efectos de exclusién de iones y tamafios de minerales y proteinas, y pro-
bablemente también sobre la capacidad de la lactosa para formar complejos
con cationes ligados a las resinas. En 2001, una empresa finlandesa desarro-
116 y patenté una metodologfa que combina el tratamiento enzimdtico con
la cromatografia consiguiendo obtener una leche libre de lactosa (niveles
< 0,01%) y con el mismo sabor que la leche sin tratar. Posteriormente, se han
desarrollado y patentado nuevos métodos de produccién de leche libre de lac-
tosa mds ficiles de adoptar en las plantas ldcteas y de licenciar la tecnologfa.
Los mismos se basan en una combinacién de técnicas de membrana y proce-
sos enzimdticos (Tossavainen y Sahlstein, 2003; Harju y col., 2012).

Galactooligosacaridos: definicion,
propiedades benéficas y sintesis

Los Gos son carbohidratos no digeribles, constituidos por un niimero varia-
ble de unidades de galactosa unidas entre si y usualmente con una uni-
dad de glucosa terminal. Estos compuestos adquirieron notoriedad a partir
del conocimiento de sus efectos beneficiosos sobre la salud. El aspecto mds
sobresaliente es su rol prebidtico, produciendo efectos positivos: reducciéon
de los niveles de colesterol en sangre, prevencién del cincer de colon, alivio
de la constipacién y estimulacién de la absorcién de calcio (Park y Oh, 20105
Sangwan y col., 2011). La leche humana contiene naturalmente una elevada
concentracion de oligosacdridos de galactosa (5-20 g/L), constituyendo el
tercer componente mds abundante y formando parte de estructuras quimi-
cas complejas: al menos se han identificado 20 clases o estructuras diferentes
(Crisa, 2013). Por el contrario, en las leches de rumiantes (vaca, cabra, oveja)
los niveles detectados son muy bajos (Playne, 2003). Dado los efectos bené-
ficos reconocidos, se agregan ingredientes enriquecidos en Gos en las férmu-
las infantiles con el fin de mimetizar lo més posible la leche materna (Chirdo
y col., 2011). El uso de este ingrediente se ha extendido a otros alimentos
como helados, panificados y bebidas (Ginzle, 2011).
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Las preparaciones comerciales de Gos para su uso como ingrediente se obtie-
nen a partir de la lactosa por accién de enzimas B—galactosidasas (EC 3.2.1.23)
en una reaccion de transgalactosilacién que ocurre simultdineamente con la
reaccion de hidrolisis (Park y Oh, 2010). Especificamente, la enzima se acopla
a una molécula de lactosa, se libera una unidad glucosilo y se forma un enlace
covalente entre la enzima y el resto galactosilo. A partir de esta etapa, se pue-
den dar ambas reacciones: hidrolisis o transgalactosilacién, dependiendo del
aceptor galactosilo disponible en el medio y de la capacidad intrinseca de la
enzima para transgalactosilar; esta actividad es secundaria a la actividad princi-
pal de hidrélisis que todas las enzimas poseen (Xavier y col., 2018). La hidré-
lisis tiene lugar si el aceptor galactosilo es agua, liberdndose una molécula de
galactosa; si el aceptor es un sacdrido (glucosa, galactosa, lactosa o Gos) se pro-
duce la transgalactosilacién, es decir, la condensacién de unidades de galac-
tosa y eventualmente glucosa. El resultado final es la obtencién de una mez-
cla heterogénea y compleja de diferentes tipos de Gos en cuanto a grado de
polimerizacién (Gp: 2 a 10 unidades monoméricas), tipos de enlaces glicosidi-
cos entre las unidades (B—1—4, f—1—6) y peso molecular (Gosling y col., 20105
Park y Oh, 2010; Sangwan y col., 2011). La naturaleza de los Gos sintetizados
y su concentracién depende de varios factores: origen de la preparacién enzi-
mitica (procedente de levaduras, mohos, bacterias), grado de pureza (extracto
celular crudo de microorganismos, enzima aislada y purificada), enzima libre
o inmovilizada en un soporte, enzima individual 0 una combinacién de enzi-
mas, concentracion de lactosa, naturaleza del sustrato fuente de lactosa y con-
diciones de reaccién (pH, temperatura y tiempo, concentracién de iones);
abundante informacién hay publicada con relacién a estos aspectos (Fischer y
Kleinschmidt, 2018; Mano y col., 2018).

Con relacién a resultados propios del INLAIN, se estudié el efecto de
la concentracién de lactosa, empleando solucién patrén y una mezcla de
suero parcialmente desmineralizado y leche, y de la dosis de una enzima
B-galactosidasa comercial de alta pureza procedente de Kluyveromyces lactis,
en la produccién y rendimiento de Gos y en el tiempo de reaccién en alcan-
zar el méximo rendimiento del mismo. Particularmente, para la base suero-
leche se aplicé el método de Superficie de Respuesta (MsR) para modelar el
comportamiento de las variables estudiadas. Asimismo, se compararon las
actividades hidroliticas y transgalactosidasas de seis enzimas B—galactosidasa
comerciales que se incubaron (3 h/42°c) en una matriz lictea adecuada para
la elaboracién de un yogur batido (leche entera fluida, 2,00 g/100 ml) con-
centrado de proteinas de suero (Wpc), y 2,25 g/100 ml de leche en polvo des-
cremada (LpD). El rendimiento de cos mejoré con la concentracién de lac-
tosa, y el incremento de la dosis de enzima condujo a mayores rendimientos
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en menor tiempo de reaccién. También se observé una ligera degradacién de
los cos después del méximo alcanzado, hecho que fue mds notorio para los
ensayos con baja concentracién de lactosa inicial; la enzima hidroliza los cos
formados cuando el contenido de lactosa en el medio de reaccién es bajo
(Vénica y col., 2015). El efecto combinado de la dosis de enzima y del nivel
de lactosa modelado con MsR a partir de las mezclas de suero-leche, demos-
tré que esta herramienta estadistica es adecuada para predecir la concen-
tracién y el rendimiento méximo de Gos y el tiempo de reaccidén necesario
para alcanzar dichos maximos; las concentraciones de Gos obtenidas oscila-
ron entre 0,65 y 2,78 g/100 g, correspondiendo a rendimientos de 10 a 18%
[cos (g/100 g)/lactosa inicial (g/100 g) x 100], respectivamente (Vénica y
col., 2017). Las seis enzimas comerciales demostraron poseer similares activi-
dades hidroliticas y transgalactosidasa en las condiciones ensayadas. Los por-
centajes de hidrolisis al final de la incubacién estuvieron entre 73 y 80 %. Los
niveles mdximos de Gos (0,46 - 0,49 g/100 g) se alcanzaron a las 2 h, obser-
véndose en la mayoria de los casos una leve disminucién a las 3 h (entre el
2y 8%). Resultados similares fueron reportados por otros autores (Fischer y
Kleinschmidt, 2018; Mano y col., 2018).

Yogur funcional: reducido en lactosa y enriquecido en GOS

En el iNLAIN se llevaron a cabo estudios a diferentes escalas (5, 40 y 100 1)
que condujeron a desarrollar un prototipo de yogur reducido en lactosa y
enriquecido en Gos, a partir de diferentes formulaciones de la leche base que
corresponden a las variedades de yogures tipo bebible y batido, natural y
endulzado, y simbidticos (con probidticos y prebidticos), muy comercializa-
das en la actualidad. Una validacién a escala industrial (4000 L) confirmé los
hallazgos obtenidos. Estos resultados se presentaron en el Concurso Nacio-
nal de Innovaciones INNOVAR 2017, obteniéndose el primer premio en la
categoria «Alimentos». Ademis, se corroboré la funcionalidad del producto
obtenido, lo que podria representar una herramienta de gran utilidad para
las industrias ldcteas a la hora de evaluar la factibilidad de lanzar al mercado
nuevos productos con caracteristicas funcionales.

Se analizé el efecto del momento de adicién de la enzima (YNL—2,
Gopo) en relacién con el agregado del fermento de yogur (vF—1811, con
y sin preincubacién por 30 minutos), la dosis de enzima (0,16-0,40 g/L),
la formulacién de la leche base: leche entera y parcialmente descremada
(3 y 1,5 g de grasa/100 mv), adicién de LPD (1,10 y 2,25 g/100 mL) y wPC
(1,0 y 2,0 g/100 mL), sacarosa (8,0 y 10 g/100 mL), aspartamo (0,3 g/L),
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inulina (1,0 g/100 mL), y la incorporacién de una bacteria probidtica comercial
(L. acidophilus La—s), en el proceso fermentativo, mediante el andlisis de aci-
dez, perfiles de carbohidratos y dcidos orgdnicos (por HPLC-IR-UV) y com-
puestos voldtiles (por sSPME—GC/FID/MS), y en la produccién de Gos (por
HPLC—IR). También se evalué el impacto de las variables estudiadas sobre
estos pardmetros durante el almacenamiento de los yogures en condiciones
de refrigeracién (28 dias/s°c); en todos los casos, las fermentaciones experi-
mentales (E) fueron contrastadas en paralelo con fermentaciones controles
(c) en las que la enzima estuvo ausente. La hipétesis de trabajo planteada fue
que el cambio en los patrones de carbohidratos debido a la incorporacién de
la enzima podria afectar la actividad metabdlica del fermento y por lo tanto
el proceso fermentativo, impactando finalmente en las caracteristicas fisico-
quimicas y sensoriales del producto (Vénica y col., 2013, 2014, 20152, 2015b,
2016, 2018; Wolf y col., 2015).

Sobre la base de los resultados obtenidos se corroboré que el agregado simul-
tdneo de la enzima y el fermento fue adecuado ya que el grado de hidrélisis de
la lactosa fue similar a las experiencias en que se incluyé la etapa de preincu-
bacién con la enzima. La enzima no afecté el proceso de acidificacion, la evo-
lucién de pH fue similar en las fermentaciones experimentales en relacién con
los controles, y los tiempos de proceso en ambos casos fueron comparables
(aprox. 4 h). Menores valores de acidez titulable se detectaron en los yogures E
hacia el final del almacenamiento, diferencia que se acentué con el agregado
de sacarosa y con mayores dosis de enzima. Estos resultados se correlacionaron
con menores niveles de dcido ldctico, principal producto de la fermentacién
ldctica, aunque no se observaron cambios apreciables para los restantes dcidos
orgénicos detectados (citrico, acético, ordtico, hipurico y butirico).

Desde el inicio del proceso los niveles de lactosa disminuyeron acentuada-
mente en las fermentaciones experimentales, mientras que se incrementaron
los valores de glucosa y galactosa por accién hidrolitica de la enzima. El grado
de hidrélisis alcanzado en los yogures frescos y durante su almacenamiento se
encontré entre el 70 y 93%, que correspondieron a concentraciones residuales de
lactosa de entre 0,4 y 1,5 g/100 g, dependiendo de la dosis de enzima y la formu-
lacién. Estos productos se enmarcan dentro de la categoria de alimentos redu-
cidos en lactosa segtin el caa, como se indicé anteriormente. Las concentracio-
nes de glucosa y galactosa oscilaron entre 1,5y 2,4 g/100 gy los niveles de glucosa
fueron menores a los de galactosa en todos los casos. En efecto, es conocido que
en general los microorganismos del fermento utilizan mayormente la glucosa
como fuente de energfa. Por su parte, los yogures ¢ presentaron niveles de lac-
tosa de entre 3,2 y 5,5 g/100 g, dependiendo de la variedad, los valores de glucosa
fueron menores a 0,2 g/100 gy los de galactosa menores a 0,8 g/100 g.
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Se observé la formacion de cos desde el inicio de la fermentacién en los
yogures E por la actividad transgalactosidasa que posee la enzima, y los nive-
les se mantuvieron estables durante el almacenamiento; los contenidos fue-
ron miés elevados en los yogures con agregado de ingredientes licteos (bati-
dos) versus los yogures con ausencia de los mismos (bebible) ya que a mayor
contenido del sustrato (lactosa) en la formulacidn se favorecié su sintesis.
Estos resultados se correlacionaron con los hallados en las soluciones patro-
nes de lactosa y mezclas de leche-suero. Las concentraciones variaron desde
0,36 hasta 0,70 g/100 g para los yogures bebibles y batidos, respectivamente.
Estos niveles son similares a los reportados en formulas infantiles en los cua-
les los Gos se adicionan como ingrediente funcional para mimetizar la leche
materna (Chirdo y col., 2011). Por otro lado, las bacterias que componen el
fermento y La—s no manifestaron la capacidad de sintetizar Gos en las con-
diciones ensayadas, hecho que se contrapone con lo hallado por otros auto-
res (Martinez—Villaluenga y col., 2008).

En los distintos yogures se identificé un total de 22 compuestos voldtiles, los
cuales se han reportado como caracteristicos del aroma de diferentes varieda-
des; sin embargo, para simplificar la interpretacion de los resultados la discu-
sién se focalizé en los compuestos que derivan del metabolismo de los aztcares
y en los reportados como los principales contribuyentes del aroma (un total de
10 compuestos que incluyeron a los compuestos carbonilicos y los alcoholes).
En particular, al comienzo de la fermentacién, los niveles de acetaldehido, pro-
panona y butanona, diacetilo y 4cidos acético, butanoico y hexanoico fueron
significativamente mayores en E versus C. Esta tendencia se mantuvo a medida
que la fermentacién avanzé solamente para los 4cidos, y un efecto contrario se
observé para acetaldehido, 2,3—pentanodiona y acetoina. Al final de la fermen-
tacién, solamente el acetaldehido se encontré en niveles incrementados en E
respecto a C, mientras que la 2,3—pentanodiona y el dcido hexanoico mostraron
un comportamiento opuesto. El acetaldehido es el compuesto mds tipico del
aroma del yogur, siendo responsable de la nota fresca-frutal. Tres vias metabo-
licas han sido reportadas para su formacién: metabolismo de la glucosa, degra-
dacién del ADN y catabolismo de la treonina. El acetaldehido es un compuesto
intermediario que puede ser convertido a otros compuestos: se puede reducir a
etanol por la enzima alcohol deshidrogenasa (Tamime y Robinson, 2007). En
este estudio, esta conversion no se produjo ya que el acetaldehido aumenté a
lo largo de la incubacién, mientras que el etanol sufrié una disminucién tem-
prana y luego se mantuvo sin cambios. De esta manera, la acumulacién de ace-
taldehido en los yogures sugirié que las actividades enzimdticas para su forma-
cién prevalecieron frente a aquellas involucradas en su conversién a etanol. Ott
y col. (2000) propusieron que las dicetonas 2,3-butanodiona (diacetilo) y 2,3—
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pentanodiona se producen por decarboxilacién espontdnea de sus precursores
(2—acetolactato y 2—acetohidroxibutirato, respectivamente) compuestos inter-
mediarios derivados de la glucosa para la formacién de diacetilo, y de la treo-
nina y glucosa para la 2,3-pentanodiona. De esta manera, teniendo en cuenta
que la glucosa es el principal sustrato para la generacién de estas dicetonas, fue
razonable esperar mayores niveles en los yogures E vs ¢; sin embargo, este hecho
no pudo verificarse. En efecto, similar comportamiento fue obtenido por Bara-
nowska (2006) en yogures adicionados de lactosa y glucosa, demostrando que
las bacterias ldcticas pueden utilizar tanto la lactosa como la glucosa para sinte-
tizar dicetonas. Durante el almacenamiento, los niveles de acetaldehido y 2,3—
pentanodiona en los yogures E superaron los encontrados en C, mientras que
el 4cido acético mostré un comportamiento opuesto. En cuanto a la evolucién
de estos compuestos durante los 28 dias de almacenamiento, se observé que el
acetaldehido se mantuvo sin cambios, el diacetilo y la 2,3 pentanodiona experi-
mentaron un incremento a los 7 dfas y luego se mantuvieron constantes, y que
el acético mostré un aumento paulatino en todos los yogures. La misma ten-
dencia fue reportada por varios autores (Ferndndez—Garcia y McGregor, 1994;
Kaminarides y col., 2007).

Los perfiles sensoriales percibidos por los panelistas fueron similares para
los yogures E en los que se disminuy6 el contenido de sacarosa agregada en
un 20 % en comparacién a la formulacién del yogur ¢, lo que resulta en una
ventaja desde el punto de vista nutricional.

Finalmente, el prototipo de yogur reducido en lactosa y enriquecido en
GOS se someti6 a un ensayo 7 vivo en un modelo experimental de ratas
en crecimiento (Wistar macho recién destetadas). Este trabajo se realizé en
la cdtedra de Bioquimica General y Bucal de la Facultad de Odontologia
(uBA). Se observé un aumento en el niimero de colonias de lactobacilos feca-
les en las heces de los animales alimentados con la dieta de yogur experi-
mental comparativamente a los animales alimentados con el yogur control
desde la primera semana de la experiencia hasta su finalizacién (30 dias), el
pH cecal fue significativamente menor en el primer grupo versus el segundo
(5,2 vs 6,8), mayor produccién de dcidos de cadena corta fueron detecta-
dos (propiénico: 14,59 vs 4,33 mg, butirico: 14,45 vs 2,76 mg) y el contenido
mineral ¢seo (cM0) y la densidad mineral ésea (DM0) medidos por densito-
metria fueron mayores (CMO: 1,258 vs 1,195 g y DMO: 0,317 Vs 0,309 g/cm®)
al final de la experiencia. De esta manera se corroboré la funcionalidad del
producto obtenido ya que se encontraron mejoras de los pardmetros evalua-
dos evidenciando un efecto beneficioso sobre la microbiota intestinal y la
salud 6sea durante el crecimiento (Seijo y col., 2018).
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2.2. Yogur enriquecido
en Caseinofosfopéptidos (CPP)

Carina Bergamini, Verénica Wolf, Ma. Cristina Perotti

Caseinofosfopéptidos. Definicion y caracteristicas

Las proteinas ldcteas (caseinas y proteinas de suero) son precursoras de una
gran variedad de péptidos bioactivos que presentan diversas actividades bio-
légicas tales como antimicrobiana, antihipertensiva, inmunomoduladora,
antitrombética, opidcea, antioxidante, anticariogénica, etc. Estos péptidos
corresponden a fragmentos inactivos dentro de la proteina precursora pero
que pueden ejercer actividades bioldgicas especificas luego de su liberacién
in vivo durante la digestién gastrointestinal, 7z vitro mediante la accién de
enzimas especificas o iz situ durante la elaboracién del alimento (Korhonen
y Pihlanto, 2006; Korhonen, 2009; Phelan y col., 2009).

Dentro de la amplia gama de péptidos bioactivos, los péptidos fosforilados
derivados de las ais1, aus2 y B—caseinas, caseinofosfopéptidos (cpp, por sus siglas
en inglés) han demostrado actividad anticariogénica y antioxidante, y ademds
tienen influencia en el metabolismo de varios minerales mejorando su biodis-
ponibilidad y absorcién a nivel intestinal. Muchos de estos péptidos comparten
la caracteristica de presentar en su secuencia tres residuos fosfoseril, seguidos
por dos residuos de 4cido glutdmico, es decir —SerP—SerP—SerP-Glu-Glu—
(Reynolds, 1998; Silva y Malcata, 2005). Esta zona de alta carga negativa es
responsable de la unién de los cpp a distintos minerales, formando complejos
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solubles, lo que constituye la razén de su efecto sobre la absorcién de los mis-
mos y de su actividad anticariogénica (Cross y col., 2005).

Actividad anticariogénica de los CPP

Entre las propiedades bioactivas de los cpp, la actividad anticariogénica ha
sido la mds estudiada, para la cual se han propuesto diferentes mecanis-
mos de accién. Los cpp tienen la capacidad de estabilizar el fosfato de cal-
cio en una solucién metaestable formando complejos solubles con el fos-
fato de calcio amorfo (acp) a través de los multiples enlaces con los residuos
fosfoserina de su estructura (ccp—acp). El mecanismo de accién antica-
riogénica supone la incorporacién inicial del complejo cpp—ace dentro de
la placa dental. Se ha sugerido, ademds, que el complejo cpr—acp consti-
tuye un reservorio de calcio y fosfato amorfo tanto en la saliva como den-
tro de la placa, el cual actta decreciendo la velocidad de pérdida de calcio
desde la placa durante un ataque 4cido y amortiguando la acidez a través
de una accién buffer. Este efecto contrarresta el descenso de pH causado
por las bacterias acidogénicas, inhibe la desmineralizacién y/o incrementa
la remineralizacién de lesiones del esmalte. En contraste con esta teorfa, en
los tltimos anos ha surgido la hipétesis de que la accién de los cpp seria més
pasiva y actuarfa protegiendo la superficie dental a través de la formacién
de un recubrimiento estable por un proceso de adsorcién fisico-quimico
(Reynolds, 1998; Cross y col., 2005; Kanekanian y col., 2008).

Es importante destacar que los productos licteos presentan de por si propie-
dades anticariogénicas, las que han sido atribuidas a diferentes componentes
de la leche como calcio y fésforo, caseina, proteinas de suero y fraccion pro-
teasa—peptona, ademds de los cpp, que han sido los mds estudiados. Hay estu-
dios que indican una asociacién entre la ingesta de productos licteos (leche,
queso y yogur) y una menor incidencia en la aparicién de caries (Grenby y
col., 2001; Warner y col.; Herod, 2009).

Estrategias tecnologicas para obtener
alimentos enriquecidos en CPP

La presencia natural de cpp en productos licteos se ha atribuido a la
produccién in situ de los mismos por la accién de enzimas proteoliticas
nativas de la leche como la plasmina o de origen microbiano de los cul-
tivos utilizados en los productos fermentados. Asimismo, los cpp se pue-
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den producir iz vive durante la digestién enzimdtica del alimento ldcteo
por accién de proteasas pancredticas tales como tripsina y quimotripsina
(Chianese y col., 2003; Ardd y col., 2007; Silva y Malcata, 2005). Ade-
mds, diversas estrategias se han aplicado para lograr un incremento de
cpp en alimentos. Por un lado, estos péptidos pueden ser incorporados
como aditivos alimentarios. Esto implica la obtencién de los mismos a
escala industrial mediante hidrélisis enzimdtica de suspensiones concen-
tradas de caseinato utilizando las enzimas mencionadas previamente (trip-
sina y quimotripsina) asi como otras enzimas proteoliticas (pepsina, ter-
molisina, papaina, pancreatina, etc.). Productos patentados tales como
Recaldent™, cegocrp y Capolac se comercializan para tal fin. La pri-
mera incursién del uso de cpp en alimentos la realizé la empresa de golo-
sinas Cadbury Adams, que lo incorporé a la goma de mascar Trident,
que en Argentina se comercializa con la marca Beldent. También se adi-
cionan a bebidas (Kotsu calcium, Tekkotsu Inryou) o productos de
higiene y cuidado bucal (Prospec MiPaste™, Gc Tooth Mousse™,
Gum White) (Reynolds, 1991; Ellegird y col., 1999; Reynolds, 2002 y 2005;
Korhonen, 2009). La adicién de complejos de cpp—acp en productos licteos
y de confiterfa produjo un incremento de la remineralizacion del esmalte,
que fue dependiente de la dosis de cpr—acp adicionada (entre 2 y 5 g/L).
Ademds, se ha comprobado que la adicién de cpp—acp en productos azu-
carados inhibié la progresién de lesiones del esmalte dental, ain mds que
en los mismos productos libres de aztcar (Walker y col., 2009, 2010).

Otra de las estrategias utilizadas para el incremento de cpp en yogur ha
sido la adicién de un fermento probidtico, que demostré una mayor pro-
duccién de cpp en el producto. En ensayos in vitro, se demostré que un
extracto de este yogur probidtico produjo un incremento de la remineraliza-
cién y disminucién de la desmineralizacién del esmalte dental (Chianese y
col., 2003; Ferrazano y col., 2008).

Por otro lado, otros investigadores plantearon el incremento de cpp en
yogur mediante su produccién in situ durante la elaboracién aplicando
una hidrélisis previa de la leche con tripsina. Si bien se obtuvieron yogures
enriquecidos en cPp, se observé que esta estrategia afecté negativamente la
textura del producto ya que incrementé su sinéresis y disminuyé su visco-
sidad (Lorenzen, 2004; Lorenzen y Meisel, 2005). Otra posible desventaja
de este proceso de hidrélisis es la aparicién de sabores indeseables debido
a la formacién de determinados péptidos amargos (péptidos de naturaleza
hidrofébica), lo que depende de la enzima y de las condiciones de hidré-
lisis utilizadas (Brule y col., 1994). En el INLAIN se evalud esta estrategia
para la obtencién de distintos tipos de yogures enriquecidos en cpp. Los
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resultados obtenidos en relacién con la composicién, acidificacién, pro-
tedlisis, niveles de cpp en los yogures, asi como la actividad anticariogé-
nica, se presentan a continuacion.

Yogures enriquecidos en CPP y evaluacion
de la actividad anticariogénica

En experiencias a escala laboratorio (400 mL) se elaboraron tres tipos de
yogures: con adicién del cultivo probiético L. acidophilus La—s (p), con
inclusién de la enzima tripsina (1) y control (c). En las elaboraciones se uti-
liz6 como mezcla base leche entera fluida adicionada de leche en polvo des-
cremada (LpD). Con relacién al uso de tripsina, se evalué la hidrdlisis previa
de la leche de elaboracién (2h/40°c) utilizando una relacién enzima: sus-
trato de 1:9000. Luego se procedié al tratamiento térmico, que en los yogu-
res T sirvi6 también para desnaturalizar la enzima, y se inicié el proceso fer-
mentativo (42°c) con la adicién del fermento.

La hidrélisis previa de la leche con tripsina produjo un retraso de 40
minutos en la fermentacién en comparacién con los yogures c y p. La posa-
cidificacién durante el almacenamiento (5°c/14 dias) fue similar en todos
los yogures. En los perfiles electroforéticos de la fraccién insoluble a pH 4,6
se pudo comprobar la desaparicién de las bandas correspondientes a las B—
y as1—CN y una disminucién de la ois2—cN. Asimismo, en los perfiles pepti-
dicos de la fraccién soluble a pH 4,6 obtenidos por HPLC—RP, se observé la
presencia de cpp solamente en los yogures T. La identificacién de los cpp se
realiz6 por comparacién de los perfiles peptidicos de los yogures con los per-
files de cpp. En este sentido, en experiencias preliminares se aislé una frac-
cién de péptidos mediante precipitacidn selectiva con cloruro de calcio y
etanol en frio a partir de un hidrolizado de caseinato de sodio con trip-
sina, ajustado a pH 3,5. Se ha reportado que en estas condiciones se recupe-
ran los péptidos con la secuencia —Ser(P)—Ser(P)-Ser(P)—, a los que se les
atribuyé propiedad anticariogénica. El pH es una variable muy importante
en la recuperacién de los péptidos de interés ya que a otros valores precipi-
tan también péptidos mono y difosforilados, los cuales no tienen actividad
anticariogénica (Reynolds y col., 1994). Una mayor sinéresis se tuvo en los
yogures T comparativamente a C y P. Teniendo en cuenta estos resultados,
en un segundo estudio se evalué el incremento del nivel de sélidos a través
de la adicién de sacarosa y polvos licteos con multiples propésitos: poten-
ciar la sintesis de cpp por un incremento del nivel del sustrato de la reac-
cién, reducir los defectos de textura y enmascarar el sabor amargo aportados
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por algunos péptidos. Para ello, se elaboraron yogures naturales y endulza-
dos con sacarosa, con y sin adicién de tripsina (experimentales T y contro-
les ¢) (a escala de 3 1), empleando como materia prima diferentes mezclas
de leche fluida, LPD y caseinato de calcio (cacn). Se verificé que la proted-
lisis inicial de la leche producida por el tratamiento con tripsina (1 h/40°c)
afecté negativamente la actividad metabélica del fermento, aunque sola-
mente en los yogures con sacarosa, ya que se produjo un retraso en la fer-
mentacion. Por el contrario, los yogures T sin sacarosa presentaron el mismo
tiempo de fermentacién que los controles. Lorenzen y Meisel (2005) repor-
taron un retardo en la fermentacién de aproximadamente 30 minutos y una
menor produccién de 4cido lictico en yogures elaborados con leche hidro-
lizada con tripsina en comparacion a los yogures no tratados. Por otro lado,
la presencia de cacN produjo una demora en el proceso fermentativo, lo que
puede ser atribuido a un mayor efecto buffer causado por el caseinato. Los
perfiles peptidicos de los yogures T fueron mds complejos, presentando una
gran cantidad de picos, identificindose entre ellos los correspondientes a los
cpp. Se observd que las dreas de estos picos fueron mayores en los yogures
hidrolizados preparados con leche fortificada con caseinato, lo que se atri-
buyé a la mayor concentracién del sustrato caseinico. Por otro lado, algunos
defectos fueron detectados en los yogures T: menor consistencia y cremosi-
dad, y mayor sinéresis y sabor amargo. El sabor amargo puede ser atribuido
a péptidos hidrofébicos producidos durante la hidrdlisis de la caseina (Brule
y col., 1994). Sin embargo, se verificé que el agregado de sacarosa minimizé
los defectos de textura, asociado al incremento del contenido de sélidos de la
matriz (Chandan y O'Rell, 2006) y disminuy® la percepcién de los sabores
amargo y 4cido. Otra alternativa que se propone para corregir los defectos
de textura y sabor es el empleo de estabilizantes y saborizantes, entre otros.

La anticariogenicidad de los yogures de la dltima experiencia se evalué a
través de un ensayo iz vitro de desmineralizacidn, el cual emplea hidroxia-
patita (HA) como modelo dental. El ensayo se basa en poner en contacto la
HA con un extracto de yogur, de modo que los componentes anticariogéni-
cos se adhieran a la superficie del material. Luego de una etapa de lavado,
la HA se expone un cierto tiempo a la accién de un buffer de pu 4cido, que
simula la solucién erosiva. Finalmente, se separa la HA por centrifugacién
y en el sobrenadante se analiza el ca y p proveniente de la disolucién de la
HA por el 4cido. Por comparacién de los niveles de ca y p solubilizados para
muestras de yogur y aquéllos liberados en ausencia de la muestra de yogur
(Ha+buffer), se calculé la proteccién porcentual de la desmineralizacién de
la HA ejercida por los componentes anticariogénicos presentes en los yogures
(Kanekanian y col., 2008).
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Todos los yogures, tanto controles como hidrolizados, mostraron un
efecto protectivo, que oscil6 entre 50 y 75%. Esto refleja que mds alld de la
presencia de cPp, Gnicamente presente en los yogures T, otros componentes
de la matriz ldctea ejercieron una proteccién a la erosién dcida de la Ha, tal
como se ha reportado en varios trabajos (Grenby y col., 2001; Warner y col.,
2001; Herod, 2009).

En particular, en el caso de los yogures con LpD, se observé que el efecto
protectivo en la liberacién de ca y p por parte de los yogures naturales T fue
15 y 10% mayor, respectivamente, que para los correspondientes yogures c,
tanto al final de la elaboracién como a los 14 dias de almacenamiento. En el
caso de los yogures con sacarosa, los yogures T ejercieron un efecto protec-
tivo en la liberacién de ca que fue 11 % superior a los respectivos yogures c al
final de la elaboracién, mientras que a los 14 dias, este valor alcanzé niveles
de 18 %. El efecto en la liberacién de P en los yogures azucarados fue similar
al observado en los naturales.

En el caso de los yogures elaborados a partir de la mezcla con LpD y cacn,
los yogures T presentaron un nivel de proteccién hacia el ca 14% mayor en
comparacion a los respectivos yogures c recién elaborados y luego de 14 dias
de almacenamiento. En relacidn a la liberacién de p, el incremento en la pro-
teccion de los yogures T respecto a los yogures ¢ fue de 9 y 14% al final de la
elaboracién y a los 14 dias, respectivamente. Los valores de proteccién mos-
traron la misma tendencia en los productos naturales y con sacarosa.

Los resultados obtenidos para los distintos tipos de yogures mostraron un
claro incremento en la proteccién de la Ha contra la erosién producida por
el 4cido por accién de los cpp presentes en los yogures experimentales. Estos
resultados indican que dichos compuestos compiten mds eficazmente con
los iones H* por los sitios de enlace a la HA y reduce su solubilizacién. Por
otra parte, se evidencié que los valores obtenidos de la proteccién de la HA
por la presencia de los productos hidrolizados no dependié de la composi-
cién de la matriz (contenido de caseinas y azdcares). Ademds, el tiempo de
almacenamiento de los yogures no afecté el efecto anticariogénico.
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2.3. Acido linoleico conjugado (CLA) en yogur
y formulacion de un ingrediente alto CLA

Ma. Ayelén Vélez, Silvina Rebechi, Erica Hynes,
Leila Pozza, Verénica Wolf y Ma. Cristina Perotti

Definiciones y caracteristicas

El 4cido linoleico conjugado, denominado cominmente cLA por sus siglas
en inglés (Conjugated Linoleic Acid), es un término genérico usado para
describir la mezcla de isémeros posicionales y geométricos del 4cido lino-
leico (La, Ci8:2 9¢,12¢) con dobles enlaces conjugados. Se ha descripto que
los dobles enlaces pueden encontrarse entre las posiciones 6 y 15 de la cadena
carbonada y con 4 isomerias geométricas (trans, trans; cis, trans; trans, cis
y cis, cis), dando un total de 28 isémeros posibles (Roach y col., 2002). Sin
embargo, los isdémeros mds importantes desde el punto de vista biol6gico
son 9¢,11t (conocido como dcido ruménico) y 10t,12c.

Efectos benéficos para la salud
Entre los posibles efectos beneficiosos se pueden citar la reduccién del con-
tenido de grasa corporal y aumento de masa muscular, prevencién de arte-

rioesclerosis, reduccién del colesterol plasmdtico, estimulacion del sistema
inmune, inhibicién del inicio de carcinogénesis y posiblemente activi-
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dad antioxidante, efectos que se han evidenciado en innumerables expe-
rimentos in vitro y en algunos casos in vivo, aunque los mecanismos de
acciéon no se han establecido por completo (Pariza y col., 2000; Hur y
col., 2007; Abbas y col., 2014; Kim y col., 2016; Fuke y Nornberg, 2017;
Koronowicz y Banks, 2018). Las mds recientes investigaciones sugieren
que algunos de los efectos fisiolégicos resultarfan de mdltiples interaccio-
nes entre los dos isémeros biolégicamente activos; sin embargo, en algu-
nos casos estos isdmeros podrian actuar en oposicién (Bhattacharya y
col., 2006; Park, 2009). Algunos autores proponen niveles de ingesta dia-
ria con el fin de conseguir los efectos positivos mencionados (Berg y col.,
1995; Parodi, 2004; Sieber y col., 2004; Whigham y col., 2007); otros sena-
lan que se necesita investigacién adicional para clasificar los niveles reque-
ridos en humanos segtin el efecto biolégico (Fontecha y Judrez, 2017).
Se encuentran disponibles en el comercio suplementos dietarios (Tona-
lin de Natrol®, YourLife®, VitaminWorld®) en forma de cdpsulas, com-
puestos por aceites ricos en CLA con una concentracién total de 60-90%
y conteniendo principalmente los isémeros 9c,11t y 10¢,12t (Larsen y col.,
2003; Rodriguez—Alcald y Fontecha, 2007).

Origen de CLA. Alimentos lacteos como fuente de CLA

El cLa estd presente naturalmente en los tejidos animales, predominante-
mente en el tejido graso de rumiantes y en menor proporcién de anima-
les no rumiantes, y es un componente habitual de la leche de rumiantes. Se
origina en el rumen por accién microbiana (principalmente por la bacteria
anaerobia estricta Butirovibriofibrisolvens y también por Megasphaeraelsdenii)
mediante reacciones de isomerizacién y biohidrogenacién de los 4cidos gra-
sos poliinsaturados (PUrA) aportados por la alimentacién, principalmente
4cidos linoleico y linolénico (LNa, €18:3 9¢, 12¢,15¢), y también por la desatu-
racién del 4cido vaccénico (c18:1 11t) por la enzima Ag desaturasa en la glén-
dula mamaria de vacas lactantes (Sieber y col., 2004; Parodi, 2004; Wang y
Lee, 2015). Un requisito para que se produzca la sintesis de cLA es la presen-
cia de los 4cidos grasos (principalmente La) en estado libre, por lo cual es
necesario que se produzca previamente una hidrélisis enzimdtica de los tria-
cilgliceroles, fosfolipidos y glicolipidos. La biohidrogenacién ruminal es un
proceso complejo y no completamente dilucidado; otras isomerasas podrian
participar de este proceso influenciadas por diferentes factores tales como la
dieta del animal, el sistema de produccién, las condiciones medioambienta-
les, la regién geogréfica, la raza del animal, etc., lo que explicaria la presencia
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de los otros isémeros ademds de los mayoritarios mencionados y la amplia
variabilidad en los valores de concentracién encontrados (Parodi, 2004;
Collomb y col., 2006). Asimismo, las condiciones de procesamiento del ali-
mento también contribuyen a las diferencias observadas. En efecto, el nivel
naturalmente presente en leche y productos licteos es relativamente bajo y
se ubica entre 0,6 y 15,0 mg/100 g de grasa; en muchos casos estos valores
estdn debajo de los niveles que se consideran adecuados para ejercer los efec-
tos saludables (Akalin y col., 2007; Oliveira y col., 2009; Korhonen, 2009;
Koronowicz y Banks, 2018). Datos acerca del nivel de cLa de los alimentos
ldcteos que consumimos en nuestro pais son pricticamente inexistentes; en
nuestro Instituto se han analizado muestras de yogures comerciales de dife-
rentes variedades y encontramos niveles que oscilan entre 0,50 y 1,15 mg/100
g de grasa (Rebechi y col., 2018).

Estrategias para incrementar los niveles
de CLA en alimentos lacteos fermentados

Varios desarrollos se han orientado a incrementar el contenido de cLA en
matrices ldcteas. En algunos paises se comercializan leche fluida, leche en
polvo, yogur y quesos enriquecidos en cra (Rodriguez—Alcald y Fontecha,
2007). En nuestro pais, los alimentos enriquecidos en cLA son prictica-
mente inexistentes.

La alternativa mds antigua y una de las mds ensayadas para producir una
leche «naturalmente» enriquecida en cra es la manipulacién de la dieta del
animal, a través del incremento de los niveles de los precursores necesarios
para la sintesis ruminal. Por otro lado y debido al hecho que la formacién
de cLA tiene un origen microbiano, como se indicé anteriormente, esto con-
dujo a la hipétesis de que otros microorganismos, incluidas bacterias ldcti-
cas, podrian sintetizarlo. Varios estudios iz vitro han permitido identificar
microorganismos productores, y muchos de ellos fueron incluidos como cul-
tivos starter en la manufactura de alimentos ldcteos fermentados (Lin y col.,
1999; Sieber y col., 2004; Ogawa y col., 2005; Akalin y col., 2007; Dahiya
y Puniya, 2018). Sobre estas dos estrategias, algunos estudios fueron abor-
dados por grupos de investigacién nacionales (Gagliostro y col., 2006; Van
Nieuwenhove y col., 2007; Taboada y col., 2015). Otra opcién para conse-
guir un alimento enriquecido en cLA, consiste en incorporar un ingrediente
de cra durante su fabricaciéon (www.foodnavigator-usa.com/Markets, 2013).
Sobre este desafio tecnoldgico se ha realizado un importante avance desde el
INLAIN, que se profundizard a continuacidn.

53



Preparacion de un ingrediente rico en CLA

El disenio de alimentos enriquecidos en cLa presenta varios desafios, como
por ejemplo la proteccién de los isémeros frente al deterioro quimico
durante el procesamiento y el almacenamiento del alimento, la incorpora-
cién de cantidades significativas en el producto final y la mejora de la biodis-
ponibilidad de los biocompuestos. Una opcién novedosa para hacer frente a
estos retos consiste en aplicar métodos de encapsulacién. La encapsulacién
implica el disefio o formulacién de un sistema en el que el compuesto de
interés es recubierto dentro de una matriz que lo protege de los tratamien-
tos aplicados durante el procesamiento y almacenamiento del alimento, los
que podrian afectar negativamente a dicho componente y, ademds, mejorar
su biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal (Joye y col., 2014). La bio-
disponibilidad refiere a la fraccién del compuesto de interés que alcanza la
circulacién sistémica y se encuentra disponible para ejercer su accién bene-
ficiosa en el organismo (Carbonell-Capella y col., 2014; Vélez y col., 2017a).

Dentro de las técnicas de encapsulacion, la tecnologia liposomal es una
estrategia muy innovadora que tiene caracteristicas beneficiosas, como la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad y capacidad de encap-
sular compuestos lipo e hidrofilicos. Los liposomas son estructuras tipica-
mente esféricas auto ensambladas formadas principalmente por lipidos pola-
res (fosfolipidos) estructurados en forma de una o mds bicapas (lamelas) y
que encierran medio acuoso en su interior. En la actualidad existen nume-
rosos métodos de preparacién de liposomas. El principio que subyace a la
formacion de las vesiculas es la interaccién entre las moléculas de lipidos
y el agua (interacciones hidrofébicas, de Van der Waals, electrostdticas). El
suministro de energia (por ejemplo, a través de la homogeneizacién, sonica-
cidn, agitacion, etc.) da lugar a la disposicién de las moléculas lipidicas en
forma de bicapa logrando un equilibrio en la fase acuosa (Mozafari, 2005).
La bicapa lipidica que forma estas estructuras es similar a la porcién lipidica
de membranas bioldgicas, lo cual las hace capaces de transportar compues-
tos hidrofébicos o hidrofilicos. El tamano de las vesiculas puede variar desde
20 nm a varios micrones, dependiendo de las condiciones de preparacién.
Los nano liposomas son particulas de tamafio nanométrico, generalmente
menor a 200 nm (Livney, 2015). Estas particulas tienen muchas similitu-
des fisicoquimicas con liposomas convencionales pero tienen los beneficios
de ser nanotransportadores, asi como posee una gran superficie y un mejor
potencial de penetracién (Jafari, 2017). El tamafio y la lamelaridad de las
vesiculas influyen en la vida media y por lo tanto, estabilidad, y en la eficien-
cia de encapsulacién de los compuestos target.
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Para aplicaciones alimentarias, es importante que los componentes que
se elijan como material encapsulante sean de grado alimenticio, biodegra-
dables y capaces de aislar u ofrecer una barrera entre la fase interna y el
medio que rodea la vesicula (Nedovic y col., 2011). En este sentido, en el
INLAIN se propuso generar conocimiento novedoso sobre dichas estructuras,
tendiente a mejorar el desempeno de las vesiculas para transportar y entre-
gar cLA, dando lugar a numerosas potenciales aplicaciones. Se desarrolla-
ron liposomas sobre la base de fosfatidil colina de soja por ser un compuesto
ampliamente utilizado en el sector agroalimentario con diferentes propdsi-
tos (por ej.: aditivo alimentario emulsionante). Se trabajé con el método de
inyeccién etandlica ya que ofrece ventajas en cuanto a su factibilidad para
el escalado, es simple, no requiere la utilizacién de solventes peligrosos y
en general conduce a la formacién de liposomas oligolamelares sin reque-
rimientos técnicos excesivos (Wagner y col., 2002; Jahn y col., 2004; Gha-
rib y col., 2016). Las formulaciones estudiadas en las que se vari6 la pro-
porcién molar de fosfatidil colina de soja y cLa (2:0,4 y 2:1) mostraron una
alta estabilidad (30 dias/4°c) y capacidad para proteger al cLa, con una efi-
ciencia de encapsulacién determinada por cromatografia de gases mayor al
80%. En todos los casos, el tamano medio de las vesiculas, caracterizado por
dispersién dindmica de la luz, fue inferior a 300 nm, siendo mayor en las
suspensiones con CLA. Las imdgenes de la microscopia electrénica de trans-
misién (TEM) mostraron evidencia de la presencia de vesiculas oligolamela-
res. Respecto a la fluidez de membrana analizada por resonancia paramag-
nética electrénica (EPR), se distinguieron dos comportamientos en la bicapa:
el cLa en las dos formulaciones desordend la zona externa incrementando
su fluidez, pero la formulacién con mayor proporcién de cLa ocasiond una
disminucién de la fluidez en el interior de la membrana; estos resultados
podrian tener implicancias en el desempefio de las suspensiones liposo-
males durante el pasaje gastrointestinal (Vélez y col., 2017¢). Estos resul-
tados se presentaron en la Feria INNOVAR 2017 (Vélez y col., 2017b). Hasta
el momento, segin nuestro conocimiento, no existen antecedentes publica-
dos, ni tampoco ldcteos alto cLa disponibles comercialmente, con la tecno-
logia de encapsulacién en liposomas. Ademis, se encontré que las suspensio-
nes liposomales con cLa resistieron exitosamente el secado por liofilizacién
(Vélez y col., 2019). El polvo obtenido luego del proceso se rehidraté en
un simulante de leche (pH > ) y las vesiculas se caracterizaron. Los liposo-
mas con cLA liofilizados y rehidratados presentaron mayor estabilidad que
los liposomas controles (ausencia de sedimentacién), menor tamano medio
(< 600 nm) y menor indice de polidispersién, lo cual indica una dispersién
de tamafo homogénea. La eficiencia de encapsulacién se mantuvo estable
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(70%) durante 30 dias. La microscopia TEM corrobord la presencia de vesi-
culas (Fig. 1), y la fluidez de membrana verificada en las suspensiones frescas
no se modificé durante el proceso de secado.

Figura 1. Microfotografias (TEM) de liposomas liofilizados y rehidratados,

a 3 dias de almacenamiento. A y B: liposomas controles y con CLA,
respectivamente (Adaptacion de Vélez y col., 2019)

El préximo paso fue evaluar el impacto de la incorporacién del ingre-
diente en polvo en la tecnologia de yogur. No se produjo una modificacién
en el tiempo de fermentacién por dicho agregado, no hubo diferencias de
pH y acidez y se evidencié una menor sinéresis al final del almacenamiento
(21 dias 4°c) comparado con los yogures sin el agregado del ingrediente. El
proceso de elaboracién y almacenamiento no afecté al cLa contenido en los
liposomas ya que muy altos porcentajes de recuperacién (> 95%) se obtuvie-
ron para los yogures adicionados respecto de los yogures sin adicién. Esto
indicarfa el éxito de las estructuras desarrolladas para proteger al biolipido
de su degradacién, con las que se consigui6é un yogur en el que se triplicé el
nivel de cLa respecto al nivel basal presente en la leche de partida.
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3. Mohos productores de gas
y Gluconobacter: nuevos alterantes
microbianos en yogures argentinos

Ma. Lujan Capra, Laura Frisén, Carolina Chiericatti,
Ana Binetti y Jorge Reinheimer

Este escrito presenta como casos notables en las producciones de yogur en
Argentina, muestras en las que se detectaron microorganismos alterantes no
previamente reportados como tales en leches fermentadas (mohos producto-
res de gas y bacterias del género Gluconobacter).

El deterioro microbiolégico de los alimentos constituye un problema sus-
tancial para los consumidores y la industria alimentaria, ya que conduce a
productos no aptos, al descarte de los mismos y a muy importantes pérdi-
das econémicas. Durante su almacenamiento, los alimentos frescos repre-
sentan nichos atractivos para la supervivencia y crecimiento de microorga-
nismos indeseables.

En productos ldcteos, la presencia y efecto de bacterias alterantes y/o paté-
genas se encuentra mejor documentada en comparacion con la informacién
disponible en tal sentido sobre mohos y levaduras (Garnier y col., 2017b).
Los lécteos son menos susceptibles al deterioro por mohos que otros pro-
ductos tales como frutas y verduras. Esto se debe a que deben conservarse
en almacenamiento refrigerado, generalmente se elaboran a partir de leche
tratada térmicamente, contienen naturalmente dcidos orgdnicos y en el caso
de alimentos fermentados, cuentan con microbiota dominante la cual acidi-
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fica el medio. Sin embargo, incluso quesos y yogures son susceptibles frente
a mohos (Garnier y col., 2017a; Buehler y col., 2018) siendo el yogur consi-
derado entre los productos licteos mds perecederos frente al deterioro fin-
gico (Gougouli y Koutsoumanis, 2017), aunque debe aclararse que los orga-
nismos alterantes «cldsicos» fueron siempre levaduras.

Mohos como alterantes de yogur

Un ndmero significativo de especies fingicas puede sobrevivir e incluso crecer
en productos ldcteos gracias a su habilidad de metabolizar diferentes compues-
tos presentes en tales alimentos. Mds adn, ciertas especies son xerofilicas, dcido-
tolerantes y/o psicrotolerantes, pudiendo incluso en cierta medida sostener el
crecimiento en presencia de conservantes quimicos adicionados para extender
la vida ttil en estos alimentos (Serhaug, 2011; Garnier y col., 2017a).

El deterioro producido por mohos y levaduras en los yogures puede eviden-
ciarse a través del crecimiento (colonia o talo) en la superficie del producto, asi
como también por presencia de sabores y/u olores desagradables causados por la
produccién de metabolitos (etanol, compuestos orgdnicos voldtiles) y/o de enzi-
mas lipoliticas o proteoliticas, por alteraciones del color y/o textura y por pro-
duccién de co, gaseoso (Foschino y col., 1993; Garnier y col., 2017a, b). Prin-
cipalmente, la presencia de levaduras en yogur se debe a contaminaciones pos
pasteurizacién, aunque ciertas especies muestran elevada resistencia térmica (Gar-
nier y col., 2017a). Los mohos responsables de alteraciones en productos licteos
son diversos en género (Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Thamnidium)y
especie. Han sido aislados mayormente de quesos con alteraciones aunque pue-
den también contaminar productos tratados érmicamente. Andlogo a lo expli-
citado para levaduras, generalmente son debido a contaminaciones pos proceso
térmico o en algunos casos, por presencia de esporos flingicos termorresistentes.

Exceptuando la produccién de micotoxinas —algunas especies de Penicillium
y Aspergillus spp. pueden producir bajas concentraciones de micotoxinas u
otros metabolitos téxicos en quesos (Serhaug, 2011)— el deterioro del pro-
ducto es la principal preocupacion asociada al crecimiento de los mohos en
un alimento. Sin embargo, y a pesar de que no se las tiene en cuenta como
un riesgo bioldgico, ciertas especies usualmente consideradas comensales
pueden comportarse como patdgenos oportunistas en situaciones especiales
(Russell y col., 2017; Snyder y Worobo, 2018). De modo que el problema debe
contemplarse también desde aspectos de seguridad alimentaria y no solo desde
la inconveniencia del reclamo del consumidor, su insatisfaccién por el pro-
ducto y su pérdida de confianza por la marca.
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A partir del andlisis de muestras de yogur enviadas al Instituto de Lacto-
logia Industrial por presentar defectos, fue posible aislar microorganismos
diferentes a levaduras, responsables de deterioro.

Mohos gaségenos

Una industria envié muestras provenientes de tres producciones durante
el verano de 2016-2017. Las mismas fueron yogures bebibles y batidos, de
sabor vainilla o frutilla con valores de pH y presencia de microbiota ldctica
normales en todos los casos. Sin embargo, el andlisis de varias de ellas evi-
dencié presencia de altos recuentos de diferentes tipos de contaminantes:
variedad de levaduras (algunas gaségenas) (10-10¢ urc/ml), un moho usual-
mente aislado como contaminante ambiental (Aspergillus niger, 10 vrc/ml)
v, lo mds notable, la presencia de mohos gaségenos pertenecientes al orden
Mucorales (Mucor racemosus y Mucor circinelloides) (10>-10* Urc/ml). Para
un par de muestras de este grupo los envases se encontraban visiblemente
hinchados/abombados; para otra, colapsado (Fig. 1). Con respecto a la pro-
duccién de gas co,, se verificé en caldo MRs con campana de Diirham para

ciertos aislamientos de levaduras y los aislamientos fiingicos correspondien-

tes a Mucor (Fig. 2).

Figura 1. Aspecto que presentaron las muestras con evidentes
alteraciones gaségenas (muestras 4, 5y 6 de derecha a izquierda)
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Figura 2. Cultivos en caldo MRS con campana de Dirham de los mohos
a) Mucor circinelloides y b) Aspergillus niger (con y sin produccién de gas,
respectivamente), incubados a 34°C por 72 h

Las tres muestras presentaron aroma y sabor desagradables. Las muestras
4y s mostraron recuentos de 10* UFc/ml de mohos productores de gas. La
muestra 6 revelé un recuento de 10° urc/ml de levaduras.

En un muestreo adicional se analizaron 5 muestras, a tres de las cuales se
les habia adicionado sorbato de potasio como conservante. Solo en una de las
muestras no fue posible detectar mohos ni levaduras; mientras que en otras
dos se detectaron levaduras en concentraciones de 7x10* y 10 urc/ml sin y con
adicién del conservante, respectivamente. Para las restantes muestras, ambas
con sorbato adicionado, se detect6 la presencia de mohos en baja concen-
tracién (10* urc/ml). Incluso, en una de ellas se aislaron los dos géneros de
mohos mencionados (Aspergillus y Mucor). Evidentemente, el sorbato de pota-
sio no inhibe completamente a los mohos ni a las levaduras presentes.

Uno de los contaminantes mds comunes asociados a yogur es el Aspergillus
niger'y su prevalencia es critica para la vida util del producto ya que es capaz
de crecer abundantemente en la interfase yogur-aire si las condiciones le son
propicias (Gougouli y Koutsoumanis, 2017), siendo en general ambiental el
origen de la contaminacién.

Los mohos pertenecientes al orden Mucorales se han encontrado en yogu-
res y son capaces de alternar entre dos fases de crecimiento (dimorfismo).
Su forma de crecimiento predominante es filamentosa, pero bajo condicio-
nes especificas (por ejemplo, baja tensién de oxigeno) pueden crecer como
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levadura (Pitt y Hocking, 2009; Vellanki y col., 2018). Es en esta fase de cre-
cimiento levaduriforme en la que ocurre la produccién de co, que conduce
a la efervescencia detectada en yogures y al abombamiento de los envases
(Snyder y col., 2016). En la Fig. 3 se aprecian imdgenes del aspecto macros-
copico de las colonias y observaciones microscopicas de los mohos gasége-
nos aislados en nuestro estudio a partir de las muestras contaminadas. Estas
tltimas mostraron las caracteristicas de crecimiento tipico observados para
las especies de Mucor, es decir hifas no septadas, aéreas, decoradas con espo-
rangios conteniendo miles de esporangiosporos (esporos asexuales).

Figura 3. Aspecto macroscépico de la colonia (izquierda) y observacién
microscoépica (1000x) de contraste de fases (derecha) de los mohos a) Mucor
racemosus y b) Mucor circinelloides en agar glucosa cloranfenicol

a los 2 y 5 dias de incubacién a 28°c
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El género Mucor es reconocido como agente causal de deterioro de ali-
mentos pero no es usualmente considerado patégeno alimentario ya que su
ingestién no se asocia con enfermedades gastrointestinales, especialmente
entre individuos sanos (Snyder y col., 2016). M. circinelloides es un moho
filamentoso por naturaleza, aunque dimdrfico, mayormente presente en el
suelo, plantas y frutos en descomposicién (manzanas, peras y frutillas).

En 2013 se produjo en Estados Unidos un brote relacionado con el con-
sumo de un producto comercial contaminado con Mucor circinelloides. Se
observaron potes hinchados y presencia de burbujas en un yogur tipo Griego
debido al co, producido por el moho contaminante (Snyder y col., 2016).
Segun reporté la ¥pa (Food and Drug Administration), mds de 200 consumi-
dores se quejaron de malestares digestivos, incluyendo calambres abdominales,
vémitos, nduseas y diarrea por lo que el lote fue retirado del mercado. Estos
autores indicaron que es muy poco probable que M. circinelloides sobreviva
a la pasteurizacién, sino que mds bien su presencia se deba a contaminacio-
nes pos tratamiento térmico. Luego, ya en el envase y debido a los metabolitos
generados por la fermentacién de las bacterias ldcticas en el yogur, puede dis-
ponerse para un crecimiento levaduriforme con produccién de co,.

M. circinelloides es reconocido como patégeno oportunista y es uno de
los agentes etioldgicos causales de mucormicosis, una infeccién potencial-
mente fatal en humanos y animales inmunocomprometidos (Lazar y col.,
2014; Snyder y col., 2016, Vellanki y col., 2018).

Fuentes de contaminacion

Mohos y levaduras pueden crecer en ambientes himedos de las plantas licteas y
establecerse en diferentes dreas, superficies, equipamientos, si los mismos no son
adecuadamente higienizados y sanitizados. Pueden ingresar también junto con
los ingredientes y materias primas usadas, en los envases e incluso, por el perso-
nal. El aire es una via de ingreso y un vehiculo muy importante fundamental-
mente para la dispersién de esporos flingicos. Particularmente en yogur, las pre-
paraciones de fruta pueden ser fuente de ingreso de mohos y levaduras (Serhaug,
2011; Garnier y col., 2017b; Dijksterhuis, 2018; Snyder y Worobo, 2018).

Control y prevencion

Para el control de mohos v levaduras es necesario identificar en la linea de
y
produccién de cada planta los puntos de exposicién del producto ldcteo que
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se elabora. Esa informacién permitird el desarrollo de estrategias de control
y prevencioén combinadas a fin de disminuir el riesgo de contaminacién y
deterioro microbiolégico de los alimentos.

Como métodos preventivos —con los que se intenta evitar la contamina-
cién durante el procesamiento del producto— se incluyen envasado aséptico,
aplicacién de sistemas de filtracién de aire y de presién positiva en ambien-
tes criticos, y buenas précticas de manufactura, con especial énfasis en la apli-
cacién de buenas pricticas de limpieza y sanitizacién de la planta y los equi-
pos a fin de reducir el nivel de esporos fingicos en el ambiente. La eleccién
de sanitizantes parece ser critica, en donde el cloro es el mds efectivo frente a
mohos en comparacién con el 4cido peracético o perdxidos. Las estrategias de
prevencién incluyen ademds programas de monitoreo ambiental.

Entre los métodos de control, cuyo fin es enlentecer o inhibir el crecimiento
de microorganismos indeseados, se mencionan la adicién de conservantes qui-
micos, envasado en atmdsferas modificadas, bajas temperaturas de almacena-
miento, aplicacién de calor o tratamientos de alta presién, entre otros.

El control de la temperatura es critico para la calidad y vida dtil de los pro-
ductos ldcteos, aunque las bajas temperaturas y aun la conservacién por con-
gelacién no eliminan a los microorganismos. Gougouli y col. (2011) encon-
traron diferencias en la capacidad de crecimiento para 12 especies fungicas
durante el almacenamiento refrigerado de yogur, siendo los aislamientos
correspondientes a Penicillium commune (7,6°C) y Aspergillus niger (9,6 °c)
los que mostraron crecimiento a menores temperaturas. Las especies del
género Mucor crecen adecuadamente a temperaturas de refrigeracién y en
condiciones de muy baja tensién de oxigeno (Serhaug, 2011).

Algunos métodos mids recientes implican el uso de cultivos bioprotectivos
(bacterias ldcticas o propidnicas con actividad antifiingica demostrada) o de
sus productos de fermentacién (metabolitos antiftingicos adicionados como
ingredientes) con el objeto de disminuir el uso de conservantes quimicos en
respuesta a la demanda creciente de los consumidores por productos con
rotulados limpios (Garnier y col., 2017a; Buehler y col., 2018).

El deterioro de yogures por contaminacién con M. circinelloides representa
un evento de alteracién inusual. La mayoria de los Mucorales son sapréfitos
que se encuentran en la materia orgdnica en descomposicién. M. circinelloi-
des comtinmente produce la descomposicién de frutas frescas y vegetales,
siendo poco frecuente como alterante en productos procesados. Los proce-
sos de contaminacién y deterioro de productos alimenticios para este moho
han sido muy pobremente estudiados en comparacién con muchos de los
miembros de Ascomycetes (Penicillium, Aspergillus, Saccharomyces), los cuales
son corrientemente asociados con alteraciones de alimentos.
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Gluconobacter como alterante de yogur

Como ya se menciond, las levaduras son los alterantes habituales del yogur.
Sin embargo, en el INLAIN se recibieron a mediados de 2018 muestras de
yogur (batido con colchén de frutas, batido con pulpa y bebible) con evi-
dente alteracién de los caracteres organolépticos (olor intenso con fondo
desagradable, sabor amargo y color naranja 6xido, sin evidencia de pro-
duccién de gas) sospechosas de contener alterantes de origen microbiano.
Los pH resultaron ligeramente dcidos para este tipo de muestras, oscilando
entre 3,68 y 3,98. A partir de los recuentos microbianos rutinarios fue posi-
ble detectar la presencia de bacterias capaces de desarrollar en Agar vcg,
un medio adecuado para detectar mohos y levaduras e inhibir el desarro-
llo bacteriano (por la presencia de 0,1 g/L de cloranfenicol). Estas bacte-
rias resistentes a acidez (pH < 4) y a cloranfenicol resultaron bacilos cortos,
moviles, agrupados en cadenas y diplos o aislados, catalasa (+) y gram nega-
tivas y se encontraban presentes en altos niveles en las muestras de yogur
(10°—sx10” Urc/g) (Fig. 4). Luego de su aislamiento y extracciéon del abn,
mediante amplificacién (PCR) y posterior secuenciacién del gen que codi-
fica para el ArRNr 165, pudieron identificarse como pertenecientes al género
Gluconobacter con un elevado grado de similitud (mayor a 97 %).
Gluconobacter es un género integrante del grupo de las bacterias del dcido
acético (Baa). Son bacilos acidéfilos (resisten elevados valores de acidez),
gram negativos, acrobios estrictos, estrechamente relacionados con la vida
humana. Pertenecen a la familia Acetobacteriaceae que incluye actualmente

Figura 4. Observacion microscépica (100x) de contraste de fases
de Gluconobacter sp. aislado a partir de muestras de yogur alteradas
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12 géneros, siendo Gluconobacter'y Acetobacter los de mayor relevancia indus-
trial. Naturalmente se encuentran en ambientes con alta disponibilidad de
azlicares, como frutas, miel de abejas y flores, o en alimentos como bebi-
das (sidra, cerveza, vino o vinagre). Se caracterizan por la oxidacién rédpida
e incompleta de una amplia gama de aziicares, alcoholes y dcidos (como
D—glucosa, glicerol, D—sorbitol, etanol, 4cido D—glucénico) a partir de la
cual acumulan grandes cantidades de productos de oxidacién en el medio de
cultivo. Algunos ejemplos de este metabolismo son la produccién de 4cido
acético a partir de etanol o dcido glucénico a partir de D—glucosa. La mayo-
rfa de las reacciones oxidativas son catalizadas por dehidrogenasas unidas a
la membrana. Esto implica que el transporte de los sustratos al interior de la
célula no es necesario y que la acumulacién de productos de oxidacién en el
medio es muy rdpida y casi cuantitativa. Por estas caracteristicas metabdli-
cas, las BAA se utilizan ampliamente en la industria alimentaria para aplica-
ciones como la produccién de vinagre y la fermentacion de granos de cacao.
Acetobacter aceti es la especie mds relevante, capaz de oxidar completamente
el 4cido acético a didxido de carbono y agua. Gluconobacter participa en la
produccién de L—sorbosa a partir de D—sorbitol, dcido D—glucénico a partir
de D—glucosa, y dihidroxiacetona a partir de glicerol. Sin embargo, su rele-
vancia industrial se debe a la participacién en la industria del vinagre, ya que
produce grandes concentraciones de dcido acético a partir de etanol (Sengun
y Karabiyikli, 2011; Saichana y col., 2015).

En ciertas regiones del Cducaso se consume un yogur con baja acidez y
una elevada viscosidad, que contiene cepas de Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Leuconostoc sp. 'y Gluconobacter sp. o Acetobacter orientalis (Kiryu y col.,
2009). Este yogur se fermenta artesanalmente a baja temperatura (25-30°c)
y, debido a su ficil forma de preparacién, fue introducido en los altimos
afos en Japdn para preparacién y consumo doméstico, dando lugar al cono-
cido como «Yogur del Mar Caspio» que ha logrado una rdpida aceptacién
por parte de la poblacién.

Debido a su metabolismo, las Baa son causantes de contaminacién habituales
en ciertos alimentos. Suelen estar presentes en la superficie de las frutas dafadas,
lo que resulta en la rancidez de las mismas, la contaminacién del vino y su conse-
cuente deterioro, ademds de desencadenar otras reacciones adversas que contri-
buyen a pérdidas en la industria alimentaria. También pueden influir en la cali-
dad de los alimentos como ingredientes causantes de alteraciones como rancidez
en la cerveza y otras bebidas alcohélicas. El yogur es un alimento ancestralmente
popular y su consumo ha aumentado en los tltimos anos debido principalmente
a sus reconocidos beneficios para la salud. Sin embargo, el yogur contaminado
con BAA puede causar grandes pérdidas a la industria. En esta matriz ldctea, las
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BAA pueden producir dcido acético principalmente al consumir los nutrientes
del yogur y oxidar completamente el dcido acético a diéxido de carbono y agua.
En consecuencia, pueden causar alteraciones significativas generando rancidez,
decoloracién, hinchazén del envase (por acumulacién de co,) y sabores desagra-
dables (Sengun y Karabiyikli, 2011; Zhou y col., 2017). Estas modificaciones se
pusieron de manifiesto en las muestras analizadas, sin llegar a ponerse en eviden-
cia la presencia de gas, posiblemente debido a que el dcido acético formado no
llegé a oxidarse completamente.

Fuentes de contaminacion

En yogur, una posible fuente de ingreso de Baa al proceso productivo son
los ingredientes utilizados como frutas, que representan hdbitat normal de
estos microorganismos. De este modo, un adecuado control de las pulpas de
frutas que se utilizan podria evitar serias pérdidas econdémicas.

Control y prevencion

Si bien la presencia de BAA no representa una contaminacién habitual en
yogures, de estar presentes podrian proliferar debido a las caracteristicas del
ambiente que se genera en el alimento (acidez, presencia de oxigeno), por lo
que su deteccién oportuna y efectiva en yogur durante la produccién evita
graves pérdidas econdmicas.

Conclusiones

Las alteraciones en yogur causadas por mohos gaségenos y bacte-
rias del género Gluconobacter son eventos novedosos, al menos en la rea-
lidad argentina, vinculados a la diversidad microbiana que amenaza a los
procesos y productos (leches fermentadas). En yogures, han sido siempre
considerados como alterantes microbianos tradicionales las levaduras fer-
mentadoras de lactosa, que producen cambios de aroma, sabor y aspecto.
Sin embargo, en nuestros trabajos hemos demostrado que los defectos gasé-
genos pueden ser atribuidos también a mohos que probablemente provie-
nen del ambiente, y que ciertos cambios de color y sabor pueden ser origina-
dos por la actividad de gluconobacterias, cuya fuente sea probablemente las
frutas agregadas al yogur.
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Quesos



1. Analisis critico de la influencia

de las etapas de elaboracion quesera sobre
el rendimiento y la calidad del producto
Carlos Meinardi y Mario Candioti

Principios de la transformacion
de la leche a queso: conceptos tedricos

El queso es uno de los alimentos mds antiguos que se conoce. Si bien exis-
ten muchas historias acerca de su origen, puede decirse que este se remonta a
unos 8000 anos durante la llamada «Revolucién Agricola», cuando el hom-
bre, organizado en comunidades, aprende a domesticar y usufructuar cier-
tos animales y plantas en la zona del «Creciente Fértil», entre los rios Tigris y
Eufrates (actualmente Iraq), en donde esencialmente surge como una forma
natural de preservacién de los nutrientes de la leche (Fox, 2011).

Bésicamente, la elaboracién de un queso consiste en producir una con-
centracién selectiva de los principales componentes de la leche (caseina
y materia grasa) con el objeto de provocar una reduccién en la actividad
acuosa (a,), que permita prolongar su conservacién manteniendo sus cuali-
dades nutricionales.

Segtin la tecnologia empleada, estos componentes estardn acompanados
por una parte mds o menos importante de otros constituyentes de la leche,
conformando una composicién fisicoquimica estable dentro de los valores
establecidos legalmente para cada tipo de queso.
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Actualmente, en el mundo existe una enorme variedad de quesos cuyas
diferencias radican, principalmente, en la naturaleza de la leche y la tecnolo-
gia de elaboracién empleada. Si bien algunos autores sugieren que han sido
reconocidos mds de 1000 tipos de quesos (Fox, 2011), este niimero se reduce
cuando se consideran como criterios de clasificacién el contenido de hume-
dad, de materia grasa, los agentes coagulantes, las caracteristicas reoldgicas o
las variables tecnolégicas y microbiolégicas (Ottogalli, 2005).

Teniendo en cuenta que un queso es un producto concentrado y biols-
gicamente activo, en su interior tendrd lugar un complejo proceso cono-
cido como maduracién, que modificard sus caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas para transformarse en un alimento que, ademds de poseer
cualidades nutritivas excepcionales, presenta sabores y aromas agradables
que hacen placentero su consumo. Dada su importancia, la evoluciéon de
las transformaciones bioquimicas que intervienen en la maduracién es muy
estudiada, pudiéndose encontrar muchos trabajos importantes al respecto
(Cufha y col., 2015; Fox y col., 2017a).

Por sus caracteristicas, el queso es un alimento que contribuye a satisfa-
cer una parte importante de la demanda diaria de vitaminas y minerales (cal-
cio, fésforo, etc.) como también de nutrientes, especialmente por sus pro-
teinas de alto valor biolégico (Eck et Gillis, 2003). En este sentido, segun
un reciente informe presentado por la Direccién de Industria Alimentaria y
Agroindustrias del Ministerio de Produccién de la Nacidn, el queso es consi-
derado un producto que responde perfectamente a las modernas tendencias
del consumo debido a que:

* Es un alimento saludable y completo por cuanto, ademds de su valor
proteico, posee un nivel de grasa aceptable y es fuente de calcio, fésforo,
vitaminas A, By D.

* Puede consumirse en forma directa o como ingrediente de diferentes
tipos de alimentos, donde encuentra multiples aplicaciones.

* Sus caracteristicas organolépticas resultan sumamente agradables al con-
sumidor.

Indudablemente, la inmensa gama de variedades de queso existente, como
asi también su amplia diversidad de empleos posibles, han transformado a
estos productos en uno de los alimentos mds versdtiles y de mayor difusién a
escala global, tal como lo demuestra el sostenido aumento en su ingesta, que
actualmente se verifica tanto en los paises desarrollados como en los deno-
minados «en vias de desarrollo», a lo que se suma su creciente integracién en
las culturas orientales como parte del fenémeno de «occidentalizacién» de la
dieta y el auge de las comidas rdpidas (Schaller, 2009).

72



Etapas basicas

A nivel industrial, la fabricacién de la mayoria de los quesos comprende una
serie de etapas que son comunes a cualquier tecnologfa. Sin embargo, las
variaciones en una o mds de estas etapas durante la elaboracién, produce
quesos con diferentes texturas y caracteristicas organolépticas.

1. Pretratamiento de la leche

Es la primera etapa que se realiza en la planta elaboradora y consiste en un
tratamiento térmico y una estandarizacién de la composicién (ajuste de la
relacién grasa/proteina requerida segin el tipo de queso).

2. Pasteurizacién

Es un tratamiento térmico en el que la leche se somete a una determinada
temperatura durante un cierto tiempo, a los efectos de destruir la totalidad
de los microorganismos patégenos eventualmente presentes, alterando lo
menos posible la estructura fisica y quimica del resto de los componentes.
Empero, dado que también se reduce la carga microbiana total, la pasteuri-
zacién permite utilizar leches con elevados recuentos que, de otra manera,
podrian afectar la calidad de los quesos elaborados a partir de estas. Aun
cuando en el mundo se elaboran quesos con leche cruda, reconocidos por
su calidad y tradicién, especialmente en Europa (Gunasekaran y Ak, 2003),
en nuestro pais la reglamentacién vigente (caa art. 60s) permite utilizar
leche sin pasteurizar sélo cuando los quesos son madurados por mds de
60 dias a una temperatura superior a los 5°c. Por ende, para aquellos que-
sos cuyo periodo de maduracién es menor al referido, es obligatorio imple-
mentar una higienizacién y pasteurizacién de la leche a fin de garantizar la
inocuidad del producto.

La industria mediana y grande emplea el sistema de pasteurizacién cono-
cido como de alta temperatura/corto tiempo o HTST (acrénimo del inglés
High Temperature/Short Time) en el que, mediante un Intercambiador de
Calor a Placas, la leche se trata a 73-75°c durante 15 s. Por el contrario, tanto
en las pequefas industrias como en los establecimientos artesanales, atin se
utiliza una pasteurizacién baja o discontinua o sTLT (acrénimo del inglés Low
Temperature/Long Time), donde la leche se calienta en la misma tina de ela-
boracién a 63°c durante 30 minutos manteniendo una agitacién constante
y luego se enfria hasta la temperatura de coagulacién. En este caso, es pri-
mordial evitar la formacién de espuma dado que ésta siempre se encuentra
a menor temperatura que el liquido y, por lo tanto, los gérmenes patégenos
que pudiese contener no serdn destruidos. Cabe aclarar que la espuma apa-
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rece como consecuencia de la incorporacién de aire en la leche, que propician
el bombeo (en la zona de succién) y la agitacién. Por otro lado, teniendo en
cuenta que las bacterias licticas son microaerofilicas, una leche saturada de
aire disuelto retardari el desarrollo del fermento, lo cual facilitard el desarrollo
de microorganismos aerdbicos, que podrian afectar la calidad del producto.

La pasteurizacién es fundamental cuando la leche es de calidad micro-
biolégica dudosa o el tiempo de almacenamiento de la misma a baja tem-
peratura, previo a su industrializacién, es mayor a 48 h (Gauna, 2005). No
obstante, debe tenerse en cuenta que aunque la pasteurizacién de la leche
destruye parcialmente la microflora nativa, lo cual mejora su calidad micro-
biolégica, también afecta ciertas caracteristicas fisicoquimicas que tienen un
impacto directo en su aptitud quesera. En efecto, se ha comprobado que con
una leche pasteurizada, ademds de producirse un incremento en el tiempo
de coagulacién, se obtienen codgulos con menor dureza y mayor retencién
de suero. Asimismo, mediante este tratamiento se inactivan, parcial o total-
mente, ciertas enzimas propias de la leche que son cruciales en la fabricacién
de quesos con Denominacién de Origen Controlada (poc) como, por ejem-
plo, la lipoproteina lipasa por lo que, en estos casos, siempre se emplea leche
sin pasteurizar (Fox y col., 2017b).

2.1. Tratamiento térmico superior a la pasteurizacion

Si bien se sabe que el calentamiento de la leche a temperaturas superiores a la
de pasteurizacién baja (63°c) afecta su calidad casearia (incrementa el tiempo
de coagulacién, disminuye la consistencia del codgulo y dificulta su desue-
rado) es una metodologfa empleada para acrecentar el rendimiento en quesos
frescos y semicocidos sin ojos. Esto se debe a que, con el calentamiento, se des-
naturalizan las proteinas mayoritarias del suero (B-lactoglobulina y o—lactoal-
bimina) lo cual promueve su acomplejamiento con la k—caseina a través de
uniones disulfuro e interacciones hidrofébicas. De este modo, en el proceso de
coagulacion, estas proteinas quedan incorporadas a la cuajada y, por ende, al
queso (Candioti y col., 2004). Estudios realizados en el INLAIN indican que un
calentamiento a 85°c durante 2 minutos es suficiente para retener en la cuajada
més del 80% de las proteinas del suero, lo que sumado a una mayor fijacién
de agua permite obtener un rendimiento quesero (kg de queso/100L de leche)
sensiblemente mayor (Meinardi y col., 2004/2005). No obstante, cabe destacar
que tratamientos térmicos mds intensos resultan innecesarios por cuanto pro-
vocan un mayor dafio térmico sin incrementos significativos en el rendimiento
(Meinardi y col., 2004). Sin embargo, dado que estos tratamientos afectan la
aptitud casearia de la leche, tras numerosas experiencias basadas en la evaluacién
de los pardmetros lactodinamogrificos (medidos con un equipo Formagraph)
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se comprobé que una acidificacién a pH 6,4, conjuntamente con la adicion de
0,6 gl de cloruro de calcio previo a la adicién del cuajo, permite restablecer el
tiempo de coagulacién de una leche tratada, aunque su periodo de desuerado
en la tina supera sensiblemente al de una leche correctamente pasteurizada.

Complementariamente, en el marco de una tesis de magister se estudié la
incidencia de distintas variables sobre las caracteristicas de quesos Cremoso,
entre las que se incluy6 un tratamiento térmico a 85°c por 2 min (Pedro,
2012). Se elaboraron tres quesos: Testigo, con leche pasteurizada (65°c por
20 min) y tecnologia estdndar, Experimental 1, con leche pasteurizada y aci-
dificada con glucono—delta-lactona (GpLr), cuya hidrdlisis causa un des-
censo de pH asimilable al producido por las bacterias licticas (Candioti y
col., 2004), y Experimental 11, con leche tratada a 85°c por 2 min y también
acidificada con GDL. Los pardmetros analizados fueron: acidez inicial de la
leche de elaboracién, concentracién del ion calcio (ca**) en los sueros de ela-
boracién y en los quesos al final de la maduracidn, fésforo y humedad en los
quesos, y rendimiento quesero.

En la Tabla 1 se presenta un resumen de los principales resultados alcanza-
dos a través de estas experiencias.

Como puede verse, las leches empleadas para la elaboracién de los quesos
Experimentales (acidificadas con GpL) exhibieron valores de pH de apro-
ximadamente 0,3 unidades menos que en los Testigo. Esta mayor acidifi-
cacién de la leche de los quesos Experimentales produjo una desminerali-
zaci6én de la caseina, la cual dio lugar a una mayor solubilizacién de ca*,

Tabla 1. Incidencia de la acidez inicial de la leche y el efecto de un tratamiento tér-
mico superior a la pasteurizacion, en la concentracion del ion calcio (Ca*)

en el suero de elaboracién, la concentracion de calcio y fésforo en el queso

y en el rendimiento quesero, en quesos Cremoso

Tipo de queso

Testigo Experimental |  Experimental Il
Tratamiento térmico 65°Cx20 min  65°Cx20 min  85°C x 2 min
Cloruro de Calcio (Cl,Ca) (g/1) 0,4 0,4 0,4
Agregados Sin agregados 1 g/l de GDL 1 g/l de GDL
. 6,48 £ 0,04 6,18 £ 0,04 6,19 + 0,01
phidela '::::,':" tr':)a: 155,9 + 4 219,7 + 6 2043+ 7
: ppmy 1282,8+16 1188+ 144 903,51 103
Calcio en queso (ppm)
. o " 14,6 + 0,1 13,1+ 0,4 18,6 £ 0,6
Rendimiento quesero % (p/v)
Humedad de los quesos % (p,/p)* 554+1,1 55,8+ 1,6 62,8 £ 0,56
825,8 + 62 797,3+73 689,4 + 73

Fosforo en el queso (ppm)*

1Valores medios + desviacion estandar de 4 determinaciones
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incrementando su concentracién en el suero, y reduciéndola en el queso, sin
afectar su tenor de fésforo. Sin embargo, en los quesos Experimentales 11,
el contenido de calcio se ve reducido atin mds debido a la formacién de
fosfato tricélcico (conocido como piedra de leche) que se precipita sobre la
superficie calefactora.

Por otro lado, y como era de esperar, los quesos elaborados con la leche
tratada a 85°c durante 2 min arrojaron el mayor rendimiento.

3. Estandarizacidn fisicoquimica

Bésicamente, esta etapa consiste en reducir el contenido de materia grasa de
la leche mediante centrifugacién, a los efectos de ajustar su relacién grasa/
proteina de acuerdo con el tipo de queso a elaborar. En plantas pequenas,
donde la pasteurizacidn (stLT) se realiza directamente en la tina, la estan-
darizacién se efectia en una etapa previa a la misma. Por el contrario, en
plantas de mayor envergadura donde se emplea la pasteurizacién continua
(HTST), esta operacién estd integrada al pasteurizador.

Es importante aclarar que esta practica, habitualmente no se emplea
cuando se elaboran quesos con leche de oveja, cabra y bufala entre otras
(Mahaut y col., 2003).

Cabe senalar que existen paises en los que estd permitido estandarizar la
relacién grasa/proteina mediante agregando leche en polvo descremada en la
tina de elaboracién, aunque no es algo muy difundido.

4. Laleche en la tina

4.1. Agregados a la leche de elaboracion

Una vez que la leche se encuentra en la tina, ya pasteurizada y previo a pro-
ducir su coagulacién, es necesario adicionar determinados componentes que
se deben mezclar intimamente, para lo cual se requiere mantener una ade-
cuada agitacién que garantice una uniformidad en su concentracién. Los
componentes primarios a agregar son:

4.1.1. Cloruro de calcio

La incorporacién de cloruro de calcio (cacl,) en la leche de elaboracién de
quesos, modifica dos pardmetros tecnoldgicos fundamentales: el tiempo de
coagulacién y la velocidad de desuerado de la cuajada (Scott, 2002). Esto
se debe a que su agregado provoca un descenso de pH que favorece la fase
primaria de coagulacién (el coagulante incrementa su actividad enzimdtica)
mientras que el ion calcio favorece la fase secundaria de la coagulacién (Fox,
2015). Por otro lado, se le atribuye al calcio un incremento en la dureza del
queso y la presencia de sabores amargos cuando su concentracion es excesiva
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(Fox, 2017¢). Si bien en paises como Francia e Italia, entre otros, el agregado
de cacl, estd prohibido, en nuestro pais el caa admite el agregado de 0,2 g
de cacl,/l. A pesar de ello, la concentracién utilizada es diferente en cada
empresa e incluso puede variar segtin el tipo de queso.

En general, existe poca informacién disponible acerca de como influye el
agregado de cacl, en la concentracién de calcio de los quesos. Con la inten-
cién de aportar datos fidedignos, en la planta piloto del INLAIN se estu-
dié el efecto del agregado del mismo en la tecnologia del queso Cremoso,
el cual representa la variedad de queso de mayor produccién y consumo en
nuestro pafs, y cuyas caracteristicas se describen en el Cédigo Alimenta-
rio Argentino (cAa Art. 622). Para estas experiencias se empleé como coa-
gulante, renina producida por fermentacién en polvo (Maxiren, GistBro-
cades, Francia) disuelta en buffer pH s,5. Para estandarizar las condiciones
operativas en todas las experiencias, la cantidad a agregar se determiné a
partir del andlisis lactodinamogréfico en el que se evalué el pardmetro r+kio
mediante un equipo Formagraph, segtin la metodologia descripta por Mei-
nardi y col. (2002).

En la Tabla 2 se puede apreciar el efecto del agregado de distintas concen-
traciones de cl,ca: sin agregado (Testigo), 0,4 g/l (Experimental 1), 0,8 g/l
(Experimental 11), sobre el pr de la leche de elaboracién, la concentracién
del ion calcio (ca*) en el suero residual y en el queso, fésforo en el queso,
humedad y rendimiento quesero.

Tabla 2. Incidencia de la concentracion de CaCl, en el pH de la leche, la concentra-
cion del ion calcio (Ca®*) en el suero de elaboracién, la concentracién de Ca?*y fés-
foro en quesos, y en el rendimiento quesero en quesos Cremoso (Pedro, 2012)

Tipo de queso

Testigo Experimental |  Experimental Il
Cloruro de Calcio (Cl,Ca) Sin agregado 0,4g/1 0,8 g/l
pH de la leche en tina* 6,54 + 0,01, 6,48 £ 0,04, 6,39 £ 0,02,
Calcio en suero (ppm)* 116,3 £ 4, 155,9 £ 4, 197,8 £ 6,
Calcio en queso (ppm)* 1198,5 £ 45, 1282,8 £ 16, 1241,6 £ 42,
Rendimiento quesero % (p/v)* 14,4+ 0,8, 14,6 £ 0,1, 14,7 £ 0,2,
Humedad de los quesos (p/p)* 56,1+ 1,5, 55,4+1,1, 55,3+0,78,
Fosforo en el queso (ppm)* 786,5 + 122, 825,8 £ 62, 823,9 £ 51,

1 Valores medios + desviacion esténdar de 4 determinaciones
Subindices con letras iguales en el mismo renglon significa que los valores son estadisticamente iguales (P < 0,05).
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Como era de esperar, la adicién de una mayor concentracién de cacl, a la
leche de elaboracién (queso Experimental 1) dio lugar a una reduccién en
su pH y un incremento significativamente diferente (P < 0,05) en la concen-
tracién de ca* en el suero. Por otro lado, se pudo comprobar que el agre-
gado de cacl, a la leche de elaboracién tuvo un impacto favorable sobre el
tiempo de coagulacién, la consistencia del codgulo, la velocidad de desue-
rado en tina y el contenido de calcio en los quesos. Sin embargo, teniendo
en cuenta que no se detectaron diferencias estadisticas en el rendimiento ni
en la humedad de los quesos, se concluyé que una adicién de cacl, a la leche
de elaboracién mayor a 0,4 gl', no incide en las caracteristicas del producto
y el exceso de calcio se elimina con el suero.

4.1.2. Fermentos primarios y secundarios

Los fermentos ldcticos primarios o iniciadores (también conocidos como
starters) son cultivos de bacterias ldcticas con diferentes funciones segtin su
aplicacién tecnoldgica. Su objetivo es «ganar el medio», es decir, convertirse
en la flora dominante en los primeros estadios fases del proceso, orientdn-
dolo en la direccién precisa.

Mediante la incorporacion de fermentos se logra repoblar una leche pas-
teurizada con microorganismos que posean caracteristicas tecnoldgicas espe-
cificas. Estas bacterias, que se multiplican en la tina y durante el prensado,
cumplen con dos funciones esenciales:

a) Disminuir el pa del medio a una velocidad y nivel determinados, a par-
tir de la metabolizacién de la lactosa con produccién de dcido l4ctico.

b) Contribuir al desarrollo de las caracteristicas organolépticas del queso,
liberando enzimas que participan directa o indirectamente en el proceso de
maduracién.

Por lo tanto, el tipo de fermento a agregar dependerd siempre de la varie-
dad de queso a elaborar (Hynes y col., 2006).

Si bien en las cuajadas enzimadticas, es decir, aquellas en las que prevalece
la accién del coagulante, la acidificacién incide poco sobre los pardmetros
de coagulacion de la leche y la sinéresis del codgulo en la tina, influye sensi-
blemente en las etapas de moldeo y prensado de los quesos. Es importante
tener en cuenta que, tanto la velocidad e intensidad de la acidificacién como
la sinéresis del codgulo, influyen fuertemente en el estado de mineralizacién
de la cuajada y, consecuentemente, determinan las caracteristicas de la masa
del queso al final de la maduracién.

Los fermentos pueden ser naturales o seleccionados.

Los fermentos naturales son:
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* Leche fermento: se prepara a partir de leche cruda en la cual, mediante
un tratamiento térmico (de igual o menor intensidad que una pasteuriza-
cién sTLT), se produce una seleccién de su microflora nativa que da lugar a
una prevalencia de estreptococos termoéfilos. Se presenta como un liquido
homogéneo con una acidez Dornic de 45-55°D y un pH que puede oscilar
entre 4,60 y 4,90.

* Suero fermento: se obtiene utilizando el suero remanente de una ela-
boracién casearia, por lo que sus caracteristicas dependen de los pardme-
tros tecnolégicos adoptados para la misma (por lo general, para quesos de
pasta cocida). Normalmente, se presenta como un liquido homogéneo, con
linea de crema y ausencia de espuma, donde predomina una flora micro-
biana compuesta por lactobacilos que conduce a una acidez Dornic de 135 a
150°D y un pH de 3,20 a 3.40 (Mucchetti y col., 1998; Mahaut y col., 2003).

Al margen de su bajo costo, los fermentos naturales presentan la ventaja
de estar constituidos por una compleja y variada microflora que, ademds de
conferirles una elevada resistencia a los ataques fgicos, permite que durante
la maduracién del queso se desarrollen los sabores y aromas que los caracte-
rizan y que son tipicos de la regién (Hynes y col., 2006).

La principal desventaja que presentan los fermentos naturales es su varia-
bilidad composicional, la cual puede alterar su comportamiento tanto en
la tina de elaboracién como a nivel tecnoldgico. Si bien estas irregularida-
des no afectan a las elaboraciones artesanales ni a las pequefas o medianas
empresas, si pueden ocasionar muchas dificultades en las plantas grandes
que implementen una minima automatizacién.

Los fermentos seleccionados estdn disenados a partir de cepas de microor-
ganismos perfectamente identificados, cuyas caracteristicas tecnolc')gicas,
principalmente su velocidad de acidificacién, estin bien definidas.

Estos fermentos pueden ser:

* Semidirectos: estdn constituidos por cepas de probada idoneidad, desa-
rrolladas en leche descremada o en un medio de cultivo adecuado. Se pre-
sentan como un liquido homogéneo, con una acidez Dornic que puede ir
desde 45 a 90°D y un pH de entre 3,90 y 4,90. Al igual que los fermentos
naturales, ademds de los microorganismos, aportan dcido ldctico que acidi-
fica a la leche y favorece la coagulacién.

* Concentrados o de adicién directa en tina: si bien estos fermentos
también estdn compuestos por microorganismos especificos, a diferencia
de los anteriores no contienen 4cido lctico. Se los comercializa liofiliza-
dos y se presentan como un polvo mds o menos granulado (que se disuelve
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en leche antes de incorporarlo a la tina) o bien congelados, en forma de
sélido granulado (que se agrega directamente a la tina para su rdpido des-
congelamiento).

En la elaboracién de ciertos tipos de quesos, ademds de los fermentos ldc-
ticos primarios, también pueden incluirse los fermentos conocidos como
secundarios. Estos consisten en cultivos de microorganismos que se adicio-
nan a la leche conjuntamente con el starter con el fin de desarrollar en el
queso caracteristicas particulares, por ejemplo, mohos en quesos azules, bac-
terias propidnicas en quesos con ojos, etcétera.

4.1.3. Aditivos
En su articulo 605, item ¢, el caa, detalla los siguientes aditivos:

* Nitrato de sodio o de potasio: se utiliza como conservante, solo o combi-
nado, hasta una cantidad de so mg/kg de queso. Su uso estd restringido a
quesos de mediana y baja humedad. Si bien en nuestro pais, histéricamente
se utilizé en la elaboracién de quesos duros (0,1g No,Na.l" leche), a partir
de la industrializacién del suero para obtener concentrados proteicos o wrc
(acrénimo del inglés Whey Protein Concentrate), su empleo pricticamente
ha caido en desuso.

* Colorantes: el agregado de colorantes es una préctica permitida por el
cAA 'y de mucha difusién en nuestro pais. Se los usa practicamente en todos
los quesos, en distintas concentraciones segtin el criterio del productor, dado
que ademds de cubrir eventuales defectos de color en la masa, responde a
la preferencia del consumidor por los quesos ligeramente amarillentos. Sin
embargo, cabe mencionar que actualmente los compradores de wpc estdn
cuestionando la presencia de colorantes debido a que se les atribuyen efec-
tos alergénicos.

4.1.4. Coagulante

Los coagulantes son preparaciones de enzimas proteoliticas de diverso origen,
que tienen la capacidad de coagular la leche y que han sido utilizadas en la
industria quesera por miles de afios. Entre los mds difundidos se encuentran:

* Cuajo de Ternero Mamén (ctm): se lo extrae del abomaso (estémago
verdadero de los rumiantes) de terneros que se alimentan con leche (lac-
tantes o mamones). Comprende un conjunto de enzimas pertenecien-
tes al grupo de las aspartatoproteinasas: quimosina (antiguamente llamada
renina), A y B; pepsina, A y B y Gastricina. La quimosina, enzima especifica
para la coagulacion de la leche vacuna, es la predominante (representa mds
del 80 % del total).
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* Cuajo de Bovino Adulto (cBa): se lo extrae del abomaso del bovino
adulto. A diferencia del anterior, en este caso, la enzima predominante es
la pepsina bovina (constituye mds del 80% del total). Este coagulante, que
ingresé al mercado como una alternativa interesante frente a la escasez y el
incremento de los costos del cTMm, propicié el crecimiento de la industria
quesera en nuestro pais.

* Coagulantes de origen microbiano (cm): paralelamente al desarrollo del
cBaA, Estados Unidos, a través de la industria fermentativa logré producir
proteasas capaces de reemplazar a los coagulantes bovinos. En este sentido,
las enzimas que mds se asemejaron a las obtenidas a partir del abomaso, fue-
ron de origen fungico, bdsicamente proveniente de tres especies de mohos:
Endothia parasitica, Mucor pussillus y Mucor miebei, siendo esta tltima la de
mayor difusién.

* Quimosinas producidas por fermentacién (RPF): el rol preponderante que
cumple el cuajo de ternero mamén indujo a los cientificos a emplear técnicas
de ingenieria genética para obtener quimosina la cual, como ya se menciond,
es su principal enzima. Por consiguiente, a partir de 1988 ingresé al mercado
un nuevo grupo de coagulantes obtenidos mediante microorganismos gené-
ticamente modificados, conocidos comercialmente como quimosinas pro-
ducidas por fermentacién. Bdsicamente, el gen que codifica la produccién
de pro—quimosina bovina tipo B (aislado del cuarto estémago de un ternero
mamén) se implanta en el genoma de una levadura como Kluyveromyces
lactis o de mohos tales como Aspergillus oryzae y Aspergillus niger. La enzima
se sintetiza en forma de pro—quimosina, que se activa tras el lisado de las
células una vez detenida la fermentacién. No obstante, si bien la cadena
polipeptidica obtenida por esta via es evidentemente idéntica a la de la qui-
mosina bovina, la glicosilacién de la misma es distinta.

Si bien algunos paises, como EE.UU., aceptaron rdpidamente esta alter-
nativa, otros, como Francia y Alemania, no permitieron su uso y en algu-
nos, como Italia, pese a haberse aprobado su comercializacién, no se utiliza.
Obviamente, en los quesos con Denominacién de Origen no se admite el
reemplazo de cT™ por las RPE.

Por otro lado, cabe mencionar que la irrupcién de las RPF en los EE. UU.
bajé el precio internacional de cT™ y hoy, el ahorro que significa pasar de un
CTM a una RPF, dificilmente compense los cambios que se deben realizar en
las tecnologias para mantener la calidad de los productos.

* Cuajo animal en pasta: este tipo de producto, muy difundido en Europa,
es generalmente preparado por los maestros queseros en forma artesanal, a
partir de estémagos de cabrito o cordero. Posee una composicién enzimd-
tica ampliamente variable por cuanto la misma se ve afectada por la edad del

81



animal, tipo de alimentacién, métodos de extraccién, manipulacién, conser-
vacién, etc., lo cual, indudablemente, condiciona mucho su actividad coa-
gulante (Moschopoulou, 2011). Sin embargo, la presencia de ciertas lipasas
que se suman a las enzimas proteoliticas durante la maduracién del queso,
generan 4cidos grasos libres (principalmente de cadena corta) que aportan al
queso un caracteristico sabor picante (Castillo y col., 2007).

En general, los cuajos de cabra u oveja son tradicionalmente utilizados en
paises del sureste europeo para la fabricacién de quesos en los que se emplea
la misma leche de dichas especies, bajo denominacién de origen como,
por ejemplo, Idiazabal y Roncal en Espafa; Pecorino Romano, Provolone
picante, Fiore Sardo y Canestrato Pugliese en Italia y queso Feta en Grecia
(Moschopoulou, 2011).

* Coagulantes de origen vegetal: son preparaciones que se obtienen a par-
tir de diversas plantas, tales como higuera, papaya y cardo entre otras. La
principal caracteristica de estos coagulantes es su elevada actividad proteoli-
tica, la cual, si bien puede producir problemas tecnolégicos en muchas varie-
dades de quesos, contribuye a la tipicidad de otras, en particular, originarias
de Portugal.

Es importante destacar que, mds alld de su procedencia, durante el pro-
ceso de elaboracién, los coagulantes RT™, RPF y los cM exhiben un compor-
tamiento muy semejante. Es decir que, frente a pequefias variaciones del pu
inicial de la leche, presentan la misma actividad, dando para iguales tiempos
de coagulacién los mismos intervalos de lirado, sinéresis y desuerado. Sin
embargo, si se comparan los tres coagulantes antes mencionados con el cBa,
se encuentra que este ultimo es mds sensible al calor, més proteolitico y mds
afectado por el pH de la leche. En efecto, se ha observado que el cBa pre-
senta cierta dificultad para coagular leches sin acidez desarrollada (adiciona-
das de fermentos directos) y que, a igual tiempo de coagulacidn, sus cuajadas
endurecen mds lentamente que las obtenidas con cTm.

En la elaboracién de suero fermento, al incubarse a 45°c el suero obte-
nido de una elaboracién de queso duro (cocido a 52°c), se comprobé que
cuando se emplea cBA se alcanzaba una acidez de 140 + 5°D en 20 horas
mientras que, en idénticas condiciones pero utilizando RpF, los sueros fer-
mentos obtenidos presentaron niveles de acidez inferiores, que en algunos
casos no llegaban al valor minimo recomendado (130°D) para este tipo de
fermento (Meinardi y col., 2002).

5. Coagulacién

Es una de las etapas mds importantes en el proceso de elaboracién del queso.
Bésicamente, consiste en la floculacién de las micelas de caseina que se unen
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formando una red tridimensional o gel que retiene el suero, los microorga-
nismos del fermento, los gérmenes que resistieron la pasteurizacién y los
glébulos grasos.

Para lograr una mejor interpretacién de este fenémeno, conviene revisar
brevemente la forma en que se encuentran naturalmente las caseinas en la
leche. La fraccién caseinica es un complejo compuesto por cuatro tipos de
proteinas conocidas como caseinas dis;, 0is,, B y K, las cuales se distribuyen
en una proporcién aproximada 3:1:3:1 respectivamente (Fox y McSweeney,
1998). Dado que las tres primeras son sensibles a los iones ca™ (natural-
mente presentes en la fase acuosa de la leche), a diferencia de la k-caseina
que no lo es, en su estado nativo estas proteinas se encuentran organizadas
en micelas (particulas coloidales, esféricas y voluminosas) cuyos didmetros
pueden ir desde 20 a 300 nm, lo cual asegura su estabilidad (Horne, 2011).
Estos agregados son porosos, poseen un alto grado de hidratacién (aproxi-
madamente 2 g H,0/g de proteina), e incluyen una importante carga mineral
conocida comtinmente como fosfato de calcio coloidal (ccp) y constituida
principalmente por calcio, fosfato, magnesio, citrato y otros compuestos en
cantidad traza (Fox y McSweeney, 1998; De Kruif y Holt, 2003).

El proceso de coagulacion ocurre debido a la modificacién que sufren las
micelas de caseinas por accién del coagulante, el cual produce una protedli-
sis limitada sobre la caseina k, dando como resultado para-caseina y un pép-
tido, denominado caseinomacropéptido (cmp). Esto se conoce como Fase
primaria. Bajo estas condiciones, las micelas pierden su manto de hidrata-
cién (primera deshidratacién) y desaparece el efecto protector hacia los iones
ca™ ejercido por la caseina K sobre el resto de las caseinas. Consecuente-
mente, las micelas comienzan a agregarse esponténeamente, dando como
resultado un gel que abarca la totalidad del volumen reaccionante, en el cual
el suero queda retenido en grandes y pequenos poros extramicelares y tam-
bién ligado a las micelas.

Los factores que influyen en esta etapa son el pH de la leche, la tempera-
tura, la dosis y tipo de coagulante, el contenido de calcio iénico, la composi-
cién en caseina, la dimensién de las micelas y los tratamientos previos de la
leche (Meinardi y col., 2002; Fox, 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que cuanto mayor es la acidez de la
leche, mayor es la cantidad de coagulante que se retiene en la cuajada (Fox
y col., 2017a).

Como ya se menciond, si bien las enzimas coagulantes pueden tener dis-
tinto origen, las mds difundidas son el cuajo bovino, quimosina recombi-
nante y cuajo microbiano, especialmente en quesos madurados o frescos
(Fox, 2011).
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6. Tratamiento del codgulo

Consiste en realizar una serie de operaciones cuyo objetivo es intervenir en
la sinéresis y el desuerado del codgulo, a fin de obtener una cuajada con un
determinado contenido de humedad. Los tiempos y la intensidad con que
se apliquen estos tratamientos dependerdn de las distintas variantes tecno-
légicas, que son las que definen la humedad de la cuajada y su pH. Puesto
que estos factores intervienen en el crecimiento microbiano y desarrollo de
las reacciones enzimdticas y bioquimicas durante el transcurso de la madu-
racién serdn los que, en tltima instancia, determinen las caracteristicas del
producto resultante. Estas operaciones son:

6.1. Corte o lirado de la cuajada

El objetivo principal del corte o lirado es incrementar la superficie de
desuerado para facilitar la eliminacién de la fase liquida de la misma. Esta
operacién debe realizarse cuando la cuajada ha adquirido la consistencia
adecuada a los efectos de provocar la menor pérdida de materia grasa posi-
ble y minimizar la formacién de «finos de cuajada» que se depositan en el
fondo de la tina de queseria y se pierden con el lactosuero, lo que reduce
el rendimiento.

De este modo, cortando la cuajada hasta obtener un tamafio de grano
uniforme y adecuado al tipo de queso, se logra una éptima evacuacién del
suero intragranular e intergranular. En la elaboracién de quesos de mediana
y baja humedad, cuando los granos de cuajada han adquirido una cierta
consistencia, se realiza un segundo lirado para ajustar su tamano al tipo de
queso a elaborar.

Debe tenerse en cuenta que a partir de esta etapa del proceso de elabora-
cién, también se comienza a definir la textura del producto final dado que,
cuanto mds finamente se divida la cuajada, mayor serd el desuerado, lo cual
afecta directamente sus propiedades reoldgicas y, por ende, la estructura
de la matriz donde se producirdn los complejos eventos de la maduracién
(Grundelius y col., 2000).

6.2. Agitacion
Cuando el grano ha alcanzado el tamafio adecuado, se comienza una agita-
cién continua que tiene por objetivos:

* Conservar la individualidad de los granos manteniendo libre su super-
ficie, principalmente cuando se trata de cuajadas con una minima acidifica-
cién en la tina, en las que su mayor nivel de mineralizacién favorece la agre-
gacién de los mismos.
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* Facilitar el desuerado a través de los impactos que sufren los granos de
cuajada entre si.

* Mejorar la transferencia de calor durante el calentamiento de la cuajada.

* Incrementar la velocidad del suero entre los granos de cuajada para
mejorar la evacuacién de suero por efecto Venturi.

7. Coccidn
En los quesos de pasta cocida o semicocida, se denomina «coccién» a la
etapa en que los granos de cuajada, suspendidos en el suero mediante agita-
cién, comienzan a calentarse suavemente a los efectos de favorecer la siné-
resis y, consecuentemente, disminuir su grado de hidratacién. Dado que,
tanto la velocidad de calentamiento como la temperatura a la cual se realiza
la coccién son factores determinantes del desuerado, ambos deben ser cui-
dadosamente controlados durante el proceso de fabricacién (Lucey, 2011).

Entre los principales efectos vinculados a la temperatura de coccién, se
pueden mencionar: facilita la sinéresis (aumenta la contraccién del gel),
regula la acidificacién, disminuye la viscosidad del suero, controla el desa-
rrollo de las bacterias ldcticas meséfilas e inactiva total o parcialmente el
cuajo residual en el queso. Por ejemplo, un aumento de entre 2 y 9°cC por
encima de la temperatura de coagulacién favorece el desuerado en la tina y
restringe la produccién de dcido ldctico hacia el final de la acidificacién dado
que al reducirse el contenido de lactosa, esta pasa a ser un reactivo limitante
durante la acidificacién de la cuajada, a partir de lo cual se puede obtener
un queso mds mineralizado (Eck y Gillis, 2003). Sin embargo, es importante
aclarar que cuando se trabaja por encima de 48°c, la velocidad de calefac-
cién no tiene efecto sobre el desuerado en tina.

La intensidad del tratamiento de coccién depende del tipo de queso a ela-
borar. En términos generales se tiene:

* Quesos de alta humedad (Cremoso): se coagula a 38 - 40°C y el secado
del grano se realiza con agitacién y sin calentamiento.

* Quesos de mediana humedad: la coccién se realiza a temperaturas entre
42y 47°C, segtn el criterio del quesero.

* Quesos de baja humedad: se calientan hasta 42 - 44°c y se mantiene hasta
lograr el grado de secado correcto y luego se lleva rdpidamente a so - 53°c.

8. Prensado

8.1. Prensado bajo suero y moldeo

Alcanzado el nivel de secado requerido para la cuajada en la tina, la mez-
cla suero y cuajada se descarga por gravedad o bombeo a una desueradora
de pre-prensado, procurindose que la masa quede perfectamente distri-
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buida y permanentemente cubierta de suero tratando de evitar en todo
momento la oclusién de aire y/o espuma en su interior. Es importante que
no quede ninguna burbuja de aire para que la unién de los granos sea ade-
cuada, condicién esencial para la obtencién de una pasta cerrada y sin agu-
jeros mecdnicos.

Luego se colocan planchas de acero inoxidable perforadas sobre la super-
ficie de la masa inundada y se aplica presién sobre ellas por medio de pisto-
nes neumdticos. El tiempo de prensado bajo suero varia de 20 a 30 minu-
tos. Transcurrido dicho tiempo, se procede al corte y moldeo respetando el
concepto de un bloque de masa por molde utilizado. Esta operacién debe
realizarse con la celeridad necesaria para evitar en todo momento, el enfria-
miento de la masa.

En la queseria artesanal, donde se trabaja con bajos volimenes y el grado
de tecnificacién es limitado, el prensado bajo suero se realiza en la misma
tina. Para ello, suspendida la agitacién, se permite que la cuajada decante en
el fondo de la tina, donde se la deja unos 20 a 30 minutos para que se com-
pacte. Seguidamente, la cuajada se pesca por medio de una tela y se la depo-
sita sobre la mesa de moldeo, donde se la divide en porciones del tamano
adecuado para ser colocadas en el molde.

8.2. Prensado en molde

Esta operacién tiene como objetivo completar el desuerado. Cumple una
doble funcién, dado que fuerza la salida del suero intergranular y del posi-
ble aire ocluido, lo cual, conjuntamente con el descenso del pH, asegura
una correcta cohesién de los granos que confiere al queso su forma defini-
tiva. Debe tenerse en cuenta que si el prensado resulta excesivo, se obtura-
ran las perforaciones del molde, impidiendo la salida del suero; mientras que
si el prensado es insuficiente, no se ejercerd la presion necesaria para expul-
sar el suero que se encuentra a nivel intergranular. En ambos casos, la reten-
cién del suero provocard una acidificacion excesiva de la cuajada que dard un
queso con pH demasiado bajo al momento del desmolde.

9. Acidificacién en molde
Como ya se menciond, el nivel de desuerado es crucial para controlar el
grado de acidificacién en el molde por cuanto determina la cantidad de lac-
tosa disponible para ser fermentada por las bacterias licticas y, consecuente-
mente, su neutralizacién al formarse lactato de calcio.

La acidificacién se produce simultineamente con el prensado y, a través
de ella, el queso adquiere su textura y plasticidad. Es un fenémeno complejo
que, ademds de proteger al queso de la proliferacién de gérmenes patdgenos,
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afecta la estructura mineral de la cuajada (favorece la solubilizacién del fos-
fato de calcio coloidal y del calcio unido quimicamente a las micelas) y dis-
minuye el agua ligada a las caseinas (Choi y col., 2008).

10. Salado

Esta es una etapa esencial en el proceso de elaboracién de cualquier tipo
de queso debido a que la incorporacién de sal (cloruro de sodio) a la masa
tiene como propdsito contribuir a realzar el sabor, promover la formacién de
la corteza, actuar como complemento del desuerado intergranular e inhibir
el desarrollo de la flora indeseable (Guinee y Fox, 2004). Si bien estos son
objetivos comunes a pricticamente todas las variedades de queso, la forma
en que se realiza esta operacién puede ser muy distinta segtin las caracte-
risticas del producto, el tipo de tecnologia o las tradiciones regionales que
lo caracterizan. Entre las metodologias mds difundidas se pueden mencio-
nar: el agregado de sal a la cuajada 4dcida (salado en pasta), aspersién de sal
seca sobre la superficie del queso (salado en seco), frotacién con salmuera
en la superficie de los quesos durante la maduracién o por inmersién en sal-
muera como se hace mayoritariamente en la Argentina. En este caso, antes
de ser sumergidos, los quesos deben tener una temperatura préxima a la de
la salmuera y un pH uniforme en toda su masa. De este modo, los intercam-
bios de materia que tienen lugar durante esta etapa (evacuacion de suero y
sales solubles del queso, e incorporacién de cloruro de sodio), se produci-
ran homogéneamente. Para que esto ocurra, a la salida de la prensa los que-
sos se colocan en un ambiente refrigerado durante un tiempo suficiente, que
puede ir desde 2 hasta 24 h, dependiendo del tamafio de las hormas.

Vale la pena mencionar que para los quesos de alta humedad (Cremoso),
normalmente se emplean salmueras que se encuentran a unos s°c lo cual,
ademds de posibilitar un correcto salado, permite detener el proceso de aci-
dificacién por enfriamiento.

Cada variedad de queso, segin sus atributos, tiene un contenido de sal
bien definido. Aunque son muchas las variables que intervienen en el pro-
ceso de absorcién de sal, el pardmetro de mayor incidencia es el contenido
de humedad del queso (a mayor humedad, se incorpora mds sal), por lo
cual, en la mayoria de los casos, es el determinante del tiempo de salado.

Debido a la influencia del salado sobre la actividad de agua existente en la
cuajada (es uno de los factores de mayor impacto), indirectamente también
actia selectivamente sobre la microflora presente y, de esta manera, pro-
duce una diferenciacién del ecosistema bacteriano que intervendrd durante
la maduracién. Légicamente, en este entorno se verdn favorecidas las cepas
haléfilas y en muchos casos, dependiendo de la sensibilidad del microorga-
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nismo, la sal puede llegar a estimular la lisis celular con la consiguiente libe-
racién de las enzimas endocelulares (endopeptidasas) que son las artifices de
la protedlisis en la maduracién.

11. Maduracién de la cuajada

Finalizado el salado, y con su estructura bésica formada, los quesos pasan
a la etapa de maduracién para lo cual se ubican en cimaras especialmente
acondicionadas para tal fin con una temperatura y humedad relativa perfec-
tamente controladas. En esta fase, debido a la digestién enzimdtica de sus
componentes, la cuajada sufre una sustancial modificacién de su compo-
sicién, estructura, aspecto, consistencia, color, aroma y sabor, a través de la
cual adquiere las caracteristicas deseadas. Se trata de un proceso bioquimico
complejo debido a la gran heterogeneidad fisicoquimica de la matriz de la
cuajada y a la considerable diversidad de enzimas presentes, las que pue-
den provenir de la leche (enzimas nativas), del coagulante, del metabolismo
de los microorganismos presentes o bien de agregados especiales con un fin
especifico (Eck y Gillis, 2003).

El tiempo y la temperatura de permanencia dentro de las cimaras de
maduracién dependen del tipo de queso y del tamano de las hormas. A
su vez, la maduracién puede desarrollarse a humedad constante cuando el
queso estd protegido por film (sin corteza), o a humedad variable en los que-
sos tradicionales que pierden peso por evaporacién.
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2. Caracterizacion de quesos
tipicos argentinos

Irma Wolf, Susana Palma,

Carina Bergamini y Ma. Cristina Perotti

Introduccion

Argentina es un pais con fuerte tradicién quesera. Del total de leche produ-
cida (10527 millones de litros en 2018), el queso representa uno de los prin-
cipales destinos. La produccién de queso crecié notablemente en la tltima
década, desde 430955 tn en 2001 hasta 552093 tn en 2016. Segtn los datos
registrados por la Secretaria de Agroindustria (www.agroindustria.gob.ar/
sitio/areas/ss_lecheria), en el afo 2016 los quesos blandos (Cremoso y otros)
y semiduros (Pategrds y otros) representaron el 48 y 34 %, respectivamente,
de la produccién total de quesos, registrdndose una participacién menor (en
torno al 14 %) en el caso de los quesos duros (Reggianito y otros). Ademis, la
poblacién argentina es la mayor consumidora de quesos de América Latina,
con un consumo promedio de 12 kg per cépita.

La caracterizacién del queso es un concepto multifacético y complejo que
se puede llevar a cabo para controlar la calidad, cumplir con los requisitos
legales o definir la identidad de un producto, y consiste en una descripcién
global de sus propiedades tecnoldgicas, microbioldgicas, fisicas, bio—quimi-
cas y sensoriales (Montero y col., 2014).
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En este capitulo se presentan las caracteristicas mds relevantes de los que-
sos argentinos de mayor consumo y mds representativos dentro de las cate-
gorias de los quesos blandos, semiduros y duros, y ademds se brinda infor-
macién de los principales estudios llevados a cabo en el INLAIN, los cuales
constituyen un valioso aporte para profundizar en el conocimiento del pro-
ceso de maduracidn de estas variedades de quesos.

Queso Cremoso

Se lo considera un derivado de los quesos italianos con caracteristicas simi-
lares: Crescenza, Taleggio y Bel Paese. Ademds de consumirlo como un pro-
ducto de mesa, es muy utilizado en la elaboracién de pizzas como suceddneo
de menor costo que la Mozzarella (Zalazar y col., 1999).

La Legislacién Argentina (Cédigo Alimentario Argentino, caa, Capitulo
VIII, art. 622; ANMAT, 2018) define al queso Cremoso como un «producto de
alta humedad (entre 46 y 54,9 % p/p) y muy alta humedad (> 55% p/p), ela-
borado con leche entera o estandarizada, con o sin el agregado de crema, aci-
dificada por cultivo de bacterias licticas y coagulada por cuajo y/o enzimas
especificas. El contenido de materia grasa en el extracto seco debe ser como
minimo del 50% p/p. Se caracteriza por una pasta blanda, cerrada, algo elds-
tica y grasosa, sabor dulce caracteristico y ligeramente dcido, aroma suave y
agradable, y color blanco—amarillento uniforme. Presenta una forma acha-
tada o paralelepipeda, con un tiempo de maduracién minimo de 20 dias
para hormas de hasta 2,5 kg y de 30 dias para las que pesan entre 2,5 y 5 kg».
Tienen la particularidad de que no se adicionan lipasas en la elaboracién
y que el efecto proteolitico debido a las enzimas del fermento durante la
maduracién es limitado (Zalazar y col., 1995).

Antecedentes

Diversos estudios se realizaron en el INLAIN en quesos Cremoso comerciales
y elaborados a escala piloto en los que se evaluaron distintos aspectos tales
como las causas del fendmeno de arricotamiento (Zalazar y col., 1995), el
incremento del rendimiento quesero por el tratamiento de la leche a tem-
peraturas y tiempos superiores a los de la pasteurizacién (Meinardi y col.,
2003), la influencia de fermentos naturales de leche y fermentos seleccio-
nados en la elaboracién y maduracién (Candioti y col., 2001), la inciden-
cia del contenido graso y otras variables en la capacidad de fusién (Mercanti
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y col., 2004), la actividad y la retencién de las enzimas plasmina y coagu-
lante, y su efecto en la protedlisis (Aparo y col., 2004; Vélez y col., 2015), la
relacién entre pH, grado de protedlisis y consistencia (Hynes y col., 1999), la
correlacién entre actividad residual del coagulante, protedlisis y fundibilidad
(Candioti y col., 2009), la prediccién del tiempo de maduracién empleando
pardmetros fisicoquimicos, de proteélisis, y técnicas estadisticas multivaria-
das (Ramonda y col., 2008), y el anilisis de los perfiles de compuestos vola-
tiles (Wolf y col., 2012). Asimismo, algunos trabajos se han enfocado en el
uso del queso Cremoso como matriz de estudio y desarrollo de microorga-
nismos de origen NsLaB (Milesi y col., 2010) y bacterias probidticas (Vinde-
rola y col., 2000; 2009). A continuacidn se profundizard la discusién sobre
resultados inéditos obtenidos para quesos comerciales.

Composicion fisicoquimica y protedlisis

Valores promedio de pH, humedad, materia grasa, proteina, sal y fracciones
nitrogenadas (NspH4,6/NT o grado de maduracién, NSTCA/NT, NsPTA/NT) de
quesos Cremoso (n = 18) se presentan en la Tabla 1.

Los resultados de humedad (entre 47 y 53 %) y materia grasa en el extracto
seco (entre 50 y 53%) se encontraron dentro de los valores establecidos por
el caa. El rango de valores de pH estuvo entre 5,12 y 5,38. El bajo indice
de maduracién y en particular los bajos valores de NspTA/NT dan cuenta

Tabla 1. Datos de composicion global y grado de maduracién en quesos (valores
promedio + SD) de las variedades Cremoso (n = 18), Pategras (n = 18),
Reggianito (n = 26) y azules (n = 20)

Parametros Queso Queso Queso Queso azul
Cremoso Pategras Reggianito
pH 5,25+ 0,13 5,49 + 0,19 5,40+0,10 5,70+0,40
Humedad%® 50,05 + 2,89 37,66+1,62 33,90+1,6 41,9+2,80
Grasa%®@ 51,33+1,71 46,23+1,66 38,90+3,50 54,0+5,6
Proteina%® 20,36 £ 1,53 27,47+1,87 32,13+2,50 20,5+1,6
NaCl (s.h)%® ND 4,1+1,6 6,5+1,9 6,3%+1,3
NspH4,6/NT%“ 9,82 + 2,99 16,86+5,82 22,00+3,80 39,40+7,80
NSTCA/NT%* 5,28 + 0,46 9,53+1,40 19,16+3,60 35,00+9,00
NsPTA/NT%* 1,65 + 0,26 3,92+0,49 11,96+2,40 13,90+6,00
AGT (mg/Kg) ND ND 2069+684 20300+£14100

1g/100g queso. 2g/100g queso expresado en base seca. ¥s.h: sal en la humedad; g/100g humedad. 4 Expresado en
valores porcentuales respecto al contenido de nitrégeno total (NT). AGT: Acidos Grasos Totales. ND: No determinado
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de una protedlisis no tan avanzada, caracteristicos de quesos con cortos
periodos de maduracién a baja temperatura. Esto también se vio reflejado
en la produccién de bajos niveles de aminodcidos libres durante la madu-
racién, cuyo rango estuvo entre 0,39 y 0,68 g/kg. Por otro lado, los per-
files de electroforesis revelaron una profunda degradaciéon de la caseina
as1 (as1—cN) y un aumento de la fraccién asi—1—cN (asi—cN (f24-199)),
péptido resultante de la accién de la enzima coagulante residual, a medida que
el tiempo de maduracién avanzé. De hecho, se encontré una alta correlacién
(R> = 0,81) para la relacién osi—1—cN/(0Ls1i—CN+0ls1—1—CN) con el tiempo,
calculada por densitometria de los electroforetogramas (Ramonda, 2009).

Compuestos volatiles

Se identificaron un total de 30 compuestos voldtiles en los quesos analizados
(n = 10): 8 cetonas, 8§ alcoholes, 7 4cidos, 4 ésteres y 3 aldehidos. Las dreas de
los distintos grupos de compuestos se expresaron como porcentajes, respecto
al 4rea total de compuestos identificados.

Las cetonas fueron el grupo mayoritario (43—55% del total de compues-
tos) en la mitad de las muestras. Se destac6 la presencia de metilcetonas
(c, a ¢,), 3-hidroxi 2-butanona (acetoina) y 2,3-butanodiona (diacetilo).
Particularmente, la acetoina resulté la mds abundante en la mayorfa de las
muestras. Los alcoholes constituyeron el principal grupo de compuestos
voldtiles en tres de las diez muestras analizadas, con porcentajes superiores al
60%. Se identificaron principalmente alcoholes lineales primarios y secun-
darios, y un alcohol ramificado, siendo el etanol el alcohol cuantitativa-
mente mds importante. El grupo de los aldehidos result6 uno de los grupos
mayoritarios en cuatro de los quesos analizados, destacdndose la presencia de
acetaldehido, 2-metil butanal y 3-metil butanal. Los dcidos alcanzaron valo-
res porcentuales en el rango del 2 al 30%. Se detectaron dcidos de cadena
lineal y niimero par de dtomos de carbono (c, a ¢,,), siendo mayoritarios los
dcidos acético y butanoico. Los ésteres presentaron bajos porcentajes, entre
el 2y 7%, destacdindose particularmente los ésteres etilicos.

Globalmente, las cetonas y los alcoholes, y en menor medida los aldehi-
dos y los 4cidos, fueron los grupos de mayor relevancia en el perfil de com-
puestos voldtiles de los quesos Cremoso. Teniendo en cuenta el origen de los
compuestos voldtiles mayoritarios identificados (acetoina, etanol, 4cido eta-
noico, acetaldehido, 3-metil 1—butanol, etc.), el metabolismo del lactato y
citrato y el catabolismo de los aminodcidos resultaron ser las principales vias
metabdlicas que conducen a su produccién en quesos blandos.
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Queso Pategras

El queso Pategrés es el queso semiduro mds popular de la Argentina. El ori-
gen de los quesos de pasta semidura, prensada, semicocida, con o sin ojos,
se remonta a los inicios del siglo xx, en productos similares de antigua tra-
dicién en Francia, Italia y Suiza. Con el tiempo, debido a una falta de uni-
formidad en la calidad de este producto, se introdujeron cambios en el tipo
y calidad de las materias primas e insumos como asi también en la tecno-
logia, que han conducido a que esta variedad adquiera caracteristicas pro-
pias. En la década del 70 estos quesos se elaboraban aplicando un proceso
de saneamiento térmico suave a la leche de manera que la microflora natural
heterofermentativa, dentro de las que se encuentran las bacterias propiénicas
(PAB), resistiera este proceso. Posteriormente, la aplicacién de la pasteuriza-
cién a la leche de queseria condujo a una eliminacién de la microflora natu-
ral productora de ojos (Zalazar y col., 1999). Actualmente, en la elaboracién
del queso Pategrds es comun el agregado de paB como fermento secundario
de manera de estandarizar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del
producto. En nuestro pais, la tecnologia de los «quesos con ojos» representa
aun un desafio para las industrias ldcteas, lo cual ha conducido al desarrollo
de protocolos de elaboracién (Gauna, 2005).

El queso Pategrds o Gouda (caa, Capitulo vii1, art. 630; ANMAT, 2018) es
un «producto de mediana humedad (entre 36,0 y 45,9 % p/p), graso (entre
45,0 Y 59,9 % p/p, en base seca), elaborado con leche entera o leche estan-
darizada, acidificada por cultivo de bacterias licticas y coagulada por cuajo
y/o enzimas especificas. Presenta una pasta compacta, firme, de consistencia
eldstica, con o sin algunos ojos bien diseminados; sabor dulce caracteristico,
aroma suave, agradable y bien desarrollado, y color blanco—amarillento uni-
forme. Se presenta en forma cilindrica, caras paralelas y perfil convexo. Las
hormas grandes (5 — 10 kg) deben tener una maduracién minima de 2 meses,
las hormas medianas (1 — 5 kg) una maduracién no menor a 1,5 meses, y las
hormas chicas (< 1 kg) una maduracién minima de 1 mes».

Antecedentes

En el INLAIN se han estudiado diferentes aspectos de la tecnologia y madu-
racién del queso Pategrds. Los trabajos mds recientes se han focalizado en
los cambios que ocurren en la protedlisis y lip6lisis durante la maduracién
(Perotti y col., 2009), en el uso como matriz para la incorporacién de pro-
bidticos (Bergamini y col., 2005; 2010) y en la prediccién del tiempo de
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maduracién empleando pardmetros fisicoquimicos, de protedlisis y técnicas
estadisticas multivariadas (Ramonda, 2009). Ademds, se han evaluado las
actividades enzimdticas del coagulante y la plasmina, y sus efectos en la pro-
tedlisis (Vélez y col., 2015), la composicidn fisicoquimica, el perfil de com-
puestos volatiles, y el rol de las paB en la bioquimica de la maduracién (Wolf
y col., 2016). A continuacién se profundizard la discusién sobre resultados
obtenidos para quesos comerciales.

Composicion fisicoquimica y protedlisis

Valores tipicos de pH, humedad, materia grasa, proteina, sal y fracciones
nitrogenadas de quesos Pategrds (n = 18) se presentan en la Tabla 1.

Los porcentajes de humedad y de materia grasa en el extracto seco oscila-
ron entre 36 y 39 %, y 45 y 49 %, respectivamente, y se correspondieron con
los establecidos en el caa. El rango de pH fue de 5,3 — 5,7, el nivel de pro-
teinas se encontrd entre 25 y 32%; el grado de maduracién (NspH4,6/NT)
varié desde 11 hasta 23 %, y las restantes fracciones, NSTCA/NT y NsPTA/NT,
oscilaron entre 8,1 Y 11,0% y entre 3,4 y 4,4 %, respectivamente. Por su parte,
los aminodcidos libres alcanzaron niveles entre 1,38 y 1,77 g/kg a los 60 dias
de maduracién. Los valores de protedlisis y de las aminodcidos libres resul-
taron superiores a los encontrados en quesos Cremoso, dando cuenta de un
proceso proteolitico notoriamente mds acentuado.

Compuestos volatiles

En los perfiles de voldtiles de los quesos analizados (n=10) se identificaron
48 compuestos: 9 cetonas, 5 aldehidos, 13 alcoholes, 7 ésteres, 12 dcidos y 2
hidrocarburos.

Los dcidos resultaron el grupo mayoritario (26—72% del total de com-
puestos) en la mayoria de las muestras, detectdndose principalmente 4ci-
dos de cadena lineal (c, a ¢,) y dcidos ramificados tales como el 2—metil
propanoico y 3—metil butanoico. El 4cido propiénico (c,) alcanzé porcen-
tajes superiores al 60 % del total de los 4cidos, denotando la incidencia del
mismo en el perfil de voldtiles. Los alcoholes y las cetonas fueron otros dos
grupos cuantitativamente importantes. En mds de la mitad de las mues-
tras analizadas, los alcoholes presentaron valores porcentuales entre el 20
y el 5%, mientras que las cetonas alcanzaron porcentajes superiores al
10% del total de compuestos. Dentro de la familia de las cetonas se iden-
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tificaron metilcetonas (c, a ¢,)), diacetilo y acetoina, siendo esta tltima la
cetona mayoritaria, con porcentajes superiores al 50% respecto del total
de cetonas. Por su parte, el grupo de los alcoholes fue el mds diversificado,
detecténdose alcoholes lineales primarios, secundarios y ramificados, y un
alcohol aromdtico. El mds abundante en todas las muestras resulté ser el
etanol. Los ésteres y aldehidos fueron minoritarios y las proporciones de
los mismos no superaron el 8 % del total de compuestos. Dentro del grupo
de los aldehidos se identificaron aldehidos lineales, ramificados y aromdti-
cos. En cuanto a los ésteres se encontraron principalmente ésteres etilicos,
destacdndose el propanoato de etilo, compuesto tipico de los quesos adi-
cionados con PAB.

Globalmente, los perfiles de voldtiles de los quesos Pategras se caracteriza-
ron por la presencia de aldehidos, alcoholes y 4cidos de cadena ramificada,
alcoholes primarios y dcidos de cadena corta (c, a ¢,), compuestos asocia-
dos al metabolismo de las ras.

Queso Reggianito

El queso Reggianito es el representante de los quesos de pasta dura tipo grana
mds popular de la Argentina. La tecnologia de elaboracién es una adapta-
cién de la utilizada para los quesos duros italianos (Parmiggiano—Regiano y
Grana Padano). A diferencia de estos, el Reggianito tienen mayor humedad
y contenido graso, un tiempo de maduracién mds corto y un tamafo mucho
menor (Licitra y col., 2018).

De acuerdo con la legislacién argentina (caa, Capitulo v, art. 63s;
ANMAT, 2018), el Reggianito se considera un «queso de baja humedad (hasta
35.9% p/p) y semigraso o graso (minimo de materia grasa de 32% p/p, en
base seca). Es un queso madurado que se obtiene por coagulacién de la
leche por medio del cuajo y/u otras enzimas coagulantes apropiadas, com-
plementada por la accién de bacterias ldcticas especificas. Se caracteriza por
una consistencia dura y una textura compacta, quebradiza y granulosa. El
color de la pasta es blanco amarillento y presenta sabor salado, levemente
picante y olor caracteristico. No posee ojos, aunque puede presentar algu-
nos ojos pequenos y aberturas mecdnicas. Se presenta en cilindros de caras
planas y perfil ligeramente convexo. El tiempo de maduracién minimo es de
6 meses para quesos entre 4 a 10 kg, 8 meses para quesos entre 10y 20 kg y
de 12 meses para quesos que superen los 20 kg».

En 2008, a través de la resolucién sagpya N°16/2008 se oficializé el Pro-
tocolo de Calidad que define y describe los atributos de calidad para queso
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Reggianito que aspiren a utilizar el Sello «Alimentos Argentinos — Una
eleccién Natural». Este protocolo establece las caracteristicas descripti-
vas del queso y de su proceso de elaboracién utilizando tanto tecnologias
tradicionales como avanzadas, brindando a las empresas productoras una
herramienta adicional para la obtencién de productos de calidad diferen-
ciada (www.inti.gob.ar/lacteos/pdf/queso_reggianito.pdf).

Antecedentes

Diversos trabajos llevados a cabo en nuestro Instituto contribuyeron a
caracterizar la microflora 4dcido ldctica que compone el suero fermento
natural utilizado en queso Reggianito y evaluar sus propiedades tecno-
légicas y bioquimicas (Reinheimer y col., 1995; 1996) y caracteristicas
genéticas (Quiberoni y col., 1998). A partir de estos resultados se obtuvo
una coleccién de cepas autéctonas de L. helveticus que se incorporaron
al cepario del 1NLAIN. Si bien el suero fermento natural se empleé en el
pasado, la tendencia actual en la industria ldctea argentina, con el objeto
de estandarizar la calidad, es el empleo de fermentos comerciales liofili-
zados de cepas de lactobacilos terméfilos y la acidificacién quimica de la
leche. En este sentido, diversas cepas autéctonas se ensayaron como fer-
mentos para la elaboracién de quesos Reggianito y se evalué su impacto
en los perfiles de protedlisis, peptiddlisis, lipdlisis y en las caracteristicas
sensoriales (Candioti y col., 2002; Hynes y col., 2003; Perotti y col., 200s;
Milesi y col., 2011).

Otros estudios realizados en el INLAIN y en centros de investigacién de la
regioén han abordado otros aspectos de la maduracién tales como las pro-
piedades reoldgicas y sensoriales y sus correlaciones con pardmetros ins-
trumentales (Hough y col., 1996), el efecto del material de empaque en
los pardmetros de textura, contenido de dcidos orgdnicos y perfil sensorial
(Lombardi y col., 1994; Hough y col., 1994; Bértola y col., 1995), la pre-
diccién del tiempo de maduracién empleando pardmetros fisicoquimicos,
de protedlisis y técnicas estadisticas multivariadas (Ramonda, 2009), y la
incidencia de la alimentacién de las vacas lecheras en la composicién de la
leche, en la aptitud quesera y en las caracteristicas sensoriales de los pro-
ductos (Costabel y col., 20115 Audero y col., 2014). También se estandarizé
un protocolo de elaboracién con cultivos directos y dcido ldctico como
acidégeno (Meinardi y col., 2008), se caracterizaron los perfiles de vold-
tiles y de dcidos grasos de quesos comerciales (Wolf y col., 2010), y utili-
zando los perfiles de compuestos voldtiles y técnicas estadisticas multiva-
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riadas se logré una diferenciacién de los quesos Reggianito de otros quesos
grana (Wolf'y Perotti, 2013). De modo similar, el andlisis de los perfiles de
aminodcidos de muestras comerciales permitié seleccionar los aminodci-
dos mds representativos que podrian utilizarse como biomarcadores para
diferenciar quesos tipo grana en estudios de autenticidad (Duchowicz y
col., 2011). Por otra parte, varias estrategias se han ensayado para acelerar
la maduracién y/o diversificar/incrementar el flavor: aumento de la tem-
peratura de maduracién (Sihufe y col., 2007; 2010a y b; Ceruti y col,,
2015), pretratamiento de la leche (tratamiento térmico, agitacién meci-
nica, homogeneizacién) (Vélez y col., 20105 2011), tipo de coagulante y
temperatura de coccién de la cuajada (Costabel y col., 2015), y uso de enzi-
mas exégenas (Ceruti y col., 2016). Ademds, se han evaluado las activida-
des enzimdticas del coagulante y la plasmina, y su efecto en la protedli-
sis de los quesos (Hynes y col., 2004; Vélez y col., 2015). A continuacién
se dirigird la discusién sobre algunos de los resultados obtenidos en que-
sos comerciales.

Composicion fisicoquimica, protedlisis y lip6lisis

Los valores promedios de composicién global, fracciones nitrogenadas y
grado de lipdlisis de quesos Reggianito (n=26) se muestran en la Tabla 1.

El rango de pH fue de 5,3—5,5, los porcentajes de humedad y de mate-
ria grasa, en el extracto seco, oscilaron entre 32 y 36%, y 35 y 42%, res-
pectivamente, y se correspondieron con lo establecido en la legislacion, en
tanto que los valores de proteinas se encontraron entre 30 y 35%. El grado
de maduracién varié desde 18 hasta 26 %, y las fracciones NsTCA/NT y NspTA/
NT se encontraron en el rango entre 16 y 23% y entre 9 y 14 %, respectiva-
mente. Asimismo, los niveles de aminodcidos libres fueron elevados y osci-
laron entre 29 a 43 g/kg de queso. De este modo, los valores de la protedlisis
resultaron comparativamente superiores a los de los quesos Cremoso y Pate-
grés, hecho atribuido entre otros factores al mayor tiempo de maduracién de
los quesos Reggianito.

En cuanto al grado de lipdlisis, los niveles promedio variaron entre 1187
y 3810 mg AGT (4cidos grasos totales)/kg de queso. Los principales dcidos
grasos encontrados fueron el palmitico (c,q,) y oleico (cyg,), y los siguien-
tes dcidos en orden decreciente de concentracién fueron miristico (C,4.,)
y estedrico (Cg,). El perfil de dcidos grasos de los quesos, desde el punto
de vista cualitativo, no difirié del que caracteriza a los dcidos grasos de la
grasa ldctea.
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Compuestos volatiles

El andlisis del perfil de los voldtiles de los quesos Reggianito (n = 18) permi-
tié identificar un total de 53 compuestos: 9 cetonas, 15 alcoholes, 7 ésteres,
11 4cidos, 5 aldehidos y 6 compuestos pertenecientes a otras familias quimicas.

Los 4cidos y los alcoholes constituyeron en general los dos principales gru-
pos de compuestos en la fraccién aromdtica de los quesos Reggianito. Los
dcidos alcanzaron un valor porcentual promedio del 38% del total de com-
puestos, siendo los dcidos acético y butanoico los mds abundantes, en tanto
que los alcoholes representaron un 30 %, encontrdndose el etanol y algunos
alcoholes secundarios en alta proporcién. Las cetonas alcanzaron porcentajes
promedio del 18 % del total de compuestos, resultando la propanona, 2—pen-
tanona, 2—heptanona, diacetilo y acetoina las mds relevantes desde el punto
de vista cuantitativo. Los aldehidos representaron el 9% de la fraccién vold-
til, destacdndose la presencia de aldehidos ramificados (2 y 3—metil butanal),
acetaldehido y 2-butenal. Los ésteres fueron un grupo minoritario, en torno
al 5%, y en particular el hexanoato de etilo resultd el éster mds abundante en
los quesos Reggianito.

De acuerdo con el origen de los compuestos mayoritarios detectados en
los quesos Reggianito, los procesos bioquimicos de la lipélisis, protedlisis y
el catabolismo de aminodcidos y 4cidos grasos, junto con la degradacién de
la lactosa y el catabolismo del lactato, contribuyen en diferente medida al
perfil aromdtico tipico de esta variedad.

Quesos azules

Dentro de esta categoria se incluyen aquellos quesos que tienen como prin-
cipales caracteristicas las de poseer una textura semiblanda y un proceso de
maduracién en el cual participan activamente diferentes cepas de mohos.
Se los conoce como «quesos blandos madurados», «quesos madurados por
mohos» 0 mds cominmente, «quesos azules». Los quesos azules fueron
introducidos en Argentina por inmigrantes franceses, quienes conservaron
el tradicional proceso de elaboracién: uso de Penicillium roqueforti, salado en
seco y perforacién de la horma de queso con agujas especiales para favorecer
el desarrollo del moho en el interior.

La Legislaciéon Argentina (caa, Capitulo v, art. 627; ANMAT, 2018)
define al queso azul como
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el producto que se obtiene por coagulacién de la leche por medio del cuajo y/u
otras enzimas coagulantes apropiadas, complementada o no por la accién de
bacterias l4cticas especificas, y mediante un proceso de elaboracién que utiliza
hongos especificos (Penicillium roqueforti), complementados o no por la accién
de hongos y/o levaduras subsidiarias responsables de otorgarle al producto ca-
racteristicas distintivas durante el proceso de elaboracién y maduracién. Se cla-
sifica dentro de los quesos grasos y de mediana o alta humedad. Se caracterizan
por una consistencia semidura desmenuzable o semiblanda pastosa. Presentan
una textura abierta, con hongos distribuidos de manera razonablemente uni-
forme y vetas caracteristicas de color verde, verde azulado o verde grisiceo. La
pasta es de color blanco o blanco amarillento uniforme y la corteza es rugosa,
sin rajaduras e irregular. Poseen sabor picante, salado, y un olor acentuado. Los
quesos tienen forma cilindrica y se comercializan en hormas que en promedio
tienen unos 3 kg. El tiempo de maduracién requerido para lograr sus caracte-
risticas especificas es de por lo menos 35 dias a una temperatura menor de 15°c;

luego debe mantenerse durante su expendio a temperatura no superior a 8 °c.

Antecedentes

Los trabajos cientificos relacionados al estudio de la maduracién de los que-
sos azules son escasos. El InTI—Ldcteos, a través del andlisis de muestras
comerciales, evalué la composicién fisicoquimica (pH, humedad y materia
grasa), el perfil de dcidos grasos y el perfil cualitativo de componentes del
aroma. Ademds, estableci6 el perfil sensorial estdndar del queso azul argen-
tino a partir de la seleccién y valoracién de 20 atributos correspondientes
a los aspectos de apariencia, textura y flavor (Montero y col., 2014). En el
INLAIN se han encarado algunos estudios, principalmente del proceso de
lipdlisis (Bernal y col., 1998), y mds recientemente se analizaron muestras
comerciales para establecer pardmetros fisicoquimicos y conocer el perfil de
4cidos grasos y compuestos voldtiles (Wolf y col., 2011).

Composicion fisicoquimica, protedlisis y lipdlisis
Valores tipicos de humedad, materia grasa, pH, proteina, sal, fracciones

nitrogenadas y lipélisis encontrados en quesos azules comerciales (n = 20),
se presentan en la Tabla 1.
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Los valores de humedad (39 al 45%) y grasa en el extracto seco (48 al
60 %), fueron normales para este tipo de quesos. El pH present6 un valor
promedio de 5,7, resultando en general inferior a los reportados en que-
sos madurados por mohos de otros origenes. El contenido de proteinas
estuvo en el rango entre 19 y 22 % y los niveles de sal en la humedad varia-
ron entre 5y 7,6 %.

En relacién con los perfiles de lip6lisis, se observé una amplia variabilidad
entre las muestras analizadas, registrindose niveles de entre 6100 y 49200
mg AGT/kg de queso. Los 4dcidos grasos libres mayoritarios fueron el oleico
(Cyg1)> palmitico (c,q,) y miristico (c,,,,). Similares resultados fueron repor-
tados para quesos azules de otros origenes.

Los altos niveles de las distintas fracciones nitrogenadas y del grado de
lipdlisis en comparacién con las otras variedades de quesos madurados por
bacterias revelan la intensa actividad proteolitica y lipolitica del moho. Sin
embargo, la extensién de la maduracién en general resulté inferior a la
reportada en quesos azules de otros origenes.

Compuestos volatiles

Un total de 50 compuestos voldtiles fueron detectados en las muestras de
quesos azules analizadas (n=20), los cuales pertenecieron a las familias qui-
micas de las cetonas (10), alcoholes (17), ésteres (9), 4cidos (9) y otros com-
puestos ().

Las cetonas resultaron un grupo mayoritario, superando el s0% del total
de voldtiles en la mitad de las muestras analizadas. Se destacaron desde un
punto de vista cuantitativo las metilcetonas, y en particular la propanona,
2—pentanona, 2-heptanona y 2-nonanona.

Para la mayoria de las muestras, los alcoholes y los dcidos fueron otros dos
grupos relevantes. Dentro de los alcoholes se identificaron principalmente
alcoholes lineales secundarios (mayoritariamente 2—propanol, 2—pentanol y
2—pentanol), alcoholes ramificados (mayoritariamente 3—metil 1-butanol) y
el etanol. En el grupo de los dcidos, predominaron el butirico y el hexa-
noico. Los ésteres, particularmente ésteres etilicos y metilicos de los dcidos
butanoico y hexanoico, constituyeron un grupo minoritario, representando
menos del 5% del total de compuestos. En algunas muestras, el hidrocar-
buro 1,3-pentadieno fue encontrado en altos niveles.

El perfil global de los quesos azules caracterizado por metilcetonas, 4cidos
grasos, ésteres y alcoholes secundarios y ramificados, estd claramente aso-
ciado a las actividades proteoliticas y lipoliticas de Penicillium roqueforti.
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3. Estrategias tecnolégicas para
acelerar la maduracion y diversificar
el flavor en quesos duros

En el presente capitulo se indagard en la identificacién de estrategias tec-
noldgicas destinadas a acelerar la maduracién y/o diversificar el flavor de
quesos duros. En primer lugar, se expondrdn los estudios del impacto de
distintos tratamientos fisicos aplicados a la leche de elaboracién (homoge-
neizacién, tratamiento térmico) o aplicados al producto final (alta presién
hidrostdtica) en la maduracién de los quesos. En particular, se analizard el
efecto de los mismos sobre las actividades enzimdticas (plasmina y coagu-
lante) y la bioquimica de la maduracién: protedlisis, lipdlisis, flavor y sus
caracteristicas sensoriales. En segundo lugar, se presentardn resultados referi-
dos al disefio de fermentos primarios y adjuntos y su impacto en la madura-
cién, ofreciendo la posibilidad de disefiar productos a medida.
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3.1. Tratamientos fisicos aplicados
durante el proceso de elaboracion

Ma. Ayelén Vélez, Ma. Cristina Perotti, Luciana Costabel,
Mario Candioti, Leila Pozza, Susana Palma, Carlos Meinardi, Verénica
Wolf, Carina Bergamini y Erica Hynes

Pretratamiento de la leche de queseria:
agitacion mecanica y homogeneizacion

La manufactura del queso consiste bdsicamente en un proceso de deshidra-
tacién, donde la grasa y las caseinas de la leche se concentran, y prosigue con
la etapa de maduracién que conduce al producto final, con caracteristicas
Gnicas de aroma, textura y flavor (McSweeney, 2004). La transformacién de
la cuajada en queso es consecuencia de cambios fisicos y complejas reaccio-
nes quimicas y bioquimicas, todos ellos de gran influencia en las caracteris-
ticas finales de los productos que involucran la difusién de sales, la evapora-
cién del agua, los equilibrios quimicos del calcio, metabolismo del lactato y
citrato, degradacién de las proteinas y lipidos y catabolismo de aminodcidos
y 4cidos grasos libres (McSweeney y Sousa, 2000).

En particular, la lipdlisis es la hidrdlisis enzimdtica de los triacilgli-
ceroles (TAG) para dar dcidos grasos libres (aGL, desde c4:0 hasta c18:2),
glicerol, mono y diacilglicéridos. En algunos tipos de quesos la lipdlisis es
indeseable, pero en quesos duros italianos o en el queso Reggianito, una
lipdlisis moderada es deseable ya que contribuye al desarrollo del flavor
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genuino (Candioti y col., 2002; Collins y col., 2003). En este tipo de queso
los agentes lipoliticos son la lipasa nativa de la leche, lipoproteina lipasa
(LpL), y las enzimas de los fermentos ldcticos y bacterias ldcticas no perte-
necientes al fermento (non—starter lactic acid bacteria, NsLaB). En la leche
cruda la hidrélisis enzimdtica no se produce espontdneamente debido a que
las enzimas lipoliticas y su sustrato se encuentran compartimentalizados: los
TAG dentro de glébulos rodeados por una membrana (milk fat globule mem-
brane, MFGM) y la LPL asociada a la fase proteica (Collins y col., 2003). Sin
embargo, los procesos fisicos aplicados a la leche antes de la elaboracién de
quesos (agitacién mecdnica, bombeo, homogeneizacién) pueden disminuir
la accién protectora de la membrana del glébulo graso y favorecer la lipdli-
sis (Evers, 2004).

Con el objeto de incrementar las reacciones de lipdlisis en quesos
actuando sobre la compartimentalizacién sustrato grasa—enzimas lipoliti-
cas, es decir, incrementando la accesibilidad de las enzimas lipoliticas a su
sustrato, en el INLAIN se realizaron experiencias aplicando un tratamiento
fisico de agitacién mecdnica y bombeo a la leche de queseria (Vélez y col.,
2011). No existen reportes previos de la aplicacién de este tipo de pre—trata-
mientos a la leche para elaboracién de quesos. Es por ello que, con el fin de
seleccionar un protocolo adecuado, se estudiaron mezclas de leche y crema
de distintos porcentajes de grasa (5%, 15% y 30 %) a distintas temperaturas
(5, 15y 45°c). El dafio a la membrana del glébulo graso se estimé mediante
la medida de la grasa liberada y observacién microscépica. Las condiciones
mds apropiadas fueron 5°c 30 % de contenido graso y agitacién mecdnica a
2800 rpm durante 2 min. Este tratamiento se aplicé a la elaboracién de cua-
jadas miniatura donde se evalué la retencién de materia grasa, humedad y
lipdlisis. El protocolo llevado a cabo no incrementé la pérdida de grasa en
el suero ni causé detrimento alguno en la coagulacién y en la sinéresis de
la cuajada, por lo que no hubo modificaciones en los valores de humedad;
la lipdlisis determinada por cromatografia de gases no se vio incremen-
tada respecto a cuajadas controles. El pre—tratamiento de la leche se aplicé
luego a la elaboracién de quesos Reggianito miniatura (sr), donde ade-
mis se evalué la influencia de la pasteurizacidn sobre la lipélisis y produc-
cién de compuestos voldtiles durante la maduracién (12 °c/ 9o dias) (Vélez
y col., 2010). Para ello, se realiz6 un disefio experimental en el que se eva-
luaron dos factores: el tratamiento térmico a dos niveles (pasteurizado y
no pasteurizado; en este Gltimo se empleé una sanitizacién no—térmica
mediante un descremado natural) y el tratamiento fisico (crema agitada y
no agitada). Los factores estudiados no influyeron sobre el contenido de
dcidos grasos libres totales ya que el nivel de lipdlisis global se incrementé
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de manera similar durante la maduracién en todos los quesos, hayan sido
elaborados con leche cruda o pasteurizada, y con tratamiento mecdnico
de agitaciéon o no. En cuanto al perfil de agt, los dcidos de cadena corta
(c4:0-c8:0) fueron significativamente afectados siendo mayor la propor-
cién en los quesos elaborados con leche cruda. Este incremento puede ser
atribuido tanto a la accién de la LpL como a las enzimas lipoliticas micro-
bianas y reviste importancia ya que estos dcidos grasos tienen una influen-
cia directa en el flavor. Ademds, en ausencia de tratamiento térmico y en
algunos casos bajo condiciones que favorecieron la descompartimentali-
zacién enzima-—sustrato, se produjeron cantidades incrementadas de com-
puestos voldtiles derivados de la grasa como 2—heptanona y 2—nonanona,
hexanoato de etilo, butanoato de etilo y butanoato de isoamilo. De esta
experiencia, pudo apreciarse que el pre—tratamiento de la leche de elabora-
cién por agitacién tuvo un impacto bajo en la lipélisis ya que sélo en algu-
nos casos fue significativo y siempre interaccionando con el tratamiento
térmico; ademds, quedd en evidencia que los cambios favorables en lipdli-
sis y produccién de aromas derivados de la grasa se obtuvieron sélo en pre-
sencia de leche cruda.

Frente a los resultados obtenidos se decidié profundizar el estudio acerca
de la accesibilidad enzima—sustrato mediante una nueva experiencia de ela-
boracién de miniquesos, en los que el tratamiento de desestabilizacién del
glébulo graso fuera més enérgico. Esta consistié en la aplicaciéon de una etapa
de homogeneizacién de la fraccion grasa de la leche de elaboracidn, utili-
zando en todos los casos leche cruda (Vélez y col., 2017). El principio bésico
de la homogeneizacién consiste en provocar la disrupcién de los glébulos
grasos mediante el pasaje de la leche a presién por un orificio de pequeno
didmetro. La brusca descompresién posterior provoca torbellinos que gene-
ran un esfuerzo de corte elevado y eventualmente cavitacién, fenémenos que
conllevan la disrupcién de las gotas de grasa y reduccién del tamaio, con el
concomitante aumento de la superficie o drea total de la interfase grasa/agua,
lo que implica la formacién de una nueva membrana —membrana artificial
o de reposicién—, que consiste en restos de membrana nativa y otros com-
ponentes (micelas de caseinas, proteinas del suero) que se adsorben en la
interfase. Por lo tanto, este proceso favoreceria la accesibilidad a la grasa a las
enzimas lipoliticas (Walstra y col., 1999; Kelly y col., 2008).

A diferencia del tratamiento mecdnico, existen antecedentes de la aplica-
cién de homogeneizacién a la leche de queseria en algunas tecnologias par-
ticulares con el fin de acelerar la lipdlisis para mejorar el flavor, como en el
caso de los quesos madurados con mohos (Johnson, 2011). Por otro lado,
también se ha utilizado para variedades de quesos con bajo contenido de
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grasa con el fin de mejorar la textura, obteniendo mayor humedad y quesos
de cuerpo mds suave o cremoso. Sin embargo, no hay informes previos de
este procedimiento aplicado en quesos duros.

En los ensayos desarrollados en el INLAIN se observé un aumento inicial
significativo de la concentracién total promedio de los dcidos grasos libres
en quesos elaborados con crema homogeneizada (1) con respecto a los que-
sos sin aplicar homogeneizacién (controles, ¢). En efecto, en los quesos ela-
borados con leche homogeneizada se alcanzaron niveles mdximos de lipéli-
sis en los primeros dias, mientras que en los quesos controles dichos niveles
se incrementaron gradualmente durante la maduracién. En cuanto al perfil
de 4cidos grasos cortos y medios, a los 3 dias las concentraciones de los dci-
dos grasos fueron superiores en los quesos H, siendo el c10:0 el mds abun-
dante. En los quesos, las concentraciones de estos 4dcidos fueron similares
entre si. A los 90 dias se observé una diferenciacion en el perfil con respecto
al inicial ya que el dcido graso mds abundante en los quesos c y H fue el
c4:0. Mientras que C4:0, C6:0 y c8:0 presentaron valores similares en Cc y H,
C10:0 y C12:0 mostraron concentraciones significativamente superiores en H.
Al igual que el aumento inicial de lipélisis encontrado en los quesos homo-
geneizados, estas diferencias en los dcidos grasos en particular se explican con
la mayor accesibilidad lograda para las enzimas lipoliticas a su sustrato, espe-
cialmente la LPL que se encuentra activa en quesos de leche cruda. Al final
de la maduracién, los niveles de 4cidos grasos libres totales eran similares en
todos los productos. Estos resultados indican que la estrategia de aumento
de contacto grasa—enzimas lipoliticas fue exitosa para acelerar las reacciones
enzimdticas de lipdlisis. En cuanto a los compuestos voldtiles, se observé que
algunos derivados del catabolismo de los AGL tales como hexanal, heptanal,
nonanal y metilcetonas (cs a c9), se formaron preferentemente en quesos
elaborados con leche homogeneizada, en diferentes tiempos de maduracidn.

Modificaciones en la tecnologia de elaboracion: lavado,
tipo de enzima coagulante y coccion de la cuajada

La protedlisis es el conjunto de reacciones de hidrolisis que tiene lugar
sobre las casefnas intactas y sobre los péptidos derivados de ellas, y con-
fieren a los quesos propiedades tnicas de sabor, textura y aroma. Durante
la maduracién de quesos, la hidrélisis inicial de las caseinas es produ-
cida por el coagulante y por la enzima nativa plasmina, lo cual resulta en
la formacién de péptidos largos que luego son degradados por enzimas de
la microflora perteneciente y no perteneciente al fermento (Chitpinityol
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y Crabbe, 1998). La formacién de péptidos y de aminodcidos libres contri-
buye al flavor, por actuar como precursores de compuestos de gran impacto
(Upadhyay y col., 2004a).

La plasmina (EC 3.4.21.7) es una serina proteinasa derivada de la sangre; su
pH y temperatura éptimos son 7,5 y 37 °C, respectivamente. En la leche, pre-
ferentemente hidroliza la B—caseina en y—caseinas, pero también puede hidro-
lizar og,—caseina (Rampilli y Raja, 1998). La plasmina pertenece a un sistema
complejo que incluye la enzima activa, su precursor inactivo plasminégeno,
activadores de plasmindgeno y 2 inhibidores: el inhibidor de la plasmina y los
inhibidores de los activadores del plasminégeno. Mientras que los inhibido-
res de la plasmina estdn localizados en la fraccion de suero de leche, la plas-
mina estd predominantemente unida a las micelas de caseina (Grufferty y Fox,
1988). La estabilidad térmica de la plasmina es relativamente alta dado que se
requiere de un tratamiento térmico a 80°c durante 10 minutos para comple-
tar la inactivacién de la misma; por el contrario, los inhibidores son termold-
biles (Somers y Kelly, 2002). De esta manera, la contribucién de la plasmina
a la hidrélisis primaria de las caseinas es mds pronunciada en quesos de pasta
cocida (Sousa y col., 2001; Somers y Kelly, 2002).

Debido a la importancia de la plasmina en la maduracién de diversos tipos
de quesos, varios grupos de investigacién han desarrollado estudios basados
en el incremento de la concentracién de la misma para acelerar este proceso.
Entre distintas alternativas, se destaca el agregado de plasmina exégena a la
leche de elaboracion. Farkye y Fox (1992) consiguieron al final de la madu-
racién de queso Cheddar un 20% mds de nitrégeno soluble. Somers y col.
(2002) observaron una mayor hidrélisis de la f—caseina en queso Mozzarella
y O’Farrell y col. (2002) verificaron una mayor proteélisis primaria en que-
sos madurados en superficie. Otra estrategia consiste en lograr un aumento
de la concentracién de plasmina en el queso por medio de la activaciéon del
plasmindgeno agregando uroquinasa. Esta técnica ha sido ensayada sobre
quesos Suizos (Bastian y col., 1997) y Cheddar (Barrett y col., 1999; Milesi y
col., 2008), conduciendo a un aumento de la protedlisis primaria. La estrep-
toquinasa, una proteasa exocelular producida por Streptococcus uberis, forma
un complejo con el plasminégeno que induce a un cambio conformacional
que activa la plasmina sin mediar una escisién proteolitica (Johnsen y col.,
2000). Segtin Upadhyay y col. (2004b), la estreptoquinasa adicionada a la
leche de elaboracién de queso Cheddar activé la mayor parte del plasminé-
geno, lo que derivé en una aceleracién de la protedlisis, como lo indicaron el
aumento de nitrégeno soluble a pH 4,6 y la hidrélisis de la B caseina. Somers
y Kelly (2002) estudiaron el efecto del tratamiento térmico de la leche y de
la temperatura de coccién sobre quesos miniatura, concluyendo que la coc-
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cién tiene un efecto positivo importante sobre la actividad de la plasmina
pero que no sucede lo mismo con la temperatura de tratamiento térmico
previo de la leche. Exceptuando este trabajo, existe escasa informacién sobre
las operaciones de la fabricacién del queso que puedan llevar a un incre-
mento de la actividad de la plasmina.

En cuanto al coagulante, consiste principalmente en quimosina pura, que
es una proteinasa aspdrtica dcida (EC 3.4.23.4) con un pH 6ptimo de aproxi-
madamente 4,0 y una actividad de coagulacién de la leche altamente espe-
cifica a pH 6,7. La cantidad residual de enzima coagulante que permanece
en la cuajada después del drenaje del suero es de hasta el 15% ya que el resto
se pierde en el suero (Sousa y col., 2001). La retencién de la actividad coa-
gulante en la cuajada depende de factores tecnoldgicos como el pu de dre-
naje, la temperatura de coccién y la humedad del queso (Jacob y col., 2010).
Durante la maduracién del queso, la accién proteolitica de la quimosina
sobre la caseina o, libera los péptidos o, (fi—23) y og,—1 (f24-199) que se
observan en una etapa temprana de la maduracién en quesos blandos ya
que retienen grandes cantidades de suero y la cuajada no se somete a trata-
miento térmico (Hynes y col., 2001; Bansal y col., 2007). Existe cierta incer-
tidumbre con respecto al grado de inactivacién de la quimosina en los que-
sos cocidos. Se sabe que cantidades mds bajas de cuajo se retienen en los
quesos duros debido a su menor contenido de humedad y a la desnaturali-
zacién causada por la temperatura. A pesar de estos hechos, se ha informado
que la inactivacién del coagulante en los quesos cocidos es parcial o reversi-
ble (Hayes y col., 2002; Hynes y col., 2004; Costabel y col., 2015).

Con el fin de planear estrategias para intensificar las reacciones de proted-
lisis, en el INLAIN se realizaron ensayos para evaluar las siguientes variables:
pH de drenado de suero, temperatura de coccién de la cuajada e incorpora-
cién de una etapa de lavado de la cuajada (Vélez y col., 2015b, 2016). Estos
pardmetros se evaluaron, en una primera etapa, en pseudocuajadas modelo
mediante el andlisis de la actividad de las enzimas plasmina y coagulante y
su contribucién a la protedlisis. El aumento del pH y el lavado de la cua-
jada afectaron positivamente la actividad de la enzima plasmina y aumenta-
ron su impacto en la proteélisis, lo que fue evidenciado en un incremento
de péptidos solubles en la zona del cromatograma donde eluyen los pépti-
dos hidrofébicos. Por el contrario, no se detect6 una influencia de la tempe-
ratura de coccién en la accién de la enzima. En cuanto al plasminégeno, su
actividad no se modificé. Ademds, se detectd que la accién del coagulante se
incrementd por la disminucién del pa de drenado de suero y de la tempe-
ratura de coccidn, y que el lavado no modificé significativamente su accidn.
Estos resultados se correspondieron con incrementos en la protedlisis detec-
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tados tanto por perfiles de péptidos solubles como por electroforesis y frac-
ciones nitrogenadas. El tiempo de almacenamiento de las pseudocuajadas,
establecido en 7 dias, fue suficiente para realizar un screening preliminar de
los tratamientos favorables a la accién de la enzima plasmina y coagulante.
En una segunda etapa, se evaluaron estrategias para intensificar los niveles de
protedlisis en queso duro utilizando un modelo de queso miniatura, madu-
rado 9o dias a 12°c. Se estudié la influencia de la temperatura de coccién
(50 y s6°c) y el tipo de enzima coagulante recombinante utilizada (quimo-
sina bovina y quimosina de camello) (Costabel y col., 2015). Se verificé que
la actividad coagulante residual fue significativamente menor en los quesos
sometidos a una temperatura de coccién mds alta mientras que la activi-
dad de la plasmina fue similar a las dos temperaturas, corrobordndose lo
observado en el modelo de las pseudocuajadas. Los perfiles electroforéticos
de los quesos de 50°c mostraron la fraccién o;—I desde el inicio de la madu-
racién, mientras que en los de s6°c recién se apreci6 a los so dias. Estos
resultados se correlacionaron con los obtenidos para los perfiles peptidicos.
A medida que avanzé la maduracién de los quesos, se observé un incre-
mento de la proteélisis, que fue mayor en los quesos de so°c. Asimismo,
también se verificé que la actividad coagulante tendié a igualarse al final
de la maduracién en los quesos obtenidos a diferentes temperaturas de coc-
ci6én lo que sugiere, como ya fue mencionado anteriormente, una reactiva-
cién de la enzima. El tipo de enzima coagulante tuvo un impacto diferente
en la protedlisis de los quesos unicamente cuando se utilizé una coccién
a 56°c. A esta temperatura la quimosina bovina mostré una mayor activi-
dad proteolitica, evidenciada en los perfiles peptidicos y en los niveles de las
fracciones nitrogenadas.

Los efectos de la temperatura y lavado verificados en los estudios descrip-
tos anteriormente también se observaron en quesos de distintos tipos: Cre-
moso (blando), Pategrds (semiduro) y Reggianito (duro), elaborados a escala
industrial y que se maduraron en nuestro Instituto (Vélez y col., 2015a).
Los resultados registrados se relacionaron principalmente con la tempera-
tura de coccién ya que su disminucién incrementd la actividad coagulante,
siendo superior en Cremoso, intermedia en Pategrds y baja en Reggianito.
En cuanto al sistema plasmina/plasminégeno, se observé una mayor activi-
dad del plasminégeno inactivo en los quesos Reggianito y Cremoso mien-
tras que en el queso Pategrés el nivel del zimégeno fue muy bajo, probable-
mente porque la activacién del mismo se llevé a cabo durante la elaboracién
del queso cuya tecnologia incluye un paso de lavado de cuajada. Tal como
se menciond anteriormente, este procedimiento eliminaria los inhibidores
de los activadores del plasmindgeno. De hecho, la mayor actividad de la
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plasmina se encontré en el queso Pategrds, lo que indica que el lavado de la
cuajada combinado con el tratamiento térmico suave de la misma favore-
ci6 la activacién del plasminégeno. Sin embargo, el ambiente definido por
la matriz de queso Reggianito resulté mds adecuado para mantener la estabi-
lidad de la actividad de la plasmina a lo largo de la maduracién. Los resulta-
dos fueron consistentes con la protedlisis registrada en los perfiles de electro-
foresis y las fracciones nitrogenadas.

Validacion de la estrategia tecnologica
seleccionada a escala piloto

Finalmente, se disefé una tecnologia modificada teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en los modelos, que se validé a escala piloto. Se selec-
cionaron los cambios que resultaron mds favorables para incrementar las
actividades enzimdticas de interés y se evalud su influencia sobre la protedli-
sis, lipdlisis y la calidad sensorial de los quesos obtenidos. Se realizaron dos
elaboraciones en paralelo, una siguiendo la tecnologia tradicional para que-
sos duros de pasta cocida (leche pasteurizada, temperatura de coccién s2°c'y
sin aplicacién de lavado a la cuajada) y otra aplicando la tecnologia modifi-
cada (leche cruda, fraccién grasa —20%— homogeneizada, temperatura de
coccién so°c e incluyendo una etapa de lavado). Los quesos obtenidos con
la tecnologia modificada mostraron una maduracion acelerada, basada tanto
en un incremento en la velocidad de lipélisis como en la velocidad de hidré-
lisis de las caseinas, especialmente debido a la accién del coagulante. En el
perfil de compuestos voldtiles de estos quesos predominaron aquellos deri-
vados del catabolismo de la grasa, lo cual se correspondi6 con el andlisis sen-
sorial. Los quesos no mostraron rancidez, y el flavor genuino y picante se
desarrollé mds rdpido y sin defectos. Los quesos se retiraron de la cimara de
maduracién (12°c) a los 60 dias, tiempo al que ya alcanzaron un flavor com-
pletamente maduro.
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3.2. Tratamientos fisicos aplicados
durante el proceso de maduracion
Luciana Costabel, Carina Bergamini, Erica Hynes y Sergio Vaudagna

Tratamiento con APH en quesos

El tratamiento con alta presién hidrostdtica (apH) a los quesos se plantea
como una estrategia innovadora. El objetivo fundamental de la aplicacién
de este tratamiento a los mismos es acelerar el extenso periodo de madura-
cién en el cual se producen las transformaciones bioquimicas de las protei-
nas, las grasas y los glicidos que dardn lugar a la textura, flavor y funcionali-
dad de las diferentes variedades de quesos (O’Reilly y col., 2001; San Martin
Gonzdlez y col., 2007).

El interés por el estudio del efecto del tratamiento con ApH sobre que-
sos se inicia por la prometedora patente de Yokohama y col. (1992) en la
cual se evidencia que quesos Cheddar que fueron expuestos a presiones de
so mpa durante tres dias a 25°C presentaron una concentracién de aminod-
cidos libres y un flavor comparable a quesos comerciales con seis meses de
maduracién. A partir de este estudio comenzaron a realizarse otras investiga-
ciones en quesos Cheddar (O’Reilly y col., 2000, 2001), Gouda (Messens y
col., 1999) y queso duro de cabra (Saldo y col., 2001), utilizando tratamien-
tos similares a los aplicados por Yokohama y col. En general, estos estudios
concluyeron que la aplicacién de esas combinaciones presién—tiempo tuvo
relativamente poco efecto sobre la maduracién de los quesos. Esto en parte
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fue atribuido a que en el estudio de Yokohama y col. se utilizaron niveles 10
veces mayores del fermento que los utilizados comtinmente para la elabo-
racién de queso Cheddar, lo que seguramente influy6 en la aceleracién de
la maduracién observada. Comienzan entonces a plantearse otros estudios
en diferentes tipos de queso variando las combinaciones presién—tiempo
y evaluando el impacto en diversos aspectos relacionados a la maduracién
(Martinez—Rodriguez y col., 2012).

Dentro de los quesos duros, numerosos estudios se han enfocado en queso
Cheddar y quesos de oveja. Sin embargo, en el caso de quesos duros de pasta
cocida, los cuales tienen los periodos de maduracién mds largos, son escasos
los estudios publicados.

Tratamiento con ApH en queso Reggianito. Impacto
en los recuentos microbiologicos y perfiles de maduracion

En un estudio realizado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agrope-
cuaria (INTA) y el Instituto de Lactologfa Industrial (INLAIN) en queso Re-
ggianito, se evalué el impacto de la aplicacion del tratamiento con apH y el
tiempo de maduracién sobre la composicién, el pH, los recuentos microbio-
l6gicos, la actividad de enzimas proteoliticas que intervienen en la madura-
cién, la protedlisis primaria y secundaria, la textura, los pardmetros croma-
ticos y los atributos sensoriales del queso (Costabel, 2015; Costabel y col.,
2016). Para ello, se elaboraron quesos Reggianito miniatura a los cuales se
les aplicé presiones de 100 6 400 Mpa durante 5 6 10 min a 20°c el dia pos-
terior 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.

Composicion quimica, pa y recuentos microbiolégicos

La composicién quimica y el pH de los quesos a lo largo de la maduracién
no resultaron afectados por el tratamiento con apH. Los recuentos de lac-
tobacilos terméfilos inmediatamente luego de la aplicacién del tratamiento
con ApH fueron inferiores en los quesos tratados a 400 Mpa, con indepen-
dencia del tiempo de tratamiento. Se informaron resultados similares en
quesos Cheddar al aplicar tratamientos con apH utilizando presiones a par-
tir de 400 mpra (Wick y col., 2004; Rynne y col., 2008; Ozturk y col., 2013)
en quesos madurados por mohos (Voigt y col., 2010; Calzada y col., 2014),
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en quesos de cabra (Saldo y col., 2000) y en quesos de oveja (Moschopoulou
y col., 2010). La disminucién de los recuentos microbiolégicos por el tra-
tamiento con ApH puede estar asociada a una lisis celular durante la cual se
produce la liberacién del pool enzimdtico intracelular, lo que puede tener un
efecto en los perfiles de maduraciéon (Wick y col., 2004).

El efecto del tratamiento con apH sobre los microorganismos depende
de las condiciones de proceso (nivel de presion aplicada, tiempo de mante-
nimiento a la presién de trabajo, temperatura), de las caracteristicas del ali-
mento (composicién, pH y actividad de agua) y del tipo de microorganismo
(género, especie y cepa) (Cheftel y col., 1995; Huppertz y col., 2006). A dife-
rencia de los sistemas modelos, en los alimentos las bacterias pueden recu-
perarse luego del tratamiento con APH, lo que frecuentemente es atribuido
a un efecto protector por parte de la matriz alimentaria (Wick y col., 2004).

Actividad de enzimas proteoliticas y nivel de protedlisis

Se ha informado que la aplicacién de un tratamiento ApH en etapas tempranas
de la maduracién puede afectar los pardmetros de maduracién de los quesos
a través de la modulacién de las reacciones enzimdticas (Messens y col., 1999;
O’Reilly y col., 2000). El rango en el cual la presurizacién puede pasar de mos-
trar efectos positivos a negativos en la actividad neta de una enzima depende
no sélo de las caracteristicas moleculares de la enzima y de la matriz alimenta-
ria en la que se encuentra sino también de los otros componentes del sistema
enzimdtico de interés (por ejemplo, de la presencia de precursores e inhibido-
res enzimdticos en la matriz alimentaria). En queso Reggianito, la actividad de
la plasmina se incrementd por la aplicacién de ApH a 400 MPa durante 10 min.
Esto no habia sido informado previamente en ningtin estudio. En cuanto a la
actividad de la enzima coagulante residual, esta no se vio afectada por el trata-
miento con APH, lo que coincide con lo informado en trabajos previos (Mes-
sens y col., 1999; Rynne y col., 2008).

Los indicadores de protedlisis evaluados demostraron que esta transfor-
macién bioquimica fue afectada por el tratamiento con apH. La fraccién
de nitrégeno soluble a pH 4,6 se incrementé en los quesos tratados a 400
Mmra, independientemente del tiempo de tratamiento. Asimismo, en los per-
files de electroforesis estos quesos mostraron una mayor intensidad de las
fracciones de oI y y—caseinas especialmente a los 45 dias de maduracién.
El aumento de la protedlisis primaria por efecto del tratamiento con apH
también fue observado por otros autores en diferentes variedades de queso.
En este sentido, Rynne y col. (2008) encontraron un comportamiento simi-

119



lar al observado en este trabajo en quesos Cheddar tratados a 400 mpa
durante 10 min. También en otros trabajos, a presiones préximas a 400 Mpa,
se ha observado un incremento en la velocidad de la protedlisis primaria en
queso de cabra (Saldo y col., 2000), queso de oveja (Juan y col., 2007) y
queso Gouda (Messens y col., 2001). Asimismo, los perfiles peptidicos de
las muestras tratadas a mayor presion se diferenciaron del resto, lo que evi-
dencié una mayor protedlisis secundaria en los quesos tratados a 400 mra.
También se detecté un leve incremento en los niveles de aminodcidos libres
totales con el aumento de la presién aplicada. Los resultados observados en
los quesos tratados a 400 Mra sugieren una mayor actividad de peptidasas
microbianas, lo que se correlaciona con la disminucién de los recuentos ini-
ciales y probable autdlisis de los lactobacilos terméfilos del fermento.

Textura, parametros cromaticos y atributos sensoriales

La aplicacién del tratamiento con ApH a quesos Reggianito tuvo una
influencia significativa en los pardmetros deformacién y esfuerzo a la frac-
tura. Ambos presentaron un valor mayor en los quesos tratados a 400 Mpa
al inicio de la maduracién (independientemente del tiempo de manteni-
miento de la presién). El efecto fue reversible ya que con el avance de la
maduracién no se conservé este efecto del tratamiento. En quesos Che-
ddar tratados a 400 mra durante 10 min (Rynne y col., 2008) y en que-
sos de oveja tratados a 300 mpa durante 10 min (Juan y col., 2008) se
observé el mismo incremento en estos pardmetros. Sin embargo, sélo en
los quesos Cheddar el efecto se mantuvo a lo largo de toda la maduracién.
Los mayores valores en los pardmetros evaluados en los quesos inmediata-
mente luego del tratamiento a 400 MPa pueden deberse a un cambio con-
formacional en ese momento puntual que se revierte con el avance de la
maduracién, durante la cual se produce una re—orientacién y/o formacién
de nuevas uniones lo que resulta en similares valores de los pardmetros de
textura en los quesos presurizados que en los controles. En este sentido,
algunos investigadores plantearon que durante el tratamiento con ApH se
producen cambios en el equilibrio entre el calcio libre (soluble) y el calcio
unido a las caseinas (coloidal). Cuando los quesos se someten a presion, las
asociaciones calcio—caseina se rompen y el calcio migra a la fase soluble.
Cuando se libera la presién, el equilibrio se restablece pero las asociacio-
nes entre las caseinas no resultan las mismas que las iniciales aunque, con
el tiempo, las diferencias en textura entre los quesos tratados y no tratados
disminuyen (Saldo y col., 2000).
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Con respecto al andlisis del perfil de textura (TPa), se observé un efecto en
los pardmetros elasticidad y cohesividad, presentando todos los quesos tra-
tados a 400 MPa menores valores de estos pardmetros a todos los tiempos de
maduracién analizados. Es probable que la disminucién de estos parime-
tros en los quesos tratados con ApH a la mayor presién, se relacione con la
mayor protedlisis evidenciada en los mismos. Similar efecto en la elasticidad
fue observado en quesos semiduros cuando se aplicaron presiones de 200 y
4oomra (Koca y col., 2011) y en quesos de cabra tratados a 5o mpa durante
3 dias (Saldo y col., 2001).

El tratamiento con ApH no modificé los pardmetros cromdticos. Del and-
lisis de la literatura existente y de los resultados del trabajo realizado en
queso Reggianito, surge que el efecto del tratamiento con ApH sobre el color
depende de las caracteristicas particulares de cada tipo de queso y del tiempo
de mantenimiento durante el cual se aplica el tratamiento.

Con respecto a la evaluacién sensorial se observé que a los 45 dias de
maduracién los quesos Reggianito tratados a 400 Mpa durante 5 y 10 min
tuvieron mayor intensidad para los atributos gusto salado y flavor tipico y
presentaron una menor intensidad para el atributo olor caracteristico en
comparacién con el control y con las muestras tratadas a 100 Mpa. En un
estudio previo, en el cual se evaluaron los atributos sensoriales que carac-
terizan a un queso Reggianito maduro, se encontré que el flavor genuino y
gusto salado fueron los mds importantes (Ceruti y col., 2014). Por lo tanto,
los atributos que caracterizan a un queso maduro fueron més intensos en los
quesos tratados a 400 Mra a los 45 dias de maduracién que en los controles y
los tratados a 100 mra.

A través de este estudio, se puede concluir que la aplicacién de un tra-
tamiento con ApH a 400 Mpa a quesos Reggianito al inicio de la madura-
cién permitié acelerar la maduracién de los mismos, lo cual fue demostrado
por un incremento de la protedlisis y peptiddlisis en los quesos. Ademds, los
quesos tratados a esa presién mostraron una aceleracién en el desarrollo de
los atributos sensoriales caracteristicos de un queso maduro.
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3.3. Diseno de fermentos primarios y adjuntos

Facundo Cuffia, Carina Bergamini, Verénica Wolf,
Guillermo George, Erica Hynes, Ma. Cristina Perotti

Consideraciones generales

La aplicacién de herramientas innovadoras que permitan mantener y mejo-
rar la calidad del queso son tdpicos de gran interés tanto para la industria
como para las dreas de investigacién.

Si bien el rol principal del fermento primario en tecnologia que-
sera es metabolizar la lactosa a 4cido ldctico, también tiene un papel fun-
damental en el desarrollo del flavor durante la maduracién debido a las
multiples actividades enzimdticas que presenta (Beresford y col., 2001).
L. helveticus es una de las especies dominantes de los fermentos natura-
les de suero empleados generalmente en quesos duros de pasta cocida,
tales como los quesos italianos (Grana Padano, Parmigiano—Reggiano)
y tipo suizos (Rossetti y col., 2008; Gatti y col., 2014), asi también en el
queso Reggianito (Licitra y col., 2018). La variabilidad en la composi-
cién cuali/cuantitativa de la microflora de los fermentos de suero puede
producir variaciones en las caracteristicas quimicas y organolépticas del
queso y por lo tanto atentar contra la constancia de su calidad (Reinhei-
mer y col., 1996). Sin embargo, en los dltimos anos el uso de fermentos
comerciales congelados o liofilizados de adicién directa a tina (pvs, direct—
vat—addition) compuestos por cepas seleccionadas, en combinacién con
la acidificacién quimica de la leche (dcidos lictico o citrico, glucono—4—
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lactona), se ha convertido en una préctica muy difundida en la industria
ldctea argentina. Otra alternativa empleada consiste en inocular y prein-
cubar estos cultivos comerciales en suero antes de su agregado a la leche
de elaboracién. Estudios llevados a cabo en el iNLAIN han demostrado la
buena performance tecnolédgica de esta tltima estrategia utilizando cepas
seleccionadas autdctonas de L. helveticus (Candioti y col., 2002; Hynes y
col., 2003; Perotti y col., 2005). Estos métodos buscan dirigir la fermenta-
cién de una manera mds controlada y predecible para mejorar y estandari-
zar la calidad del queso.

Por otra parte, cepas seleccionadas de lactobacilos meséfilos de origen NsLAB
suelen utilizarse como fermentos o cultivos adjuntos en la elaboracién de que-
sos, con el fin de controlar la microbiota potencialmente perjudicial, mejo-
rar, diversificar y modular el flavor y posiblemente acelerar la maduracién
(Beresford y col., 20015 Crow y col., 2001). Muchos antecedentes del uso de
cultivos adjuntos en variedades de quesos blandos y semiduros han sido repor-
tados (Crow y col., 2001; Milesi y col., 2009; Poveda y col., 2014); sin embargo,
seglin nuestro conocimiento, escasos estudios se han llevado a cabo en quesos
duros. El proceso de coccién al que la cuajada estd expuesta en la tecnologia de
estos quesos y el prolongado periodo de maduracién pueden afectar el creci-
miento, viabilidad y actividades enzimdticas de las cepas meséfilas adicionadas
(Hickey y col., 2007). Por lo tanto, el disefio o formulacién de fermentos para
queseria a partir de cepas seleccionadas (autdctonas) por sus propiedades tecno-
légicas y caracteristicas deseables, podria ser una herramienta innovadora para
lograr una produccién reproducible y una mejora en las caracteristicas globales
del queso y ademds, aportaria valor agregado al producto.

Importancia de los sistemas modelo en el desarrollo de fermentos

Distintas metodologias pueden emplearse para entender, mejorar y modular
diferentes aspectos de la tecnologia y maduracién del queso. Muchos estudios
destinados a evaluar el rol de los fermentos y de otros agentes de maduracién
en el desarrollo del flavor y su impacto en la calidad se llevan a cabo en expe-
riencias de elaboracion a escala piloto o industrial. Si bien este método refleja
lo que sucede en la matriz real, resulta dificultoso individualizar la accién de
un determinado microorganismo en un ecosistema microbiano complejo y
dindmico como el que convive en el queso. Ademds, requiere equipamiento
especifico, personal capacitado y elevados recursos econémicos entre los que
se contempla el capital inmovilizado por el estacionamiento del queso durante
la maduracién (Hunter y col., 1997). Otras opciones mds econémicas y que
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permiten estudiar varias variables o factores (fermentos, coagulantes, enzi-
mas, ingredientes, y otros pardmetros de elaboracién) en paralelo, lo consti-
tuyen los sistemas modelo que miniaturizan los procesos de fabricacién del
queso. Varios formatos se han ensayado con diferentes propdsitos tales como
suspensiones de quesos (s/urries o extractos), pastas, mezclas y quesos elabora-
dos a escala laboratorio (miniatura); también se ha reportado el uso de quesos
preparados en condiciones microbiolégicas controladas (asépticas) de manera
de individualizar el efecto de un agente microbiano especifico (Farkye y col.,
1995; Shakeel-Ur—Rehman y col., 2001; Sgarbi y col., 2013). En el INLAIN se
han desarrollado diferentes modelos casearios. Milesi y col. (2011) optimizaron
un modelo de extracto de queso duro, el cual resulté ser adecuado para mode-
lar la maduracién de este tipo de queso en un tiempo mds acotado. Con este
modelo se valoré la contribucién de lactobacilos a la protedlisis y peptiddlisis
(Bergamini y col., 2013) y a la produccién de compuestos voldtiles (Peralta y
col., 2014). Asimismo, se optimizé un modelo de quesos a escala laboratorio,
el cual se empled para evaluar diferentes pardmetros de la tecnologia quesera
(Vélez y col., 2010, 20115 Costabel y col., 2015).

A continuacién se describen los resultados obtenidos en extractos de que-
sos y en quesos miniatura acerca de la valoracién de la contribucién de fer-
mentos primarios y adjuntos de lactobacilos a la biosintesis de flavor en
quesos duros y a los perfiles de maduracién, en vistas a disefiar fermentos
para mejorar/diversificar/potenciar el flavor y/o controlar la calidad del pro-
ducto. En particular, se estudiaron dos cepas autéctonas de Lactobacillus
helveticus (Lh138, Lh209) y un fermento comercial denominado LhC y tres
cepas autictonas de lactobacilos meséfilos de origen NsLaB: L. casei 72 (L72),
L. paracasei 90 (Lp9o) y L. plantarum 91 (Lp91). Las cepas autdctonas perte-
necen al cepario del INLAIN.

Evaluacion de fermentos en extractos de quesos

Los extractos de quesos que se usaron como base para estos estudios fue-
ron preparados a partir de quesos duros elaborados en la planta piloto del
INLAIN empleando como fermento primario las cepas individuales, Lh138,
th209 y thc. De esta manera se obtuvo una matriz base o extracto a
partir de cada uno de estos quesos, por lo que se tuvieron tres matrices con
diferentes perfiles de sustratos. Los extractos se estandarizaron en contenido
de sal y pH (4%v/v, pH 5,25) y se esterilizaron. Para cada matriz se evalué la
habilidad de las tres cepas de lactobacilos meséfilos y de la cepa de termé-
filo que se usé como fermento para preparar el queso correspondiente, y
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de las combinaciones terméfilo—meséfilo para crecer y producir compuestos
de flavor. Para ello, alicuotas de los extractos se inocularon con la/s cepals,
segin corresponda, en niveles suficientes para alcanzar concentraciones de
10*—10° UFC/mL, y se incubaron a 37°c por 14 dias.

Las poblaciones de lactobacilos, tanto terméfilos como meséfilos, se incre-
mentaron a los 3 dias hasta niveles de 10°-10* Urc/mL y luego disminuyeron
hacia el final de la incubacién en todos los extractos; los lactobacilos meséfi-
los mostraron en general un mejor mantenimiento de su viabilidad en compa-
racion a los termoéfilos. La mayor resistencia de los lactobacilos meséfilos frente
al medio adverso presente en la matriz del queso refleja la capacidad para uti-
lizar fuentes de energfa alternativas (dcidos grasos libres, péptidos cortos, ami-
nodcidos, citrato) en lugar de los azticares simples (Skeie y col., 2008; Stefano-
vic y col., 2017), los cuales estaban ausentes en los extractos. En concordancia
con la ausencia de carbohidratos ficilmente fermentables, no hubo cambios en
el pH ni en el contenido de 4cido ldctico durante la incubacién en ninguno de
los extractos. Ademds, como era de esperar, ninguna de las cepas de lactobacilos
termofilos metabolizé el citrato. Un efecto contrario se encontré en los extractos
inoculados con los lactobacilos meséfilos, individualmente o en asociacién con
los terméfilos, en donde se verificé consumo de citrico y aumento de acético.

La produccién de voldtiles por cepas de L. helveticus ha sido escasamente
evaluada en comparacién con cepas de lactobacilos meséfilos y lactococos
(Klein y col., 2001; Sgarbi y col., 2013). Las tres cepas de L. helveticus produje-
ron diferentes perfiles de voldtiles, cuyos compuestos detectados se han repor-
tado como caracteristicos del volatiloma de queso Reggianito (Wolf y col.,
2010). th209 y thc produjeron una gran cantidad de compuestos mientras
que Lhi38 fue la cepa menos productora. Los perfiles de voldtiles producidos
por los lactobacilos meséfilos se diferenciaron claramente de aquellos obteni-
dos para los termofilos y, ademds, se observé la influencia de la matriz. Se evi-
denciaron varias asociaciones cooperativas terméfilo—meséfilo ya que niveles
incrementados en varios compuestos fueron encontrados en los extractos ino-
culados con la combinacién de cepas en comparacién a sus contribuciones
individuales; el efecto matriz también se puso de manifiesto en dichas asocia-
ciones. Estos resultados revelan que las reacciones involucradas en el desarrollo
del flavor en quesos dependen de las actividades enzimdticas especificas de las
cepas y de la disponibilidad de sustratos precursores en el medio para su meta-
bolizacidn, los cuales también pueden regular la expresién de dichas activida-
des (Pastink y col., 2008; Taibi y col., 2011). En la Tabla 1 se observan los com-
puestos producidos por las cepas individuales y aquellos detectados en niveles
incrementados en comparacién con la contribucién individual en los extractos
inoculados con la combinacién terméfilo/meséfilo.
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Tabla 1. Compuestos volatiles producidos por las cepas individuales de lactobacilos

terméfilos y mesofilos y sus combinaciones, en extractos de quesos.

Lactobacilos termofilos Lh138 Lh209 LhC
diacetilo 2-heptanona 2-butanona
2-heptanona acetato de etilo diacetilo
acetoina 2-pentanol acetoina
3-metilbutanal 3-metil 1-butanol acetato de etilo
1-pentanol 1-pentanol

2-metilbutanal
3-metilbutanal
acido butanoico

3-metilbutanal
acido acético
acido butanoico
acido hexanoico

Lactobacilos meséfilos

Matriz usada para preparar el extracto

Lh138 Lh209 LhC
Lc72 Individual diacetilo 2-butanona 2-propanona
acetoina acetoina acetoina
acetato de etilo 3-metil 1-butanol acetato de etilo
butanoato de etilo 2,3- butanodiol acido acético
3-metilbutanal acido acético acido butanoico
2-etil 1-hexanol acido butanoico acido hexanoico
acido hexanoico
Combinacion 2-heptanona — diacetilo
termofilo/mesofilo* 2-nonanona 2-metilbutanal
etanol 3-metilbutanal
3-metil 1-butanol 2-pentanol
acido acético
acido hexanoico
Lp90 Individual 2-heptanona 2-propanona etanol
acetoina 2-butanona 3-metil 1-butanol
butanoato de etilo 2-heptanona 1-pentanol
3-metil 1-butanol acetoina acido acético
acido acético butanoato de etilo acido butanoico
acido hexanoico 3-metil 1-butanol acido hexanoico
1-hexanol
acido acético
acido butanoico
acido hexanoico
Combinacion acetato de etilo acetoina 2-etil 1-hexanol
termofilo/mesofilo* 3-metil 1-butanol 2,3- butanodiol acido acético
acido acético acido acético acido butanoico
acido butanoico acido butanoico
acido hexanoico
Lp91 Individual acetoina 2-propanona acetoina
2-butanona 2-butanona acetato de etilo
acetato de etilo acetoina 3-metil 1-butanol
butanoato de etilo butanoato de etilo acido acético
3-metil 1-butanol hexanoato de etilo acido butanoico
2-etil 1-hexanol 3-metil 1-butanol acido hexanoico
acido acético 2,3- butanodiol
acido butanoico acido acético
acido hexanoico acido butanoico
Combinacién acetoina 2-propanona 2-propanona
termdfilo/mesofilo* 2-butanona acetoina acetoina
3-metil 1-butanol 2-etil 1-hexanol diacetilo
acido acético 1-butanol 1-pentanol
2-pentanol

acido acético
acido butanoico

*Se indican aquellos compuestos para los cuales se detectaron niveles incrementados en comparacion

a la contribucién individual de las cepas.
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Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de la seleccién de
cepas individuales y de combinaciones de cepas, mediante la evaluacién
de su viabilidad y metabolitos producidos, como una herramienta para el
diseno de fermentos para obtener quesos con atributos diferenciados.

Evaluacion de fermentos en miniquesos

Algunas de las cepas evaluadas en los extractos fueron ensayadas en un sis-
tema mds representativo de la matriz real. De esta manera, en dos experien-
cias independientes se valoré la aptitud de Lhc y th209 como fermentos pri-
marios y la conveniencia de incluir o no Lpgo como fermento adjunto, en
elaboraciones de quesos miniatura (sr). Para cada uno de los fermentos se
analizé el impacto de la metodologia de agregado: en forma directa (D) o pre-
incubados por 20 h en suero estéril de queseria (p), en los perfiles de madu-
racién. Para los quesos con Lh209 la adicién directa (quesos D) consisti6 en
la incorporacién del pellet celular de Lh209 y Lp9o, segtin corresponda, obte-
nidos a partir de cultivos overnight en Mrs. En los quesos P, una alicuota del
cultivo overnight de cada cepa, seglin corresponda, se inoculé e incubé en el
suero. Para los quesos con Lhc, la adicién directa (quesos D) consistié en la
incorporacién de la cepa deshidratada de Lhc y Lpgo, segin corresponda, a la
leche de elaboracién; en los quesos p, cada cepa deshidratada, segtin corres-
ponda, se inoculé e incubé en el suero. En los quesos D se agregd un agente
quimico (glucono—8-lactona o 4cido lictico) a la leche de elaboracién para
aportar el nivel de acidez adecuada para este tipo de queso, que en los quesos
P fue aportada por el medio (suero fermentado).

La poblacién de lactobacilos, tanto terméfilos como meséfilos, fue de
7,0-8,5 log Urc/g a los 7 dias de maduracién y los terméfilos disminuye-
ron un orden logaritmico hacia los 90 dias en todos los quesos. En cuanto
a los recuentos de lactobacilos meséfilos un comportamiento diferente se
evidencié segtin el fermento primario utilizado: una disminucién de dos
6rdenes logaritmicos se encontré en los quesos con Lh209, mientras que
incrementos de aprox. 1,5 6rdenes se vieron en los quesos con Lhc (para
ambos métodos de preparacién). Una disminucién en la viabilidad de los
fermentos ha sido reportada en muchas variedades de quesos y estd aso-
ciada con la exposicién de los cultivos a las condiciones adversas presen-
tes en la matriz del queso (falta de nutrientes, alto nivel de sal en la hume-
dad, potencial redox negativo, entre otros), lo que puede generar la muerte
celular, permeabilizacién y/o lisis y liberacién de enzimas (Beresford y col.,
2001; Gatti y col., 2014).
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En ambas experiencias, la proteélisis primaria se vio afectada por la forma
de agregado de los fermentos ya que mayores niveles de la fraccién Ns4,6/NT
se encontraron en los quesos D comparativamente a los quesos p. Por su
parte, una protedlisis secundaria mds profunda, reflejada en mayores nive-
les de NsPTA/NT y en los perfiles peptidicos (incrementos de los péptidos
pequenos y aminodcidos y disminucién de péptidos hidrofébicos) se encon-
tré también en los quesos D, pero solo cuando se usé thc como fermento
primario. Por el contrario, en los quesos con rLh209 el efecto fue inverso;
mayor nivel de NsPTA/NT se detectd en los quesos P. En cuanto a la influen-
cia del agregado de Lp9o, un incremento en la peptidélisis se observé en los
quesos P solo en la experiencia con Lh209.

Los aztcares (lactosa, glucosa y galactosa) no fueron detectados a los 9o
dias en los quesos D, de ambas experiencias. Por el contrario, lactosa y galac-
tosa se encontraron (0,1 y 0,5 g/100g, respectivamente) en los quesos P y sin
adicién de Lp9o, cuando se usé Lhc. Ligeros cambios en el pH fueron detec-
tados: los valores fueron superiores en los quesos D cuando se usé Lh209 y
en los quesos P cuando se us6 Lhc. El agregado de Lpgo produjo una dismi-
nucién de pH solamente en los quesos con Lhc, para ambas metodologias de
preparacién del fermento. El lctico fue el principal dcido encontrado, en
niveles que rondaron 1500 mg/100 g, y su contenido fue menor en los que-
sos P sin Lp9o cuando se usé Lhe. Estos resultados sugieren que la preincu-
bacién en suero de Lthc modificé su actividad acidificante.

La incorporacién de Lpgo generd una disminucién de dcido citrico en los
quesos P y D cuando se usé Lh209 mientras que este efecto no se evidencié
en los quesos con Lhc. El consumo de citrico en ausencia de azicares fer-
mentables por lactobacilos meséfilos en quesos también fue reportado por
Buffa y col. (2004). Niveles incrementados de dcido acético fueron encon-
trados en los quesos D cuando se usé Lh209. El propidénico fue mayor en los
quesos P cuando se usé Lh209 y en los D cuando se usé Lhce.

Con respecto al volatiloma de los quesos evaluados al final de la madura-
cién (9o dias), diferencias notorias se detectaron por la metodologia de agre-
gado de los fermentos y la inclusién o no de Lp9go, para ambas experien-
cias. En general, el agregado de Lpgo produjo incrementos en los dcidos y
disminucidn en los alcoholes en los quesos P y D de ambas experiencias. En
cuanto a las cetonas, el agregado de Lpgo condujo a disminuciones en los
quesos P y aumentos en los D cuando se usé Lh209; mientras que para aque-
llos con Lhc sélo se detecté un aumento para los quesos p. Por otra parte, la
metodologia de agregado de los fermentos modificé principalmente al grupo
de los 4cidos: los quesos P se caracterizaron por mayores niveles versus los
D para los quesos con Lh209, y se observé un efecto contrario en los que-
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sos con Lhc. Los ésteres y aldehidos fueron grupos minoritarios en todos los
quesos y varios compuestos pertenecientes a estas familias quimicas presen-
taron diferencias en los distintos quesos. En la Tabla 2 se muestran los com-
puestos voldtiles que presentaron diferencias por la metodologia de agregado

de los fermentos y la adicién de Lpgo en los quesos de ambas experiencias.

Tabla 2. Compuestos volatiles que presentaron diferencias por
la metodologia de agregado de los fermentos y la adicion de Lp90,

en los quesos con Lh209 y LhC.

Experiencia Metodologia de agregado Adicion de Lp90
de los fermentos

Quesos Cetonas Alcoholes Cetonas Alcoholes

con Lh209 2-propanona 2-propanol 2-propanona 2-propanol
2-hexanona etanol acetoina 1-propanol
acetoina 1-propanol 2-nonanona etanol
2-nonanona 2-pentanol Esteres 2-metil 1-propanol
Esteres 3-metil -butanol etanoato de etilo 2-pentanol
etanoato de etilo 1-pentanol butanoato de etilo  3-metil 1-butanol
butanoato de etilo  2-heptanol hexanoato de etilo 2-heptanol
hexanoato de etilo  Acidos Acidos
Aldehidos acético acético
2-metil butanal 2-metil propanoico
3-metil butanal 3-metil butanoico

Quesos Cetonas Alcoholes Cetonas Alcoholes

con LhC 2-butanona etanol acetoina etanol
2-heptanona 1-butanol diacetilo 1-pentanol
acetoina 1-pentanol 2-hexanona 1-butanol
2-nonanona 2-heptanol 2-butanona 2-heptanol
Esteres Acidos Esteres Acidos
butanoato de etilo acético butanoato de etilo  Acético
hexanoato de etilo butanoico hexanoato de etilo butanoico
Aldehidos hexanoico Aldehidos hexanoico

2-metil butanal
3-metil butanal

3-metil butanal

3-metil butanoico

Varios de los compuestos identificados pueden derivar del catabolismo de

los aminodcidos, reportado como la principal via metabdlica de produccién
de voldtiles en quesos. En particular, diacetilo y su producto de degrada-
cién acetoina, pueden derivar del dcido aspdrtico por transaminacién. Se
detectd actividad aminotransferasa hacia el Asp en las tres cepas meséfilas
estudiadas. Por otro lado, 2— y 3— metil butanal derivan del catabolismo de
la isoleucina y leucina, respectivamente; los aldehidos son compuestos tran-
sitorios que se pueden oxidar o reducir ficilmente dependiendo del poten-
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cial redox del medio (Yvon y col. 2006). La formacién de estos compues-
tos podria correlacionarse con la actividad aminotransferasa hacia leucina e
isoleucina, las cuales fueron detectadas en las cepas de lactobacilos meséfi-
los (Peralta y col., 2016). Una de las vias de produccién de 4cido acético es el
catabolismo de la serina y el 4cido aspértico (Liu y col., 2003). Por su parte,
el 4cido butanoico es un importante compuesto de sabor en los quesos, for-
mado principalmente por el metabolismo de la grasa (Collins y col., 2003) o
por la desaminacién de aminodcidos (Buffa y col., 2004).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el efecto de la metodolo-
gia de agregado de los fermentos en sus actividades enzimdticas, lo que se
reflejé en los perfiles de maduracién evaluados. La incorporacién del cultivo
adjunto de Lp9o es una estrategia interesante para potenciar la formacién de
algunos compuestos particulares de quesos duros y para incrementar la pep-
tiddlisis y acelerar la maduracién dependiendo de la forma de preparacién
del cultivo y de su interaccién con el fermento primario.

132



Referencias bibliograficas

Beresford, T.; Fitzsimons, N.; Brennan, N. y Cogan,
T. (2001). Recent advances in cheese microbiology.
International Dairy Journal, 11, 259-274.
Bergamini, C.; Peralta, G.; Milesi, M. y Hynes, E.
(201.3). Growth, survival and peptidolytic activity of
Lactobacillus plantarum 191 in a hard-cheese model.
Journal of Dairy Science, 96, 5465-5476.

Buffa, M.; Guamis, B.; Saldo, J. y Trujillo, A. (2004).
Changes in organic acids during ripening of cheeses
made from raw, pasteurized or high-pressure-treated
goats’ milk. LWT-Food Science and Technology, 37,
247-253.

Candioti, M.; Hynes, E.; Quiberoni, A.; Palma, S.; Sa-
bbag, N. y Zalazar, C. (2002). Reggianito Argentino
cheese: Influence of Lactobacillus helveticus strains
isolated from natural whey cultures on cheese
making and ripening processes. International Dairy
Journal, 12, 923-931.

Collins, Y.; McSweeney, P. y Wilkinson, M. (2003).
Lipolysis and free fatty acid catabolism in cheese:
a review of current knowledge. International Dairy
Journal, 13, 841-866.

Costabel, L.; Bergamini, C.; Pozza, L.; Cuffia,
F.; Candioti, M. y Hynes, E. (2015). Influence of
chymosin type and curd scalding temperature on
proteolysis of hard cooked cheeses. Journal of Dairy
Research, 82, 375-384.

Crow, V.; Curry, B. y Hayes, M. (2001). The ecology
of non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) and their
use as adjuncts in New Zealand Cheddar. Interna-
tional Dairy Journal, 11, 275-283.

Farkye, N.; Madkor, S. y Atkins, H. (1995). Pro-
teolytic abilities of some lactic acid bacteria in a
model cheese system. International Dairy Journal,
5,115-725.

Gatti, M.; Bottari, B.; Lazzi, C.; Neviani, E. y Muc-
chetti, G. (2014). Invited review: Microbial evolution
in raw-milk, long-ripened cheeses produced using
undefined natural whey starters. Journal Dairy Scien-
ce, 97, 573-591.

Hickey, D.; Kilcawley, K.; Beresford T.; Sheehan,
E. y Wilkinson, M. (2007). Starter strain related
effects on the biochemical and sensory properties of
Cheddar cheese. Journal of Dairy Research, 1,9-17.

Hunter, E.; McNulty, D. y Banks, J. (1997). Statistical
design and analysis of experiment in cheese technology.
Lebensmittel-Wissenschaft & Technologie, 30, 121-128.
Hynes, E.; Bergamini, C.; Suarez, V. y Zalazar, C.
(2003). Proteolysis on Reggianito Argentino chee-
ses manufactured with natural whey cultures and
selected strains of Lactobacillus helveticus. Journal
of Dairy Science, 86, 3831-3840.

Klein, N.; Maillard, M.; Thierry, A. y Lortal, S.
(2001). Conversion of amino acids into aroma com-
pounds by cell-free extracts of Lactobacillus helveti-
cus. Journal of Applied Microbiology, 91, 404-411.
Licitra, G.; Hynes, E.; Perotti, M.; Bergamini, C.;
Eugster-Meier, E.; Frohlich-Wyder, M-T; Jakob, E.
y Wechsler, D. (2018). Extra-hard cheeses. En Pa-
pademas R, Bintsis, T. (Eds.). Global Cheesemaking
Technology. Cheese quality and characteristics. Reino
Unido: Wiley & Sons, 194-203.

Liu, S.; Holland, R.; Mclarrow, P. y Crow, V. (2003).
Serine metabolism in Lactobacillus plantarum. Inter-
national Journal of Food Microbiology, 89, 265-27 3.
Milesi, M.; Vinderola, G.; Sabbag, N.; Meinardi, C.
y Hynes, E. (2009). Influence on cheese proteolysis
and sensory characteristics of non-starter lactoba-
cilli strains with probiotic potential. Food Research
International, 42, 1186-1196.

Milesi, M.; Bergamini, C. y Hynes, E. (2011).
Production of peptides and free amino acids in a
sterile extract describes peptidolysis in hard-cooked
cheeses. Food Research International, 44, 765-773.
Pastink, M.; Sieuwerts, S.; de Bok, F.; Janssen, P.;
Teusink, B.; van Hylckama Vlieg, J. y col. (2008).
Genomics and high-thoughput screening approaches
for optimal flavour production in dairy fermentation.
International Dairy Journal, 18, 781-789.

Peralta, G.; Wolf, I.; Bergamini, C.; Perotti, M. y
Hynes, E. (2014). Evaluation of volatile compounds
produced by Lactobacillus paracasei 190 in a hard-
cooked cheese model using solid-phase microextrac-
tion. Dairy Science & Technology, 94, 73-81.
Peralta, G.; Bergamini, C. y Hynes, E. (2016).
Aminotransferase and glutamate dehydrogenase
activities in lactobacilli and streptococci. Brazilian
Journal of Microbiology, 41, 741-748.

133



Perotti, M.; Bernal, S.; Meinardi, C. y Zalazar,
C. (2005). Free fatty acid profiles of Reggianito
Argentino cheese produced with different starters.
International Dairy Journal, 15, 1150-1155.
Poveda, J.; Nieto-Arribas, P.; Seseiia, S.; Chicon,
R.; Castro, L.; Palop, L. y Cabezas, L. (2014). Vola-
tile composition and improvement of the aroma of
industrial Manchego cheese by using Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei as adjunct and other
autochthonous strains as starters. European Food
Research Technology, 238, 485-494.

Reinheimer, J.; Quiberoni, A.; Tailliez, P.; Binetti, A.
y Suarez, V. (1996). The lactic acid microflora of na-
tural whey starters used in Argentina on hard cheese
production. International Dairy Journal, 6, 869-879.
Rossetti, L.; Fornasari, M. A.; Gatti, M.; Lazzi, C.;
Neviani, E. y Giraffa, G. (2008). Grana Padano
cheese whey starters: Microbial composition and
strain distribution. International Journal of Food
Microbiology, 127, 168-171

Sgarbi, E.; Lazzi, C.; Tabanelli, G.; Gatti, M.; Neviani,
E. y Gardini, F. (2013). Nonstarter lactic acid bacte-
ria volatilomes produced using cheese components.
Journal of Dairy Science, 96, 4223-4234
Shakeel-Ur-Rehman; Fox, P.; McSweeney, P.; Ma-
dkor, S. y Farkye, N. (2001). Alternatives to pilot
plan experiments in cheese-ripening studies. Inter-
national Journal of Dairy Technology, 54, 121-126.
Skeie, S.; Kieronczyk, A.; Eidet, S.; Reitan, M,
Olsen, K. y @stlie, H. (2008). Interaction between
starter bacteria and adjunct Lactobacillus plantarum
INF15D on the degradation of citrate, asparagine and
aspartate in a washed-curd cheese. International
Dairy Journal, 18, 169-177.

134

Stefanovic, E.; Thierry, A.; Maillard, M.; Bertuzzi,
A.; Rea, M.; Fitzgerald, G.; McAuliffe, 0. y col.
(2017). Strains of the Lactobacillus casei group
show diverse abilities for the production of flavor
compounds in 2 model systems. Journal of Dairy
Science, 100, 1-12.

Taibi, A.; Dabour, N.; Lamoureux, M.; Roy, D. y
LaPointe, G. (2011). Comparative transcriptome
analysis of Lactococcus lactis subsp. cremoris stra-
ins under conditions simulating Cheddar cheese
manufacture. International Journal of Food Microbio-
logy, 146, 263-275.

Vélez, M.; Perotti, M.; Wolf, 1.; Hynes, Y. y Zalazar,
C. (2010). Influence of milk pre-treatment on produc-
tion of FFA and volatile compounds in hard cheeses:
heat treatment and mechanical agitation. Journal of
Dairy Science, 93, 4545-4554.

Vélez, M.; Perotti, M.; Rebechi, S.; Meinardi, C.;
Hynes, E. y Zalazar, C. (2011). Effect of mechanical
treatments applied to milk fat on fat retention and
lipolysis in minicurds. International Journal of Dairy
Technology, 64, 227-231.

Wolf, I.; Perotti, M.; Bernal, S. y Zalazar, C. (2010).
Study of the chemical composition, proteolysis,
lipolysis and volatile compounds profile of commer-
cial Reggianito Argentino cheese: Characterization
of Reggianito Argentino cheese. Food Research
International, 43, 1204-1211.

Yvon, M. (2006). Key enzymes for flavor formation
by lactic acid bacteria. Australian Journal of Dairy
Technology, 61, 16-24.



4. Cultivos adjuntos de queseria
a partir de cepas de origen NSLAB

Guillermo Peralta, Carina Bergamini, Verénica Wolf,
Mario Candioti, Gabriela Audero, Roxana Paez,
Paula Giménez, Ma. Cristina Perotti y Erica Hynes

Bacterias lacticas no provenientes del fermento

Las bacterias ldcticas no provenientes del fermento (NSLAB, non-starter
lactic acid bacteria) son una parte esencial de la microbiota del queso.
Este grupo microbiano deriva principalmente de la leche cruda, pero tam-
bién del ambiente de la fébrica. Las NsLaB incluyen a todas las bacte-
rias ldcticas que no se agregan como fermento, por lo que la denomi-
nacién se refiere a un grupo heterogéneo, segtin la variedad de queso de
que se trate. Sin embargo, dado que la bacteria lictica mds utilizada en
el mundo como fermento es Lactococcus lactis, seguida de Streprococcus
thermophilus, se puede afirmar que entre las NsLAB predominan lactoba-
cilos meséfilos heterofermentantes facultativos, aunque también se han
aislado pediococos y enterococos. En general, las NsLAB se encuentran
en bajos niveles en los quesos jévenes (< 10* UFC/g) pero su poblacién se
incrementa durante la maduracién hasta llegar a concentraciones supe-
riores a 10° UFC/g. Pueden convertirse en la flora dominante en algunas
variedades de queso si la poblacién del fermento declina (Gobbetti y col.,
2015). La velocidad de crecimiento de estas bacterias en el queso depende
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principalmente de la disponibilidad de fuentes de energia y de la tempe-
ratura de maduracién. La lactosa residual se ha identificado como la prin-
cipal fuente de energfa inicial para estas bacterias, asi como la galactosa
en quesos elaborados con fermentos primarios que no la metabolizan. El
citrato, ademds de productos de la lisis celular del fermento, glucopro-
teinas de la membrana del glébulo de grasa e hidratos de carbono de la
K—caseina también se han incluido entre potenciales fuentes de carbono, aun-
que se conoce menos su impacto en el crecimiento de las NsLAB (Settanni y
Moschetti, 2010; Porcellato y col., 2015).

Cultivos adjuntos de cepas NSLAB

Algunas cepas de NsLAB pueden tener una influencia significativa en las
caracteristicas organolépticas del queso segtin su perfil enzimdtico, el nivel
que alcancen en el alimento y las condiciones de maduracién. Una gran can-
tidad de estudios asocian la presencia de las NsLAB con defectos en queseria,
tales como formacién de aberturas (ojos) en variedades que no deben pre-
sentarlas, inconstancia en la calidad, sabores y olores atipicos o no desea-
dos y cristales de lactato de calcio. Sin embargo, otros autores sehalan que
los quesos con bajos nimeros de NsLaB no desarrollan un flavour comple-
tamente maduro o un perfil de aroma suficientemente complejo. Por este
motivo, en la Gltima década se ha implementado como una innovacién en
queseria el uso de cultivos adjuntos de cepas seleccionadas de origen NsLAB.
Estos cultivos, también llamados de afinado o de maduracidn, se emplean
para estandarizar la calidad del producto y para acelerar, diversificar o mejo-
rar el flavour. Ademds, algunas cepas de NsLaB han demostrado poseer pro-
piedades probidticas, por lo que suman el plus de contribuir al cardcter fun-
cional del alimento (Bude—Ugarte y col., 2006; Settanni y Moschetti, 2010;
Burns y col., 2012).

En el INLAIN se han aislado e identificado 22 cepas de origen NsLAB de
quesos argentinos de buena calidad. La mayoria de las cepas fueron lac-
tobacilos meséfilos, que se asignaron a las especies Lactobacillus casei,
L. rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. curvatus y L. perolens
(Bude-Ugarte y col., 2006). Las cepas se caracterizaron en cuanto a sus
propiedades tecnoldgicas tales como la actividad proteolitica y acidifi-
cante, la resistencia a fagos y la tolerancia a Nacl y xcl. En lineas gene-
rales, presentaron una actividad proteolitica débil a moderada, y mostra-
ron tolerancia a la sal y resistencia a fagos especificos. Ademds, la mayoria
de las cepas acidificaron la leche lentamente; un tercio fue capaz de cre-
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cer cuando la leche se complementé con glucosa e hidrolizado de caseina
(Briggiler Marcé y col., 2007). En las siguientes secciones, se describirdn
los principales resultados de nuestras investigaciones sobre cepas seleccio-
nadas de esta coleccidn.

Control de la microbiota del queso y metabolismo
de azucares residuales y citrato

En las dltimas dos décadas se ha extendido el uso de cultivos adjuntos con el
objetivo de ejercer un mejor control sobre la microbiota del queso. La estra-
tegia consiste en agregar el cultivo adjunto —muchas veces incluido en la
formulacién junto al fermento primario— en una concentracién suficien-
temente alta (= 10% hasta 10° UEC/mL) para que predomine frente a bacte-
rias no fermento adventicias. Asimismo, este segundo fermento puede con-
tribuir con el szarter al control de otros microorganismos no deseados, como
patdégenos y alterantes. La inhibicién se produce a través de diferentes meca-
nismos en los que se incluyen la produccién de sustancias antimicrobianas
(4cidos orgdnicos, peréxido de hidrdgeno, bacteriocinas, etanol y diacetilo),
la competencia y el agotamiento de nutrientes, y el cambio en el potencial
de éxido—reduccién (Settanni y Moschetti, 2010; Gobbetti y col., 2015).

En el INLAIN se ha evaluado la influencia de la adicién de cultivos adjun-
tos de cepas NsLaB en diferentes tipos de queso o sistemas modelo. En
todos los casos, las cepas ensayadas (L. plantarum 191, L. paracasei 190,
L. rhamnosus 173, L. rhamnosus 177 y L. casei 172), incorporadas en nive-
les de 10° urc/mu a la leche de elaboracién, mostraron una concentracién o
crecimiento en la cuajada hasta niveles de 10’—10° UFc/g de queso. Durante
la maduracién, mantuvieron altas densidades celulares en las matrices ldc-
teas evaluadas, que incluyeron diferentes tipos de quesos, fabricados a escala
miniatura o piloto: Cremoso, Pategrds, Reggianito y Cheddar, en los que se
utilizaron diferentes cultivos primarios. Ademds, algunas cepas también se
aplicaron en diferentes modelos de queso, como pseudocuajadas y extractos
estériles solubles obtenidos de quesos blandos o duros, en los que demostra-
ron igualmente una buena supervivencia (Galetto y col., 2007; Milesi y col.,
2008a y b, 2009, 2010; Bergamini y col., 2013; Peralta y col., 2014, 2016b;
Cufhia, 2016). Con el objetivo de determinar el nivel de inéculo minimo
para alcanzar una elevada poblacién en el queso durante la maduracién, se
evalud el uso de tres diferentes dosis de la cepa L. paracasei 190 en queso
Cremoso (5x10%, 1x10%, y 5x10° UEC/mL en la leche de elaboracién). El fer-
mento adjunto se mantuvo viable en el queso en niveles proporcionales a las
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dosis empleadas y se conservaron las diferencias entre los niveles de inéculo
durante la maduracién; los recuentos en el queso fueron 9x10%, 2x10° y 8x107
UFC/g, respectivamente (Peralta y col., 20172).

El uso de cultivos primarios que no pueden metabolizar la galactosa
proveniente de la hidrélisis de la lactosa, mayoritariamente de Streprococcus
thermophilus, conduce a la acumulacién de este azicar en la cuajada. La
galactosa puede ser utilizada por las NsLAB para su crecimiento y condu-
cir a defectos asociados a actividades metabdlicas indeseables. También se
han asociado a la galactosa acumulada defectos de textura debidos a la
sobreacidificacién y de pardeamiento por reacciones de Maillard al calen-
tar el queso (Wu y Shah, 2017). Los fermentos adjuntos seleccionados de
NsLAB también pueden dar respuesta a estos problemas al agotar los car-
bohidratos residuales en el queso (Mukherjee y Hutkins, 1994), aunque su
influencia en la acidificacién debe verificarse ya que la sobreacidificacién
es un riesgo que debe ser evitado. Entre las cepas de nuestra coleccidn,
L. plantarum 191y L. paracasei 190, adicionadas como fermentos adjuntos
en quesos Cremoso y Pategrds, no causaron un exceso de acidificacién. Por
el contrario, L. rhamnosus 173 y 177 causaron una pos acidificacién durante
la maduracién en ambos tipos de quesos, excepto la cepa 177 en el queso
Pategrds (Milesi y col., 2009). En un estudio posterior, se evalué la aplica-
cién de la cepa 190 en quesos Cremoso madurados con cortes en la cadena
de frio, simulando situaciones que pueden producirse durante la etapa de
comercializacién. En este estudio, se verificé que la poblacién de la cepa
I9o fue mayor (aprox. 0,2—0,3 6rdenes log Urc/g) cuando hubo cortes en
la cadena de frio. Asimismo, se observé una disminucién en los niveles de
galactosa en el queso, con un consiguiente incremento en la concentra-
cién de dcido lactico y disminucién del pH, debido a la actividad metabé-
lica del adjunto, cambios que se acentuaron en presencia de interrupcio-
nes de frio. El incremento en los niveles de dcido ldctico se correlacioné
con un aumento de los puntajes de acidez del queso, determinados por un
panel sensorial, aunque los niveles detectados no fueron percibidos como
un defecto. La capacidad de reducir una posible fuente de energfa (galac-
tosa) para las NsLAB alterantes y la produccién de un compuesto inhibidor
(dcido lctico) del crecimiento de patégenos sin inducir defectos sensoria-
les revelan propiedades de interés en esta cepa para ser usada como un cul-
tivo bioprotector (Peralta y col., 2017b).

La formacién indeseada de ojos y aberturas en quesos de masa com-
pacta, como el Cremoso, es un defecto que se origina debido a la pro-
duccién de gas por la actividad metabélica de la microflora contaminante
heterofermentante, la cual se puede incrementar cuando se producen cor-
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tes en la cadena de frio (Porcellato y col., 2015; O’Sullivan y col., 2016). En
relacién con esta temdtica, se evalué la capacidad de la cepa I9o de inhibir
el crecimiento y actividad indeseada de una cepa gaségena, incorporada
como contaminante en niveles de 10* UFc/mL en la leche de elaboracién
de quesos Cremoso. La cepa gaségena alterante utilizada fue Leuconostoc
mesenteroides D11, la cual fue aislada de quesos con defectos de formacién
de ojos (Cardamone y col., 2011). En experiencias preliminares en planta
piloto, se confirmé la actividad gaségena de esta cepa en queso Cremoso,
aunque Unicamente se observé generacién de gas y aberturas no desea-
das cuando los quesos fueron sometidos a cortes en la cadena de frio; en
los quesos madurados en condiciones normales no hubo ningtin defecto
causado por la cepa. La incorporacién del fermento adjunto 190, en nive-
les de 10° urc/mL en la leche de elaboracién, resultd una estrategia eficaz
para evitar la aparicién indeseada de ojos en estos quesos, causada por la
cepa D11. Ademds, se observaron menores niveles (0,5 érdenes log Urc/g)
de la cepa alterante en los quesos con el fermento adjunto (Giménez y
col., 2018a). L. paracasei 190 y de L. plantarum 191 ya habian sido eficaces
para controlar los niveles de mohos y levaduras en quesos Cremoso (Milesi
y col., 2010). Estos resultados indican una inhibicién del crecimiento y
actividad de microorganismos contaminantes por la incorporacién del fer-
mento 190, lo que podria atribuirse a una inhibicién competitiva por el
consumo de nutrientes presentes en el medio o una inhibicién por com-
puestos antimicrobianos producidos.

El citrato es un precursor de importantes compuestos de flavour como
acetaldehido, etanol, acetato, diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol. La capa-
cidad de cepas de Lactobacillus para metabolizar el citrato es dependiente
de la especie y la cepa, y estd influenciada por el estado fisiolégico de las
células y el nivel de carbohidratos en el medio (Medina de Figueroa y col.,
2000). En nuestros estudios, L. paracasei 190, L. plantarum 191y L. casei 172
no pudieron metabolizar el citrato en quesos blandos o extractos de queso
blando, mientras que sf fue metabolizado en queso duro o extractos obteni-
dos de este queso. En el queso blando y sus extractos se encontraron con-
centraciones en torno al 0,1y 0,7% (p/p) de lactosa residual y galactosa, res-
pectivamente, mientras que en el queso duro y sus modelos el citrato fue la
principal fuente de carbono y la concentracién de otros carbohidratos resul-
taron insignificantes. Los resultados sugieren que la presencia de carbohidra-
tos simples inhibié la capacidad de las cepas evaluadas para metabolizar el
citrato (Peralta y col., 2016b; Cufhia, 2016).
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Contribucioén a la proteélisis

La protedlisis y la peptiddlisis tienen un impacto directo en la calidad del
queso ya que influyen en el desarrollo de la textura y el flavour. La contri-
bucién de las NsLAB a la protedlisis es principalmente a través de su activi-
dad peptidolitica, lo que conduce a un aumento de los niveles de péptidos
pequefios y aminodcidos libres (aa), mientras que no tienen un impacto sig-
nificativo en la protedlisis primaria. Esta influencia podria conducir a cam-
bios favorables tales como la aceleracién de la maduracién y el mejoramiento
del flavour a través de un aporte directo al sabor de fondo por parte de los oli-
gopéptidos y Aa, pero sobre todo mediante un efecto indirecto al proporcio-
nar AA como precursores de compuestos voldtiles (Upadhyay y col., 2004).
En el INLAIN, se observé que los cultivos adjuntos de L. rhamnosus (cepas
173 y 177) incrementaron la protedlisis y la peptidélisis cuando fueron incor-
porados en quesos Cremoso y Pategrds, en los cuales el cultivo primario fue
S. thermophilus. Estas cepas modificaron los perfiles peptidicos y aumenta-
ron la concentracién de aa, lo que sugiere una aceleracién en la maduracién
del queso. La influencia de L. paracasei 190 y L. plantarum 191 en las mismas
variedades de queso fue menor, verificindose Ginicamente un incremento de
algunos aa (Milesi y col., 2009, 2010). En otro estudio llevado a cabo en un
modelo de queso blando, se verificé un aumento de los niveles de aa debido a
la actividad peptidolitica de L. paracasei 190 y L. casei 172, siendo la influencia
mds marcada para esta Gltima cepa (Peralta y col., 2016b).

La cooperacidn entre cultivos primarios y adjuntos, y su contribucién con-
junta al perfil de protedlisis, también es un tema interesante que ha sido abor-
dado en el INrLAIN. En este sentido, se verificé una variabilidad de la influen-
cia de 10 cepas de lactobacilos meséfilos de origen NsLaB (de la coleccién
CNRz) en la protedlisis de quesos de pasta lavada, en funcién de la cepa de
Lactococcus utilizada como fermento primario (Hynes y col., 2003). De manera
similar, la cepa L. plantarum 191, que mostré un aumento de la peptidéli-
sis cuando se usé en queso blando y semiduro elaborado con S. thermophilus
como cultivo primario (Milesi y col., 2008b, 2009, 2010), tuvo una contri-
bucién insignificante cuando se estudié junto a L. helveticus en un modelo
de queso duro (Bergamini y col., 2013). Por el contrario, la influencia de
L. paracasei 190 en los perfiles de protedlisis fue similar cuando se estudié la
cooperacién con S. thermophilus o L. helveticus (Milesi y col., 2009, 20105
Cufhia, 2016; Peralta y col., 2016b). Estos antecedentes destacan la importancia
de evaluar los cultivos adjuntos en combinacién con el fermento primario uti-
lizado en cada variedad de queso, teniendo en cuenta que pueden existir inte-
racciones microbianas que potencien o inhiban alguna actividad particular.
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Contribucién al catabolismo de aminoacidos
y produccion de compuestos volatiles

El catabolismo de aminodcidos (aa) tiene un impacto significativo en el desa-
rrollo del flavour de la mayoria de las variedades de queso ya que gran parte
de los compuestos voltiles que se producen derivan de este proceso por la
actividad de las bacterias ldcticas (Yvon y Rijnen, 2001). Una de las princi-
pales vias que transforman los aa en diferentes compuestos de flavour, tales
como 4cidos carboxilicos, aldehidos, alcoholes y compuestos azufrados entre
otros, comienza con una reaccién de transaminacién catalizada por enzimas
denominadas aminotransferasas (at) (Kieronczyk y col., 2001; Yvon y Rij-
nen, 2001). En esta reaccidn, los A se convierten en sus correspondientes
o—cetodcidos debido a la transferencia del grupo a—amino a un aceptor ade-
cuado, generalmente o—cetoglutarato (0—kG). El a—kG estd presente natu-
ralmente en el queso, aunque en bajos niveles, y por esta razén se ha identi-
ficado como el reactivo limitante en la biosintesis de compuestos de flavour
a través del catabolismo de Aa. Para superar este paso critico, se ha propuesto
el uso de cultivos con alta actividad glutamato dehidrogenasa (GpH), enzima
que cataliza la produccién de 0—kG a partir de glutamato (Williams y col.,
2006). Las actividades de las enzimas que desempenan funciones clave en la
produccién de compuestos voldtiles de interés en el queso, tales como las aT
y GDH, se han propuesto como un nuevo criterio para la seleccién de cepas
para su uso como mejoradores del flavour. En el mismo sentido, también se
ha propuesto la seleccién de cepas con actividades enzimdticas complemen-
tarias (Kieronczyk y col., 2001; Williams y col., 2001).

En el INLAIN se estudiaron los perfiles de actividades AT y GDH en 15
cepas de lactobacilos meséfilos de origen NSLAB y en cepas comerciales de
Streptococcus thermophilus ampliamente utilizadas en nuestro pais como
cultivos primarios (Peralta y col., 2016a). La actividad GpH fue baja en las
cepas NSLAB en comparacién con las cepas comerciales de S. thermophilus.
Con relacién a las AT, los mayores niveles de actividad fueron hacia el 4cido
aspértico en la mayoria de las cepas analizadas, mientras que los niveles y la
especificidad de la actividad hacia otros Aa fueron altamente dependientes
de la cepa y la especie. L. paracasei 190 y L. casei 172, inoculadas individual-
mente en extractos acuosos obtenidos de quesos Cremoso, formaron com-
puestos voldtiles relacionados con las actividades AT mayoritarias y con el
perfil de aa presentes (Peralta y col., 2016b). En particular, L. paracasei 190,
en la que predomind la actividad aspaT, produjo diacetilo y acetoina, com-
puestos que pueden derivar del catabolismo del asp. L. casei 172, que mostrd
niveles similares de actividad At hacia todos los aa, produjo principalmente
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3—metilbutanal derivado de Leu, que fue el aAa mayoritario en el extracto.
Los cambios bioquimicos en extractos inoculados conjuntamente con lac-
tobacilos meséfilos y S. thermophilus fueron similares a los que contenian
cultivos individuales de lactobacilos. Esto pone en evidencia que los lacto-
bacilos lideraron los cambios bioquimicos en el extracto, mientras que solo
pequenas variaciones fueron atribuibles a la cooperacién entre lactobacilos
y estreptococos. Una influencia similar a la descripta para L. paracasei 190
en extractos de queso, se observé cuando se estudié la misma en queso
Cremoso miniatura elaborado con un cultivo primario de S. thermophilus
(Milesi y col., 2010). En estudios posteriores en los que se utilizaron tres
diferentes dosis del fermento adjunto I9o (s5x10%, 1x10%, y sx10° UFC/mL en
la leche de elaboracién), se corroboré el buen desempeno en la produccién
de compuestos de flavour deseables en este tipo de queso solamente cuando
se utilizé la mayor dosis estudiada (Peralta y col., 2017a). En este mismo
modelo de queso, L. plantarum 191 también aumentd los niveles de diace-
tilo y acetoina, asi como otros compuestos voldtiles de interés. Estos cam-
bios se correlacionaron con una mejora de las caracteristicas sensoriales del
queso Cremoso, tanto para L. paracasei 190 como para L. plantarum 191
(Milesi y col., 2010).

Contribucioén a la salud: propiedades probiéticas

Los probidticos «son microorganismos vivos, que cuando se administran
en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud al huésped»
(WHO-FAO, 2002). La mayoria de las cepas probiéticas reportadas hasta la
fecha pertenecen a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus (Vinderola y
col., 2011). Particularmente para NsLaB, diversas propiedades probidticas se
han informado en los tltimos afios, sobre todo para cepas de lactobacilos. La
mayoria de los estudios evaluaron el potencial probidtico de las cepas indi-
viduales en ensayos iz vitro o in vivo, mientras que pocos trabajos verifica-
ron su capacidad probiética cuando se administran vehiculizadas en un pro-
ducto como el queso (Bude—Ugarte y col., 2006; Burns y col., 2012).

En el INLAIN se realizd una caracterizacion iz vitro de las propiedades pro-
bidticas de las 22 cepas NsLAB aisladas de quesos argentinos. En general, todas
las cepas mostraron una alta resistencia a la lisozima, una buena adaptacién
al jugo géstrico simulado, una tolerancia a la bilis de moderada a baja y una
alta actividad P-galactosidasa. Siete de estas cepas se seleccionaron como
los mejores candidatos para el desarrollo de alimentos fermentados probié-
ticos: L. plantarum 191, 187 y 189, L. rhamnosus 173 y 175, L. curvatus 134 y
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L. paracasei 190 (Bude—Ugarte y col., 2006; Briggiler Marcé y col., 2007). El
potencial probidtico de las cepas L. plantarum 191y L. paracasei 190 incorpo-
radas como adjuntos en queso Cremoso fue evaluado en estudios iz vivo en
ratones. La administracién oral de estos quesos produjo un aumento en el
namero de células 1ga + en la ldmina propia del intestino delgado de los rato-
nes, lo que sugiere una promocion satisfactoria de las defensas de la mucosa
intestinal mediadas por la 1ga. Ademds, la ingesta de estos quesos demostré ser
segura porque no se detectaron efectos secundarios indeseables, como la trans-
locacién de enterobacterias al higado o cambios morfolégicos en la arquitec-
tura general del intestino delgado. Finalmente, no se observaron cambios en
la actividad fagocitica de los macréfagos peritoneales en ratones alimentados
con quesos probidticos en comparacién con los alimentados con quesos con-
trol, por lo que no se detecté ningtin efecto sobre la respuesta inmune sisté-
mica (Burns y col., 2012).

Produccién y degradacion de aminas biégenas

Las aminas biégenas (aB) son compuestos orgdnicos nitrogenados que pue-
den producirse durante el almacenamiento y procesamiento de ciertos ali-
mentos, como los quesos, a partir de los aminodcidos precursores por la
acci6én de decarboxilasas microbianas. El consumo de alimentos que conten-
gan AB puede causar efectos adversos en los consumidores, lo que depende
del nivel y toxicidad de cada aB, la sensibilidad de cada individuo y la coe-
xistencia de factores potenciadores de los efectos. En condiciones normales
y con bajos niveles de ingesta, estos compuestos son degradados en el tracto
gastrointestinal mediante la actividad de enzimas mono- y di—aminooxida-
sas. Sin embargo, cuando los procesos de detoxificacién no son suficientes,
las AB pasan a circulacién sanguinea pudiendo causar efectos téxicos inde-
seables (Ladero y col., 2010; EFsa, 2011; Gardini y col., 2016).

Muchas cepas de origen NsLaB han demostrado el potencial de producir
AB, particularmente histamina, tiramina, cadaverina y putrescina (Cogan y
col., 2007). En el INLAIN se analizd el contenido de AB en 35 quesos prove-
nientes de 21 industrias licteas nacionales y en 15 quesos artesanales obteni-
dos de 13 productores queseros de Entre Rios, Cérdoba y Santa Fe. En gene-
ral, la mayor ocurrencia y nivel de AB se observé en los quesos artesanales,
los cuales fueron elaborados con leche cruda la que aporta una microflora
adventicia que puede sobrevivir en el queso durante la maduracién. Estos
resultados sugieren que algunas de las cepas NSLAB presentes tenfan la capa-
cidad de producir aB (Giménez y col., 2018b).
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De esta manera, es importante evaluar la capacidad de produccién de estos
compuestos potencialmente téxicos por parte de cepas autdctonas, antes de
su uso como fermentos en alimentos fermentados. La cepa L. paracasei 190,
que caracterizamos ampliamente en nuestro grupo, no produjo AB cuando fue
utilizada como adjunto en queso duro elaborado con una cepa comercial de
L. helveticus como fermento primario (Giménez, 2017).

Por otro lado, mientras que algunas cepas de NSLAB tienen el potencial de
producir AB, otras han mostrado el efecto opuesto ya que evitan su acumu-
lacién degraddndolas. En este sentido, se ha propuesto el uso de microorga-
nismos con alta actividad mono— y di-amino—oxidasa como una estrategia
para reducir los niveles de AB en productos fermentados, ya que estas enzi-
mas las transforman en compuestos no téxicos (Lorenzo y col., 2017). Se
han identificado varias especies de BAL con esta actividad enzimdtica, como
L. casei, L. hilgardii, L. plantarum, Pediococcus parvulus, Pediococcus pentosaceus
y Oenococcus oeni, entre otras (Garcia—Ruiz y col., 2011).

Secado spray para la conservacion
de cultivos adjuntos de origen NSLAB

La produccién industrial de cultivos a partir de cepas de origen NsLaB
implica la aplicacién de una serie de etapas en la que se destaca el proceso
de conservacién, que pueden afectar tanto la viabilidad como la actividad
metabdlica microbiana. En este sentido, muchas cepas con caracteristicas
interesantes para su uso como fermentos en la industria ldctea pueden no ser
cultivables o comercializables, o pueden mostrar una pérdida de sus propie-
dades interesantes frente a las condiciones adversas a las que se ven expuestas
durante los procesos de preservacion.

Una de las metodologias utilizadas para la conservacién de cultivos ldc-
ticos es el secado spray. Mediante este proceso se obtiene un polvo deshi-
dratado al atomizar el liquido a alta velocidad en un flujo de aire caliente
(Santivarangkna y col., 2007). Esta tecnologia ofrece ventajas tales como
altos indices de produccién, bajos costos operativos, procesamiento en una
sola unidad para la formacién y secado de particulas, y la facilidad de escalado
(Santivarangkna y col., 2007; Ghandi y col., 2012). En la industria lctea, el
secado spray es un método ampliamente utilizado para secar la leche e ingre-
dientes ldcteos, mientras que su aplicacion para la conservacién de cultivos
ha sido menos extendida. En nuestro Instituto evaluamos la aplicacién del
secado spray sobre dos cepas de NSLAB (L. paracasei 190 y L. plantarum 191).
Las cepas fueron crecidas en un medio comercial (MRs), luego de lo cual se
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resuspendieron en leche descremada al 20% (p/v) y se deshidrataron utili-
zando un secadero spray a escala laboratorio. Ambas cepas mostraron buena
resistencia al proceso de secado y conservaron la viabilidad en el polvo deshi-
dratado durante 12 meses de almacenamiento a 5°c. Ademds, la viabilidad y
actividad metabdlica caracteristica de las cepas (metabolismo de carbohidra-
tos, produccién de dcidos orgdnicos y compuestos voldtiles) se mantuvo en
los fermentos deshidratados al ensayarse los mismos como cultivos adjuntos
en queso (Peralta y col., 2017a).

Otro punto de interés en esta temdtica, previo a la etapa de secado spray,
es el desarrollo de medios de cultivo econémicos para la propagacién de
las cepas con el objetivo de reemplazar los costosos medios comerciales. En
el INLAIN se estd trabajando actualmente en la optimizacién de medios de
cultivo basados en subproductos industriales (harina de soja, permeado y
suero de queserfa) para la produccién de biomasa de cepas de origen NsLAB.
Hasta el momento, se han obtenido resultados satisfactorios para la cepa
L. paracasei 190, que alcanzé altos niveles en varias formulaciones (Peralta
y col., 2018). Es importante tener en cuenta que el medio de crecimiento
puede tener un impacto en la expresién enzimdtica bacteriana, por lo que se
deberia reevaluar la performance de un fermento adjunto cuando el mismo
es obtenido a partir de otro medio de cultivo.
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5. Tendencias y desafios en la produccion
de quesos frescos de pasta hilada

Facundo Cuffia, Guillermo George, Jorge Reinheimer,
Carlos Meinardi y Patricia Burns

Aspectos generales

Los quesos de pasta hilada comprenden un diverso grupo de quesos fabri-
cados a partir de leches bovinas, bubalinas, caprinas u ovinas, y tuvieron
su origen en la zona mediterrinea norte que abarca Italia, Grecia, Balcanes,
Turquia y Europa Oriental. Todos comparten, al final de la elaboracién, una
etapa comun que consiste en sumergir la cuajada 4dcida en agua caliente y
luego someterla a un proceso de texturado (amasado y estiramiento) manual
0 mecdnico, en la cual la cuajada caliente se estira haciendo que las proteinas
formen fibras. Estos quesos pueden ser blandos o semiduros (como la Moz-
zarella tradicional y la Mozzarella para pizza, respectivamente) y se consu-
men frescos o después de un corto periodo de maduracién. Otros quesos de
pasta hilada son duros o semiduros (como Caciocavallo, Ragusano, Kashka-
val y Provolone) y presentan una maduracién extensa antes de su consumo
(Mc Mabhon, 2011).

La Mozzarella tradicional italiana, fabricada originalmente con leche
de bufala es moldeada a mano en hormas ligeramente ovoidales, esferas
pequenas (bocconcini o cilegie) o trenzas (trecce) y con un peso que oscila
entre los 20 y los 800 g dependiendo de la forma. Es un queso de alto con-
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tenido de humedad (alrededor del 55%), de color blanco porcelana (por
la ausencia de P—caroteno en la leche bubalina), con corteza muy fina
(1 mm) y superficie lisa. El sabor es muy caracteristico y delicado, su tex-
tura es suave y se aprecian las fibras que conforman las capas que envuelven
el liquido cremoso de suave sabor lictico (De Angelis y Gobbetti, 2011).
Mientras que la Mozzarella producida en las regiones italianas de Cam-
pania, Lazio y Puglia posee denominacién de origen controlada (poc) y
estd protegida con el nombre de «Mozzarella di Bufala Campana», aque-
llas elaboradas fuera de la regién se denominan simplemente Mozzarella
de bufala. La variante producida con leche de vaca, llamada tradicional-
mente en ltalia Fiordilatte, desde el afio 1989 también puede rotularse
como «Mozzarella» (Salvadori del Prato, 1998).

La Mozzarella semidura es la mds consumida en el mundo y se ha ganado,
de la mano de la pizza, un lugar importante en el mercado mundial de ali-
mentos. En la actualidad representa el 30% de la produccién quesera de los
EE. UU. (el mayor productor mundial de queso) con un crecimiento del 15 %
en los dltimos cinco afios (UsDA, 2018). Asimismo, la incorporacién cre-
ciente de este queso en el consumo chino estd cambiando la matriz produc-
tiva de los grandes exportadores de leche, los cuales estén volcando un gran
volumen de materia prima para la elaboracién de este producto (original-
mente destinada para la produccién de leche en polvo).

La Mozzarella para pizza se elabora a partir de leche bovina por lo general,
parcialmente descremada y presenta diferencias sustanciales en el proceso de
elaboracién ya que conlleva un periodo de maduracién que le confiere pro-
piedades caracteristicas: fundamentalmente una mayor capacidad de derreti-
miento (meltability), la formacién en caliente de largos hilos (stretchability),
la disminucién del oscurecimiento por efecto de la coccién (browning) y una
mayor liberacién de aceite durante la coccidn (free—oil). También se busca en
este tipo de queso una buena capacidad de conservacién bajo congelamiento
y de procesamiento en hebras o pellets para uso directo sobre la masa de la

pizza (shreddability).

Tecnologia de elaboracion

La tecnologia de elaboracién del queso Mozzarella es similar a la de otros que-
sos de pasta blanda como el Cremoso o el Crescenza (proceso de cardcter pre-
dominantemente enzimdtico), que se diferencia principalmente por el proceso
de hilado. El hilado es un proceso de texturado de la masa o cuajada que se
logra mediante la accién de una fuerza mecdnica a elevada temperatura (55—
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70°c¢) con el fin de obtener una masa lisa y con la capacidad de formar largos
hilos para lo cual es necesario trabajar con una cuajada desmineralizada en una
proporcién determinada. Por accién enzimdtica se conforma la red tridimen-
sional (cuajada). El calcio es parte fundamental de esta y se fija en forma de
fosfato tricdlcico. Al aumentar la acidez, la cuajada se desmineraliza pasando
las estructuras de enlace de las caseinas a fosfato monocilcico (Walstra,
1999:133). Esta estructura mds débil se alinea por la accién del calor y el tra-
bajo mecdnico, dejando bandas de proteina separadas entre si por grasa y agua
libre. En la Fig. 1 puede verse de manera simplificada la distribucién de la grasa
y las micelas de caseina, desde el estado de suspensién en la leche hasta la for-
maci6n de la cuajada hilada, pasando por la estructura de red con enlaces de
fosfato tricdlcico de la cuajada a pu mayores.

@ micela de caseina [ | glébulo graso

Caseinato de Ca (en la leche) + cuajo

pH 6,2 l

Paracaseinato de Calcio
Precipitado de cuajada insoluble

+ Acido
(Lactico o Citrico)

Paracaseinato Monocalcico + Lactato (o Citrato) de Ca
(Soluble en agua caliente, fibroso, blando y piastico)

Figura 1. Distribucion de las micelas de caseina y la grasa en las diferentes
etapas de elaboracion: a) leche, b) cuajada y c) cuajada hilada

Si la acidez es demasiado alta, las fibras se cortan ficilmente debido a una
elevada pérdida de calcio. Por el contrario, si no se llega a una desmineraliza-
cién adecuada, la masa es dificil de trabajar y la textura deseada no se logra
ya que se requiere un mayor trabajo de hilado dando lugar a una masa mds
consistente que puede acarrear una pérdida elevada de materia grasa. Asi-
mismo, el aumento de la acidez se logra por accién microbiana (tradicional)
o por acidificacién directa.
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El proceso enzimdtico comienza con la accién del cuajo sobre la micela
caseinica. Al cortarse (hidrolizarse) el enlace 105—106 (Phe—Met) de la
k—caseina, esta se divide en para—k—caseina hidrofébica (péptidos 1—105) y
en glicomacropéptido hidrofilico (GmP, 106-169). La emulsién entonces se
desestabiliza y se forma el gel por accién de fuerzas de van der Waals entre
las moléculas (en un principio) y luego esa unién se va haciendo mds firme
a medida que se generan puentes (uniones salinas) gracias a la accién de
los iones ca* (Walstra y col., 1999). Una vez que se obtiene la firmeza de
codgulo necesaria, se puede proceder a la deshidratacién parcial del mismo
mediante el corte de la cuajada (lirado).

La temperatura de elaboracién, junto con el tamano de grano, define la
humedad retenida en la cuajada. Cuando se elabora un queso de elevada
humedad, como es el caso de la Mozzarella tradicional italiana, se trabaja
a temperatura de coagulacién constante entre 38 y 40°C y se corta la cua-
jada en cubos de 2,5—3 cm de arista. En el caso de la Mozzarella para pizza,
se parte de una temperatura de coagulacién algo menor (aproximadamente
37°C) y se la calienta ligeramente luego del corte para obtener una masa mds
seca. Una vez logrado el tamano de grano deseado se deja reposar la cua-
jada bajo suero hasta lograr la desmineralizacion deseada. El pu de la cua-
jada en este punto tiene especial relevancia ya que el equilibrio del calcio se
ve influido directamente.

El contenido de calcio de las micelas y el agente acidificante utilizado
influyen en gran medida en el rango éptimo de pH para el hilado. Si se tra-
baja con leches dcidas que presentan una elevada desmineralizacién se debe
hilar a un valor de pa mayor al normal mientras que si se trabaja con leche
de bufala, que es mucho mds rica en caseinas y calcio, se debe llegar a valores
de pH cercanos a 4,9 para obtener un hilado éptimo (Fig. 2).

En cuanto al agente acidificante, se observa que para una leche de vaca
acidificada por accién del starter, el rango éptimo de pH para el hilado es
de aproximadamente 5,1—5,2. Por otro lado, si la misma leche es acidifi-
cada de manera directa con 4cido citrico, el rango de pa éptimo de hilado
oscila entre 5,6 y 5,8, mientras que si agrega dcido acético o lictico es de
5,4—5,6 (Addeo, 1996). Esto se debe a la variacidon del poder secuestrante de
los cationes ca** de los distintos dcidos. Estudios realizados con glucono—
d—lactona reportan valores similares al agregado directo de 4cido ldctico
(Giraffa y Olivari, 1992).

La cuajada 4cida se corta en trozos delgados para favorecer el intercam-
bio de calor e hilar de manera uniforme en el menor tiempo posible, traba-
jando la cuajada a una temperatura de entre 55y 70°c. Una vez superados
los so°c se solubiliza la grasa, lo que suaviza la cuajada permitiendo el esti-
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Tamano de las submicelas 15— 10 nm 10 - 5 nm 5—3nm
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capacidad de hilado BUENA
BUENA \/

sin cohesion inicio in sin cohesion
cu
pH 60 58 56 54 52 50 48 46
Calcio (mmol/kg) 240 220 200 180 160 140
Calcio en suero (%) 55 65 75 85 95 100

Figura 2. Descalcificacion de la cuajada de leche de bufala y variacion de
la aptitud para el hilado en funcién del pH. Adaptado de Addeo y col., 1995

ramiento de las fibras proteicas con la accién mecdnica. Cuando se alcan-
zan los 70°c, se comienzan a desnaturalizar las proteinas dando lugar a la
pérdida de la estructura. La aparicién de finos hilos en la masa ya flexible
y brillante en superficie muestra que el proceso estd finalizado. Si se conti-
nua trabajando la masa, la pérdida de grasa serd excesiva y los hilos comen-
zardn a cortarse fécilmente al ser estirados generando un producto de textura
gomosa y defectuosa. Una vez logrado el punto de hilado deseado se debe
dar la forma definitiva al queso. Las hormas obtenidas se enfrian rdpida-
mente por inmersion en agua helada lo que permite conservar la forma del
queso y también su brillo caracteristico.

El salado del queso puede realizarse en la etapa de enfriamiento, durante
el hilado (mediante el agregado de sal al agua caliente) o agregando la sal
en seco a la cuajada feteada previo al ingreso a la hiladora (cheddarizado).
En el caso de la Mozzarella tradicional, llegada esta instancia, ya se encuen-
tra lista para su consumo pues no requiere maduracién. Por lo general, para
que conserve su brillo exterior y no se seque por fuera, se la conserva en
liquido de gobierno. Esta solucién bdsicamente debe ser isotdnica, para evi-
tar la migracién de sales entre el liquido y la Mozzarella, y debe estar tam-
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ponada a un pH similar al del queso. En el caso de la Mozzarella para pizza,
se acostumbra a envasarla al vacio y otorgarle un periodo minimo de madu-
racién de unos 15 dias. Este periodo de tiempo permite una protedlisis del
queso que le confiere las caracteristicas deseadas, especialmente mejorando
la manera en que se expande sobre la masa al calentarse (meltability) (Ban-
ville y col., 2013) y promoviendo el consumo de la galactosa por parte de
los lactobacilos presentes en la matriz para evitar la aparicién de manchas
oscuras por reacciones de Maillard durante la coccién (browning). Es comin
en el caso del pizza cheese someterlo a una trituracién para obtener trozos
pequefios que se congelan individualmente con el fin de facilitar su aplica-
cién y dosificacién sobre la masa de pizza.

En nuestro pafs, particularmente en Buenos Aires, se consume la deno-
minada «Mozzarella bonaerense» que se elabora con una masa premadu-
rada. Sus origenes se encuentran en los primeros tambos fibricas que, con
leche cruda, entera y sin las condiciones higiénico—sanitarias adecuadas, pro-
ducian una masa que les permitia sacar la produccién de dichos campos.
Durante el almacenamiento y transporte de la cuajada a los centros de aco-
pio en la ciudad se produce la maduracién de la misma, lo que permite su
hilado (Vigliengo, 2013). Al momento del hilado, el quesero tritura la masa
con distintos tiempos de premaduracién con el fin de ajustar las condicio-
nes de hilado. Esta operacién se realiza en hiladoras discontinuas calefaccio-
nadas con vapor directo. Debido a que en Buenos Aires se prefiere este tipo
de Mozzarella, cuidando las condiciones higiénico—sanitarias se sigue produ-
ciendo cuajada premadurada, en bandejas o moldeada, para ser luego hilada.
En el diagrama de la Fig. 3 se muestran las distintas tecnologfas empleadas
en nuestro pais.

Incorporacion de cultivos probiéticos

La busqueda de productos alimenticios funcionales, es decir, que confieren
un aporte a la salud del consumidor m4s alld de su valor nutritivo, ha llevado
a la incorporacién de variantes tecnolégicas también en este tipo de quesos.
La demanda mundial de alimentos adicionados de microorganismos pro-
bidticos estd aumentando significativamente debido a la creciente concien-
cia entre los consumidores sobre su relacién directa con los beneficios para
la salud. Se estima que el mercado de probiéticos (UsD 49,4 mil millones en
2018) crecerd a una tasa compuesta anual de 7,0 % para alcanzar un valor de
UsD 69,3 mil millones para 2023 (UsDa, 2018).
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Figura 3. Procesos utilizados en la elaboracion de distintos tipos de Mozzarella

Los efectos sobre la salud debidos al consumo de microorganismos probid-
ticos estdn ampliamente demostrados y se han propuesto numerosos meca-
nismos para explicarlos, entre ellos: metabolizacién de carbohidratos comple-
jos, defensa contra microorganismos patégenos (produccién de componentes
antimicrobianos, competencia por sitios de adhesion y nutrientes), modula-
cién de la permeabilidad de la barrera intestinal y estimulacién del sistema
inmunolégico, entre otras (Dongarra y col., 2013; Barberi y col., 2015).

Los quesos de pasta hilada poseen un proceso de elaboracién hostil para
la sobrevida de los microorganismos meséfilos, especialmente por el fuerte
tratamiento térmico, lo que representa un desafio tecnolégico para ser con-
siderados como vehiculo adecuado para la incorporacién de probidticos.
Recientes estudios desarrollados en el iNLaIN han logrado la seleccién e
incorporacién de cepas probidticas comerciales a un queso fresco de pasta
hilada tipo Fiordilatte (Cufha y col., 2017, 2019) que, por sus caracteristicas
sobresalientes para el consumo en ensaladas y platos frios, se presentan como
una via éptima para la incorporacién de probiéticos en la dieta.
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De esta manera, la tecnologfa desarrollada que contempla especificamente
la adicién de cepas comerciales de L. rhamnosus GG (quesos G), L. acidophilus
A5 (quesos L) (Chr. Hansen s/a, Dinamarca), y la combinacién de ambas
(quesos GL), serdn sujetos de estudio del presente capitulo.

Si bien las leches fermentadas y los yogures adicionados de probiéticos
son los alimentos funcionales mds estudiados y comercializados, varios tra-
bajos han demostrado que los quesos son vehiculos apropiados para la incor-
poracién de estos microorganismos, presentando incluso algunas ventajas
sobre las leches fermentadas, que darfan mayor proteccién a las bacterias
probidticas, tales como una matriz mds sélida, mayor pH y mayor capacidad
buffer (Burns y col., 2008, 2015; Gomes da Cruz y col., 2009). No obstante,
existen escasas evidencias de la incorporacién de microorganismos probiéti-
cos a quesos frescos de pasta hilada. En particular, estos trabajos hacen refe-
rencia a la adicién de bacterias probiéticas microencapsuladas en alginatos o
pre—adaptadas al calor (Minervini y col., 2012; Ortakei y col., 2012; Angio-
lillo y col., 2014).

Los probidticos se definen como «microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del
consumidor» (Hill y col., 2014). Esta definicién implica que estos microor-
ganismos deben mantener su viabilidad y llegar en elevada concentracién al
intestino, lugar donde ejercen su efecto beneficioso.

El desarrollo realizado en el INLAIN implicé realizar ajustes en la tecnolo-
gia tradicional de elaboracién de quesos tipo Fiordilatte, seleccionar cepas
probiéticas con elevada resistencia térmica y encontrar un medio de cultivo
que permitiera realizar recuentos entre lo/s microorganismo/s probiético/s y
el cultivo iniciador (starter) utilizado (S. thermophilus sti—14—Chr. Hansen).

En particular, los pardmetros tecnoldgicos seleccionados como 6pti-
mos fueron: acidificacién de la cuajada (pH 5,20 + 0,05), tiempo de hilado
(10 min) y temperatura del agua hilado (79,0 + 1,0°c), lo que implica una
temperatura del interior de la cuajada de 60,0 + 1,0°c. El recuento selectivo
de los microorganismos probidticos se realizé en agar Mrs—bilis (de Man,
Rogosa and Sharpe agar —Biokar, Beauvais, Francia— + bilis bovina 0,15%
(p/v) —Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, usa—) a 37°c, 48 h, en acrobiosis
(Cufha y col., 2019). Cabe aclarar que el cultivo iniciador no fue capaz de
desarrollar en MRs-bilis y ambos probidticos se diferenciaron segiin las
caracteristicas morfoldgicas de las colonias.

El control de la viabilidad de los microorganismos probiéticos se realizé
una vez incorporados a la leche de la tina, en la cuajada antes del hilado y
en los diferentes quesos (G, L y GL) luego de 1, 8, 15 y 29 dias de almacena-
miento a 4°Cy a 12°C.
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El inéculo inicial de L. rhamnosus GG y L. acidophilus 15 fue de 7,0-7,3
log Urc/mL en la leche y su concentracién fue > 8,0 log Urc/g en las cua-
jadas. En los tres tipos de quesos ambos probidticos mantuvieron un nivel
superior a 6,8 log UFc/g hacia el final de la maduracién, lo cual estd den-
tro de la concentracién que debe tener un alimento funcional adicionado
de microorganismos probidticos (al menos 6,0—7,0 log urc/g) (Angiolillo y
col., 2014). Sin embargo, la temperatura de almacenamiento de los quesos
influy significativamente no solo en el nivel de células viables sino también
en las caracteristicas de los quesos.

Temperatura de almacenamiento
Impacto en la viabilidad de las cepas probiéticas y en las
caracteristicas fisicoquimicas y bioguimicas de los quesos

La temperatura de almacenamiento de un alimento en géndola es un fac-
tor importante a tener en cuenta para garantizar su calidad durante la vida
atil. En nuestro trabajo (Cufha y col., 2019) se evalué el efecto de la tem-
peratura de almacenamiento (4°C y 12°c) sobre las caracteristicas micro-
biolégicas, quimicas y sensoriales de los quesos G, L y GL. Cuando los que-
sos fueron almacenados a temperatura de refrigeracién (4°c), la viabilidad
de ambas cepas probidticas se mantuvo constante en los tres tipos de que-
sos hasta el final de la maduracién (29 dias), con niveles mayores a 7 log
urc/g. Sin embargo, cuando se almacenaron a 12°c (temperatura habitual
de las géndolas abiertas de supermercados), se observé un desarrollo sig-
nificativo de L. rhamnosus GG en los quesos G y GL (no asi de L. acidophilus
Las). Dado que Streptococcus thermophilus, microorganismo utilizado
como starter en la elaboracién de quesos tipo Fiordilatte suele ser una bac-
teria galactosa negativa, su metabolismo genera una concentracién resi-
dual de galactosa en la cuajada (Kindstedt y col., 2004; Iyer y col. 2010)
la que puede ser metabolizada, junto con la lactosa residual, por culti-
vos adjuntos como L. rhamnosus. Si la temperatura es adecuada, permi-
ten el crecimiento de dicho microorganismo, lo cual pudo apreciarse a par-
tir del dia 15 de almacenamiento a 12°c (> 1 orden log) en los quesos G y
GL, llegando a valores de 9 log Urc/g hacia el final de la maduracién (cre-
cimiento > a 1,5 log UFc/g). Aun cuando el desarrollo de una cepa probié-
tica podria ser considerado como un aspecto positivo para la funcionalidad
del alimento, se debe prestar especial atencién al impacto de su actividad
metabdlica sobre las caracteristicas sensoriales y la calidad del producto
(Cufhay col., 2019).
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En términos generales, la composicién global de los quesos (valores de
grasa, proteina y humedad) no se ve afectada por la incorporacién de microor-
ganismos probidticos (Minervini y col., 2012; Ortakci y col., 2012; Cuffia y
col., 2017, 2019). Como se mencioné anteriormente, los aziicares residuales de
la cuajada (galactosa y lactosa) pueden ser metabolizadas por cultivos adjun-
tos como L. rhamnosus'y L. acidophilus, lo que da lugar a la produccién de 4ci-
dos orgdnicos (Watson y col., 2012). Como resultado, las altas concentracio-
nes de estos cultivos incorporados en los quesos producen una gran cantidad
de dcido p-l4ctico durante la maduracién, lo que genera valores de px mds
bajos. Asimismo, fenémenos de pos acidificacién debidos al almacenamiento
a temperaturas inadecuadas y a la presencia de cultivos complementarios han
sido reportados (Vinderola y col., 2009; Guidone y col., 2015). Esto estaria de
acuerdo con los resultados observados ya que no se detectaron diferencias sig-
nificativas en el pa cuando los quesos se almacenaron a 4°c y los valores se
mantuvieron estables (~ 5,25) durante todo el proceso de maduracién, lo que
se correlaciona directamente con la estabilidad observada en la viabilidad de
L. acidophilus Las y L. rhamnosus GG. Esto indicaria que, a la temperatura men-
cionada, la incorporacién de cultivos probiéticos (individualmente o combi-
nados) no presenta capacidad para acidificar el medio (Milesi y col., 2008;
Cufha y col., 2017). Sin embargo, cuando la maduracién se realizé a 12°c, se
comprobé un comportamiento diferente. Durante el primer dia de almacena-
miento, no se observaron diferencias significativas de pH; sin embargo, des-
pués del octavo, se evidencié una disminucion significativa entre las muestras
(GL12 > G12 > L12). Finalmente, se detecté la presencia de un efecto sinérgico
en la produccién de dcidos a partir de los 15 dias de almacenamiento a 12°c, ya
que los quesos adicionados con ambos probiéticos presentaron valores de px
significativamente mds bajos que aquellos que s6lo contenfan una cepa.

El contenido de nitrégeno en la fraccién soluble a pH 4,6 (Ns—4,6) repre-
senta la protedlisis primaria y se produce a partir de la descomposicién de las
casefnas intactas (especialmente las caseinas as1 y B) principalmente por pro-
teasas no microbianas. En los quesos blandos, en particular, el cuajo residual
es el principal agente no microbiano que participa en la protedlisis durante
la maduracién (Delacroix—Buchet y Fournier, 1992; Vélez y col., 2015). Por
otro lado, el contenido de nitrégeno en las fracciones de nitrégeno soluble
en 4cido tricloroacético (Ns—Tca) y fosfotdngstico (Ns—PTA) representa la pro-
tedlisis secundaria, que se produce principalmente por la actividad de enzi-
mas proteoliticas microbianas de los cultivos iniciador y adjunto y también de
NSLAB (non—starter lactic acid bacteria) (Fox y col., 1996). Estas enzimas hidro-
lizan los péptidos grandes y medianos, lo que lleva a la produccién de péptidos
mds pequefos y aminodcidos libres (rAa, free aminoacids).
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Se ha demostrado la capacidad de L. rbamnosus y L. acidophilus para
generar péptidos, aminodcidos y compuestos de nitrégeno mds pequenos
durante la fermentacién lictica impulsada por su sistema proteolitico (Azca-
rate—Peril y col., 2005; Gonzdlez—Olivares y col., 2014; Gobetti y col., 2015),
efecto que se intensifica cuando la temperatura de almacenamiento se acerca
a la temperatura éptima del sistema mencionado, lo que podria generar un
aumento en la protedlisis secundaria. En este sentido, las enzimas de los cul-
tivos adjuntos presentes en la matriz del queso podrian ser responsables de
aumentar la fraccién de Ns—Tca y Ns—PT4, lo que conlleva a la formacién
de compuestos aromdticos (Minervini y col., 2012). Los niveles de Ns—4,6
no mostraron diferencias significativas entre los quesos G, L y GL y los valo-
res de las fracciones Ns—TcA y Ns—PTa fueron significativamente mds altos en
los quesos almacenados a 12 °c respecto de los almacenados a 4°c. Ninguno
de los cultivos probiéticos, agregados individualmente o combinados, tuvo
un impacto en la protedlisis primaria, lo que se evidenci6 por los valores de
NS—4,6, pero si se detecté un aumento en la protedlisis secundaria, princi-
palmente cuando se agregaron combinados.

Aspectos sensoriales

La temperatura de almacenamiento es un factor importante para la conser-
vacién de los productos alimenticios con elevado contenido de humedad y
puede impactar en las caracteristicas sensoriales de un producto.

A fin de determinar el comportamiento de los quesos estudiados, se llevé
a cabo un Andlisis Cuantitativo Descriptivo a partir de panelistas entrena-
dos, quienes no percibieron diferencias significativas en la apariencia de los
quesos y los describieron como blancos, lisos y con una superficie brillante,
requisitos bdsicos de los quesos de pasta hilada (Jana y Mandal, 2011). Asi-
mismo, no detectaron cantidades significativas de exudado dentro de la
masa al dividir las muestras.

Dado que los niveles de grasa y humedad afectan principalmente el color
y la cantidad de exudado (Wadhwani y McMahon, 2012) y, como se descri-
bié anteriormente, la composicién general no mostré diferencias entre los
quesos, era de esperarse que el color, el brillo y las cantidades de exudado
fueran similares en las muestras almacenadas a ambas temperaturas.

El almacenamiento de quesos a temperaturas elevadas de refrigeraciéon
puede inducir varios cambios en el perfil de los compuestos voldtiles que
pueden provocar una disminucién de sus cualidades (Bishop y Smukowski,
2006; Jana y Mandal, 2011). De esta manera, los quesos almacenados a 12°c
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presentaron una intensidad de olor significativamente mayor que los alma-
cenados a 4°c, independientemente del cultivo complementario utilizado.

Las puntuaciones para el sabor amargo y 4cido fueron significativa-
mente mds altas en G12, L12, GL12 que en G4, L4 y GL4. El mayor sabor
dcido coincidié con los valores de pu mds bajos, lo que indica que existe
una correlacién directa entre el andlisis sensorial y las caracteristicas fisico-
quimicas. Ademds, el retrogusto fue significativamente mds fuerte en las
muestras maduradas a 12 °c. En este sentido, es importante destacar que el
sabor amargo se debe a la actividad proteolitica de algunas cepas (Chan-
dan, 2014) y ha sido reportada por parte de L. rhamnosus GG en quesos
frescos almacenados a 14 °c (Gonzdles—Olivares y col., 2014) lo que podria
deberse al hecho de que la actividad proteolitica se promueve a temperatu-
ras mds cercanas a la dptima para el sistema proteolitico de las BaL (bacte-
rias acido—lacticas).

Los atributos de textura mecdnica tales como firmeza, elasticidad y mas-
ticabilidad no mostraron diferencias entre las muestras. Por otro lado, la
mayor temperatura de almacenamiento hizo que los quesos se adhirieran
mids a los dientes y al paladar, encontrindose mayor granulosidad en Gi2,
L12 y GL12, lo que corresponde a un queso mds 4cido.

En vistas de que las caracteristicas texturales, de apariencia y de sabor afec-
tan la calidad general, los panelistas consideraron que la temperatura de
almacenamiento jugé un papel fundamental en la diferenciacién entre los
quesos, lo que se vio reflejado en las puntuaciones de calidad general (signi-
ficativamente mds altas en los quesos almacenados a 4°c que los almacena-
dos a 12°¢).

Aspectos funcionales

L. rhamnosus GG y L. acidophilus 1As son dos cepas probidticas comerciales
con efectos benéficos ampliamente demostrados (De Vrese y col., 20115 Gor-
bach y col., 2016). Sin embargo, cuando se incorporan a un alimento, sus
caracteristicas funcionales pueden verse afectadas debido a la presencia de
diversos ingredientes en la matriz alimentaria tales como compuestos bioac-
tivos. Es asi que, para un alimento adicionado de cepas probidticas es necesa-
rio demostrar la funcionalidad del producto final mediante ensayos 7 vivo.

En este sentido, en el INLAIN se evalué la funcionalidad de los quesos fres-
cos de pasta hilada L, G y GL (almacenados a 4°c durante 15 dfas) utilizando
un modelo de ratones BALB/c.
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Los animales fueron alimentados durante 10 dfas consecutivos, mediante
intubacién intragdstrica, con una suspensién de los quesos en agua (recibiendo
una dosis de entre 7,6 y 7,9 log UFc/ratén). Se evalu6 la seguridad de los que-
sos mediante translocacién de microbiota entérica a higado y la capacidad de
modular el sistema inmunoldgico a través de la determinacién de la concentra-
cién de 1ga—s (inmunoglobulina a—secretoria, principal defensa de las muco-
sas) en fluido intestinal y de citoquinas anti y pro—inflamatorias en intestino
delgado y grueso por técnica de Elisa. Un grupo de animales recibié queso
control (c) (elaborado sin la adicién de cepas probiéticas).

En todos los casos el ensayo de translocacién resulté negativo, indicando
que todos los quesos fueron seguros. Por otro lado, los animales alimentados
con los quesos L y GL presentaron niveles significativamente mds elevados de
1gA—s respecto a los quesos G y control. El nivel de citoquinas proinflama-
torias (1IL—6, TNE—0L e IEN—Y) en homogenado de intestino delgado y grueso
se redujo significativamente en los animales alimentados con los quesos pro-
bidticos respecto al grupo control. En particular, los grupos G y GL presenta-
ron niveles significativamente menores de 1.-6 y TNF—0l en homogenado de
intestino delgado.

Estos resultados demuestran que los quesos L, G y GL resultaron seguros y
fueron capaces de modular la respuesta inmune en animales, incrementando
las defensas a nivel de mucosas y disminuyendo el perfil de citoquinas pro-
inflamatorias. Los efectos dependieron de la cepa probidtica utilizada y en
ninguno de los casos se observd un efecto sinérgico debido al agregado de
ambos cultivos probiéticos combinados, lo que confirma que el efecto bené-
fico de los microorganismos probidticos es cepa—dependiente y debe eva-
luarse cada caso particular.

Hasta el momento no se reportan datos en la bibliografia en los cuales
se demuestre la funcionalidad iz vivo de quesos tipo Fiordilatte adiciona-
dos de microorganismos probidticos. El aporte realizado en el INLAIN puede
ser considerado muy valioso ya que se logré desarrollar exitosamente quesos
frescos de pasta hilada adicionados de cepas probidticas y demostrandose su
funcionalidad iz vive, lo cual podria ampliar la oferta de alimentos funcio-
nales existentes en el mercado.
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6. Exopolisacaridos (EPS) de Lactobacillus
fermentum: nuevos ingredientes alimentarios con
doble rol tecnolégico y funcional para productos
lacteos

Elisa Ale, Jorge Reinheimer y Ana Binetti

Lactobacillus fermentum es una bacteria ldctica heterofermentativa obligada
que forma parte de la microflora intestinal y suele encontrarse también en
la flora secundaria de distintas variedades de quesos pero que, debido a su
metabolismo, representa muchas veces un problema para la industria que-
sera por el defecto de hinchazén que genera.

Una caracteristica muy valiosa de muchas cepas de bacterias ldcticas
(entre ellas, algunas pertenecientes a L. fermentum) es su capacidad de
formar exopolisacdridos (EPs) como parte de su metabolismo, que suelen
excretarse al medio modificando su reologia y mejorando en ciertos casos la
textura de un alimento (quesos o yogures, por ejemplo). Asimismo, a algu-
nos de estos polisacdridos se les atribuyen efectos fisiolégicos positivos en la
salud del consumidor (actividad inmunomoduladora, prevencién de tlce-
ras, reduccién del colesterol, proteccién frente a infecciones, rol prebidtico,
etc.). De este modo, los Eps de L. fermentum, agregados en forma de ingre-
dientes naturales, podrian aportar un doble rol tecnolégico y funcional a
la matriz alimentaria donde se encuentran, permitiendo la formulacién de
alimentos novedosos.
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Introduccion

Algunas bacterias licticas (BAL) son capaces de producir polimeros exocelu-
lares o exopolisacdridos (Eps) que pueden ser excretados al medio (Eps s/ime)
o permanecer fuertemente unidos a la pared celular de la bacteria produc-
tora (polisacdridos capsulares o cps). A su vez, estos polimeros pueden estar
formados por un solo tipo de monosacérido (homopolisacéridos, Hops) o
bien, pueden presentar mds de un tipo de monosacdrido en su composi-
cién (heteropolisacdridos, Heprs), siendo los mecanismos de sintesis particu-
lares para cada caso (Cerning, 1995). Estas moléculas son frecuentemente
utilizadas en la industria alimenticia por sus propiedades tecnoldgicas, por
ejemplo, en la produccién de leches fermentadas y diversos tipos de quesos,
donde se aplican 77 situ las cepas productoras de EPs para mejorar las carac-
teristicas sensoriales y la textura del producto final (Amatayakul, 2006a).
Asimismo, algunos EPs son capaces de reducir la sinéresis debido a su capa-
cidad para retener agua (Amatayakul, 2006b), lo cual es beneficioso en cier-
tos yogures, o pueden aplicarse en productos con bajo contenido de grasa
como ciertos quesos (que suelen presentar una textura mds gomosa o dspera
que aquellos con contenido de grasa normal), permitiendo el disefio de pro-
ductos mds saludables con caracteristicas mejoradas (Dabour y col., 2006).
Por otro lado, en los tltimos anos, se les han atribuido a estos biopolime-
ros ciertos efectos positivos para la salud del consumidor, lo que los hace
doblemente atractivos para su aplicacién en alimentos. Estos beneficios son
especificos para cada polisacdrido o su cepa productora y dependen fuerte-
mente de su naturaleza quimica y de la interaccién con los componentes
de la matriz alimentaria (Hidalgo—Cantabrana, 2012). Dentro de las pro-
piedades funcionales se pueden mencionar: rol prebidtico, proteccion frente
a Ulceras estomacales y frente a patdgenos, propiedades anticolesterolémi-
cas, inmunomoduladoras, antioxidantes y antitumorales (Ruas—Madiedo
y col., 2002).

Particularmente en las BAL, el rol ecoldgico o fisiolégico de los Eps para la
bacteria productora resulta poco claro y se lo ha asociado a un rol protector
frente a condiciones extremas en diversos nichos (a través de la formacién de
biofilms) o al metabolismo del carbono (Zannini y col., 2016).

Entre las BAL, el género Lactobacillus incluye més de 200 especies (Salvetti
y col., 2018) y posee gran interés industrial debido a sus propiedades, tanto
tecnoldgicas como funcionales o probidticas, frecuentemente asociadas a la
sintesis de EPs. Dentro del género, Lactobacillus fermentum es una especie
heterofermentativa obligada que se encuentra formando parte de la micro-
biota intestinal, como asi también de la flora secundaria de distintas varie-
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dades de quesos, causando importantes defectos relacionados con la pro-
duccién de gas (hinchazdn tardia). Sin embargo, a pesar de ser un alterante
en ciertas elaboraciones casearias, en otras se agrega ex professo, buscando la
produccién de pequenos ojos, como en el caso de algunos quesos italianos y
mejicanos (Dal Bello, comunicacién personal).

Con relacién a su uso como probidtico, documentado en la dltima
década, L. fermentum posee ciertas propiedades particulares comparado
con otras bacterias probidticas, como su habilidad para producir antioxi-
dantes (como glutationato) y 4cidos grasos de cadena corta (scra, Short
Chain Fatty Acids) asi como la induccién del desarrollo de otras espe-
cies de lactobacilos (Peran y col., 2006; 2007). Se han atribuido efectos
antioxidantes y antimicrobianos a la cepa L. fermentum ME—3 (DSM 142415
Kullisaar y col., 2003), asi como la capacidad para prevenir reacciones de
estrés oxidativo nocivas para las células epiteliales intestinales (Truusalu y
col., 2004). Otro caso es la cepa probidtica L. fermentum 3872, la cual pro-
duce agentes antimicrobianos como peréxido de hidrégeno y 4cido léctico,
y podria funcionar como una herramienta efectiva para tratar infecciones de
Campylobacter (Lehriy col., 2017). Asimismo, la cepa probiética L. fermentum
CECT 5716 fue aislada de leche materna y presenté la capacidad de preve-
nir colitis en un modelo murino (Peran y col., 2006), potencial antimicro-
biano contra Salmonella (Olivares y col., 2006) y mejoras en los efectos de
la vacunacién contra influenza (Olivares y col., 2007), ademds de propie-
dades inmunoestimuladoras i vitro (Pérez—Cano y col., 2010). Por otro
lado, se observé que la combinacién de una cepa de L. rhamnosus y otra de
L. fermentum redujo el riesgo de la colonizacién vaginal por parte de
microorganismos patogenos y el de contraer infecciones en el tracto urina-
rio, mejorando el mantenimiento de la microbiota normal (Reid y Burton,
2002; Reid y col., 2003).

En el INLAIN, como parte de la coleccién de microorganismos autéctonos
provenientes de diferentes ambientes de la regién de influencia de Santa Fe,
se selecciond una cepa de la especie Lactobacillus fermentum, L. fermentum
L2, que fue aislada como alterante de un queso Tybo, el cual presentaba
defectos gaségenos causados por su metabolismo heterofermentativo. El
estudio de esta cepa se basé en los importantes niveles de produccién de Eps
(1 g/L, aproximadamente) bajo condiciones de fermentacién controlada (no
optimizada), un rendimiento significativo comparado a los descriptos para
BAL, que puede variar desde 0,045 a 0,35 g/L cuando crecen en condicio-
nes no optimizadas (De Vuyst y Degeest, 1999). Este capitulo abordard, de
un modo resumido, el estudio de este extracto de Eps enfocado en diversos
aspectos fundamentales para comprender el comportamiento de este com-
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puesto: su composicién quimica, los genes involucrados en su sintesis, la
optimizacién de su produccidn, y las propiedades tecnoldgicas, reoldgicas y
funcionales cuando se lo agrega a una matriz alimentaria, con el fin de pro-
poner su aplicacién como ingrediente alimentario, con un potencial doble
rol tecno—funcional.

Composicion quimica y estructural. Interrelacion con
las propiedades tecnoléogicas y funcionales de los EPS

Diversos factores estructurales de los Eps, como la composicién de mono-
sacdridos, el peso molecular, los enlaces glucosidicos, la presencia de sus-
tituyentes cargados y/o ramificaciones, afectan notablemente el comporta-
miento de estas moléculas, ya que determinan el tipo de interaccién que se
genera con los componentes del medio que los rodea, como los presentes en
un alimento (Salazar y col., 2014).

Con relacién a sus aspectos funcionales, se ha postulado que los Eps con
carga negativa (presencia de fosfatos o sulfatos), con glucosa y/o galactosa en
su composicion, y peso molecular bajo (< 10° pa), actdan como estimulado-
res suaves de las células inmunes, mientras aquellos EPs neutros y con elevado
peso molecular (> 10° pa) exhiben perfiles supresivos (Hidalgo—Cantabrana
y col., 2012; Caggianiello y col., 2016). Asimismo, la presencia de EPs (espe-
cialmente de elevado pm) rodeando la superficie bacteriana puede inhibir su
adherencia a las células intestinales, incluso a superficies abidticas, debido
a un efecto de «blindaje» de las macromoléculas superficiales que actdan
como adhesinas (Lee y col., 2016). Por ejemplo, la cepa L. rhamnosus GG,
cuyo exopolisacdrido rico en galactosa demostr6 tener bajos niveles de adhe-
sién in vitro (Lebeer y col., 2009) demostré una adecuada performance
in vivo, evidenciando que el mismo favoreceria su persistencia en el tracto
intestinal en un modelo murino (Lebeer y col., 2011).

Las ramificaciones en la cadena polisacaridica también parecen incidir
sobre la funcionalidad de los Eps. En este sentido, Huazano—Garcia y Lépez
(2013) sugirieron que existe una relacién entre la estructura (longitud de la
cadena y ramificaciones) de los fructanos y la produccién de scea, eviden-
ciado por un mayor nivel de scra cuando los fructanos eran ramificados en
comparacién con polisacdridos lineales.

Ademis de la influencia de la composicién quimica de estas moléculas
sobre su funcionalidad, también se ha estudiado su impacto en las propieda-
des tecnoldgicas. Se ha encontrado una posible interrelacién entre el tipo de
enlace de los Heps y su rigidez: los enlaces B(1,4) generan cadenas mds rigi-
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das que los enlaces a.(1,4) o B(1,3), afectando la reologia del medio que los
rodea, incrementando su eficiencia como texturizantes, mds atin en presen-
cia de alguna ramificacién (Tuinier y col., 2001). Aquellos que contienen
enlaces 0.(1,6) en la cadena principal, como el dextrano, presentan excelentes
caracteristicas como espesantes y estabilizantes (Zannini y col., 2016). Ade-
mis, los Eps con elevado peso molecular y conformacién rigida son intere-
santes cuando se pretende aportar viscosidad a un alimento (De Vuyst y De
Vin, 2007) y la presencia de ramificaciones, también aumenta la rigidez del
polimero. En cuanto al efecto de la presencia de carga sobre las propiedades
fisicoquimicas del alimento, se considera que los EPs neutros aportan visco-
sidad pero no elasticidad al medio. Lo contrario se observa para EPs negati-
vamente cargados, que son capaces de interaccionar con las cargas positivas
de las caseinas en una matriz lictea (Duboc y Mollet, 2001).

La concentracién de Eps no siempre es el pardmetro mds importante cuando
se busca aumentar la viscosidad de un alimento; por esta razén, si bien las BAL
sintetizan EPS en pequenas cantidades, en bajas concentraciones pueden ser
suficientes para modificar la textura de un producto licteo. Cuando un polisa-
cérido neutro o con una ligera carga positiva interactda con las caseinas, ocurre
un efecto de deplecién, que conduce a la formacién de agregados de protei-
nas y EPS en la fase del suero (Buldo y col., 2016). Este fenémeno se relaciona
con un detrimento de las propiedades viscoeldsticas debido a la interferencia
de los EPs con la red proteica, o un aumento de dichas propiedades como con-
secuencia de la formacién de una red densa de caseina (Hassan y col., 2003;
Buldo y col., 2016). La presencia de Eps en la fase del suero también genera
una mayor capacidad de retencién de agua en la red, causando menos sinéresis
y aumentos de viscosidad (Gentés y col., 2013).

En cuanto a la estructura quimica se han descripto, mediante Resonan-
cia Magnética Nuclear (NMR), mds de cincuenta estructuras de las unidades
repetitivas de Eps de lactobacilos y bifidobacterias representando, en algunos
casos, estructuras unicas (Castro—Bravo y col., 2018).

En el caso de los Eps de L. fermentum 1f2, la caracterizacién quimica y
estructural se llevé a cabo a partir del extracto purificado mediante metodo-
logias adecuadas (NMR, SEC-MALS, Gc—Ms y HPLC), pudiendo dilucidar que
el extracto de EPS estd compuesto mayoritariamente por dos fracciones de
polisacdridos. Por un lado, estd formado por un f—glucano de peso mole-
cular relativamente elevado (1,23 x 10° Da), cuya unidad repetitiva es un tri-
sacdrido (Fig.1) (Vitlic y col., 2019). La otra fraccién consta de un hete-
ropolisacdrido formado por glucosa y galactosa, de peso molecular medio
(s,8 x 10* Da), cuya unidad repetitiva es muy compleja y estd formada por
diez monosacdridos.
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Figura 1. Estructura de la unidad repetitiva del f—glucano producido
por L fermentum Lf2

Sintesis de EPS

Como se menciond anteriormente, el mecanismo de sintesis de EPs depende
de qué tipo de polisacdrido se sintetice. Los Hops se forman por accién de enzi-
mas llamadas glucansucrasas (o glucosiltransferasas, GTF) y fructansucrasas (o
fructosiltransferasas, FTF), dependiendo de la composicién del polisacirido en
formacién (glucanos o fructanos, compuestos exclusivamente por glucosa o
fructosa, respectivamente). Ambas enzimas son glucésido hidrolasas que cata-
lizan las reacciones de transglicosilacién en el ambiente extracelular, utilizando
sacarosa como sustrato del que obtienen la energfa necesaria para la rotura de la
molécula (Fig. 24). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que los B—glu-
canos se sintetizan directamente a partir de upp—glucosa activada, de un modo
similar al utilizado en la sintesis de Heps (Fraunhofer y col., 2018). Esto podria
explicar la produccién de —glucano por parte de la cepa L. fermentum 1f2 a par-
tir de glucosa como tnica fuente de ¢, y no sacarosa, como se esperaria para la
mayorfa de los Hops (Ale, 2018; Vitlic y col., 2019).

Por su parte, los Hers son moléculas compuestas principalmente de
pD—glucosa, b—galactosa y L-ramnosa, formadas por unidades repetitivas de 2
a 8 monémeros. También pueden estar presentes otros monosaciridos como
fructosa, fucosa, manosa, N—acetilglucdsidos o 4cido glucurénico, y residuos
de otra naturaleza, como fosfatos o grupos acetilos que les confieren caracte-
risticas particulares (De Vuyst y Degeest, 1999; Werning y col., 2013). La sin-
tesis de los Heps se lleva a cabo por polimerizacién de precursores nucleoti-
dicos (como upr—glucosa o ubpP—galactosa) sintetizados en la célula, y esta
biosintesis es controlada por varios genes de glicosiltransferasas involucrados
en la regulacion, determinacién del largo de la cadena, polimerizacién y excre-
cién de las unidades repetitivas (Fig. 2B). Estos genes generalmente se encuen-
tran adyacentes en un operdén y constituyen clusters genéticos de biosintesis
(Werning y col., 2013). Si bien atin no se conocen todos los detalles del meca-
nismo, se ha demostrado que una enzima flipasa participa en la transferencia
del polimero hacia el exterior de la membrana celular, donde se lleva a cabo la
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polimerizacién de las unidades repetitivas (Lebeer y col., 2009). Dichos clusters
se localizan principalmente en el cromosoma y se encuentran altamente con-
servados para el género Lactobacillus (Castro Bravo y col., 2018).

Para nuestra cepa en estudio, L. fermentum Lf2, la organizacion del cluster
genético que participa en la sintesis de EPs se llevé a cabo a partir del estu-
dio de la secuencia de su genoma (Harris y col., 2018). A partir de la secuen-
cia draft del genoma, se encontraron genes que codifican para enzimas que
participan en la sintesis de Hers mediante andlisis bioinformdticos (BLASTX,
NCIBI database), logrando identificar tres clusters, ubicados distantes entre si,
y teniendo el primero de ellos sentido opuesto a los otros dos.

A Glucosa derivada de sacarosa

. . a-glucano

Sacarasa

Ambiente extracelular

Capa de peptidoglicano

membrana

Peptidoglicano

membrana

: UDP

: Glucosa

: Galactosa

: Ramnosa

: Glicosiltransferasa

Qo0

Figura 2. Modelos de biosintesis de EPS propuestos para homopolisacaridos
(HoPS, A) y heteropolisacaridos (HePS, B).
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Optimizacion de la produccion de EPS

El rendimiento total de Eps sintetizados por una BaL depende fuertemente
de la composicién del medio de cultivo (fuentes de ¢ y N) y de las condi-
ciones de desarrollo de la cepa, como temperatura, pH, presencia de oxi-
geno y tiempo de incubacién (Degeest y col., 2001). De este modo, ajus-
tando las condiciones de desarrollo se puede maximizar la produccién de
EPs, dependiendo de cada cepa y compuesto involucrado (Ale y col., 2016b).
Por ejemplo, las modificaciones de la temperatura de desarrollo impactan de
un modo particular, habiéndose demostrado que temperaturas subéptimas
en las BAL benefician la sintesis de HoPs ya que favorecen la actividad de las
glucansucrasas (De Vuyst y Degeest, 1999).

La cepa L. fermentum Lf2 rutinariamente se desarrolla en el medio semi-
definido spm (Kimmel y Roberts, 1998), cuyas fuentes nitrogenadas son
base nitrogenada de levadura, Bacto Casitona y citrato de amonio, y la
fuente de c es glucosa. Este medio es similar al MRs normalmente utilizado
para lactobacilos, pero en el cual se reemplazan el extracto de levadura, el
extracto de carne y la peptona proteosa, debido a que interfieren significa-
tivamente en la recuperacién de la fraccién de Eps. El método de extrac-
cién de EPs mds comdinmente utilizado se lleva a cabo por precipitacién
alcohdlica a partir del sobrenadante de un cultivo desarrollado, previa eli-
minacién de las células por centrifugacién. Luego el extracto de EPs se res-
uspende en agua bidestilada y se dializa por tres dias, para finalmente liofi-
lizarlo y pesarlo, expresando el rendimiento en g de EPs crudo/L de caldo de
cultivo (Ale y col., 2016b). Recientemente, se llevé a cabo la optimizacién
de la sintesis de los Eps de L. fermentum Lf2 mediante estrategias de disefio
experimental de superficie respuesta (diseno p—Optimal y Central Com-
puesto) en un fermentador de 21 (Sartorius Biostat A plus®, Goettingen,
Germany). El rango de pH evaluado fue 5 a 7, y se variaron los porcen-
tajes de las 3 fuentes nitrogenadas manteniendo constante el valor total.
Se evaluaron también dos fuentes de ¢, glucosa y sacarosa, y el porcentaje
6ptimo de aquella que arrojé mejores rendimientos (sacarosa en este caso)
(Ale y col., 2019a). Las condiciones éptimas encontradas lograron dupli-
car la produccién obtenida en condiciones no optimizadas, alcanzando
2 g/L. El extracto obtenido bajo condiciones optimizadas (utilizando saca-
rosa como fuente de c) se caracterizé quimicamente, observando que la sin-
tesis del heteropolisacdrido se vio favorecida (proporcién 1:0,5), mientras
que el extracto obtenido en condiciones standard presenta una proporcién
de 1:1.76 de Heps y B—glucano, respectivamente (Ale y col., 2019a).
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Propiedades tecnologicas de los EPS en matrices lacteas

Los EPs son moléculas muy atractivas por su potencial para ser utiliza-
dos como ingredientes en alimentos, ya que son componentes naturales y
seguros cuando provienen de un microorganismo reconocido como GRAs
(Gerenally Recognized as Safe), como ocurre con las BAL. Desde el punto de
vista tecnoldgico son capaces de modificar la reologia de los alimentos, redu-
ciendo en algunos casos la sinéresis e incrementando la firmeza (Ale y col.,
2016b; Dabour y col., 2006).

Si bien los rendimientos son bajos cuando se los compara con Eps produ-
cidos por otras bacterias, los EPs de BAL, de acuerdo con sus caracteristicas
quimicas y estructurales, son adecuados como texturizantes aun cuando se
encuentran presentes en bajas concentraciones. Asimismo, su produccién iz
situ es una opcién interesante si se aplican cultivos productores de Ers como
adjuntos o iniciadores de la fermentacién (Ryan y col., 2015).

Para estudiar el impacto de los Eps producidos por L. fermentum 1f2 (agre-
gado como aditivo) desde el punto de vista tecnoldgico, el extracto crudo se
adicioné a dos matrices diferentes: yogur y queso Cheddar. En los yogures,
el extracto de Eps adicionado otorgé consistencia y dureza (en concentra-
ciones de 300 y 600 mg/L), aumentando la pseudoplasticidad, con un leve
efecto positivo sobre la sinéresis y la organolepsis, indicando una suave inte-
raccién de la estructura polisacaridica y los componentes de la matriz ldctea
(micelas de caseina, principalmente) (Ale y col., 2016b). Esta leve interac-
cién probablemente se encuentre asociada a la ausencia de cargas en los Eps
identificados en el extracto ya que aquellas moléculas con carga neta nega-
tiva serfan capaces de interaccionar mds fuertemente con las caseinas car-
gadas positivamente del yogur (Duboc y Mollet, 2001). En el caso de los
quesos Cheddar, el extracto adicionado en un nivel de 1 g/L en la leche de
elaboracién no tuvo impacto significativo en la textura del producto final
pero no impactd negativamente sobre ningdn pardmetro tecnolégico o sen-
sorial, lo que permitiria su uso como aditivo funcional en estos alimentos
(Ale, 2018) teniendo en cuenta los beneficios para la salud que puede aportar
su agregado (Ale y col., 2016a).

Propiedades funcionales de los EPS
La presencia de Lactobacillus como integrante de la microbiota intestinal se

asocia con el estado saludable del hospedador y, en general, su baja concen-
tracién se relaciona con problemas de salud especificos como el colon irrita-
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ble o 1Bs (por sus siglas en inglés, frritable Bowel Syndrome) (Liu y col., 2017).
Si bien este género representa solo el 0,01% de las bacterias fecales totales
(Walter, 2008), juega un rol muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal, lo que justifica el amplio uso de cepas de esta espe-
cie como suplementos probidticos para contribuir al balance de la microbiota
intestinal (Staudacher y col., 2017). Los probidticos son «microorganismos
vivos que, al ser administrados en cantidades adecuadas, confieren un benefi-
cio al hospedador (Hill y col., 2014). Algunas cepas probidticas con propieda-
des demostradas se han incluido exitosamente en diversos alimentos funciona-
les pero, si bien los mecanismos por los cuales ejercen su accién se desconocen
en la mayoria de los casos, para cepas productoras de Eps se han vinculado
estos efectos beneficiosos a la actividad bioldgica de estos polimeros.

En efecto, existen numerosos trabajos cientificos que vinculan los Eps
producidos por cepas de Lactobacillus con beneficios para la salud humana:
modulacién del sistema inmune, actividades antioxidante, antitumoral,
antiulcerosa y anticolesterolémica (Ruas—Madiedo y col., 2002). Un bene-
ficio indirecto es la generacién de scea, provenientes de su degradacién en
el intestino por parte de la microflora del colon, poniendo en evidencia el
potencial prebidtico de estas moléculas. Sin embargo, asi como no todos los
EPS son capaces de mejorar las propiedades tecnoldgicas de un alimento, no
todos son capaces de promover beneficios para la salud, siendo la estructura
quimica y el peso molecular caracteristicas fundamentales para definir su
funcionalidad (Hidalgo Cantabrana y col., 2012).

Como parte de la caracterizacion del extracto de eps de L. fermentum 1f2,
se estudid el rol funcional del extracto crudo obtenido en condiciones no
optimizadas en matrices licteas (leche y yogur) mediante tres modelos 77
vivo (ratones BALB/c): estudio de su capacidad de proteccién frente a una
infeccidn por Salmonella enteritidis serovar Typhimurium, estudio de su rol
inmunomodulador a nivel intestinal y estudio de su rol probiético/simbié-
tico sobre la microbiota intestinal, en forma individual y combinando el
extracto de EPS con Biftdobacterium animalis subsp. lactis INL1, una cepa pro-
bidtica aislada de leche materna (Zacarias y col., 2011; Burns y col., 2017).
A partir de estos ensayos, se puso en evidencia la capacidad de proteger a
los animales frente a una infeccidén por Salmonella cuando se lo administr6
en leche. Asimismo, se observé un rol inmunomodulador suave, mediado
por 1ga y por IL-6 (aumentaron los niveles de 1ga en fluido intestinal, y
disminuyd la citoquina proinflamatoria 1.-6 en intestino delgado) (Ale y
col., 2016a), que se corresponde con la respuesta generalmente observada
para polimeros de relativamente bajo peso molecular (< ~10° pa), como el
extracto de EPs estudiado (Caggianello y col., 2016). A partir del estudio de
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su rol prebidtico/simbiético cuando se lo administré como ingrediente ali-
mentario en yogures, se observé un aumento en la produccién de ciertos
SCFA (dcidos acético y butirico) y en los niveles del grupo Clostridium coc-
coides (productor de estos dcidos) a lo largo del tratamiento por parte del
extracto de Eps individualmente, asi como un efecto bifidogénico cuando se
lo combind con la bifidobacteria (Ale y col., 2019b).

En un estudio reciente (Vitlic y col., 2019), se analizé el efecto inmuno-
modulador del B—glucano de mayor peso molecular (que forma parte del
extracto completo) sobre células mononucleares de sangre periférica. La
exposicién de estas células a una solucién acuosa de EpS por 24 h aumenté
la proliferacién y la produccién de TNE—a (citoquina proinflamatoria) en
comparacién con los controles. Sin embargo, cuando las células tratadas
(de las que el homopolisacdrido fue removido) han sido expuestas poste-
riormente a LPs bacteriano (lipopolisacdrido), se observaron niveles muy
bajos de TNF—a.. Esto indicaria que el polisacdrido de mayor peso molecu-
lar brindaria inmunotolerancia a las células, siendo esta habilidad impor-
tante para el desarrollo de terapias para el tratamiento de enfermedades
como colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (asociadas con la libera-
cién excesiva de mediadores inflamatorios).

Es importante destacar que resulta fundamental demostrar la efectivi-
dad del beneficio asociado a la administracién de EPs o su cepa produc-
tora mediante ensayos iz vivo y, de ser posible, mediante ensayos clinicos en
humanos, ya que la mayoria de los trabajos referentes a propiedades funcio-
nales de EPs se basan en estudios iz vitro y, por lo tanto, no son vilidos para
aproximar a una respuesta real para el consumidor.

Conclusiones

En los dltimos anos se incrementd notablemente el nimero de cepas de
Lactobacillus productoras de Eps, evidenciando una gran diversidad entre
los polisaciridos que sintetizan. La caracterizacién integral de las molécu-
las de polisacdridos (estructura, peso molecular, presencia de residuos car-
gados, tipo de enlace, etc.) es esencial cuando se pretende aplicar Eps (como
ingredientes) o una cepa productora de EPS en una matriz alimentaria. Esta
afirmacién tiene su base en los estudios mds recientes que vinculan, de una
forma muy estrecha, estas caracteristicas con las propiedades reolégicas y
funcionales que son capaces de impartir al alimento. De este modo, cono-
ciendo dichas propiedades se pueden inferir las propiedades tecnofunciona-
les que tendrd el producto final.
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En conclusién, el uso de Eps producidos por Lactobacillus ofrece una
opcién prometedora para su aplicacién como ingrediente natural en el
desarrollo de nuevos alimentos tecnofuncionales. Un ejemplo interesante
de estudio es el extracto de Eps de L. fermentum Lf2, que fue caracterizado
desde diversos puntos de vista y para el cual se pudo relacionar su com-
portamiento en diversas matrices ldcteas con las caracteristicas intrinsecas
de las moléculas presentes en el extracto crudo. En resumen, fue capaz de
aportar, como ingrediente alimentario, un doble rol tecnolégico y funcio-
nal, mejorando la textura de la matriz alimentaria donde se aplica y ejer-
ciendo beneficios a la salud del consumidor (proteccién frente a una infec-
cién por Salmonella, rol inmunomodulador y rol prebidtico/simbidtico).
Finalmente, se debe remarcar la importancia de esta cepa que, aislada a par-
tir de un evento negativo de la industria lictea, ha evidenciado propieda-
des interesantes vinculadas con la produccién de una combinacién de Hops
y HePs, caracteristica inédita, al menos, para cepas de L. fermentum y con
potencial aplicacién industrial.
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7. Fosfatos como antimicrobianos

y antivirales en la industria lactea
Uso como antifungico en quesos

de mediana y larga maduracion

Viviana Suarez, Jorge Reinheimer y Carlos Meinardi

Los polifosfatos son compuestos ampliamente utilizados como aditivos en
la industria de alimentos (principalmente carnes y ldcteos) para mejorar
algunas propiedades funcionales de los mismos, proteger el color y sabor
y aumentar el rendimiento como consecuencia de su capacidad de retener
agua y estabilizar emulsiones. Son compuestos reconocidos como seguros
(Generalized Recognized as Safe, GRas) y si bien algunas actividades anti-
microbianas han sido reportadas, los fosfatos no se han utilizado hasta el
momento con el fin Gnico de inhibir microorganismos.

Usos de fosfatos como aditivos en la industria de alimentos

1) Acomplejantes de iones metdlicos: los fosfatos son capaces de actuar como
intercambiadores de iones y, de este modo, formar complejos solubles con
iones polivalentes, interfiriendo con las operaciones de procesamiento de ali-
mentos. Una de las principales ventajas en el uso de fosfatos para acomple-
jar iones importantes nutricionalmente (calcio, magnesio, hierro) es que estos
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iones pueden atin ser absorbidos a través de las paredes intestinales y pueden
ser utilizados por el organismo. Los tratamientos de agua usados en el proce-
samiento de alimentos son una importante aplicacién de la capacidad metal—
complejo de los fosfatos, dado que los constituyentes minerales a menudo pre-
sentes en las aguas naturales pueden tener efectos adversos en los mismos.
Otras funciones de los fosfatos en agua de lavado usada en la industria
ldctea es la prevencién de los depdsitos de «piedra de leche» en equipos de
uso diario, reduciendo la corrosién y costra en equipos de procesamiento y
calentamiento, y la estabilizacién del hierro disuelto para prevenir la forma-
cién de «agua rojar.
2) Estabilizadores del pu (capacidad buffer): estos compuestos pueden ser
usados para mantener el pa 6ptimo requerido durante el procesamiento y
estabilizacién de un alimento.
3) Dispersores de los constituyentes de alimentos: tienen la capacidad de promo-
ver la dispersién y peptizacién de constituyentes de alimentos relativamente
insolubles, tales como las proteinas en leche concentrada y pasteurizada, y
en quesos procesados.
4) Emulsificantes: estos compuestos poseen la capacidad de estabilizar emul-
siones.
5) Suplementadores de minerales: fosfatos de calcio, hierro, sodio y potasio
son usados para mejorar la capacidad nutricional de algunos alimentos (pro-
ductos de cereales, harinas, etc.).
6) Preservadores de alimentos: los fosfatos, y especialmente los polifosfatos,
pueden ser usados para prevenir o retardar la oxidacién de grasas insaturadas
en sistemas de alimentos himedos y para inhibir el crecimiento de algunos
de los microorganismos involucrados en el deterioro de los alimentos. Gene-
ralmente estas funciones se deben a la habilidad de los fosfatos para acom-
plejar iones metdlicos esenciales para la oxidacién de las grasas o el deterioro
por microorganismos.

Fosfatos como inhibidores del desarrollo
de grupos microbianos de interés en alimentos

Como se presentard en esta revision, la capacidad antimicrobiana de los fos-
fatos ha sido documentada en numerosas publicaciones cientificas. No obs-
tante, segtin los estudios existentes hasta el momento, estos compuestos no han
sido clasificados o aprobados para su uso especifico como conservantes, agentes
microbianos u otra denominacién similar relacionada con esta propiedad.
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Fosfatos como inhibidores del crecimiento bacteriano

La capacidad inhibitoria de los fosfatos sobre distintos géneros bacterianos
se ha relacionado con la capacidad de los mismos de acomplejar cationes
divalentes (Jen y Shelef, 1986; Knabel y col., 1991; Lee y col., 1994a, b, ¢),
los cuales resultan esenciales en el mantenimiento de la estructura y desa-
rrollo celular. La mayoria de los estudios sobre el tema coinciden en afirmar
que las bacterias Gram positivas son mds afectadas en su crecimiento ante la
presencia de estos compuestos que las Gram negativas (Molins y col., 1984;
Shelef y Seiter, 1993; Rajkowski y col., 1994; Loessner y col., 1997; Sudrez y
col., 2007a). No obstante, se ha reportado que el Fosfato Trisédico (tsp) en
particular demostré tener un importante efecto antimicrobiano sobre bacte-
rias Gram negativas, las cuales son contaminantes naturales de carne de ave
(Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter, Pseudomonas y Listeria, entre
otras) (Del Rio y col., 2005; Kanellos y Burriel, 2005; Mehyar y col., 2005).
Por otra parte, Sudrez y col. (2007a) demostraron que los polifosfatos A y B
(formados por mds de 15 unidades fosfato) resultaron mds inhibidores de
microorganismos en general que los fosfatos de cadena corta o simple, y que
ese efecto podria estar relacionado a la mayor capacidad de secuestrar catio-
nes de los mismos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los fosfatos usados
en el estudio (Suarez y col., 2007a)

PH de Agar (y Caldo) Plate Count Capacidad secuestrante®
adicionado (% p/v) de fosfatos (g Ca/100¢g fosfato)
Fosfatos 0,1 0,3 0,5 1,0 1,5 pH=7,0 pH® natural
A 6,95 6,91 6,87 6,82 6,75 15,0 15,0
B 6,92 6,88 6,84 6,79 6,72 15,0 15,0
TAS 7,89 8,05 8,15 8,39 8,44 12,0 13,0
PAS 5,85 5,70 5,55 5,17 5,04 3,0 np
TRI 8,04 8,13 8,23 8,47 8,55 12,0 13,0
N 7,92 8,41 8,53 8,76 8,80 5,0 8,0

a Valores para 1,2% de fosfato (datos suministrados por el fabricante). b sin ajuste de pH. np no provisto. A y B polifosfatos
(15 a 20 unidades de fosfato); TAS tripolifosfato de sodio — alta solubilidad. PAS pirofosfato acido de sodio; TRI tripolifosfato de

sodio; N pirofosfato neutro de sodio
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Se ha demostrado que el pu del medio tiene gran influencia en la capa-
cidad inhibitoria de los fosfatos. Cuando los ensayos inhibitorios se llevan
a cabo a pH 4cido, la capacidad inhibitoria de los fosfatos se ve disminuida
y, por el contrario, cuando el pH alcanza valores alcalinos dicha propiedad
se incrementa. El efecto del pu fue estudiado inicialmente por Jen y She-
lef (1986) sobre la cepa de Staphylococcus aureus 196E, usando 0,5% (p/v) de
Tripolifosfato de Sodio (sTpp) y Hexametafosfato de Sodio (sump), obser-
vando un aumento de la inhibicién de estos microorganismos con dichos
fosfatos a valores de pH por sobre la neutralidad (7,4 y 9,0). Similares resul-
tados fueron observados por Sudrez y col. (2007a) en la accién de Tripolifos-
fato de Sodio—alta solubilidad (tas), Pirofosfato Acido de Sodio (pas), Tri-
polifosfato de Sodio (TRI) y Pirofosfato Neutro de Sodio (N) sobre cepas de
distintas especies del género Bacillus. Este efecto se puede relacionar con el
aumento de la capacidad secuestrante de cationes divalentes de estos com-
puestos a pH alcalino, como se muestra en la Tabla 1. A valores de px alca-
linos, los fosfatos estarian mds disociados y, como consecuencia, tomarian
mis cationes del medio lo que disminuiria la disponibilidad de los mismos
para el desarrollo celular.

Hasta el momento, ningtin modelo ha explicado satisfactoriamente las
causas de la mayor susceptibilidad de las bacterias Gram positivas a la accién
de los fosfatos. La pared celular de la mayoria de las bacterias Gram positivas
consiste en una fina capa de peptidoglicanos y usualmente grandes cantida-
des de dcidos teicoicos y/o teicurdnicos, los cuales sirven de principales sitios
de unién de metales divalentes (ca, Mg, Mn y Fe). La principal funcién de
estos polimeros aniénicos en la pared celular es mantener una alta concentra-
cién de cationes divalentes en la regién de la membrana, los cuales proveen
un buen medio ambiente para los sistemas de membrana catién—dependien-
tes. Debido a que los fosfatos poseen afinidades mds elevadas que los pepti-
doglicanos y los dcido teicoicos y teicurénicos por los cationes metdlicos, la
remocién de los cationes de la pared celular podria ser la causa de la inhibi-
cién del crecimiento microbiano en este tipo de bacterias. En este sentido, el
estudio de Maier y col. (1999) demostré que el polifosfato joHA® HBs, utili-
zado en una concentracién del 0,1 % (p/v), tuvo un efecto litico sobre células
de Bacillus cereus en crecimiento exponencial (descenso de 2 a 3 érdenes log),
mientras que el crecimiento de las células sobrevivientes fue inhibido bacte-
riostdticamente. Las células en fase estacionaria no fueron afectadas por el
agregado del polifosfato. Concentraciones subletales de polifosfato (0,05 %,
p/v) provocaron la inhibicién de la formacién de septos (donde participa
una proteina denominada Ftsz) durante la replicacién celular, por lo que
las células obtenidas mostraron una morfologia diferente, en forma de lar-
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gos filamentos. Es importante aclarar que el agregado de cationes divalentes
(ca* y mg™) revirti6 el efecto inhibidor del polifosfato. Este hecho relacio-
narfa directamente la inhibicién con el secuestro de cationes indispensa-
bles para la replicacion celular. Estos autores también informaron sobre el
efecto del agregado de polifosfato sobre la germinacién de las esporas de
B. cereus. Con concentraciones bajas de polifosfato (0,05%, p/v) se logrd
impedir la germinacién y el crecimiento de las esporas. Este doble efecto
(accidn sobre las esporas y las células vegetativas) hace que este polifosfato de
cadena larga sea muy eficiente en su accién inhibitoria sobre distintas especies
de Bacillus. Similares valores de cim (Concentracién Inhibitoria Minima del
desarrollo) fueron reportados por Sudrez y col. (2007a) cuando se estudia-
ron cepas de Bacillus de diversas especies con los polifosfatos A y B (mezclas
de polifosfatos de cadena entre 15—20 unidades). Con excepcién de Bacillus
macerans, el resto de las especies fueron inhibidas con una concentracién de
0,1% (p/v) de estos compuestos.

Fosfatos como inhibidores del crecimiento de mohos

Los mohos son contaminantes indeseables en la industria alimenticia, afec-
tando materias primas y alimentos procesados (Northolt y col., 1995; Pitt
y Hocking, 1997). Es realmente escasa la informacién existente acerca del
efecto de los fosfatos sobre el crecimiento de mohos, aunque hay eviden-
cia que los fosfatos pueden interferir con ciertos estados de su metabolismo,
tales como diferenciacion celular, esporulacién, y produccién de toxinas y
antibidticos (Molins, 1991).

Post y col. (1968) ensayaron la capacidad de inhibicién de sump, stpp,
Tetrafosfato de Sodio (stp) y Pirofosfato de Tetrasodio (Tspp), frente a
Penicillium expansum, Rhizopus nigricans'y Botrytis sp., en concentraciones de
1,0; 5,0 y 10,0 % (p/v). Todos los compuestos fueron inefectivos a 1,0 % (p/v),
mientras al 5,0% (p/v) se observé inhibicidn, siendo el més efectivo stp,
seguido de sHMP y sTPP, y el menos inhibidor Tspp. Lebron y col. (1989)
informaron que el saMP resulté mds inhibidor que el Tspp en el desarro-
llo de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Al 1,0% (p/v), hubo creci-
miento visible después de 3 dias con Tspp y en 6 dias con sHMP, mientras
que al 2,0% (p/v), la germinacién de esporos fue inhibida hasta el dia 9 por
ambos fosfatos. En este trabajo no se reportaron los valores de pu del medio
en el cual se realizaron las experiencias. Maier y col. (1999) informaron
valores de cm de 0,5% (p/v) del polifosfato joHA® HBS, para dos cepas de
Aspergillus flavus y Mucor sp.
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Un trabajo mds amplio fue realizado por Sudrez y col. (2005), en el cual
se estudi6 el efecto de distintos fosfatos (polifosfatos A y B, TAs, PAs TRI y
N) en el desarrollo de distintas especies flingicas comtinmente vinculadas
al deterioro de alimentos (licteos, carnes, carnes procesadas, alimentos 4ci-
dos termoprocesados, frutas, cereales y oleaginosas). Los resultados reporta-
dos en este trabajo confirman que la actividad antifiingica de los fosfatos a
pH neutro estd directamente relacionada con la longitud de cadena. Los fos-
fatos que demostraron tener mejor capacidad de inhibicién a pH neutro fue-
ron los de cadena larga (a y B), ya que inhibieron el 88,0 % de las cepas estu-
diadas a una concentracién de 1,0% (p/v) (Tabla 2). También se demostrd
que el fosfato que presenté valores de pH dcido (Pas) disminuyd la capacidad
inhibitoria demostrada a pH 7,0, pasando de 64,7% al 5,9% a una concen-
tracién de 1,5% (p/v). Por el contrario, las soluciones de fosfatos que presen-
taron valores de pH alcalinos (Tas, TRI y N) incrementaron notablemente su
actividad inhibitoria respecto a la presentada a pH 7, con valores que varia-
ron entre §3,0—70,6% y 88,0—100 %, respectivamente. Como en el caso de
bacterias, la mayor inhibicién estarfa relacionada con la capacidad de secues-
trar cationes divalentes de los fosfatos y, a su vez, que a pH alcalino esa capa-
cidad se verfa incrementada (Tabla 1). Las paredes celulares flingicas poseen
polimeros aniénicos tales como quitina, quitosan y glicoproteinas, los cua-
les estdn involucrados en la recepcién de cationes divalentes (Knabel y col.,
1991). Por lo tanto, la inhibicién de mohos por fosfatos podria también atri-
buirse a la remocién de los cationes metdlicos esenciales desde estos sitios
localizados en la pared celular.

Fosfatos como inhibidores del crecimiento de levaduras

Las levaduras se encuentran normalmente presentes en alimentos crudos y
procesados y son una de las principales causas de deterioro de productos con
una concentracion alta de azdcares, bajo pH y baja actividad acuosa. Den-
tro de esta gama de alimentos podemos mencionar productos ldcteos, fru-
tas frescas, jugos de fruta y productos con frutas, miel, jarabes de aztcar,
melasas y vegetales fermentados (Ray, 2001). Los géneros de levaduras como
Candida, Geotrichum, Trichosporum, Bettanomyces y Cryptococcus estin fre-
cuentemente asociadas al deterioro de estos alimentos (1ICMsF).

Es realmente muy escasa la informacién de la accién inhibitoria de los
fosfatos sobre levaduras. Sudrez y col. (2007c¢) estudiaron la accién de dis-
tintos fosfatos (polifosfatos A y B, TAs, PAS TRI y N) sobre distintos géne-
ros de levaduras de origen alimentario (Cindida, Brettanomyces, Geotrichum,

184



(Z'0 > Y9I) 01UBIWIDBIO Bp BloUdSNE

"001119WI003 OPOIZIA ‘OAR[aY 0IUBILINBID 8P 92IPU| ¥II
BLILJ BLIONQIYU UQIOBAIUSOUOD INIID *
- 4(8'0 B 2'0 9P YOI) [1G9P 0IUIWINAI0 -/+ {(0*T B 80 9P YOI) 0IUSIIoBI) +

0‘es v'6c 6‘'s L'V9 O'Lb S‘€C L'v9 C'Tv 8'TT 9'0L 6'CS 9'LT 2'88 €C8 0'eS 9'LT ¥'9L 0'6S 0'Lv 9'LT sepiqryul safpadsa ap %
. + - e -+ . + - e -+ - - + - SR + wniqelg wnjjoiuad
- - + - - . - «  /+ - - - - - * + - - % + suenjind wnipiseqoainy
- w /¥ - -/t - N - «  /+ - - «  -/+ - - =  -/+ eaAlU sfwejyoossAg
* + + = -/+ + «  -/+ + % /+ + - - % + - - x o/t ejesawols ewoyd
-/+ + + - « -/t =  -/+ + = -/+ + - =  -/+ + - x -/t + snpipued snjjigiadsy
w  /* + S + S + S + - - w o/t - - + 43jjuojols sndozjyy
* + +  -/+ + +  -/+ + + «  /+ + - - « -/t - - x  /+ wnigiu wnaaooidy
« /¥ + |+ +  /+ + + /¥ + - - * + - *x  /* + apHLIA eULIBPOYILIL
-/+ + + =  -/+ + «  -/+ + % /+ + - «  -/+ + =  -/+ + + 1381u snjigi1adsy
+ + +  -/+ + +  -/+ + +  -/+ + + =  -/+ + + + + + + aunwwod wnjj[Idjudad
+ + + + + + + + + + + + =  -/+ + + e + + + 1134049nbot winijId1udd
+ + +  -/+ + + + + +  -/+ + + % -/+ + + =  -/+ + + wnuagosA4yd wnjjdiuad
+ + + + + +  -/+ + +  -/+ + + % -/+ + + % + + + unwJiadsaeyds wniodsopel)
+ + + + + + + + + + + +  -/+ + + +  -/+ + + + ‘ds wnuesng
+ + + + + + + + + + + + =  -/+ + + + + + + elaj1quifi09 eipisqy
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + wnjesadyijosd winesng
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + snaaeiyao snjjigiadsy
ST 0T g0 ST OT S0 ¢s‘T 0T <0 ST OT so0 oT so0 €0 TO0 oT S0 €0 To a10adsa /010u99
N 1¥L svd SVl a v

(r/d %) ojejsog

(500Z 109 A zateng) (onnau HA) seejoe| selIsnpuUl ap SOPE|SIE SOYOW 81g0S SO1.JSO) ap BLI0lIgIYuUl PEPIANDY *Z elqel

185



Cryptococcus 'y Trichosporum). A pH neutro, los fosfatos mds inhibidores
del desarrollo de las levaduras estudiadas fueron aquellos con longitudes
de cadena mayores a 15 unidades de fosfato (polifosfatos A y B), observin-
dose una elevada cepa—dependencia en los resultados. Un grupo de cepas
(9 sobre 20) fue inhibido con concentraciones > 1,0% (p/v) de polifosfatos,
mientras que otro grupo (6 cepas sobre 20) lo hicieron con concentraciones
< 0,5 % (p/v). Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Maier y
col. (1999), quienes habian demostrado que algunas cepas de levaduras, per-
tenecientes a las especies Candida albicans'y Saccharomyces cerevisiae, se inhi-
bian con concentraciones de 0,3 % (p/v) del polifosfato comercial joHA® HBS
(69 + 1% P,0,). Estos resultados se podrian relacionar, como se hizo en el
caso de mohos, con la mayor capacidad secuestrante de cationes divalentes
de los polifosfatos (Tabla 1).

En este mismo estudio se investigd la accidn inhibitoria de los polifosfa-
tos a valores de pH dcidos, debido a que estos contaminantes se encuentran
principalmente relacionados a jugos de frutas (pH entre 2,2 y 4,2; Sobrero,
2002). Los resultados indicaron que los polifosfatos A y B incrementaron su
actividad inhibitoria contra las levaduras en condiciones de acidez, como se
observa en la Tabla 3. En la misma se muestra que cepas de levaduras capaces
de crecer en medios dcidos fueron inhibidas cuando los fosfatos A y B se adi-
cionaron en concentraciones entre 0,5 a 1,0% (p/v).

Tabla 3. Porcentaje de cepas de levaduras inhibidas (n = 20) a distintos pH,
con y sin agregado de fosfatos (% p/v) (Suarez y col., 2007¢)

Fosfato A Fosfato B
pH Sin fosfato 0,5 1,0 0,5 1,0
7,0 (control) O 35 60 50 80
4,5 10 85 100 100 100
3,5 55 100 100 100 100
2,5 80 100 100 100 100

Estas concentraciones son similares o mds bajas que aquellas usadas
cuando los polifosfatos son usados como aditivos en alimentos en general
(Molins, 1991).
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Fosfatos como inhibidores del ciclo litico
de bacteri6fagos de bacterias lacticas (BAL)

Las infecciones figicas en la industria ldctea son una de las principales causas
de pérdidas econémicas debido al retardo o detencién del proceso fermen-
tativo por la destruccién de las bacterias del fermento (Moineau y Léves-
que, 2005). Debido a la ubicuidad de los bacteriéfagos en los ambientes
ldcteos, y reconociendo que no es posible erradicarlos, las investigaciones
se han dirigido al disefio y la implementacién de estrategias pricticas que
apuntan a minimizar su incidencia. Muchos esfuerzos se siguen realizando
con el objeto de enfrentar este problema (Samson y Moineau, 2013; Ferndn-
dez y col., 2017). Dentro de las medidas de control usadas en la industria se
encuentra el uso de sanitizantes, tratamientos térmicos y quimicos, rotacién
de cepas y uso de cepas mutantes fago—resistentes. El uso de medios inhibi-
dores de fagos (Phage Inhibitor Media, PimM) que contienen agentes quelantes
(fosfatos y citratos) en su composicion pueden controlar la infeccién debida
a bacteriéfagos que requieren ca’* para completar su ciclo litico (Whitehead
y col., 1993). Teniendo en cuenta este concepto, la adicién directa de polifos-
fatos (secuestrantes de cationes divalentes) a la leche destinada para fermen-
taciones ldcticas constituiria una metodologia simple para ayudar a las bacte-
rias del szarter contra el ataque de fagos ca—dependientes.

Sudrez y col. (2007b) ensayaron distintas concentraciones de fosfatos
(hasta un méximo de 0,5%, p/v) para evaluar la detencién de las infec-
ciones fdgicas producidas por bacteriéfagos ca—dependientes, en cepas de
Lactococcus lactis (2 cepas), Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (1 cepa)
y Lactobacillus paracasei (1 cepa). Los fosfatos usados fueron los polifos-
fatos A y B y el fosfato Tas, los cuales fueron seleccionados en base a su
alta capacidad de secuestrar cationes divalentes. Los ensayos se realiza-
ron en medio de cultivo y en leche reconstituida estéril (LDR, 10% p/v).
A estas concentraciones no se observaron efectos negativos en la estabi-
lidad de la caseina, ya que se sabe que concentraciones de fosfatos supe-
riores a 1,0% (p/v) de estos compuestos en leche producen la inestabili-
dad fisicoquimica de la misma, provocando la completa dispersién de las
micelas (Ibrahim y Daguri, 1996). En general, el agregado de tripolifos-
fato de sodio—alta solubilidad (tas) a la leche en concentraciones entre
0,3y 0,5% (p/v), fue muy efectivo en la inhibicién del ciclo litico. Sin
embargo, algunas cepas mostraron una demora en la actividad acidifi-
cante, probablemente debido al efecto buffer producido por la adicién de
fosfatos a la leche. Este fosfato resulté mds inhibitorio que los polifosfa-
tos A 'y B en todos los casos a diferentes concentraciones segun el sistema
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estudiado (Tabla 4). Los fagos 046 (L. lactis) y mLc—A (Lact. paracasei)
fueron inhibidos en su replicacién por los fosfatos a y B solamente a las
mdximas concentraciones ensayadas.

Tabla 4. Inhibicion del ciclo litico de fagos de BAL por el agregado de fosfatos
(Suarez y col., 2007b), en medio de cultivo (Caldo Elliker para lactococos y MRS
para lactobacilos)

Fosfato (% p/v)

Control de lisis A B TAS
Fago Cepa Con/Ca* Sin/Ca 01 03 05 01 03 05 01 0,3 0,5
QF9 Cl22 + - + + + + + + + +/- -
046 13-3° + - + + - + + - + - -
1b3 1b3®° + - + + + + + + + - -
MLC-A A° + - + + - + + - + +/- -

+ lisis completa (0.D.600nm < 0,2, después de 8 h); +/- lisis parcial (0.D.600nm entre 0,2 y 0,8, después de 8 h);
- ausencia de lisis (0.D.600nm > 1,0, después de 8 h); 2L. lactis; ® Lact. delbrueckii subsp. lactis; ¢ Lact. paracasei
* concentracion final de Ca?*: 10mM

Cuando los ensayos fueron realizados en LDR los resultados obtenidos
fueron algo diferentes. En leche fue necesaria una concentracién de o,5%
(p/v) de fosfato Tas para inhibir las infecciones producidas por los fagos Qrg
(L. lactis) y MLC—A (L. paracasei). Los fosfatos A y B no lograron inhibir el
ciclo litico de los fagos 046 y MLC—A, como si lo habfan hecho en medio de
cultivo. Por otra parte, en el caso del fosfato Tas y los fagos 1b3 (Lact. del-
brueckii subsp. lactis) y 046 (L. lactis) en leche, la concentracién inhibito-
ria se mantuvo en 0,3% (p/v). Estos resultados dan evidencia de que el fos-
fato Tas, a bajas concentraciones (0,3-0,5%, p/v), puede resultar efectivo
en la inhibicién del ciclo litico de fagos de BAL, en leche. No obstante, es
importante considerar que en este trabajo una de las cepas hospedadoras
(1b3) sufrié retraso en su desarrollo, lo cual seria un problema al momento
de ser usada como cultivo iniciador de un proceso fermentativo.

Utilizacion de fosfatos en la inhibicion del desarrollo fliingico
en la superficie de quesos de mediana y larga maduracion

Los mohos son contaminantes indeseables en la industria de alimentos, en

general, y en la quesera, en particular (Northolt y col., 1995; Pitt y Hocking,
1997). Un problema puntual en la industria quesera es el desarrollo de una
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microflora, predominantemente fingica, en la superficie de los quesos de
mediana y larga maduracidn, el cual se produce durante dicho proceso. Si
este desarrollo microbiano no se controla adecuadamente a lo largo de esta
etapa se producen defectos en la superficie, que en algunas circunstancias
se logran solucionar con la remocién de una parte de la costra por raspado,
metodologia que requiere mucha mano de obra y una pérdida considera-
ble en el peso de las hormas. En los casos mds extremos, y como conse-
cuencia de los mohos desarrollados en la superficie, los quesos pueden ser
atacados por dcaros. Estos ardcnidos roen la cdscara e ingresan en la masa,
pudiendo provocar la pérdida total del producto. Este problema es de difi-
cil erradicacién porque, si avanza, se instala no sélo en el queso sino tam-
bién en las estanterias y en toda la sala de maduracién. Para prevenir el desa-
rrollo fingico, la industria dispone comercialmente de una pintura a base de
acetato de polivinilo adicionada con pimaricina (o natamicina) como prin-
cipio activo, que se usa frecuentemente debido a su elevada eficiencia a pesar
de su elevado costo. La pimaricina es considerada Gras (Generally Regarded
As Safe) por la Fpa de los EE. UU., aunque en algunos paises estd cuestionado
su uso. Se han llevado a cabo diversos métodos alternativos para contro-
lar el crecimiento de hongos en la superficie de los quesos, entre ellos trata-
mientos de ahumado (Wendorff y col., 1993), inoculacién de mohos anta-
gbnicos no téxicos (Salvadori del Prato, 1998) y aplicacién de aceite de oliva
(Wendorff y Wee, 1997; Salvadori del Prato, 1998; Quinto y col., 2007)
sobre la superficie de los quesos, con resultados diversos. En algunas varieda-
des, este desarrollo superficial es indeseable y puede causar grandes pérdidas
econémicas y problemas de calidad del producto final (Kure y col., 2001).
Por otra parte, algunos mohos pueden producir metabolitos secundarios
(micotoxinas) y flavour indeseable. Diversos autores han aislado mohos de la
superficie de quesos con periodos de mediana maduracién, reportando que el
Penicillium spp. fue, en todos los casos, el género predominante (Kure y col.,
2004; Montagna y col., 2004; Hayaloglu y Kirbag, 2007).

Teniendo en cuenta los resultados informados en los pocos estudios
existentes sobre inhibiciéon de mohos utilizando fosfatos, Sudrez y col.
(2012) ensayaron el efecto inhibitorio sobre mohos de una composicién
basada en una solucién acuosa de los polifosfatos A y B, aplicada de
diferentes maneras sobre la superficie de quesos de mediana maduracién.
Los quesos fueron elaborados en una planta industrial cercana al Instituto de
Lactologia Industrial (INLAIN) y llegaban para ser ensayados en su periodo de
maduracién luego de pasar 7 dias en salmuera, presentando valores de 62,3 %
(p/p) de materia seca, 54,8% (p/p) de grasa en materia seca y pH 5,13. Estas
hormas fueron tratadas de la siguiente manera, previo a ser enviadas a la
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cdmara de maduracién: Testigo 1 (T 1): queso pintado con pintura comercial
antifingica transparente a base de acetato de polivinilo, agua, sorbato de
potasio, pimaricina y 4cido citrico (control); Testigo 11 (T11): queso pintado
con pintura comercial transparente a base de acetato de polivinilo y agua;
Experimental 1 (EI): tratamiento por inmersién en solucién saturada de
polifosfato A (aprox. 45%, p/v), sin pintar; Experimental 11 (E 11): tratamiento
por inmersién en solucién saturada de polifosfato B (aprox. 45%, p/v), sin
pintar; Experimental 11 (Emm): tratamiento por inmersién en solucidn
saturada de polifosfato A + recubrimiento con pintura vinilica; Experimental
v (E 1v): tratamiento por inmersién en solucién saturada de polifosfato B
+ recubrimiento con pintura vinilica; Experimental v ( v): recubrimiento
con pintura vinilica adicionada de 60% (v/v) de solucién saturada de
polifosfato a; Experimental v1 (Ev1): recubrimiento con pintura vinilica adi-
cionada de 60% (v/v) de solucién saturada de polifosfato B; Experimental
vII (E vII): tratamiento por inmersién en solucién saturada de polifosfato a
+ recubrimiento con pintura vinilica adicionada de 60 % (v/v) de solucién
saturada de polifosfato a; Experimental vim (Evim): tratamiento por
inmersién en solucién saturada de polifosfato B + recubrimiento con pintura
vinilica adicionada de 60% (v/v) de solucién saturada de polifosfato B. El
proceso de pintado fue realizado a pincel (Fig. 1) y los quesos se colocaron en
la cdmara de maduracién a una temperatura de 14°Cc y humedad relativa de
73 + 5% (Fig. 2). Se evalué semanalmente mediante un registro fotogréfico, la
evolucién de cada tratamiento durante todo el periodo de maduracién, que
fue de 6 meses.

Figura 1. Pintado manual de los quesos
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Figura 2. Disposicion de los quesos en la camara de maduracion

Se tomé como criterio considerar sélo el desarrollo fiingico en la cara late-
ral de la horma, desechando la evolucién en las bases, excluyendo de esta
manera las posibles desviaciones que se hubieran podido producir por el
roce de las bases de las hormas en los sucesivos volteos. El desarrollo fiin-
gico fue evaluado de manera semicuantitativa, considerando la observacién
del desarrollo fungico en 5 secciones (de 1 cm* cada una) sobre la superficie
de los quesos. La interpretacion de los resultados fue la siguiente: (=) ausen-
cia de crecimiento en todas las secciones; (+) desarrollo fingico en menos
del 50% en todas las secciones; (++) desarrollo fingico del 50—75% en todas
las secciones y (+++) desarrollo fingico en el 100% de todas las secciones.

Los quesos experimentales tratados con solucién saturada de polifosfatos
y no pintados mostraron resultados negativos, ya que se observé un desarro-
llo fangico en toda la horma para ambos fosfatos a los 27 dias de madura-
cién (Fig. 3a). Al final de la experiencia, los tratamientos mds exitosos fueron
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aquellos en los que los quesos habian sido sumergidos en solucién saturada
de fosfatos y pintados posteriormente con pintura vinilica, con y sin adicién
de fosfatos. En estos casos, el desarrollo fue (+), al igual que el queso pintado
con natamicina (Fig. 3 B).

Figura 3. (A) Queso tratado por inmersién en solucion saturada de polifosfatos,

a los 27 d de maduracion; (B) Quesos tratados con pintura comercial antifun-
gica (T I), inmersioén en solucién saturada de polifosfato A (E lll) o B (E IV) y pos-
teriormente cubiertos con pintura polivinica, luego de 6 meses de maduracion

A fin de determinar si el tratamiento con polifosfatos modificaba senso-
rialmente la calidad del producto final se compararon los quesos experimen-
tales con el control (11) utilizando un zest triangular (fest de discriminacién
basado en una diferencia global), de acuerdo con lo sugerido por Santa Cruz
y col. (2005). En este fest, los panelistas (no entrenados) no necesitan dis-
criminar la naturaleza ni el grado de diferencia entre muestras sino sola-
mente identificar aquella que consideran diferente. Los quesos experimenta-
les seleccionados fueron los obtenidos con la aplicacién de los tratamientos
E Iy E IV frente a los obtenidos con E vi1 y E viiL. Este criterio se adopt6
considerando la igualdad de eficiencia en el control de la microflora fingica
y una metodologia mds sencilla de ser aplicada. Los resultados obtenidos
demostraron que el uso de los polifosfatos siguiendo el protocolo propuesto
no modificé significativamente las caracteristicas sensoriales de los quesos en
comparacién con las mostradas por el queso testigo.

Teniendo en cuenta los resultados de este estudio, el uso de solucio-
nes acuosas saturadas de polifosfatos de cadena larga (15—20 unidades de
fosfato) aplicadas sobre la superficie de los quesos por inmersion y prote-
giendo la pelicula con una capa de pintura de naturaleza vinilica serfa una
excelente alternativa al uso convencional de la natamicina. La metodolo-
gia propuesta es muy sencilla, eficiente y ademds, sumamente econémica.
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Adicionalmente, se comprobé que las propiedades sensoriales de los que-
sos se mantienen inalteradas.

Esta metodologia novedosa fue objeto de la concesién de la patente
N°AR084987B1 titulada «Una composicién protectora que controla el desa-
rrollo de la microflora de superficies de quesos de mediana y baja humedady,
Reinheimer, Jorge, Meinardi, Carlos, Sudrez, Viviana, Tremmel, Gustavo,
Dorbessan, Oscar y Rivera, Mauricio (inventores), por parte del Instituto
Nacional de la Propiedad Industrial (1np1) en 2019.
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8. Microorganismos alterantes
en la industria lactea
Incidencia regional en los ultimos 20 anos

Daniela Guglielmotti, Viviana Suérez, Ana Binetti,
Diego Mercanti, Andrea Quiberoni, Desireé Llorens,
Maridngeles Briggiler Marc6, Ma. Lujan Capra,
Patricia Burns y Jorge Reinheimer

En la actualidad, la amplia variedad de productos ldcteos (e insumos) dis-
ponibles puede estar sometida a la accién de una gran diversidad de orga-
nismos alterantes. Los grupos microbianos alterantes dependerdn del tipo
de producto ldcteo o insumo considerado, del proceso productivo, tipo de
almacenamiento y manipulacién, entre otros factores. En primer lugar, la
leche cruda (materia prima) es alterada principalmente por organismos psi-
crotrofos y bacterias dcido ldcticas (BAL). Sin embargo, la pasteurizacion des-
truye a la mayoria de los mismos. En el caso de los productos ldcteos ya ela-
borados, las alteraciones pueden detectarse rdpidamente o luego de varios
meses, dependiendo del contenido de humedad, pH, pardmetros de procesa-
miento y temperatura de almacenamiento de los mismos (Ledenbach y Mar-
shall, 2009). Las modificaciones indeseables generalmente detectadas inclu-
yen presencia de gas (envases hinchados, presencia de ojos no deseados en
quesos), coloraciones, aromas y/o texturas anormales. En la Tabla 1 se deta-
llan los productos licteos mds importantes y los grupos microbianos alteran-
tes mds comunes en cada caso.
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Tabla 1. Grupos microbianos alterantes generalmente
asociados a leche y productos lacteos

Leche / productos lacteos Organismo alterante

Leche cruda Psicrotrofos, BAL, bacterias esporigenas, etc.

Leche pasteurizada Psicrotrofos de recontaminacion, bacterias termoduricas
Leche en polvo Bacterias esporigenas

Yogur y otras leches fermentadas Levaduras

Quesos blandos/frescos (sin maduracion) Psicrotrofos, coliformes, mohos, BAL heterofermentantes

Quesos semiduros/duros (con maduraciéon)  Mohos, BAL heterofermentantes, bacterias esporigenas

En nuestra experiencia, la principal preocupacién de la industria ldctea
regional se refiere a las alteraciones observadas en quesos, seguido por con-
taminaciones en la leche utilizada como materia prima en la elaboracién de
estos productos. En este contexto, a continuacion se describirdn brevemente
las principales alteraciones microbianas asociadas a quesos.

Alteraciones principales en quesos

La produccién enddgena de gas es el principal defecto microbiano que
afecta las elaboraciones casearias debido a la imposibilidad de correccién,
elevada frecuencia de aparicién y gran impacto econdmico, afectando gran-
des volumenes de produccién de una amplia variedad de quesos. La causa
se relaciona con la presencia de diferentes bacterias productoras de gas, BAL
heterofermentantes (géneros Lactobacillus y Leuconostoc), propionibacterias
o bacterias dcido propidnicas (Bar), clostridios, Bacillus y coliformes (Otto-
galli, 1968; Lodi, 1993), asi como levaduras (Jakobsen y Narvhus, 1996). En
general, muchos microorganismos presentes en la leche pueden provocar
fermentaciones que causan defectos en el queso. Sin embargo, debido a la
diversidad observada entre estos, resulta dificil clasificarlos asi como también
identificar la/s causa/s que los provocan. Aunque el gas (generalmente H, y
co,) puede ser producido a partir de un amplio rango de compuestos pre-
sentes en el queso, la lactosa, el lactato, el citrato y la urea son los principales
sustratos para estos microorganismos.

En Argentina, el pais de mayor produccién quesera en América del Sur,
se han detectado en los tltimos afios numerosos problemas relacionados con
la hinchazén de quesos causados por microorganismos muy diversos, con las
consecuentes pérdidas econémicas. Si bien se conocen en gran parte cudles
son dichos agentes microbianos, hasta el momento no se ha encontrado una
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unica solucién que minimice los efectos de su presencia, justamente debido
a esa gran diversidad de microorganismos y de quesos en los que se detectan
estas alteraciones (Reinheimer y col., 1995; Jakobsen y Narvhus, 1996; Qui-
beroni y col., 2008).

Entre los factores que influyen en la aparicion de este tipo de defectos
podemos listar:

1. alimentacién del ganado con ensilados;

2. baja calidad microbioldgica de la leche (alto contenido de esporos bac-

terianos y BAL termorresistentes);

3. condiciones deficientes de higiene edilicia y de equipos;

4. uso de un fermento iniciador con baja actividad.

Principales grupos microbianos responsables
de la produccion de gas en quesos

En la Tabla 2 se resumen los diferentes grupos microbianos responsables de
defectos gasdgenos en quesos, asi como los sustratos involucrados y los gases
producidos en cada caso.

Tabla 2. Principales grupos microbianos responsables
de defectos gaségenos en quesos (Fontaneto Apoca, 2017)

Grupo microbiano Sustrato Tipo de defecto Productos
/ especie segtin el momento gaseosos
de manifestacion

Coliformes Lactosa Hinchazén precoz CO,, H,
Levaduras Lactosa Hinchaz6n precoz CO,
Lactobacillus fermentum Citrato /Lactato Hinchazén precoz y tardia CO,

Lactobacillus brevis

Leuconostoc mesenteroides  Lactosa / Citrato Hinchazén precoz y tardia CO,

Propionibacterium shermanii Lactato Hinchaz6n tardia CO,
Bacillus subtilis Lactosa Hinchaz6n tardia CO,, H,
Clostridium tyrobutyricum Lactato Hinchaz6n tardia CO,, H,

Clostridium butyricum

Lactococcus lactis subsp. Citrato Hinchazén precoz y tardia CO,
lactis biovar. diacetylactis
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Caracterizacion de los diferentes
ojos producidos por microorganismos

El tipo de ojos presentes en la pasta de un queso es una caracteristica indi-
cativa tanto de la calidad microbioldgica de la leche de partida como de la
tecnologia aplicada en la elaboracién del queso. En el primer caso, el origen
es el gas producido durante las fermentaciones de determinados microorga-
nismos y, en general, estos ojos suelen ser redondeados, lisos y de diferen-
tes dimensiones (desde el tamafno de una cabeza de alfiler con humedad en
su interior, en el caso de las bacterias coliformes, hasta el de un garbanzo,
propio de bacterias terméfilas). En el caso de los ojos producto del desarro-
llo de levaduras, los tamafos rondan entre 2 y 4 mm de didmetro y su inte-
rior es brilloso y liso, y presentan aromas frutales caracteristicos. Cuando los
ojos son causados por BAL heterofermentantes, los tamafos son de 1 mm o
mayores, presentan forma redondeada y el interior es liso y brillante sin pre-
sencia de humedad. En cambio, en el caso de desarrollo de Bap, los ojos
caracteristicos son grandes (> 5 mm), redondeados y de bordes lisos, lustro-
sos en su interior. Ademds, en la masa del queso se pueden presentar grie-
tas mds o menos profundas producidas por bacterias del género Clostridium,
con generacién de olores y sabores desagradables (Fontaneto Apoca, 2017).

Tipos de defectos gasogenos en quesos

De acuerdo con momento en que se manifiesta, el defecto por generacién
de gases puede surgir en las primeras horas dentro del proceso de elabora-
cién o maduracién del queso, dando lugar a la denominada hinchazén precoz
(primeras 72 h), o puede manifestarse durante las etapas de maduracién del
queso, fenémeno conocido como hinchazén tardia.

La generacién temprana de gas es debida a la presencia de bacterias coli-
formes o levaduras y, en ciertos casos, también puede ser causada por bacte-
rias ldcticas no pertenecientes al starter o NsLAB (por su sigla en inglés, Non
Starter Lactic Acid Bacteria). Este grupo estd integrado por géneros citrato—
positivo, como Leuconostoc y algunas integrantes del género Lactobacillus
capaces de producir co, por fermentacién. Este defecto es comun en que-
sos blandos y semiduros debido a su alta actividad acuosa (aw), en compa-
racién con otros tipos de quesos. En el caso del defecto de hinchazén tardia,
la generacién de gas se produce en etapas mds avanzadas de la maduracidn,
por ejemplo en quesos tipo Cheddar, por bacterias pertenecientes al grupo
NSLAB como Lb. brevisy Lb. fermentum, que pueden ingresar al circuito pro-
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ductivo por contaminacion de la leche y producir gas a partir de la fermen-
tacion de lactosa residual y galactosa, generando co,, o por bacterias citrato—
positivo como Leuconostoc, Lactobacillus y Lactococcus que generan co,
a partir de citrato (Sheelan, 2007; Hill y Kethireddipalli, 2013).

Asimismo, quesos de mediana y baja humedad y salados en salmuera
pueden sufrir las consecuencias de la germinacién de esporos del género
Clostridium, como CI. tyrobutyricum'y Cl. butyricum, que fermentan lactato
y lactosa, respectivamente, y producen co, y H,.

Algunos quesos de larga maduracién (mayor a 14 meses) como el Parmi-
giano Reggiano o el Grana Padano, son candidatos ideales para sufrir fer-
mentacién butirica y ocasionalmente, fermentacion propiénica (Frohlich—
Wyder y Bachmann, 2004). Tres especies de clostridios son sefialados como
los responsables principales de defectos tardios en quesos de pasta dura de
larga maduracién: CI butyricum, que generalmente crece en las primeras
etapas de maduracién utilizando la lactosa residual como fuente de carbono;
Cl. tyrobutyricum, que tiene capacidad de crecimiento en etapas tardias de
maduracién (mayor a un afio) y especialmente cuando el pH se vuelve favo-
rable debido a la utilizacién de 4cido ldctico y lactato como fuente de car-
bono, y CL. sporogenes, que crece después del afio de maduracién del queso,
es muy proteolitico y utiliza aminodcidos como fuente de carbono. El desa-
rrollo de BAP es poco frecuente, ya que son necesarias condiciones particula-
res, como desarrollo de acidez débil en la cuajada o un nivel de salado relati-
vamente bajo (Rossi y col., 1996).

Realidad regional

Los defectos gaségenos en los quesos argentinos figuran quizds, en la actua-
lidad, dentro de las mayores preocupaciones de la industria por las pérdidas
econdmicas asociadas y debido a la no disponibilidad, al dia de hoy, de una
estrategia para disminuir su incidencia. Esto tltimo se debe sobre todo a la
diversidad de microorganismos (a nivel de especies y, sobre todo, de cepas)
responsable, a la heterogeneidad en la calidad de las leches y a las tecnolo-
gias queseras utilizadas. A pesar de la importancia de esta problemdtica, no
existen en la Argentina estudios realizados en este sentido, a excepcién de
un trabajo publicado por el INLAIN (Quiberoni y col., 2008). El Instituto ha
trabajado en el tema con la industria desde la aparicién del problema (1998)
y, al dia de hoy, se ha procesado un nimero muy elevado de muestras que
refleja las caracteristicas de la problemdtica para nuestra industria quesera.
Vale aclarar que las oscilaciones en la cantidad y el tipo de muestras analiza-
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das a lo largo de estos 20 anos responden de manera directa a las variaciones
en el envio de las muestras por parte de las empresas interesadas, de acuerdo
con sus necesidades, intereses o problemdticas, y no se trata en absoluto de
un estudio sistemdtico por parte de nuestro Instituto.

En este capitulo se pretende mostrar de manera compendiada los resulta-
dos obtenidos durante estos 20 afios, a lo largo de los cuales se analiz6 una
gran cantidad de muestras con alteraciones microbianas provenientes de la
industria ldctea, identificando y cuantificando en la mayoria de los casos,
el/los agente/s microbiano/s causante/s de la/s alteracién/es observada/s. En
particular, se detallardn los defectos gaségenos observados en diversas varie-
dades de quesos que, como se mencioné anteriormente, representan el prin-
cipal tipo de alteracién hallado en los productos ldcteos de nuestra region.
Asimismo, se ofrecerdn también algunos resultados de leches pasteurizadas,
utilizadas en queseria para indagar la presencia de agentes alterantes (gasége-
nos o no) termorresistentes en las mismas.

Resultados y discusion

En el transcurso de 20 afos de andlisis (1998—2018), nuestro Instituto reci-
bié un total de 330 muestras (quesos, leches crudas y pasteurizadas, yogu-
res, suero de queserfa, concentrado de suero, entre otros), que revelaron la
presencia de microorganismos alterantes (Fig. 1). Particularmente, la mayo-
ria de estas muestras correspondieron a quesos (142 muestras) que evidencia-
ron principalmente defectos gaségenos, seguido por leches crudas/pasteuri-
zadas (88 muestras) utilizadas para las elaboraciones. El resto de las muestras
positivas (liquidas y polvos) fueron consideradas como posibles fuentes de
microorganismos alterantes.

Durante 2002 y 2008, el nimero de muestras analizadas —y positivas
para microorganismos alterantes— fue especialmente elevado (32 en 2002
y 66 en 2008) y, salvo en estos afos particulares, el periodo comprendido
entre 1998 y 2011 se caracterizé por un nimero de muestras inferior a 10 por
afo. A partir de 2012 (con excepcion de 2013), dicho ndmero se incrementé
a entre 15 y 26 muestras por afio.

En la Fig. 2 se puede observar que la gran mayoria de muestras analizadas
posefan organismos gaségenos, mientras que principalmente a partir de 2012
se detectaron algunas muestras con otros tipos de alteraciones microbianas
(coloraciones, sabores y aromas anormales).
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Figura 1. Distribucion anual (1998-2018) de muestras analizadas
con presencia de microorganismos alterantes
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Figura 2. Tipos de alteraciones microbiol6gicas detectadas en las muestras
positivas analizadas (1998-2018). Los defectos gasdgenos derivan de la presen-
cia de microorganismos productores de gas. El resto de los defectos incluye colo-
raciones, sabores y aromas anormales, entre otros
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Los grupos microbianos mayormente responsables de los defectos perte-
necieron a Leuconostoc, lactobacilos heterofermentantes y Bacillus, particu-
larmente en el segundo periodo considerado (2008—2018) (Fig. 3). En para-
lelo, se detectaron otros grupos microbianos aunque en una proporcién
sensiblemente menor (clostridios, bacterias propidnicas, coliformes, mohos
y levaduras).
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Figura 3. NUmero y tipo de microorganismos alterantes aislados durante
20 anos, presentado en dos periodos de una década cada uno (1998-2007
y 2008-2018)

Considerando sélo los microorganismos gaségenos (Fig. 4), es posi-
ble observar que la mayoria de éstos se detecté principalmente en quesos
(48 %), seguido por muestras de leche (29%). Esto indicarfa, de algiin
modo, que el queso actda como una matriz propicia para el desarrollo de
este tipo de defecto y, por otro lado, la sospecha de que la materia prima
(leche) serfa, quizds, la principal fuente de tales organismos. En este sen-
tido, el aporte de estos por parte de insumos varios (leche en polvo, con-
centrado de proteinas de suero o wpc, crema, suero de queseria, fermentos,
etc.) resulté minoritario.
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Figura 4. Tipo y cantidad relativa de muestras analizadas que revelaron
la presencia de organismos gaségenos (n = 271)

Teniendo en cuenta los dos tipos principales de muestras (quesos y leches)
poseedoras de microorganismos gasogenos (Fig. 5), es posible notar que
existe una clara diferencia entre los grupos microbianos aislados en cada
caso. En quesos, Leuconostoc resulté el género bacteriano mayormente res-
ponsable de tales defectos (mds de 70 cepas aisladas), seguido de lactobaci-
los heterofermentantes (aproximadamente 30 cepas) y de bacilos esporigenos
anaerobios (clostridios, 13 cepas) y aerobios (Bacillus, 10 cepas) (Fig. sa). En
cambio, realizando el mismo andlisis para las muestras de leche, los microor-
ganismos gaségenos predominantemente aislados pertenecieron al género
Bacillus (37 cepas), seguido por Leuconostoc (23 cepas), clostridios (10 cepas)
y lactobacilos heterofermentantes (8 cepas) (Fig. s8). Para ambos tipos de
muestras, fue ocasional el aislamiento de bacterias propidnicas, coliformes y
levaduras (un total de 12, 8 y 6 cepas, respectivamente).
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Figura 5. Distribucion relativa de grupos microbianos gaségenos en

las muestras analizadas de quesos (A) (n = 148) y leches (B) (n = 88)

En particular, se analizaron las diferencias entre quesos blandos y semidu-
ros/duros en cuanto al tipo de microorganismo gaségeno detectado en los
mismos (Fig. 6). Es asi que en quesos blandos Leuconostoc demostré ser el
género mayormente responsable de los defectos (51 cepas aisladas), siendo



muy baja la cantidad de lactobacilos heterofermentantes aislados (5 cepas).
Por otro lado, los quesos semiduros y duros resultaron sensibles a una mayor
diversidad microbiana. En estos ultimos, se detectaron los grupos de orga-
nismos gaségenos, con mayor proporcién de lactobacilos heterofermentan-
tes (26 cepas) y Leuconostoc (23 cepas).

B Quesos blandos

Mohos y Quesos semiduros
levaduras y duros

Coliformes -

Bact.
propiénicas

Clostridios

Bacillus

Lb.
heteroferm.

Leuconostoc

Figura 6. Diversidad y cantidad de microorganismos gaségenos aislados
en quesos blandos y semiduros/duros

Los microorganismos alterantes aislados fueron, por su parte, cuantifica-
dos en las muestras. Este andlisis determiné que en todos los casos, sus nive-
les resultaron elevados (entre 10° y 10" Urc/ml o UEC/g).

Por dltimo, al realizar la identificacién de especie de un gran niimero de
los organismos gaségenos aislados, fue posible determinar que el género
Leuconostoc estuvo representado por las especies Leuc. pseudomesenteroides
(24 cepas), Leuc. mesenteroides (20 cepas), Leuc. lactis (9 cepas) y Leuc. citreum
(1 cepa); mientras que el género Lactobacillus lo estuvo por Lb. fermentum
(277 cepas), Lb. brevis (6 cepas) y Lb. rhamnosus (2 cepas). Por otro lado, la
mayorfa de cepas de Bacillus no fue identificada a nivel de especie, pero
aquellas que si lo fueron pertenecieron a B. polymyxa (2 cepas), B. macerans
(2 cepas) y B. licheniformis (2 cepas). La Fig. 7 muestra imdgenes de cortes
de hormas de diversos quesos analizados con defectos gasgenos produci-
dos por diferentes microorganismos.
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Figura 7. Defectos provocados por microorganismos gaségenos en diversos

tipos de quesos: (A) Fontina (bacterias coliformes, propiénicas y lactobacilos
heterofermentantes); (B) Colonia (bacterias propidnicas y clostridios);

(C) y (H) Cremoso (Leuconostoc sp.); (D) Talhuet (Bacillus sp. y clostridios);

(E) y (F) Reggianito (clostridios); (G) e (I) Danbo (Leuconostoc sp.)

Conclusiones

El trabajo realizado durante 20 anos por parte de los microbidlogos pertene-
cientes al INLAIN puso en evidencia una elevada incidencia de defectos gasé-
genos en la produccién quesera de la regién, lo que afecté sensiblemente la
calidad de los productos (textura, aroma y/o sabor), con las consecuentes
implicancias econémicas. Como causa general de esta problemdtica puede
indicarse a la actividad de bacterias licticas y no ldcticas termoduricas pre-
sentes principalmente en la leche cruda y, minoritariamente, en diversos
insumos usados, producidos o generados (tales como wrc y suero de quese-
ria, entre otros) por estas industrias.
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9. Fagos en la industria lactea:
problematica actual y metodologias alternativas
para disminuir su incidencia

Diego Mercanti, Silvina Pujato, Ma. Lujan Capra,
Daniela Guglielmotti, Mariangeles Briggiler Marcé,
Viviana Suérez y Andrea Quiberoni

Introduccion

Los bacteriofagos (o fagos) son reconocidos como los virus mds abundan-
tes y ubicuos del planeta y se encuentran presentes en todos los ecosiste-
mas donde existen bacterias (Emond y Moineau, 2007). Por lo general, estos
virus bacterianos infectan de manera especifica un subconjunto de células, lo
que eventualmente conduce a la lisis celular y liberacién de nuevos viriones
que estdn listos para infectar células vecinas susceptibles. Durante la mayo-
ria de las fermentaciones de alimentos a escala industrial, los sustratos fer-
mentables se inoculan con bacterias seleccionadas (cultivos iniciadores) para
generar un producto con propiedades y/o funcionalidades organolépticas
deseadas. Los principales cultivos iniciadores utilizados en la industria ldc-
tea pertenecen al grupo de bacterias 4cido ldcticas (BAL) incluyendo cepas de
Lactococcus (Lc.) lactis, Streptococcus (Strep.) thermophilus y diversas especies
de Leuconostoc (Leuc.) y Lactobacillus (Lb.). Debido a que las fermentaciones
industriales de alimentos a menudo se realizan en grandes tinas o reactores
y en condiciones que no son completamente estériles, no es sorprendente
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que los fagos puedan estar presentes y atacar estos cultivos causando fallas
en la fermentacién. La elaboracién de un producto licteo fermentado puede
verse seriamente comprometida por un ataque figico, que puede detectarse
por disminucién o inhibicién total de la actividad acidificante de los culti-
vos ldcticos primarios adicionados. Por otra parte, las infecciones fégicas de
los cultivos adjuntos adicionados a los productos licteos no son ficiles de
evidenciar, ya que la actividad acidificante de los cultivos primarios no se ve
comprometida (Mercanti y col., 2011). El descarte de productos no satisfac-
torios puede llevar a grandes pérdidas econémicas.

Los fagos al infectar toman el control de la maquinaria biosintética bac-
teriana, enlenteciendo su actividad metabélica normal y poniéndola a dis-
posicién de la sintesis y ensamblado de nuevas particulas fgicas, con pos-
terior liberacién al medio de las mismas mediante lisis celular bacteriana.
Este proceso es conocido como ciclo litico. Por otro lado, algunos fagos
denominados temperados son capaces de integrar el genoma fégico al cro-
mosoma bacteriano, replicindose de manera simultdnea al mismo. En este
caso, el profago se encuentra en estado de latencia, pudiendo permanecer
asi durante repetidas multiplicaciones bacterianas, hasta que algiin evento
externo produzca la liberacién del genoma figico del cromosoma bacteriano
y de esta forma, se reanude el ciclo litico (Capra y Mercanti, 2012). Aunque
se han investigado muchas medidas de control en el pasado, ningtin método
puede erradicar por completo todos los fagos en los ambientes de la indus-
tria alimentaria. De hecho, las grandes industrias licteas han implementado
un enfoque preventivo sistemdtico para la descontaminacién de fagos.

En este capitulo se detallan las dificultades derivadas de la presencia de fagos
con elevada resistencia térmica en la industria, y las consecuencias del uso de
suero de queserfa como aditivo en la industria ldctea fermentativa, donde es
cada vez mds frecuente encontrar fagos en elevada concentracién. El capitulo
se complementa con la revisién de metodologias para disminuir la incidencia
de infecciones, tales como tratamientos térmicos, biocidas y empleo de cepas
naturalmente mejoradas.

Fuentes de contaminacion en la industria lactea

La ubicuidad de los fagos puede ocasionar, en algunos casos, severos proble-
mas durante los procesos fermentativos en la industria ldctea. Por tal razon,
es crucial identificar las fuentes de contaminacién debido a las cuales persis-
ten en el ambiente de la planta, a fin de introducir acciones correctivas que
limiten su propagacién.
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Leche cruda

Una de las principales vias de ingreso de fagos a la industria léctea es la
leche cruda, que puede contener hasta 10* unidades formadoras de placas
(urp) por ml. Si bien se considera que titulos figicos entre 10°~10” UFP/ml
producen importantes fallas en las fermentaciones, bajas concentraciones
(del orden de 10* urp/ml) pueden originar complicaciones, aun cuando no
sean capaces de frenar completamente el proceso fermentativo (Tayyarcan y
col., 2018). Un monitoreo de muestras de leche cruda provenientes de dife-
rentes plantas ldcteas en Espafia, evidencié que aproximadamente el 10 %
(83 de 900) de las mismas contenian fagos de Lc. lactis (Madera y col., 2004).
Por otra parte, Del Rio y col. (2007) informaron que el 37% (20 de 54) de
las muestras de leche cruda utilizadas (en Espafa) para produccién de yogur
estaban contaminadas con fagos de lactococos (63 %) y estreptococos (37 %)
potencialmente activos. Algunos autores (Capra y col., 2013; Tayyarcan y
col., 2018) demostraron que fagos provenientes de leche cruda pueden per-
manecer infectivos incluso luego de la aplicacién de ciertos tratamientos tér-
micos. Se sabe que las combinaciones tiempo—temperatura aplicadas en los
tratamientos de pasteurizacién de baja (LTLT, 63°C—30 min) o de alta (HTST,
72°C—15 s) son generalmente insuficientes para lograr la completa inacti-
vacién de los fagos de BAL presentes (Capra y col., 2013; Tayyarcan y col.,
2018). En general, los fagos de Lc. lactis, Lb. helveticus, Strep. thermophilus,
Lb. casei, Lb. paracasei, Leuc. pseudomesenteroides, Leuc. mesenteroides y Lb.
delbrueckii presentaron una resistencia térmica elevada, siendo necesarios
entre 2 y 300 min a 72 °C para lograr la inactivacién del 99 % de los bacterio-
fagos presentes (Atamer y col., 2013). Es importante destacar que la mayo-
ria de estos estudios ensayaron la resistencia térmica de los fagos en tubos
de ensayo de vidrio o metdlicos sumergidos en banos de agua termostati-
zados. Cuando los estudios se llevaron a cabo en pasteurizadores de planta
piloto, se logré mejorar notablemente la eficiencia de inactivacién aplicando
la misma combinacién tiempo—temperatura, debido a mejoras en la trans-
ferencia térmica alcanzada mediante el flujo turbulento continuo a través de
los intercambiadores de placa (Wagner y col., 2018).

Ambiente industrial
Con respecto a niveles de contaminacién fégica en el aire, algunos auto-

res (Atamer y col., 2013) reportaron valores de concentracién cercanos a
10° urp/m’. Los aerosoles se generan por salpicaduras de liquidos y despla-
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zamiento del aire en torno a las tinas y otras superficies contaminadas, per-
manecen en el aire por largo tiempo y son reconocidos como una impor-
tante via de diseminacién de los fagos en el ambiente licteo (Verreault y col.,
2011; Briggiler Marcé y col., 2018). Las superficies de trabajo constituyen
una fuente de contaminacién figica subestimada en las instalaciones de la
industria. Se ha detectado material genético de fagos de lactococos en varia-
das superficies (paredes y pisos, escaleras, picaportes, mesas, equipamiento,
material de limpieza y canerfas) (Verreault y col., 2011). Si bien la deteccién
genética no implica que los fagos se encuentren infectivos, la evidencia enfa-
tiza la necesidad e importancia de aplicar estrategias de sanitizacion correc-
tas y de contar con personal especificamente entrenado y capacitado en la
temdtica de fagos, con el objetivo de disminuir el riesgo (Briggiler Marcé y
col., 2018).

Suero y subproductos de suero

El suero proveniente de la elaboracién de quesos puede ser simplemente ver-
tido a cursos de agua o destinado a procesos de mayor o menor complejidad.
La disposicién directa como efluente a cursos de agua fue una préctica fre-
cuente en el pasado pero, debido a su alto nivel de contaminacién ambien-
tal, la misma ha sido reemplazada por otras alternativas de tratamiento que
a su vez permiten aprovechar el potencial nutricional y econémico de este
valioso subproducto de la industria lictea. Estos tratamientos son variados
(concentracién por evaporacién, fraccionamiento de componentes especifi-
cos por centrifugacién, cromatografia, intercambio i6nico y membranas de
filtracién) y dependen del derivado de suero que se desee obtener (Masotti
y col., 2017). Alternativamente, el suero ha sido usado como sustrato de fer-
mentacion para producciéon de biomasa o metabolitos de interés, asi como
para la produccién de determinadas moléculas mediante reaccién quimica. El
suero y sus derivados pueden presentarse de diversas maneras: suero nativo,
obtenido directamente a partir de leche descremada, concentrado (wpc), ais-
lado (wr1) e hidrolizado (wpH) de proteinas de suero, microparticulado de
proteinas individuales de suero, suero de manteca, permeado de suero y suero
de queseria en polvo (Masotti y col., 2017). Las proteinas del suero son de
elevado valor nutricional y, por este motivo, existe un creciente interés en
su utilizacién como aditivo en suplementos nutricionales, cereales, f6rmu-
las infantiles, bebidas y alimentos ldcteos. En estos tltimos, la utilizacién de
subproductos de suero contribuye, en algunos casos, al rendimiento, textura
ylo calidad de los productos (quesos y leches fermentadas) (Masotti y col.,
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2017). La incorporacién de suero o sus derivados a otros productos se rea-
liza, en general, antes de la etapa fermentativa, por lo que debe prestarse espe-
cial atencién al hecho de que pueden contener fagos en alta concentracidn.
Los fagos son capaces de subsistir y multiplicarse en suero de queserfa, alcan-
zando titulos de 10 urp/ml luego de la elaboracién (Atamer y col., 2009,
2011). Ademds, el titulo de los mismos puede aumentar en 1 orden logarit-
mico cuando el suero se concentra mediante centrifugacién, filtracion por
membranas o secado spray (Samtlebe y col., 2017a). La problemdtica en rela-
cién con la presencia de fagos en productos ldcteos en polvo (leche en polvo,
suero en polvo, wpc y wpI) asi como la caracterizacion de los mismos no ha
recibido la debida atencién sino hasta los tltimos anos (Wagner y col., 2017a,
2017b). La persistencia de fagos en el ambiente industrial y el volumen cre-
ciente de suero que se recicla y se incorpora en sus diferentes formas a los
productos ldcteos, puede derivar en un gran problema en términos econd-
micos. Otro factor muy importante es, como ya ha sido mencionado ante-
riormente, que muchos fagos de BAL son capaces de sobrevivir a tratamien-
tos de pasteurizacion. Mds atn, en los tltimos anos se han encontrado fagos
con muy elevada o incluso extrema termo estabilidad, muy probablemente
asociada a la presion selectiva ejercida por el uso creciente de suero tratado
térmicamente como ingrediente de la industria ldctea (Samtlebe y col., 2015,
2017a, 2017b; Wagner y col., 2017a, 2017b). Recientemente, Wagner y col.
(2017a) encontraron que los fagos especificos de BAL eran capaces de sobre-
vivir en titulos elevados luego de 4 afios de almacenamiento, ya sea en suero
en polvo o formulaciones de suero en polvo. La capacidad infectiva de estos
fagos se mantuvo a pesar de las elevadas temperaturas alcanzadas durante la
pasteurizacion del suero y el secado spray, y de las condiciones restrictivas
existentes durante el almacenamiento (baja actividad de agua, elevada pre-
sién osmdtica). En ese estudio, se monitoreé un total de 35 muestras (30
de suero en polvo y cinco de formulaciones de suero en polvo) en busca de
fagos infectivos para Strep. thermophilus, L. lactis y Leuc. (Leuc. mesenteroides
y Leuc. pseudomesenteroides), los cuales pudieron ser aislados del 100, 50y 40 %
de las muestras, respectivamente. La resistencia térmica de estos fagos fue
investigada por Wagner y col. (2017b), quienes encontraron que la mayo-
ria de los fagos de Lc. lactis (88 %, 28 de 32) y Leuc. pseudomesenteroides (83 %,
10 de 12) sobrevivieron a un tratamiento de 80°c durante 5 min. Mds adn,
el 16% de los fagos de Le. lactis no pudo ser completamente inactivado luego
de un tratamiento térmico de 95°c durante 1 min. Estos resultados confirma-
ron que los fagos aislados de suero y derivados de suero en polvo, deshidrata-
dos por secado spray, son significativamente mds termo resistentes que aque-
llos aislados a partir de otras fuentes en la industria lictea.
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La deteccion de fagos en suero de queseria y sus derivados (suero en polvo,
WwPC, WPI y permeado de suero) estd siendo estudiada en el INLAIN debido a
la demanda de la industria lictea que los utiliza como ingredientes para la
obtencién de diversos productos ldcteos fermentados. Los resultados obteni-
dos, atn preliminares, estin de acuerdo con los reportados previamente por
grupos de investigacién europeos, demostrando la presencia de fagos de BaL
en suero, frecuentemente en titulos elevados.

Bacterias lisé6genas

Los profagos se encuentran en la mayoria de las cepas comerciales usual-
mente utilizadas en la industria ldctea (Zaburlin y col., 2017). Estudios
recientes analizaron la presencia de profagos en cepas de lactobacilos del
grupo casei (Mercanti y col., 2011; Zaburlin y col., 2017), evidencidndose
la presencia de profagos o remanentes en los genomas del 92% de las cepas,
mientras que el 71% contenia profagos completos e inducibles con mito-
micina c. Cuando una cepa liségena se encuentra bajo ciertas condiciones
de estrés ambiental (calor, sales, antimicrobianos, escasez de nutrientes) se
puede producir la liberacién de los profagos que contiene, constituyendo un
elevado riesgo debido a que pueden ser liticos frente a otras cepas utilizadas
como fermento y, en estos casos, derivar en otra fuente de contaminacién
fégica. Ademds, los fagos temperados pueden perder sus genes de lisogenia y
volverse virulentos para la propia cepa hospedadora. Si bien este fenémeno
es inusual, debe ser considerado como una fuente extra de contaminacién
con fagos que aumenta el riesgo de infecciones (Samson y Moineau, 2013).

Estrategias de control de fagos en plantas lacteas

La erradicacién de los fagos en los ambientes de la industria ldctea es practi-
camente imposible debido a diversas razones. En primer lugar, y como ya se
menciond, los fagos se encuentran naturalmente presentes en la leche cruda
y de esta manera ingresan continuamente en la industria ldctea. Ademds,
son capaces de resistir los tratamientos térmicos aplicados mds comun-
mente durante los procesos industriales, se pueden diseminar entre distin-
tas dreas de produccién por via aérea a través de salpicaduras y aerosoles,
pueden persistir durante tiempos prolongados en la superficie de equi-
pos y biofilms, asi como también alcanzar altos titulos en el suero prove-
niente de la elaboracién de quesos y otros efluentes industriales. Por todo
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lo expuesto, resulta necesaria la aplicacién de estrategias que deben dirigirse
a reducir los niveles de fagos presentes y minimizar su diseminacién en las
plantas ldcteas. Las estrategias aplicadas en este sentido, que serdn discuti-
das en detalle a continuacién, pueden ser de naturaleza fisica (calor, filtra-
cién, uso de altas presiones, radiacién uv, tratamientos de electro—impulso),
quimica (biocidas) o bioldgica (rotacién de cepas, uso de cepas con fagorre-
sistencia mejorada).

Diseno de la planta e higiene

Entre los factores clave para reducir la proliferacién fégica en una planta
industrial encontramos el disefio de la planta lictea, la aplicacién de medi-
das higiénicas adecuadas, la limpieza regular del equipamiento y un flujo
de aire adecuado. En primer lugar, el personal de la planta debe ser entre-
nado para aplicar correctamente los procedimientos de control de fagos. Por
su parte, la planta deberfa ser disefiada contemplando la minimizacién del
riesgo de contaminacién cruzada entre los diferentes sectores, usando 4reas
separadas fisicamente para cada proceso. Como ejemplo, las zonas donde se
manipulan medios de cultivos deberfan estar distanciadas de aquellas que
manejan subproductos de fermentacién (Briggiler Marcd y col., 2012). Entre
los sanitizantes que comdinmente se utilizan en la industria lictea para la
limpieza de equipos, cafierfas y laboratorios, el dcido peracético ha demos-
trado buena eficiencia en la remocién de particulas figicas infectivas, lle-
gando a niveles no detectables luego de s minutos de tratamiento usando
la concentracién de producto recomendada por el fabricante (0,15% v/v).
La misma eficiencia se observé para algunos productos de amonio cuater-
nario y biocidas con pH extremo tales como la espuma de cloro alcalina
(pH 12,7) o el nonilfenoletoxilado con 4cido fosférico (pH 1,7) (Ebrecht y
col., 2010; Mercanti y col., 2012; Pujato y col., 2014). En este sentido, es
importante considerar que los fagos son usualmente muy sensibles a con-
diciones 4cidas (pH < 4) o alcalinas (pH > 11). Comparativamente, el hipo-
clorito de sodio, el etanol y el isopropanol, ensayados en numerosos estu-
dios independientes, no han demostrado buena capacidad para reducir el
ntmero de particulas figicas infectivas. En particular, el hipoclorito de sodio
ha demostrado ser efectivo sélo a concentraciones mayores al limite mdximo
admitido en la industria de alimentos (200 ppm) (Mercanti y col., 2012;
Pujato y col., 2014). En referencia a la presencia de fagos en el aire, Ata-
mer y col. (2012) reportaron recuentos cercanos a 10° UFP/m’, resaltando
asi la necesidad de limitar lo mdximo posible la generacién de bioaeroso-
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les. Otra medida tendiente a colaborar en la disminucién de la carga viral
en el aire de la planta serfa someterlo a un proceso de filtracién. Asimismo,
los sectores de preparaciéon de cultivos iniciadores deberfan estar aislados y
contar con un sistema de presién positiva de aire para evitar la llegada de
un flujo de aire con elevada carga fégica. Por otro lado, la fotocatdlisis, un
proceso que emplea radiacién Uv en combinacién con Tio, como cataliza-
dor y que ha demostrado una buena eficiencia en la inactivacién de bacte-
rias, esporos, hongos y virus (tanto en medio liquido como en fase gaseosa),
podria emplearse para reducir la carga figica (Kakita y col., 2000; Ditta y
col., 2008). En este sentido, el fago pL—1, de Lactobacillus casei, fue inac-
tivado eficientemente en medio liquido cuando fue sometido a radiacién
uv—a en presencia de Tio, (Kakita y col., 2000). De manera similar, Briggiler
Marcé y col. (2009, 2011) lograron la eficiente inactivacién de diversos fagos
de BAL presentes en bioaerosoles simulados mediante un reactor fotocatali-
tico (Uv—A/Tio,) a escala laboratorio. Mds recientemente, el mismo grupo
de trabajo disei6 un reactor a escala semipiloto para estudiar la inactivacién
de fagos contenidos en una corriente gaseosa (Briggiler Marcé y col., 2018).
Empleando dicho reactor se lograron reducciones de 2,7 érdenes logaritmi-
cos en el nimero de fagos infectivos, luego de solo 1 h de tratamiento.

Manejo adecuado de la leche cruda, ingredientes y subproductos

En general, la leche cruda es recolectada y enfriada para prevenir el desarrollo
bacteriano, manteniéndose en estas condiciones hasta la aplicacién del pro-
ceso de pasteurizacién (u otro tratamiento térmico), inmediatamente luego
de su arribo y descarga en plantas ldcteas. Estas medidas apuntan a elimi-
nar microorganismos patégenos y reducir significativamente las concentra-
ciones de bacterias alterantes, pero indirectamente ayudan también a bajar
la carga de fagos. Con este tltimo objetivo, los tratamientos térmicos con-
tintian siendo los mds comtinmente aplicados. No obstante, muchos fagos
sobreviven la pasteurizacién e incluso tratamientos térmicos mds severos.
Este fenémeno parece haber cobrado especial importancia en los dltimos
afos, probablemente como consecuencia de la aplicacién, en la actualidad,
de combinaciones tiempo/temperatura mds enérgicas, lo cual ha favorecido
la seleccién y prevalencia de fagos con resistencia térmica cada vez mayor.
Aunque se encuentren en bajos titulos en la leche antes de un trata-
miento térmico, los fagos con elevada termorresistencia pueden propa-
garse hasta alcanzar titulos de 10°~10° urp/ml durante la etapa de fermen-
tacién si encuentran una cepa bacteriana sensible. La presencia de altos
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niveles de fagos termorresistentes ha sido reportada en numerosos sub-
productos, siendo los principales el suero y las formulaciones de suero,
que cominmente se agregan como ingredientes en procesos licteos con
el objetivo de aumentar el valor nutricional y rendimiento del producto,
pero también en salmuera y crema de leche (Briggiler Marcé y col., 2012).
Por esta razon, el reciclaje de cualquiera de estos subproductos para ser
agregados en otro proceso antes de una etapa de fermentacién debe evi-
tarse, a menos que se tomen medidas efectivas para la remocién de fagos.
Asi, resulta necesario aplicar tratamientos con el objetivo de disminuir la
carga viral en estos subproductos. Tal como se explicé mds arriba, el calor
no resulta ser una herramienta segura para la eliminacién de fagos. Ade-
mds, el calentamiento suele ser poco enérgico para evitar efectos negati-
vos en las propiedades funcionales de las proteinas de suero nativas, que
representan el componente mds valioso del suero pero son muy sensibles
al calor. En cuanto al secado spray convencional del suero (y otros pro-
ductos y subproductos licteos), si bien presenta muchas ventajas tecno-
légicas y econémicas (Pisecky, 2005), no garantiza un control eficiente de
los fagos. Esto puede explicarse por el hecho de que, si bien las tempera-
turas de entrada de aire caliente alcanzan los 180—200°c, el agua se eva-
pora muy rdpidamente durante el proceso, produciendo un enfriamiento
repentino que lleva a las gotas de suero a alcanzar temperaturas internas de
60°c o aun menores (Wagner y col., 2017b). Sobre la base de la elevada
resistencia a los tratamientos térmicos evidenciada por los fagos en los alti-
mos afos, en la industria ldctea se ha prestado notable atencién a meto-
dologfas alternativas de inactivacién, tales como la filtracién por membra-
nas. Especificamente, con respecto al proceso de ultrafiltracién del suero,
el cual se utiliza para retener y concentrar las proteinas para comerciali-
zarlas posteriormente como WPC, el mismo presenta como inconveniente
que, al mismo tiempo, también son retenidos los fagos cuando se usan
membranas con un cur—off de 20 kpa. Esto se debe a que los viriones tie-
nen un tamafo algo mayor al de las moléculas de proteinas de suero ais-
ladas. Recientemente, se han logrado avances importantes en el estudio
de la eficiencia de la filtracién de suero de queseria a través de diferentes
tipos de membranas, de modo de disminuir su carga figica sin comprome-
ter el valor nutricional debido a la pérdida de proteinas solubles (Samtlebe
y col., 2015, 2017a, 2017b). Samtlebe y col. (2015) optimizaron un pro-
ceso de filtracién por membranas de flujo cruzado, de modo de encontrar
el mejor balance entre un buen permeado de la o—lactoalbiimina y B-lac-
toglobulina, las proteinas mayoritarias del suero, y una elevada retencién
de fagos. En dicho estudio, la mejor relacién (elevada retencién del fago
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de lactococos Poos con respecto al permeado de las proteinas de suero) se
obtuvo cuando se empleé una membrana de poliéter sulfona con un cuzr—
off de 300 kpa, mientras que una membrana con un cur—off de 100 kpa
retuvo demasiadas proteinas, y otra con un cur—off de s00 kpa permitié
un elevado pasaje de fagos a través de la misma. Posteriormente, Samt-
lebe y col. (2017b) determinaron la influencia del tamafo y forma de fagos
de lactococos, asi como el efecto del agregado de bacterias sensibles tra-
tadas bajo diferentes condiciones, en su retencidn a través de membranas
de poliéter sulfona. No se observé una correlacién clara entre morfolo-
gia y capacidad de retencién para los diferentes fagos, pero la presencia de
bacterias sensibles alteradas mecdnicamente mejoré significativamente la
retencién de los fagos. Samtlebe y col. (2017a) filtraron suero de queseria
a través de membranas cerdmicas de 0,1 pm con un disefo tubular, tanto
a escala laboratorio como planta piloto. Los resultados obtenidos fueron
mucho mejores a escala planta piloto, tanto en lo que respecta a la reduc-
cién de fagos como al permeado de proteinas, lo cual se atribuyé al gra-
diente de permeabilidad longitudinal que no se encuentra presente en los
sistemas de membranas a escala laboratorio. En resumen, es conveniente
usar una combinacién de tecnologias, cada una de ellas con una intensidad
moderada, en lugar de realizar tratamientos Gnicos pero muy violentos, lo
cual aumenta el riesgo de dafo y/o pérdida significativa de funcionalidad
de las proteinas de suero.

Mis alld de las tecnologias discutidas para reducir la contaminacién con
fagos, hay algunas reglas bdsicas y generales que deben ser tenidas siempre en
mente para lograr un control eficiente. Un ejemplo, conceptualmente senci-
llo, seria que cuando se recicle el suero proveniente de un proceso que invo-
lucra un tipo de cultivo iniciador determinado (por ejemplo, bacterias ter-
mofilas), sea adicionado solamente a procesos que no conlleven un proceso
de fermentacién, o bien que este sea llevado a cabo por bacterias no relacio-
nadas (por ejemplo, bacterias meséfilas). Por otro lado, las tinas en las cua-
les se elaboran quesos usando cultivos de adicién directa (Direct Vat Set, pvs)
nunca deberfan entrar en contacto con sueros provenientes de elaboracio-
nes hechas con fermentos naturales, ya que estos tltimos poseen una diver-
sidad de fagos muy grande, poniendo en alto riesgo a las pocas cepas presen-
tes en los cultivos Dvs seleccionados. Finalmente, el agua que se utiliza para
el procesamiento industrial de productos ldcteos, deberia ser siempre segura
desde el punto de vista microbiolégico, no sélo en cuanto a la ausencia de
microorganismos sino también de particulas virales.
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Correcta seleccion y uso de cultivos iniciadores

Los cultivos de BAL usados para la manufactura de quesos pueden estar com-
puestos por un numero discreto de cepas definidas (cultivos comerciales
seleccionados) o por un ecosistema natural compuesto por una gran diver-
sidad microbiana (cultivos naturales) (Spus y col., 2015). En estos ultimos,
la microbiota dominante estd compuesta por cepas de bacterias licticas que
actuardn como cultivos iniciadores del proceso fermentativo (Powell y col.,
2011). La elevada biodiversidad de los cultivos iniciadores naturales produce
quesos con sabores y aromas similares a aquellos hechos a partir de leche
cruda, y hace que los cultivos sean altamente resistentes a las infecciones
figicas, ya que las poblaciones de bacterias y fagos coexisten en un ambiente
compartido y autorregulado (Spus y col., 2015). En Canad4, muchos que-
sos Cheddar de larga maduracién se elaboran con estos fermentos, dado que
los cultivos comerciales seleccionados no han logrado reproducir la calidad
y las caracteristicas organolépticas esperadas. Sin embargo, la composicién
y actividad variables de estos fermentos no permiten controlar pardmetros
clave durante las fermentaciones ldcteas, siendo el motivo principal por el
cual han sido progresivamente reemplazados por cultivos Dvs. Los cultivos
DVS contienen pocas cepas seleccionadas que producen dcido léctico a par-
tir de lactosa a una velocidad controlada y predecible, dando como resultado
productos con caracteristicas homogéneas a lo largo del tiempo, disminu-
yendo ademds el riesgo de aparicién de contaminaciones no controladas. La
seleccién correcta de cepas para los cultivos Dvs es un proceso largo y com-
plejo, que se basa en criterios microbiolégicos, bioquimicos y tecnoldgicos,
los cuales dependerdn del producto especifico a elaborar. Como los cultivos
DVS contienen un escaso nimero de cepas, si existen fagos especificos contra
las mismas, ya sea en la leche cruda o pasteurizada, en la superficie de equi-
pos o en el ambiente de la planta ldctea, las infecciones pueden volverse evi-
dentes rdpidamente (Verreault y col., 2011). En consecuencia, la fagorresis-
tencia se vuelve uno de los principales criterios de seleccion de cepas a ser
incluidas en los cultivos Dvs.

La rotacién de cultivos es otra alternativa simple para reducir las propaga-
ciones fégicas a través de elaboraciones de quesos sucesivas (Mahony y col.,
2013). Las cepas rotadas en tales esquemas deben poseer una actividad aci-
dificante similar, pero perfiles de resistencia a fagos diferentes, y no debe-
rian contener profagos inducibles en su genoma. Sin embargo, esta estrate-
gia no es vdlida en el caso de las bacterias probidticas, ya que las mismas
poseen caracteristicas tinicas y no pueden ser reemplazadas fécilmente (Capra
y Mercanti, 2012). Algunas cepas de BAL son naturalmente resistentes a fagos
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por medio de diversos mecanismos, tales como la inhibicién de la adsorcién,
bloqueo de la inyeccién de ADN, sistemas de restriccién/modificacion, infec-
cién abortiva (Abortive Infection, Abi) y sistemas cRisPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) (Moineau y Lévesque, 2005; Doron y
col., 2018). En este sentido, varios estudios describen el aislamiento de cepas
mutantes resistentes a fagos (Bacteriophage Insensitive Mutants, BIMS) a par-
tir de cepas sensibles de Strep. thermophilus, Lactococcus, Lb. delbrueckii, Lb.
plantarum, Lb. helveticus, Leuc. mesenteroides y Leuc. pseudomesenteroides,
con adecuadas caracteristicas tecnoldgicas ademds de su fagorresisten-
cia (Guglielmotti y col., 2007; Briggiler Marc6 y col., 2014; Pujato y col.,
2018). En las dos ultimas décadas se ha revelado el rol esencial que juegan
los sistemas CRISPR en la generacion de Bims de Strep. thermophilus (Mills
y col., 2010; Hynes y col., 2016), lo cual sentarfa las bases para la produc-
cién de BiMs de grado alimentario como cultivos iniciadores para la indus-
tria ldctea. Este sistema permite obtener BMs naturalmente, luego de enfren-
tar cepas sensibles con fagos virulentos (de Melo y col., 2018). Sin embargo,
actualmente se ha mejorado mucho la investigacién de los sistemas CRISPR,
al punto de que es posible obtener BIMs resistentes a multiples fagos en un
ensayo ripido y inico, mediante la programacién de los sistemas crisPrR—Cas
(McDonnell y col., 2018). La creacién de bancos de Bims derivados de la
misma cepa sensible original pero con fagorresistencia mejorada y diversi-
ficada, podria utilizarse para la aplicacién de esquemas de rotacién de cul-
tivos (Mills y col., 2010). Con este objetivo, el grupo DuPont™ (DuPont
Nutrition Biosciences aps) subsidié estudios sobre la generacién de Bims basa-
dos en crispr, obteniendo finalmente una patente europea (EP 2325332 B1,
European Patent Specification, 31.10.2012 Bulletin 2012/44) (Barrangou
y Horvath, 2012). Otro desarrollo basado en crispr oftrece cultivos inicia-
dores compuestos por una combinacién de cepas de Strep. thermophilus
para la elaboracién de queso para pizza (CHOOZIT™ SWIFT, DUPONT™)
(Barrangou y Horvath, 2012). Ademds, la rotacién de las cepas que fueron
obtenidas mediante esta tecnologfa podria extenderse a los cultivos probidti-
cos, siempre que los genomas no sufran ningtn cambio por fuera de la regién
CRISPR que pudiera alterar la actividad funcional de la cepa.

No obstante los grandes avances en la obtencién de cepas de BAL
mediante ingenierfa genética (tecnologia de ARN antisentido, clonado del
origen de replicacién, fragmentos de anticuerpos neutralizantes, sistemas
suicidas activados por fagos, sobreproduccién de proteinas figicas) (Samson
y Moineau, 2013), existen aun muchas barreras legales que deberfan ser
resueltas antes de poder usar de manera irrestricta organismos genética-
mente modificados en alimentos.
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10. Lecheria ovina y produccion
de quesos como alternativa innovadora
y generadora de alto valor agregado

Carlos Meinardi, Mario Candioti, Silvina Rebechi,
Facundo Cuffia, Carina Bergamini y Susana Palma

Lecheria ovina en Argentina

A diferencia de lo que ocurre en otros paises del mundo, donde la produc-
cién de leche de oveja es una préctica milenaria, en Argentina se puede decir
que se trata de una actividad incipiente y que en ocasiones pierde rentabili-
dad por falta de conocimientos. A esto se suman algunas cuestiones que res-
tringen el potencial que entrafa un rebafio ovino, como ser la notable hete-
rogeneidad en los planteles con que se opera los que, ademds de no estar
formados por una raza definida, poseen un limitado nivel de productividad,
o bien el obsoleto criterio que ain persiste en muchos establecimientos de
considerar que la leche de oveja solo puede ser destinada a la alimentacién
de sus crias (Meinardi y col., 2012). En estas condiciones, la leche producida
es escasa y se destina mayoritariamente a la elaboracién de quesos artesanales
que muy a menudo no poseen una Sptima calidad (Bain, 2007).

Esta realidad se contrapone con lo que sucede a escala mundial donde
en paises como Italia, Grecia, Espana, Rumania, Francia, Turquia, Siria e
Irdn, entre otros, la lecherfa ovina estd muy desarrollada. En estos paises se
pueden encontrar los quesos de oveja mds famosos del mundo, como por
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ejemplo el Pecorino Romano, el Fiore Sardo y el Pecorino Sardo en Italia,
el Feta y el Teleme en Grecia, el Manchego y el Idiazdbal en Espafa y el
Roquefort en Francia, productos todos amparados por la Denominacién
de Origen Controlada (poc) (Ottogalli, 2005). En la Tabla 1 se presentan
algunos de los principales quesos de leche de oveja elaborados en distintos
paises, indicando el tipo de consistencia y las caracteristicas globales de su
composicion.

Tabla 1. Contenido promedio (% p/p) de materia grasa, proteinas, calcio
y fésforo en quesos de oveja de diferentes paises (Ramos y Juarez, 2011)

Pais Nombre Tipo de queso Materia Proteina  Calcio Fosforo
Grasa

Bulgaria Kaschkaval Pasta hilada 45 20 - -
Chipre Halloumi Madurado en salmuera 48 24 - -
Francia Roquefort Variedad azul 50 21 0,62 0,42
Grecia Feta Madurado en salmuera 40 18 0,65 0,40
Italia Pecorino Duro 42 29 0,40 0,32
Portugal Serra da Estrela Semiduro 56 26 0,65 0,53
Rumania Teleme Madurado en salmuera 50 18 0,53 0,40
Espaiia Manchego Semiduro 50-65 23 0,68 0,54

Segun recientes registros, en nuestro pais el ganado ovino cuenta con mds
de 15 millones de animales (Mueller, 2013). De estos, se estima que existen
unas 4000 ovejas en ordefie, distribuidas en unos 45 tambos que produ-
cen anualmente alrededor de 500000 litros de leche, lo que permite elabo-
rar aproximadamente 91000 kg de quesos (Busetti y Sudrez, 2009). Muchos
de estos quesos fueron desarrollados sobre la base del aporte realizado por
expertos europeos, fundamentalmente italianos, quienes trajeron la tecnolo-
gia utilizada en su regién incluyendo el nombre que, en muchos casos, per-
tenecia a quesos protegidos por la Denominacién de Origen. Esto propicié
la adopcién de metodologias que frecuentemente no eran las més adecuadas
para las caracteristicas de la leche que se disponia. En efecto, las diferencias
atribuibles a la genética de los planteles, la regién de cria, las pasturas y, fun-
damentalmente, a la escasa tradicién en el manejo de los rebanos para la pro-
duccién de leche, imponen la adopcién de metodologias adecuadas a cada
caso. Sin embargo, para cuando se comenzaron a visualizar estos problemas,
la situacién econdmica del pais habia cambiado y resultaba muy costoso
traer expertos extranjeros. En este contexto, fueron muy pocos los estableci-
mientos que tuvieron la capacidad de adaptar la tecnologia a las caracteristi-
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cas de su materia prima para obtener quesos de calidad, con un valor acorde
a los costos de produccién. Las empresas que no lograron alcanzar esta meta
se vieron obligadas a cerrar o bien a volcarse a otras producciones.

En la provincia de Santa Fe, parte importante de la regién agricola—gana-
dera e industrial de la Argentina, se concentran grandes extensiones de terri-
torio que son explotadas principalmente por pequenas y medianas empresas,
para quienes la produccién ovina representa un rubro mds, orientado fun-
damentalmente a la comercializacién de corderos jévenes para consumo cdr-
nico en el mercado interno. Ante esta situacién, desde la Universidad Nacio-
nal del Litoral se iniciaron acciones tendientes a impulsar el desarrollo e
investigacién de la lecherfa ovina.

Caracteristicas de la leche ovina

En general, las leches no tradicionales estdn asociadas a economias regiona-
les, pequenas escalas de elaboracién artesanal de productos de elevado valor
agregado. En este sentido, la leche ovina ocupa un lugar preponderante por
cuanto constituye una excelente fuente de proteinas, calcio, fésforo y lipidos
que, ademds, aporta vitaminas, macrominerales y oligoelementos, los que
acttian como cofactores de numerosas enzimas. En comparacién con la leche
bovina, la leche de oveja puede ser considerada como un producto natural-
mente concentrado, puesto que contiene mayores niveles de sélidos totales y
nutrientes indispensables que le confieren, entre otras cosas, una mayor vis-
cosidad y resistencia a la proliferacién bacteriana tras el ordeno, debida a su
elevada actividad inmunolégica (Ramos y Judrez, 2011).

En la Tabla 2 se muestran los valores de composicion global tipica para
leche de oveja y de vaca.

Tabla 2. Composicién global de leche de oveja y de vaca.
Los valores estan expresados en g/100 mL de leche!

Especie Soélidos Materia Proteinas Lactosa Cenizas Agua
totales grasa

Ovina 19,30 7,40 4,50 4,80 1,00 80,7

Bovina 12,70 3,70 3,40 4,80 0,70 87,3

1 Valores medios obtenidos a partir de diferentes fuentes.
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Es importante destacar que la composicién de la leche de oveja cambia
durante el periodo de ordefe (que se extiende desde octubre a mayo) dado
que se va concentrando a medida que avanza el ciclo de lactacién. Asi, los
s6lidos totales aumentan desde ~16% (p/v) a los 30—4s5 dias después del
parto (momento del destete de las crias e ingreso al tambo) hasta el ~26%
(p/v) al final de la lactacién, con un valor promedio de 19,30 %. Esta tenden-
cia se ve reflejada en los niveles de materia grasa y de proteinas, para los que
se verifican incrementos del 5,45 al 11,20% (p/v) y del 5,47 al 8,39% (p/v),
respectivamente, lo cual tiene un impacto directo en el rendimiento del pro-
ceso, tal como ha sido demostrado por Mercanti y col. (2008). Mediante un
método rdpido y sencillo estos autores realizaron una prediccién del rendi-
miento caseario de 421 muestras individuales de leche de oveja de raza Pam-
pinta (EEA INTA Anguil, La Pampa) provenientes del mismo rebafio, a tres
tiempos distintos durante un periodo de lactacién. Los resultados obteni-
dos, presentados en la Fig. 1, muestran que, si bien a los 108 dias de lacta-
cién hubo un ligero incremento en el rendimiento quesero, este Gltimo fue
muy superior hacia el final de la misma (213 dias), en concordancia con el
aumento en el contenido de materia grasa y caseina en las leches.
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Figura 1. Rendimiento quesero (% p/p) durante el periodo de lactacion

estimado por un ensayo de predicciéon para muestras de leche provenientes
de ovejas individuales del mismo rebano (Mercanti y col., 2008)
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Tecnologia de elaboracion de quesos

Existe una gran diversidad de tecnologias de elaboracién de quesos con las
que es posible obtener productos con caracteristicas muy distintas, prin-
cipalmente en lo atinente al tipo de pasta. En términos generales, puede
decirse que cuando se desea fabricar quesos con pasta mds o menos elds-
tica, el proceso se debe orientar a la obtencién de una cuajada predomi-
nantemente enzimdtica. Por esta razén, para garantizar el éxito de la elabo-
racién es fundamental que tanto la formacién del gel, la deshidratacion y
eventualmente la coccién del mismo, se realicen manteniendo un bajo nivel
de acidez. Estas condiciones se logran cuando el desuerado precede a la aci-
dificacién, de modo que esta comience a manifestarse durante el moldeo,
alcanzando su valor éptimo al finalizar el prensado. De esta forma, el grado
de mineralizacién del gel obtenido y, consecuentemente su poder buffer,
serd el aconsejado para este tipo de quesos, con niveles superiores a los de
una cuajada bdsicamente 4dcida.

Sobre la base de lo expuesto, en la Fig. 2 se presenta un diagrama de blo-
que de un proceso general de elaboracién de queso semiduro (o semicocido),
en el que se busca obtener una cuajada predominantemente enzimdtica.

Desarrollo de tecnologias de elaboracion de quesos de oveja,
tradicionales y probioticos

Desde la Universidad Nacional del Litoral se llevaron a cabo diversas
acciones tendientes a impulsar el desarrollo e investigacién de la leche-
ria ovina. En primera instancia, en la Escuela de Agricultura, Ganaderia
y Granja (EAGyG), dependiente de las Facultades de Ciencias Agrarias y
Ciencias Veterinarias, se comenzé con la instalacién de un tambo ovino
con el objetivo de generar una alternativa viable para mejorar la rentabili-
dad de las explotaciones agropecuarias que se desarrollan en pequenas par-
celas de tierra. Esta etapa concluyé con la puesta en marcha del primer
tambo de ovejas en la Region Litoral, actualmente consolidado en el pre-
dio de la eAGyG.

La potencial disponibilidad de leche que conlleva la presencia de un
tambo ovino despert6 el interés de investigadores del Instituto de Lacto-
logia Industrial (INLAIN), por lo que comenzaron a desarrollarse proyec-
tos de investigacién relacionados a esta nueva materia prima y a los pro-
ductos casearios derivados de la misma. A fin de conocer la composicién y
aptitud tecnoldgica de la leche producida por la EaGyg, se llevaron a cabo
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estudios comparativos con la leche proveniente de ovejas Pampinta del

tambo modelo ubicado en la Estacién Experimental del inta Anguil (La

Pampa). A partir de ello, se desarrollaron tecnologias adaptadas a la pro-

duccién de quesos de oveja con el objetivo de lograr productos naciona-

les tipicos, de buena calidad y con caracteristicas bien definidas. Teniendo

en cuenta la disponibilidad estacional de la leche de oveja (solo se produce

durante aproximadamente 6 meses al afio), esta primera etapa estuvo orien-

tada al desarrollo de dos tecnologias que, utilizando la misma leche, per-
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mitieran elaborar quesos bien diferenciados y que pudieran ser obtenidos
en cualquier época del ano (Candioti y col., 2009; Bergamini y col., 2010).
Sobre esa base, se optimizaron dos protocolos:

a) Para la fabricacién de quesos semiduros de corta maduracién, que se
pudieran consumir a los 40—45 dias como «quesos de mesa». Este proto-
colo comprende una coccién suave de la cuajada en la tina y el empleo de
un fermento primario compuesto exclusivamente por cepas de Streptococcus
thermophilus, lo que permite obtener quesos con mayor contenido de hume-
dad, de sabor suave y ligeramente 4dcido, cuyas caracteristicas organolépticas
6ptimas se alcancen a los 45 d de elaboracién.

b) Para la elaboracién de quesos duros, con periodos de maduracién mds
extensos, cercanos a los 6 meses. Para estos quesos se utilizé un fermento pri-
mario constituido por cepas de Streptococcus thermophilus y lactobacilos ter-
mofilos, y la cuajada fue reducida (por lirado) a granos de menor tamarfo,
los cuales fueron sometidos a una mayor temperatura de coccién. Bajo estas
condiciones, se pudieron obtener quesos mds secos, con un mayor nivel de
protedlisis y acidez, textura mds granulosa, y de sabor y aroma mds intensos.

Frente a los logros alcanzados con la implementacién del tambo ovino y
los resultados obtenidos con las tecnologias disefiadas para la produccién
de quesos, la Secretaria de Vinculacién Tecnoldgica de la UNL, con recursos
propios y con la ayuda de proyectos nacionales, construyé una planta proce-
sadora en dependencias de la EAGyG cuya funcién, ademds de tener una fina-
lidad docente, permite mostrar a los emprendedores una unidad de produc-
cién de quesos de leche de pequefios rumiantes. Esta planta, inaugurada en
septiembre del 2008, estd habilitada para la fabricacién y comercializaciéon a
nivel nacional de cinco tipos de quesos ovinos, inscriptos bajo la marca «De
La Escuela».

Para diferenciarlos y darles una caracteristica de tipicidad, sus nombres
fueron tomados de vocablos de los pueblos originarios, antiguos habitantes
de este territorio. A tal efecto, se adoptaron las siguientes denominaciones:
Arandu (del guarani que significa: «sabidurfa»), para los quesos de humedad
intermedia y baja; Albua (del toba que significa: «tierra»), para el queso con
pimienta; Sayaten (del toba que significa: «saber»), para el queso con nueces;
y Kamby (del guarani que significa: «leche»), para el queso de alta humedad.

En una etapa posterior, en un intento por acrecentar ain mds el mag-
nifico potencial que presentan los quesos de oveja, se comenzé a trabajar
para hacer de estos un alimento funcional, es decir que, mds alld de su cali-
dad nutricional, provean al consumidor beneficios extras que contribuyan a
mejorar su salud y reducir el riesgo de padecer enfermedades.
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Con este propésito, en el INLAIN se estudi6 la forma mds conveniente de
enriquecer los quesos de oveja a través de la incorporacién, como fermento
secundario, de bacterias probidticas de probada idoneidad.

Para estas experiencias se adoptaron dos tipos de quesos (de aproxima-
damente 800 g/horma) elaborados con las tecnologias desarrolladas en el
INLAIN ya mencionadas. En ambos casos se estudiaron, individualmente,
dos cultivos adjuntos, probidticos comerciales: Bifidobacterium bifidum BB12
y Lactobacillus acidophilus 1as. Los quesos se maduraron durante 45 dias
a 12°C y 85% de humedad relativa. Durante dicho periodo, en los quesos
semiduros el probiético BB12 exhibié un buen nivel de supervivencia mien-
tras que el LAs mostré una disminucién de su viabilidad de un orden loga-
ritmico. Por otra parte, en los quesos que por su fermento y tecnologia apli-
cada, se asemejaban a quesos duros, la viabilidad de los dos probidticos se
mantuvo a lo largo de los 45 dias de maduracién. El andlisis sensorial reali-
zado por un panel entrenado, si bien evidencié ligeras diferencias entre los
quesos experimentales elaborados con bacterias probidticas, concluydé que
todos ellos presentaron excelentes caracteristicas organolépticas (Zalazar y
col., 20105 Palma y col., 2011; Perotti y col., 2011; Cufha y col., 2018).

Mids recientemente, con el objetivo de mejorar y estandarizar la calidad de
estos productos, se comenzd a trabajar en el desarrollo de un fermento natu-
ral. Para ello, el estudio se orient4 hacia la obtencién de una leche fermento
(LE), que es uno de los fermentos naturales mds antiguos utilizados en la ela-
boracién de quesos. Si bien actualmente en las grandes industrias la LF se
ha ido reemplazando por fermentos comerciales (desarrollados para leche
bovina), para las pequefas industrias continta siendo una alternativa inte-
resante debido a que presenta una buena resistencia a bacteriéfagos, es de
bajo costo y los quesos elaborados con ella exhiben caracteristicas sensoriales
imposibles de reproducir mediante fermentos comerciales.

Para estas experiencias, la LF fue obtenida a partir de leche de oveja por
seleccién térmica (10 min a 62°c) y posterior incubacién a 42°c por apro-
ximadamente 2,5 h. Este fermento tuvo un valor medio de pH igual a
4,9010,16 y una acidez Dornic de 90,0%15,4°D, y su andlisis microbioldégico
arrojé los siguientes resultados: gérmenes totales 10° UFC/mL, contaminan-
tes (coliformes, mohos y levaduras) < 10 UFc/mL y enterococos < 10 UFC/mL
(Sudrez y col., 2013). Los estudios se realizaron en quesos de aproximada-
mente 700 - 800 g a los que se maduré durante 120 dias en cdmara a 12°C
y 85% de humedad relativa.

Los resultados obtenidos demostraron que mediante el empleo de fer-
mentos naturales es posible obtener quesos con una calidad sensorial cons-
tante a lo largo de todo el periodo de lactacién, lo cual no se pudo lograr

231



utilizando fermentos comerciales. Asimismo, el andlisis sensorial, a cargo
de un panel entrenado, revel6 que los quesos elaborados con LF presenta-
ron un flavor residual amargo, picante y salado en intensidad muy baja,
que las puso por encima de los elaborados con fermentos comerciales
(Rebechi y col., 2013, 2014).

Como colofén puede decirse que, més alld de la riqueza composicional
que entrafia la leche ovina, con la tecnologia adecuada es posible obtener
productos de altisima calidad, placenteros al paladar y que, sin detrimento
de estos atributos, pueden convertirse en un alimento funcional.
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11. Nuevas tendencias en la
industrializacion de la leche bubalina

Silvina Rebechi, Carlos Meinardi, Facundo Cuffia,
Mario Candioti y Guillermo George

Si bien la leche de vaca tiene un claro protagonismo en la produccién mun-
dial, las leches de otras especies estdn ganando répidamente popularidad
debido a los beneficios nutricionales e incluso propiedades medicinales atri-
buidas a su consumo (Smiddy y col., 2012). En este sentido, la produccién
mundial de leche bubalina ha experimentado un sostenido crecimiento a
nivel internacional, lo que la posiciona actualmente en el segundo lugar con
mds del 13,2 % de la produccién mundial. Aproximadamente el 90 % de esta
leche se produce en la India y Pakistén y se consume como leche fluida, pro-
ductos fermentados y cuajadas frescas (Sindhu y Arora, 2011).

Desde el punto de vista taxondmico, el bufalo pertenece a la familia
Bovidae, existiendo en el mundo dos tipos de bufalos: los bufalos de agua
(Bubalus bubalis) y los bufalos de pantano (B. carabanesis) (Khedkar y col.,
2016). Si bien en su constitucién anatémica es similar al bovino, su mayor
resistencia a las enfermedades, su larga vida productiva (ya que puede ser
explotado por 9 a 10 periodos de lactacién), su adaptabilidad a ambientes
hostiles e incluso anegados y su capacidad de producir una leche de buenas
caracteristicas tecnoldgicas y nutricionales consumiendo pastos de mediana y
baja calidad hacen que los bifalos ocupen zonas marginales donde el ganado
bovino dificilmente se adapte (Sindhu y Arora, 2011; Khedkar y col., 2016).
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La Argentina posee la tercera poblacién bubalina de América del Sur.
Cuenta con mds de 120000 bfalos que se distribuyen principalmente en el
noreste argentino (NEA) y en menor escala en zonas anegadas del delta entre-
rriano—bonaerense (Crudelli y col., 2014). Las razas que predominan en la
regién son la Mediterrdnea, la Murrah (dos de las razas de mayor importan-
cia econémica en el mundo) y sus cruzas, todas buenas productoras de leche
(Mignaquy, 2010; Crudelli y col., 2014).

El principal destino que se le da en el pais a esta especie es la produccién
de carne, siendo la produccién de leche incipiente. Esta actividad se ini-
cié en 1992 y actualmente existen algunos establecimientos lecheros en las
provincias de Formosa, Corrientes, Misiones, Santa Fe, Tucumdn y Buenos
Aires cuyos productos son poco difundidos (Patifio, 2004; Almiron, 2011).
Ademds, nuestro pais posee un importante potencial para la explotacién
bubalina ya que cuenta con 8 millones de hectdreas bajas y anegadizas donde
el ganado vacuno no se adapta, que podria albergar hasta 4 millones de bufa-
los, animales que se adaptan perfectamente a estas zonas adversas. En parti-
cular, el 25% de estas dreas se encuentra en Santa Fe, en los bajos submeri-
dionales y la costa del Parand. Por otra parte, es importante considerar que la
recurrencia de inundaciones en nuestra region en los dltimos afios ha incre-
mentado la extensién de estos terrenos (Crudelli y col., 2014).

La utilizacién de leches no tradicionales (bubalina, ovina y caprina) en la
elaboracién de productos lécteos, en particular quesos, estd impulsada por
pequefias producciones regionales que han visto en la industrializacién de
estas leches una fuente de recursos econémicos mds alld del tradicional apro-
vechamiento de la carne. Por lo expuesto, el crecimiento de esta industria
dependerd en gran medida de los mercados que puedan crearse basdndose en
la aceptabilidad de los productos licteos que se desarrollen, y de la investiga-
cién que respalde a esta incipiente rama de la industria ldctea.

Importancia de la leche bubalina

La leche bubalina se caracteriza por su coloracién blanca opaca (debido a
la ausencia de B—caroteno) y su marcado sabor dulce. Recibe una creciente
atencién e inversién en investigacién en muchos paises debido a su perfil
nutricional dnico. Compardndola con la leche bovina es més rica en grasa,
proteina, lactosa, sélidos totales, vitaminas y minerales (como ca, P y Mg),
y posee menor contenido de colesterol y de los minerales Na y x (Tabla 1).
Desde el punto de vista tecnoldgico, la elevada concentracién en compo-
nentes de interés caseario, sumado al tamano de sus micelas, hacen de la
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leche bubalina una excelente materia prima para la elaboracién de quesos
por cuanto permite lograr productos con mayor rendimiento y un inmejo-
rable perfil nutricional (Sindhu y Arora, 2011). Sin embargo, dichas diferen-
cias composicionales derivan en que la aplicacién de los procesos tecnoldgi-
cos convencionales sean a menudo inadecuados. Las tendencias emergentes
en investigacién y desarrollo en el procesamiento de la leche bubalina sugie-
ren que hay un amplio margen para adaptar la tecnologfa. Varios produc-
tos ldcteos tradicionales deben sus caracteristicas Ginicas a esta leche y en par-
ticular los quesos elaborados a partir de leche bubalina son cada vez mis
populares en todo el mundo (Khedkar y col., 2016).

Tabla 1. Diferencias composicionales en los constituyentes

mayoritarios de la leche bubalina y la bovina

Composicion % (p/v)

Tipo Pais Solidos Grasa Solidos Proteinas Lactosa Cenizas
de leche totales no grasos

Bubalina  Italia 16,86 7,22 9,64 3,95 4,88 0,81
Bubalina  Egipto 16,40 6,37 10,03 3,87 5,00 0,79
Bubalina Unién Soviética 18,00 8,00 10,00 4,32 4,96 0,84
Bubalina  India 17,02 7,06 9,96 3,90 5,28 0,78
Bubalina  Argentina* 15,07 5,08 9,99 4,68 4,49 0,83
Bovina India 13,93 4,90 9,43 3,42 4,91 0,70
Bovina Estados Unidos 13,39 4,14 9,25 3,58 4,96 0,71

Fuente: Khedkar y col. (2016)
* Datos de argentina fuente propia: Rebechi y col. (2012)

Productos lacteos. Quesos

Si bien la mayoria de las variedades conocidas de quesos se elaboran a par-
tir de leche bovina, particularmente en quesos donde se desean ciertas carac-
teristicas como textura fibrosa y masticabilidad la leche bubalina es mds
adecuada para su elaboracién, como el queso Mozzarella, Panner y Queso
Blanco Salado. En la Tabla 2 se presentan algunas variedades de quesos, con
su pais de origen. Ademds de estos quesos algunas variedades que tradicio-
nalmente se fabrican con leche bovina, han sido elaboradas con leche buba-
lina (Sindhu y Arora, 2011; Khedkar y col., 2016).
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Tabla 2. Principales variedades de quesos elaboradas con leche bubalina

Pais de origen Quesos

Italia Mozzarella

India Paneer

Egipto Domiati

América del Sury Central  Queso Blanco

Paises Balcanicos Queso Blanco salado y encurtido

Fuente: Arora y Khetra (2017)

Mozzarella

El queso Mozzarella tradicionalmente se elabora exclusivamente con leche
bubalina y sus origenes se remontan al siglo vi1, cuando se introduce el
ganado bubalino en el sur de Italia. En 1979 se le da el reconocimiento de
queso tipico y en 1993 adquiere, bajo el nombre de Mozzarella di Bifala
Campana, la categoria «producto con denominacién de origen protegida»
(poc 10/05/93) (Zicarelli, 2001).

Es un queso blando sin maduracién, de alto contenido de humedad y per-
tenece a la familia de los quesos de pasta hilada que se distinguen por la
estructura de su pasta que deriva de una tecnologia de produccién especial.
La caracteristica mds distintiva de esta tecnologia es la etapa de hilado que
consiste en el amasado de una cuajada acidificada sumergida en agua muy
caliente. Se identifica por su color blanco, superficie brillante y textura suave.
Por sus caracteristicas es un producto que no encuentra comparacién, por su
sabor particularmente delicado y altamente exquisito, en derivados obtenidos
de otros tipos de leches (Citro, 1981).

Paneer

El Paneer es un queso muy popular de la India, similar a un queso blando no
madurado que se utiliza para preparar una variedad de platos y aperitivos. Se
lo obtiene por coagulacién 4dcida y alta temperatura. Contiene grandes agre-
gados estructurales de proteinas formados por caseinas, proteinas del suero
desnaturalizadas, grasa y una porcidn de sales y lactosa. Se caracteriza por un
color blanco marmolado, sabor dulce y ligeramente é4cido, cuerpo esponjoso
y una textura muy unida. Tiene un excelente perfil nutricional ya que retiene
aproximadamente el 90 % de la materia grasa y proteinas, el 50% de los mine-
rales y el 10% de la lactosa de la leche original (Kumar y col., 2014)
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Domiati

El queso Domiati es una variedad, muy popular en Egipto y paises drabes,
de queso blando, blanco y encurtido. En su elaboracién se agrega entre 8 y
15 % de Nacl antes de la coagulacién lo que produce una solubilizacién par-
cial del fosfato de calcio coloidal, resultando en un incremento del calcio
soluble. La utilizacién de la leche bubalina compensa la formacién de un
codgulo débil provocado por la alta adicién de Nacl (Hamad, 2015).

Queso Blanco

Es un queso fresco elaborado con 4cidos orgdnicos o con fermentos. Tiene un
caracteristico sabor 4cido suave y cuerpo similar a la Mozzarella, con buenas
propiedades de corte. En la elaboracién del Queso Blanco, la leche bubalina se
estandariza al 3% (p/v) de materia grasa y se precalienta a 80°c, seguida de la
adicion del 4cido orgdnico diluido bajo agitacion suave (Arora y Khetra, 2017).

Nuestro grupo de trabajo

En la provincia de Santa Fe, en el afio 2009 se instala un plantel de bufalos
provenientes de la provincia de Formosa, en el predio de la Escuela de Agri-
cultura, Ganaderfa y Granja (EAGyG) dependiente de UNL, destinado a la
produccién de leche bubalina a fin de incrementar la productividad.

Para nuestro grupo, que tiene una trayectoria de trabajo en conjunto con
la EAGyG, se presenté el desafio de transformar en un producto licteo, espe-
cificamente queso, una materia prima desconocida hasta el momento como
la leche bubalina. A partir de ello se desarrollaron tecnologias que se adap-
ten a la produccién de diferentes tipos de quesos bubalinos con caracteristi-
cas distintivas definidas por el tipo de leche.

Quesos de pasta hilada de corta y mediana maduracion

Se inici6 optimizando la tecnologia para obtener un queso fresco de pasta
hilada, tipo Mozzarella, que si bien es un queso muy difundido en Italia y
alcanza su mdxima expresién de calidad en la Mozzarella di Bifala Campana,
en nuestro pafs es muy poco conocido. Para lograr este queso, se trabajé
siguiendo el proceso tradicional italiano, con las modificaciones requeri-
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das para lograr un producto de caracteristicas fisicoquimicas y organolépti-
cas adecuadas. En la Fig. 1 se presenta el perfil de temperaturas y las princi-
pales etapas tecnoldgicas requeridas en la elaboracién de un queso fresco de

pasta hilada.
70 — Pasteurizacion
63°C x 20 min.
60 |—]
%0 1 53 4 567 8
2 Ll Ll Lo e
S 40 | -0 o—o l l l
g o
g 30
5
[
20 -
10
Y r T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

Figura 1. Perfil de temperaturas y principales etapas tecnolégicas requeridas
en la elaboracion de un queso fresco de pasta hilada con leche bubalina

Referencias: 1. Agregado de fermento; 2. Agregado del cuajo; 3. Visualizacion de la coagulacion; 4. Lirado; 5-6-.7.
Agitacion muy suave; 8. Cuajada bajo suero pH:6,2; 9. Extraccion de la cuajada pH:5,45; 10. pH:4,95 comienzo
del cortado de la cuajada; 11. Inicio del hilado.

Fuente: Rebechiy col. (2016)

Los productos presentaron pardmetros fisicoquimicos (humedad y mate-
ria grasa en el extracto seco) encuadrados en lo que estipula el caa en su
articulo 618 para el queso Mozzarella y, ademds, el valor proteina/materia
grasa fue superior (0,862) al reportado para la Mozzarela di Biifala Campana
(0,684) (Rebechiy col., 2016).

Por tratarse de un producto pricticamente desconocido en nuestro pais,
la realizacién de un estudio de mercado se hace necesaria, o cuanto menos
muy atil, para el posterior andlisis de las variables econémicas. Es por ello
que, en el marco de una tesina de grado se llevaron a cabo estudios para
determinar las caracteristicas sensoriales del queso Mozzarella elaborado con
leche bubalina de la regidn, al igual que aspectos tales como conservacién y
aceptabilidad en el mercado, profundizando asi el estudio de estos aspectos
(Zanardi, 2013a). Las caracteristicas sensoriales se determinaron mediante el
andlisis descriptivo cuantitativo con un panel sensorial y los ensayos de acep-
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tabilidad se llevaron a cabo con grupos de personas seleccionadas al azar
que representen la poblacién en estudio. Ambas metodologias de evalua-
cién se llevaron a cabo para diferentes tiempos de maduracién. Las mozzare-
llas se envasaron al vacio a las 24 horas de elaboradas y se conservaron refri-
geradas durante 5 semanas y congeladas por 15 semanas (Zanardi, 2013a).
Los resultados obtenidos fueron satisfactorios ya que los mismos cumplie-
ron con las caracteristicas sensoriales estipuladas en el caa (art. 618). Los
quesos recién elaborados presentaron olor poco intenso, color blanco claro
casi neutro, dureza, elasticidad y masticabilidad relativamente baja, flavor
global intermedio y con leve sabor a crema. A las 4 semanas de conserva-
cién para los quesos refrigerados y a las 15 semanas para los congelados el
panel sensorial detecté apreciables modificaciones en los pardmetros de tex-
tura, resultando un queso mds blando, con menor elasticidad y masticabili-
dad (Zanardi, 2013b).

En cuanto a los ensayos de aceptabilidad, los de mayor aceptacién fueron
los que se conservaron refrigerados durante 3 semanas y los conservados con-
gelados durante 6 semanas (Zanardi, 2013a).

Es oportuno aclarar que estos resultados son mds que alentadores por
cuanto en nuestro pafs, a diferencia de Italia, la zona de produccién lechera
se encuentra alejada de los grandes centros de consumo por lo que la comer-
cializacién serfa factible ya que la mayor aceptabilidad la obtuvo el producto
con un cierto periodo de maduracidn.

Continuando con la linea de pasta hilada, se elaboraron quesos semicoci-
dos de pasta hilada de forma cilindrica y a partir del trozado se obtuvieron
Provoletas. La provoleta es un queso tipico argentino de aproximadamente
10 mm de altura y 120 mm de didmetro con poca maduracién (aproxima-
damente 20 a 25 dias) envasado al vacio, y que se consume previo calenta-
miento en la tradicional parrilla del asado. El producto obtenido de leche
bubalina aportd, ademds de las conocidas caracteristicas nutritivas y el sabor
exquisito, la ventaja de soportar mds tiempo de calentamiento sin escurrirse
de la parrilla compardndolo con el elaborado con leche bovina (Rebechi y
col., 2017a).

Quesos de pasta semicocida
En un intento por acrecentar el potencial que presenta la leche bubalina se
desarrollaron protocolos para elaborar quesos de pasta semicocida. Si bien la

leche bubalina no estd considerada una buena materia prima para elaborar
este tipo de quesos, existen diferentes estrategias para obtenerlos.
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Esta variedad se caracteriza por su cuerpo, textura y sabor agradable otor-
gados por la maduracién, por lo que el empleo de leche bubalina como mate-
ria prima resultard un producto con cuerpo y textura dura, gomosa, seca y
poco sabor desarrollado (Sindhu & Arora, 2011). Estos defectos se deben
principalmente a un lento desarrollo de acidez, menor retencién de hume-
dad y menor tasa de cambios bioquimicos, que juegan un rol importante
en el desarrollo del sabor, cuerpo y textura caracteristicos de estos quesos
(Arora y Khetra, 2017). Se han sugerido en la bibliografia ciertas modifica-
ciones para mejorar la calidad de los quesos, las que incluyen un tratamiento
térmico intenso a la leche, mayor adicién de fermentos, adicién de fermen-
tos adjuntos y Nacl, asi también como tecnologfas novedosas como la filtra-
cién por membrana y el tratamiento de alta presién (Arora y Khetra, 2017).

Los quesos obtenidos presentaron, contrariamente a lo reportado por la
bibliografia, una pasta homogénea, sin ojos y una textura comparable a los
quesos semicocidos elaborados con leche de vaca, aunque con algo menos
de sabor, lo que es coincidente con lo informado por Sindhu y Arora (2011),
y Arora y Khetra (2017). Los quesos con un periodo de maduracién de
entre 30 y 45 dias fueron presentados en tres ferias provinciales y por esto,
mediante el ensayo de aceptabilidad, se puede decir que el 75% de los con-
sumidores encuestados (950 personas) catalogé al queso como bueno o muy
bueno (Rebechi y col., 2014).

Los resultados del andlisis sensorial (30 y 150 dias de maduracién) refleja-
ron que durante la maduracién se produjo una disminucién en la elasticidad,
la cohesividad y la masticabilidad, conjuntamente con un incremento en el
olor. Sin embargo, el flavor global no evoluciond por cuanto no se detectaron
variaciones significativas en los atributos analizados (Rebechi y col., 2014).

Debido a que los quesos semicocidos obtenidos se caracterizaron por
tener un flavor poco acentuado, este hecho presentd el desafio tecnoldgico
de lograr quesos con sabor mds desarrollado en tiempos deseados de madu-
racién, dadas las particularidades fisicoquimicas de la leche.

Teniendo presente que los quesos semicocidos que se elaboran con leche
ovina tienen un flavor muy acentuado debido a las caracteristicas fisicoqui-
micas y microbiolégicas de esta leche, se utilizé como estrategia la mezcla de
leche de bubalina con leche ovina para mejorar las caracteristicas organolép-
ticas de los quesos. Esta prictica, el empleo de mezcla de leches de diferentes
especies de mamiferos es una prictica arraigada y comin en la elaboracién
de algunos quesos tipicos europeos (Rebechi y col., 2015).

Sobre la base de lo expuesto, en la Fig. 2 se presenta el diagrama de blo-
ques del proceso de elaboracién de queso semicocido con una mezcla de
leche que consistié en un 80 % de leche bubalina y un 20 % de leche ovina.
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Figura 2. Diagrama de bloques para el proceso de elaboracién
del queso semicocido

Los quesos obtenidos mejoraron sustancialmente el flavor con respecto
a los elaborados con el 100% de leche bubalina, lo cual indica que la adi-
cién parcial de leche ovina mejora las propiedades organolépticas del queso.
En este sentido, los pardmetros evaluados en la lipélisis (dcidos grasos libres
cuantificados por Gc) y en la protedlisis (fracciones nitrogenadas y pépti-
dos solubles identificados por HPLC) reflejaron un incremento en los quesos
elaborados con la mezcla de leches (Rebechi y col., 2017b). Estos hechos se
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relacionan con el aumento de las NsLAB (enterococos), microorganismos con
mayor capacidad proteolitica y lipolitica que los microorganismos del starter.
En la Fig. 3 se presenta la evolucién del recuento de enterococos durante la
maduracién (Starez y col., 2015).
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Figura 3. Evolucion del recuento de enterococos en quesos ovinos,
bubalinos y bubalino/ovino durante la maduracion

Referencia: I. queso ovino. Il. queso bubalino/ovino. lll. queso bubalino.
Fuente: Suarez y col. (2015)

En la actualidad, nuestro grupo continda con la linea de investigacién de
la leche bubalina. Recientemente, los estudios se han orientado a utilizar
esta materia prima como complemento de la leche bovina en la elaboracién
de quesos semicocidos a fin de mejorar la calidad nutricional del producto,
sin afectar sus caracteristicas organolépticas.
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Adulteracion de leche y productos lacteos

Silvina Rebechi, Susana Palma,
Verénica Wolf y Ma. Cristina Perotti

Consideraciones generales

El estudio de genuinidad y/o adulteracién de productos e ingredientes ali-
menticios son topicos emergentes en el sector alimentario. Si bien se ha prac-
ticado por afios, se ha ido sofisticando con el tiempo (Van Ruth y col., 2010).

La leche es un fluido biolégico y representa uno de los sistemas fisico-
quimicos mds complejos. Sus componentes tienen importantes propiedades
nutricionales y tecnoldgicas (Ulberth, 2000; Van Ruth y col., 2010).

La adulteracién de la leche y de los productos licteos es una prictica
intencional y fraudulenta impulsada por una motivacién econdémica para
reducir los costos de produccién, aumentar los mérgenes de beneficios y que
impacta negativamente en la calidad de los productos y en algunos casos
también en la salud puablica (Park y col., 2014).

La leche es considerada genuina y no adulterada cuando desde la pro-
duccién hasta el consumo no se han modificado de forma voluntaria sus
constituyentes naturales ni se han hecho manipulaciones destinadas a ocul-
tar defectos de calidad. Las principales adulteraciones que se realizan sobre
la leche son el agregado de grasas extrafias, proteinas vegetales, leches de
diferentes especies, suero, y aguado. Por el contrario, algunos adulterantes
pueden ser perjudiciales para la salud (urea, detergentes, sulfato de amonio,
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melanina, entre otros) (Ulberth, 2000; Abernethy y col., 2016; Nascimento
y col.,, 2017). En particular, el agregado de suero de queseria a la leche fluida
y en polvo, y de grasas de origen animal o vegetal a la grasa lictea, son proce-
dimientos no avalados por la Legislacién Alimentaria Argentina (caa).

En este capitulo, se describen los métodos reportados y los resultados
obtenidos en el INLAIN relacionados a la deteccidn de grasas de origen ani-
mal y vegetal en grasa lictea bovina a través del empleo de técnicas cromato-
grificas y quimiométricas. En cuanto al agregado de suero en leche, se discu-
ten los métodos analiticos utilizados para su deteccién y los estudios llevados
a cabo por nuestro grupo en relacién a esta temdtica.

Adulteracion de la grasa lactea con grasas extranas

La grasa ldctea, al igual que otras grasas de origen animal y aceites/gra-
sas de origen vegetal, tienen una contribucién muy significativa en nues-
tra dieta para cocinar, freir, preparar ensaladas o en la formulacién de ali-
mentos. Particularmente, la grasa ldctea es un componente alimentario
importante y juega un rol significativo en la economia, nutricién y pro-
piedades fisicas y quimicas de la leche y los productos derivados (Kumar
y col., 2010; Azadmard-Damirchi y col., 2015). La determinacién de la
pureza, identidad, genuinidad o, por el contrario, de la adulteracién de
la grasa ldctea en particular y de los aceites y grasas comestibles, en gene-
ral, es un tépico de enorme interés y que ha sido objeto de muchos estu-
dios desde hace décadas (Azadmard—Damirchi y col., 2015). En algu-
nos casos, la adulteracién suele no representar un problema de salud; sin
embargo, puede ocasionar serios problemas en la industria alimentaria
ya que el uso de grasas o aceites adulterados puede afectar los procesos.
La grasa ldctea al igual que otros aceites y grasas comestibles (aceite de
oliva, manteca de cacao) tienen un precio elevado por lo que resulta tenta-
dor su reemplazo con grasas o aceites de menor costo con fines econémicos
(Azadmard—Damirchi y col., 2015). Entre las diferentes formas de adultera-
cién de la grasa ldctea, aquellas llevadas a cabo con grasas de origen animal
son las mds dificiles de detectar (Ulberth, 1994, 1995; Kumar y col., 2009).
Es una prdctica antigua e ilegal en la mayoria de los paises; sin embargo,
aun se sigue practicando y, ademds, las adulteraciones de alimentos o
ingredientes se han sofisticado por lo que las estrategias analiticas tradicio-
nales en muchos casos no son completamente adecuadas o suficientes para
descubrirlas y garantizar la calidad del producto (Park y col., 2014). Es por
ello que se han desarrollado metodologias de andlisis cada vez mds avanza-
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das, rdpidas, no destructivas, pero que en muchos casos tienen la desven-
taja de ser complejas, requerir personal calificado y tener un costo elevado
(Van Ruthy col., 2010). En algunos casos se puede usar la presencia/ausencia
de un componente particular que caracteriza a una determinada grasa/aceite
como marcador o farget; por ¢j., la presencia de fitosteroles (stigmasterol,
campesterol, sitosterol) en manteca indica que la misma se ha mezclado
con grasas/aceites vegetales (Azadmard—Damirchi y col., 2015), el com-
puesto s—metil-2—hepten—4—ona (filbertona) presente en el aceite de ave-
llana se ha usado como marcador para determinar adulteracién de aceite
de oliva con aceite de avellana (Cizkova y col., 2013), y el brasicasterol, un
esterol que se encuentra exclusivamente en el aceite de canola y el sesamol,
sesamina y sesamolina, que son componentes Gnicos del aceite de sésamo,
cuya presencia puede usarse para detectar el agregado de aceite de canola o
sésamo, respectivamente (Azadmard—Damirchi y col., 2015).

Caracteristicas y composicion de la grasa lactea bovina

La grasa en la leche existe como glébulos grasos en su estado natural. Estas
entidades biolégicas (de aproximadamente 4 um de didmetro) tienen una
arquitectura compleja compuesta por un nucleo rico en triacilgliceroles
(TAG) envuelto por una membrana bioldgica (membrana del glébulo graso,
MFGM por sus siglas en inglés), la cual es responsable de la integridad y la
estabilidad del glébulo graso en el medio acuoso. La composicién y estruc-
tura Gnicas de los glébulos de grasa de la leche conducen a funcionalidades
especificas (Lopez, 2011).

El contenido de grasa en la leche cruda bovina varia del 3 al 6% (p/v).
Diversos factores tales como la alimentacidn, la raza, el periodo de lactacién,
el estado fisiolégico del animal y el intervalo entre ordefios influyen no sélo
en el contenido total de grasa en la leche sino también en la composicién de
la misma (MacGibbon y Taylor, 2006; Yoshinaga y col., 2013).

Los lipidos de la grasa de leche son en su mayoria triacilglicéridos (Tac)
(95-98%), ésteres del glicerol con diferentes 4cidos grasos (aG). Son una
fuente de energfa y nutrientes, y responsables de ciertas propiedades fisico—
quimicas y de superficie que posee la grasa lictea tales como hidrofobicidad,
densidad, fusién y cristalizacién. Ademds, la grasa es un importante ingre-
diente que aporta caracteristicas deseables de textura y flavor a los alimen-
tos. En ella, también estdn presentes en menores cantidades diacilglicéridos,
monoacilglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos, todos correspondientes a la
fraccién saponificable, y niveles trazas de AG en estado libre. En bajos niveles
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y pertenecientes a la fraccién insaponificable se encuentran los esteroles, vita-
minas liposolubles y carotenos (Jensen, 2002; MacGibbon y Taylor, 2006).

La composicién de 1aG de la grasa ldctea es extremadamente compleja
debido a que muchos aG, con diferentes longitudes de cadena y grado de
insaturacién, pueden esterificar las tres posiciones del esqueleto de glicerol.
Considerando solamente los AG que estdn en concentraciones superiores a
1% (p/p) (que son aproximadamente 15), se tendrian 2744 posiciones poten-
ciales de ubicacién si la distribucién fuera al azar; sin embargo, este nimero
se simplifica bastante ya que los AG se esterifican preferencialmente en posi-
ciones especificas durante los mecanismos de sintesis. Se tienen muchas
especies de TAG que varfan considerablemente en un amplio rango de pesos
moleculares, desde 470 a 890 g/mol, lo que corresponde a un rango de car-
bonos acilo desde 24 a 56, distinguiéndose dos nodos compuestos por espe-
cies dominantes de TAG con carbonos acilo desde 36 a 40 y desde 46 a 52,
para la grasa de leche bovina (Lopez, 2011). Estos TaG principales estdn com-
puestos por una combinacién de AG de cadena larga saturados (Cy4g, Cig0
Cig) € insaturados (Cpg, ) ¥ AG de cadena corta. Se ha reportado que el
35—40% de los TaG de la grasa lictea bovina estd constituido por Cy, Cig0
Cigo Y Cigq €01 las posiciones sn—1y sn—2, y Cyo ¥ Cg, en la posicién sn—3 (por
¢j. 18:1/16:0/4:0, 16:0/16:0/4:0, 16:0/14:0/4:0). Este perfil difiere sustancial-
mente de aquellos de las grasas ldcteas procedentes de otras especies de ani-
males rumiantes y no rumiantes y de grasas/aceites vegetales (Jensen, 2002;
MacGibbon y Taylor, 2006; Lopez, 20115 Fontecha y col., 2019).

En cuanto a las caracteristicas quimicas de los AG que componen las especies
de TAG de la grasa lictea bovina, se han reportado alrededor de 400 diferentes
empleando técnicas cromatogréficas y espectroscdpicas avanzadas. De alli que
estd considerada como la grasa natural mds compleja (Ulberth, 2000). A pesar
de ello, la mayor parte estd presente en pequenas cantidades (<0,01% p/p).
Alrededor de 15 AG se encuentran en concentraciones superiores a 1,0% p/p
y son los considerados mayoritarios. Los AG saturados, lineales y de niimero
par de dtomos de carbono (c, a c,,) representan aproximadamente el 65—70 %
del total. También estdn presentes AG insaturados, lineales y de niimero par de
dtomos de carbono. Entre los monoinsaturados con isomeria geométrica cis, el
4cido oleico (cg,.), representa entre 18 y 24 % del total, mientras que los 4ci-
dos palmitoleico (cq;) y miristoleico (cy,) estdn en niveles del 1,0%. De los
AG poliinsaturados, solamente los dcidos linoleico (cg,) y a~linolénico (cyq5)
estdn presentes, aunque en bajas proporciones debido a las reacciones de bio-
hidrogenacién que se llevan a cabo en el rumen. Otros AG con mayor longitud
de cadena, ramificados, con niimero impar de dtomos de carbono y con iso-
merfa trans, se encuentran en cantidades trazas. Actualmente, a varios de ellos
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se los considera importantes desde el punto de vista nutricional (Jensen, 2002;
MacGibbon y Taylor, 2006).

De este modo, las concentraciones de las especies individuales de TAG son
variables como resultado del amplio rango de concentraciones de los ac
individuales que los conforman.

Metodologias analiticas utilizadas
para el estudio de la adulteracion

La deteccién de adulteraciones con grasas extrafias en grasa lictea presenta
dificultades ocasionadas por la variabilidad natural en el contenido de sus
constituyentes, como se indicé anteriormente. Ademds, la disponibilidad en
el mercado de grasas de otros origenes con composiciones que simulan lo
mids posible la composicién de la grasa lictea, atenta contra el objetivo que
se persigue (Ulberth, 2000; Destaillats y col., 2006; Rebechi, 2009).

La produccién de leche de Argentina se aglutina en las provincias de Santa
Fe y Cérdoba, y en menor medida en Buenos Aires, concentrando la cuenca
lechera central Santa Fe—Cérdoba aproximadamente el 70% (Montenegro,
2016). En nuestro pais, la adulteracién de grasa ldctea con grasas extrafas es
un problema que no ha sido ain resuelto. La informacién publicada acerca
de la caracterizacién de la grasa lictea genuina y del estudio de su adultera-
cidn es muy escasa (Pdez y col., 2006).

La legislacién Argentina estipula una serie de pardmetros que debe cum-
plir la grasa ldctea bovina. En este sentido el caa en su articulo 555 bis
establece:

La materia grasa de los productos ldcteos y/o la materia grasa de la base lictea
de los productos ldcteos de origen bovino con agregados, deberd responder a los

siguientes requisitos:

Punto de Fusién 28-37°C

indice de Refraccion (40°C) 1,4520-1,4566
indice de lodo 26-38

indice de Reichert-Meissl| (IRM) 24-36

indice de Polenske (IRP) 1,3-3,7

indice de Saponificacién (Kottstorfer) 218-235

Determinacidn de grasa de origen vegetal: Negativo.

Meérodo: deteccién de grasas vegetales en grasa de leche por cromatografia en capa
delgada de los esteroles (FIL 38: 1966, confirmada 1983) y/o deteccién de grasas ve-
getales en grasa de leche por cromatografia gas liquido de los esteroles (FIL 54:1969).
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Determinacidén de grasas de origen animal: deberdn ser cumplidas las siguien-
tes relaciones de 4dcidos grasos determinadas por cromatografia gaseosa de los és-

teres metilicos de los 4cidos grasos (Boletin FiL 265/1991 pdgina 39).

14:0 / 18:1 => 0,30
14:0 / 12:0 = (3,0-4,1)
12:0 / 10:0 = (0,95-1,3)
10:0 / 8:0 = (1,85-2,3)

Cuando se demuestre fehacientemente que estos valores no se corresponden
parcial o totalmente con los obtenidos sobre la grasa lictea de una determinada
region lechera, estos tltimos podrdn ser tomados en cuenta como valores nor-

males para dicha regién.

De acuerdo con lo que se reporta en bibliografia (Ulberth, 2000; van
Ruth y col., 2010; Azadmard-Damirchi y col., 2015) y a resultados propios
obtenidos por nuestro grupo de trabajo, los indices basados en las propieda-
des fisicoquimicas y el andlisis de los constituyentes de la fraccién insaponifi-
cable y de los dcidos grasos voldtiles solubles e insolubles en agua (indices de
Reichert—Meissl y Polenske, respectivamente), no permiten en muchos casos
determinar bajos porcentajes de agregado de grasas extranas.

A lo largo de los afios, varias técnicas analiticas instrumentales novedo-
sas en combinacién con herramientas estadisticas (disciplina conocida como
quimiometria) se han aplicado para el estudio de la adulteracién de la grasa
ldctea, tales como la cromatografia gaseosa combinada con espectrometria
de masas (Gc—Ms), cromatografia liquida de alta performance en fase reversa
(Rp—HPLC), cromatografia en capa delgada (TLC), espectroscopia isotépica
(15), resonancia magnética nuclear (NMR), andlisis térmico, espectrome-
tria de masas MALDI-TOF (desorcién/ionizacién mediante ldser asistida por
matriz acoplada a un analizador tiempo de vuelo), entre otras (Ntakatsane
y col., 2013; Park y col., 2014; Poonia y col., 2017). Los métodos estadisti-
cos multivariados son una herramienta de gran utilidad en muchas dreas del
andlisis de alimentos (Goudjil y col., 2003; Fontecha y col., 2006; van Ruth
y col., 2010).

En lo que a métodos cromatograficos se refiere, la determinacién del per-
fil de aG por cromatografia gaseosa (Gc) es un procedimiento muy utili-
zado para caracterizar la grasa lictea. Sin embargo, por la variabilidad natu-
ral en los contenidos de los aG individuales, no resulta del todo adecuado
para resolver el problema. A partir de estos perfiles se pueden calcular las
cuatro relaciones establecidas en el caa y otras establecidas en bibliografia;
sin embargo, segln resultados propios y datos publicados (Ulberth, 1994;
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2000), esta estrategia tampoco resulta de utilidad en la mayoria de los casos.
En efecto, los estudios llevados a cabo por nosotros consistieron en anali-
zar por GC el perfil de AG de muestras de grasas licteas genuinas y adulteran-
tes de origen animal (grasa vacuna y porcina) y de origen vegetal (aceites de
girasol, soja y grasa de coco), y simular matemdticamente muestras adultera-
das con 2, 5, 10 y 15% de agregado de dichos adulterantes, como se indica en
detalle mds adelante. En particular, se calcularon 22 relaciones de concentra-
cién de dos o mds AG reportadas en bibliografia, incluyendo las 4 relaciones
del caa para grasa de origen animal (Rebechi, 2009). Para cada una de las
relaciones se determinaron los rangos normales para las grasas licteas genui-
nas y posteriormente se calcularon las relaciones para las muestras adultera-
das y se evalud la eficiencia de las mismas en la deteccién de los adulterantes
utilizados. En el caso del agregado de grasas de origen vegetal se encontra-
ron 3 relaciones que resultaron dtiles ya que detectaron un bajo porcen-
taje (2%) de adulteracién en el 100% de las mezclas. Estas relaciones fue-
ron Cy,/Cygs ¥ Cigaf Csy para aceite de soja y de girasol, y ¢,,,/Cyo, para grasa
de coco. Para el caso de las muestras adulteradas con grasas de origen animal
no se obtuvieron relaciones utiles para detectar bajos niveles de adulteracion;
solamente las relaciones C/Cis, ¥ Cigo/Cso permitieron detectar el 15%
de adulteracién en el 100% de las mezclas con grasa porcina, y para grasa
vacuna el porcentaje detectado fue bajo, menor al 50% para el 15% de adul-
teracién. De esta manera, se comprobd que las relaciones establecidas por
el caa para detectar el agregado de grasa animal no resultaron eficaces para
detectar el agregado de hasta el 15% de grasas animales (Tabla 1).

Tabla 1. Relaciones de acidos grasos propuestas
en el CAA para la deteccion de grasas animales

Relacion de Rango de
Acidos grasos Variacion
Ci0:0/ Cao 1,85 -2,30
Ci20/ Cioo 0,95-1,30
C14:0/ Cl2:0 3v0 - 411
Cis0/ Cian > 0.30

En la actualidad, la metodologia recomendada por la Comunidad Eco-
némica Europea (CE Reglamento de la Comisién n° 213/2001) que dio
origen a una norma internacional (1S0/IDF 17678:2010/202: 2010) para
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determinar la pureza de la grasa lictea, se basa en el andlisis del perfil de
TAG por cromatografia de gases y la aplicacién de ecuaciones o férmulas
matemdticas (definidas una para cada adulterante), obtenidas por Regre-
sién Lineal Multiple (RLm). Estas férmulas tienen la siguiente expresion
general: £a,C;=S +e¢, donde i es el nimero de carbonos, ¢ es el porcentaje
de TAG con nimero de carbonos i, a; es el coeficiente que se estimé pre-
viamente basado en el estudio de grasas licteas genuinas, S es una cons-
tante definida como 100 para la grasa ldctea pura y e es un error aleatorio.
Las primeras investigaciones que sirvieron como base para desarrollar este
procedimiento analitico normalizado surgieron de los trabajos llevados a
cabo en las décadas del 80 y 90 por Timms (1980), Precht (19922, 1992b) y
Ulberth (1995, 1994).

Cuando se analiza una muestra incégnita, los porcentajes obtenidos para
cada TAG se introducen en dichas férmulas y para cada una de ellas se cal-
cula el pardmetro s. Este valor se compara con los rangos de valores de s
establecidos para la grasa lictea genuina en cada una de las ecuaciones; si el
valor de s de la muestra incgnita estd dentro de dichos rangos se considera
genuina, mientras que si estd fuera de alguno de ellos se considera adulte-
rada. Con este método ha sido posible detectar niveles de grasas extrafias tan
bajos como 2—5% (Poonia y col., 2017).

Aplicacion de quimiometria a perfiles
de AG de grasas lacteas argentinas

En nuestro pais, la aplicacién de la quimiometria en la deteccién de adulte-
racién de grasa de leche con grasas de otros origenes solo ha sido encarada,
de acuerdo con lo conocido, por nuestro grupo de investigacién (Rebechi y
col., 2016).

El estudio consistié en determinar el perfil de AG caracteristico de la
grasa lictea bovina a partir del andlisis de muestras de mantecas de pri-
mera linea y leches fluidas (72 muestras en total) provenientes de la cuenca
central durante un periodo de 3 afios y procesar los datos con técnicas de
regresién multivariada. También se analizaron las materias grasas que se
consideraron adulterantes: grasas vacuna (n=10) y porcina (n=7), y acei-
tes de girasol (n=5), de soja (n=2) y grasa de coco (n=2). En la Tabla 2 se
indica el valor promedio y los rangos de concentraciones para cada uno de
los 16 AG cuantificados.
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Tabla 2. Valores en g de AG / 100 g grasa para
las grasas lacteas genuinas de la cuenca lechera central

Acidos Media Valor Valor
grasos minimo maximo
C.o 3,56 2,83 4,30
Ce.o 2,13 1,86 2,37
Cs.o 1,11 0,91 1,31
Cio0 2,38 1,74 3,03
Cioa 0,29 0,22 0,35
Cyio 2,96 2,14 3,89
Ciso 10,20 8,69 11,27
Cisa 0,86 0,65 1,01
Ciso 1,36 1,14 1,66
Cis0 24,10 22,78 25,63
Ciea 1,21 0,87 1,42
Ciso 10,71 9,61 12,19
Cysa 25,78 23,05 28,87
Ciso 1,68 1,28 2,19
Ciss 0,93 0,49 1,43
Cig:2com.” 1,45 0,85 2,03

1 Mayoritariamente 9cis (incluye un minimo porcentaje
de los otros acidos grasos C,q, que se solapan en las
corridas cromatogréficas. 2 Mayoritariamente 9¢ — 11t
(acido ruménico)

Con estos perfiles obtenidos experimentalmente se simularon perfiles
«adulterados», es decir, cada uno de los perfiles de las muestras genuinas
de grasas ldcteas se mezclé matemdticamente con los perfiles de cada uno
de los adulterantes en diferentes porcentajes (2, 5, 10 y 15%), empleando la
siguiente ecuacion:

AGn (en la mezcla) = % GL x AGn (en la grasa ldctea) + % A x agn (en la
grasa adulterante), donde acn es g de dcido graso «n»/100g de grasa, % GL es
porcentaje de grasa de leche en la mezcla y % a es porcentaje del adulterante
en la mezcla.

Estos porcentajes se propusieron para considerar un valor muy bajo de
adulteracién como es el de 2% y un valor medio como el de 15 %, dificiles de
detectar con los indices cldsicos.

Posteriormente, tomando como base el procedimiento llevado a cabo
para la férmula del TAG, nos propusimos aplicar RLM para obtener ecuacio-
nes que nos permitieran determinar el porcentaje de adulteracién con gra-
sas porcina, vacuna, aceite de girasol, de soja y grasa de coco. Para ello, los
perfiles de aG obtenidos experimentalmente por Gc para las grasas licteas
genuinas y los perfiles de las grasas «adulteradas» obtenidas por simula-
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cién matemadtica, fueron organizados en forma matricial. Es decir, se tuvo
una matriz de concentraciones de AG para cada adulterante en estudio.
Estas matrices, denominadas de «calibracién», se procesaron por RLM y
se obtuvo una ecuacién que relaciond el porcentaje de adulteracién % a
(variable respuesta o dependiente) con los dcidos grasos seleccionados ci
(variables independientes o predictoras), por cada adulterante. El modelo
general fue el siguiente:

%A=bo+biCi+..c..evnnn.n. + bnCk

donde bo, b1, ..., bn son los pardmetros de calibracién que se estiman
procesando por RLM la matriz de calibracién para cada adulterante. Poste-
riormente, para comprobar la habilidad predictiva de las ecuaciones obte-
nidas, se aplicaron a otras muestras de grasas ldcteas que también se habian
adulterado matemdticamente y se organizaron en forma matricial, confor-
mando lo que se denominé matriz de «prediccién», una para cada adulte-
rante. Con los modelos obtenidos se lograron detectar adulteraciones igua-
les o mayores al 10% para grasa vacuna, del 5% para grasa porcina y del
2% para las materias grasas vegetales. Como se puede observar, el limite de
deteccién para la grasa bovina es mayor que para las restantes grasas. De
acuerdo con los datos reportados por otros autores (Ulberth, 1994, 1995;
Kumar y col., 2009), la deteccién de adulteraciones de grasa bovina en
grasa ldctea es un gran desafio analitico ya que la gran similitud en los per-
files de aG impide la deteccién de bajos niveles. Es decir, cuanto mds dife-
rentes son los perfiles de G entre la grasa lictea y la grasa adulterante, mds
ficil es la deteccién de una adulteracién (Ulberth, 1994).

Adulteracion de leche en polvo con suero de queseria

El suero (o lactosuero) obtenido como subproducto de la produccién de
quesos y caseinatos es usualmente muy empleado como adulterante ya que
aporta proteinas (de suero) a bajo costo y no afecta adversamente la per-
cepcidn sensorial del producto (Neelima y col., 2013). Por ello, se ha dado
especial atencién a la deteccién de suero que se adiciona de forma frau-
dulenta a la leche o productos licteos, en especial leche en polvo y leche
fluida vHT.
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Metodologias analiticas utilizadas para el estudio
de la adulteracion de leche con suero en polvo

Diversos procedimientos analiticos han sido desarrollados con este propé-
sito. Los métodos tradicionales se basan principalmente en la determina-
cién de la relacién proteinas de suero/proteina total (ps/PT) y en el andlisis
del caseinomacropéptido (cmp) o del dcido sidlico asociado al mismo. En los
ultimos afos, con los avances alcanzados en la instrumentacién y andlisis de
los datos, nuevos métodos han sido propuestos.

Determinacidn de la relacién ps/pT

Estos métodos se basan en la diferencia composicional entre el suero y la
leche, y determinan por diversos procedimientos la relacién entre las casei-
nas y las proteinas de suero o la relacién proteinas de suero y proteina total
(ps/pT).

Se clasifican en métodos directos e indirectos (Oancea, 2009). La deter-
minacién directa se basa en la separacién de los diferentes componentes
proteicos aplicando efectivos pero laboriosos métodos electroforéticos, cro-
matogréficos e inmunoturbidimétricos, mientras que los ensayos indirec-
tos evaltan ciertas fracciones de proteinas aplicando andlisis electroforéti-
cos, polarogrificos y la espectroscopia visible o Uv derivativa. En particular,
el uso de la cuarta derivada del espectro de absorcién para la determinacién
rdpida de proteinas de suero y caseinas ha mostrado ser un indicador muy
sensible para detectar adicién de suero de queseria en leches unT (Ramirez
Ayala y col., 2009).

Investigacién de la presencia de cmp

La deteccién y cuantificacién del caseinomacropéptido (cmp) o también deno-
minado glicomacropéptido (Gmp) se considera un buen marcador del agre-
gado del suero de queseria al ser un componente especifico del mismo, encon-
trindose en muy bajos niveles en la leche no adulterada. La accién del cuajo o
quimosina (proteasa) sobre el enlace Phe 105-Met 106 de la k—caseina durante
la elaboracién de los quesos coagulados enzimdticamente genera un grupo de
péptidos; lo que se conoce como cMp o GMP corresponde a la fraccién terminal
de residuos Met 106-Val 169 y contienen 64 residuos aminoacidicos (Manso y
Lépez—Fandifo, 2004). El cMp es considerado un grupo heterogéneo de poli-
péptidos debido a la existencia de variantes genéticas y modificaciones pos-
traduccionales tales como fosforilacién y glicosilacién. Por otro lado, diversas
enzimas pueden atacar otros enlaces peptidicos de la k—caseina. Se ha repor-
tado que las proteasas de la pared celular de la mayoria de las bacterias ldcticas
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usadas como fermentos pueden romper el enlace Met 106-Ala 107, liberando
por lo tanto, un péptido mds corto. Del mismo modo, las bacterias psicro-
trofas son capaces de crecer en leche durante el almacenamiento refrigerado
produciendo enzimas termoestables que hidrolizan la k—caseina en diferen-
tes enlaces. También se ha reportado que la quimosina y algunas proteasas de
las bacterias licticas podrian hidrolizar los cmp en el enlace Arg 160-Thr 161
particularmente a pH 4cidos (Manso y Lépez—Fandifio, 2004).

El cmp es el tnico glicopéptido de la leche, y contiene diferentes can-
tidades y tipos de oligosacdridos unidos covalentemente a la cadena ami-
noacidica, tales como 4dcidos N—acetilneuraminico (NANA) o acidos sidlicos,
galactosa (Gal) y N—acetilgalactosamina (Gal-Nac) (Thomi—Worringer y col.,
2006). Se estima que al menos § cadenas de azdcares diferentes se encuen-
tran presentes en el cMp bovino unidos a través de enlaces o—glicosidicos a
los residuos de Ser o Thr.

Las metodologfas analiticas tradicionales para la identificacién y cuantifi-
cacién del cmp incluyen electroforesis en gel de poliacrilamida (pAGE—sDS),
electroforesis capilar (CE) y cromatografia liquida de alta resolucién (uHrLC),
entre otras.

Diversos trabajos reportan el uso de PAGE—sDs para detectar la adulteracién
de leche con suero de queseria (Galindo—Amaya y col., 2006; Ramirez Ayala
y col., 2009). Esta metodologia permite detectar la adulteracién de suero en
leche en polvo y fluida, en niveles superiores al 2% (p/p). Del mismo modo,
los métodos de CE han mostrado ser altamente confiables en la deteccién de
suero en leches fluidas (Van Riel y Olieman, 1995; Recio y col., 2000).

La metodologia de HPLC en fase reversa (RP—HPLC) con deteccién UV y
fluorimétrica se ha aplicado con buenos resultados en la deteccién de suero
en leches fluidas (Fukuda y col., 2004; Ramirez Ayala y col., 2009; Neelima
y col., 2012) y leche en polvo descremada (Ferreira y Oliveira, 2003).

Estas metodologias, en general, tienen como desventajas el hecho de dar
falsos positivos en el caso de leches refrigeradas en las que hayan desarrollado
una elevada poblacién de bacterias psicrotrofas, las cuales poseen proteasas
que liberan péptidos de caracteristicas similares al cmp.

Para el anilisis de leche en polvo adulterada con suero, la Comisién Euro-
pea adopté el Rp—HPLC como uno de los métodos oficiales (CEE N° 213/2001,
Anexo xvir). De igual modo, el Ministerio de Agricultura de Brasil en 2006
establecid la cuantificacién del cmp por cromatografia liquida de alta resolu-
cién—filtracién por gel (HPLC—GE) como un método oficial, y se ha aplicado
con éxito al andlisis de bebidas de leche fermentada (Andrade y col., 2014).

Recientemente, nuevas estrategias basadas en ensayos inmunoldgicos han sido
desarrolladas para analizar cmp tales como inmunoensayos con un biosensor,
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inmunoblot, test inmunocromatogréficos y ensayos por inmunoabsorcién liga-
dos a enzimas (EL1sA). Estas técnicas son en general mds rdpidas, sensibles y pre-
cisas que los métodos tradicionales debido a la alta especificidad de los anticuer-
pos hacia un antigeno. De este modo, el altamente sensible método EL1sA resulté
satisfactorio en la deteccién de suero liquido en leche cruda (Chdvez y col.,
2012). También se ha reportado el uso de un inmunoensayo mediante la técnica
de western blot usando anticuerpos policlonales anti—-GmP para detectar este pép-
tido en diversos productos ldcteos (Chévez y col., 2010).

La companfa OPERON desarroll un test inmunocromatogréfico rdpido
(Immunostick c—Gmp) basado en anticuerpos monoclonales contra el Gmp.
Este procedimiento se aplicé satisfactoriamente al andlisis de muestras de
leche cruda, procesada, leche condensada, leche en polvo, bebidas licteas,
etc. (Oancea, 2009). Este test puede detectar 15-30 pg/mrL de suero adicio-
nado a la leche.

Investigacién de la presencia del 4cido sidlico asociado al cmp

El cMmP contiene casi la totalidad de los dcidos sidlicos de las caseinas, razén
por la cual, la concentracién de los mismos se considera como un indicador
del cmp presente.

En este caso la muestra es usualmente tratada con dcido tricloroacético
(TCA) para precipitar proteinas interferentes y con 4cido fosfotiingstico (pTA)
para precipitar el cmp. Luego el cmp precipitado se hidroliza en medio 4cido
para liberar los 4cidos sidlicos y estos tltimos son determinados por diferentes
métodos. Los métodos colorimétricos se basan en la reaccién de los dcidos sid-
licos con reactivos tales como el 4cido tiobarbitdrico (Warren, 1959), el resorci-
nol (Svennerholm, 1957) y la ninhidrina 4cida (Fukuda y col., 2004).

La Comunidad Econémica Europea (cee) adopté a partir de 1981 la
determinacién de 4cidos sidlicos con el reactivo resorcinol como método de
referencia para detectar la adicidon de suero a leche en polvo. En este caso se
cuantifican solo los dcidos sidlicos asociado al amp, lo que es conocido como
4cido sidlico libre.

En 2003, el Ministerio de Agricultura de Brasil aprobé como oficial la téc-
nica colorimétrica basada en la reaccién de 4cidos sidlicos con la ninhidrina
4cida. Este método ha mostrado ser rdpido y eficiente para la deteccién de
adicién fraudulenta de suero a leche, y permite cuantificar tanto el dcido sis-
lico libre como enlazado a glicoproteinas (Fukuda y col., 2004).

Otros métodos

El alto niimero de interferencias y falsos positivos que se suelen presentar con
la aplicacién de las técnicas tradicionales ha impulsado en la dltima década
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el desarrollo de sofisticados métodos instrumentales, y por tanto mds costo-
sos y que requieren personal calificado. La cromatografia liquida acoplada a la
espectrometria de masas (Lc—Ms) permite distinguir entre el cmp adicionado
y el generado por la accién de diversas proteasas (Abernethy y Higgs, 2013; la
microespectroscopia del infrarojo medio (MIR) y andlisis quimiométrico mos-
tré ser un método de screening para detectar diversos adulterantes, entre ellos
el suero (Aparecida de Carvalho y col., 2015) y la espectroscopia de descompo-
sicién inducida por ldser (L1BS) también se ha aplicado satisfactoriamente a la
deteccién de suero en leche en polvo (Bilge y col., 2016). Finalmente, se han
propuesto estudios sensométricos para identificar descriptores sensoriales que
caractericen muestras de leche adulteradas con suero. Las muestras son luego
evaluadas por andlisis descriptivo y los datos son analizados usando métodos
estadisticos multivariados. Sin embargo, los resultados inconsistentes obteni-
dos mostraron una limitada contribucién de este procedimiento para investi-
gar la autenticidad de la leche (Aquino y col., 2014).

Resultados de nuestro grupo de investigacion

En el iNLAIN las primeras investigaciones relacionadas con la adulteracién de
leche en polvo con suero datan de 1980. En un primer momento se implementé6
el método adoptado por la Comunidad Europea que se basa en la determinacién
del 4cido sidlico libre para detectar el agregado de suero en polvo a productos ali-
menticios tales como leche en polvo y dulce de leche (Zalazar y col., 1988).

Posteriormente, se hicieron estudios sobre el efecto de la conservacién en
frio de la leche en los niveles de 4cido sidlico (Zalazar y col., 1992) y sobre el
uso de los valores de 4cido sidlico durante la fase primaria de la coagulacién
enzimdtica de la leche como un modo eficaz y sencillo de seguir la cinética
de dicha reaccién (Zalazar y col., 1996).

La determinacién del 4cido sidlico en diversos productos licteos ha per-
mitido establecer rangos de valores para los productos genuinos (no adul-
terados). Por otra parte, teniendo en cuenta que el 4cido sidlico es un com-
puesto bioactivo clave en el desarrollo neuronal de los ninos, actualmente se
estd trabajando en la determinacién del 4cido sidlico en ingredientes licteos
(leche en polvo, concentrados y aislados proteicos) y en yogures elaborados
con los mismos, y en el andlisis del potencial bioactivo de estos productos,
tales como la actividad anticariogénica y la absorcién de ca.
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