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DESEMPENO DE UN FERMENTO ADJUNTO DE LACTOBACILLUS PARACASEI90
EN CONDICIONES DE CORTE DE CADENA DE FRIO EN QUESO CREMOSO

Peralta, G."; Bergamini, C.'; Costabel, L, Audero, G.°; Perotti M.C."; Hynes, E.’

'Instituto de Lactologia Industrial, UNL/CONICET. Santiago del Estero 2829. 3000 Santa Fe, Argentina.
INTA EEA Rafaela. Ruta 34 km 227. Rafaela, Santa Fe, Argentina
ehynes@fiq.unl.edu.ar

RESUMEN

Los cortes en la cadena de frio pueden conducir a la aparicion de defectos en queso Cremoso,
principalmente por desarrollo de bacterias no fermento o sobreacidificacion. La incorporacién de cultivos
adjuntos es una de las estrategias utilizadas para controlar la microflora adventicia y mejorar la calidad
de los quesos; sin embargo, no hay estudios que evalten la efectividad de estos cultivos en condiciones
de cortes de la cadena de frio. El objetivo del presente trabajo fue estudiar si, Lactobacillus paracasei 90
(Lp90), un fermento que en estudios previos mostré un impacto favorable en quesos madurados en
condiciones 6ptimas de salado y enfriamiento, cumplia un desempefio aceptable en condiciones de corte
de cadena de frio. Se elaboraron quesos con Lp90 (E) y quesos control (C), que se sometieron a: 1-
salado/enfriamiento inmediato y maduracién a 4°C (N), 2- demora en el salado/enfriamiento (2h/25°C) y
maduracion a 4°C (S), 3- salado/enfriamiento inmediato y corte en la cadena de frio (durante 7d a 12°C)
luego de 21d de maduracién a 4°C (M). De esta manera, se obtuvieron seis tipos de queso, los que se
rotularon con letras que indican la adicion o no del adjunto (E y C) y las condiciones de la cadena de frio
(N, Sy M). Los cortes en la cadena de frio causaron disminucion de pH en todos los quesos S y M; ademas,
la demora en el salado provocé una disminucién en el contenido de humedad. El fermento primario se
mantuvo en todos los casos por encima de 9 logUFC/g y el nivel de NSLAB en los quesos control no superé
3 logUFC/g. En los quesos con adjunto, Lp90 alcanzé 8 logUFC/g a los 6d, mientras que a 28 y 60d el
recuento fue mayor en los quesos sometidos a cortes de cadena de frio: EM>ES>EN. Los coliformes fueron
en general mas numerosos en los quesos M (28 y 60d); el adjunto no fue capaz de inhibir las bacterias
coliformes en los casos de corte, ya que los mismos persistieron en algunos de los quesos Sy M a los 60d,
independientemente si tenian o no Lp90, aunque los resultados fueron muy variables. El recuento de
hongosy levaduras fue mayor en los quesos M y menores en los S; los quesos E tuvieron menores niveles
que los C. La lactosa disminuyé durante la maduracién y, en general, los valores fueron menores en los
guesos Sy M; ademas, los quesos E presentaron mayores niveles que los quesos Ca los 60d. La galactosa
disminuy6 por la incorporacion de Lp90, siendo mayor este efecto en el siguiente orden EM>ES>EN; estos
guesos (principalmente el EM) tuvieron mayores niveles de acido lactico y menor pH en comparacion a
los quesos control. En este estudio comprobamos que los cortes en la cadena de frio afectan la
fermentacion de la lactosa y la calidad microbiolégica de los quesos. Asimismo, Lp90 controlé la
concentracion de galactosa, pero esto derivo en una mayor acidificacion. El adjunto no provocé defectos
en los quesos con corte de cadena de frio.

PALABRAS CLAVE: queso cremoso, fermento adjunto, maduracién, cortes de cadena de frio.
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INTRODUCCION

La calidad de los productos que necesitan refrigeracion estad fuertemente condicionada por la
integridad de la cadena de frio, la cual debe preservarse desde la produccién hasta el consumo final, ya
gue detiene o reduce la velocidad de la mayoria de los procesos microbioldgicos, bioquimicos y fisicos
gue podrian alterar un alimento (Montanari, 2008, Mercier et al., 2017, James y James, 2010). Sin
embargo, es frecuente que la cadena de frio se vea interrumpida debido a fallas en el control durante
la elaboracién, distribucion o comercializacion del producto (James y James 2010, Zheng et al., 2016).

El queso, en particular, es un alimento que algunos autores consideran “vivo”, y otros han
descripto como un biorreactor, ya que contiene microorganismos y enzimas activos que provocan
cambios de gran importancia a lo largo de la maduracién, fuertemente dependientes de la temperatura.
De esta manera, en los quesos de mayor humedad, que requieren refrigeracion, las alteraciones en la
cadena de frio favorecen el crecimiento o la supervivencia de microorganismos, entre ellos las bacterias
lacticas — aportadas por el fermento o las bacterias no fermento, denominadas NSLAB por sus siglas en
inglés (Non Starter Lactic Acid Bacteria). En la Argentina, un defecto frecuente en quesos tipo Cremoso
y Barra es la formacion no deseada de aberturas y ojos. Se manifiesta en la semana 3 o 4 de maduracién,
y ha sido asociado a la presencia de NSLAB con capacidad de producir gas a partir de fuentes
hidrocarbonadas (lactosa, galactosa, citrato). Otro posible defecto debido a bacterias lacticas es la
sobreacidificacién, determinada por la produccion excesiva de acido lactico que es favorecida a una
mayor temperatura.

El uso de cultivos adjuntos es una de las estrategias utilizadas para mitigar los efectos adversos
de las NSLAB, ya sea por inhibicién directa o por competencia por los nutrientes disponibles para su
crecimiento, con vistas a una mejora y estabilizacidon de la calidad de quesos (Settanni y Moschetti, 2010,
Peralta et al., 2017). Varias cepas de fermentos adjuntos se han descripto en la literatura (Milesi et al.,
2010, Sttanni ey Moschetti, 2010, Peralta et al., 2016) y se comercializan actualmente. Sin embargo, no
se conoce si este auxiliar tecnolégico es suficientemente robusto como para mantener su efectividad en
condiciones de pérdida de la refrigeracién o si, por el contrario, puede inducir a efectos
contraproducentes.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del fermento adjunto Lactobacillus paracasei 90
(Lp90), en quesos cremosos sometidos a condiciones de corte de cadena de frio.

MATERIALES Y METODOS
Cepa utilizada y obtencion del fermento deshidratado

La cepa Lactobacillus paracasei 90 (Lp90) es de origen NSLAB y pertenece a la coleccién del
INLAIN. En el presente trabajo se utilizé un fermento deshidratado de Lp90, obtenido en un secador
spray de laboratorio (Blichi B-290, Suiza), de acuerdo a lo descripto por Peralta et al. (2017).

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con tres repeticiones y arreglo factorial
de los tratamientos. Se estudiaron dos factores: 1-fermento adjunto y 2-cadena de frio. El factor 1 fue
estudiado a dos niveles: i) sin adjunto: quesos control (C), y ii) con adjunto: quesos experimentales (E),
mientras que el factor 2 fue estudiado a tres niveles: i) salado y maduracién normal a 4°C (N), ii) demora
en el salado/enfriamiento (2h/25°C) y maduracion normal a 4°C (S), y iii) salado normal y corte de la
cadena de frio durante la maduracién (durante 7d a 12°C) luego de 21d de maduracién a 4°C (M). El
disefio condujo a un total de seis tratamientos.
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Elaboracion de los quesos

En cada elaboracion, se partié de un volumen de 150 L de leche cruda, la cual fue estandarizada
(relacion grasa/proteina=1), pasteurizada (72°C — 15s) y enfriada a 38°C. Luego, se adicioné cloruro de
calcio y el fermento: St. thermophilus (St) (STI 12, Chr. Hansen) en los quesos controles (C) y St + Lp90 en
los quesos experimentales (E). El fermento de Lp90 se resuspendié en 100 ml de la leche de elaboracién
y se preincubd 1h a 37°C antes de su incorporacién a la tina. Después de 20 min de la inoculacion, se
adicion6 el coagulante (ChyMax, Chr. Hansen) a razén de 50 ml/100l de leche e inmediatamente se
introdujo un coagulémetro (INRA, Pignat, Francia) para determinar objetivamente el tiempo de
coagulacién. El codgulo fue cortado, desuerado, y finalmente la cuajada fue colocada en moldes
microperforados y posteriomente incubadas a 38-39 °C para la acidificacion hasta pH 5,2; durante este
proceso, los quesos fueron volteados 2 veces. Una vez que los quesos (Cy E) llegaron a un pH de 5,2, se
sometieron a las tres diferentes condiciones de la cadena de frio de acuerdo a lo descripto en el item 2.2.
Los seis quesos obtenidos se rotularon con letras que indican la adicién o no del adjunto (Ey C) y las
condiciones de la cadena de frio (N, Sy M).

Determinaciones analiticas

El contenido de proteinas (FIL-IDF, 1993a), grasa (FIL-IDF, 1997) y sal de los quesos fue
determinado a los 28 dias de maduracién, mientras que la humedad (FIL-IDF, 1982) y el pH (Bradley et
al., 1993) se analizaron a los 6, 28 y 60 dias de maduracion, al igual que los recuentos microbioldgicos. El
recuento de Lp90 se realizé en MRS agar (Biokar), luego de 48 h de incubacién a 37°C en microaerofilia,
mientras que el recuento de St se realizé en APC-Leche, luego de 48 h de incubacién a 37°C. Los recuentos
de coliformes y hongos y levaduras se realizaron en los medios VRBL Agar (Biokar, Francia) y
Cloramfenicol Glucosa Agar (Biokar, Francia), respectivamente.

El contenido de azucares y acidos organicos se determiné mediante una metodologia de HPLC
con una columna Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos),
usando un detector UV-Vis a 210 nm para la deteccién de los acidos y un detector IR para los azUcares
(Peralta et al., 2017).

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA (a= 0,05) de dos vias y la hipdtesis de interaccion
se tested a través de contrastes. En este sentido, se comparoé el efecto del F1 (adjunto) para cada uno de
los niveles del F2 (cadena de frio). Para todos los analisis estadisticos se utilizé el programa Infostat
(2017).

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion global

En la Tabla 1 se presentan la composicién global de los quesos a los 28 d de maduracion, y la
significancia de los factores evaluados (F1: adjunto, F2: cadena de frio) y sus interacciones.
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Tabla 1. Composicion global de los quesos (media+SD) y significancia de los factores principales: adjunto
(F1) y cadena de frio (F2), y de sus interacciones a los 28d de maduracion.

Significancia F1 F2
Variable
F1 F2 F1XF2 C E N S M

Humedad NS * NS 50,17+1,38 50,86+1,38 51,67+1,37° 48,82+1,37° 51,06%1,37°
Grasa BS NS NS NS 43,06+1,95 45,01+1,95 43,67+1,93 43,97+1,93 44,44+1,93

Proteina BS NS NS NS 38,33+2,58 38,68+2,58 38,15+2,57 39,60+2,57 37,76+2,57
Nacl * NS NS 1,64+0,12° 1,83+0,12° 1,70+0,13 1,74+0,13 1,76+0,13

*Indica efecto significativo (P<0,05). NS: indica diferencia no significativa.
a,b Los promedios dentro de la misma fila con letras diferentes resultaron estadisticamente diferentes.

Los quesos cumplieron los pardmetros legales para la denominacién de queso Cremoso (Coédigo
Alimentario Argentino, 2006). Se encontraron algunos cambios en la composicién global segun los
tratamientos, que si bien fueron de poca magnitud, en algunos casos resultaron estadisticamente
significativos (p<0,05). De esta manera, el contenido de humedad fue afectado por el F2: los quesos S
tuvieron menor humedad que los quesos N y M, lo que puede atribuirse a la pérdida de agua de la horma
por evaporacion, al exponerse a condiciones de temperatura ambiente antes de llevarse a salmuera. El
contenido de sal fue levemente menor en los quesos C que en los E. El nivel de proteinas y grasa no fue
afectado por ninguno de los factores estudiados.

Recuentos microbioldgicos y pH

En todos tratamientos, el nivel del St se mantuvo por encima de 9 logUFC/g, observandose una
influencia significativa del corte de cadena de frio a los 6d: los quesos S mostraron mayores niveles de
St. Las NSLAB en los quesos C no superaron 3 logUFC/g. En todos los quesos E, Lp90 alcanzé 8 logUFC/g
a los 6 d, mientras que a 28 y 60d se observaron mayores valores (aprox. 0,2-0,3 log) en los quesos con
cortes en la cadena de frio, siendo significativa la diferencia sélo a los 60 dias (EM>ES>EN). El recuento
de coliformes fue muy variable; en general, los quesos M a los 28 y 60d tuvieron mayores niveles. Lp90
no fue capaz de inhibir los coliformes en los casos de corte, ya que los mismos persistieron en algunos
quesos Sy M a los 60d, independientemente si tenian o no Lp90. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas debido a los factores estudiados. El recuento de hongos y levaduras a los 60d recibié
influencias de ambos factores estudiados. Los valores fueron menores en los quesos que contenian Lp90,
mientras que las condiciones de exposicion a cortes de cadena de frio mostraron que los mayores niveles
eran para los quesos M y los menores para los S, con valores intermedios para N.

El pH mostré una interaccion significativa entre los factores estudiados a 28 y 60d. Se observd
gue los quesos E presentaron en todas las condiciones evaluadas de cadena de frio, valores de pH
menores (p<0,05) que los quesos C, con una diferencia mas marcada en los quesos M. Los resultados
obtenidos ponen en evidencia la importancia que tiene el mantenimiento de la cadena de frio en la post
acidificaciéon y en la calidad microbiolégica de los quesos.

Azdcares y 4cidos orgdnicos

El contenido de &cido citrico y orético fue similar en todos los quesos, mientras que los otros
compuestos evaluados (lactosa, galactosa y lactico) presentaron diferencias significativas (Tabla 2). El
nivel de lactosa disminuyé durante la maduracién y fue significativamente afectado por el corte de
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cadena de frio, siendo menores los valores en los quesos S en comparacién a los N, mientras que los M

tuvieron valores intermedios (28d) o similares a S (60d). A los 60d también hubo una influencia del

fermento adjunto: los niveles fueron mayores en los quesos con Lp90. Los niveles de galactosa a los 28 y

60d y 4acido lactico a los 28d presentaron diferencias significativas por los factores estudiados

observandose interaccion entre ellos. Analizando estas interacciones, se detecté que la incorporacion de

Lp90 produjo una disminucién significativa de galactosa, siendo mayor esta influencia en los quesos que

presentaron cortes en la cadena de frio (S y M); la concentracidon de galactosa fue EM>ES>EN. Ademas,

los quesos E presentaron niveles significativamente mayores de lactico (p<0,05) en comparacién a los C,

Unicamente en los quesos M. A los 60 d solamente hubo un efecto del adjunto en el 4cido lactico: los

niveles fueron mayores en los quesos E. Los valores de pH, galactosa y acido lactico se presentan en la
Figura 1y la significancia estadistica para estas variables y la lactosa, se muestran en la Tabla 2.
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Figura 1. Valores de pH y concentracion (mg/100 g queso) de galactosa y dcido lactico a 6, 28 y 60 dias
de maduracion en todos los quesos.

Tabla 2. Significancia de los efectos principales: adjunto (F1) y cadena de frio (F2) y sus interacciones, en
el pH, y niveles de lactosa, galactosa y acido lactico, a 6, 28 y 60 dias de maduracion.

Variable Lactosa Galactosa Acido lactico pH
Tiempo (d) 6 28 60 6 28 60 6 28 60 6 28 60
F1 NS NS % NS * * NS * * NS * *
Significancia F2 * * * NS = * NS * NS NS * %
F1*F2 NS NS NS NS * * NS * NS NS  * *

*Indica efecto significativo (P<0,05), NS: indica diferencia no significativa.

Estos resultados indican que si no se enfria inmediatamente la horma por salado al finalizar la
elaboracion, o si se producen cortes de frio durante la maduracion, el fermento de S. thermophilus
continua o reinicia la fermentacién de la lactosa. Si ademas se ha agregado un fermento adjunto, como



