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1060. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE SALADO, COAGULANTE Y
FERMENTO EN LA COMPOSICION, RECUENTOS
MICROBIANOS Y PERFIL DE MADURACION DE QUESO TIPO
PATEGRAS.

Batistela, Mara E.%: Peralta, Guillermo H.1: Giménez, Paulal; Pozza, Leilal; Caballero,
Maria S.%; Bergamini, Carina V. !

1. Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN-UNL/CONICET). Santa Fe, Argentina.
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RESUMEN

Ante la demanda incrementada de alimentos mas saludables, la industria quesera se ha
enfocado en la reformulacion de quesos para disminuir el contenido de nutrientes criticos
como el sodio. Sin embargo, esta reduccion puede afectar la calidad organoléptica, la
textura e incluso la inocuidad del producto. En particular, la sal tiene un impacto
significativo en la inhibicion de microorganismos contaminantes y en las actividades
enzimaticas involucradas en la maduracion del queso, por lo que el efecto de su
disminucién puede variar segin el fermento y coagulante empleado. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la influencia del tiempo de salado en salmuera (SN: tiempo
de salado normal; SR: '5 del tiempo de salado normal; SS: sin etapa de salado), del
coagulante (H: quimosina de camello; D: quimosina bovina, ambos en un nivel de 34
IMCU/L) y fermento primario (F1: Streptococcus thermophilus; F2: Streptococcus
thermophilus+Lactobacillus helveticus) en la composicion, los perfiles de maduracion
(4cidos organicos, azucares y proteolisis) y la calidad microbioldgica de queso tipo
Pategras a los 60 dias de maduracion. Los quesos presentaron diferencias significativas
en la humedad en funcién del nivel de salado (SN-SR<SS) y hubo interaccion entre
fermento y coagulante. El pH fue menor en los quesos con F2, y entre ellos los menores
valores se observaron para los quesos SS. Asimismo, el consumo de lactosa fue mayor en
todos los quesos SS; no obstante, no hubo diferencia en la concentracion de 4cido lactico.
Menores niveles de acido citrico se observaron en los quesos SS respecto a SN, mientras
que el acido hipuarico fue consumido casi totalmente en los quesos con F2. Los recuentos
de las bacterias lacticas totales no mostraron diferencias significativas segtn los factores
estudiados, pero si se observo que el coagulante influy6 en los recuentos en MRS siendo
mayor en los quesos con H. La presencia de Lactobacillus helveticus en los quesos con
F2 se detecto en MRS acidificado sin presentar diferencias segiin el salado ni el
coagulante. Los recuentos de coliformes, enterococos, hongos y levaduras fueron
inferiores a 2 log UFC/g en todos los quesos; ninguno de los factores estudiados influyo
en estos resultados. En la protedlisis, se observd una influencia significativa del
coagulante: los quesos D tuvieron un mayor nivel de nitrégeno soluble a pH 4,6. En
cuanto a la influencia del salado, se observaron niveles levemente mayores en los quesos
SS solamente cuando se uso el F1. Se concluye que las tres variables estudiadas tuvieron
un impacto en las propiedades de los quesos; en particular, se observd que algunos
cambios producidos por la reduccién de sal dependieron principalmente del fermento
empleado. De esta manera, para obtener un perfil de maduracion deseado y estable en
queso Pategras con menor contenido de sodio se puede seleccionar el fermento mas
adecuado. Asimismo, se demostrdo que es posible elaborar quesos sin sal y con bajos
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niveles de microorganismos contaminantes; si bien la sal ejerce control microbiano, otros
parametros también son importantes como la calidad microbioldgica de la leche, las
contaminaciones y la actividad del fermento.

Palabras clave: QUESO SEMIDURO, SALADO, COAGULANTE, FERMENTO.

1. Introduccion

La disminucién del contenido de sodio en quesos trae aparejado varias dificultades
tecnologicas debido a que la sal cumple con importantes funciones como la de favorecer
el desuerado residual, realzar el perfil de sabor y aroma, regular la textura, pH y actividad
acuosa. También modula la actividad de la microbiota del queso durante la elaboracion y
maduracion, impactando en la calidad del producto final. Por lo tanto, cualquier
modificacion del procedimiento de salado, ya sea adicionando menor cantidad de cloruro
de sodio o reemplazandolo con otros agentes, puede afectar el delicado equilibrio de los
parametros mencionados, lo que implica cambios en la calidad del queso. Una manera de
sortear estos inconvenientes es abordar la reformulacion de manera diferente segun el tipo
de queso y la tecnologia a emplear (de pasta blanda, de pasta dura, etc.). En consecuencia,
podrian implementarse estrategias especificas para mantener la calidad y la seguridad de
los diferentes tipos de quesos (Tidona y col., 2022).

La variacion de los cultivos primarios y el uso de cultivos adjuntos en queseria, tales
como los cultivos bioprotectores o mejoradores de aroma, podrian ser claves para
compensar las modificaciones de la reduccion de sal en el queso. En este mismo sentido,
el uso de diferentes coagulantes puede ofrecer una actividad proteolitica y peptidolitica
diferente limitando la produccion de péptidos amargos e incrementado el nivel de
compuestos potenciadores del sabor (Meller y col., 2013). En el presente trabajo se
estudio el efecto del tiempo de salado, coagulante y fermento en la composicion,

recuentos microbianos y perfil de maduracion de quesos tipo Pategrés.

2. Materiales y Métodos
2-1. Disefio experimental
Se evaluo el impacto de 3 factores: coagulante en dos niveles (H: quimosina de camello,
Chr. Hansen; D: quimosina bovina, Danisco, ambos adicionados en un nivel de 34
IMCU/L), fermento en dos niveles (F1: Streptococcus thermophilus; F2: Streptococcus
thermophilus + Lactobacillus helveticus), y nivel de salado en tres niveles (SN: tiempo

de salado normal; SR: % del tiempo de salado normal; SS: sin etapa de salado) en la



composicion, los perfiles de maduracion (&cidos organicos, azlcares y proteolisis) y la
calidad microbioldgica de quesos tipo Pategras a los 60 dias de maduracion como se

indica en la Tabla 1. Los quesos fueron elaborados por triplicado.

Tabla 1. Disefio experimental
Fermento 1: St Fermento 2: St + Lh
Coagulante H Coagulante D Coagulante H Coagulante D

Salado normal (SN) 1SNH 1SND 2SNH 2SND
Reducido en sal (SR) 1SRH 1SRD 2SRH 2SRD
Sin sal (SS) 1SSH 1SSD 2SSH 2SSD

2-2. Elaboraciones de quesos

Los quesos semiduros fueron elaborados segtn el protocolo descripto por Peralta y col.
(2023) empleando 1 L de leche para cada queso. La leche cruda provista por una empresa
lactea cercana (Milkaut, Santa Fe), fue pasteurizada en un sistema discontinuo (63°C-
30min). Inmediatamente luego del tratamiento, se adicion6 cloruro de calcio al 0,02% p/v
y el fermento a un nivel de 10°® UFC/mL (segin disefio descripto: St o St+Lh).
Posteriormente, se adiciono6 el coagulante segtn el disefio experimental (H o D). La leche
se dejo coagulando en reposo a 37°C, y cuando la cuajada alcanz6 la firmeza adecuada se
procedio a realizar el corte y reduccion de los granos de cuajada a un tamafio similar al
del maiz. Luego se increment6 la temperatura hasta llegar a los 45°C, y una vez alcanzada
la humedad de grano deseada, la cuajada se molded y los quesos se acidificaron en camara
a 45°C hasta un pH de 5,3. Los quesos fueron salados por inmersion en salmuera (23%
p/v, 4°C) segun el disefio mencionado para obtener los tres tipos de quesos (SN, SR y
SS). Los quesos se orearon a 8°C durante 5 dias, se pintaron y luego se envasaron al vacio
para posteriormente ser madurados durante 60 dias a 8°C, luego de lo cual fueron
muestreados y analizados.

2-3. Analisis de los quesos

2-3-1 Composicion global, pH, contenido de cenizas, calcio y sodio

La composicion global (humedad, materia grasa y proteinas) y el pH se analizaron
mediante métodos normalizados: solidos totales (ISO 5534|IDF 004:2004), grasa (ISO
3433|IDF 222:2008), proteinas (ISO 8968-1/IDF 20-1:2011) y pH (Bradley y col., 1993).
Se determino el contenido de cenizas luego de la calcinacion de la muestra de queso en

mufla a 500°C. La concentracion de sodio se determind utilizando el electrodo ROSS®



Sodium Ion Selective Electrode y el contenido de calcio se evalué empleando el electrodo
ion selectivo Orion 9720BNWP (Thermo Scientific, USA).

2-3-2 Recuentos microbiologicos

Se realizaron recuentos en APC-leche y MRS agar pH 5,4 (37°C, 48h, en condiciones
microaerofilicas) para el recuento de las bacterias lacticas totales y el recuento de L.
helveticus del fermento 2, respectivamente; el recuento en MRS agar pH 5,4 en los quesos
con el fermento 1 representa principalmente las bacterias lacticas no provenientes del
fermento (NSLAB). El nivel de bacterias coliformes fue analizado en VRBL (agar violeta
rojo bilis lactosa, 32°C, 24h). El nivel de mohos y levaduras se evalué en agar YGC (agar
Cloranfenicol Glucosa, 28°C, 7 dias). Finalmente, el nivel de Enterococcus se evalud en
agar BEA (Agar bilis esculina, 37°C, 48h).

2-3-3 Carbohidratos y acidos organicos

Los niveles de azlicares y acidos orgédnicos fueron analizados por HPLC segtn Peralta y
col. (2017).

2-3-4 Evaluacion de la protedlisis

El seguimiento de la proteodlisis se realizé mediante el andlisis del nivel de nitrogeno en
la fraccion soluble a pH 4,6 (que en funcidn de la proteina total permite obtener el grado
de maduracion) y de los perfiles peptidicos mediante HPLC de fase reversa (Hynes y col.,
2003).

2-5. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante ANOVA multifactorial con factores fijos (p=0,05)
para determinar la influencia del factor de nivel de salado, el tipo de coagulante y
fermento empleado en los parametros evaluados. Las diferencias entre medias se
determinaron mediante el test de Tukey. Para el andlisis estadistico se utilizo el software

de dominio publico R.

3-Resultados y discusion
3-1. Composicion global, pH, contenido de cenizas, calcio y sodio
Los pesos de los quesos y los resultados del contenido de humedad, grasa y proteina son
mostrados en la Tabla 2 y Fig. 1, respectivamente. Se observaron diferencias
significativas en el peso de los quesos segin el nivel de salado (SS>SN), segun el

fermento (2>1) y la interaccion del coagulante con el fermento (2D>2H-1H>1D).

Tabla 2. Pesos de los quesos semiduros elaborados luego de 60 dias de maduracion.



Queso Peso (g) Queso Peso (g)

1SNH 1146 +1,2 1SND 117,0 £ 3,2
1SRH 116,015 1SRD 1158+ 3,1
1SSH 1156 +2,0 1SSD 119,8 £ 0,8
2SNH 1109+1,6 2SND 1199+ 1,6
2SRH 113,8+1,7 2SRD 121,0+ 1,3
2SSH 114,0 £ 0,7 25SD 120,9+0,8

Los valores de humedad (p<0,05) presentaron diferencias significativas debido al factor
salado (SS>SR>SN) y al fermento (2>1). La materia grasa presentd diferencias
significativas por el coagulante (H>D) y por la interaccién entre el fermento y el
coagulante (2H>1D-1H>2D). En el caso de la proteina, las diferencias fueron por el
fermento (1>2) y por la interaccion entre el fermento y el coagulante (1D>2H; 1H>2D;

1D>2D).
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Fig. 1. Composicion promedio de los quesos elaborados con diferente nivel de salado (SN, SR, SS), tipo
de coagulante (H: —; D: —) y fermento (1,2).

Por otro lado, los tres factores evaluados tuvieron un impacto significativo en el pH
(SN>SR>SS; D>H; 1>2); la interaccion entre el fermento y el nivel de salado también
fue significativa (1SN-1SR-1SS>2SN-S2R>2SS) (Fig. 2). El menor pH en los quesos SS
puede ser atribuido a una menor inhibicioén del crecimiento y actividad acidificante del
starter debido a la ausencia de salado. Por otro lado, la presencia de L. helveticus en el

fermento 2 condujo a una mayor acidificacion en los quesos.
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Fig.2. Valores de pH de los quesos con diferente nivel de salado (SN, SR, SS), tipo de coagulante (H, D) y

fermento (1, 2).

En cuanto al nivel de sodio en los quesos, tal como se esperaba, fueron dependientes del
tiempo de salado (SN>SR>SS) (Tabla 3). En el mismo sentido se observd que el
porcentaje de cenizas fue diferente segtin el nivel de salado (SN>SR>SS) y también segin

el fermento empleado (1>2), con influencia por la interaccion entre el coagulante y el

Fermento 2

Coagulante H
Coagulante D

fermento (1D>2D). En el caso del calcio, no hubo diferencias significativas.

Tabla 3. Contenido de cenizas, sodio y calcio en los quesos semiduros con diferente nivel de salado, tipo

de coagulante y fermento.

Queso Cenizas (%) Sodio (%) Calcio (%0)
1SNH 3,83+0,04 0,66 £ 0,05 1,79+0,75
1SRH 3,45+0,16 0,50+0,01 1,42 £0,14
1SSH 2,48 £ 0,06 0,05+0,01 1,48 £0,12
2SNH 3,87 £0,07 0,70 £ 0,02 1,12+ 0,05
2SRH 3,72+0,25 0,59 £ 0,05 1,05+ 0,03
2SSH 2,49 £ 0,02 0,05+ 0,00 1,02 +0,01
1SND 3,85+£0,22 0,68 £ 0,06 1,15+0,78
1SRD 3,52+0,16 0,52 £ 0,04 1,16 + 0,57
1SSD 2,43+0,04 0,07 +£0,01 1,49 + 0,06
2SND 3,63+0,06 0,71+ 0,07 1,03+0,13
2SRD 3,33+0,25 0,50 £ 0,06 1,05+ 0,07
2SSD 2,45+ 0,07 0,07+£0,01 1,12 +0,26

3-2. Recuentos microbiolégicos

Los recuentos microbiologicos en APC (Fig.3) presentaron diferencias significativas en

cuanto a la interaccion del coagulante y el fermento (1H>1D-2H). Los recuentos en MRS



acidificado mostraron diferencias segun el fermento empleado, lo que era l6gico debido
a que en este medio crece L. helveticus que fue adicionado como parte del fermento
primario en los quesos con el fermento 2. En los quesos con el fermento 1, los recuentos
en este medio representan NSLAB. En cuanto a los niveles de enterococos, coliformes,
hongos y levaduras fueron en todos los quesos inferiores a 2e log UFC/g. Cabe destacar
que los analisis microbioldgicos fueron realizados a los 60 dias de maduracion, tiempo
recomendado para madurar quesos sin pasteurizacion. El bajo pH en los tres tipos de
quesos y el proceso de maduracion son claves para controlar los microorganismos
contaminantes.
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Fig.3. Recuentos microbioldgicos en APC y MRS acidificado pH=5,4 para los quesos con diferente nivel
de salado (SN, SR, SS), tipo de coagulante (H: — ; D: —) y fermento (1,2).

3-3. Carbohidratos y acidos organicos

Los niveles de los carbohidratos y dcidos organicos se muestran en la Fig. 4. El nivel de
salado tuvo un impacto significativo en el metabolismo de la lactosa (SS <SR - SN), del
acido citrico y del acido orotico (en ambos casos fue menor para SS respecto a SN). El
nivel de lactosa también dependio del fermento y el de 4cido citrico dependio también del
coagulante. Por otro lado, era esperable que el nivel de salado influya en la concentracién
de 4cido lactico ya que la sal frena la actividad acidificante del fermento, pero el nivel de
este acido solo fue influenciado por el coagulante. Respecto al 4cido hipurico, fue
consumido casi totalmente en los quesos con el fermento 2, lo que refleja la capacidad de
L. helveticus de metabolizarlo. Por otro lado, el 4cido acético no mostro diferencias entre
los quesos elaborados, mientras que la galactosa fue influenciada por el coagulante

utilizado, y la interaccion triple de los factores.
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Fig.4. Niveles de carbohidratos y acidos organicos en los quesos con diferente nivel de salado (SN, SR,
SS), tipo de coagulante (H; D) y fermento (1,2)

3-4. Proteolisis

Los coagulantes se utilizaron en una dosis equivalente (34 IMCU/L leche), de tal modo
de obtener tiempos de coagulacion similares. Mas alla de esto, se observé que este factor
fue el que tuvo la mayor influencia en el grado de maduracion de los quesos (Fig.5); los
niveles fueron mayores para los quesos con el coagulante D. Se observd ademas una
interaccion significativa (p<0,05) entre el fermento y el nivel de salado. Los quesos SS
presentaron un valor promedio superior en cuando se uso el F1. En este mismo sentido,
también se presentaron diferencias en los perfiles peptidicos (Fig. 6) principalmente
segun el tipo de coagulante observandose en general una mayor altura de la mayoria de
los picos en los quesos con el coagulante D. Sin embargo, también hubo diferencias en

algunos picos segun el nivel de salado y el fermento empleado.

16 Fermento 1 Fermento 2
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Fig.5. Grado de maduracion de los quesos con diferente nivel de salado (SN, SR, SS), coagulante (H; D) y
fermento (1;2).
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Fig.6. Perfiles peptidicos de los quesos con diferente nivel de salado (SN, SR, SS), coagulante (H; D) y

fermento (1;2). Los picos sefialados con flechas rojas (¥ ) fueron los mas afectados por los factores

estudiados.

4. Conclusiones
En este trabajo se reporta la influencia del tiempo de salado, coagulante y fermento en la
composicion, recuentos microbianos y perfil de maduracion de queso semiduro tipo
Pategras. Los diferentes niveles de los tres factores estudiados generaron cambios en los
parametros analizados; en particular, se observd que algunos cambios producidos por la
reduccion de sal dependieron principalmente del fermento empleado. De esta manera,
para obtener un perfil de maduracion deseado y estable en queso Pategras con menor

contenido de sodio se puede seleccionar el fermento mas adecuado. Asimismo, se



demostrd que es posible elaborar quesos sin sal y con bajos niveles de microorganismos
contaminantes; si bien la sal ejerce control microbiano, otros pardmetros también son
importantes como la calidad microbiolégica de la leche, las contaminaciones y la

actividad del fermento.
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