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I. Introduccion

La produccién endogena de gas es el principal defecto microbiano que se
presenta en las elaboraciones casearias debido a la imposibilidad de correccion,
elevada frecuencia de aparicion y gran impacto econémico, ya que generalmente
afecta grandes volumenes de produccién. Las implicancias de este problema son mas
graves si se tiene en cuenta que puede afectar a una amplia variedad de quesos. La
causa se relaciona con la presencia de diferentes bacterias productoras de gas,
principalmente bacterias lacticas (BAL) heterofermentantes pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Leuconostoc, propionibacterias, clostridios, Bacillus vy
coliformes (Lodi, 1993; Ottogalli, 1968), asi como levaduras (Jakobsen y Narvhus,
1996).

Los microorganismos presentes en la leche utilizada en la elaboracion de
quesos pueden provocar fermentaciones que causan defectos en el queso que, debido
a sus similitudes, son dificiles de clasificar e identificar su causa. Aunque el gas
(generalmente H, y CO,) puede ser producido a partir de un amplio rango de
compuestos presentes en el queso, la lactosa, el lactato, el citrato y la Urea son los
principales sustratos de estos microorganismos.

En Argentina, el pais de mayor produccion quesera en América del Sur, se han
detectado en los ultimos afios humerosos problemas relacionados con la hinchazén de
quesos causados por microorganismos muy diversos, con las consecuentes pérdidas
economicas (Industria lechera, 1999). Esta realidad enfatiza la relevancia de investigar
cudles son los principales microorganismos responsables de estas alteraciones en
quesos a los fines de reducir sus implicancias. Si bien se conocen en gran parte
cuales son dichos agentes microbianos, hasta el momento no se ha encontrado una
Unica solucién que minimice los efectos de su presencia, justamente debido a la gran
diversidad de micoorganismos y quesos en los que se detectan estas alteraciones
(Jakobsen y Narvhus, 1996; Reinheimer y col., 1995). De aqui la importancia de la
busqueda de informacién actualizada relacionada con esta tematica para ser

plasmada en el presente Trabajo Final Integrador (TFI).

Il. Objetivos generales

Los objetivos del presente TFI son:
» realizar una busqueda bibliografica relativa a los defectos gaségenos
producidos por los microorganismos en quesos;

= comparar resultados informados por distintos autores;



» analizar las posibles estrategias para minimizar los defectos y proponer

posibles aplicaciones en la industria lactea para mejorar esta situacion.

lll. Desarrollo

En la Figura 1 se ilustra, a modo de resumen, la tipologia de los defectos que

se pueden encontrar en los quesos.
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Figura 1 — Esquema de la tipologia de defectos encontrados en quesos.

Si bien son numerosos los tipos de defectos que pueden estar presentes en los

quesos asi como los factores determinantes de los mismos, este TFl abordara los

defectos causados en la masa, responsables de la aparicion de o0jos como

consecuencia de la produccién de gas por parte de microorganismos indeseables

(hinchazén temprana y tardia).



1. Principales grupos microbianos responsables de la produccion de gas en
quesos
En la Tabla 1 se resumen los diferentes grupos microbianos responsables de
defectos gasdgenos en quesos, asi como los sustratos involucrados y los gases
producidos en cada caso (Mullan, 2000).

Tabla 1 - Principales grupos microbianos responsables de defectos gaségenos en

quesos.
GRUPO MICROBIANO / SUSTRATO TIPO DE DEFECTO PRODUCTOS
ESPECIE SEGUN EL MOMENTO | GASEOSOS
DE MANIFESTACION

Coliformes Lactosa Hinchazén Precoz CO., Hy
Levaduras Lactosa Hinchazén Precoz CO;
Lactobacilos:

Lactobacillus casei Citrato ?inchazén Precoz y CO,
Lactobacillus brevis Lactato ardia CO2
Leuconostoc:

Leuconostoc mesenteroides Lactosa / CO;

Citrato Hinchazén Precoz y
Leuconostoc dextranicum Lactosa / Tardia CO2
Citrato

Bacterias Propidnicas:

Propionibacterium shermani Lactato Hinchazén Tardia CO»
Bacillus:

Bacillus subtilis Lactosa Hinchazén Tardia COy, H2
Clostridios:

Clostridium tyrobutyricum Lactato Hinchazén Tardia CO2, Hz
Otras bacterias que,

ocasionalmente, pueden causar

defectos gasdgenos:

Lactococcus lactis subsp. lactis Citrato Hinchazén Precoz y

biovar. diacetylactis Tardia CO2
Streptoccus thermophilus Urea Hinchazén Tardia

Las actividades bioquimicas (incluyendo la produccion de gas) de los
lactobacilos heterofermentantes, Leuconostoc y bacterias propidnicas son deseables
solamente en ciertos tipos de quesos (tipo holandeses: Gouda y Edam; tipo suizos:
Gruyere, Fontina; tipo argentino: Pategras), resultando indeseables en otras

variedades o cuando el crecimiento bacteriano se torna exagerado.




El desarrollo de bacterias propiénicas en quesos duros (de larga maduracion
como Reggianito, Grana, Provolone, etc.) puede ser el origen de hinchazén tardia.
Clostridium tyrobutyricum es el principal responsable de defectos de hinchazén tardia
en quesos holandeses (Gouda y Edam) y quesos duros italianos (Grana y
Parmiggiano) (Ingham y col., 1998). Las levaduras pueden ocasionar defectos en
leches fermentadas y quesos, produciendo gas, aromas frutados, decoloraciones y
cambios en la textura. Asimismo, elevadas concentraciones de levaduras en cultivos
naturales de suero han sido vinculadas con problemas de hinchazén precoz en quesos

duros argentinos (Reinheimer y col., 1995).

2. Caracterizacion de los diferentes ojos producidos por microorganismos

El tipo de ojos presentes en la pasta de un queso es una caracteristica
indicativa tanto de la calidad microbioldégica de la leche de partida como de la
tecnologia aplicada en la elaboracién del queso (Figura 1). En el primer caso el origen
es el gas producido durante las fermentaciones de determinados tipos de
microorganismos y, en general, estos ojos suelen ser redondeados, lisos y de
diferentes dimensiones (desde el tamafio 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 desarrollo de levaduras, los
tamarnos rondan entre 2 y 4 mm de diametro y su interior es brilloso y liso, y presentan
aromas frutales caracteristicos. Cuando los ojos son causados por bacterias
heterofermentantes, los tamafios son de 1 mm o mayores, presentan forma
redondeada y el interior es liso y brillante sin presencia de humedad.

Ademas, en la masa del queso se pueden presentar grietas mas o menos
profundas producidas por bacterias del género Clostridium, con generacion de olores y
sabores desagradables. Por su parte, los ojos producidos mecanicamente por el tipo
de elaboracion suelen aparecer por un exceso de calentamiento de los granos de
cuajada o un insuficiente prensado de los mismos, impidiendo la correcta
compactacién de la pasta. Por ello, se producen pequefias camaras de aire en el
interior del queso que son aberturas redondeadas, de borde o superficie irregular, que
se denominan “ojos mecanicos”. También se pueden producir grietas profundas,
verticales u horizontales en nimero escaso, que resultan de un enfriamiento de la
cuajada durante el moldeo y/o una incorrecta maduracion o conservaciéon del producto.
Por otro lado, si la distribucién de los granos de cuajada en los moldes se hace en
presencia de suero, se pueden formar “burbujas” que luego se transformaran en ojos

redondeados causados por acumulacién de CO.. Si la distribucion de la cuajada en los



moldes se hace sin suero, en los intersticios queda aire que resulta en la formacién de
aguijeros de formas y tamanos irregulares.

La pasta de un queso elaborado con leche pasteurizada a la que no se le han
adicionado microorganismos para la produccién de ojos debe ser cerrada, puede
haber algunos orificios pequefnos de contorno irregular que serian de origen mecanico,
obtenidos como consecuencia del trabajo con la cuajada y el prensado, a diferencia de
los ojos de origen microbiano que son de contorno uniforme. Existiran aberturas (0jos)
cuando la fase acuosa del queso esté saturada en CO,, y la produccién de CO, sea
superior a la difusion hacia el exterior del queso. Dicha contribucion del CO, a la
apertura de los quesos dependera de los siguientes factores:

* velocidad de formacion;

* solubilidad dentro de la pasta del queso en funcion de la temperatura (el CO,

es 50% mas soluble a 10°C que a 20°C y 100% mas soluble a pH 4,8 que a
5,2);

« tasa de difusion hacia el exterior del queso.

3. Fenomenos que ocurren durante la formacion de ojos

El proceso de generacién gaseosa en los quesos depende de varios factores
como ser: tipo de fermento iniciador, tipo de fermento adjunto, pH, tratamiento térmico
de la cuajada, salado, temperatura de maduracién, etc., pudiendo todos ellos influir en
la formacién, tamano y distribucién de los ojos.

A continuaciéon se muestran las diferentes fermentaciones que dan lugar a la

formacion de gas y pueden ocurrir durante las etapas de maduraciéon en un queso:



Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
Lactosa ——» CO, + Lactato + Alcohol

Lactococcus lactis subsp. diacetylactis y Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
Citrato ——» CO, + Acido acético + Acetoina

Lactobacilos heterofermentantes
Lactosa ——» CO, + Lactato, etc.

Coliformes
Lactosa —» CO, + Lactato + Acido acético, etc.

Bacterias propidnicas (BAP)
Lactato ——>  CO,+ Acido propidnico + Acido acético, etc.

Clostridium tyrobutyricum
Lactato ——  CO,+ H, + Acido butirico, etc.

Lactobacillus casei
Lactato + O—» CO, + Lactato, etc.

Levaduras
Glucosa —» CO, + Alcohol

Streptococcus thermophilus
Urea ——»  CO,+NH;

4. Factores que afectan la formacion de ojos en el queso

La formacién de los ojos depende de: el tiempo, la cantidad, la intensidad y
velocidad de produccién de CO, y/o H, la cantidad y distribucion de los puntos débiles
en la estructura casearia, ya sea provocados por microestructuras sélidas o pequenas
aberturas mecanicas (Steffen y col., 1993).

La formacion fisica de burbujas de gas y la solubilidad determinan el nivel en el
que el CO, y/o H, se disocian de la solucién que forman con el agua contenida en la
estructura casearia. Tomando como ejemplo para nuestro estudio el CO,, esta
disociacion se produce a una concentracién de CO, considerablemente inferior a la

concentracion tedrica de saturacion dentro de queso (36 mmol/kg), y este hecho
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explica por qué la formacion de los ojos en quesos tipo Emmental y Gouda se inicia
con concentraciones de CO, del orden de 18 mmol/kg (Kosikowski y col., 1997).

En relacién a la presién de CO, y su velocidad de difusién, la presién de gas
sera superior a la saturacién. El pH y la temperatura de maduracién tienen un efecto
significativo en la saturacion. Ademas, la velocidad de generacion de CO, determina si
el gas evolucionara de la solucién como una pequena burbuja o pasara a formar parte
de otra burbuja para ampliar el tamafno (Kosikowski y col., 1997)

El cuerpo y textura del queso estan en estrecha relacién con el pH de la
cuajada (Figura 2), el contenido de humedad y grasa, la quimosina residual, etc.
Ademas, el pH del queso juega un papel importante en la determinacién de la flora
predominante y su actividad (Lawrence y col., 1983).

La nucleacion determina predominantemente el numero de agujeros y la
consistencia del queso determina su forma; ambas dependen de la velocidad de
produccion de gas. Cuando la generacion de CO, es demasiado rapida, el gas no
alcanza a migrar a un lugar favorable (una burbuja existente, por ejemplo) y se crean,
por lo tanto, muchos agujeros pequenos. De lo contrario, velocidades mas lentas de
generacion de CO, combinado con la consistencia del queso, que permite un flujo
viscoso de su estructura, da origen al desarrollo de grandes agujeros esféricos (0jos).

15 = 10 mm 10 = 5 mm 5= 3Imm Tamafio de las submicelas
. Crecimiento de las micelas de cuajo
Tamaio y forma de
las micelas
Globular Hebras o cadenas

Lo ; Bajo Alto
Pérdida de minerales
pH 5.5 5.4 5.3 5,2 51 5,0 4,9 4,8 4,7 4,6
{en drenaje de suero)
Textura Elastica Tipo Cheddar Seco
{ a los 14 dias) Plastica Harinoso No cohesivo

- Gouda Cheshire -
Ejemplos de quesos Cheddar Stilton

Emmental Feta

Figura 2 — Representacion esquematica del efecto de pH en la microestructura y
textura del queso (Lawrence y col., 1993).

La Figura 3 ilustra las diferentes causas que provocan apertura mecanica en la
masa de los quesos. Si bien este defecto no es el objetivo de estudio del presente
trabajo, resulta interesante ilustrarlo para diferenciarlo de los defectos de origen

microbiano.
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5. Tipos de defectos gasogenos en quesos

Como ya se indic, el desarrollo de gas causado por microorganismos no
deseados en las elaboraciones casearias se evidencia por la aparicion de los ojos,
grietas, hendiduras, fisuras y agujeros en la masa del queso y por la acumulacién de
gas dentro del embalaje en aquellos quesos madurados sin corteza. El numero,
tamano, forma y distribucion de agujeros producidos por fermentaciones gaségenas
dentro de la estructura del queso dependen del tipo de gas producido (CO; o Hy,); el H,
tiene la particularidad de tener una baja solubilidad en la fase acuosa de queso.

Los defectos por generacion de gases pueden surgir en las primeras horas
dentro del proceso de elaboracidon o maduracion del queso, dando lugar al defecto
denominado hinchazén precoz (primeras 72 horas), o pueden manifestarse durante
las etapas de maduracion del queso, fenémeno conocido como hinchazén tardia.

La Figura 4 ilustra los principales sustratos y productos de las fermentaciones
producidas por los microorganismos indeseables durante el proceso de maduracion de
los quesos.

Lac‘;dha'd}us_-

ACIDO ACETICO  ACIDO CITRIEE
LACTATO

Estreptococos:

Figura 4 — Esquema de los principales sustratos utilizados por microorganismos

contaminantes de un queso y sus metabolitos.
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5.1. Generacion de gas temprano (Hinchazon Precoz)

La generacion temprana de gas es debida a la presencia de bacterias
coliformes o levaduras (Hill y Kethireddipalli, 2013; Sheelan, 2007). En ciertos casos,
también puede ser causada por bacterias lacticas no pertenecientes al starter o
NSLAB (por su sigla en inglés, Non Starter Lactic Acid Bacteria). Este grupo esta
integrado por géneros citrato-positivo, como Leuconostoc y algunas integrantes del
género Lactobacillus que pueden producir CO, (Hill y Kethireddipalli, 2013; Sheelan,
2007). En el presente trabajo, analizaremos los defectos causados por NSLAB dentro
del grupo de microorganismos que generan defectos de hinchazén tardia ya que
principalmente suelen ser responsables de este tipo de fenémeno.

Este defecto es comin en quesos blandos y semiduros debido a su alta
actividad acuosa (aw), en relacion a otro tipo de quesos.

5.2. Generacion de gas tardio (Hinchazon Tardia)

En el caso de defecto de hinchazén tardia, la generacién de gas se produce en
los estadios mas avanzados de la maduracion, por ejemplo en queso tipo Cheddar,
por bacterias pertenecientes al grupo NSLAB como Lb. brevis y Lb. fermentum, que
pueden ingresar al circuito productivo por la contaminacién de la leche y producir gas a
partir de la fermentacién de lactosa residual y galactosa, generando CO,; o por
bacterias citrato-positivo como Leuconostoc, Lactobacillus y Lactococcus, que pueden
producir CO, a partir de citrato (Hill y Kethireddipalli, 2013; Sheelan, 2007).

Quesos de mediana y baja humedad, salados en salmuera, pueden sufrir las
consecuencias de la germinacién de esporos del genero Clostridium, como por
ejemplo CI. tyrobutyricum y CI. butyricum, que fermentan el lactato y lactosa,
respectivamente, y producen CO, y H,.

Algunos quesos de larga maduracion, mayor a 14 meses, como el Parmigiano
Reggiano o el Grana Padano, se ven afectados por la fermentacion butirica y
ocasionalmente, por fermentacion propioénica. (Fréhlich-Wyder y Bachmann, 2004).
Tres especies de clostridios son senalados como los responsables principales de
defectos tardios en quesos de pasta dura de larga maduracén: CI. butyricum, que
generalmente crece en las primeras etapas de maduracién, cuando aun hay lactosa
residual que utiliza como fuente de carbono; CI. tyrobutyricum, que tiene capacidad de
crecimiento en etapas tardias de maduracién (mayor a un ano) y especialmente
cuando el pH se vuelve favorable, debido a la utilizacién de acido lactico y lactato
como fuente de carbono; y CI. sporogenes, que crece después del afio de maduracion

del queso, es muy proteolitico y utiliza aminoacidos como fuente de carbono.
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El desarrollo de bacterias propiénicas (BAP) es poco frecuente, ya que son
necesarias condiciones particulares, como desarrollo de acidez débil en la cuajada o
nivel de salado bajo (Bottazzi, 1993).

Cuando la contaminacion se produce después de la pasteurizacion, es
aconsejable mejorar las rutinas de limpieza y sanitizacion de paredes, pisos,
cielorrasos, equipamientos, caferias y superficies en contacto con el producto.

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

1- alimentacién del ganado con ensilados;

2- baja calidad de la leche (alto contenido de esporos de clostridios);

3

4- uso de un fermento iniciador con poca fuerza.

condiciones deficientes de higiene edilicia y de equipos;

6. Posibles vias de ingreso de microorganismos a la leche en el tambo

Parte de la informacién incluida en esta seccién del TFI fue adaptada de un
trabajo realizado por el Dr. Heer Ger6nimo de la Facultad de Ciencias Veterinarias —
UNL (2007).

La Figura 5 muestra las posibles fuentes y vias de ingreso de los diferentes
microorganismos causantes de defectos de hinchazén en quesos.

Una vez que la leche ha atravesado el canal del pezén tiene un determinado
numero de bacterias. Es importante diferenciar y conocer el contenido de bacterias
antes y después de le secrecion. Es fundamental obtener leche con un bajo recuento
inicial de bacterias y refrigerarla inmediatamente a 4 — 6°C. Si se cumple esta premisa,
desde el punto de vista microbiol6gico, la leche serd una excelente materia prima.
Para lograr una leche de buena calidad bacterioldgica, es fundamental la participacién
y la autogestién de los tamberos.
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6.1. Contenido de bacterias en la leche antes de la secrecion
Infecciones de la ubre: en el caso de infecciones agudas, el contenido de

bacterias en los cuartos individuales al comienzo del ordefio puede superar 10°
UFC/ml (por ejemplo, por mastitis debida a Streptococcus agalactiae). La leche de los
cuartos con infecciones subclinicas causadas por estreptococos y estafilococos
contienen alrededor de 10* UFC/ml en la leche mezcla de los cuartos. Infecciones
latentes debida a estafilococos y estreptococos contienen alrededor de 10* UFC/ml en
el comienzo del ordefio y cerca de 10° UFC/ml en la leche mezcla de los cuartos.
Canal del pezdn: tiene una flora muy variada, entre la que podemos citar

Staphylococcus aureus coagulasa positivos, Micrococcaceae, Corinebacterium
(especialmente C. bovis) y estreptococos no patégenos. Alun cuando para tomar una
muestra de leche se desinfecte bien el pezdn (durante 20 segundos con alcohol al
80%), no es posible eliminar esta microflora. Algunos trabajos de investigaciéon han
demostrado que la Unica forma de evitarlo es obtener la muestra de leche mediante
puncion de la cisterna de la ubre o del pezdén. También se ha demostrado que no
todas las bacterias que viven sobre la piel son capaces de desarrollar en el canal del
pezén. Por ejemplo, en la piel predominan los micrococos y no asi en el canal del

pezon, a diferencia de los estafilococos, presentes en ambos nichos.

6.2. Contaminacion postsecretoria
Piel de los pezones: aqui se encuentra una amplia variedad de bacterias que

pueden multiplicarse en los restos de la leche (cuando quedan restos de leche en los
equipos por limpieza deficiente). No obstante, estas bacterias no influyen demasiado
(son bacterias que aun no estan adaptadas a leche) en el recuento total de bacterias.
La proporcion de bacterias provenientes de la piel de los pezones puede ser
significativa cuando se ordefan pezones sucios con barro o materia fecal, por el
“efecto de lavado de los pezones” (teat washing effect). Esta denominacién proviene
del hecho de si se ordefian pezones sucios, al retirar las unidades de ordefio los
mismos se “lavan’.

Las bacterias provenientes de la materia fecal (Enterobacteriaceae,
Enterococcus, Bacillus, Clostridium y Listeria) tienen un rol muy importante (como se
vera mas adelante) en la calidad de la leche y los subproductos. Estas bacterias
pueden detectarse mediante cultivos en medios y condiciones especificas. En el
recuento total de bacterias pueden no aparecer, pero como se dijo, tienen mucha
influencia sobre la calidad de los productos terminados (rutina de ordefo).

Ambiente: con las actuales instalaciones y sistemas de ordefio, es escasa la

contaminacién del ambiente. Se debe fundamentalmente a las pasturas, al polvo de
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los alimentos concentrados y materia fecal de los pisos que contaminan las pezoneras,
cuando éstas se caen. Las bacterias implicadas mas comunmente pertenecen a
Enterobacteriaceae, Micrococcus, Bacillus, Clostridium, Leuconostoc, Lactococcus,
Propionibacterium, Lactobacillus, etc.

El aire puede estar cargado de levaduras y esporos de Bacillus.

En relacion al equipamiento de ordefio y tanques de frio, cuando no estan
suficientemente higienizados, sin duda son la fuente méas importante de
contaminacién. La importancia aqui es doble:

- por un lado los equipos de ordefio y de frio tienen una enorme superficie que
esté en contacto con toda la leche;

- por otro lado, esas bacterias en presencia de restos de leche “se adaptan” y
se reproducen entre los tiempos de ordefio. Como consecuencia, las superficies
pueden tener una gran cantidad de bacterias “adaptadas” a leche. Hay trabajos que
demuestran que, cuando la leche del tanque tiene mas de 10° UFC/ml, se puede
asegurar una higiene deficiente del equipamiento.

Agua: el equipamiento de ordefio y los utensilios de ordefio deben enjuagarse
con agua potable. El agua potable, en 100 ml, no debe contener bacterias coliformes y
no mas de 100 bacterias saprdfitas totales. Las bacterias contaminantes mas comunes
del agua son Pseudomonas, pero pueden suelen estar presentes coliformes. Cuando
el agua esta contaminada, con el enjuague las bacterias contaminan el equipamiento y
éste a la leche. No existen datos ni relevamientos, pero la contaminacion de los pozos
de agua en los tambos es alta. La solucion mas comun es clorinar el agua, que
consiste en agregar hipoclorito de sodio al agua contenida en un recipiente y cuya
concentracion de cloro activo debe ser igual o mayor a 0,25 ppm.

En resumen, la carga microbiana de la leche se puede agrupar segun su

origen, de la siguiente forma:

= bacterias provenientes del @ire .........cccccceveeeeeeeenn. 100 — 1.500 UFC/mi

= bacterias de la ubre........ccccvvveviniiiiiiiiiis 300 — 4.000 UFC/mlI

= bacterias de la piel de los pezones........cc.cccoeeuuuneee. 500 — 15.000 UFC/mlI

= Infeccionesde laubre .......cccccooviiiiiiieiii i, 300 - 25.000 UFC/mlI

= bacterias provenientes de equipamiento ................ miles a millones de UFC/ml

7. Microorganismos causantes del defecto de Hinchazon Precoz
7.1. Bacteras coliformes
El grupo de bacterias coliformes es indicador de condiciones de higiene

deficiente, pudiendo asociarse a la posible presencia de patégenos del intestino
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(Salmonella, Shigella, que no crecen en las condiciones de determinacion de
coliformes). Incluye bacterias Gram-negativas, oxidasa-negativos, no-formadoras de
esporos, aerobicas o anaerébicas facultativas, que crecen en presencia de sales
biliares y fermentan la lactosa para producir acido y gas dentro de las 48 h a 37°C.
Dentro del grupo llamado coliformes se encuentran los géneros Escherichia,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia, Citrobacter (Donnelly, 2007). Estas
bacterias pueden llegar a contaminar el queso cuando se utiliza para su elaboracion
leche sin tratamiento térmico o, por contaminacion cruzada, si se utiliza leche tratada
térmicamente, pudiendo ingresar por alguna rotura de las placas o juntas del
intercambiador, a partir de la leche sin tratar. Otras causas de contaminacién son la
higiene y el saneamiento deficientes de la planta quesera o rutinas deficientes de
higiene personal por parte de los operarios.

Estas bacterias requieren lactosa para el crecimiento, ya que no pueden
metabolizar lactato y, por lo tanto, el rapido crecimiento se produce durante las
primeras etapas de la fabricacion del queso (con disponibilidad de lactosa) y, en
particular, cuando la temperatura y el pH son favorables. Durante las primeras etapas
de elaboracion y, en presencia de coliformes, después de la formacion de la cuajada y
durante la sinéresis, se concentran en la cuajada y por lo tanto, el nivel de coliformes
puede incrementarse significativamente después del desuerado. Cuando se produce
un desarrollo excesivo, los quesos presentan desviaciones organolépticas que se
traducen en olores y sabores muy desagradables (a “sucio”), acompafando el
fendmeno de hinchazén del queso por formacion de CO, y H, (Alichanidis, 2007; Hill y
Kethireddipalli, 2013). Tales defectos de gas se evidencian cuando alcanzan niveles
de concentracién cercanos a 10’ UFC/g.

7.1.1. Estrategias a utilizar para prevenir el defecto de hinchazon precoz
causado por bacterias coliformes

1) Implementar rutinas de higiene y sanitizacion en el tambo, como lavar y
desinfectar las ubres del animal antes de conectar las pezoneras, lavar y
sanitizar la maquina de ordefe y los equipos para conservar fria la leche.

2) Enfriar rapidamente la leche después del ordenie.

3) Implementar practicas efectivas de higiene y sanitizacién en los equipos,
utensilios y salas empleadas en la elaboracién de quesos.

4) Implementar practicas efectivas de higiene personal de los operarios.

5) Elaborar quesos con leche pasteurizada. Adecuar el equipo pasteurizador
con valvula diversora, sobrepresion del lado de la leche pasteurizada e

implementar un programa de mantenimiento preventivo.
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6) Enfriar rapidamente la leche pasteurizada, hasta la temperatura de
inoculacion del fermento. Utilizar fermentos starter activos para colonizar el
medio y generar acidez, de modo de metabolizar rapidamente la lactosa.
De este modo, la escasez de una fuente de carbono (lactosa) y el rapido
descenso de pH restringe el desarrollo de coliformes, que son sensibles a la
acidez. Por tal motivo es importante evitar accidentes con fagos en los
fermentos iniciadores y no utilizar leches que contengan antibiéticos (como
penicilina, por ejemplo) debido a que las bacterias coliformes no son
inhibidas y si los son las bacterias del acido lactico.

7) Salar los quesos, lo que disminuye la actividad acuosa (aw), reduciendo
también la posibilidad del desarrollo de coliformes.

8) Agregar sales oxidantes (nitrato de sodio o potasio) durante la fabricacion
de queso, cuando la legislacion lo permite. Estas sales actuan sobre el
sistema enzimatico que produce hidrégeno, pero no se inhibe la produccién
de didéxido de carbono y la generacién de sabores y olores indeseables, ya
que no evitan el crecimiento de los coliformes.

9) Utilizar desinfectantes como hipoclorito de sodio al terminar de lavar los
equipos, caferias, paredes y pisos. Las bacterias coliformes son sensibles

a algunos desinfectantes quimicos.

En la Figura 6 se pueden observar las caracteristicas y distribucion de ojos
causados por bacterias coliformes.

Figura 6 — Defecto de hinchazén precoz causado por bacterias coliformes en una
horma de queso.

7.2. Levaduras
Las levaduras son consideradas hongos unicelulares (pertenecen al reino
Fungi) que se reproducen por gemacién o fision e incluyen, entre los principales
contaminantes de lacteos, los géneros Candida y Kluyveromyces. El desarrollo de
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levaduras en los quesos se ve favorecida por su gran capacidad para adaptarse a
diferentes condiciones como bajas temperaturas, bajos valores de pH, baja actividad
acuosa, altas concentraciones de sal, presencia de productos de limpieza y
desinfectantes, etc.

No es frecuente que las levaduras causen defectos o accidentes de hinchazén
precoz en la produccién de quesos y, cuando se presentan, suele ser debido al género
Kluyveromyces y sus formas imperfectas, que poseen la capacidad de fermentar la
lactosa para producir CO,.

Las fuentes de contaminacion en las elaboraciones casearias por levaduras
son variadas, ya que pueden ingresar al proceso a partir de la leche cruda sin
tratamiento térmico, por, falta de higiene en equipos y utensilios empleados en la
elaboracion, falta de higiene en el edificio, contaminacion del aire que circula por la
sala de elaboracion, contaminacién cruzada de leche pasteurizada con leche cruda,
altas concentraciones de levaduras (> 10° ufc/ml) en fermentos de suero de queseria
que se emplean artesanalmente en la elaboracién de quesos de pasta dura, entre
otras.

7.2.1. Estrategias a utilizar para prevenir el defecto de hinchazon precoz

causado por levaduras

1) Implementar rutinas de higiene y sanitizacion en el tambo, como lavar y
desinfectar las ubres del animal antes de conectar las pezoneras, lavar y
sanitizar la maquina de ordene y los equipos para conservar fria la leche.

2) Enfriar rapidamente la leche después del orderie.

3) Implementar practicas efectivas de higiene y sanitizacién en de equipos,
utensilios y salas empleadas en la elaboracion de quesos.

4) Elaborar quesos con leche pasteurizada. Adecuar el equipo pasteurizador
con valvula diversora, sobrepresion del lado de la leche pasteurizada e
implementar un programa de mantenimiento preventivo.

5) Cuando se elaboran quesos de masa lavada, monitorear la calidad
microbiolégica del agua empleada para evitar que se convierta en una
fuente de contaminacion.

6) Cuando se emplea suero de leche como fermento, controlar que la
concentracion de levaduras no supere 10° UFC/ml. Si se supera ese valor,
cambiar de fermento o preparar uno nuevo.

7) Controlar la calidad del aire que circula por sala de elaboracion, sobre todo

en aquellos sectores donde el queso queda expuesto al ambiente. Cuando
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sea necesario, implementar sistemas de filtrado de aire de calidad

microbioldgica para eliminar levaduras.

En la Figura 7 se muestran las caracteristicas y distribucién de ojos causados
por levaduras.

Figura 7 — Defecto de hinchazéon precoz causado por levaduras en una horma de

queso.

8. Microorganismos causantes del defecto de Hinchazon Tardia
8.1. Bacterias Propionicas

Las bacterias del acido propiénico (BAP) producen &acido propidnico, acido
acético, CO, y H,O a partir de acido lactico (Di Cagno y Gobbetti, 2007). El agregado
de BAP es fundamental para el desarrollo de los ojos caracteristicos y un dulce sabor
a nuez en quesos tipo Suizo, pero la aparicion de ojos en otros tipos de quesos como
los de pasta dura o aquellos de masa cerrada resulta indeseable (Di Cagno y Gobbetti,
2007; Ledenbach y Marschall, 2010; Hill y Kethireddipalli, 2013; Sheelan, 2007),
pudiendo causar defectos de hinchazon tardia. Estas bacterias se ven favorecidas en
su desarrollo cuando el queso tiene un bajo contenido de sal, baja velocidad de
difusion y baja acidez (Bachmann y Frélich-Wyder, 2007; Di Cagno y Gobbetti, 2007;
Dusterhéft y Van den Berg, 2007). Ademas, se favorece su crecimiento con el
aumento de temperaturas de maduracion.

Algunas cepas de BAP tienen una gran capacidad para utilizar el lactato y son
muy proteoliticas, pudiendo conducir a alteraciones en la textura del queso, ademas
de generar grandes cantidades de CO, por la decarboxilacién de aminoacidos que dan
origen a grandes ojos de formas irregulares, hasta incluso producir grietas en la horma
(Bachmann y Frélich-Wyder, 2007; Sheelan, 2007).
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Las estrategias recomendadas para controlar la generacién de gas tardio
causado por BAP se basan en elaborar quesos con leche pasteurizada y mantener
temperaturas de maduracion lo mas bajo posible, segun el tipo de queso elaborado.
Es importante en el disefio de las plantas queseras para evitar la contaminacién

cruzada.

8.1.1. Fermentacion propionica

Segun Sordo (1983), los procesos que se desarrollan en el curso de la
elaboracion del queso dependen de la composicién cualitativa y cuantitativa de la
microflora acompanante. De acuerdo a Alais (1985), el acido lactico producido por el
metabolismo de las cepas del starter puede experimentar la fermentacién propionica,
qgue es la responsable de la formacion de ojos en los quesos suizos. Las bacterias que
presentan este tipo de fermentacion pueden utilizar tanto aztcares como lactato como
puntos de partida para el proceso. La ruta es un proceso complejo en el que se genera
acido aceético, CO, y acido propiénico como productos finales. Es una fermentacion
secundaria de los productos de las fermentaciones lacticas primarias.

A continuacion (Figura 8) se muestra un esquema de los pasos de la

fermentacion propiodnica.
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Figura 8 — Ruta metabdlica de la fermentacién propidnica.
8.2. NSLAB (Non Starter Lactic Acid Bacteria)

Las bacterias acido lacticas no pertenecientes al fermento o NSLAB (por sus
siglas en inglés) son microorganismos adventicios que se encuentran en los quesos y
que no forman parte del fermento primario; por lo tanto, no contribuyen a la produccion
de &cido lactico durante la elaboracion (Beresford, 2003). La flora NSLAB se compone
de cuatro grupos principales de bacterias lacticas: lactobacilos meséfilos, pediococos,
enterococos, Leuconostoc spp. y, eventualmente, lactococos.

Las bacterias del género Leuconostoc, especialmente Ln. mesenteoides,
pueden causar defectos de hinchazon precoz durante la fabricacién de queso y en las
primeras etapas de maduracion mediante la produccién de CO, a partir del citrato
como fuente de carbono.

Los lactobacilos heterofermentantes pueden causar defectos gasdgenos
debido a la generacién de CO, a partir del metabolismo de la lactosa residual,
galactosa, aminoacidos y/o citrato presente en el queso (Ledenbach y Marschall, 2010;
Sheelan, 2007). Los lactobacilos meséfilos constituyen el grupo microbiano mejor
estudiado y el mas frecuentemente encontrado en los quesos como parte de la flora
NSLAB (De Angelis y col., 2001; Quiberoni y col., 2008). Los integrantes del género
Lactobacillus se clasifican en tres grupos en base a su capacidad fermentante:
homofermentantes obligados (Grupo 1); heterofermentantes facultativos (Grupo II); y
heterofermentantes obligados (Grupo lll). El Grupo | se compone de lactobacilos que
normalmente forman parte de la flora del fermento primario (Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii spp.) (Beresford, 2003). Los lactobacilos heterofermentantes facultativos
(Grupo 1) son los mas frecuentemente aislados a partir de quesos, mientras que los
miembros del Grupo lll, en particular Lb. brevis 'y Lb. fermentum son detectados en
forma ocasional. Los lactobacilos heterofermentantes obligados y facultativos son los
responsables de defectos gasdgenos en quesos, y a los que se les prestara mayor
atencién en esta seccion.

La mayoria de las NSLAB no desarrolla bien en leche y, por lo tanto, no
contribuyen a la produccién de &cido durante el proceso de elaboracion. Estas
bacterias pueden, sin embargo, crecer en el queso durante la maduracion y
convertirse en la microflora dominante luego de largos periodos (McSweeney, 2004),
causando defectos en el caso de lactobacilos heterofermentantes y especies del
género Leuconostoc. Otros meséfilos NSLAB han sido aislados a partir de quesos,
como Lb. casei/paracasei, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus y Lb. curvatus (Jordan y
Cogan, 1993; Depouilly y col., 2004; Dolci y col., 2008; Fitzsimons y col., 1999), pero

ninguna de estas especies son los principales responsables de la produccion de gas
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como metabolito de su desarrollo y, por lo tanto, no suelen causar defectos de
hinchazon.

Varias especies del género Leuconostoc fueron identificadas como agentes
gasdgenos en quesos de pasta blanda, lo que sugiere que los contenidos relativos
elevados de oxigeno y agua como los presentes en este tipo de queso son las
condiciones necesarias para estimular su desarrollo (Cogan y Jordan, 1994; Quiberoni
y col., 2008).

En la Figura 9 se ilustran las rutas metabdlicas a partir de azicares como
fuentes de carbono para estos microorganismos.
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Figura 9 — Posibles rutas metabdlicas a partir de azicares para Leuconostoc.

8.2.1. Leuconostoc

El género Leuconostoc esta integrado por cocos mesofilos heterofermentativos,
que producen acido lactico de tipo D(-) y son incapaces de hidrolizar la arginina.
Comprende doce especies, siendo Ln. mesenteroides la especie tipo (Endo y Okada,
2008). Ln. mesenteroides incluye, a su vez, tres subespecies: mesenteroides, cremoris
y dextranicum. Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides y Ln. mesenteroides subsp.
dextranicum son las subespecies aisladas mas frecuentemente en quesos elaborados
a partir de leche bovina y ovina (Arizcun y col., 1997; Centeno y col., 1996; Centeno y
col., 1994).

Se utilizan intencionalmente en la elaboracion de algunos tipos de queso
cuando se pretende metabolizar el citrato a CO, (responsable de la formacion de 0jos)
y diacetilo (principal compuesto de aroma) en quesos frescos tipo Cottage y blandos.
El CO, se origina también a partir de azucares, como consecuencia del metabolismo
heterofermentativo. En los quesos tipo suizo (Edam y Gouda), es deseable la
presencia de ojos pequefios (menor a 1 cm de diametro) redondos y brillantes.
Asimismo se utilizan en quesos madurados con hongos (quesos azules) para generar
ojos que permitan al hongo (generalmente, Penicillum roqueforti) colonizar facilmente
la masa del queso. Pero cuando ingresan al queso como NSLAB, donde no hay
intencién de uso, representan un grave problema por los defectos de hinchazén que
genera y el detrimento de la calidad. En la Figura 10 se muestra un queso Port Salut
que sufri6 una alteracion del tipo hinchazén tardia causada por una cepa de

Leuconostoc.
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Figura 10 — Defecto de hinchazén tardia causado por Leuconostoc en queso Port
Salut.

8.2.2. Lactobacilos heterofermentantes

Morfolégicamente, los lactobacilos son bastones delgados y largos, inmoviles,
microaerofilos o anaerobios, gram positivos y catalasa negativos, capaces de generar
acido lactico como producto principal de la fermentacion de los azucares. Los
lactobacilos homofermentativos dan lugar a acido lactico como Unico producto de
fermentacion. Este grupo esta integrado por especies que forman parte del starter en
la elaboracién de quesos (Lb. delbrueckii, Lb. helveticus) o como adjuntos probidticos
(Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, etc.), entre otros. Los lactobacilos
heterofermentativos producen, ademas de acido lactico, diéxido de carbono, etanol y
otros productos volatiles. Entre ellos se encuentran las especies Lb. fermentum, Lb.
brevis, Lb. buchneri, Lb. wasatchii, etc., y son los principales NSLAB responsables,
junto a Leuconostoc, de la hinchazoén tardia en quesos.

Sus necesidades nutritivas son complejas, y la mayor parte de las cepas no
puede cultivarse en los medios nutritivos ordinarios, a menos que se enriquezcan con
glucosa y suero. Las necesidades individuales de aminoécidos varian de 2 a 15; en
general, se requiere piridoxina, tiamina, riboflavina, biotina, &cido fodlico y acido

nicotinico, variando las necesidades en cada caso.

8.2.2.1. Actividad bioquimica
Fermentacion lactica
En la Figura 11 se esquematiza la ruta de heterofermentacion de la Pentosa —
Fosfato o Pentosa Fosfocetolasa (PF) caracteristica de los lactobacilos
heterofermentantes integrantes del grupo NSLAB en quesos.
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Figura 11 - Ruta metabdlica de heterofermentacion de la Pentosa — Fosfato o Pentosa
Fosfocetolasa (PF).

8.2.2.2. Metabolismo del citrato

La leche contiene una baja concentracion de citrato (aproximadamente, 8 mM)
y la mayor parte del mismo (aproximadamente, 90 %) se pierde en el suero durante la
elaboracion del queso. Sin embargo, las pequenas concentraciones de citrato
retenidas en la cuajada (10 mmol/kg) son de gran importancia para el desarrollo del
flavor, dado que el citrato puede ser metabolizado a compuestos volatiles de aroma y
sabor por las BAL citrato positivas (Drake y col., 1999; McSweeney y Sousa, 2000).
Los principales compuestos de flavor derivados del metabolismo del citrato son
acetaldehido, etanol, acetato, diacetilo, acetoina y CO,. La transformacién de citrato
tiene lugar a pH 5-5,5 (pH 6ptimo de accion de la enzima inducible citrato permeasa),
por lo que tiene lugar después de la fermentacion primaria por parte del starter.

En queso Cheddar, por ejemplo, la concentracién de citrato decrece desde 0,2
- 0,5 hasta 0,1 % luego de 6 meses de maduraciéon, como consecuencia de la
actividad metabolica de algunos lactobacilos mesofilos con actividad citrato positiva,
pertenecientes a la flora NSLAB (McSweeney, 2004).

28



8.2.2.3. Metabolismo de la lactosa y el lactato

Durante la elaboracion y en las etapas tempranas de la maduracion del queso,
el fermento primario metaboliza la lactosa con produccién de &cido lactico
(principalmente acido L(+)lactico). En el curso de la elaboracion, las NSLAB no
contribuyen a esta transformacién ya que, en general y como se indicd, muestran un
crecimiento lento en la leche y recién comienzan a desarrollarse en la cuajada
(Stanley, 1998). En cambio, si pueden contribuir a la degradacion de la lactosa durante
las etapas tempranas o avanzadas de la maduracion, en caso de una fermentacion
incompleta de la misma por parte del fermento primario (McSweeney y Fox, 2004).

Por otra parte, el lactato puede ser oxidado en el queso a acetato y CO, por
algunos miembros de la flora NSLAB (cepas de Lb. curvatusy Lb. sake) una vez que
se ha agotado la fuente de carbohidratos (Figura 12) (Liu, 2003). Esta transformacion
depende de la poblacion NSLAB y de la disponibilidad de O,, la que a su vez esta
determinada por el tamano del bloque de queso, la permeabilidad al O, de la corteza 'y
del material de envasado (McSweeney y Sousa, 2000). El acetato es un compuesto de
flavor importante en muchas variedades de quesos; sin embargo, es poco probable
que esta reaccién oxidativa ocurra en una extension importante dentro del queso,
debido a su bajo potencial redox (ca. -250 mV) y a la escasa disponibilidad de O,
(McSweeney, 2004).

Oxaloacetato Acetato

<
Oxaloacetato +——
/Ciclode\

Krebs
L-malato L-aspartato l l l l l
\ / Acetaldehido Acefato Diacetilo Lactato  CO;
Fumarato l )
Etanol Acetoina
Succinato

Figura 12 - Rutas metabdlicas implicadas en la degradacion del citrato y del lactato
durante la maduracion del queso (Dudley y Steele, 2005; McSweeney y Sousa, 2000).
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8.2.3 Origen de las NSLAB en el queso

El origen de las NSLAB en el queso ha sido objeto de debate, dado que estos
microorganismos adventicios desarrollan tanto en quesos elaborados con leche cruda,
como en quesos elaborados con leche pasteurizada y cultivos primarios definidos, bajo
estrictos estdndares de inocuidad y calidad.

En los quesos elaborados con leche cruda, la principal fuente de NSLAB es
probablemente la leche de elaboracion (Beresford, 2003). Diversos autores (Berthier y
col., 2001; Casey y col., 2006; Coppola y col., 2000) caracterizaron la composicién
microbiol6gica de quesos Parmigiano Reggiano, Comté y Gruyére, respectivamente, y
de la leche cruda utilizada en su elaboracion, a fin de determinar el origen de la flora
NSLAB en los mismos. En todos los casos se observé que muchas de las cepas
identificadas en la leche cruda fueron aisladas posteriormente a partir del queso. Un
estudio comparativo de la flora NSLAB de quesos elaborados en una misma fébrica a
partir de leche cruda proveniente de dos regiones diferentes de Italia demostré que el
83 % de las cepas provenian de la leche cruda, mientras que sélo el 17 % restante
podia atribuirse a otros origenes, tales como equipamiento, medioambiente de la
planta lactea o fermento natural de suero (Poznanski y col., 2004).

En los quesos elaborados con leche pasteurizada, las NSLAB estan presentes
como consecuencia de contaminaciones post-pasteurizacion por contacto con la
superficie de equipos y utensilios, o a través de la flora residente en el medioambiente
de la planta lactea (Chapman y Sharpe, 1981; Naylor y Sharpe, 1958). Las NSLAB han
sido aisladas a partir de desagles, pisos, tinas, maquina de envasado al vacio,
moldes, y biofilms encontrados en diversas superficies en la industria lactea (Somers y
col., 2001). Los biofilms son importantes reservorios de microorganismos dado que las
bacterias que los conforman se adhieren firmemente a las superficies a través de la
produccion de exopolisacaridos (caracteristica bastante difundida entre los lactobacilos
heterofermentantes y cepas del género Leucconostoc; Kulozik, 2002). Estos
polisacaridos protegen a los microorganismos al otorgarle mayor resistencia a los
agentes antimicrobianos y a las soluciones desinfectantes y de limpieza (Mittelman,
1998), perpetuandose de ese modo en el ambiente de la planta industrial.

En numerosos casos, a pesar del empleo de tinas cerradas y de la
implementacion de practicas mas higiénicas en la elaboracién de quesos, no se logra
evitar la contaminacion por NSLAB (De Angelis y col., 2004), a partir de lo que se
postula que su posible origen en quesos elaborados con leche pasteurizada es la
microflora de la leche cruda que sobrevive a la pasteurizacién (Jordan y Cogan, 1999).
Esta hipétesis fue respaldada por McSweeney y col. (1994), quienes no detectaron

presencia de lactobacilos meséfilos en la leche luego de la pasteurizacién, pero
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observaron su desarrollo en los quesos Cheddar elaborados con dicha materia prima,
bajo condiciones microbiolégicas controladas. Hace unos afos se consideraba que la
contaminacién post-pasteurizacion era la via de entrada mas probable de las NSLAB
en quesos elaborados con leche pasteurizada. Sin embargo, gracias al advenimiento
de las técnicas moleculares, este concepto ha ido cambiando y en la actualidad se
considera que la hipétesis mas fuerte es que las NSLAB tienen origen en la leche
cruda utilizada en la elaboracién de quesos, y que sobreviven a la pasteurizacién. La
resistencia de las bacterias a la temperatura depende de la variacion genética entre
las especies y cepas, y se ve afectada por el estado fisiolégico de las células y por
factores medioambientales tales como pH, actividad acuosa, contenido de sal y
presencia de conservantes (Casadei y col., 2001; De Angelis y col., 2004).

Sometiendo Lb. wasatchii (heterofermentante) a tratamiento térmico HTST (72
°C durante 15 s) resultd en una reduccion de aproximadamente 4,5-log, es decir, a
partir de un nivel inicial de 6 x 10° UFC/ml, 9,2 x 10" UFC/ml sobrevivieron después de
enfriar a 31°C. En contraste, no se detectaron colonias de Lb. wasatchii cuando se lo
sometié a un tratamiento térmico del tipo LTLT (63°C durante 30 min.). El hallazgo de
que ciertas cepas de Lb. wasatchii pueden soportar HTST indicaria que estas
bacterias heterofermentantes podrian ingresar al queso directamente o a través de la
formacion de biopeliculas (biofilms) en el entorno del procesamiento de queso
(Beresford y col., 2001; Golnazarian, 2001; Turner y col., 1986).

Por su parte, Ln. mesenteroides posee una notable capacidad para sobrevivir
en superficies de equipos, utensilios y superficies del pasteurizador por extensos
periodos de tiempo, resistiendo a tratamientos térmicos y temperaturas de
refrigeraciébn, ya que muchas cepas son capaces de producir exopolisacaridos
(Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004), lo que lo convierte en un potencial alterante
por hinchazén tardia en quesos.

8.2.4 Factores que influyen en la velocidad de crecimiento, el recuento
final y la actividad bioquimica de las NSLAB durante la
maduracion del queso

8.2.4.1 Fermento primario o de acidificacion
El género, la especie y cepa de las BAL utilizadas como fermento primario en la
elaboracion de quesos parecen tener una importante influencia en la velocidad de
crecimiento y nivel alcanzado por las NSLAB, como asi también en sus actividades

bioquimicas durante la maduracion del queso (Hynes y col., 2001 ).
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Thomas (1987) demostr6 que varias cepas de lactobacilos y pediococos
aislados de quesos fueron capaces de crecer en suspensiones de células de
lactococos sometidas a un tratamiento de purificacion y lisis celular, y en base a estos
resultados sugiri6 que los productos de degradacion de las células del fermento
primario constituyen una fuente de carbono y energia para el crecimiento de las
NSLAB. Asimismo, inform6 que la densidad maxima alcanzada por las cepas de
NSLAB estudiadas fue dependiente del fermento primario, lo que indicd6 que este
ultimo puede influir en la microflora adventicia que se desarrolla durante la maduracién
y, por lo tanto, en una posible alteracion del producto final. Crow y col. (1995)
reportaron que los fermentos primarios liticos contribuyen a un incremento en el
contenido de aminoacidos libres, como consecuencia de la liberacion de las
peptidasas intracelulares, lo que podria favorecer el crecimiento de las NSLAB. Si bien
existe evidencia que sustenta esta hipotesis, varios estudios posteriores han informado
resultados contradictorios.

8.2.4.2 Factores ambientales

El queso constituye un medio ambiente hostil para el crecimiento bacteriano
dado que posee un pH bajo (4,9 — 5,3), un alto contenido de sal (4 — 6% de sal en la
humedad), un contenido de humedad relativamente bajo (< 50%), carece de azucares
fermentables, madura a bajas temperaturas (entre 7 — 15°C) y es anaerobico (Wouters
y col., 2002). Sin embargo, las NSLAB son capaces de crecer bajo estas condiciones
adversas, entre ellas Leuconostoc y lactobacilos heterofermetantes (Kask y col.,
2003).

En relacién a la temperatura, se ha demostrado que la disminucién de la
temperatura de maduracién como asi también el enfriamiento rapido de la cuajada
luego de la etapa de prensado constituyen unos de los factores principales que inhiben
el crecimiento de las NSLAB en los quesos (Beresford y col., 2001).

8.2.4.3 Sal en la humedad

La sal en la humedad se define como el contenido de sal que posee un queso
referido a la humedad del mismo. Se expresa en porcentaje.

En un estudio desarrollado por Jordan y Cogan (1993) se demostré que los
lactobacilos adventicios presentan una elevada tolerancia a la sal, siendo algunas
cepas capaces de crecer en presencia de concentraciones de NaCl tan altas como
10%. Lane y col. (1997) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de sal en la
humedad sobre la velocidad de crecimiento y el nivel final de la poblacion de NSLAB.
Estos autores informaron que los valores de sal en la humedad comprendidos entre
2,85 y 5,93 % no influyeron en el crecimiento de las NSLAB durante la maduracion.

Por el contrario, un contenido de sal en la humedad de 6,09 % disminuyé la velocidad
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de crecimiento de las NSLAB hasta los 4 meses, pero no afecté el niumero alcanzado
hacia el final del periodo de maduracién (6 meses). De este modo, y segun estas
observaciones, el contenido de sal en la humedad no influiria significativamente en el
desarrollo de las NSLAB, siempre que los valores estén dentro del rango normal
establecido para quesos tipo Cheddar.

8.2.4.4 Contenido de humedad

Lane y col. (1997) reportaron que los valores de humedad comprendidos dentro
del rango normal (35 — 39 %) para queso Cheddar no influyen en la velocidad de
crecimiento y numero final de las NSLAB. Asimismo, informaron que en los quesos
con un elevado contenido de humedad, las NSLAB presentaron una fase de latencia
mas corta, pero luego de esta etapa la velocidad de crecimiento fue independiente de
la humedad.

8.2.4.5 Fuente de energia

El hecho de que las NSLAB desarrollan durante la maduracion del queso
alcanzando niveles elevados, mientras que el nivel de la mayoria de las otras bacterias
desciende, ha impulsado la investigacién acerca de la fuente de energia que permite
su crecimiento en un medio ambiente practicamente desprovisto de carbohidratos
fermentables. Si bien la lactosa es una potencial fuente de energia, su nivel residual
en el queso es relativamente bajo en el momento en que las NSLAB se establecen,
siendo completamente degradada dentro de los 8 a 20 dias, debido a que es
metabolizada por el fermento primario (Martley y Crow, 1993). El crecimiento de los
lactobacilos adventicios y el mantenimiento de recuentos elevados durante las etapas
finales de la maduracién, cuando la lactosa ha sido completamente degradada,
respaldan la teoria de que la misma no constituye su principal fuente de energia
(Banks y Williams, 2004; Fox y col.,, 1998). Estos autores sefalaron que
probablemente la lactosa actia como una importante fuente de energia para las
NSLAB en las etapas iniciales de la maduracién. Sin embargo, en un estudio llevado a
cabo en quesos Cheddar elaborados con distintas concentraciones de lactosa (normal,
reducida e incrementada), Shakeel-Ur-Rehman y col. (2004) observaron que la
evolucion de la poblacién NSLAB fue similar en todos los quesos, y sugirieron que ese
compuesto no es necesario para su crecimiento en el queso.

Por otra parte, se ha sugerido que el citrato, que esta presente en el queso
Cheddar inmaduro en una concentracion aproximada de 8 mmol/Kg, es probablemente
la fuente de energia para el crecimiento de las NSLAB (Jimeno y col., 1995; Thomas,
1987). En quesos tipo Suizo y Cheddar, donde se utilizan fermentos primarios
homofermentantes citrato negativo, la degradacién del citrato se ha atribuido a la

presencia de NSLAB heterofermentantes facultativas (Fox y col., 2000; Fréhlich-Wyder
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y Bachmann, 2004), potencialmente causantes del defecto de hinchazén. Sin
embargo, Jordan y Cogan (1993) indican que a pesar de estar presentes en altas
concentraciones en quesos Cheddar, las NSLAB producen una escasa o nula
degradacién del citrato. En los quesos tipo Holanda, que se elaboran con cultivos
primarios tipo DL (integrados por cepas de Leuconostoc spp. y de lactococos citrato
positivo) que metabolizan rdpidamente el citrato, las NSLAB se desarrollan
rapidamente, alcanzando altos niveles (Adamberg y col., 2005). Si bien numerosos
trabajos han demostrado que ciertas especies de NSLAB presentan capacidad para
metabolizar citrato, varios investigadores (Adamberg y col., 2005; Kennes y col., 1991;
Palles y col., 1998; Williams y col., 2000) coinciden en que el mismo no puede ser
considerado una fuente de energia importante para su desarrollo en el queso.

El glicerol también ha sido indicado como posible fuente de carbono para las
NSLAB. Sin embargo, las cepas de Lb. paracasei estudiadas no fueron capaces de
degradar el glicerol (Williams y col., 2000). Se ha demostrado que algunas cepas de
lactobacilos mesofilos poseen actividad glicosido hidrolasa (Williams y Banks, 1997) y
que por lo tanto, pueden obtener energia de los carbohidratos liberados a partir del
caseinomacropéptido de la k-caseina (galactosa, N-acetilgalactosamina, acido N-
acetilneuraminico), de las glicoproteinas y glicolipidos de la membrana del glébulo
graso (galactosa, manosa, mucosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, &cido
N-acetilneuraminico) y de la lisis de las células del fermento primario (ribosa,
desoxiribosa N-acetilglucosamina, acido N-acetilmuramico).

Thomas (1987) y Rapposch y col. (1999) senalaron que la ribosa proveniente
de los acidos nucleicos de las células del fermento primario representa una importante
fuente de carbono para el crecimiento de las NSLAB en el queso. Sin embargo,
Westby y col. (1993) informaron que varias cepas de lactobacilos, pediococos y
Leuconostoc no fueron capaces de crecer en un medio que contenia D-ribosa como
unica fuente de carbono fermentable, y que esta si fue metabolizada en presencia de
glucosa. Un estudio posterior llevado a cabo por Fitzsimons y col. (1999) indicé que
muchas de las NSLAB aisladas a partir de queso Cheddar maduro fueron incapaces
de fermentar la ribosa, indicando que otras fuentes de carbono serian utilizadas para
su crecimiento en el queso. Williams y col. (2000) informaron que el 58, 48 y 22 % de
las NSLAB aisladas a partir de queso Cheddar metabolizaron, respectivamente,
ribosa, N-acetilgalactosamina y acido N-acetilneuraminico, derivados de los &cidos
nucleicos y de la deglicosilacion de las caseinas. Posteriormente, Adamberg y col.
(2005) senalaron que el 46 % de las cepas aisladas a partir de un queso danés semi-
duro fueron capaces de crecer en presencia de ribosa. Asimismo, estos investigadores

informaron que las NSLAB metabolizaron los carbohidratos provenientes del
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caseinomacropéptido de la k-caseina, las glicoproteinas de la membrana del glébulo
graso y los peptidoglicanos de las paredes celulares bacterianas. Por otra parte,
Rynne y col. (2007) reportaron que la velocidad de crecimiento de las NSLAB en
quesos Cheddar reducidos en materia grasa fue mas lenta que en aquellos elaborados
con leche entera, y atribuyeron este fenédmeno al menor contenido de materia grasa en
los quesos y, en consecuencia, a una disminucién del material de la membrana del
glébulo graso.

Hasta el momento, la fuente de energia utilizada por las NSLAB en el queso no
ha sido claramente esclarecida. Los resultados reportados demuestran que son
capaces de metabolizar una gran variedad de sustratos y, por lo tanto, es probable
gue no dependan de una fuente Unica de energia para logar su desarrollo en el queso
(Beresford, 2003). La lactosa residual, sin embargo, parece jugar un rol importante en

el crecimiento de este grupo microbiano en las etapas iniciales de la maduracion.

8.2.5 Desarrollo de las NSLAB en el queso

Las bacterias del fermento primario constituyen la microflora dominante durante
el proceso de elaboracion en todos los tipos de quesos, con recuentos que
generalmente alcanzan niveles de 10% - 10° UFC/g en la cuajada al comienzo de
maduracién. Sin embargo, la poblacion del fermento primario generalmente declina
con el avance de la maduracion, debido a factores ambientales tales como
disminucién del contenido de humedad, del pH y baja temperatura de maduracion,
junto a una concentracion relativamente elevada de sal (Banks y Williams, 2004;
McSweeney y col., 1994). La velocidad a la cual las células del fermento primario
mueren y sufren lisis es caracteristica de la especie y, principalmente de la cepa, pero
normalmente los recuentos de bacterias viables declinan hasta aproximadamente un 1
% de los valores maximos durante el primer mes de maduracién, especialmente para
los fermentos mesofilos (McSweeney y col., 1994). Simultaneamente, a medida que el
nivel de bacterias del fermento declina, la poblacion de las NSLAB comienza a
desarrollarse desde recuentos muy bajos (10" — 10* UFC/g) en la cuajada hasta
valores de 10’ — 10® UFC/g de queso luego de las primeras semanas de maduracion
(McSweeney y col., 1993; Peterson y Marshall, 1990). Los lactobacilos NSLAB
desarrollan en todas las variedades de quesos y generalmente dominan la microflora
bacteriana viable de los quesos maduros. Si bien los recuentos maximos alcanzados
por las NSLAB se mantienen en niveles relativamente estables durante toda la
maduracién, su composicion no es estatica sino que se verifican modificaciones en las

proporciones de especies y cepas.
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Numerosos trabajos de investigacién han abordado el estudio de la diversidad
y evolucion de la flora NSLAB durante la maduraciéon de quesos. El estudio del
ecosistema microbiano en el queso resulta de gran utilidad para numerosas
aplicaciones, a saber:

i) diferenciacion de quesos;

i) estudio de los efectos de parametros tecnolégicos seleccionados sobre las

diferencias especificas en la flora microbiana;

iii) monitoreo de la dinamica de la microflora en fermentaciones donde

intervienen poblaciones mixtas;

iv) evaluacion de la contribucién real de especies y cepas a la maduracién del

queso.

v) presencia de defectos gaségenos asociados a especies bacterianas NSLAB.

En quesos Cheddar maduros elaborados en el Reino Unido, Lb. paracaseiy
Lb. brevis (heterofermentante) representaron el 52,7 % y el 25,8 %, respectivamente,
de los aislamientos identificados, mientras que Lb. plantarum (10,5 %) y Lb. curvatus
(heterofermentante, 5,6 %) fueron encontrados en menor proporcion (Williams y col.,
2002).

En quesos espanoles Roncal e Irdiazabal, elaborados con leche de oveja, Lb.
casei (52,6 %) y Lb. plantarum (30 %) fueron las especies predominantes (Arizcum vy
col., 1997), mientras que en tres quesos ovinos italianos Lb. curvatus
(heterofermentante) fue la especie mayoritaria, seguida de Lb. plantarum, Lb.
fermentum (heterofermentante), Enterococcus durans y Enterococcus faecium en
Pecorino Romano, Lb. paracasei subsp. paracaseiy E. faecium en Fiore Sardo, y Lb.
paracasei subsp. paracasei y Leuconostoc spp. en Canestrato Pugliese (Di Cagno y
col., 2003). Bude-Ugarte y col. (2006) aislaron diversas cepas de lactobacilos de
origen NSLAB a partir de quesos argentinos de buena calidad, y las identificaron
preliminarmente mediante RAPD-PCR. Los lactobacilos aislados de quesos blandos y
semi-duros (Cremoso y Tybo) elaborados con leche pasteurizada fueron identificados
como Lb. rhamnosus, Lb. caseiy Lb. plantarum. En cambio, en quesos semiduros
elaborados con leche cruda se detectd la presencia de Lb. curvatus, Lb. fermentum
(heterofermentantes), Lb. plantarumy Lb. perolens.

Por ejemplo, en un queso italiano de pasta hilada (Caciocavallo) la microflora
se compuso principalmente por lactobacilos mesofilos, siendo Lb. paracasei, Lb.
fermentum (heterofermentante) y Lb. plantarum las especies mas frecuentemente
encontradas (Piraino y col.,, 2005), mientras que Lb. plantarum y Lb. brevis
(heterofermentante) fueron los principales lactobacilos identificados en el queso

asturiano Afuega’l Pitu (Cuesta y col., 1996).
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Por otra parte, otros factores ademas de la tecnologia de elaboracién y el tipo
de queso, contribuyen a la diversidad de la poblacion NSLAB, como el tiempo de
maduracion (Demarigny y col., 1996; Fitzsimons y col., 2001; Veljovic y col., 2007;
Williams y col., 2002; Zarate y col., 1997), la region geogréafica de elaboraciéon (De
Angelis y col., 2001; Mannu y col., 2000), y la fabrica (Henri-Dubernet y col., 2004;
Mannu y col., 2000; Sanchez y col., 2005; Williams y col., 2002) o incluso, el lote de
procedencia (Mannu y col., 2000; Williams y col., 2002). Las variaciones estacionales
también han sido consideradas un importante factor por su influencia en la
composicion de la flora NSLAB (Mannu y col., 2000).

Un estudio llevado a cabo en queso miniatura tipo suizo elaborado con leche
cruda reveld fluctuaciones en el ecosistema microbiano durante la maduracién
(Demarigny y col., 1996). En este caso, en los quesos inmaduros la poblacién de
NSLAB se compuso por especies de Lb. paracasei, Lb. plantarum, Lb. brevis
(heterofermentante) y Lb. rhamnosus, pero sélo dos subespecies de Lb. paracasei
dominaron la microflora de los quesos luego de 24 semanas de maduracion.

Fitzsimons y col. (2001) evaluaron la distribucién espacial y la diversidad de las
NSLAB dentro y entre bloques de quesos, como asi también, la dinamica de la
poblacién durante la maduracién de queso Cheddar irlandés, informando que las
NSLAB se distribuyeron de manera uniforme en toda la masa del queso, dado que se
encontraron las mismas cepas bacterianas en las distintas zonas del queso
analizadas. Lb. rhamnosus, Lb. plantarum y otras cepas no identificadas fueron los
microorganismos dominantes hasta los seis meses de maduracion; a partir de
entonces, sblo cepas de Lb. paracasei fueron aisladas del queso.

En sintesis, los aislamientos de NSLAB mas frecuentes, especialmente a partir
de quesos de pasta semi-dura y dura elaborados con leche pasteurizada, pertenecen
a las especies Lb. casei y Lb. paracasei, pero cuando se hallan presentes
Leuconostoc o lactobacilos heterofermentantes (Lb. fermentum, Lb. brevis, etc.) el
queso puede verse alterado por la produccidén de gas, con las consecuentes pérdidas

econdmicas.

8.2.6 Estrategias a utilizar para prevenir el defecto de hinchazon tardia
causado por NSLAB
En general, se puede controlar o evitar accidentes gaségenos en quesos
provocados por NSLAB teniendo en cuenta las siguientes recomendaciones que son
vdlidas para alteraciones provocadas por otros grupos microbianos:

1) utilizar cultivos starter muy activos, de modo de acelerar el consumo de lactosa;
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2) asegurar un nivel de salado adecuado al tipo de queso, reduciendo la actividad
acuosa;

3) evitar el uso de leche cruda;

4) implementar rutinas eficientes de limpieza y sanitizacion de la instalaciones y
equipo utilizado para produccién;

5) optimizar la higiene del personal afectado a la produccion;

6) evitar formacion de biofilms dentro de los equipos.
Asimismo, existen ciertas estrategias particulares, que combinadas con las

generales, pueden contribuir al control del desarrollo de NSLAB durante las

elaboraciones. Las mismas de describen a continuacion:

8.2.6.1 Adicion de antibidticos

Las bacterias del fermento primario metabolizan la lactosa con produccién de
acido lactico durante la elaboracion del queso, pero su actividad metabdlica es inhibida
en la etapa de salado. Asi, se propuso controlar la poblacion de las NSLAB que
desarrollan durante la maduracion mediante la adicién de antibiéticos a la cuajada en
la etapa de salado, a fin de no interferir con la actividad acidificante del fermento
primario (Beresford, 2003).

Si bien la adicién de antibioticos representa una técnica sencilla para reducir el
crecimiento y la influencia de las NSLAB, estos compuestos podrian repercutir en el
sabor del queso y perder su actividad bactericida durante la maduracién (Shakeel-Ur-
Rehman y col., 2000a). Otra gran desventaja de esta aplicacion se basa en que los
antibiéticos pueden ser sélo efectivos contra ciertas especies o cepas de NSLAB, e
incluso, pueden acelerar la lisis de las células del fermento primario dificultando la
interpretacion de los resultados. Varios estudios (O’Donovan y col., 1996; Shakeel-Ur-
Rehman y col., 1999; Walsh y col., 1996) han abordado el control de las NSLAB
mediante el uso de antibibticos y, si bien el recuento de lactobacilos adventicios fue
menor en los quesos tratados con antibiéticos respecto a los controles, presentaron un
mayor contenido de aminodcidos. Algunos autores atribuyeron este hecho a la mayor
lisis de las células del fermento primario (Shakeel-Ur-Rehman y col., 1999), mientras
que otros autores sugirieron que las NSLAB presentes en los quesos controles
utilizaron los aminoacidos como sustratos de crecimiento, reduciendo su concentracion

en estos quesos (O’'Donovan y col., 1996).
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8.2.6.2 Empleo de fermentos primarios productores de
bacteriocinas

Una alternativa al uso de antibiéticos exégenos para controlar el crecimiento de
las NSLAB es la adicién, ya sea como fermento primario o como adjunto, de cultivos
de BAL productoras de bacteriocinas. Se han realizado varios estudios en los que se
utilizaron distintas cepas de lactococos productoras de bacteriocinas, con el objeto de
controlar el crecimiento de las NSLAB, pero a su vez, de incrementar la lisis de las
células del fermento primario, a fin de acelerar el proceso de maduracion e
incrementar el aroma y sabor de los quesos (Martinez-Cuesta, 1998; Morgan y col.,
2002; Oumer y col., 2001; O’Sullivan y col., 2003). Sin embargo, para abordar el
estudio de las NSLAB en la calidad del queso, es necesario que los fermentos
productores de bacteriocinas que se adicionan como adjuntos no interfieran con la
sobrevida del cultivo primario. Se ha informado que esta estrategia puede retardar el
crecimiento del fermento primario y, en consecuencia, la produccién de &cido lactico,
afectando las caracteristicas sensoriales del queso (Morgan y col., 1997; Oumer y col.,
2001). A este hecho se suma que la presencia de varios fermentos en el ecosistema
suele dificultar la interpretacion de los resultados.

Morgan y col. (1997) utilizaron una cepa de productora de bacteriocina (L.
lactis subsp. lactis DPC3286) como adjunto en elaboraciones de queso Cheddar,
empleando como fermento primario L. /lactis subsp. cremoris HP, demostrando que la
cepa DPC3286 no previno el desarrollo de las NSLAB durante la maduracién, pero
indujo la lisis del fermento primario. En cambio, Ryan y col. (1996) informaron que la
adicién de L. lactis productora de lacticina 3147 — una bacteriocina de amplio espectro
— disminuy¢ significativamente los recuentos de las NSLAB durante la maduracion de
queso Cheddar. En otro estudio desarrollado por Fenelon y col. (1999) se elaboraron
quesos Cheddar reducidos en materia grasa empleando como fermento primario la
misma cepa caracterizada por Ryan y col. (1996), a fin de inhibir el crecimiento de las
NSLAB. El recuento de los lactobacilos adventicios en los quesos elaborados con
fermento productor de lacticina 3147 fue 5 6rdenes log menor que en los quesos
controles elaborados s6lo con el fermento primario, lo que confirmé la eficiencia de la
lacticina 3147 en el control de la flora NSLAB, en las condiciones de estudio.

Una ventaja que presentan estos fermentos productores de bacteriocinas
respecto a los antibidticos es que pueden ser utilizados comercialmente para controlar
la proliferacion de las NSLAB. Sin embargo, pueden producir alteraciones durante el
proceso de elaboracién, tales como una disminucion de la velocidad de acidificacion
de la cuajada con un concomitante incremento de la lactosa residual, en el caso de

ejercer un efecto inhibitorio sobre el fermento primario (Oumer y col., 2001; O’Sullivan,
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2003); o por el contrario, cambios en la composicién quimica del queso si contribuyen
a la produccion de acido durante la elaboracion, especialmente cuando se adicionan
como adjuntos con el fermento primario y no exhiben antagonismo alguno con dicha

poblacién bacteriana.

8.2.6.3 Modificaciones de la temperatura de maduracion

La temperatura es el principal factor que controla el crecimiento bacteriano en
todos los tipos de quesos, tanto durante la etapa de elaboracién como durante el
proceso de maduracién. Martley y Crow (1993), estudiaron el efecto de tres
temperaturas de maduracion diferentes (5, 10 o 15°C) sobre el crecimiento de las
NSLAB en quesos Colby (una variedad similar al Cheddar que incluye lavado de la
cuajada y salado en seco). El recuento inicial de las NSLAB en todos los quesos fue
inferior a 10° UFC/g. En los quesos madurados a 15°C, las NSLAB crecieron
rapidamente alcanzando niveles de 10’ UFC/g luego de 2 meses de maduracién. Este
aumento fue més lento en los quesos madurados a 10°C (10° UFC/g a los 2 meses,
10" UFC/g luego de 3 meses), mientras que en los quesos madurados a 5°C, las
NSLAB permanecieron por debajo de 10° UFC/g luego de 4 meses de maduracién. En
un estudio similar pero llevado a cabo en queso Cheddar, se comparé el efecto de
diferentes temperaturas de maduracion (8, 15, 17,5 o 20°C) sobre el desarrollo de las
NSLAB (Cromie y col., 1987). Estos autores informaron que el recuento de las NSLAB
se increment6 rapidamente durante las primeras 4 semanas de maduracién a 15, 17,5
0 20°C, mostrando luego un aumento més lento hasta alcanzar valores de 10® UFC/g.
En cambio, en los quesos madurados a 8°C la velocidad de crecimiento de las NSLAB
fue menor, y estos microorganismos alcanzaron recuentos de, aproximadamente, 10’
UFC/g luego de 32 semanas de maduracion. Utilizando un enfoque diferente, Shakeel-
Ur-Rehman y col. (2000b, 2000c) evaluaron el efecto de dos temperaturas de
maduracién (1 y 8°C) sobre el crecimiento de las NSLAB en quesos Cheddar
elaborados con leche cruda o pasteurizada, a fin de determinar la influencia de la flora
adventicia en la protedlisis, lipdlisis y caracteristicas sensoriales. En los quesos
madurados a 1°C, el recuento de las NSLAB luego de 4 y 6 meses de maduracién fue
aproximadamente 3 y 2 6rdenes log menor, respectivamente, que en los quesos
madurados a 8°C. La maduracion a 1°C disminuyé notablemente la velocidad de
crecimiento y numero final de las NSLAB en el queso. Por otro lado, Fox y col. (1993)
informaron que la velocidad de enfriamiento de la cuajada luego de la etapa del
prensado es el factor que influye mas marcadamente sobre el crecimiento de las
NSLAB en el queso. Folkertsma y col. (1996) estudiaron el efecto de la velocidad de

enfriamiento de la cuajada, rapida (15 h) o lenta (8 dias), y de la maduracién a tres
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temperaturas (8, 12 o 16°C), sobre los perfiles proteoliticos, lipoliticos y las
caracteristicas sensoriales de queso Cheddar comercial. Estos autores encontraron
que la combinacién de enfriamiento rapido de la cuajada y maduracion a 8°C
disminuy6 notablemente la velocidad de crecimiento de las NSLAB, pero tuvo una
influencia menor en el recuento final alcanzado por estos microorganismos adventicios
hacia el final de la maduracién (9 meses).

Si bien la reducciéon en la temperatura de maduracion constituye un medio
eficaz para controlar el crecimiento de las NSLAB, presenta la desventaja de que
todos los fendmenos bioquimicos se lentifican, provocando un alargamiento del tiempo
de maduracion. Por esta razoén, esta estrategia para mantener los quesos libres de
NSLAB resulta interesante desde el punto de vista cientifico, no asi desde el punto de

vista de su aplicacion industrial.

8.2.6.4 Microfiltracion o pasteurizacion de la leche

Varios estudios han abordado la influencia de la materia prima sobre la
poblacién NSLAB en quesos elaborados con leche cruda y pasteurizada, encontrando
notables diferencias entre ambos productos (Bullock y Irvine, 1956; Kosikowski y
Scarpellino, 1962; Lau y col., 1990). Sin embargo, las razones de las diferencias no
son claras, dado que la leche cruda presenta gran variabilidad en su composicién
microbiana, y no aparece como un modelo adecuado para estudiar la flora no fermento
de ecosistemas mas controlados, como los quesos obtenidos en la industria. Por otra
parte, el tratamiento térmico tiene influencia sobre las proteinas, los minerales y las
enzimas nativas de la leche, lo que dificulta el estudio de la contribucién de las NSLAB
a la calidad del queso.

Una forma de evitar estos efectos secundarios del tratamiento térmico es
implementar la microfiltracién, una técnica de separacion por membrana que permite la
eliminacion de microorganismos de la leche descremada, sin producir los cambios
inducidos por el calor que resultan del proceso de pasteurizacion. La microfiltracién
permite reducir en un 99,9 % la carga microbiana de la leche cruda pero, a diferencia
de la pasteurizacidn, no es selectiva frente a los microorganismos patégenos, lo que
representa una desventaja si no se parte de leche cruda de excelente calidad. Otra
limitacion que presenta esta técnica es que se requiere de equipamiento
especializado. McSweeney y col. (1993) elaboraron quesos Cheddar a partir de leche
cruda, pasteurizada o microfiltrada, a fin de evaluar la importancia de las NSLAB en el
proceso de maduracion. Estos investigadores reportaron que los quesos elaborados
con leche cruda presentaron un mayor recuento de NSLAB y una mayor

heterogeneidad de cepas de lactobacilos que los quesos elaborados a partir de leche
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pasteurizada o microfiltrada. Los recuentos alcanzados por las NSLAB en estos dos
ultimos tipos de quesos fueron similares, indicando que la microfiltracién, en este caso
en particular, fue equivalente a la pasteurizacion en la reduccion del numero de
lactobacilos adventicios. Skeie y Ard6 (2000) estudiaron la influencia de la microflora
de la leche cruda sobre la bioquimica de la maduracién de un queso semiduro con
ojos. Para ello, elaboraron quesos a partir de leche descremada cruda, pasteurizada o
microfiltrada en combinaciones con crema cruda o pasteurizada, e informaron que el

recuento de las NSLAB fue mayor en los quesos elaborados con leche o crema cruda.

8.3 Bacilos esporulados aerobios (Bacillus)

8.3.1 Generalidades del género Bacillus

El género Bacillus esta formado por bacterias (bacilos) aerobias, Gram-
positivas, formadoras de esporos. Los esporos son estructuras de supervivencia que
les permiten resistir en ambientes hostiles. Su hébitat normal es el suelo, la
vegetacion, las heces, el agua y el aire.

Los bacilos esporulados sufren durante su desarrollo una serie de cambios
tanto estructurales como metabdlicos, que culminan con la formaciéon de esporos. La
secuencia de eventos morfolégicos que ocurren en la formacién de un esporo libre

consta de siete estadios y se muestra en la Figura 13 (Grossman, 1995).
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Figura 13 — Esquema representativo de los diferentes estadios comprendidos en el

ciclo de esporulacion de Bacillus subtilis.
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El estadio cero se inicia como respuesta al agotamiento de nutrientes y a la
produccion de péptidos que sensan y responden a una alta concentracion celular
(Schneider y col., 2002). En el estadio |l se producen enzimas hidroliticas, como las
proteasas y amilasas, y culmina con la formacién de un septo en un polo de la célula.
En el estadio Il ocurre el engullimiento del pre-esporo, y los estadios IV al Vi
corresponden a la formacién de la corteza, formacion de la cubierta, maduracion y lisis
(Errington, 1993). La duracion de cada etapa es de, aproximadamente, una hora
(Errington, 1993). Durante esta serie de eventos se forman dos células dentro de un
mismo cuerpo, la célula madre y el pre-esporo, los cuales mantienen una
comunicacion para poder formar el esporo conjuntamente y en un forma metabdlica
ordenada. La transicion de un estado al otro es gobernada por seis proteinas
reguladoras llamadas factores sigma, que se unen a la ARN polimerasa y determina
qué promotores se reconoceran (Losick y Stragier, 1992; Stragier, 1992).

En la Figura 14 se muestra el metabolismo de B. subtilis como un
microorganismo anaerobio facultativo, que puede utilizar tanto nitrato como oxigeno

como aceptores finales de electrones.
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Figura 14 — Metabolismo de B. subtilis a partir de glucosa en condiciones aerobias
(A), microaerofilicas (limitacién de oxigeno) (B), fermentativas (C) y de respiracion de
nitratos (D).

En anaerobiosis, los productos finales del metabolismo son acido acético, acido
lactico, acetoina y butanodiol. Cuando hay una limitacién de nitrato, se produce acido
lactico, de lo contrario, se producen &cido acético y butanodiol y, frente a una
limitacién incipiente de nitrato, se acumula acetoina en lugar de butanodiol. El nitrato
es convertido a nitrito y, después de su acumulacion, se induce la expresion de la
enzima nitrito-reductasa, que convierte el nitrito a amonio. Cuando se consumen el
nitrato y la glucosa, no se presenta una fase estacionaria como la observada en
condiciones aerobias, motivo por el cual tanto la formacién de esporos, como la

actividad de galactosidasa son practicamente inexistentes.

8.3.2 Contaminacion de la leche destinada a elaboracion de queso con
esporos de Bacillus

La contaminacion de la leche con esporos de Bacillus se puede producir en los

tambos (Van Heddeghem y Vlaemynck, 1993) o puede tener lugar en el ambiente de

la industria lactea. Stadhouders y Spoelstra (1989) describieron la siguiente cadena de

contaminacion:

suelo » forraje »tracto digestivo » estiércol » ubre » pezones P leche

suelo » ubre » pezones P leche

Es de esperar que, ademas del suelo, los alimentos para el ganado también
jueguen un papel importante como fuente primaria de contaminacion a nivel de
explotacion. Los esporos pueden sobrevivir en el alimento, en el tracto digestivo v,
posteriormente estar presente en las heces.

Los ingredientes o concentrados empleados para suplementar las dietas del
ganado suelen estar compuestos de diferentes granos o cereales (maiz y cebada),
pulpa de citricos, harina de soja, expeler de soja, etc., que se incorporan para
satisfacer las necesidades energéticas de las vacas lecheras. Como contrapartida,
representan una via de ingreso frecuente de esporos de Bacillus (Slaghuis y col.,
1997).
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A continuacion (Figura 15) se esquematizan las posibles vias de contaminacién
de la leche por esporos de Bacillus (Heyndrickx, 2011).
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Figura 15 — Esquema de las posibles vias de contaminacién en una planta quesera
por esporos de Bacillus.

Una de las fuentes mas importante por la cual se contamina la leche e ingresa
a la planta es a través de la suciedad de la ubre y los pezones de los animales
(Coorevits y col., 2008). La contaminacién y persistencia de los esporos de Bacillus en
los productos lacteos constituyen una preocupacion real para la industria, a pesar de la
constante implementacién de préacticas higiénicas (Bariel y col., 2012), ya que los
esporos soportan la pasteurizacion (HTST) comunmente usada en las elaboraciones
casearias (Ranieri y col., 2009).

8.3.3 Estrategias a utilizar para prevenir el defecto de hinchazon tardia
causado por Bacillus

La presencia de las especies del género Bacillus en las plantas lacteas es un
indicador de higiene inadecuada en toda la cadena de produccién primaria. Estas
bacterias tienen la capacidad de fijarse a la superficie de los equipos de produccion
dando origen a biofilms (Flint y col., 1997). De este modo, estas bacterias pueden
crecer en la zona regenerativa del pasteurizador dando lugar al desarrollo de esporos
que luego pueden germinar en el queso para generar defectos gasdégenos (Scott y
col., 2007; Warnecke, 2001).

A continuacion (Figura 16) se esquematiza la dinamica de formaciéon de un

biofilm.
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Figura 16 — Esquema simplificado de la dinamica de formacién de un biofilm.

El proceso de formacién del biofilm se inicia con la adherencia de células a la
superficie, formando microcolonias, con la produccion de exopolisacaridos y una
subsecuente maduracion de la biopelicula. EI mecanismo de adhesion al sustrato
puede ser activo o pasivo dependiendo de la movilidad de las células. Una adhesion
pasiva se da por la gravedad, difusion y dinamica del fluido. En una adhesién activa la
superficie de la célula bacteriana facilita el proceso. Los flagelos (presentes en ciertas
bacterias, como Bacillus) permiten la movilidad de las células hasta el sitio especifico
de adhesion, luego actian proteinas de adhesion, capsulas y cargas electrostaticas de
las superficies, facilitando el proceso de agregacion y adhesion (Chmielewski y col.,
2003).

Costerton y col. (1999) observaron, por medio de microscopia de contraste de
fases, que antes de la adhesién, las células bacterianas exploran el area donde se van
a fijar, y generalmente se localizan donde se encuentran células de la misma especie,
si las hay, formando monocapas de células sobre la superficie colonizada. Estas
observaciones demuestran que las mismas pueden percibir su proximidad a la
superficie. Iniciando su estado de adhesién y formacion de biopelicula, luego deben
producir nuevo material (exopolisacéridos) para consolidar su adhesion a la superficie
y a otras células bacterianas.

En la fase inicial de adhesion existe un estado reversible, que involucra fuerzas
fisicas como las electrostaticas y estéricas, Van der Waals e interacciones hidrofébicas
(Garrett y col.,, 2008). En la segunda fase, un numero de células adsorbidas
reversiblemente permanecen inmovilizadas y se adsorben irreversiblemente por los

apéndices fisicos de la bacteria (flagelos, pili y fimbrias) que superan las fuerzas
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fisicas repulsivas de la doble capa eléctrica. Ademas, el contacto de los apéndices
estimula las reacciones quimicas de oxidacion e hidratacién, permitiendo la formacién
de enlaces con la superficie (Kumar y Anand, 1998). Consecuentemente, se requiere
un mayor esfuerzo para remover la bacteria por la formacién de fibrillas poliméricas,
las cuales forman un puente entre la célula bacteriana y el sustrato. Este tipo de
uniones toman entre 20 minutos hasta cuatro horas para formarse, a una temperatura
de 20°C (Chmielewski y col., 2003) y son tan fuertes que impiden la remocién de estas
colonias ya formadas. Por esta razén se requieren tratamientos quimicos fuertes,
aplicaciéon de enzimas, detergentes, sanitizantes, surfactantes y/o condiciones de calor
extremas para removerlas. En fase estacionaria, las células se dividen (divisién
binaria), y las células hijas cubren el exterior e interior del punto de adhesién hasta
formar un grupo. Tales interacciones permiten el paso de nutrientes hasta el interior de
la biopelicula. Después de iniciar la fase de adaptacién, se presenta un rapido
incremento de la poblacion, correspondiente al crecimiento en fase exponencial. Esto
ocurre por el aprovechamiento de los nutrientes del fluido o del sustrato. En este
estado la liberacion de polisacaridos de adhesién intercelular y la presencia de
cationes divalentes, permiten una fuerte interaccion entre las células. La fase de
crecimiento estacionaria describe la fase donde la velocidad de division es igual a la
velocidad de muerte celular. Finalmente, la fase de muerte se relaciona con el
desprendimiento de la biopelicula. Las enzimas son producidas por los mismos
microorganismos, para la ruptura de los polisacaridos de la biopelicula, activando el
desprendimiento de la superficie de la bacteria para la colonizacién de sustrato fresco
(Hall-Stoodley y Stoodley, 2002).

8.3.3.1 Control y remocion de biopeliculas

Los nutrientes, el agua limitante, el disefio de equipos y el control de
temperatura son aspectos importantes en el control de biofilms. Es muy frecuente que
las variables mencionadas anteriormente no se puedan modificar, por lo tanto el
control de la biopelicula queda reducido a la efectividad de la limpieza que se realice
sobre las areas y equipos de proceso. La limpieza puede estar acomparnada por el uso
de quimicos o la combinacion de efectos fisicos y quimicos. Los agentes quimicos de
limpieza suspenden y disuelven residuos de los alimentos por la disminucién de la
tensidn superficial, emulsificacién de grasas y peptizacion de las proteinas (Serra,
2003).

En la mayoria de las plantas de elaboracién de alimentos, las superficies de
contacto con los alimentos se lavan y sanitizan diariamente. En el caso de biofilms

producidos por Bacillus, su remocion se ve afectada por la velocidad de flujo, el
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tiempo, la temperatura de limpieza y el uso de agentes alcalinos y quelantes
(especialmente EDTA). Estos ultimos han mostrado ser mas efectivos que el
tratamiento con agentes acidos. Otros tratamientos como la esterilizacion con vapor
son también Utiles en este aspecto; se ha reportado que la exposicién a vapor (125°C
por 30 min) de material contaminado con biopeliculas es un método de limpieza
altamente efectivo (Wirtanen y col., 1996). Sin embargo, el uso de vapor tiene muchas
limitaciones al momento se ser aplicado a una linea de produccién casearia.

La formacion de biofilms, ademas de representar un reservorio de
microoganismos contaminantes implica serios inconvenientes en las diferentes
operaciones del procesamiento lacteo. La formacion de depédsitos en intercambiadores
de calor causa una reduccion en la eficiencia y un aumento en la caida de presion.

Al ser la leche un fluido biol6gico complejo, las respuestas térmicas de sus
constituyentes difieren de una muestra a otra, generando depdésitos en los equipos que
se clasifican segun su composicion: los depdsitos clase A corresponden
mayoritariamente a proteinas y se producen a temperaturas entre 75 -110°C, son
blancos, suaves, esponjosos y su composicion es de 50-70 % proteinas, 30-40 %
minerales y 4-8 % grasa; los depositos clase B, corresponden a minerales y se forman
a temperaturas superiores de 110°C, los mismos son duros y de color gris, y su
composicion es de 70-80 % minerales,15-20 % proteinas y 4-8 % grasa (Bansal y
Chen, 2006). Su formacidén promueve la adhesion de microorganismos a la superficie
de la transferencia de calor, formandose una bioincrustacion, con los consecuentes
inconvenientes en la calidad del producto y del proceso.

Otros mecanismos de remocién de estas biopeliculas consisten en aplicar
0zono, agua electrolizada y lavado hidraulico, entre otros.

El interés en el ozono como alternativa al cloro y otros desinfectantes quimicos
en operaciones de limpieza y desinfeccion se basa en su alto poder biocida, amplio
espectro microbiano, ausencia de productos que pueden causar dafio a la salud y su
posibilidad para uso in situ. Puede aplicarse como gas 0 como agua ozonizada en
diferentes superficies y materiales, entre los que se encuentra el acero inoxidable,
ampliamente utilizado en construccidén de equipos de proceso en la industria lactea.

Por su parte, el agua electrolizada es una solucidbn acuosa electrolizada
fuertemente acida y es un agente antimicrobiano relativamente nuevo que ha sido
usado en Jap6n por varios afos, y que tiene aplicacidbn sobre gran variedad de
microorganismos. La misma se obtiene por el paso de una solucion salina diluida a
través de una celda electrolitica, dentro de la cual el anodo y el catodo estan

separados por una membrana.
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Finalmente, el lavado hidraulico se Illeva a cabo a velocidades de
aproximadamente 1,8 m/s, las cuales pueden ser adecuadas para el retiro de la
biopelicula y de los productos de la corrosidén y otros desechos unidos a las paredes
de la tuberia.

8.3.3.2 Reduccion en el contenido de esporos de Bacillus en la
leche destinada a elaboraciones casearias
El contenido de esporos en la leche destinada a elaboracion de queso se puede
reducir a valores aceptables utilizando bactofugacién o microfiltracion.
8.3.3.2.1 Bactofugacion

La bactofugacion es un proceso de separacion mecanica de esporos
bacterianas por centrifugacién a altas velocidades que utiliza, aproximadamente, 9000
g y cuyo principio de separacidon se basa en la diferencia de densidad de los
componentes a separar. Puede reducir sustancialmente el niumero de hongos y
levaduras, bacterias anaerdbicas, bacterias formadoras de esporos y esporos
aérobicos y anaerobicos presentes en la leche. Esta operacién se lleva a cabo a
temperaturas de 55-60°C. De esta forma se inactivan las aglutininas, inmunoglobulinas
con capacidad aglutinante, disminuyendo ademas la viscosidad de la leche. Este
proceso elimina aproximadamente entre el 80 y 90% de bacterias totales y 98 a 99,5%
de esporos de Clostridium y Bacillus. El descarte del equipo que contiene alta
concentracion de bacterias y esporos representa aproximadamente el 0,15 a 0,2% de
la alimentacion, dependiendo del volumen generado. Puede descartarse o esterilizarse
(120 °C durante 60 s o0 140°C durante 3-4 s) para ser mezclado con leche destinada a
la elaboracion de algun producto o dulce de leche.

Este proceso de bactofugacioén, ademas, va acompanado de una ligera pérdida
de ingredientes lacteos, en particular proteinas (micelas de caseinas de mayor
tamaro), lo que se puede traducir en una disminucién del rendimiento. De cualquier
forma, ante el problema de hinchazén tardia en los quesos, es un método alternativo a
tener en cuenta si se compara con el agregado de sustancias inhibidoras en altas
concentraciones como es el nitrato o nitrito, cuyo uso esta prohibido en algunos
paises.

Debido a la eliminacién de células sin destruccion, no se incrementa el
contenido de enzimas en el sistema caseario, lo que representa una ventaja
importante.

A continuacion (Figura 16) se muestra esquematicamente la ubicacién de un
sistema con dos equipos de bactofugacién instalados en serie para el tratamiento de la

leche destinada a queseria.
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Figura 16 — Esquema de una planta de tratamiento de leche destinada a queseria.

8.3.3.2.2 Microfiltacion

Otro proceso para remover esporos consiste en la utilizacion de membranas de
microfiltracion, si bien previamente se debe descremar la leche para luego alimentar el
equipo con leche descremada. Los tamafos de poros de la membrana oscilan entre
0,8 y 1,4 micrones. El retenido o concentrado representa aproximadamente el 5 % de
la alimentacion y posee alto contenido de esporos y bacterias, que se puede mezclar
con la crema antes de realizar un proceso térmico tipo UHT (Ultra High Temperature) a
120°C, de modo de inactivar células vegetativas y esporos.

La otra corriente que sale de la membrana, que representa el 95 % de la
alimentacién, se llama permeado y contiene un bajo o casi nulo contenido de bacterias
y esporos de Bacillus y Clostridium. Es leche descremada destinada a elaboraciones

casearias.

8.4 Bacilos esporulados anaerobios (Clostridium)

8.4.1 Generalidades del género Clostridium

El género Clostridium pertenece a la familia Bacillaceae, son bacilos
esporulados, generalmente Gram+, moéviles (ocasionalmente no moviles), anaerobios
obligados o aerotolerantes y catalasa negativos. La temperatura éptima de crecimiento
se encuentra entre los 10 y los 70°C, ya que existen especies psicrofilas, mesofilas y
terméfilas. El rango de pH éptimo de crecimiento oscila entre 6,5 y 7. El nicho
ecologico es el suelo, el intestino de los animales y del hombre.

Se clasifican en grupos segun las siguientes caracteristicas:

l. Esporo subterminal:
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a. No hidrolizan gelatina: Grupo |
b. Hidrolizan gelatina: Grupo Il
I Esporo terminal:
a. No hidrolizan gelatina: Grupo Il
b. Hidrolizan gelatina: Grupo IV
[l Especies con requerimientos especiales de crecimiento: Grupo V

8.4.2 Actividad fermentativa
Algunas especies fermentan azlcares y acidos organicos, como se indica a
continuacion:

CeH 1206 (glucosa) —> C3H,COOH (&cido butirico) + 2 CO, + 2 H,

CH;CHOHCOOH (acido lactico) —> C3 H,COOH (&cido butirico) + 2 CO, +

+2H2

Los clostridios gas6genos utilizan azlcares y acidos organicos, produciendo
acido butirico y gases. Es un grupo heterogéneo, las especies que se incluyen por
excelencia en esta categoria son Cl. tyrobutyricum y Cl. butyricum, ambos
pertenecientes al grupo |.

En la Figura 17 se muestra el ciclo de vida de los clostridios. Las células
vegetativas son anaerobias estrictas y las responsables de producir fermentacién
butirica. Por tal razon, para resistir a las condiciones de aerobiosis, esporulan. Los
esporos son particularmente termorresistentes (se activan con tratamientos de 15 min
a 83°C). Cuando encuentran condiciones favorables (pH y temperatura), germinan y
se multiplican.
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Figura 17- Ciclo de vida de los clostridios.

C. sporogenes (grupo ll) es proteolitico y, frecuentemente, la formaciéon de
acido a partir de carbohidratos esta enmascarada por la formacion de amoniaco
procedente de la desaminacion de los aminoacidos. El principal producto de la
fermentacion de lactosa es acido butirico. Su desarrollo éptimo es a temperaturas
entre 30°C y 40°C.

C. thermosaccharolyticum (grupo lll) se ha aislado de leche esterilizada, si
bien, al tratarse de un termdfilo anaerobio, s6lo es capaz de crecer y producir
alteraciones en circunstancias excepcionales (a temperaturas elevadas). Produce
fermentacion sacarolitica, originando acido acético y butirico. Fermenta la lactosa y
coagula la leche. La temperatura 6ptima de crecimiento es 55°C.

En las elaboraciones casearias C. tyrobutyricum es la especie mas perjudicial,
ya que utiliza lactato para producir acido butirico. Se requieren tratamientos de 3 horas
a 80°C o 15 minutos a 90°C para lograr una reducciéon decimal de sus esporos. Debido
a esta notable resistencia térmica de los esporos, se hace practicamente imposible
eliminarlos por tratamiento térmico (por ejemplo, pasteurizacién) durante las
elaboraciones casearias. La produccion de gas enddgena tardia en la maduracién de
los quesos es el resultado de la fermentacion del lactato de calcio, con produccién de
acidos (butirico y acético) y gases (anhidrido carbdnico e hidrégeno). La
contaminacién es frecuente y tiene, generalmente, origen fecal. Sin embargo, los
accidentes no se producen en todos los tipos de quesos madurados sino
principalmente en los de larga maduracién (de pasta semidura y dura).
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8.4.3 Contaminacion de la leche destinada a elaboracion de quesos con
esporos de clostridios
El nivel de contaminacion de la leche por clostridios depende del numero de
esporos presente en el forraje usado en la alimentacion del ganado, del medio
ambiente que rodea la sala de ordefio y de las condiciones de higiene durante el
ordeno. Los esporos ingeridos por el animal con el alimento se eliminan con las heces,
que constituyen una de las principales fuentes de contaminacién de la leche.

A continuacién (Figura 18) se muestra un esquema del ciclo de contaminacion
butirica.
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Figura 18 — Esquema del ciclo de contaminacién de la leche destinada a queseria con
esporos de clostridios.
El contenido de esporos en el forraje fresco suele ser bajo. El proceso del
ensilado, si no se realiza adecuadamente, favorece su aumento de manera importante;
su paso por el tracto digestivo y aparicién en las heces no hace aumentar su niumero,

pero si su concentracion; la aplicacién del estiércol al suelo cierra el ciclo.

8.4.4 Los clostridios y el ensilaje
La conservacién del forraje por fermentacion acidificante constituye una
modalidad muy recomendable. Las especies disponibles y el clima son importantes

para decidir el método de conservacion a utilizar en una regién en particular. Existen
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distintos tipos de forrajes conservados, dependiendo del proceso utilizado para su
preservacion en el tiempo: henificacion, henolaje y ensilaje.
8.4.4.1 Henificacion
La henificacion es un método de conservaciéon de forraje seco producida por
una rapida evaporacion del agua contenida en los tejidos de la planta. El contenido de
humedad varia entre 15 y 20 %. La calidad esta determinada por la pastura que le da
origen. El correcto manejo desde que se inicia la confeccion del heno hasta que se lo
suministra a los animales ayuda a minimizar la contaminacién con microorganismos
indeseables y su posterior multiplicacion.
8.4.4.2 Henolaje
El henolaje 0 empaquetado de rollos himedos es una técnica de conservacion
de reservas forrajeras que consiste en cortar el forraje y someterlo a un secado bajo la
acciéon de los agentes atmosféricos hasta lograr un contenido de materia seca
aproximado de 50 %. El tiempo de secado varia segun la especie vegetal y las
condiciones ambientales y tiene por objeto aumentar la concentracion de azucares,
que juegan un papel fundamental en los procesos fermentativos. Una vez alcanzado el
nivel de materia seca, se procede al enrollado del pasto, luego los rollos son envueltos
por una maquina empaquetadora que utiliza un film de polietileno que posee la
propiedad de contraerse. Una vez iniciados los procesos de fermentacion y respiracion
del material cortado, el oxigeno se irda consumiendo rapidamente, originandose un
ambiente de anaerobiosis en el que desarrollan las BAL autéctonas, presentes
naturalmente en el material. Estas fermentan los azlcares de la planta y los
transforman en acido lactico, con lo que va disminuyendo el pH hasta valores de
aproximadamente 4,5 a 5,0. De este modo, se obtiene un henolaje de baja humedad.
Naturalmente, en el suelo y el forraje se encuentran BAL, enterobacterias,
levaduras y clostridios. Por esta razdn, para evitar el desarrollo de los clostridios en el
proceso de henolaje es importante un crecimiento rapido de las BAL para acidificar el
medio, lo que provoca el descenso de pH y consecuente inhibicion del desarrollo de
clostridios.
8.4.4.3 Silaje
El silaje es un método de conservacién de forrajes o subproductos agricolas
con alto contenido de humedad (60-70 %), mediante la compactacion, expulsién del
aire y produccion de un medio anaerdbico, que permite el desarrollo de bacterias que
acidifican el forraje.
Entre las plantas forrajeras, los cereales y las gramineas son las especies mas
adecuadas para la confeccion de ensilaje debido a su alto contenido de carbohidratos

faciimente fermentables y a su baja capacidad tampdén, comparado con las
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leguminosas que poseen en su estructura escaso contenido de azlcares y alta
capacidad tampén. La relacion entre el contenido de materia seca, los carbohidratos
solubles y la capacidad tampon determinan el tipo de fermentacién que ocurre en el
ensilado. Por ejemplo, el maiz es una de las mejores plantas para ensilar por su alto
contenido de carbohidratos solubles, su baja capacidad tampdn y su contenido de
materia seca superior al 30 %. Un silaje de calidad se lograra cuando el acido lactico
predomine sobre el resto de los acidos formados, debido a que la fermentacion lactica
es la mas eficiente, por lo que disminuye el pH del silo con mayor rapidez y de esta
manera se logra retener la mayor cantidad de nutrientes. Actualmente estd muy
difundido en nuestro pais el uso de inoculantes en base a bacterias lacticas para
mejorar y preservar la calidad de los silos.

A continuacién se describen las fases que ocurren durante el proceso
fermentativo:
Fase I: es la etapa aerdébica de la fermentacion comienza con el picado de los
vegetales y continda hasta que el oxigeno es desplazado del silo, es un periodo muy
corto. Los azucares de la planta se descomponen en diéxido de carbono y agua,
liberando calor. Los microorganismos aerdbicos presentes en el forraje utilizan
también el azucar del vegetal como principal fuente de carbono. Esta fase debe ser lo
mas corta posible (preferentemente, no mayor a 2 horas) para evitar el deterioro de la
calidad proteica de los vegetales.
Fase Il: comienza la fase anaerdbica. Durante esta fase las diferentes poblaciones de
bacterias fermentan los azucares que son convertidos principalmente a acido lactico,
acido acético, etanol, didxido de carbono y algunos otros productos. La produccién de
acidos reduce el pH del material ensilado, lo que inhibe el desarrollo de otros
microorganismos indeseables, como clostridios. Esta fase, en condiciones normales,
dura de uno a tres dias.
Fase lll: es una fase de transicién donde las bacterias acéticas dan lugar a las
productoras de acido lactico, que siguen multiplicAndose vy, por consiguiente, bajando
el pH del medio. Cuando el silaje es consumido por los animales, el &cido lactico es
utilizado como fuente de energia.
Fase IV: el pH final dependera fundamentalmente de tipo de forraje ensilado y de las
condiciones de confeccion y almacenamiento. Por ejemplo, el silo de pastura puede
alcanzar y estabilizarse con valores de pH de 4,5 y el de maiz, cercano a 4,0. Los
forrajes ensilados con contenidos de humedad superiores al 70 % pueden
caracterizarse por una Fase Il diferente a la descripta, ya que en lugar de

desarrollarse bacterias lacticas crecerdan poblaciones del género Clostridium,
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presentes en la tierra, que producen acido butirico, con un pH final cercano a 5,0. Esta

fase es la mas larga.
Fase V: comprende los procesos respiratorios y de degradacion que ocurren durante
el suministro, ya sea en los comederos o en las superficies expuestas del silo.

La Figura 19 muestra las variaciones de pH, oxigeno y concentracién de acido

lactico en las diferentes fases del silaje.

Fase aerobica o de respiracion

Fase de comienzo de la acidificacion por bacterias acéticas
Fase de fermentacion lactica
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Figura 19 - Principio de conservacién del silo y evolucion del contenido de &cido

lactico, pH y oxigeno en las diferentes fases del proceso de silaje.

8.4.5 Estrategias a utilizar para prevenir el defecto de hinchazon tardia
causado por Clostridium

La mejor forma de combatir la contaminacién butirica es prevenirla en su lugar

de origen. Para ello son recomendables el uso de las buenas practicas del ensilaje y el

estricto mantenimiento higiénico de las instalaciones de ordefio.
8.4.5.1 Ensilaje

En el ensilaje ya se han descripto los factores que influyen en la consecucion

de una buena o mala fermentacion y, por lo tanto, en un mayor o menor desarrollo de
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clostridios. De todo ello se deducen las siguientes normas generales para la obtencion
de un buen ensilado:

1°) Ensilar forraje de calidad. Ello implica utilizar cereales y gramineas, debido a su
alto contenido de carbohidratos facilmente fermentables y a su baja capacidad
tampén.

2°) Presecar el forraje mediante un prehenificado, si el tiempo lo permite, o utilizando
maquinas acondicionadoras.

3°) Evitar la contaminacion de la hierba con tierra y regular la altura del corte (que no
sea inferior a 7 cm para la hierba). Si el pisado se realiza con tractor, hay que cuidar
que sus ruedas estén limpias.

4°) Limpiar adecuadamente el silo antes de empezar a llenarlo.

5°) Ensilar en poco tiempo, nunca mas de siete dias; pisar bien el forraje, de forma
uniforme, cerrar rdpida y herméticamente el silo, evitando que se formen bolsas de
aire en su interior.

6°) Utilizar un aditivo, especialmente si el presecado ha sido deficiente y el forraje esta
muy humedo (lluvia, hierba muy tierna, etc.). Los aditivos pueden ser quimicos
(inorganicos u organicos, principalmente acidos y sus sales derivadas, y ademas,
pulpas y melazas) y biolégicos (fermentos lacticos y enzimas).

8.4.5.2 Ordeno

La limpieza de los animales, de las instalaciones y utensilios utilizados son
rutinas muy importantes para minimizar el riesgo de contaminaciéon por esporos de
Clostridium y Bacillus. Durante la etapa de ordefio es cuando la leche se contamina
con los microorganismos, entre ellos las bacterias butiricas que se encuentran en los
pezones de los animales. Es indispensable contar con una sala de ordefio que
contemple disefio y terminaciones sanitarias (paredes azulejadas o de otro material
impermeable y faciimente lavable, desagle con arqueta sifonada, buena ventilacién e
iluminacién, suelo antideslizante, uniones redondeadas, equipos de ordefio sanitario,
etc.). Otras normas generales a tener en cuenta son:
1°) Higiene del ordefiador, manos y ropas, etc.
2°) Lavado de la sala de ordefio y de la sala de espera.
3°) Separacion de las vacas con posibles infecciones dejandolas para ordenar al final
0 con ot ro equipo.
4°) Lavado individualizado de pezones para impedir la contaminacién cruzada entre
los cuartos de la glandula mamaria de una misma vaca.
5°) Secado con papel absorbente de cada pezén. Es fundamental secarlos una vez

lavados para eliminar fisicamente los esporos por arrastre.
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6°) Eliminacién de un primer volumen de leche en un recipiente, para detectar las
posibles mastitis y eliminar microorganismos del canal del pezén.
7°) Colocacion de las pezoneras con movimientos rapidos pero suaves.
8°) Retirada de las pezoneras inmediatamente después de finalizado el ordefio,
cortando el vacio y tirando con suavidad de una de ellas.
9°) Bafo desinfectante de los pezones con una solucion que no irrite la piel,
generalmente solucion clorada o yodada.
10°) Limpieza de la sala de ordefio con agua a presion.
11°) Limpieza de la maquina de ordefo, segun las indicaciones de los fabricantes. En
general, se recomienda lavar las pezoneras exteriormente con agua fria y frotando con
las manos e interiormente con agua caliente con detergente y un cepillo de cerda de
plastico.

Otro punto importante a considerar es la rapida eliminacion de las heces de la
sala de ordefio y sala de espera del ganado para evitar el contacto.

8.4.6 Control del desarrollo de bacterias butiricas en quesos de pasta
semidura y dura

8.4.6.1 Nitrato y control de temperatura de maduracion

El nimero critico de esporos de bacterias acido butiricas (BAB) en la leche
para que se presente el defecto en el queso es variable. Segun IDF/FIL (1987) son
necesarias 5 a 10 esporos/| de leche; en cambio, Fryer y Halligan (1976) sefalan que
la presencia de 1 esporo/ml es suficiente para que se produzca el defecto en quesos
tipo Gouda madurados a 12°C. Una medida muy eficaz para prevenir la hinchazén
tardia en quesos es adicionar nitrato de potasio o nitrato de sodio; la concentracién
méaxima recomendada oscila entre 20 y 30 g/100 | de leche (Scott, 1991). Un exceso
de nitrato puede inhibir el desarrollo de los fermentos lacticos y detener el proceso de
maduracion, generandose sabores desagradables y una coloracion rojiza en el queso.
En Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA) permite utilizar, en quesos de
mediana y baja humedad, un maximo de 50 mg/kg de queso de nitrato de sodio. El
nitrato presente en el queso es reducido a nitrito por accidén de las enzimas de la leche
o por nitrato reductasas provenientes de algunos microorganismos. La accién
antimicrobiana del nitrito se atribuye al &cido nitroso y los éxidos que se forman a partir
de él (Gloria y col., 1997; Spahr y Url, 1994). Durante la maduracion, los valores de
nitrato se reducen en el queso, proceso que es variable y dependiente de la tecnologia

utilizada en la elaboracién del mismo (Molina y col., 1999).
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La tendencia a nivel mundial es reducir el consumo de nitratos y nitritos debido
a un posible efecto carcinogénico del nitrito y sus derivados. Es asi como en Francia,
Grecia e ltalia no se permite la adicion de nitrato a la leche para la elaboracion de
queso, mientras que en Alemania y Holanda el maximo permitido es de 15 g de nitrato
de potasio/100 kg de leche (Burt y col., 1997).

Schdébitz y col. (2005) estudiaron el efecto de la temperatura de maduracioén y
la concentracion de nitrato sobre el desarrollo de las BAB en queso tipo Gouda. Se
elaboraron quesos con cuatro concentraciones de nitrato (0, 0,015, 0,020 y 0,030 %),
los cuales se almacenaron a tres temperaturas (4, 10 y 16°C), durante 6, 12 o 18
semanas. Para cada tiempo y temperatura de maduracion se elaboraron tres quesos,
en tres fechas diferentes. Se determiné el Niumero Mas Probable (NMP) de BAB
utilizando la técnica de Fryer y Halligan modificada (Fyer y Halligan, 1976). Se
encontré un bajo numero inicial de esporos de BAB en la leche, sin embargo, a las
seis semanas ya se observo el desarrollo de estas bacterias en los quesos sin nitrato.
La maduracion a 16°C fue favorable para el crecimiento de BAB, detectdndose para
los tratamientos sin nitrato valores de NMP superiores a 1,1/g, en cambio a las demas
temperaturas solo en algunas muestras hubo desarrollo de BAB. El nitrato fue efectivo
para inhibir el desarrollo de BAB, incluso a 16°C, no encontrandose diferencias en el
nivel de inhibicién entre las tres concentraciones estudiadas. Esto probablemente se
debi6é al bajo numero inicial de esporos en la leche. La identificacién de las BAB
mostré6 una mayor presencia de C. tyrobutyricum en relacion a C. butyricum y C.
sporogenes. En este trabajo se concluy6é que la maduracién de queso tipo Gouda a
temperaturas inferiores a 10°C es una barrera efectiva para inhibir el crecimiento de
BAB, incluso sin la adicion de nitrato. A 16°C las BAB también fueron inhibidas en
presencia de nitrato, sin embargo, hubo un desarrollo significativo en el tratamiento sin

este compuesto.

8.4.6.2 Agua oxigenada
El agua oxigenada o peréxido de hidrégeno (H.O,) oxida algunos compuestos
esenciales para el crecimiento microbiano, por lo que inhibe el desarrollo de los
clostridios. El efecto del agua oxigenada depende de la concentracion de uso, su
distribucién, el grado de contaminacién microbiana y la presencia de células
somaticas. Se recomienda una concentracion de 0,1 % (130 volumenes) durante 24
horas a 28°C. Sin embargo, para leches muy contaminadas la dosis efectiva puede ser

del orden de 10 veces superior. Tras el tratamiento se adiciona catalasa; si bien esta
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enzima descompone el agua oxigenada en compuestos inocuos para la salud (agua y
oxigeno), provoca la oxidacion de algunos componentes lacteos, asi como la hidrélisis
de ciertos enlaces de las caseinas, dando lugar a una cuajada mas blanda y a un

incremento del tiempo de coagulacion, lo que representa una verdadera desventaja.

8.4.6.3 Lisozima

Las lisozimas son ‘Iucosaminidasas 0 muramidasas que provocan la
hidrolisis del polisacarido que constituye la pared celular de ciertas bacterias,
causando su destruccion. Los polisacaridos estan constituidos por un encadenamiento
de glucosamina y acido muramico, al cual estan ligados los péptidos. Estas enzimas
estan muy difundidas en los reinos animal y vegetal. Desde el punto de vista quimico
son péptidos basicos de bajo peso molecular (14000 a 18000 Da), muy estables al
calor. La leche de vaca normal no contiene lisozima en cantidades apreciables.

La lisozima inhibe las fermentaciones butiricas, por esta razon se la utiliza en la
elaboracion de algunos tipos de quesos de pasta dura o semidura para evitar los
accidentes de fermentaciones tardias provocados por los clostridios. EI CAA permite la
utilizacién de un maximo de 25 mg/l de leche en elaboraciones de quesos de mediana
y baja humedad.

8.4.6.4 Formaldehido
La legislacién italiana ha permitido el empleo de 25 ppm de formaldehido para
prevenir la hinchazén tardia del queso Grana Padano y del Provolone. En nuestro
pais, el CAA no permite la utilizacion de este conservante en las elaboraciones

casearias.

8.4.6.5 Bactofugacion
Este método fisico de eliminacion de esporos se aplica para minimizar el riesgo
por contaminacion por Clostridium, como se indico cuando se describié su aplicacion
para eliminar esporos del género Bacillus.
8.4.6.6 Desnatado estatico
Consiste en un simple proceso de desnatado por gravedad (afloramiento), por
el que se obtienen finalmente dos fracciones, una fraccion no grasa (70 % p/v) del total
y una fraccion grasa donde se localizan los esporos. Esta ultima fraccidon, una vez
separada, se puede someter a un proceso de bactofugacion o a un tratamiento térmico
UHT para la eliminacion de los esporos. Esta nata asi tratada se adiciona después al

resto de la leche para su estandarizacion.
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Como en el caso de la bactofugacién, la eliminacion de esporos, aun en las
mejores condiciones, no es del 100 %, por lo que en casos de contaminacién

importante, sélo debe constituir un método complementario.

8.4.6.7 Microfiltracion
Como se indicd anteriormente, el método de microfiltracion consiste en el
pasaje de fraccion no grasa de la leche (obtenida mediante desnatado estatico o con
una desnatadora) a través de una membrana de diametro de poro de 1,4 um. Las
proteinas, los azlcares, las sales minerales y los pequefos globulos de grasa son
permeables y atraviesan el microfiltro. En la membrana quedan retenidas al menos el

99,5 % de los esporos y bacterias presentes.

8.4.6.8 Empleo de fermentos primarios productores de bacteriocinas

De un modo similar al descripto para la problematica causada por las NSLAB,
las bacteriocinas son compuestos peptidicos sintetizados por algunas bacterias (entre
ellas, ciertas BAL) que presentan un amplio potencial como conservantes, ya que
inhiben el crecimiento de otros microrganismos similares. En particular, las producidas
por BAL resultan de gran interés para la industria alimentaria debido a que son
comunmente sintetizadas por BAL comerciales (lactococos, lactobacilos, pediococos,
etc.), son consideradas seguras para el consumo, no son téxicas para las células
eucariotas y presentan un espectro de inhibicion mas amplio en relaciéon a compuestos
similares sintetizados por bacterias Gram-negativas. Algunos ejemplos de estas
sustancias incluyen pediocinas, lacticinas, enterocinas, nisinas, etc.

Existen numerosos trabajos publicados que demuestran el beneficio de utilizar
bacterias productoras de bacteriocinas para inhibir el desarrollo de los clotridios. Las
principales condiciones que deben reunir las bacterias utilizadas con este fin son:

a- no debe inhibir a las bacterias que constituyen el fermento primario;

b- deben ser seguras para el consumidor (Generally Regarded as Safe o

GRAS);

c- no deben acidificar.

Por ejemplo, Matijasic y col. (2007) demostraron la inhibicién en el desarrollo
de esporos de C. tyrobutyricum en elaboraciones de queso semiduro, utilizando la
cepas de Lb. gasseri productoras de acidocina. En este caso, la bacteria adicionada
sobrevivid a la tecnologia de elaboracion y luego de 8 semanas de maduracién se

confirmé su presencia y, asimismo, su potencial efectividad frente a los esporos.
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En un trabajo mas reciente (Garde y col., 2011) se evalué el uso como starter
de la cepa L. lactis subsp. lactis INIA 415, productora de Nisina Z, para el control de C.
beijerinckii INIA 63 en un queso modelo contaminado artificialmente. Se observo,
luego de 120 dias de maduracién, una minimizacién del defecto de hinchazén tardia
en los quesos, sin alterar sus caracteristicas sensoriales.

De un modo similar, Martinez-Cuesta y col. (2010) demostraron que la laticina
3147, una bacteriocina de dos péptidos producida por L. lactis IFPL 3593, puede
actuar como biopreservante frente a la contaminacion con esporos de clostridios en
quesos semiduros, observando reducciones de 5 érdenes log, minimizando asi los
defectos de hinchazén.

En la Figura 19 se observan imagenes de diferentes tipos de quesos con
problemas de hinchazén tardia causada por Clostridium.
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Figura 20 — Defectos de hinchazén tardia causados por esporas de Clostridium en
quesos: A, queso tipo suizo contaminado con CI. tyrobutiricum; B, queso Edam
contaminado con Clostridium sp.; C, quesos tipo suizo con fermentaciéon butirica
(identificados como 67077 y 67080) y sin fermentacion butirica (67071 y 67074); D,
queso Gouda contaminado con CI. tyrobutiricum; E, queso Grana contaminado con
Clostridium sp.

Las Figuras 21, 22 y 23 muestran criterios en la valoracién establecidos en
Italia y Francia para los niveles de contaminacién con esporos de clostridios
gasogenos en diferentes ambientes (heces, ensilajes y leche) (Gaggiotti, 2000).
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Criterios de aceptacion para heces en funcion del
numero de esporos de clostridios gaségenos
presentes, utilizados en Italiay Francia.

Niveles de Italia Francia
contaminacion
(esporos/g)
Valoracion (calidad leche)

<10.000 poco contaminada
10.000 a 40.000 contaminada
<40.000 muy contaminada

Figura 21 - Valoracion de niveles de contaminacion con esporos de clostridios

gasoégenos en heces utilizados en Italia y Francia.

Criterios de aceptacion para ensilajes en funcion del
numero de esporos de clostridios gasogenos
presentes, utilizado en Italia y Francia

Niveles de Italia Francia
contaminacion en
silajes (esporos/g)
Valoracion (calidad forraje)

<100 optiuna muy buena
100 a 1.000 buena buena
1.000 a 5.000 mala mediocre
5.000 a 10.000 mala mala
>10.000 pésima muy mala

Figura 22 — Valoracion de niveles de contaminacion con esporos de clostridios

gasogenos en silajes presentados en ltalia y Francia.
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Niveles de contaminacion en leche en funcion del
numero de esporos de clostridios gasogenos
presentes, utilizados en Italiay Francia

Niveles de contaminacion Italia Francia
(esporos/l)
Valoracion

(quesos) (calidad de leche)
<200 ausencia de hunchazon
<400 excelente
200 a 1.000 algunos casos de hinchazon
400 a 1.000 poco contaminada
1.000 a 4.000 hinchazén muy difundida contaminada
4.000a 10.000 muy contaninada
>10.000 pésima

Figura 23 — Valoracion de niveles de contaminaciéon en leche con esporos de
clostridios gas6genos utilizados en ltalia y Francia.

8.5 Otras bacterias que pueden causar defectos gasogenos en quesos

En el presente TFI, cabe mencionar a modo de un breve comentario, dos
especies bacterianas que pueden generar defectos gasdgenos en ciertos casos
particulares: Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis y Streptococcus
thermophilus (ureasa +).

St. thermophilus (ureasa +), a través del metabolismo de la urea de la leche
(aproximadamente 250 mg/l), produce diéxido de carbono (CO,) y amoniaco NH;
(Juillard 'y col, 1988; Miller y Kandler, 1967; Tinson y col., 1982), dando lugar a
defectos de hinchazén tardia. Cuando esta presente en la leche cruda, puede
desarrollarse a temperaturas de 45°C y, ademas, es capaz de sobrevivir a un
tratamiento térmico como la pasteurizacion HTST (72°C durante 15 s). Se recomienda
no usar los intercambiadores de calor de placas durante periodos de tiempos
demasiado largos sin intercalar ciclos de limpieza porque favorece el desarrollo de St.
thermophilus, pudiendo llegar a concentraciones de 10° UFC/ml. Luego, en las
primeras etapas de elaboracién, puede desarrollar alcanzando concentraciones de 10°
UFC/g de queso.

L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis utiliza citrato para producir
compuestos aromaticos tales como acetoina, diacetilo y CO,, lo que también puede
causar defectos de hinchazén en los quesos.
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9. Deteccion de problemas de defectos gasogenos en quesos de la region

En la Argentina, el pais productor de leche mas importante de América del Sur,
se producen anualmente 9300 millones de litros de leche. De éstos, 3100 millones de
litros estan destinados a la elaboracion de quesos (1730 millones de litros para quesos
blandos y 1370 millones de litros para quesos semi-duros) (Industria lechera, 1999),
siendo la region del Centro Este la principal area argentina de produccion de queso.
Varias plantas industriales queseras importantes fueron gravemente afectadas por
fenédmenos gasogenos indeseables en los Ultimos afos, asociados siempre a pérdidas
economicas importantes.

Tomando en cuenta los criterios de valoracion de niveles de esporos de
clostridios establecidos en Francia e ltalia, en la cuenca lechera santafesina y el
noreste de la provincia de Cordoba se determinaron los niveles de contaminacion en
leche cruda (Figuras 24 y 25; Gaggiotti, 2000). Como puede observarse:

» 48% del volumen total de leche tuvo un nivel de contaminacion que podria

provocar hinchazén generalizada en quesos (segun el criterio italiano);

* 8% del volumen total de leche resulté muy contaminada y 22% de calidad

pésima para la elaboracion de quesos (segun el criterio francés).

Cabe remarcar que en este relevamiento no se evidencié una marcada

incidencia del periodo del afno en el nivel de contaminacion por esporos de clostridios.
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Distribucion (% del volumen total de

leche) por rango NMP (segun criterio

de evaluacion italiano) de esporos de
clostridios gaségenos en leche.

1%

48%

I <200esporos/| @200 a 1000 esporos/l O =1000 espoms:‘l]

Figura 24 — Niveles de contaminacién con esporos de clostridios gaségenos en leche

cruda, segun criterio de evaluacion italiano.

Distribucion (% del volumen total de

leche) por rango NMP (segun criterio

de evaluacion francés) de esporos de
clostridios gaségenos en leche.

8%

14%

=400 esporos/| M 400 a 1000 esporos/|
O 1001 a 4000 esporos/l 04001 a 10000 esporos/|
W =10000 esporos/|

Figura 25 — Niveles de contaminacion con esporos de clostridios gaségenos en leche

cruda, segun criterio de evaluacion italiano.
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En un relevamiento realizado en el Instituto de Lactologia Industrial (UNL-
CONICET) con diferentes quesos Argentinos con problemas de hinchazén, y
evaluados durante 5 anos de muestreo (1999-2003; Tabla 2; Quiberoni y col., 2008),
las muestras de queso cremoso (6 del total) fueron afectadas por bacterias
heterofermentativas (Leuconostoc, 5 casos y Lactobacillus, 1 caso) y bacterias
aerdbicas formadoras de esporos (B. polymyxa, 1 caso); en los quesos mozzarella se
detectaron bacterias aerobicas formadoras de esporos (B. polymyxa, 2 casos y B.
macerans, 1 caso); los quesos semiduros (7 del total) mostraron deterioro derivado de
una combinacion de bacterias aerébicas y anaerdbicas formadoras de esporos (B.
macerans y Cl. tyrobutyricum) o una combinacion de CI. tyrobutyricum con un
crecimiento excesivo de Propionibacterium (3 casos); en quesos Fontina (2 casos), se
detectaron propionibacterias junto a lactobacilos heterofermentativos (Lb. fermentum);
en una unica muestra de queso Danbo, la Unica bacteria productora de gas detectada
fue Lb. fermentum.

Cuando se analizaron muestras de quesos elaborados con leche pasteurizada
(provenientes de la planta identificada como B), se encontré una muy baja incidencia
de bacterias productoras de gas viables, ya que sélo 3 de ellas (7% de las muestras
analizadas) contenian clostridios, mientras que en 2 casos (4%) se detecté la
presencia de Bacillus.

En los quesos elaborados en la planta A se encontrd una mayor frecuencia de
muestras positivas: 15 (30% de las muestras totales) contenian bacterias viables
formadoras de esporos (en 8 se encontraron clostridios; en 4, Bacillus y en 3, ambos
géneros), 3 muestras contenian leuconostoc (Ln. mesenteroides subsp. dextranicum
en 2 muestras y una combinacion de Ln. mesenteroides subsp. dextranicum y Ln.
mesenteroides ssp. lactis en la otra muestra) y 6 muestras con presencia de
lactobacilos heterofermentativos (identificados como Lb. viridescens).

Por otro lado, en la leche pasteurizada utilizada para la elaboracion de queso
en dos de las plantas muestreadas se detectaron clostridios, Bacillus, Leuconostoc y
lactobacilos heterofermentativos viables. Este hecho sugiere que: (/) estos organismos
estaban presentes en la leche cruda y fueron resistentes a los tratamientos térmicos
aplicados a la leche de queso; o que (i) los organismos estaban asociados al
pasteurizador (como biofilms, por ejemplo) y contaminaron la leche después del
tratamiento térmico.

Es importante remarcar que este fue el primer trabajo que asocidé Bacillus a
problemas de hinchazén en quesos blandos y semi duros, involucrando especies
como B. polymyxa (queso Cremoso y Mozzarella) y B. macerans (quesos Mozarella y

Taluhet), quedando claramente evidenciado que los quesos de pasta blanda y
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semidura pueden sufrir deterioros por defectos gaségenos debido a una gran
diversidad de bacterias productoras de gas.

WMICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GAS ASOCIADOS A DEFECTOS GASOGENQS EN QUESOS DE PASTA BLANDA Y SEMIDOURA EN ARGENTINA

I de lu'll{gsra Tipo de Queso/Fermento Iniciador/Planta Quesera Microergansmo Productor de Gas Recuento de m.o. productotres de gas
(mes/aio) (ufe/g)

1 (10/1999) | Cremoso/S.thermophilus/D Bacillus polymyzxa 10° . 10"

2 (11/2000)  |CremosofS.thermophilus/D Leuconostoc mesenteroides ssp.lactis b x 107

3 (057200)  |MozzarellalS.thermophilus/E Bacillus polymyzxa 10° . 10"

4 (062001)  |Mozzarella/S thermophilus/E Bacillus polymyxa 10° .10

5 (06/2001)  |Mozzarella/S.thermophilus/E Bacillus macerans 10° . 10%¢

6 (08/2001) | Taluhet/S thermophilus/F Bacillus macerans/Clostridium tyrobutyricum  |10°-10%/ 10° - 10

T (10/2001)  |CremaosolS.thermophilus/A Leuconostoc mesenteroides ssp.dextranicum 2510

8 (10/2001)  |Cremaoso/S.thermophilus/A Leuconostoc mesenteroides ssp.dextranicum 16 x 107

9 (11/2001)  |Fontina/S.thermophilus + L.helveticus/C Propionibacterium sp./Lactobacillus fermentum |30 x 10° 110° . 10

10 (05/2002)  |ColonialS.thermaphilus + L helveticus/C Propionibacterium sp./Clostridium tyrebutyricam |25 x 10" [ 10° - 10

11 (05/2002)  |Colonial$.thermophilus + L.helveticus/C Propionibacterium sp./Clostridium tyrobutyricum |35 x 107 1 10° - 10%

12 (05/2002)  |ColonialS.thermaphilus + L helveticus/C Propionibacterium sp./Clostridium tyrobutyricam |50 x 107 [ 10° - 10

13 [10/2002)  |CremesolS.thermophilus/A Leuconostoc mesenteroides ssp.dextranicum® |17 10%¢

14 [1012002)  |Cremoso/S.thermaophilus/B Leuconostoc mesenteroides ssp.dextranicum® | 10°

15 [10/2002)  |Fontina/S.thermophilus + L.helveticus/A Propionibacterium sp./Lactobacillus fermentum  |1.0x 10° 110° . 10

16 {022003)  |Danbo/S.thermophilus + L.helveticus/A Lactobacillus fermentum® 107 10"

*Uno, dos o “tres cepas asiladas, “Conteos obtenidos en limites de diluciones ( rango, nimero de células por gramo)

Tabla 2 - Microorganismos productores de gas asociados a defectos gasdégenos en

quesos de pasta blanda y semidura en Argentina (Quiberoni y col., 2008)

10. Posibles fuentes de ingreso de microorganismos a las plantas queseras

10.1. Calidad de agua utilizada en el proceso

El agua utilizada para el lavado de superficies que tendran contacto con los
alimentos debe ser potable y tener una concentracién de 1 a 2 ppm de cloro libre
residual (IDF/FIL, 1994). Estos valores concuerdan con un estudio realizado por Zhao
y col. (2001), quienes encontraron que E. coli fue sensible a concentraciones de 1,1
ppm de cloro libre.

Segun la normativa chilena (Chile, INN, 1984), el agua potable debe estar
exenta de microorganismos indicadores de higiene deficiente y posible contaminacion
fecal, determinado por la presencia de gérmenes del grupo coliformes. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 1964), recomienda para las muestras de
agua un NMP de bacterias coliformes inferior a 10/100 ml de agua, sefalando que
mas de dos muestras consecutivas no deben presentar un indice NMP entre 8 y 10
coliformes/100 ml.

Aguero (1987) reportd que la existencia de un alto recuento de bacterias totales

y coliformes en agua disminuye la eficiencia de los procesos de higienizacion y
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contribuye a elevar el contenido microbiano de la leche, con los consecuentes
problemas tecnoldgicos. Ademas, al ocurrir una contaminacién fecal del agua, ello
implica riesgo de presencia de patdégenos, ya que éstos pueden multiplicarse, ya sea
en la leche o en la superficie de equipos o estanques mal lavados (Heimlich y Carrillo,
1995). También, Cosentino y Palmas (1997) senalaron que la calidad del agua es la
que define la calidad de la limpieza de los equipos.

Por otro lado, el agua es una importante fuente de microorganismos
psicrotrofos, que al contaminar la leche pueden causar problemas tecnolégicos debido
fundamentalmente a la accién de sus enzimas proteoliticas y lipoliticas termoestables,
que pueden producir alteraciones en el sabor y olor de la leche y productos lacteos
(Cousin, 1982).

10.2. Calidad de aire en sala de elaboracion

Segun IDF/FIL (1997), la contaminacion del aire también es un factor que
afecta la calidad del producto, y puede presentar una carga indeseable de
microorganismos provenientes de diversas fuentes como es el personal, ya sea por un
excesivo transito de operarios en las diferentes areas de procesos, a través de
zapatos, vestuario e higiene personal. La contaminacion del aire puede tener lugar
también en la sala de proceso, ya sea por paredes y suelo sucios o por gotas del
condensado que pueden caer de algunas canerias o del techo. Robinson (1987) indica
que la principal fuente de contaminacion del aire son los operarios y materiales de
empaque, y para proteger el producto de una contaminacién microbiana, es esencial
implementar mecanismos de ventilacién y filtracién de aire, principalmente en plantas
pequenas. De esta forma, se elimina la humedad liberada durante el proceso y se
previene la condensacion y el consecuente enmohecimiento de la superficie de las
paredes. Este autor indica también que la humedad de las dependencias de
procesado no debe superar el 95 % de humedad relativa, proponiendo una
clasificacién tentativa para el recuento microbiano del aire de diversas zonas de

proceso productivo, de acuerdo a la siguiente tabla (Tabla 3):

Productos de la zona Recuento total ufc/m’ Mohos v levaduras ufc/m’
Bueno Malo Bueno Malo
Leche. queso Cottage 1.5x10° 1.5 x10° 5.0 x10 1.2 x10°
Quesos madurados 3.0 x10° 2.0 x10° 4.0 x10° 2.0x10°

Tabla 3 — Clasificacion para el recuento microbiano del aire en diversas areas de

procesamiento de quesos y leche (Robinson, 1987).
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10.3. Higiene de las superficies de los equipos

Una buena limpieza se logra cuando no quedan residuos organicos sobre la
superficie de los equipos que faciliten la propagacién de bacterias, ya que con la
higienizacion se reduce o destruye el numero de bacterias presentes en éstos
(Poblete, 1998). Los sitios de multiplicacién de bacterias en la plantas de productos
lacteos, principalmente del género Bacillus, se encuentran en la seccion del
pasteurizador y tanques de almacenamiento de la leche previo a la coagulacion y
adicion de los cultivos (Hull y col., 1992). Bachmann y Spahr (1995) indican que los
microorganismos pueden multiplicarse en las instalaciones y, a través de la formacion
de biofilms, dan lugar a una permanente contaminacion. Por ejemplo, Lehmann y col.
(1992) reportaron recuentos totales de bacterias en leche cruda del orden de 2 a 6x10°
UFC/ml en cinco silos, pero al pasteurizar la leche, el nUmero de bacterias de la leche
sobre la superficie de las placas del pasteurizador se increment6é paulatinamente
desde un recuento inicial de 7x10° a 2x10* UFC/ml, para las primeras 10 horas de
operacion del pasteurizador a 72°C. Posteriormente, los recuentos aumentaron a
mayor velocidad, llegando a 2x10°® UFC/ml a las 16 horas de operacién del equipo.
Para solucionar esta problematica, los autores sefialan que los niveles de bacterias en
leche cruda deben ser minimizados e implementar un procedimiento de lavado del
pasteurizador con agua y soluciones alcalinas, aproximadamente cada 6 a 8 horas de
uso de este equipo.

El control de la presencia de bacterias sobre los equipos es importante para
evaluar la eficiencia del proceso de limpieza y para asegurar las condiciones
higiénicas de la planta. Robinson (1987) describié diferentes grados de limpieza,
segun la contaminacién microbiana de las superficies limpias de equipos (Tabla 4).

Grado Bacterias /100 cm” Bacterias /cm”
Bueno =< 10 <0.1
Satisfactorio 10-50 0.1 -0.5
No satisfactorio = 50 =05

Tabla 4 — Clasificacién de los tratamientos de higienizacion, segun la presencia de
microorganismos en superficies limpias de equipos de procesos lacteos (Robinson,
1987).

10.4. Higiene en las plantas queseras
Segun IDF/FIL (1984), el principal objetivo de optimizar la higiene de una planta
es asegurar que las superficies no contaminen el producto; sin embargo, si la

contaminacién ya ha tenido lugar, es posible determinar a través de muestreos en la
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linea el lugar donde ha ocurrido la contaminacion bacteriolégica o quimica. En la
Figura 20 se indican las posibles fuentes de contaminacién post pasteurizacion,
sefaladas por IDF/FIL (1994).

FUENTES INTERNAS FUENTES EXTERNAS

Condensacion
Trafico del personal
Equipos y utensilios
Manipulacién y circulacion del
producto

Agua
Materia prima
Envase

Plagas

Nuevos equipos

Aire

Personal

Figura 26 — Fuentes internas y externas de contaminacién del producto en la planta
procesadora de alimentos (IDF/FIL, 1994).

11. Criterios para el diseno sanitario de salas de proceso con el objetivo de
minimizar la contaminacion microbioldgica de los quesos

Se pueden clasificar las areas donde los requerimientos de limpieza,
desinfeccion y calidad de aire son diferentes, de acuerdo a si el producto alimenticio
(queso) esta expuesto al ambiente o no:

Area limpia de trabajo (Zona I): 4rea de trabajo con alto grado de limpieza,
donde el producto semielaborado y elaborado estan expuestos al ambiente sin
ninguna proteccién externa.

Area semilimpia de trabajo (Zona l): area de trabajo con un grado de limpieza
menor al del area limpia de trabajo, por ejemplo sala de pre-tratamiento de materia
prima, etc.

Area comin de trabajo (Zona Ill): area de trabajo con un grado de limpieza
menor al del area de trabajo semilimpia, por ejemplo sala de recepciéon de leche,
depdsito de materia prima, depdésito de material de envasado, sala de embalaje
externo, deposito de producto terminado, etc.

11.1. Estructura interna de las instalaciones
Cielorrasos
v Los cielorrasos y los angulos superiores en las areas de procesamiento,
envasado y almacenamiento deben ser de facil limpieza para minimizar la
acumulacién de suciedad, la condensacién, la formacion de mohos y el

desprendimiento de particulas. En las areas limpias, semilimpias y otros sitios
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de exposicion de alimentos (salvo la sala de recoleccion de leche) se deberan
instalar cielorrasos lisos y de fécil limpieza; en el caso de estructuras de
concreto reforzado, el cielorraso debe ser liso y sin uniones.

v’ El cielorraso de la sala debe estar construido con materiales impermeables de
color blanco, o colores claros, que no transmitan olores ni sean toxicos para el
uso al que se destinan; cuando sea necesario un recubrimiento de pintura, la
pintura debe ser antifingica, que no produzca desprendimientos y de facil
limpieza.

v" No se deberan instalar los conductos que transportan servicios como vapor,
agua o electricidad sobre los sectores en que el producto queda expuesto, ya
que pueden ser contaminados por caida de polvo, goteo debido a la
condensacién o pinchadura de caferias.

Paredes

v’ Las paredes se construirdn con materiales no téxicos, impermeables, lisos,
sin olor, de f&cil limpieza, de colores claros y anti-corrosivos.

v' En el area limpia y semilimpia de trabajo las esquinas de las paredes, sus
uniones y las uniones con el cielorraso deben estar en buen estado de
mantenimiento, deben ser curvas, evitando angulos rectos, de facil limpieza y
desinfeccion.

Puertas y ventanas

v Deberan tener una superficie lisa y no absorbente y ser faciles de limpiar y
desinfectar.

v' En la sala de produccioén y areas de depdsito, las puertas y ventanas deberan
estar construidas de modo que se minimice la acumulacién de suciedad y, en
caso necesario, estar provistas de malla contra insectos, que sean factibles
de desmontar y limpiar.

v' Las salidas de las areas limpia y semilimpia de trabajo deben contar con
puertas de cierre automatico (tal como auto inductor o cierra puerta) y/o
cortina de aire.

Pisos

v' Los pisos deberan ser de materiales resistentes al transito, impermeables, no
absorbentes, lavables y antideslizantes; no tendran grietas y seran faciles de
limpiar y desinfectar.

v El piso de areas con drenaje o flujo de aguas residuales hacia el piso durante
las operaciones, habitualmente ambientes humedos de trabajo o donde se
limpia con agua, debe contar con tratamiento antiacido y antidlcalis y con

pendiente y sistema de desague.
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Sistema de drenaje

v' Es necesario proveer sistemas de drenaje adecuados y evitar, en el disefio y
la construccién, la contaminacion de los productos y del agua que se utiliza en
la produccién. El sistema de drenaje debera tener cierta inclinacion y
permanecer sin obstrucciones.

v' En la conexiéon de ingreso del sistema de drenaje, se debera instalar un
sumidero con tapa para evitar la entrada de desechos soélidos y la salida de
olores pestilentes.

v No se debera instalar ninguna otra tuberia de agua que se utilice para el
procesamiento dentro y por debajo del sistema de drenaje.

v’ La salida del desaglie debera contar con un dispositivo que evite la invasion
de animales.

v’ La direccion de circulacion del desagie interno debera ser desde las areas
con mayor nivel de limpieza hacia las areas con menor nivel de limpieza, y se
debera evitar el reflujo de aguas residuales.

v' Todo desagle interno debera estar sifonado, con rejillas de facil limpieza.

11.2. Tratamiento de Aire
Durante el disefio de un sistema de flujo de aire filtrado se deben
considerar ciertos criterios, como nunca pasar aire de una zona con
requerimientos de limpieza menor a otra con requerimiento de limpieza mayor.
A continuacion, en la Figura 21, se muestra un esquema que representa

la gestién global de los flujos de aire filtrado.
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GESTION GLOBAL de los FLUJOS de AIRE

[ﬂ ZONA O AREA MAS
SENSIBLE (Zona I)
[: ZONA O AREA SEMI LIMPIA
(zona 1)

E ZONA O AREA MENOS
SENSIBLE

CLASIFICACION ZONAS

— Por orden que disminuye peligrosidad

— En funcién de varios parametros: proceso, despendiendo del recorrido del aire, grados
sensibilidad y exposicion a las contaminaciones...)

| IMPERATIVO PRINCIPAL |

- no hay transferencia de aire desde zonas muy contaminadas a zonas menos contaminadas
| ORGANIZACION FUNDAMENTAL |

- transferencias de aire de los puntos muy sensibles hacia puntos menos sensibles o contaminantes
| APLICACION

- sobrepresidn en salas muy sensibles

— descompresion en salas menos sensibles

— extraccion aire viciado de los lugares muy contaminados (lavadero..)
— control centralizado de todos los componentes de flujo

| ESTABLECIMIENTO PLANO DIRECTOR ‘
- generalidades y especificidades de gestion global e higiénica flujo de aire

| RECOMENDACIONES |

- adaptaciones estructurales locales. esclusa proteccion, puertas seccionables, matenales
hidrofobos lisos, deseripcion

| IMPERATIVOS SATISFECHOS |
— Descontaminacion (absorcion las particulas, de humedad...)

— Nuevo aire (sobrepresion...)
- Higiene global

Figura 27 — Esquema de gestién de flujos de aire filtrado para minimizar el

riesgo de contaminacién en una planta quesera.

12. Pasteurizacion

La pasteurizacién es el tratamiento térmico mas ampliamente aplicado a la
leche con destino a la elaboracién de quesos, con el fin de eliminar microorganismos e
inactivar enzimas, a lo que se le suma el efecto negativo de desnaturalizar
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parcialmente proteinas de suero (Giffel y Wells-Bennik, 2010; McSweeney, 2007). El
tratamiento HTST (alta temperatura / tiempo corto, por su sigla en inglés) es el método
mas comun de pasteurizacion, por lo general la combinacion de tiempo y temperatura
mas utilizada es de 72°C durante 15 segundos (Heyndrickx y col., 2010; McSweeney
2007). La pasteurizacidon destruye células en estado vegetativo de los
microorganismos patégenos, los esporos de mohos, pero no los endoesporos (De
Jong, 2008; Ledenbach y Marschall, 2010).

Existen elaboraciones de quesos tradicionales (Grana Padano, por ejemplo)
que no incluyen la pasteurizacion como etapa previa a la elaboracién casearia porque
el producto obtenido de esta manera posee desarrollo de sabores mas intensos vy,
cumpliendo con los requerimientos de un producto con Denominaciéon de Origen. Este
tipo de elaboracidn requiere una mayor atencion con respecto a la higiene general y
seguridad (West, 2008), garantizando el uso de leche cruda de excelente calidad
microbioldgica.

Existen otros tratamientos térmicos como UHT (ultra alta temperatura, por sus
sigla en inglés) y la esterilizacion comercial que inactiva los esporos, pero no se aplica
a la leche destinada a elaborar quesos debido al marcado efecto negativo que produce
por precipitacion de proteinas del suero sobre la superficie de las micelas de caseinas
(De Jong, 2008; Heindrickx y col., 2010; McSweeney, 2007; Skeie, 2010).

Por la marcada relevancia que representa esta etapa en el tratamiento de leche
para disminuir los accidentes gasdgenos en la elaboraciéon de quesos, es critico
optimizar el disefio y funcionamiento del pasteurizador. En particular, para el correcto
funcionamiento de un equipo continuo a placas para tratameinto HTST, el disefio debe
responder a lo establecido en normas internacionales (Australian Standard AS 3993-
2003, 2003; Grade A Pasteurized Milk Ordinance, 2007; 1ISO 14159:2008, 2008; ISO
12100-2:2004,2004; New Zealand Food Safety Authority, 2009)

Los diferentes componentes de un sistema de pasteurizacion HTST deben
cumplir una serie de requisitos indispensables para su correcto funcionamiento y evitar

problemas de contaminacion microbiana, como se esquematiza en la Figura 21.
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Figura 28 - Esquema de un pasteurizador y sus componentes.

Entre el disefio de los componentes individuales, se deben tener en cuenta una

serie de requisitos que se describen brevemente a continuacion.

» Tanque de Nivel Constante

El Tanque de Nivel Constante (TNC) es un recipiente que suministra, a presion
atmosférica, leche cruda o material lacteo en recirculacién hacia el pasteurizador para
permitir la operacién continua del sistema. Deberd poseer una tapa rebatible o una
puerta de inspeccion de disefio adecuado que permita mantener la presién atmosférica
y minimizar el riesgo de contaminacion. La tapa tendra una pendiente hacia uno de los
lados, para favorecer el drenaje. Todas las aberturas que posea la tapa deben tener
proteccion para que no ingrese fluido al TNC y estaran cubiertas.

Las conexiones de retorno al TNC, como la caferia de desviacion, de
deteccidén de pérdidas (si existiera) y de reciclado (si existiera), deben ser fabricadas
de forma tal que no permita el retorno de leche cruda por sifon hacia la caferia de
leche pasteurizada.

» Bomba de refuerzo

La bomba de refuerzo es utilizada para complementar a la bomba de
distribucion, impulsando el producto crudo desde el TNC a través de la seccién del
producto crudo del regenerador. Se deben utilizar bombas de tipo centrifuga y de
disefo sanitario y se debe instalar entre el TNC y la entrada del producto crudo a la

seccion del regenerador.
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» Seccion de regeneracion

La seccién de regeneracién es aquella parte del pasteurizador HTST en la cual
se entibia el producto crudo frio que ingresa al pasteurizador, utilizando el calor que
aporta el producto pasteurizado caliente. Debe disenarse, instalarse y operarse de tal
manera que la presién del lado del producto pasteurizado sea superior en 15 kPa a la
presion del lado del producto crudo. No deben existir perforaciones, pinchaduras o
grietas en las placas.

» Sistema de presion diferencial

En la seccién del regenerador, las leches cruda y pasteurizada se encuentran
separadas por una delgada placa de metal y un sistema de juntas. El lado de producto
crudo del regenerador debera estar en todo momento a una presion inferior (al menos,
15 kPa) a la del lado de producto pasteurizado. De esta manera, en el caso de
producirse pérdidas en las juntas o en las placas, el producto pasteurizado pasara
hacia el lado del producto crudo y no viceversa. El mantenimiento de esta relacion de
presiones debera garantizarse durante la puesta en marcha y operacion.

» Bomba de distribucion y dispositivos de control de caudal

El objetivo de la bomba de distribucién es proporcionar un caudal estable en el
tubo de retencidn, de forma tal que para cada particula de material Iacteo se respete el
tiempo minimo de pasteurizacion establecido y, junto a la valvula de contrapresion, se
mantenga la relacion de presiones especificadas.

Cuando se utiliza un dispositivo de control de caudal, el rango de variacién
permitido respecto al valor de consigna serd de =5 % y, en todos los casos, el material
lacteo debera cumplir con el tiempo de retencion correspondiente.

» Control y registro de caudal
En sistemas que posean controladores automaticos de caudal mediante
caudalimetro, y exista la posibilidad de que se exceda el caudal méaximo de
pasteurizacion, el sistema deberd incluir las siguientes funciones:
a) registro continuo y visualizacién del caudal del material lacteo que esta siendo
pasteurizado;
b) activar la alarma de sobre caudal, cuando se supere el caudal maximo de
pasteurizacion;
c) activar la alarma de sobre caudal cuando exista cualquier pérdida de sefal desde el
caudalimetro hasta el controlador de caudal.
La medicién y registro del caudal debera tener una exactitud de =+ 5 % al
maximo caudal de pasteurizacion. Si el caudal excede el maximo permitido, su efecto

sobre el tiempo de retencién sera inmediato.
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» Seccion de calentamiento y enfriamiento

La seccién de calentamiento de un pasteurizador HTST brinda un rapido,
uniforme y controlado calentamiento del material lacteo hasta la temperatura de
pasteurizacion.

El medio de enfriamiento puede ser agua microbiol6gicamente potable o agua
microbiol6gicamente no potable; de utilizar esta dltima opcion, la presion diferencial
minima que debe existir entre el material lacteo y el agua es 15 kPa, siendo mayor la
presion del lado de circulacion de la leche.

» Retencion

Esta seccion del pasteurizador HTST es la encargada de mantener el producto
completamente caliente, al menos durante el tiempo de retencion requerido. Esta
compuesta por un tubo de retencién y una cdmara de medicién. Debe ubicarse entre la
salida de la seccion de calentamiento y la entrada del dispositivo desviador de flujo
(DDF).

» Dispositivo Desviador de Flujo (DDF)

La funcién del DDF es desviar hacia el tanque de nivel constante cualquier
material lacteo que no logre cumplir con las condiciones especificadas de
pasteurizacion, o desviar hacia adelante el material lacteo correctamente pasteurizado
para su almacenamiento y/o posterior tratamiento.

El DDF vy las lineas de retorno hacia el TNC deberan construirse en acero
inoxidable y deben estar limpias y en buenas condiciones mecanicas. Valvulas, sellos

y “O”-rings también deberan estar limpios y en buenas condiciones mecanicas.

» Termometro de indicacion

La indicacion del termémetro de pasteurizacién provee la temperatura mas
exacta de procesamiento del producto. Este termdmetro es necesario para todos los
pasteurizadores HTST. El termémetro de producto pasteurizado debera ubicarse en la
camara de medicién junto con el sensor de temperatura del controlador / registrador.

» Sistema de registro y control
Para realizar un continuo y permanente registro de los parametros y eventos
que ocurren en el pasteurizador, se debe instalar un sistema de registro de datos con

grafico circular o de tira, o un sistema electrdnico de registro.

» Controlador de presion diferencial

Debe existir una correcta relacion de presiones en el regenerador y/o enfriador
para prevenir la contaminacién del producto pasteurizado con leche cruda y/o medio
de enfriamiento no potabilizado, en caso de que fallen las placas de intercambio o los
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sellos. La relacién de presion debe asegurarse en el flujo hacia adelante y en el flujo
en derivacion.

La presion del producto pasteurizado (lado del producto pasteurizado), debe
superar como minimo en 15 kPa a la presién del producto no pasteurizado (lado del
producto no pasteurizado).

13. Criterios para el diseno sanitario de equipos de proceso con el objetivo de
minimizar la contaminacion microbioldgica de los quesos
Es muy importante al momento de disefnar equipos y caferias de proceso para
las industrias queseras utilizar criterios sanitarios, con el objetivo de evitar formacion
de biofilms, lograr eficacia en los programas de higiene y desinfeccion empleados,
evitar acumulacién de materia organica durante el proceso, minimizar la acumulacién
de agua, evitar acumulacién de suciedad, facilitar la inspeccién y servicio de
mantenimiento, etc. Para alcanzar estos objetivos se deben tener en cuenta una serie
de criterios de disefo, que se describen a continuacién:
+ Las superficies deben ser facilmente limpiables, continuas, libres de grietas o
poros en las que se pueda retener suciedad tras la limpieza. A continuacién
(Figura 22) se esquematiza una superficie no continua, que posibilita la

acumulacion de restos organicos y microorganismos.

Figura 29 — Esquema de una superficie no continua.

* Las uniones deben ser estancas e higiénicas.

+ La maquinaria e instalacion debe ser autodrenable.

* Los angulos internos y rincones deben poder limpiarse con efectividad. Se
prefieren curvas en lugar de angulos rectos.

+ Las zonas muertas deben evitarse. Si son inevitables, deben ser drenables,
limpiables manualmente, desinfectables y faciles de inspeccionar visualmente.

» Las superficies en contacto con el producto (zona alimentaria) deben tener una
rugosidad Ra =< 0.8 ym, de modo de evitar la acumulacion de bacterias (Figura
23).
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BACTERIA

Figura 30 — Esquema de una superficie de la zona alimentaria con elevada rugosidad
(Ra>0.8 um).

» Las uniones deben ser estancas e higiénicas.

* Deben evitarse las uniones metal-metal.

« El alineamiento adecuado de las piezas a unir es fundamental para evitar
zonas de limpieza y drenabilidad inadecuadas, como se esquematiza a

continuacion (Figura 24).
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Figura 24 — Esquema del alineamiento de union de canerias.

* Son preferibles las uniones permanentes a las desmontables.
+ Cuando se utilicen uniones desmontables, deben sellarse con juntas

elastomeras.
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14. Conclusiones

La problematica de defectos de hinchazén en quesos de origen microbiano es
una realidad inevitable, tanto en Argentina como a nivel mundial. Para prevenir y
minimizar la incidencia de contaminantes causantes de defectos gas6genos en quesos

se debe actuar sobre las distintas etapas implicadas en las elaboraciones casearias:

= asegurar la higiene a nivel del tambo;

= controlar la alimentacién y la calidad de agua suministrado al ganado lechero;

= implementar la pasteurizacion como una etapa inicial al proceso de fabricacion
de quesos, de modo de eliminar o reducir los niveles de microorganismos,
sobre todo los relacionados a hinchazoén precoz.

= cumplir con normas sanitarias, como ser BPM (Buenas Practicas de
Manufactura);

= asegurar que los disenos sanitarios de equipos e instalaciones de produccion
sean adecuados para el control de la contaminacién de la leche y/o producto
después de la pasteurizacion.

= aplilcar estrategias tecnoldgicas destinadas a minimizar los defectos
gaségenos como: microfiltracién, bactofugacion, uso de peréxido de hidrégeno,
lisozima, agregado de bacterias productoras de bacteriocinas, etc.

La adecuada implementacibn de estas estrategias permitira garantizar
productos de calidad estandarizada, con minimos inconvenientes por hinchazon de
origen microbiano, asegurando la calidad de los quesos obtenidos y minimizando las

pérdidas econémicas.
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