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1. INTRODUCCION

1.1 Bacterias Acido Lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos Gram positivos, no
esporulados, habitualmente inmaviles, tolerantes al acido y fermentadores estrictos ya que
carecen de porfirinas y citrocromos, involucrados en el transporte de electrones. Su
denominacién se debe a que son capaces de producir acido lactico como principal producto
final de la fermentacion de hidratos de carbono. Desarrollan mejor en anaerobiosis, aunque
la mayoria es capaz de tolerar el oxigeno. De acuerdo a su morfologia celular se clasifican
en cocos o bacilos. Pueden ser mesdfilos, cuya temperatura 6ptima de crecimiento se
encuentra entre los 25 y 30°C o termdfilos cuando la misma oscila entre los 40 y 44°C
(Marshall et al., 1984; Novel, 1993).

Son microorganismos con una limitada capacidad biosintética, que requieren
factores de crecimiento complejos como vitaminas del grupo B, purinas, pirimidinas y
aminoacidos. Carecen de la capacidad de biosintesis del grupo hemo, razén por la cual son
catalasa negativos. Segun los metabolitos finales que se producen en el catabolismo de
carbohidratos, las BAL pueden ser homo o heterofermentativas. Las primeras fermentan
hexosas casi exclusivamente a acido lactico, mientras que el segundo grupo produce
ademas cantidades importantes de otros componentes como etanol, acido acético y didxido
de carbono (Kandler & Weiss, 1984).

1.1.1 Fermentaciéon homolactica

En algunas BAL, el transporte de la lactosa involucra el sistema fosfoenol-
piruvatofosfotransferasa dependiente (PEP/PTS), complejo formado por cuatro proteinas,
que a su vez se encarga de fosforilar la lactosa, generando lactosa-fosfato (Dills et al., 1980;
Zourari et al., 1992; Cogan & Hill, 1993; Monnet et al., 1996). Esta luego se hidroliza por la
B-fosfogalactosidasa (B-Pgal) generando glucosa y galactosa. Estos monosacaridos son
catabolizados por las vias de Tagatosa y Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
respectivamente. En ambos casos, los monosacaridos se transforman en gliceraldehido-3-
fosfato y finalmente en piruvato, para dar lugar al lactato (Figura 1).

El transporte de lactosa en Staphyilo thermophilus y Lactobacilus delbrueckii subsp.
bulgaricus involucra proteinas citoplasmaticas (permeasas) que permiten la traslocacion del
disacarido con gasto de ATP pero sin modificacion quimica, es decir, sin fosforilacion.
Luego la lactosa es desdoblada por la B-galactosidasa (B-gal) en glucosa y galactosa. La
glucosa entra en la ruta glucolitica, pero la galactosa es excretada por la célula (Figura 1).
Cuando la glucosa se agota, algunos microorganismos son capaces de transportar la
galactosa utilizando la via de Leloir para metabolizarla. L. delbrueckii subsp. bulgaricus y
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muchas cepas de S. thermophilus no pueden metabolizar galactosa (Johnson & Steele,
2001).

El metabolismo homofermentativo se puede resumir en la siguiente reaccion:

Lactosa + 4 ADP —— 4 Acido Léactico + 4 ATP

Lactosa-fosfato Lactosa
excretada
Fosfo - 3ga{actoswdasa P
galactosidasa
Glucosa Galaﬁ!asa
Galactosa-6-fosfato
Tagatosa-6-fosfato Galactosa iesaia

i — =1
Tapatosa-1-6-difosfato Ehlp i St iken

Taggisa 0 Fructosa-fosfato
difosfato-aldolasa RUta_ de
l Leloir
Ruta de la Fructosa-1-6-difosf
tagatosa (2) Triosa-fosfato 1

(2)Triosa-fosfato

(4)NAD  (4) NADH

(4) Acido piruvice

(4) NAE‘)H\)JS) NAD

¥
(4) Acido lactico

Lactato
deshidrogenasa

Figura 1: Metabolismo de la lactosa en bacterias lacticas homofermentativas.
Fuente: imb.usal.es/formacién/docencia/microbioapli/ TEMA1.pdf

1.1.2 Fermentaciéon heterolactica

La lactosa es transportada por medio de permeasas, y a su vez, hidrolizada en
glucosa y galactosa. Los microorganismos que realizan esta fermentacién no poseen la
enzima aldolasa asi que transforman a la glucosa (hexosa) en una pentosa, la cual es
transformada a su vez en gliceraldehido-3-fosfato y acetil fosfato. El destino del acetil
fosfato depende de los aceptores de electrones disponibles. Cuando no existe otra
alternativa, este compuesto es reducido hasta etanol, regenerando dos moléculas de NAD+
en el proceso. Sin embargo, cuando la concentracion de oxigeno es tolerada, el NAD+ es
regenerado por otras enzimas (oxidasas y peroxidasas) dejando el acetil fosfato disponible
para ser convertido en acetato. Normalmente la fermentacion de dos moléculas de glucosa
produce tres moléculas de acetato y dos de lactato (Figura 2).

El metabolismo heterofermentativo se puede resumir en la siguiente ecuacion:

Lactosa + 2 ADP — 2 Acido LAactico + 2 Etanol + 2 CO, + 2 ATP



Introduccidon |3

Lactosa
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Figura 2: Metabolismo de la lactosa en las bacterias lacticas heterofermentativas.
Fuente: imb.usal.es/formacion/docencia/microbioapli/ TEMA1.pdf

1.2 Microorganismos probioéticos

Los probidticos se definen como microorganismos vivos que cuando se administran
en cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del consumidor (FAO/WHO,
2002; Hill et al., 2014).

Aunque un gran numero de géneros y especies de microorganismos se consideran
potenciales probiéticos (Holzapfel et al., 1998; Shah & Ravla, 2004), las bacterias mas
comunes disponibles como probidticos sol las que anteriormente conformaban el género
Lactobacillus, actualmente dividido en 25 nuevos géneros (Zheng et al., 2020).

Los probidticos se han incorporado a varios productos alimenticios y suplementos,
la mayoria de ellos productos lacteos, como quesos, postres lacteos, helados, entre los
cuales las leches fermentadas como los yogures son las matrices mas populares (Balthazar
et al., 2016; Batista et al., 2015; Ranadheera et al., 2012, 2016).

1.2.1 Caracteristicas de los probioticos

En los ultimos afnos ha habido un creciente interés por las bacterias con
caracteristicas probidticas en los humanos, tanto en el sector cientifico como en el
industrial.

Entre las propiedades asociadas al consumo de probioticos se pueden destacar la
modulacion de la respuesta inmune, la mejora del equilibrio de la microbiota coldnica, el
incremento de la biodisponibilidad de ciertos nutrientes, la mejora del transito y la motilidad
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intestinal y la regulacion del nivel de colesterol sérico. Ademas, disminuyen la intolerancia
a la lactosa (Marteau et al., 1997) y la incidencia y duracién de las diarreas por rotavirus en
lactantes (Saavedra et al., 1994).

Asimismo, se han propuesto los siguientes efectos para los productos que contienen
bacterias probioticas: actividad antimicrobiana, mejora a la intolerancia a la lactosa,
propiedades antimutagénicas, propiedades anticancerigenas, ayuda a regular el nivel del
colesterol, accion contra diversos desérdenes gastrointestinales, estimulacion de la
repuesta inmune, etc. (Shah, 2007). Algunos de estos beneficios estan bien establecidos
mientras que otros todavia requieren investigaciones en humanos.

Para asegurar estos efectos se requieren concentraciones de microorganismos
mayores a 107 UFC/g (unidades formadoras de colonia por gramo). Para los productos
lacteos que se consumen regularmente, este es el nivel minimo sugerido de células
probidticas viables (Shah et al., 1995; Samona & Robinson, 1994; Arroyo, Cotton & Martin,
1994; Rybka & Kailasapathy, 1995; Pagano, 1998).

1.3 Produccion de Quesos

1.3.1. Historia del queso en Argentina

En Argentina, antes de 1850 se registran pocos datos sobre la produccién quesera
nacional. Existen registros del afio 1617, en el que se destaca una rudimentaria actividad
quesera, de la mano de los jesuitas, quienes introdujeron en las comunidades indigenas la
cultura del consumo de leche y quesos. En 1788 aparece la actividad lechera como
alternativa a la poca rentabilidad por venta de carne y cuero de los chacareros cercanos a
la villa de Buenos Aires (actividad principal de la economia rioplatense). Recién a partir de
mediados del siglo XIX se produjo un gran desarrollo de la queseria argentina, impulsada
por inmigrantes europeos que aportaron sus tecnologias principalmente italianas,
espanolas y suizas (Castafieda et al., 2010).

1.3.2. El queso como alimento: Generalidades vy origen

Muchos ejemplos en la literatura técnica y cientifica establecen que la denominacién
de queso hace referencia a un conjunto de productos lacteos fermentados que se obtienen
en todo el mundo en una amplia variedad de flavours, formas y texturas (Fox, 2000). Se
cree que en la actualidad, existen mas de 1000 variedades de quesos en todo el mundo
(Beresfordet al., 2005; Fox & McSweeney, 2004).

Los primeros quesos se elaboraron en Asia, en la zona de la Mesopotamia, entre
los rios Tigris y Eufrates, en lo que es actualmente Irak, hace unos 9000 anos, durante la
llamada Revolucién Agricola Neolitica. En ese periodo se desarrolld la agricultura y se
domesticaron los primeros animales. Las primeras hembras lecheras domesticadas fueron
las cabras y las ovejas, y los primeros quesos se elaboraron con leche de este origen. Las
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vacas, que fueron domesticadas poco después, rapidamente las reemplazaron como
productoras de leche en aquellos lugares donde era posible su cria, por los mayores
rendimientos (Nantet, 1994; Fox et al., 2000). El primer producto lacteo fermentado
probablemente fue consecuencia de la acidificacién debida al desarrollo de bacterias
lacticas, que produjeron acido en cantidad suficiente para reducir el pH de la leche hasta el
punto isoeléctrico de las caseinas, causando que las mismas coagulen (Fox et al., 2000;
Fox & McSweeney, 2004). Por otra parte, la leche se almacenaba en recipientes hechos de
pieles, vejigas o estdmagos de animales. Se cree que la coagulaciéon enzimatica fue
consecuencia del almacenamiento de leche en odres hechos con estdbmagos de terneros o
cabritos. Aunque el cuajo de animales fue utilizado desde épocas remotas, es probable que
también en la antigliedad se utilizaran cuajos de plantas, como por ejemplo el proveniente
del cardo (Fox et al., 2000; Fox & McSweeney, 2004). Existen vestigios arqueoldgicos de
ceramicas disefiadas para elaborar queso, para eliminar suero, realizadas entre los afios
5000 y 2000 a. C. Merecen ser citadas las vasijas con alimentos similares al queso, en las
tumbas de algunos faraones, y el friso egipcio existente en el museo de Louvre, en Paris,
en el cual se ve a un hombre ordefiando desde el costado de un animal (Castafeda et al.,
2010). En el antiguo testamento, existen varias referencias al queso, tales como en Job
(1520 a.C.) y Samuel (1017-1170 a.C.). La mitologia de la Antigua Grecia, atribuia a Aristeo
el descubrimiento del queso. En la Odisea de Homero (800 a 701 a.C.) se describe a un
Ciclope haciendo y almacenando quesos de oveja y cabra, queso que podria haber sido el
antecesor del queso Feta (Scott, 1998; Fox et al., 2000; Fox & McSweeney, 2004).

La posibilidad de convertir los principales componentes de la leche en queso tuvo
varias ventajas entre las que se destacan la estabilidad de los componentes, el facil
transporte y la contribucién a la diversificacion de la dieta humana, expandiéndose
rapidamente al Medio Oriente, Egipto, Grecia y Roma. En los tiempos de la Antigua Roma
era un alimento que se consumia a diario, y su proceso de fabricacion no distaba demasiado
a como se hace actualmente fuera del ambito industrial.

La elaboracion de los quesos se mantuvo como una actividad artesanal hasta el
siglo XIX, cuando el microbiologo Luis Pasteur descubri6 la pasteurizacion, lo cual cambio
el proceso de elaboracion de quesos. Con la adquisicion gradual de conocimientos sobre
quimica y microbiologia de la leche y el queso, se hizo posible generar mas control sobre
el proceso de fabricacion y se mejoré la calidad de los mismos. A partir del siglo XX, los
avances en la tecnologia permitieron un desarrollo muy importante en la industria quesera
a gran escala (Fox et al., 2000; Fox & McSweeney, 2004; Castafieda et al., 2010).

1.3.3. El Queso segun el Cddigo Alimentario Argentino (CAA)

“Se entiende por Queso el producto fresco o madurado que se obtiene por
separacion parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial o totalmente
descremada), o de sueros lacteos, coagulados por la accion fisica, del cuajo, de enzimas
especificas, de bacterias especificas, de acidos organicos, solos o combinados, todos de
calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de sustancias alimenticias y/o
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especias y/o condimentos, aditivos especificamente indicados, sustancias aromatizantes y
materiales colorantes.”

Se entiende por Queso Fresco el que esta listo para el consumo poco después de
su fabricacion (Capitulo VIII articulo 605).

Se entiende por Queso Madurado el que ha experimentado los cambios bioquimicos
y fisicos necesarios y caracteristicos de la variedad de queso. (Capitulo VIII articulo 605).

Clasificacion:

a. De acuerdo con el contenido de materia grasa del extracto seco en porcentaje, los
quesos se clasifican en:
o Extra graso o Doble crema: cuando contengan no menos del 60%.
Grasos: cuando contengan entre 45,0 y 59,9%.
Semigrasos: cuando contengan entre 25,0 y 44,9%.
Magros: cuando contengan entre 10,0 y 24,9%.
Descremados: cuando contengan menos de 10,0%.

O O O O

b. De acuerdo con el contenido de humedad, en porcentaje, los quesos se clasifican
en:

o Quesos de baja humedad (generalmente conocidos como de pasta dura): humedad

hasta 35,9%.

o Quesos de mediana humedad (generalmente conocidos como de pasta semidura):

humedad entre 36,0 y 45,9%.

o Quesos de alta humedad (generalmente conocidos como de pasta blanda o

macios): humedad entre 46,0 y 54,9%.

o Quesos de muy alta humedad (generalmente conocidos como de pasta muy blanda

o mole): humedad no menor a 55,0%.

En la elaboracién de quesos se utilizaran:

a. Ingredientes obligatorios: Leche y/o leche reconstituida (integral o entera, semi
desnatada o parcialmente descremada, desnatada o descremada y/o suero lacteo).Se
entiende por leche la proveniente de especies bovina, caprina, ovina o bufalina. Cuando no
exista una referencia especifica de la especie, entiéndase como leche bovina. Coagulante
apropiado (de naturaleza fisica y/o quimica y/o bacteriana y/o enzimatica).

b. Ingredientes opcionales: Cultivo de bacterias lacticas u otros microorganismos
especificos, cloruro de sodio, cloruro de calcio, caseina, caseinatos, solidos de origen
lacteo, especias, condimentos u otros ingredientes opcionales, permitidos solamente
conforme a lo previsto explicitamente en los articulos que describen variedades individuales
o grupos de variedades individuales de ciertas variedades particulares de quesos.
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c. Aditivos: Podran ser utilizados en la elaboracion de quesos los aditivos permitidos para:
Regular la acidez, aromatizar, conservar, dar coloracion, espesar, estabilizar y ayudar a la
maduracion.

d. Coadyuvantes de tecnologia / elaboracion: Cultivos de bacterias lacticas u otros
microorganismos especificos.

1.3.4. Elaboracioén

La siguiente figura (Figura 3) ilustra las etapas que comprende la produccion
industrial de queso:

=

=
-

™

-,

leche cruda k2 peoduocin

Fakoons
IS0 QANIRMEe S

Figura 3: Esquema de las etapas de elaboracién de quesos en la industria.
Fuente:http://gestiondemercados2011.blogspot.com/2011/02/procesos-tecnologicos-para-la.htmi

La transformacion de la leche en queso generalmente comprende siete etapas:

Tratamiento de la Leche
Coagulacion

Corte de la cuajada y su desuerado
Moldeo

Prensado

Salado

Afinado o Maduracién

O O O 0O O O O
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Tratamiento de la leche

Esta fase consiste en el filtrado de la leche para eliminar macro-sustancias extrafias
procedentes de su manipulaciéon. A continuacién puede afadirse o eliminarse materia
grasa, segun el tipo de queso que se quiera elaborar. Tras este proceso, la leche debe
homogeneizarse para igualar el tamafo de las particulas que la componen y asi obtener
una textura mas uniforme. Una vez que se han realizado estos pasos se pasteuriza la leche
y se traslada a las cubas de elaboracion.

Coagulacion

En la cuba de elaboracion la temperatura de la leche se eleva hasta alrededor de
35°C y se le afiaden, dependiendo del tipo de queso que se quiera elaborar, fermentos
lacticos y/o coagulantes tipo vegetal o animal (cuajo). Una vez finalizado el tratamiento y
coagulacion, la leche se transforma pasando de un estado liquido a un estado sélido o
semisolido debido a la aglutinacion de las micelas de caseina, formandose un gel (cuajada)
que retiene ademas los gldbulos de grasa, agua y sales.

Corte de la cuajada y su desuerado

Una vez transcurrido el tiempo de coagulacion y comprobando que el gel o cuajada
tienen la consistencia y textura adecuada, se procede a su corte mediante unos
instrumentos denominados liras que presentan una serie de hilos tensos y paralelos entre
si. El tamafio del corte determinara el tipo de queso a elaborar. Cuanto mas pequefio el
tamafo de corte menor humedad tendra el futuro queso. Como consecuencia de dicho corte
se produce un drenaje inicial del suero. El siguiente paso segun el tipo de queso a elaborar
es trabajar en la cuba de elaboracion mediante agitacion y elevacién de la temperatura
favoreciendo todavia mas la expulsion del suero. El tltimo paso, “el desuerado”, sirve para
eliminar el suero de la cuajada.

Moldeo

Consiste en la colocacion de los granos de la cuajada en moldes. Estos moldes son
actualmente de acero inoxidable o de plastico alimenticio.

Prensado

Una vez llenados los moldes se continda con el prensado, que tiene como finalidad
dar la forma definitiva al queso, evacuar el suero y el aire atrapado entre los granos y
favorecer la union de la cuajada. La presion y la duracién del prensado dependeran del tipo
de queso que se desee elaborar. En la mayoria de las queserias actualmente se realiza la
presion de forma mecanica.
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Salado

Esta fase tiene el propdsito fundamental de regular el proceso microbiano evitando
el crecimiento de microorganismos indeseables, contribuir al desuerado de la cuajada,
otorgar y potenciar la formacion de la corteza y el sabor. Puede realizarse en seco,
recubriendo la superficie del queso con cloruro de sodio (sal), o por inmersidn en un bafno
de salmuera (NaCl 0,3 kg/l).

Maduracioén y Afinado

En esta fase los quesos son mantenidos en camaras o cuevas de maduracion donde
se controla la temperatura, la humedad y la aireacion. Durante esta fase existen procesos
mecanicos frecuentes como la rotacion de los quesos, consiguiendo que la maduracion sea
uniforme y evitando que se deformen. Es una etapa muy importante ya que se producen en
el queso una serie de reacciones y cambios fisico-quimicos que determinaran el aroma, el
sabor, la textura, el aspecto y consistencia (Poncelet, 2014; Johnson, M. E., 2017).

1.3.5. Tipos de coagulacion

Coagulacién por acidificacion

La presencia de acido lactico en la leche, bien por adicidén o bien como consecuencia
de una fermentaciéon lactica, produce un descenso del pH. Esta disminucion, si es
progresiva, hace que el calcio y fésforo micelar aumenten su solubilidad abandonando la
micela y pasara a formar parte de la fase acuosa. El resultado es una micela de menor
tamano, y menos estable. Si la acidificacién llega a pH 4,6 (punto isoeléctrico de las
caseinas), se logra una carga eléctrica neta nula, la concentracién de iones positivos se
iguala a la de iones negativos. Las submicelas totalmente desmineralizadas modificadas en
su estructura se unen mediante enlaces intermoleculares de naturaleza electrostatica e
hidrofébicos, dando lugar a un gel muy fragil (Valencia, 2011).

Coagulacion enzimatica

Existen proteasas especificas de origen animal, vegetal o microbiano que poseen la
propiedad de coagular la leche.

Fase enzimatica: la accion especifica de la enzima provoca una protedlisis
especifica de la k caseina en el enlace 105-106 (Fenilalanina — Metionina), que la escinde
en dos productos: del aminoacido 1 al 105 llamado para-k-caseinato y del aminoacido 106
al 169 llamado caseino-macropéptido. Esta hidrdlisis se realiza a gran velocidad. El para-«-
caseinato permanece unido a la micela y tiene una naturaleza hidréfoba, mientras que el
caseinomacropéptido que corresponde al extremo glicosilado de la k caseina posee un
marcado caracter hidrdéfilo y, al separarse de la micela caseinica, pasara a la fase acuosa.
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Fase de coagulacién: al perder un fragmento de la k-caseina, las micelas sufren una
disminucion importante de su carga eléctrica, viéndose disminuido también su grado de
hidratacion. Con esta nueva configuracion se podran establecer enlaces entre las micelas
de para-k-caseinato calcico que daran lugar a un gel. Las caseinas que ahora no se
encuentran protegidas por la k-caseina, se enlazan mediante uniones salinas de calcio y
de fosfato calcico. Estos dos ultimos elementos son los que juegan el papel mas importante
en la formacion de agregados o fléculos de micelas de paracaseinato de calcio. Los puntos
de agregacion de las micelas no se encuentran repartidos uniformemente en su superficie,
por lo que se forman una especie de fibrillas que a su vez establecen enlaces, dando lugar
a un reticulo tridimensional que retiene grasa y suero en una primera instancia y los demas
constituyentes de la leche (Valencia, 2011).

1.3.6. Principios de la maduracion

Durante la maduracion de los quesos, la protedlisis es catalizada por enzimas que
provienen principalmente de las bacterias empleadas como starter, de la leche
(especialmente plasmina) y de las bacterias acido lacticas que no provienen del starter
(Sousa et al., 2001, Upadhyay et al., 2004).

La transformacion es debida fundamentalmente a cambios bioquimicos, casi todos
de naturaleza enzimatica, que se llevan a cabo sobre los principales componentes de la
leche que han sido retenidos en la cuajada: lactosa, materia grasa y proteinas. Estos
cambios estan acompafiados por otros de naturaleza exclusivamente fisica, que ocurren
simultdneamente y en cierta forma determinan las condiciones para que sucedan los
primeros. Se trata de procesos de difusion de sal y de pérdidas de humedad (Fox &
McSweeney, 1998). Asimismo, se han informado algunos cambios netamente quimicos,
como los equilibrios quimicos de calcio, y reacciones quimicas no catalizabas por enzimas
(Walstra et al. 2001).

El metabolismo de la lactosa en el queso juega un rol muy importante. La mayor
parte se elimina con el suero (aproximadamente el 98%), y queda en la cuajada Unicamente
la lactosa disuelta en la fase acuosa, que metabolizan las bacterias lacticas, produciendo
acido lactico (McSweeney, 2004; McSweeney & Fox, 2004; Zalazaret al.; 2006;
McSweeney, 2011). Estas pequenas cantidades residuales pueden influir en fendmenos
claves de la calidad del producto, como post acidificacion o formacion de compuestos
volatiles. Por esta razon, el correcto desarrollo de la fermentacion lactica es un aspecto
crucial de la elaboraciéon de quesos (McSweeney & Fox, 2004; McSweeney, 2011).

El lactato proveniente de la fermentacion también puede sufrir transformaciones
durante la maduracion. En los quesos que contienen bacterias propionicas u hongos, el
lactato es un importante sustrato que determina la calidad y caracteristicas especificas de
los productos (McSweenwy, 2004).

En cuanto al citrato, el 90% del mismo se pierde en el suero (Fox et al., 2000;
McSweeney, 2004; Zalazaret al.; 2006). El citrato que queda remanente, es de gran
importancia para el desarrollo de flavor, dado que puede ser metabolizado por las bacterias
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citrato positivas generando compuestos volatiles que suman al flavor del queso (Fox et al.,
2000; Quintans et al., 2008; McSweeney, 2011).

La lipdlisis refiere a un conjunto de reacciones de hidrdlisis de los triglicéridos para
dar di o mono-acilgliceroles, acidos grasos libres y glicerol. En algunos quesos madurados
por hongos y en menor medida en quesos duros, es un fenédmeno importante (Mc Sweeney,
2004). En los quesos duros de pasta cocida la degradacion de los triglicéridos para dar
acidos grasos libres y sus derivados es significativa, probablemente debido al largo periodo
de maduracién, que permite la expresion de la actividad lipolitica relativamente débil que
esta presente en el queso (Gobetti & DiCagno, 2003). La lipdlisis asi desarrollada es una
transformacion necesaria para la formacion del flavor genuino de este tipo de producto, en
el que los acidos grasos libres pueden ser transformados por los microorganismos en otros
compuestos que impactan mas fuertemente en el flavor, como las metilcetonas, lactonas,
ésteres, alcoholes secundarios y aldehidos (Sousa et al., 2001; Perotti et al., 2005; Vélez,
2013).

La degradacion de las proteinas que conforman la matriz proteica del queso, y la
posterior hidrélisis de los péptidos provenientes de dicha transformacion, constituyen el
conjunto de reacciones cuantitativamente mas importante durante el periodo de maduracién
y almacenamiento del queso y se conocen globalmente como protedlisis (Fox et al., 1993;
Gobetti & DiCagno, 2003; O’Mahony et al., 2005). Las reacciones que se agrupan bajo el
titulo de protedlisis estan vinculadas a distintos aspectos relacionados con la calidad del
queso. En primer lugar, la textura y las propiedades de fractura parecen estar relacionadas
al grado de hidrdlisis de las proteinas, que a su vez impacta sobre su capacidad de ligar
agua, aunque el equilibrio salino de los minerales de calcio, presentes en cantidades
significativas en el queso, también ha sido sefialado como un factor muy importante para
determinar la estructura del alimento (Lucey et al., 2003; Hassan et al., 2004; O’"Mahony et
al., 2005). Por otra parte, la protedlisis y peptiddlisis proveen los principales sustratos para
la bioformacion de aroma y sabor en queso (Sousa et al., 2001; Upadhyay et al., 2004;
McSweeney, 2011).

1.4 Quesos de pasta blanda

Generalmente son quesos con alto porcentaje de humedad. Se caracterizan por ser
producidos con leche de vaca (entera, parcial o totalmente descremada) coagulada la
mayoria por acidificacion lactica, complementada o no por cuajo y/o enzimas especificas.
En algunos casos llevan el agregado de crema. Las caracteristicas sensoriales varian
segun el tipo de pasta y maduracién. Algunos de los quesos de pasta blanda son: queso
Blanco, Petit Suisse, Cottage, Mozzarella, Caccio, Crema, Cuartirolo, Cremoso, Brie y
Camembert, Limburgo o Romadur, Por Salut y Criollo (Ficha 38 Quesos Alimentos
Argentinos, 2015).
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En funcién de poder potenciar y contribuir a resaltar las caracteristicas esperadas
para los quesos de pastas blandas, surge la posibilidad de elaborar los mismos con la
utilizacion de bacterias acido lacticas productoras de polisacaridos, que a su vez también
apotrarian al producto una funcién probiética. Un aspecto nada menor en la actualidad,
donde la alimentacién equilibrada y saludable, se encuentra mas instalada y naturalizada
en el consciente colectivo de la comunidad.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Elaborar y caracterizar quesos blandos a partir de la fermentacion de leche con bacterias
acido lacticas productoras de polisacaridos sin o con accion adicional de renina.

Objetivos particulares:

» Obtener quesos acidos empleando cepas de lacticaseibacilus paracasei
productoras de polisacaridos.

» Obtener quesos empleando renina que incluyan ademas cepas de
lacticaseibacilus paracasei productoras de polisacaridos.

» Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas (composicion, capacidad retencion
de agua y textura) y numero de microorganismos viables de los productos
obtenidos y en funcién del tiempo de almacenamiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cepas empleadas
Se emplearon las siguientes cepas:

- Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente Lactobacillus paracasei) CIDCA 8339
- Lacticaseibacillus paracasei (anteriormente Lactobacillus paracasei) CIDCA 83124

Ambos microorganismos pertenecientes a la coleccion CIDCA, fueron aislados a
partir de granulos de kéfir (Hamet et al., 2013).

Las cepas se conservaron a -80 °C, empleando leche estéril como crioprotector. El
cepario de trabajo se conservé a -20 °C. Para los ensayos, las cepas se reactivaron en
caldo Man-Rogosa-Sharpe (MRS) y posteriormente se cultivaron en leche estéril a 30 °C.
En todos los casos se verificd la morfologia y pureza de los cultivos por coloracién de Gram
y microscopia.

3.2 Medios de cultivo y coloraciones
3.2.1 Leches:

La leche empleada tanto para la preparacion de los indculos como para la
elaboracion de quesos acidos fue Leche parcialmente descremada, Ultra Alta Temperatura,
homogeneizada (La Serenisima, Mastellone Hnos. S.A.). Mientras que para la
caracterizacion de la renina y la elaboracién de quesos enzimaticos se utilizé leche cruda
proveniente del tambo de la Universidad Nacional de La Plata.

3.2.2 Caldo MRS (Man—Rogosa—Sharpe, 1960)

Peptona 10,0 g/L
Extracto de carne 10,0 g/L
Extracto de levadura 5,0g/L
Glucosa 20,0 g/L
Fosfato acido de dipotasio 2,0g/L
Tween 80 1,0 g/L

Citrato acido de amonio 2,0g/L
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Acetato de sodio 5,0g/L
Sulfato de magnesio 0,1 g/L
Agua cs.p.1L

3.2.3 Agar MRS

Caldo MRS adicionado con agar en una concentracion de 15 g/L

3.2.4 Solucion diluyente

Triptona 1,0 g/L

3.2.5 Coloraciéon de Gram

Cristal violeta: 10 g/L en agua destilada

Safranina (solucién madre): 25 g/L en etanol

Safranina (solucién de trabajo): solucién madre diluida 1/10 en agua destilada
Lugol: 10 g I2 + 20 g Kl en 1 litro de agua destilada

Decolorante: etanol-acetona 4:1

Las soluciones fueron filtradas antes de utilizarlas

Protocolo
1- Extender, secar y fijar a la llama.
2- Cubrir durante 2 minutos con la solucion de cristal violeta.
3- Escurrir y cubrir con la solucién de Lugol durante 30 segundos.
4- Escurrir y cubrir nuevamente con Lugol durante 30 segundos.
5- Decolorar con etanol- acetona y lavar con abundante agua
6- Cubrir con la solucién de safranina durante 2 minutos.

7- Dejar secar o secar entre papeles de filtro y observar con objetivo de inmersion.
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3.3 Cinética de acidificacion

Para estudiar la capacidad acidificante de L. paracasei CIDCA 8339 y L. paracasei
CIDCA 83124 en leche parcialmente descremada ultrapasteurizada y homogeneizada, las
cepas se reactivaron en leche a 30 °C .Para ello 10 ml de leche se inocularon con 500 pl
de fermento activo en caldo MRS de cada cepa correspondiente, y posteriormente se
incubaron a 30 °C para que la cepa se adapte al cambio de medio. Luego un volumen de
100 ml de leche se sembré con 1 ml del fermento ya adaptado a crecer en leche y se
incubaron a 30 °C. Se registré el valor de pH en funcion del tiempo hasta coagulacion de
la muestra empleando un pHmetro con un microelectrodo combinado de vidrio (Cole-
Parmer).

34 Determinacion del numero de microorganismos viables en leches
fermentadas

Se evalud el numero de microorganismos viables en cada una de las leches al final
de la fermentacion empleando la técnica de recuento en placa. Para ello se partié de 0,5m|
de cada una de las leches fermentadas que se colocaron en 4,5ml de triptona 0,1% y
posteriormente se realizaron diluciones seriadas. Las diluciones convenientes fueron
sembradas en placas de agar MRS (Figura 4).

0,5 mi 0,5 mi a,5 ml 0,5 mi! 0,5 mi 0,5 mi 0,5 ml
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Figura 4: Esquema de las diluciones seriadas que fueron empleadas para la evaluacion del
numero de microorganismos viables en leche fermentadas.
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Finalmente, las placas fueron incubadas en estufa a 30 °C durante 24-48 horas y
pasado dicho tiempo se realizé el recuento de las colonias y se calculdé el nimero de
unidades formadoras de colonia presentes en la muestra de leche (UFC/ml).

3.5 Determinacion del numero de microorganismos viables en quesos

Se tomaron 0,5g de los quesos obtenidos, se colocaron en 4,5ml de triptona al 0,1%
y se realizaron diluciones seriadas, luego 100ul de las diluciones apropiadas se sembraron
en placas de agar MRS (Figura 5).

0,5 mi 0.5 md 0,5 mi 5 mi 0.5 mi a,5mi o5ml
QUESOS
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| ]
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Figura 5: Esquema de las diluciones seriadas que fueron empleadas para la evaluacion del
numero de microorganismos viables en quesos.

Finalmente, las placas fueron incubadas en estufa a 30°C durante 24-48 horas. Se
realizo el recuento de las colonias y se calculé el numero de UFC/g de queso.
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3.6 Evaluacion del contenido de acidos organicos en leches fermentadas

El analisis de acidos organicos se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) de acuerdo al método descripto por Lombardi et al. (1994). Inicialmente las
muestras de leches fermentadas fueron centrifugadas durante 15 min a 10.000 g
(Microcentrifuga Eppendorf 5430). Los sobrenadantes se filtraron a través de una
membrana estéril de 0.45 ym (Millipore Corporation, USA) y se diluyeron (1:10) en H2SO4
0,009 N. La separacion se llevd a cabo en una columna de intercambio idnico AMINEX
HPX 87H (Biorad Labs) y se utiliz6 un detector UV a 214 nm (WatersTM 996, Millipore
Corporation, Milford, MA 01757, USA). La determinacion se realizé a una velocidad de flujo
de 0.7 ml/min a 60°C utilizando H>SO4 0.009 N como fase movil. Los solventes fueron
previamente desgaseados bajo vacio. La identificacion se basé en la comparacion de los
tiempos de retencién de los picos presentes en la muestra con los correspondientes a
patrones de acido lactico, acido acético, acido propidnico y acido butirico (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Para la cuantificacion se realizaron calibraciones en base a las
areas de los picos obtenidos al evaluar soluciones de los patrones de concentraciones
conocidas (500, 1.000, 4.000, 8.000, 10.000 y 14.000 mg/L).

3.7 Caracterizacion de enzima

Se utilizé renina en polvo Far M (Christian Hansen). Se prepararon diferentes
concentraciones de enzima (10 a 80ug/ml). Se agregaron 200ul de cada dilucion a
diferentes recipientes que contenian 200ml de leche de tambo pasteurizada mediante
tratamiento térmico a 65°C durante 15 min incluyendo CaCI21M al 0,3%. Las muestras se
colocaron en bafo termostatico a 37°C y se registro el tiempo de formacién del coagulo,
con el fin de poder definir la concentracién de enzima mas adecuada en relacién al tiempo
necesario para la formacion del coagulo en el sistema estudiado.
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3.8 Elaboracion de quesos acidos

En vasos plasticos estériles, se colocaron 100ml de leche descremada ultra al
temperatura homogeneizada comercial y se inocularon con 1ml de cultivos frescos de L.
paracasei CIDCA 8339 o L. paracasei CIDCA 83124. Se incub¢ a 20 °C el tiempo necesario
para alcanzar pH 4,5.

Luego se procedié a desuerar los quesos por accion de la gravedad a través de un
lienzo doble durante 48h a 4°C (Figura 6).

INOCULAGION

FERMENTACION

20°C hasta
formacion de
cuagulo

DESUERADO

a8hsad'C
Por accion de Ia
gravedad

Figura 6: Esquema de elaboracion de quesos acidos elaborados con inéculo de cultivos frescos de
L. paracasei CIDCA 8339y L. paracasei CIDCA 83124.
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3.9 Elaboracion de quesos enzimaticos

La leche cruda fue sometida a un tratamiento térmico de pasteurizacion a 65 °C
durante 15 min. Se disminuy6 la temperatura hasta 30 °C y luego se mantuvo empleando
un bafo termostatico. Se adiciond CaCl; 1M (3ml por litro de leche) y 10ml de inéculo de
cada cepa (cultivo fresco en leche). Se mantuvo por 30 minutos y posteriormente se llevo
la temperatura a 37°C y se adicion¢ la renina Far M (Christian Hansen).

La enzima se hidraté primeramente en agua, 10 mg/ml, y luego se adicion6 esta
dispersién en una relacion de 1ml por litro de leche. Se dej6é actuar la renina hasta
formacion del coagulo y se inicié el corte de la cuajada con un tamafio de grano de
aproximadamente 1 cm de lado con una lira adaptada a la escala del ensayo. Luego se
colocaron los quesos en los moldes para prensarlos durante 48h con una presion
controlada de 0,0025 Pa. Finalizado el prensado los quesos se almacenaron a 4 °C (Figura
7).

PASTEURIZACION

85°C 15 min

FERMENTAGION
Agregado de

Inocule de cepa al 1% ¥
CaClk 1M al 3% a
30°C

CUAGULAGION

37°C hasta
fromacion del
cuagulo

CORTE

Corte del
cuagulo con lira

MOLDEOD Y PRENSADO
En recipientes
gue permitan
escurrir el suero

Figura 7: Esquema de elaboracién de quesos enzimaticos elaborados con inocul6 de cultivos
frescos de L. paracasei CIDCA 8339y L. paracasei CIDCA 83124.
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3.10 Evaluacion de exudado

Se tomaron muestras de los distintos quesos, recién elaborados y en diferentes
momentos durante su almacenamiento a 4°C. Masas conocidas de los mismos se
colocaron en tubos eppendorf previamente pesados. Luego se sometié a centrifugacion a
10.000 g durante 5 min, se extrajo el liquido expulsado de la matriz del queso y se peso
nuevamente. En base a la diferencia con el peso inicial se calculd la cantidad de liquido no
retenido en la matriz.

3.11  Evaluacion de la composicion de los quesos

3.11.1. Determinacién de humedad por el método indirecto

El contenido de agua de los quesos se determind a través de la medida de la pérdida
de peso (x 0.0001g) a partir de muestras secadas en estufa a 105 = 1 °C hasta peso
constante y se calculé el porcentaje de humedad de la muestra

3.11.2. Determinacioén de cenizas

Para la determinacién de las cenizas se procedié a la destruccion de la materia
organica por via seca. Se pesaron las muestras dentro de capsulas de porcelana o crisoles
previamente calcinados a 500-550°C y pesados.

Inicialmente se evapord hasta sequedad sobre tela metalica en mechero a fuego
lento. Una vez secas, las muestras contenidas en los crisoles se carbonizaron en mechero
hasta ausencia de humos blancos. Luego se calciné en mufla a 500-550°C hasta la
obtencion de cenizas blancas.

En algunas muestras, donde se observaron residuos carbonosos, fue necesario
disolver las cenizas con agua destilada y llevarlas nuevamente a la mufla previa
evaporacion. Las muestras se calcinaron hasta peso constante y luego se enfriaron en
desecador. Finalmente se pesaron y se calculé el contenido porcentual de cenizas en la
muestra.

3.11.3. Determinacioén del contenido proteico por el método de Kjeldahl

Para la determinacion analitica del contenido proteico total, se determind el
contenido de nitrégeno (N) mediante el método de Kjeldahl.
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Inicialmente se realiz6 una digestién de la materia organica con acido sulfurico
concentrado para convertir todo el nitrégeno en amonio. Se calculd el contenido de
proteinas utilizando un factor (F) correspondiente a proteinas de leche.

Las muestras se sometieron a un tratamiento oxidativo con H2SO4 concentrado en
presencia de una mezcla catalizadora. El trioxido de azufre formado durante el tratamiento
a altas temperaturas se adiciona al grupo NH del enlace peptidico de la proteina,
formandose el correspondiente acido amidosulfénico. El acido amidosulfénico es resistente
a una posterior oxidacién y se transforma en sulfato de amonio por degradacion. El sulfato
de amonio se determind a continuacion, tras liberacién del NH3 por tratamiento alcalino,
con ayuda de una destilacién en corriente de vapor de agua recolectandose en un
recipiente con H3BOs. Finalmente se efectud la titulacién con una solucién valorada de
H.SO. en presencia del indicador de Mortimer.

Reactivos necesarios:

Acido sulfurico concentrado H2SO4 98%

Mezcla catalizadora (CuS0O4.5H,0 + K2SQO4)

NaOH 40%

Acido bérico HsBO3 4 %

Indicador Mortimer (0,016% rojo de metilo; 0,083% verde de bromocresol en etanol)
H.SO4 0,05275 N

0O O O 0O O O

Para la digestion, se pesaron las cantidades adecuadas de muestra en un baldn
Kjeldahl por duplicado. Se agregd una cucharadita de mezcla catalizadora (sulfato de
sodio/sulfato de cobre 10/1), 10 ml de H>.SO4 concentrado y plato poroso. La mezcla se
calent6 lentamente el tiempo necesario hasta que presentd aspecto verdoso (digestion
completa). Se dejoé enfriar a temperatura ambiente y se afadieron cuidadosamente entre
170-190 ml de agua destilada.

Posteriormente, para la neutralizacion, a la solucién obtenida se le adicioné NaOH
40 % en cantidad suficiente para alcalinizar fuertemente el medio (en nuestro caso 40 ml).
Los balones se colocaron en el destilador (Blchi Destillation Unit k-350) para llevar a cabo
la destilacion.

Se prepar6 un erlenmeyer con 35 ml de H3BO3 4 % e indicador de Mortimer (color
rojo) para recoger el NHs destilado colocandose a la salida del refrigerante del equipo. Al
comenzar la destilacién el indicador viré a azul y se continué la destilacion hasta un
volumen de aproximadamente 200 ml en el erlenmeyer colector (los primeros 150 ml del
destilado contienen generalmente la totalidad del NHs). Luego se enjuagé el extremo del
refrigerante con agua destilada, para no perder nitrégeno y se apago el equipo.

El destilado se valor6 con H2SOs de concentracion conocida hasta viraje del
indicador, que vuelve al color rojo original. Se realizaron dos blancos, siguiendo las mismas
indicaciones sin adicionar muestra en el balon.



Materiales y Métodos |23

3.11.4. Determinacion de hidratos de carbono por el método de antrona

Para la determinacién de los azucares totales presentes en el queso y leche cruda,
se utilizé el método colorimétrico de la antrona/acido sulfurico. El método se basa en que
todos los hidratos de carbono reaccionan en medio acido fuerte dando un cromégeno
(furfural y derivados) que condensan con un cromoforo (antrona) para dar color.

Para la preparaciéon del reactivo se colocaron 42,5 ml de agua destilada en un
erlenmeyer de 250 ml. A este volumen de agua se adicionaron cuidadosamente 82,5 ml de
acido sulfurico concentrado, empleando un bafio de hielo para alojar al erlenmeyer, dado
que la reaccion es exotérmica. Se agito fuertemente y se adiciond la antrona previamente
pesada, cuando la solucion estaba aun caliente para lograr una buena disolucion de la
misma. El reactivo se pasd a una botella de vidrio color caramelo, se tapé con papel
aluminio y se conservé a temperatura de refrigeracion. El reactivo se almacend hasta 2
semanas y no mas ya que transcurrido este tiempo, el color se incrementa con lo cual
comienzan a existir problemas para la determinacion.

Para construir la curva de calibracién se partié de una solucién patrén de glucosa y
se prepararon 5 puntos con concentraciones dentro del rango 0 - 800 ug/ml. Las muestras
fueron diluidas apropiadamente para entrar en el rango de medicién del método.

Para la determinacién se colocaron 0,2 ml de la solucion a ensayar en un tubo de
vidrio con tapa y se agregaron 2 ml de reactivo de antrona. Se agitdé para mezclar el
contenido y se tapo el tubo firmemente. Luego se colocaron en un bafo de agua a ebullicion
durante 15 min. Se enfrié a temperatura ambiente y se dej6 en la oscuridad. Transcurridos
20-30 min se midié la absorbancia a 620 nm en espectrofotometro (Metrolab 330).

Se determiné la concentracidén de azucares totales expresados en pg/ml a partir de
la curva de calibracion obtenida graficando absorbancia (620nm) en funcion de la
concentracion de glucosa. Por regresion lineal se calculé la pendiente, la ordenada al
origen de la recta y el coeficiente de correlacion.

3.11.5. Determinacioén del contenido de lipidos

Para la determinacién de lipidos se utilizé el método de Schmid-Bondzynski-Ratzlaff
(S.B.R.). Este método se emplea para determinar lipidos en queso y en leche en polvo. En
un vaso de precipitado de 100 ml se colocd una muestra exactamente pesada (+0.0001 g)
y se adicionaron 10 ml de HCI (densidad: 1,19 g/ml). Se calent6 en bafio de agua a
ebullicién hasta disolucion de las proteinas. Luego se dejo enfriar y se transfirid el contenido
a una probeta graduada con tapa esmerilada, lavando el vaso de precipitado con 10 ml de
alcohol etilico en dos porciones. Finalmente se adicionaron 50-60 ml de éter. Se dejo en
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reposo 24 horas y se leyd el volumen de la fase etérea. Luego se tomo una alicuota
exactamente medida de 10,00 ml de dicha fase y se evapord el éter en un vaso de
precipitado pequefio previamente tarado. Una vez evaporado el éter se pesé nuevamente
y se determiné el contenido de lipidos de la alicuota por diferencia de peso. Teniendo en
cuenta el resultado obtenido se calcul6 la cantidad de lipidos que contenian las muestras.

3.12 Evaluacién del comportamiento de flujo mediante viscosimetria rotacional

Para la evaluacién de los comportamientos de flujo de las leches fermentadas y de
los diferentes quesos se utilizé un redmetro Rheostress 600 (Haake, Alemania) en su modo
rotacional, empleando un sistema sensor de geometria plato-plato rugoso (Rotor PP35/S).
Las medidas se efectuaron a 20 °C utilizando un bano termostatico anexo (Termohaake
DC50).

Se registro el esfuerzo de corte (1) en funcion de las variaciones de gradiente de
velocidad de deformacion (y) impuestas. Dicho gradiente se incrementé de 0 a 500 s en
60 s, se mantuvo luego en 500 s™' durante 60 s y finalmente descendié hasta 0 en los
siguientes 60 s. Para el analisis de resultados se empled el programa RheoWin Data
Manager y a partir de las graficas correspondientes al comportamiento de flujo se
determiné la viscosidad aparente (napp) al gradiente de velocidad de 300 s™' y el area de
histéresis, encerrada entre las curvas de esfuerzo de corte en funcién del gradiente de
velocidad ascendente y descendente.

3.13 Reometria oscilatoria de baja amplitud de deformacion

El caracter viscoelastico de las muestras fue analizado mediante reometria
oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion utilizando el mismo redmetro Rheostress
600 (Haake, Alemania) indicado anteriormente, pero en modo oscilatorio.

Se empled nuevamente el sensor de geometria plato-plato paralelo con superficie
rugosa y separacién de 1 mm entre platos. La temperatura se mantuvo a 20 °C utilizando
un bafio termostatico anexo (Termohaake DC50).

Cada muestra fue cuidadosamente removida de los recipientes y colocada sobre la
superficie del sensor del redmetro.

En un primer ensayo, se determiné el rango de viscoelasticidad lineal realizando un
barrido de esfuerzo de 0,5 a 200 Pa a una frecuencia fija de 1 Hz.

A partir de la evaluacion del rango de viscoelasticidad lineal se seleccion6 un
esfuerzo de 10 Pa en todas las muestras para realizar los espectros mecanicos. Se
determinaron el moédulo elastico o de almacenamiento (G'), el médulo viscoso o de pérdida
(G™) y la tangente del angulo de desfasaje (tand) como funciones de la frecuencia (0,05-
100 Hz) y se escogieron los valores de esos parametros a la frecuencia de 1 Hz para
efectuar las comparaciones correspondientes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fermentacion/coagulacion de las leches

En una primera etapa, se evaluo la fermentacion de leche empleando dos cepas de
Lacticaseibacillus paracasei. Las leches inoculadas con los microorganismos L. paracasei
CIDCA 8339, L. paracasei CIDCA 83124 fueron analizadas en cuanto a la cinética de
acidificacion y el numero de microorganismos viables y la produccién de acidos organicos
una vez concluida la fermentacion. Asimismo, las leches fermentadas obtenidas fueron
evaluadas mediante viscosimetria rotacional.

4.1.1 Cinéticas de acidificacion de leches

Se analizé el descenso del pH de las leches en funcion del tiempo de incubacion a
30 °C. Los resultados se presentan en la Figura 8.
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Figura 8: Descenso de pH de las leches inoculadas con L. paracasei CIDCA 8339 o L. paracasei
CIDCA 83124 en funcion del tiempo de incubacién a 30 °C.
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Se observo que en las condiciones del ensayo, ambas cepas lograron el descenso
del pH de las leches hasta alcanzar el punto isoeléctrico de las caseinas con la
concomitante formacion del gel &cido en un tiempo de alrededor de 72 horas.

4 1.2 Evolucion del nimero de microorganismos viables en leches fermentadas

Se evaluo el niumero de microorganismos viables en la leche al inicio y al final de la
fermentacion. Los resultados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentraciéon de microorganismos viables en la leche descremada UAT inoculada con
las cepas L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124 al inicio y luego de 72 h de fermentacion a
30 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Concentracion de microorganismos viables
Microorganismo (UFC/ml)
Inicio de la fermentacién 72 horas de fermentacion

L. paracasei CIDCA 8339 1,35x108 + 5,66x10°? 1,73x10° £ 9,90x107®

L .paracasei CIDCA 83124 1,25x 108 + 2,12x1072 1x10'° + 2,83x10°%

Durante las 72 horas en las cuales se desarrollé la fermentacién se observo un
incremento del numero de microorganismos viables en la leche fermentada con ambas
cepas superior a un orden logaritmico. El numero de microorganismos hallado en la leche
luego de 72 horas resultdé mayor cuando la misma se fermenté con L. paracasei CIDCA
83124 que cuando se empled L. paracasei CIDCA 8339.

4.1.3 Produccion de acidos organicos en leches fermentadas

Una vez concluido el periodo de 72 horas de fermentacién se analizé la produccion
de acidos organicos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se incluyé
la evaluacion de leche no inoculada como control (Tabla 2).

Tabla 2: Concentracion de acido lactico de las leches fermentadas durante 72h con L. paracasei
CIDCA 8339 y CIDCA 83124 y de la leche control sin fermentar.

Acido lactico (mM)
Leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124 99,1
Leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 95,4

Leche control sin fermentar 2,3
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La concentracion de acido lactico luego de las 72 horas de fermentacion fue semejante en
ambas leches fermentadas y, como se esperaba, despreciable en la leche control sin
fermentar.

4 1.4 Evaluacion reoldgica de las leches fermentadas

Las leches fermentadas fueron evaluadas mediante viscosimetria rotacional. En la
Figura 9 se presentan las curvas de flujo, esfuerzo de corte en funcién de gradiente de
velocidad, correspondientes a la fermentacion con L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA
83124. En la misma figura se incluyé la curva correspondiente a la leche sin inocular.

Ambas leches fermentadas mostraron comportamiento de flujo no newtoniano, de
tipo pseudoplastico con la presencia de area de histéresis. En todo el rango de gradientes
de velocidad del ensayo se observd un mayor esfuerzo de corte para la leche fermentada
con L. paracasei CIDCA 83124. La leche control, como se esperaba, presentd
comportamiento de flujo de tipo newtoniano.

Leche Fermentada con cepa L. paracasei CIDCA 83124

Leche Fermentada con cepa L. paracasei CIDCA 8339

Leche control sin inclusidn de microorganismos
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Figura 9: Curvas de flujo (esfuerzo de corte en funcién del gradiente de velocidad)
correspondiente a leche control sin inocular y leches fermentadas con L. paracasei CIDCA 8339 y
CIDCA 83124.
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A partir de las curvas de flujo se obtuvo el valor del area de histéresis (tixotropia) y
la viscosidad aparente a 300 s-1. Los resultados se presentan en las figuras 10 y 11.

La leche sin fermentar presenté una viscosidad de 2 mPa.s y dado su
comportamiento de tipo newtoniano no se hall6é area de histéresis. Las leches fermentadas
con ambas cepas de L. paracasei difirieron significativamente en sus curvas de flujo y en
los parametros obtenidos a partir de ellas. El valor de viscosidad aparente a 300 s resultd
de 21,7 mPa.s para la leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 y casi cinco veces
mayor (59,4 mPa.s) para la leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124.

Leche
B Leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339

B Leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124
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Figura 10: Valores de viscosidad de leche sin fermentar y viscosidad aparente a 300 s-1
correspondiente a leches fermentadas a 30°C con L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La tixotropia calculada a partir de las curvas de flujo resulté de 1223 Pa/s para la
leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 y significativamente mayor, 6315 Pa/s, para
la leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124 (Figura 11).
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B Leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339
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Figura 11: Valores de area de histéresis (tixotropia) correspondiente a las leches fermentadas con
L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124 .Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05).

L. paracasei CIDCA 83124 es capaz de producir una fraccién de polisacarido de
mayor peso molecular que el producido por L. paracasei CIDCA 8339 (Bengoa et al., 2018).
Las cepas que son capaces de producir polisacarido de alto peso molecular son las que le
confieren a las leches fermentadas mayor viscosidad aparente (Hamet et al., 2012), lo que
explicaria la gran diferencia en los parametros obtenidos a partir de las curvas de flujo de
las leches fermentadas por estos microorganismos

4.2 Quesos acidos
A partir de las leches fermentadas con los microorganismos y mediante desuerado

de las mismas, se elaboraron los quesos acidos. Dichos quesos presentaron aspecto
homogéneo y apariencia semejante a la de quesos de untar comerciales.

421 Rendimiento de obtencidon de quesos acidos

Se evaluaron los rendimientos de obtencion de los quesos acidos elaborados. Para
los célculos se considerd la masa de queso obtenido respecto a la masa de leche empleada.
Los resultados se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3: Rendimientos en la obtencion de quesos acidos en funcién de la cepa de L. paracasei
empleada en la fermentacion de la leche. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Microorganismo empleado en la Rendimiento % (g de queso obtenidos

fermentacion de la leche cada 100g de leche fermentada)
L. paracasei CIDCA 8339 29,1+ 2,02
L. paracasei CIDCA 83124 27,9 £0,32

No se hallaron diferencias en los valores de rendimiento de los quesos obtenidos a
partir de las leches fermentadas con las cepas L. paracasei utilizadas.

4.2.2 Composicion de los quesos acidos

Se evaluo la composicion porcentual de los quesos acidos elaborados utilizando las
metodologias descriptas en materiales y métodos. Los resultados se presentan en la Tabla
4. Asimismo, en la tabla antes mencionada se incluyé la composicién de un queso crema
comercial.

Tabla 4: Composicién porcentual de proteinas, hidratos de carbono, lipidos, agua, cenizas y
solidos totales de los quesos acidos elaborados a partir de leches fermentadas con L. paracasei
CIDCA 8339 y L. paracasei CIDCA 83124 y de un queso crema comercial. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).

Microorganismo Composicién del queso acido obtenido
empleado en la i _
fermentacién de Proteinas AL Lipidos Agua Cenizas ZillEfez
la leche q de carbono - = q totales
(%) %) %) (%) (%) %)

L.paracasel 105,042 37:+03 44 8024012 037+013 198 +0,12

CIDCA 8339

L. paracasei a a a a a

CIDCA 83124 91+0,5 3,8+0,2 4.5 80,4 +0,5* 0,38+0,10° 19,6 +0,5

Queso crema 45 8,0 220 65.0 0.5 35.0
comercial

La fermentacion de la leche con ambas cepas de L. paracasei permitié la obtencién
de quesos de composicion semejante. Se observo que los contenidos de proteinas y lipidos
estan concentrados entre dos y tres veces respecto a la leche original, mientras que los
hidratos de carbono se encuentran en menor proporcién como consecuencia de la perdida
durante el desuerado y su utilizacion durante la fermentacion por parte de los
microorganismos inoculados. En relaciéon a un queso crema comercial los quesos acidos
desarrollados en este trabajo presentan valores menores en el contenido de materia grasa.
La materia grasa proporciona una percepcion de cremosidad que puede ser sustituida en
parte por la presencia de polisacaridos de alto peso molecular producidos in situ por los
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microorganismos que fermentan la leche (Lucey, 2017). Probablemente, el aspecto
homogéneo observado en los quesos producidos se debe a los polisacaridos presentes en
las leches fermentadas que los originan. Por otra parte, los quesos desarrollados en el
presente trabajo, con apariencia y textura semejante a los comerciales, contienen alrededor
de la mitad de los hidratos de carbono y el doble de proteinas, lo que representa una ventaja
dada la calidad nutricional de las proteinas lacteas.

4.2.3 Exudado en funcion del tiempo de almacenamiento

La capacidad de retencion de liquido de los quesos se evalud indirectamente
mediante la valoracién de la cantidad de liquido exudado por la matriz al someter muestras
de los quesos a centrifugacion. El ensayo se realizé, una vez completada la etapa de
desuerado, con los quesos recientemente obtenidos y luego de 30 dias de almacenamiento
a 4°C. Los resultados se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Liquido exudado a partir de los quesos acidos recientemente elaborados o luego de 30
dias de almacenamiento a 4 °C. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Microorganismo

Tiempo de Exudado
empleado en la . P
oy almacenamiento (g de liquido por
elaboracion del queso .
. . (dias) gramo de queso)
acido
. 0 0,23 + 0,03?
L. paracasei CIDCA 8339 30 0,27 + 0,02°
, 0 0,25 £ 0,042
L. paracasei CIDCA 83124 30 0.21 + 0,02

Cuando se compararon los resultados obtenidos, se observo, que los parametros
de exudado no presentaron diferencias significativas en funcion del microorganismo
empleado para la elaboracion de los quesos, asi como tampoco respecto al tiempo de
almacenamiento de 30 dias en refrigeracion, en relacion al producto recientemente
elaborado. La presencia de polisacaridos y el elevado contenido proteico de los quesos
podrian ser factores que ayuden a mejorar la retencion de liquido. Las bacterias lacticas
productoras de exopolisacaridos se han utilizado con éxito para fabricar quesos,
especialmente las variedades de bajo contenido en grasa, porque contribuyen a su textura.
En el queso cheddar, las cepas productoras de exopolisacaridos aumentan la retencién de
humedad del queso y, en consecuencia, el rendimiento (Dabour et al., 2005). Se
describieron resultados similares para los quesos tipo mozzarella donde el uso de cultivos
iniciadores productores de exopolisacaridos mejora la textura y reduce el tiempo de
maduracion (Zisu & Shah, 2005).
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4.2.4 Concentracion de microorganismos viables en los quesos

Se analiz6 la concentracion de microorganismos viables en los quesos empleando
la técnica de recuento en placa. La evaluacion de dicho parametro se realizo6 al finalizar el
desuerado, en los quesos recientemente elaborados, y se repitié luego de 15 y 30 dias de
almacenamiento refrigerado a 4° C. Los resultados se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Concentracidon de microorganismos viables en quesos acidos recientemente elaborados y
luego de 15 o 30 dias de almacenamiento a 4°C. Letras distintas indican diferencias significativas

(p=0,05).
Microorganismo empleado Tiempo de Concentracion de
en la elaboracion del queso almacenamiento microorganismos viables
acido (dias) (UFCl/qg)
0 4,0.10° + 2,8.10%b
L. paracasei CIDCA 8339 15 9,6.10° £ 2,1.1080°
30 4.10° + 2,8.10%P
0 1,4.101°+ 4,2.10%¢
L. paracasei CIDCA 83124 15 8,5.10° £ 7,1.1070¢
30 1,2x10° + 7,1x107@

Los quesos acidos recientemente elaborados con L. paracasei CIDCA 8339 o L.
paracasei CIDCA 83124 presentaron concentraciones de microorganismos viables de
4,0.10°+ 2,8.10° UFC/g y 1,4.10"° £ 4,2.10° UFC/g, respectivamente. El mayor valor de
recuento inicial en el queso recientemente elaborado con L. paracasei CIDCA 83124 con
respecto al que obtenido con la cepa L. paracasei CIDCA 8339 esta en concordancia con
las concentraciones de microorganismos viables halladas en las correspondientes leches
fermentadas.

Cuando se analizo la concentracién de microorganismos durante el almacenamiento
refrigerado se observé que el queso acido obtenido a partir de la leche fermentada con
L. paracasei CIDCA 8339 present6 valores relativamente estables en funcién del tiempo.
Mientras que la concentracion de microorganismos viables luego de 30 dias de
almacenamiento en los quesos obtenidos mediante fermentacion con L. paracasei CIDCA
83124 presentd una disminucion de la concentracion de microorganismos viables en
funcion del tiempo de almacenamiento.

El Articulo 1389 del Cédigo Alimentario argentino, capitulo XVII, se explaya respecto
a la concentracion de microorganismos viables del alimento indicando: “con la
denominacion de Alimento con Probioticos, se entiende aquel alimento con una carga de
células viables que debera ser mayor a 10’ UFC/g durante su periodo de duracion minima”.
De acuerdo a ello, podemos establecer que los valores hallados en los quesos acidos del
presente trabajo se ajustan perfectamente a la mencionada resolucion.
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4.2.5 Caracteristicas reoldgicas

Para los consumidores, la textura del queso es determinante de la calidad y
condiciona la preferencia de los mismos. Asimismo, cada vez mas se conocen las
relaciones existentes entre los resultados de pruebas instrumentales y caracteristicas
sensoriales (Joyner, 2018). Por otra parte, los cambios fisicos y quimicos ocurridos durante
la maduracion y conservacion de este tipo de productos suelen afectar su textura. Por tales
motivos, resulta importante contar con herramientas que ayuden a comprender y controlar
las caracteristicas de textura y las modificaciones que surgen en las mismas. La evaluacion
reoldgica a partir de diversas metodologias resulta fundamental para analizar la estructura
de los quesos y en muchos casos se convierte en un indicador vinculado a la percepcién
de los mismos.

La textura de los quesos elaborados en este trabajo se analizé utilizando
viscosimetria rotacional, asi como ensayos de reometria oscilatoria de pequefia amplitud
de deformacion. Las muestras se conservaron refrigeradas a 4°C y la evaluacion se llevé a
cabo en funcion del tiempo de almacenamiento.

Evaluacién mediante viscosimetria rotacional

En la Figura 12 se presentan las curvas de flujo, esfuerzo de corte en funcién del
gradiente de velocidad, correspondientes a los quesos acidos recientemente elaborados a
partir de leches fermentadas con L. paracasei CIDCA 8339 o L. paracasei CIDCA 83124.
En dicha figura se puede observar que las curvas correspondientes al gradiente de
velocidad ascendente presentan un pico inicial denominado overshoot. Este pico es
indicador de un comportamiento viscoelastico debido a las interacciones presentes en la
matriz (Rao,1999) que pueden ser evaluadas mediante ensayos de reometria oscilatoria de
pequefia amplitud de deformacion. Las curvas de flujo presentan area de histéresis e
indican un comportamiento de tipo pseudoplastico que se vuelve evidente en la curva
correspondiente a la etapa de descenso de gradiente de velocidad.
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Figura 12: Curvas de flujo, esfuerzo de corte en funcién del gradiente de velocidad,
correspondientes a quesos acidos elaborados empleando L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA
83124.

A partir de las curvas de flujo se obtuvieron los valores de tixotropia y los valores de
viscosidad aparente a 300 s (Figura 13).
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Figura 13: Viscosidad aparente a 300 s (a) y tixotropia (b) de quesos acidos recientemente
elaborados a partir de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 y L. paracasei CIDCA
83124. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Los valores de viscosidad aparente a 300 s de los quesos acidos recientemente
elaborados a partir de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124
(500,5 £ 118,1mPa.s y 672,5+ 139,3mPa.s respectivamente) no presentaron diferencias
significativas. Los valores de tixotropia de dichos quesos (39205 + 7912,5 Pals y
58415 + 13555,2 Pal/s), tampoco resultaron significativamente diferentes. Los valores de
estos parametros fueron semejantes a los descriptos por otros autores para matrices
similares y hablan de una textura adecuada y un numero importante de interacciones entre
las moléculas que forman la microestructura de estos alimentos. (Coutouly et al., 2014;
Sanchez et al., 1996).

Asimismo, los valores de viscosidad aparente a 300 s' y de tixotropia
correspondientes a los quesos acidos fueron analizados en funcién del tiempo de
almacenamiento a 4 ‘C. Los parametros correspondientes a los quesos elaborados a partir
de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 se presentan en las Figura 14 ay b. Ni
la viscosidad aparente a 300 s™', ni los valores de tixotropia de este queso variaron durante
el periodo de almacenamiento estudiado.
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Figura 14: Viscosidad aparente a 300 s-1 (a) y tixotropia (b) de quesos acidos elaborado a partir
de leche fermentada con L .paracasei CIDCA 8339 en funcion del tiempo de almacenamiento a
4°C. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

A partir del analisis de los valores de viscosidad aparente a 300s™ y tixotropia en
funcion del tiempo de almacenamiento a 4 ‘C correspondientes a los quesos elaborados
a partir de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124 se llegé a resultados
semejantes a los descriptos anteriormente, ya que no se observaron variaciones en los
parametros mencionados en el periodo evaluado (Figura 15).
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Figura 15: Valores de viscosidad aparente a 300 s-1 (a) y tixotropia (b) correspondientes a
quesos acidos elaborados a partir de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124 en funcién
del tiempo de almacenamiento a 4°C. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Reometria oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion

Para caracterizar los quesos acidos se utilizd reometria oscilatoria de pequena
amplitud de deformacion. En una primera etapa, a la frecuencia constante de 1 Hz, se
analizaron los médulos elastico y viscoso en respuesta a un esfuerzo creciente con la
finalidad de determinar el rango de viscoelasticidad lineal de las diferentes muestras.

Se encontré que los médulos se mantenian constantes hasta esfuerzos cercanos a
30 Pa, independientemente de la cepa de L. paracasei empleada para la fermentacion de
la leche con la que se elaboraron los quesos. En la Figura 16, y a modo de ejemplo, se
presenta el barrido de esfuerzo correspondiente al queso elaborado a partir de leche
fermentada con L. paracasei CIDCA 83124.
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Figura 16: Modulos elastico (G’) y viscoso (G”) en funcion del esfuerzo aplicado correspondientes
a queso acido elaborado a partir de leche fermentada con L. paracasei CIDCA 83124. Evaluacioén
realizada a la frecuencia de 1 Hz.

En base a los resultados se decidié emplear un esfuerzo de 10 Pa para obtener los
espectros mecanicos de las muestras de quesos acidos. Para ello se registraron los valores
de los mddulos elastico (G’) y viscoso (G”) en funcion de la variacion de la frecuencia de
oscilacién. Se evaluaron quesos recientemente elaborados y luego de almacenarlos
durante 35 dias a 4°C (Figura 17).
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Figura 17: Espectros mecanicos correspondientes a quesos acidos obtenidos a partir de leches
fermentadas con L. paracasei CIDCA 8339 (ay b) o L. paracasei CIDCA 83124 (c y d)
recientemente obtenidos (a y c) o luego de 35 dias de almacenamiento a 4°C (b y d).

Los espectros mecanicos resultaron caracteristicos de geles, mostrando valores de
modulo elastico superiores a los correspondientes al modulo viscoso en todo el rango de
frecuencia estudiado. A su vez, cada uno de dichos mddulos presentd una leve
dependencia con la frecuencia.

A partir de los espectros mecanicos se determinaron los valores de modulo elastico
(G’), mddulo viscoso (G”) y tangente del angulo de desfasaje (tgd) a la frecuencia de 1Hz.

En la Figura 18 se presentan los valores de G’ y G” correspondientes a los quesos
recientemente elaborados a partir de leches fermentadas con ambas cepas de L. paracasei.
Estos médulos son dependientes del numero, la fuerza y la distribucién de los enlaces entre
las proteinas, que pueden estar condicionados por la presencia de otras moléculas
presentes tales como los polisacaridos (Lucey, 2017). En la Figura 18, se puede observar
que los valores de mdédulos elasticos (743,9 + 220,19Pa y 611,9 + 138,59Pa) resultaron
significativamente mayores a los de los modulos viscosos (178,8 £+ 52,11Pa y 144,8 +
32,31Pa) y no se observaron diferencias significativas en funcién de la cepa empleada para
fermentar la leche a partir de la cual se elaboraron los quesos.
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Figura 18: Modulos elastico (G’) y viscoso (G”) a la frecuencia de 1Hz correspondientes a quesos
acidos recién elaborados a partir de leches fermentadas con L.paracasei CIDCA 8339 y CIDCA
83124 .Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La tgd es un parametro capaz de indicar la viscoelasticidad de un material. En la
Figura 19 se presentan los valores de dicho parametro a la frecuencia de 1Hz
correspondiente a los quesos acidos recién elaborados a partir de leches fermentadas con
L. paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124. Si bien el valor correspondiente al queso
obtenido con la cepa CIDCA 8339 (0,2405) resultd significativamente mayor al
correspondiente al queso obtenido a partir de la leche fermentada con L. paracasei CIDCA
83124 (0,2365), ambos valores no difieren demasiado numéricamente e indican un
comportamiento de gel verdadero de acuerdo a Picout & Ross-Murphy (2001).

B Queso Acido elaborado con L. paracasei CIDCA 8339

B Queso Acido elaborado con L. paracasei CIDCA 83124
0,25 +
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Figura 19: Valores de tgé a 1Hz para quesos acidos recién elaborados a partir de leches
fermentadas con L.paracasei CIDCA 8339 y CIDCA 83124. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05).
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Para evaluar cambios de viscoelasticidad durante el almacenamiento de los quesos
se analizaron los médulos elastico (G’) y viscoso (G”) y la tangente del angulo desfasaje
(tgd) correspondientes a los quesos acidos en funcion del tiempo a 4 °C (Figura 20).

Las caracteristicas viscoelasticas durante el almacenamiento, podrian modificarse
debido a la actividad proteolitica de los microorganismos presentes, asi como también por
los cambios en la concentracién de solidos totales debido a sinéresis. Sin embargo los
maodulos elastico (G’) y viscoso (G”) de los quesos elaborados a partir de leche fermentada
con L. paracasei CIDCA 8339 no se modificaron con el tiempo de almacenamiento (Figura
20 ay b), al menos hasta 35 dias. Tampoco se modifico la tangente del angulo de desfasaje
(tgd) (Figura 20c). Aunque se sabe que la protedlisis de las matrices continua levemente en
la refrigeracion, el efecto podria ser compensado por la deshidratacion de los productos y
consecuente concentracién de componentes.
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Figura 20: Valores de mddulo elastico (G’) y viscoso (G”) (a y b) y tangente del angulo de
desfasaje (tgd) (c) a frecuencia de 1Hz correspondientes a quesos acidos elaborados a partir de
leche fermentada con L. paracasei CIDCA 8339 en funcién del tiempo de almacenamiento a 4°C.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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De modo equivalente a los quesos acidos descriptos anteriormente, ni el médulo
elastico (G’) ni el médulo viscoso (G”) de quesos elaborados a partir de leche fermentada
con L. paracasei CIDCA 83124 no sufrieron cambios significativamente diferentes durante
el almacenamiento a 4°C (Figura 21 ay b). En estos quesos, sin embargo, se observo un
descenso en la tangente del angulo de desfasaje (tgé) (Figura 21 c¢). Este diferente
comportamiento podria estar asociado a las caracteristicas del exopolisacarido producido
por esta cepa, evidenciado en el comportamiento de flujo de la leche fermentada.
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Figura 21:Valores de médulo elastico (G’) y viscoso (G”) (a y b) y tangente del angulo de
desfasaje (tgd) (c) a frecuencia de 1Hz correspondientes a quesos acidos elaborados a partir de
leche fermentada con L.paracasei CIDCA 83124 en funcién del tiempo de almacenamiento a
4 °C. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

En funcion de los resultados obtenidos se puede concluir que los quesos elaborados
con ambas cepas presentan caracteristicas interesantes en relacién a su comportamiento
reologico y dichas caracteristicas se preservaron durante el periodo de almacenamiento
estudiado.



Resultados y discusidon |41

4.3 Quesos obtenidos por desestabilizacion acida y enzimatica

Se elaboraron quesos utilizando tanto la inoculacion con microorganismos como el
empleo de la enzima renina y un desuerado posterior de los mismos. A estos quesos, en el
presente trabajo, se los denomind quesos enzimaticos para diferenciarlos de los anteriores
en los cuales solo se empled la desestabilizacion acida mediante fermentacion para su
elaboracion.

Como se describié anteriormente, en la seccion de materiales y métodos, para la
elaboracion de estos quesos enzimaticos se trabajo con leche cruda del tambo de la
U.N.L.P previamente pasteurizada. En tratamientos térmicos a temperaturas superiores a
75-80 °C se producen importantes cambios fisicoquimicos sobre los constituyentes de la
leche que afectan la formacion del coagulo, entre ellos la desnaturalizacién y agregacion
de las proteinas del suero, que interaccionan con las micelas de caseina impidiendo la
correcta accién de la renina y la pérdida de calcio soluble en forma de fosfato de calcio
precipitando sobre dichas micelas. Ambos efectos pueden generar mayores tiempos de
coagulacion, defectos en la formacion del coagulo y pérdida de rendimiento.

La elaboracién de estos quesos enzimaticos se llevo a cabo inoculando la leche con
L. paracasei CIDCA 8339 o L. paracasei CIDCA 83124, adicionando posteriormente la
renina, cortando el coagulo formado y finalmente desuerando mediante presiéon. También
se incluyo la elaboracion de un queso control sin la inoculacion de microorganismos. Se
analizé el rendimiento, las caracteristicas fisicoquimicas de los quesos y la viabilidad de los
microorganismos incluidos en los mismos.
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4.3.1 Caracterizacion de la enzima

Inicialmente se evalué la actividad de la enzima renina en la leche. Se analizé el
tiempo necesario para la coagulacion de la leche en funcién de la concentracién de renina
utilizada.

[ERN
N

[EY
o
A

Tiempo (min)
[e)}

~~

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracion (png/ml)

Figura 22: Tiempo necesario para observar la coagulacién de leche en funcién de la concentracion
de enzima renina empleada.

Se observd, como se esperaba, una disminucion del tiempo requerido para la
coagulacion con el incremento de concentracion de enzima empleada (Figura 22).

En base a estos resultados se decidié trabajar con una concentracién de enzima
que luego de actuar 30 minutos pueda formar un coagulo con la estructura adecuada para
ser manipulado en las siguientes etapas de procesamiento del producto.

4.3.2 Rendimiento
Se evaluaron los rendimientos considerando la masa de queso obtenido con

respecto a la masa de leche empleada. Los resultados se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: Rendimientos de quesos enzimaticos control y quesos obtenidos utilizando las cepas
L. paracasei CIDCA 8339 o CIDCA 83124 en la fermentacion de la leche.

Variante g de queso cada 100ml de leche de

partida
L. paracasei CIDCA 8339 28,0
L. paracasei CIDCA 83124 22,5

Control sin microorganismos inoculados 26,8
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El queso elaborado empleando L. paracasei CIDCA 8339 presentd un rendimiento de
28%, mientras que el obtenido utilizando L. paracasei CIDCA 83124 fue de 22,5%. Los

rendimi
elabora

entos de los quesos enzimaticos resultaron semejantes a los obtenidos en la
cion de quesos acidos.

La composicién de la leche destinada a la elaboracion de queso es de suma

importancia para el calculo del rendimiento quesero. Dentro de los componentes de la leche

son de
materia

particular relevancia la cantidad de proteina, en particular caseinas, el contenido de
grasa, la relacion entre materia grasa y caseina (asi como también el contenido de

sustancias minerales (Dalla Costa, 2015).

4.3.3 Composicion de los quesos

Se determind la composicion quimica porcentual de los quesos. Aprovechando que
nuestra materia prima es leche y al ser una matriz ampliamente estudiada en muchos
trabajos de investigacion, se cuenta con una referencia de los valores aproximados que se
pueden obtener, es por este motivo que los métodos empleados fueron aquellos que mejor
se ajustan a las necesidades requeridas. Se evalud el contenido de agua mediante la
pérdida de peso en estufa, el de proteinas mediante Kjeldahl, el de lipidos utilizando el
método de Schmid-Bondzynski Ratzlaff, las cenizas calcinando en mufla a 550°C vy el
contenido de hidratos de carbono por el método de antrona. En la Tabla 8 se presentan los
resultados obtenidos.

Tabla 8: Contenido de proteinas, hidratos de carbono, lipidos, agua, cenizas y solidos totales
correspondientes a los quesos obtenidos por desestabilizacion enzimatica con o sin empleo de
microorganismos en su elaboracién. Valores correspondientes a un queso comercial de
caracteristicas similares. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Variante de Proteinas Hidratos de Lipidos Agua Cenizas Sélidos totales
queso (%) carbono (%) (%) (%) (%) (%)

L. paracasei b

CIDCA 8339 14,7 £ 0,42 2,6 £0,2° 8,2 73,78+ 0,8 1,4+0,2° 26,2 + 0,82

L. paracasei b

CIDCA 83124 15,4 £ 0,42 25+0,12 8,4 72,1+0,28 1,7+0,12 27,9+0,1°

_Control sin 14,4 + 0,42 2,8+ 0,5 11,0  694+19 1,0+0,1° 30,7 +1,9°

microorganismos
Queso blando 21,0 1,0 28,0 49,5 1,0 51,0

comercial

La composicién de los quesos obtenidos con las dos cepas, asi como la

correspondiente al control, elaborado sin microorganismos, no difirid significativamente.
Cuando se comparan los valores de macrocomponentes con los correspondientes a los del
queso que no incluyd la inoculacién, se observa un mayor contenido de cenizas en el queso
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elaborado con L. paracasei CIDCA 83124 y un mayor contenido de agua en el queso
elaborado con L. paracasei CIDCA 8339, que posiblemente pueda atribuirse a que la matriz
obtenida es capaz de retener mas cantidad de liquido.

Comparando los resultados de composicion de los quesos elaborados en este
trabajo con los valores correspondientes a quesos comerciales de apariencia y textura
semejantes, se observo que los quesos del presente trabajo cuentan con menor cantidad
de proteinas y mayor contenido de hidratos de carbono probablemente debido a una menor
eliminacion de suero. Con respecto a la materia grasa, también los valores fueron menores
para los quesos elaborados en este trabajo lo que resulta en un dato de interés. En los
ultimos tiempos la concientizacion de los consumidores respecto al consumo de grasas
condujo al desarrollo de productos lacteos bajos en lipidos. Sin embargo, la grasa de la
leche contribuye al sabor, cuerpo y textura de producto y su eliminacion conduce a defectos
de funcionalidad como principales problemas. En esta perspectiva, los exopolisacaridos
producidos por las bacterias lacticas pueden actuar como espesantes o viscosantes
producidos in situ reemplazando el uso de aditivos y permitiendo la reduccién del contenido
de sélidos requeridos sin afectar, o incluso mejorando, las caracteristicas sensoriales de
textura (Folkenberg, et al., 2006).

4.3.4 Exudado en funcidn del tiempo de almacenamiento

Se evaluo la cantidad de liquido exudado por las matrices de los quesos cuando
estos fueron sometidos a una fuerza externa. El ensayo se realiz6 al finalizar el desuerado
y se repitid a los 7 y 12 dias de almacenamiento de los quesos a 4°C. Los resultados se
presentan en la Tabla 9.

Tabla 9: Cantidad de liquido exudado por gramo de muestra de los distintos quesos enzimaticos en
funcién del tiempo de almacenamiento.

Tiempo de . o . .Exudado
. . Variedad de queso enzimatico (g liquido expulsadol/g
almacenamiento(dias)
muestra)
L. paracasei CIDCA 8339 0,28 +0,012
0 L. paracasei CIDCA 83124 0,27 + 0,012°
Control sin microorganismos inoculados 0,21 + 0,01¢°4
L. paracasei CIDCA 8339 0,22 + 0,034
7 L. paracasei CIDCA 83124 0,18 + 0,024
Control sin microorganismos inoculados 0,26 + 0,012b°
L. paracasei CIDCA 8339 0,10 £ 0,03¢
12 L. paracasei CIDCA 83124 0,04 + 0,03

Control sin microorganismos inoculados 0,05 + 0,04ef
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En los quesos recién elaborados el exudado fue ligeramente menor para el control.
Posiblemente el minimo descenso de pH causado por la fermentacion de las cepas de L.
paracasei en los quesos condujo a una menor capacidad de las matrices de retener el. Por
otra parte en cada variante de queso elaborada se observé una disminucién del exudado
en funcién del tiempo de almacenamiento, vinculado posiblemente a la deshidratacion de
las matrices, que condujo a una mayor concentraciéon de sélidos y como consecuencia una
menor posibilidad de retener el agua restante.

4.3.5 Evolucidn de la concentracion de microorganismos en los quesos en funcion del
tiempo

La concentracién de microorganismos viables presentes en los quesos fue evaluada
empleando la técnica de recuento en placa. El analisis se realizé al finalizar el desuerado
del queso y se repitiéd a los 7 y 12 dias de almacenamiento a 4 °C. Los resultados se
presentan en la Tabla 10.

Tabla 10: Evolucion de la concentracion de microorganismos viables presentes en los quesos en
funcién del tiempo de almacenamiento.

Variedad de queso Concentracién de microorganismos viables (UFC/ml)
enzimatico Inicial 7 dias 12 dias

- paracasel CIDCA  1,0.10°% 141,107 1,00.10°%2,83.107%  3,05.10° £ 7,07.10%

L. paraggfg;C'DCA 2,55.10°+ 7,07.10°%°  3,6.10°+4,24.107®  3,65.10°+ 3,54.107"

La concentracion de microorganismos viables en los quesos se mantuvo estable
durante los 12 dias de almacenamiento refrigerado. Superando el periodo de 16 dias, los
quesos sufrieron una contaminacién, la cual se reflej6 con el crecimiento de
microorganismos visibles en la superficie de los mismos.

4.3.6 Caracteristicas reoldgicas de los quesos

La reologia de productos como el queso se encuentra en una estrecha relacion con
la microestructura de los mismos y, como se indico anteriormente, reviste gran importancia
dado su impacto en las caracteristicas sensoriales. Los quesos enzimaticos, al igual que
los quesos acidos, fueron evaluados mediante viscosimetria rotacional y reometria
oscilatoria de pequena amplitud de deformacion.
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Evaluacién mediante viscosimetria rotacional

En la Figura 23 se presentan las curvas de flujo, esfuerzo de corte en funcion de
gradiente de velocidad, correspondientes a los quesos recientemente elaborados. En todos
los casos se observo un comportamiento de flujo no newtoniano, de tipo pseudoplastico
con la presencia de un area de histéresis. En las curvas correspondientes al incremento de
gradiente de velocidad se observé la presencia de un pico inicial (overshoot), indicador de
gran cantidad de interacciones en la matriz de los quesos que se rompen como
consecuencia del esfuerzo de corte aplicado.

—— Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA 8339
—— Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA 83124

Queso enzimatico control
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Figura 23: Curvas de flujo, esfuerzo de corte en funcion del gradiente de velocidad,
correspondientes a quesos enzimaticos elaborados sin la inclusiéon de microorganismos (control) o
incluyendo L. paracasei CIDCA 8339 o CIDCA 83124.

A partir de los resultados se obtuvieron los valores de tixotropia y viscosidad
aparente a 300 s-' correspondientes al queso control y a los quesos enzimaticos
elaborados. Los resultados se presentan en la figura 24.

Los valores de tixotropia observados fueron elevados, siendo los correspondientes
al queso control y al que incluyé a L. paracasei 83124 superiores a 200.000 Pa/s. El valor
de tixotropia del queso elaborado incluyendo L. paracasei 8339 fue de 95.195 Pa/s, menor
a los anteriores (Figura 24 a).

Los valores de viscosidad aparente a 300 s correspondientes a los quesos
enzimaticos elaborados incluyendo L. paracasei CIDCA 8339 o CIDCA 83124 (1159 y 1536
mPa.s respectivamente) fueron semejantes entre si y no difirieron significativamente del
correspondiente al queso control (1571,5 mPa.s) (Figura 24 b). Si bien al gradiente de
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velocidad de 300 s-' no se hallaron diferencias significativas en los valores de viscosidad
aparente, las curvas de flujos presentaron marcadas diferencias, que pueden ser
evidenciadas por los valores de tixotropia o por la determinacién de la viscosidad aparente
a menores gradientes de velocidad. A bajos gradientes de velocidad se evidencia una
ruptura estructural (overshoot) menor en los quesos elaborados con la cepa L. paracasei
CIDCA 8339 indicando una diferencia en la estructura con respecto a los otros dos. Las
interacciones existentes en dichos quesos son diferentes y seguramente impactan en la
percepciéon sensorial de estos quesos.

d m L paracasei CIDCA 8339 W L. paracasei CIDCA 83124 Control
300000 - b

; |
250000 -
200000 -

150000 -
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b
B L. paracasei CIDCA 8339 M L. paracasei CIDCA 83124 Control

3000,0 +

2500,0
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2000,0
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1500,0 -

1000,0 |

500,0

Viscosidad aparente (mPa.s)
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Figura 24: Tixotropia (a) y viscosidad aparente a 300 s (b) correspondientes a quesos enzimaticos
recientemente elaborados sin la inclusion de microorganismos (control) o incluyendo L. paracasei
CIDCA 8339 o CIDCA 83124. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Los valores de tixotropia y de viscosidad de quesos enzimaticos superan en gran
medida a los correspondientes a quesos acidos. Seguramente la estructura formada a partir
de las micelas, luego de la accidon de la renina, contribuye en gran parte a las diferencias
de comportamiento de flujo observadas, ya que mientras que gel que se forma por
acidificacion cuando el pH llega el punto isoeléctrico de la caseinas y las mismas se unen
mediante enlaces hidrofébicos es fragil, el reticulo tridimensional que se forma luego de que
la renina actué sobre la k caseina y que los fragmentos hidréfobos generados se unan, es
notoriamente mas resistente. Ademas, cabe sefialar que el contenido de sdlidos totales de
los quesos enzimaticos fue superior al de los quesos acidos, factor que también incide en
las caracteristicas reolégicas del gel obtenido

Evaluacién mediante reometria oscilatoria de pequefia amplitud de deformacion

Al igual que para los quesos acidos, para los enzimaticos se realizé una evaluacion
mediante reometria oscilatoria de pequefa amplitud de deformacién. Se hicieron primero
barridos de esfuerzo que permitieron determinar el rango de viscoelasticidad lineal de los
productos y luego se ejecutaron barridos de frecuencia y se analizaron los espectros
mecanicos de los mismos.

En la figura 25 se presenta, a modo de ejemplo, uno de los barridos de esfuerzo
realizados a los quesos para la determinacién del rango de viscoelasticidad lineal. En base
a los resultados de las diferentes muestras se escogié un esfuerzo comun de 10Pa para
efectuar la evaluacion de los modulos en funcién de la variacion de frecuencia de oscilacion.
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Figura 25: Barrido de esfuerzo, modulos elastico y viscoso en funcién del esfuerzo aplicado,
correspondiente al queso enzimatico control, elaborado sin inclusion de microorganismos.
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Los espectros mecanicos, médulos elastico (G’) y viscoso (G”) en funcién de la
variacion de la frecuencia de oscilaciéon, de las muestras de quesos enzimaticos
recientemente elaborados o luego de 16 dias de almacenamiento a 4 ‘C se presentan en

la figura 26.
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Figura 26: Espectros mecanicos correspondientes a quesos enzimaticos recién elaborados con
L. paracasei CIDCA 8339 (a) o L. paracasei CIDCA 83124 (b) y queso control sin la inclusién de

microorganismos (c) y los correspondientes a los mismos quesos luego de 16 dias de su
elaboracién (d, e y f respectivamente).

Todas las muestras presentaron valores de moédulo elastico superiores a los
correspondientes a modulo viscoso en todo el rango de frecuencia estudiado. Asimismo, se
observé una ligera dependencia de los médulos con la frecuencia.
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A partir de los espectros mecanicos se escogié la frecuencia de 1Hz para comparar
los valores de los modulos elastico (G') y viscoso (G”). En los quesos recién elaborados
dichos médulos no presentaron diferencias significativas (Figura 27).

B Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA 8339

B Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA
83124

Queso enzimdtico control
10000

a
ab ab

1000 -

100

G', G" (Pa)

Gl Gll

Figura 27: Médulos elastico (G’) y viscoso (G”) a 1Hz correspondientes a quesos enzimaticos
recién elaborados incluyendo L. paracasei CIDCA 8339 o CIDCA 83124 o sin inclusién de
microorganismos (control). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Para evaluar la viscoelasticidad de los quesos se calculd la tangente del angulo de
desfasaje (tg ) a la frecuencia de 1Hz. Los resultados se presentan en la Figura 28.
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B Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA 8339
B Queso enzimdtico elaborado con L. paracasei CIDCA 83124

Queso enzimdtico control

0,30

0,29 -

o 0,28 -
=)

—o

0,27 -

0,26 -

Figura 28: Valores de tgé a la frecuencia de1Hz correspondiente a quesos enzimaticos
recientemente elaborados incluyendo L. paracasei CIDCA 8339 o CIDCA 83124, o sin la inclusion
de microorganismos en la elaboracion (control). Letras diferentes indican diferencias significativas

(p=0,05).

Los valores de tgé resultaron menores a 0,3 para todos los quesos, indicando que
en todos los casos se tratdé de verdaderos geles. Los quesos elaborados incluyendo las
cepas en estudio presentaron valores de tgd ligeramente mayores que el queso control. La
presencia de los microorganismos o algunas moléculas asociadas a los mismos, aun en
pequefas cantidades, podrian aumentar el caracter viscoso de los quesos provocando el
mayor valor de la tangente del angulo de desfasaje. Este aumento de viscosidad podria
beneficiar las caracteristicas sensoriales del producto otorgandole una percepcién de mayor
“suavidad®.

Para evaluar el efecto del almacenamiento refrigerado en la microestructura de los
quesos se analizaron los médulos elastico (G’) y viscoso (G”) y la tangente del angulo
desfasaje (tgd) en funcién del tiempo de almacenamiento a 4 “C.

El modulo elastico (G') a 1Hz del queso enzimatico control aumenté
significativamente con el tiempo de almacenamiento, tomando valores de alrededor de
1500 Pa al inicio, 13500 Pa a los 7 dias y 23200 Pa a los 16 dias (Figura 29a). De igual
modo, el valor del médulo viscoso (G”) a 1Hz de este queso mostré un aumento significativo
(400 Pa al inicio, 3800 Pa a los 7 dias y 7000 Pa a los 16 dias) con el tiempo de
almacenamiento (Figura 29b). La tgé a 1Hz correspondiente al queso enzimatico control no
se modificé durante los 7 dias iniciales de almacenamiento y aumento ligeramente llegando
al valor 0,30 luego de 16 dias de almacenamiento (Figura 29c).
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Figura 29: Valores de mddulo elastico, G’ (a), médulo viscoso, G” (b) y tangente del angulo de
desfasaje, tgd (c) a 1Hz, correspondientes a quesos enzimaticos control en funcién del tiempo de
almacenamiento a 4°C.

Los valores de médulo elastico (G’) correspondientes a los quesos elaborados
incluyendo L. paracasei CIDCA 8339 al igual que el queso control presentaron un aumento
en funcion del tiempo de almacenamiento. El valor de este parametro varié desde 1700 Pa
en el queso recientemente elaborado hasta 37500 Pa luego de 16 dias de almacenamiento
(Figura 30a).
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Figura 30: Valores de G’ (a), G” (b) y de tgd (c) a 1Hz de queso enzimatico elaborado con L.
paracasei CIDCA 8339 en funcion del tiempo de almacenamiento a 4°C.

También el modulo viscoso de los quesos arriba mencionados se incrementé con el
tiempo de almacenamiento, pasando de alrededor de 500 Pa al inicio hasta un valor de
10.500 Pa luego de 16 dias de almacenamiento refrigerado (Figura 30b).

El valor de tgd a 1Hz del queso enzimatico elaborado con L. paracasei CIDCA 8339
disminuy6 durante los primeros 7 dias de almacenamiento y luego se mantuvo durante el
tiempo de almacenamiento ensayado (Figura 30c).
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Los resultados correspondientes a los quesos enzimaticos elaborados incluyendo L.
paracasei CIDCA 83124 se presentan en la Figura 31. Los valores de médulo elastico (G’)
a 1Hz aumentaron en funcion del tiempo, siendo inicialmente cercanos a 2800 Pa
alcanzando valores de 16000 Pa luego de 16 dias de almacenamiento (Figura 31a).
Asimismo, el mdédulo viscoso (G”) a 1Hz de este queso enzimatico aumentoé en funcion del
tiempo, siendo inicialmente cercano a 800 Pa y llegando a valores de 4500 Pa luego de 16
dias (Figura 31b). Sin embargo, los valores de tgé a 1Hz del queso no se modificaron
durante el periodo de almacenamiento evaluado (Figura 31c).
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Figura 31: Valores de G’ (a), G” (b) y de tgs (c) a 1Hz de queso enzimatico elaborado con L.
paracasei CIDCA 83124 en funcion del tiempo de almacenamiento a 4°C.
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Cabe sefialar que durante el almacenamiento estos quesos presentaron exudado
espontaneo y en consecuencia hubo un cambio en la concentracion de sélidos totales en
todos ellos, no obstante el uso de los fermentos productores de polisacaridos generd
diferente comportamiento durante el almacenamiento; el queso enzimatico sin inclusion de
microorganismos, presentd un incremento de la tangente con el almacenamiento, mientras
que cuando estan presentes los microorganismos este parametro descendio, destacando
la importancia de los productos de las bacterias lacticas en el mantenimiento de la
plasticidad de estos productos. Esas diferencias, pueden ser debidas posiblemente a
modificaciones en las interacciones entre las caseinas durante la formacion de la matriz del
gel.
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5. CONCLUSIONES

A partir del desarrollo del presente trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Se pudieron elaborar quesos acidos y enzimaticos utilizando como fermentos las
cepas productoras de polisacaridos potencialmente probioticas Lacticaseibacillus paracasei
CIDCA 8339y 83124.

Los rendimientos de los quesos enzimaticos resultaron semejantes a los obtenidos
en la elaboracion de quesos acidos.

La desestabilizacion de las caseinas como consecuencia de la acidificacion
acompafada o no de la accién de la renina, permitié obtener productos diferentes. El uso
de renina, debido al mayor numero de interacciones generadas en la matriz, posibilitd un
queso similar a los de tipo “cremoso”, mientras que el desarrollo de los microorganismos en
los quesos acidos, genero caracteristicas semejantes a las de los quesos de “untar”.

Los quesos denominados 4&acidos, presentaron muy buenas caracteristicas
reologicas a pesar de su menor contenido en proteinas y lipidos. Esto probablemente se
puede relacionar con la presencia de polisacarido producido durante la fermentacién de la
leche.

En cuanto a la composicién, cuando se empleé la accion de renina como parte del
proceso, se lograron productos con mayor contenido de sélidos debido principalmente a un
mayor contenido proteico y lipidico.

La pérdida debida a exudado una vez completado el desuerado, no resulto diferente
para ambos tipos de quesos.

Ambos quesos pudieron considerarse geles en relacion a su viscoelasticidad. Los
modulos elastico y viscoso fueron mayores en los quesos elaborados incluyendo la acciéon
enzimatica debido a las caracteristicas estructurales desarrolladas en la matriz y el mayor
contenido de sdlidos.

Los dos tipos de quesos mantuvieron sus caracteristicas de viscoelasticidad durante
el almacenamiento.
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La concentracion de microorganismos por gramo de producto fue mayor en los
quesos obtenidos por fermentacion, hecho explicable por el tiempo de desarrollo otorgado
a las bacterias a temperaturas 6ptimas para su crecimiento. Esto constituye una ventaja en
el desarrollo de alimentos probidticos, dado que con menores cantidades de producto
podria aportar el niumero minimo de microorganismos establecido para el efecto probidtico
de los mismos.

Las leches fermentadas con las cepas L. paracasei CIDCA 8339 y 83124
presentaron curvas de flujo diferentes. Las leches fermentadas con la cepa L. paracasei
CIDCA 83124 presentaron mayor viscosidad y mayor area de histéresis. Sin embargo, los
quesos acidos obtenidos con ambas cepas no presentaron diferencias significativas en lo
referente al rendimiento, viscosidad y parametros viscoelasticos.

Los quesos enzimaticos elaborados con las cepas L. paracasei CIDCA 8339y 83124
presentaron curvas de flujos con diferentes areas de histéresis y aunque en la evaluacién
mediante reometria oscilatoria no se observaron diferencias significativas en el médulo
elastico ni en el modulo viscoso, los quesos elaborados con las cepas en estudio
presentaron valores de tgo ligeramente mayores que el queso control. EI mayor caracter
viscoso hallado cuando se emplearon los microorganismos podria beneficiar las
caracteristicas sensoriales de los productos.

Los quesos acidos y enzimaticos del presente trabajo, que incluyeron en su
composicion microorganismos potencialmente probiodticos productores de polisacaridos,
constituyen una matriz interesante como alimentos funcionales en los cuales los
microorganismos contribuyen tanto al desarrollo de las caracteristicas sensoriales del
producto como a su potencial accion benéfica sobre la salud.
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