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Introducción

1.1. Evolución de la producción de leche en la Argentina

Una de las principales producciones agropecuarias en la Argentina es la lechería.

En la última década una fuerte reconversión tecnológica tanto en el área industrial 

como en la producción primaria ha permitido al sector alcanzar niveles de calidad y 

eficiencia que lo posicionan en condiciones de competitividad internacional (CIL, 2009).

Además, los cambios y transformaciones que han tenido lugar en estos años le 

permitieron al país incrementar considerablemente su productividad.

Esto puede apreciarse en función de que de los 40.000 tambos que existían en el 

año 1978 y que producían 5.056 millones de litros de leche por año, hoy se estima que la 

República Argentina cuenta con alrededor de 12.000 a 13.000 tambos que totalizaron una 

producción de 10.054 millones de litros de leche en el año 2009 [Secretaría de 

Agricultura, Ganadería, Pesca y Alimentación S.A.G.P. y A.)].

Actualmente, la leche y sus derivados ocupan un lugar de importancia entre los 

productos alimenticios naturales, con un consumo creciente (Mastellone, 2000) de los 

alimentos industrialmente procesados.

Uno de los rasgos característicos en la evolución histórica del sector lechero 

argentino ha sido un acentuado comportamiento cíclico. Los modelos de producción, 

patrones de consumo, la evolución de la demanda y el funcionamiento de los mercados 

externos, fuertemente subsidiados, dieron lugar a una producción caracterizada por la 

combinación de dos ciclos, un ciclo anual estacional y otro plurianual (Gutman et al.,

2003).

En la Fig. 1.1 se puede apreciar la evolución de la producción de leche entrada a 

fábrica en la República Argentina durante el período comprendido entre 1970 y 2009.

Los períodos de expansión fueron seguidos por períodos de estancamiento, con un 

nivel de producción de 4.200 millones de litros desde 1950 hasta 1970 (James, 1997), 

seguido de un período recesivo que luego dio lugar a una nueva expansión a partir de 

1982 que alcanzó a producir 6.200 millones en el año 1986.

Las exportaciones fueron esporádicas, poco significativas en relación al volumen 

producido y vinculadas a los excedentes de la producción sobre (a demanda interna. 

Durante los años 1987 y 1988 se produjo un aumento en las exportaciones debido
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justamente a la disminución del consumo interno por la crisis económica que atravesaba 

el país en esos años.

La evolución cíclica se atenuó durante la década de los 90. En un contexto de 

desregulación y apertura de la economía se registró un aumento en la producción a lo 

largo de ocho años consecutivos, hasta un récord de 10.329 millones de litros en 1999, 

sustentado en el incremento del consumo interno y las exportaciones que dio lugar a un 

crecimiento sostenido en la producción primaria e industrial (Gutman etal., 2003). El plan 

real en Brasil provocó una expansión en la demanda de productos lácteos que contribuyó 

a estimular el mercado Argentino con producción alta y sostenida (Parellada y Schilder, 

1999).

Además se produjeron cambios en la coyuntura internacional de la lechería. A partir 

de 1995 los países más importantes en consumo y producción de leche (países de la 

Unión Europea) tomaron medidas conducentes a limitar su producción. Esta restricción 

fue eliminando gradualmente los subsidios y liberando, consecuentemente, el mercado 

internacional (James, 1996) con una notable suba en los precios que también favoreció a 

la producción argentina.

En 1995 se produjeron 8.500 millones de litros de leche que provinieron de unos 

23.000 tambos, lo que implica una expansión en la producción del 300 %  respecto a la 

década del 70 (Zalazar, 1998; CIL, 1999; CIL, 2002).

El desarrollo histórico de la lechería argentina, sustentado en sus orígenes en un 

sistema pastoril, fue cambiando, sobre todo en los noventa, hacia otro semi-pastoril, con 

genética importada, aumento en el número de vacas de ordeñe por hectárea y la 

aparición de mega-tambos (Gutman et al.f 2003).

A fines de los años noventa la expansión productiva llegó a su límite, como 

consecuencia de la crisis económica el mercado interno se contrajo al igual que la 

demanda externa. En el 2000 se produce una caída en la producción debida a condiciones 

climáticas adversas, a la que se sumaron la baja de precios y los factores antes 

mencionados (CIL, 2000).

Estos procesos reinstalaron el comportamiento cíclico, el sector lechero atravesó un 

período recesivo con fuertes caídas en la producción, cierre de tambos y expulsión de
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pequeñas empresas. En el año 2002, según las estimaciones oficiales, la producción 

registró un descenso récord del 14,4 %, lo que implica un volumen de 8.111 millones de 

litros de leche producida en dicho año (CIL, 2003).

El declive en el número de explotaciones y existencias ganaderas fue marcado, El 

cierre de las explotaciones afectó a los productores más pequeños y por ello el promedio 

de vacas por tambo ascendió ligeramente. El número de tambos estimados para el año 

2002 fue de 15.000 y  el número de vacas por tambo de 117. El nuevo contexto 

económico afectó a la producción, debido ai incremento en los insumos, que en muchos 

casos estaban relacionados directamente con el valor del dólar, y a la falta de ajuste en el 

precio y en los plazos de pago de la leche. Las consecuencias se manifestaron en que 

algunos productores no pudieron mantenerse en el negocio e incluso muchos debieron 

abandonar totalmente la producción (CIL, 2003).

La estructura del sector primario fue concentrándose a lo largo de los años, con una 

disminución en el número de tambos y un aumento en la escala productiva. El total de 

tambos en actividad, que ya había sufrido una disminución de casi un 50 %  entre 1988 y 

2000, tuvo una fuerte contracción adicional los años subsiguientes. La menor cantidad de 

explotaciones tamberas fue acompañada de un mayor tamaño de explotaciones, 

aumentos en la productividad e importantes mejoras en los patrones tecnológicos 

incorporados (Gutman et al., 2003)

Las modificaciones macroeconómicas y regulatorias implementadas desde fines del

2001 introdujeron cambios significativos para la actividad en su conjunto. La devaluación 

de la moneda protegió a los mercados internos de las exportaciones pero a su vez el 

nuevo tipo de cambio promovió mayores colocaciones externas de productos lácteos con 

el consecuente incremento en los precios internos. Como consecuencia de la crisis y este 

aumento de precios el consumo interno también decreció marcadamente en los años

2002 y 2003 (CIL, 2003).
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A partir del año 2004 comienza un nuevo período de crecimiento en la producción 

acompañado a partir del 2005 de un paulatino incremento en el consumo interno hasta el 

año 2009, alcanzando en este último año, una producción de 10.054 millones de litros de 

leche (S.A.G.P. y A.). Sin embargo, el número de tambos continuó disminuyendo, hoy se 

estima que existen entre de 13.000 y 12.000 explotaciones (Gutman et al., 2003; Schaller, 

2010) .

Evolución de la producción de leche entrada a fábrica

Figura 1.1 Evolución de la producción de leche entrada a fábrica en la República 
Argentina

1.2. Características de la producción lechera. Elaboración y consumo de quesos en 

Argentina

En la actualidad la Industria Láctea Nacional está conformada por grandes y  

medianas empresas de capital nacional, grandes empresas multinacionales y numerosas 

pymes. Si se compara a la Argentina con otros países de reconocida tradición lechera, 

nuestro país se caracteriza por tener una gran proporción de empresas lácteas 

(www.quesosargentinos.gov.ar; CiL, 2003).
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Los productos lácteos absorben entre el 75 y el 77 %  de la producción de leche: 

quesos, leche en polvo, yogures, dulce de leche, manteca, crema, postres. El principal 

destino industrial de la leche en los últimos años en Argentina lo constituye la elaboración 

de quesos (S.A.6.P. y A.).

Según las últimas estadísticas de la S.A.G.P. y A., en el año 2009 el 41,28 % de la 

producción de leche de los tambos se destinó a la actividad quesera, el 18,20 %  a la 

elaboración de leche en polvo, el 18,05 % a leche fluida, pasteurizada y  esterilizada, y  el 

15,03 % restante a otros subproductos.

Algunas industrias lácteas, las de mayor envergadura, han adquirido y desarrollado 

innovaciones tecnológicas que las posicionan, en niveles cercanos a las que poseen las 

mejores prácticas internacionales.

Existen fuertes disparidades técnicas, económicas, productivas y organizativas en 

esta industria. La elaboración de quesos está presente en mayor o en menor medida en 

casi todos los establecimientos industriales. Las firmas más pequeñas se dedican casi 

exclusivamente a la elaboración de quesos, sobre todo los de pasta blanda, debido al 

elevado costo financiero que implica el estacionamiento de los quesos de larga 

maduración. En las grandes empresas se observa una mayor diversificación de la 

producción, pero la elaboración de quesos mantiene una posición destacabie, alcanzando 

aproximadamente el 30 %  del total, siendo más importantes la manufactura de quesos de 

pasta semidura y dura.

Según los últimos datos disponibles en la Organización de las Naciones Unidas para 

la Agricultura y  la Alimentación (FAO), la Argentina ocupó el 17° lugar del ranking mundial 

en la producción de leche de vaca. Pero más destacado es su rol a nivel de producto final, 

ocupando el 9 ° lugar como productor de quesos y el 11° como productor de leches en 

polvo (4o en leches enteras) (Schaller, 2010). Dentro del continente americano Argentina 

y Brasil presentan una elevada producción de quesos que ha ido en aumento durante los 

últimos años.

En la Fig. 1.2 se presenta la evolución de la producción de queso desde 1989 hasta 

2009. Durante la década del 90 la elaboración de quesos fue aumentando paulatinamente 

alcanzando las 454.429 toneladas en el año 1999. Posteriormente, la manufactura fue
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disminuyendo año a año durante el período 2000-2003, como consecuencia de la crisis 

que atravesó el sector lechero que se iniciara afines del 1998 (CIL, 2003). Sin embargo, en 

tos últimos seis años la producción de quesos se recuperó rápidamente alcanzando un 

volumen de producción de 508.069 toneladas este último año (S.A.G.P. y A.).

Figura 1.2 Evolución de la producción de quesos en la República Argentina

Teniendo en cuenta las distintas variedades de quesos elaborados en la Argentina 

(blandos, semiduros y duros), los de tipo blando tuvieron un marcado incremento 

(fig.1.3) en su producción (120 %) en (os últimos veinte años, a pesar de haberse visto 

afectada la industria lechera por la crisis económica del año 2001.

Las otras variantes de quesos, pasta semidura y  dura, también presentaron 

incrementos en la producción aunque éstos fueron más paulatinos.
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— ♦ — Queso Pasta Dura -• -Q u e s o  Pasta Semidura Queso Pasta Blanda

Figura 13  Producción de quesos en Argentina de acuerdo con su consistencia

La Argentina exhibe una afta tradición en ef consumo de productos lácteos y su 

ingesta por habitante es comparable con la de los países desarrollados. La evolución del 

consumo interno por habitante, a pesar de haber sufrido depleciones debidas a las 

contracciones económicas entre los años 2001 y 2003, ha ido aumentando 

paulatinamente desde 1990 y ha evidenciado un interesante incremento en los últimos 

años.

Los quesos han sido uno de los productos que más prosperaron su demanda 

alcanzando en el ano 2009 un consumo de 12,57 kg (S.A.G.P. y A.) por ano y  por 

habitante. Estos valores son comparables con el consumo en países como Estados Unidos 

(14,9 kg) y Australia (10,4kg) aunque inferior al consumo de países tradicionalmente 

queseros como Francia (23,6 kg) e Italia (24 kg),

1.3. Las exportaciones argentinas de productos lácteos

Las inversiones realizadas en las industrias lácteas están llevando a la Argentina a 

ocupar un lugar importante en los mercados mundiales de exportación, particularmente 

en el sector de las leches enteras en polvo, pero también, y cada vez en forma más 

pronunciada, en el fragmento quesos. Actualmente nuestro país vende al exterior
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alrededor del 20 % de su producción doméstica, con volúmenes que alcanzaron en el 

2009 casi las 310.000 toneladas. Entre los productos destacados, el 54 % corresponde a 

leche en polvo, el 15,4 % a quesos, y el 12 %  a sueros y subproductos relacionados 

(S.A.G.P. y A.).

En el año 2007 según datos disponibles en la FAO, la Argentina fue el 4o exportador 

de leche entera en polvo y el 19° proveedor de quesos. El último año se colocaron 

productos lácteos en 108 países: Brasil, Argelia y Venezuela concentraron el 47 %  del 

volumen total.

Entre los años 2000 y 2009 se incrementaron algunas categorías de alto valor 

agregado, entre ellas los quesos semiduros y se diversificaron los destinos de las 

exportaciones, su dimensión pasó {Schaller, 2010) de 67 en el año 2000 a 108 en la 

actualidad.

1.4. Quesos. Legislación. Clasificaciones

El Código Alimentario Argentino en su Artículo 605 (Res. Conj. SP y RS y SAGPA N° 

33/2006 y N° 563/2006) define al queso como "el producto fresco o madurado que se 

obtiene por separación parcial del suero de la leche o leche reconstituida (entera, parcial 

o totalmente descremada), o de sueros lácteos, coagulados por la acción física, del cuajo, 

de enzimas específicas, de bacterias específicas, de ácidos orgánicos, solos o combinados, 

todos de calidad apta para uso alimentario; con o sin el agregado de sustancias 

alimenticias y/o especias y/o condimentos, aditivos específicamente indicados, sustancias 

aromatizantes y  materiales colorantes".

Además especifica que "se entiende por Queso Fresco el que está listo para el 

consumo poco después de su fabricación" y  "por Queso Madurado el que ha 

experimentado los cambios bioquímicos y físicos necesarios y característicos de la 

variedad de queso".

Las características de cada queso son definidas por su tamaño, forma, peso, color y 

aspecto externo; su composición intrínseca en materia grasa, sal y extracto seco; y su 

manufactura, que involucra distintas combinaciones de leche, agente coagulante, 

microorganismos y sal.
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Los quesos se han clasificado de acuerdo con:

• el origen de la leche empleada (vaca, oveja, cabra, búfala),

• la forma de coagular la teche (con cuajo, sin cuajo),

• su consistencia (blandos, semiblandos, duros y extra duros),

• el proceso de manufactura o elaboración empleado y tratamiento del grano 

(pasta cruda y cocida),

• el tiempo de maduración (frescos, madurados),

• el tipo de microorganismos involucrados en su elaboración (sólo con 

bacterias, con bacterias y mohos, con mohos de crecimiento en la masa o en 

la superficie)

• país de origen y múltiples combinaciones de estos ítems.

El Reglamento Técnico General del Mercosur sobre Identidad y Calidad de quesos 

(GM C Res. N2 79/94) y el Artículo 605 del Código Alimentario Argentino aplican a todos 

los quesos característicos de cada variedad, excluyendo los quesos fundidos y procesados 

por ultra alta temperatura, sin impedir el establecimiento de denominaciones y requisitos 

más específicos, la siguiente clasificación:

De acuerdo con el contenido en materia grasa del extracto seco:

• 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 %.

Utilizando los Métodos de toma de muestra sugeridos por FIL 50 C: 1999.

De acuerdo con el contenido de humedad, en porcentaje, en:

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

humedad hasta 35,9 %.

• Quesos de mediana humedad (generalmente conocidos como de pasta 

semidura): humedad entre 36,0 y 45,9 %.

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

macíos): humedad entre 46,0 y 54,9 %.
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• Quesos de muy alta humedad (generalmente conocidos como de pasta muy 

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

• Los quesos de muy afta humedad se clasificarán a su vez de acuerdo con: sí 

han recibido o no, tratamiento térmico luego de la fermentación, en:

• Quesos de muy alta humedad tratados térmicamente.

• Quesos de muy alta humedad.

Método de toma de muestra: FIL 50 C: 1999.

1.5. La leche cruda como materia prima para la elaboración de quesos

En general los quesos se fabrican con leche de vaca, pero también existen distintas 

variedades que se elaboran a partir de leche proveniente de otras especies mamíferas. La 

leche de oveja se emplea para la elaboración de muchas variedades de quesos en Europa 

(Italia, Grecia, Portugal), como el queso Roquefort elaborado en Francia.

Independientemente de la variedad que se trate, la leche empleada en la 

elaboración debe ser de óptima calidad. En general, se entiende por calidad de la leche 

cruda al conjunto de características que determinan su grado de idoneidad para los fines 

previstos de tratamiento y empleo (Cersovsky et al., 1982). Particularmente, la calidad de 

leche para quesería puede definirse como su aptitud para dar un buen queso en las 

condiciones características de trabajo y con un rendimiento satisfactorio. La misma se 

considera como la suma de dos atributos: el microbiológico y el químico. La calidad 

química implica la ausencia de sustancias extrañas o inhibitorias, la aptitud de la leche 

para ser coagulada y la composición (Tornadíjo et al., 1998). Los contaminantes químicos 

de importancia particular en tecnología quesera son los antibióticos y pesticidas, los 

primeros tienen repercusiones substancíales dado que pueden inhibir eí desarrollo de los 

cultivos iniciadores con la consecuente alteración del producto final y pérdida de las 

características organolépticas satisfactorias.

Además la leche cruda debe ser de buena calidad microbiológica. Microorganismos 

patógenos pueden estar presentes en la leche cruda para elaboración de quesos, los 

mismos pueden derivarse de ubres infectadas (mastíticas), por este motivo es esencial la 

higiene sanitaria del rodeo para que la leche proceda de animales sanos. A lo anterior,
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debe sumarse la contaminación producida durante el manejo en el ordeñe, transporte de 

esta materia prima y elaboración de los quesos (Magariños, 2001). La contaminación de la 

leche puede provocar alteración del producto final, fundamentalmente debida a 

reacciones enzimátícas y fermentaciones indeseables pero también constituye una 

amenaza para la salud de los elaboradores y consumidores del queso. Por lo tanto, a fin 

de obtener una leche de buena calidad microbiológica se deben aplicar buenas prácticas 

de manufactura en todo el proceso de producción y mantener adecuada sanidad en las 

vacas, muy especialmente en lo que a mastitis se refiere.

Es deseable, por lo tanto, que la leche cruda destinada a quesería posea adecuada 

calidad biológica, para evitar reacciones indeseables, y se encuentre libre de compuestos 

inhibidores, tales como residuos de antibióticos que interfieran en el crecimiento de ios 

cultivos iniciadores (Robinson, 1987).

1.6. Conservación de la leche por enfriamiento

La leche constituye un excelente medio de cultivo para determinados organismos, 

sobre todo para las bacterias mesófífas y, dentro de éstas, las patógenas, cuya 

multiplicación depende principalmente de la temperatura y presencia de otros 

microorganismos competitivos o de sus metabolitos (Magariños, 2001).

Las fábricas modernas de quesos operan eficazmente si cuentan con un suministro 

adecuado de leche cruda. La leche como materia prima no es empleada inmediatamente 

después de su llegada a la usina láctea, sino que, es almacenada durante varías horas o 

días hasta el momento de su utilización. Es conveniente que, durante este período, la 

leche cruda sea conservada apropiadamente. Por ello, la recolección y almacenamiento 

de la totalidad de la leche que ingresa a la quesería se ha convertido en una práctica 

habitual en muchas fábricas, lo que ha sido posible gracias al desarrollo de métodos de 

enfriamiento para el transporte y almacenamiento de leche. En el tambo, la leche se 

enfría a 4 "C, se almacena a esta temperatura en tanques refrigerados; se recoge en 

vehículos con cisternas refrigeradas y se transporta a la fábrica donde se almacena en 

silos isotérmicos hasta su uso. Muchas de las bacterias presentes en la leche cruda
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pueden multiplicarse en forma apreciable, salvo que el producto se congele, pero a 4 °C e 

incluso a temperatura más bajas, su crecimiento continúa, aunque en forma más lenta.

En la microbiota presente en leche bajo condiciones de refrigeración, es necesario 

mencionar especialmente a la microbiota psicrotófica, que será la realmente responsable 

de! deterioro de la leche durante su conservación por refrigeración. La importancia de 

esta flora radica en su facultad de segregar, cuando se multiplican en la leche, Iipasas y 

proteasas termorresistentes (Magariños, 2001), en particular por especies de 

Pseudomonas. La pasteurización de la leche para la fabricación de queso (72 °C, 15 -1 7  

segundos) reduce drásticamente la tasa de microorganismos presentes, pero estas 

enzimas pueden soportar el tratamiento térmico y producir sabores no característicos en 

los quesos (Robinson, 1987). Las lipasas pueden causar enranciamiento en queso 

Cheddar, en los holandeses, suizos y en el Camembert. Las proteasas pueden degradar la 

caseína de la leche cruda durante el almacenamiento, liberando péptidos que se pierden 

con el suero y que, por lo tanto, disminuyen el rendimiento en queso (Robinson, 1987).

1.7. Elaboración de quesos. Etapas del proceso

1.7.1. Preparación de la leche

La composición de la leche es función de múltiples factores tales como tipo y raza 

del animal, hora de ordeñe, período de lactancia, temporada del año, alimentación, que 

determinan importantes variaciones en el contenido graso y proteico, y 

consecuentemente, en el producto final. El ajuste de estos componentes es una práctica 

común, destinada a satisfacer los contenidos mínimos requeridos por la legislación o la 

demanda del mercado.

Para que el contenido de grasa en el queso sea constante en el tiempo, es necesario 

"normalizar"  la leche, es decir, que la composición de la misma debe ajustarse con 

respecto a su contenido de grasa mediante la adición de crema o la eliminación de parte 

de la grasa, adición de leche descremada o sólidos lácteos magros (leche en polvo 

descremada). Algunos tipos de quesos requieren una relación grasa/caseína más 

equilibrada, y (os cremosos se fabrican con crema o leche con un elevado contenido en 

grasa (Robinson, 1987).
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La homogeneizacíón es un proceso que consiste en bombear la leche a presión. 

Rompe los glóbulos grasos dispersando la grasa en el seno líquido de la leche y 

aumentando la viscosidad. A bajas presiones et tratamiento puede resultar beneficioso 

para la fabricación de quesos cremosos, blandos o azules, para los que se necesitan 

cuajadas uniformes y suaves. La lipólisis es mayor en los quesos fabricados con feche 

homogeneizada, lo que acelera la formación del sabor y aroma en ciertos quesos azules. 

El proceso se realiza al pasteurizarse la leche (Robinson, 1987).

El tratamiento térmico reduce la carga microbiana, principalmente patógena y 

permite controlar el proceso de manufactura de quesos disminuyendo apreciablemente 

la aparición de defectos.

Sin embargo, el calentamiento de la leche puede, afectar la actividad de algunas 

enzimas como la plasmina que desempeña una función importante durante la 

maduración (Benfeldt y Sorensen, 2001), modificar su estructura físico-química 

(desnaturalización de proteínas de! suero, transferencia de calcio y fosfato soluble a la 

fase coloidal, reacción de Maillard, alteraciones en la membrana del glóbulo graso) o 

rendir quesos con sabor menos acusado (Dalgleísh, 1993; Walstra, 1993; Keating y Gaona 

Rodríguez, 1999; Schreiber, 2001; Singh y Waungana, 2001). Estos efectos adversos del 

calentamiento pueden atenuarse en la coagulación enzimática (McMahon et al., 1993; 

Banks et al., 1995; Guiñee et al., 1996, Lucey etal., 2001; Lucey, 2002), por manipulación 

del pH, adición de cloruro de calcio o uso de leche ultra filtrada.

1.7.2. Adición de cultivo iniciador

La elaboración de un queso depende de la fermentación de lactosa por la acción 

de bacterias lácticas (BAL), para producir principalmente ácido láctico. El objetivo 

primordial del agregado de fermentos durante la elaboración de quesos, es que las BAL 

constituyan la microbiota dominante, y mediante su producción de ácido láctico se 

favorezcan distintas rutas metabólicas cuyos compuestos resultantes inciden en el cuerpo 

y textura del queso.

El ácido láctico imparte el característico sabor ácido a ía cuajada, ayuda a la 

formación del coágulo por el cuajo y, al favorecer la contracción de la cuajada y expulsión
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del suero, contribuye a que el queso adquiera la textura típica. El bajo pH de la cuajada 

(5,0 -  5,2) colabora en la inhibición del crecimiento de bacterias patógenas y de las 

responsables de deterioro. Las bacterias lácticas elaboran también, en concentración de 

trazas, sustancias muy aromáticas; además, sus actividades proteolítica y, en menor 

extensión, lipolítica, participan en los fenómenos bioquímicos que tienen lugar durante la 

maduración del queso (Robínson, 1987).

1.7.3. Formación de la cuajada

La coagulación físicamente se traduce en la floculación de las micelas de caseína 

(proteína de la leche) que se reagrupan para formar un gel compacto aprisionando el 

líquido de dispersión que constituye el suero. En la elaboración de quesos para lograr esta 

coagulación se recurre a la acidificación láctica y al cuajo.

La acidificación láctica se produce a través de la formación de ácido láctico 

proveniente de la transformación de la lactosa de la leche por las bacterias lácticas.

La renina, una enzima digestiva procedente del estómago de terneros, corderos y 

cabritos lactantes, se ha utilizado durante muchos siglos para la coagulación de la leche 

en el proceso de fabricación de quesos. Las fórmulas comerciales se denominan 

habitualmente con el nombre de cuajo y se obtienen mediante extracción de la enzima 

del abomaso o cuarto estómago de los rumiantes, lo que se consigue por maceracíón 

durante varios días en una solución de NaCI al 10 %. El cuajo líquido comercial contiene 

un 18-20 %  de NaCI y una pequeña cantidad de benzoato sódico como conservante. El 

extracto contiene principalmente dos enzimas, renina y pepsina. La renina es 

probablemente la más activa para la coagulación de las caseínas durante la formación de 

la cuajada, pero ambas participan en la proteólisis durante la maduración del queso.

Ninguno de estos dos modos de floculación se emplea absolutamente aislado. En 

realidad, todas las cuajadas de quesería se obtienen por acción simultánea del cuajo y del 

ácido láctico. No obstante, siempre existe un predomino más o menos pronunciado de 

uno de los dos modos de floculación mencionados en función del cual se obtienen 

diferentes cuajadas: ácídas, enzimáticas y mixtas (Veisseyre, 1988).
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• Cuajada ácida: es firme, friable, porosa y poco contráctil. Es difícil su 

deshidratación y la friabilidad se opone al trabajo mecánico intenso.

La coagulación ácida está regulada por dos factores principales: la 

temperatura y el modo de acidificación.

• Cuajada enzimática: es flexible, elástica, compacta, impermeable y 

contráctil. Esta última propiedad permite realizar el desuerado por 

intervenciones mecánicas potentes que facilitan la contracción del coágulo y 

la salida del suero. La coagulación enzimática está regulada por múltiples 

factores: la dosis de cuajo, la temperatura, el pH de la leche, la 

concentración de iones Ca2+, concentración de fosfato cálcico coloidal, la 

dimensión de las núcelas de caseína y el contenido de proteínas solubles en 

la leche.

• Cuajada mixta: es el resultado de la acción conjunta de la acidificación ácida 

y el cuajo. Su obtención puede realizarse según dos técnicas: la adición de 

cuajo a una leche ácida o la acidificación de un gel enzimático.

-Cuajado de una leche ácida: el coágulo obtenido presenta características 

intermedias entre los anteriores, menor flexibilidad y contractibilidad y 

mayor firmeza y friabilidad que la cuajada enzimática.

-Acidificación de un coágulo enzimático: el coágulo enzimático sufre una 

acidificación por la fermentación láctica. La cuajada pierde firmeza, se 

vuelve menos elástica y menos contráctil.

1.7.4. Desuerado

En el fenómeno denominado desuerado, el líquido de dispersión que impregna el 

gel se separa más o menos rápidamente y la fase sólida resultante constituye la cuajada.

La sinéresis o contracción del coágulo, involucra la pérdida de suero a partir de las 

partículas de cuajada. No es simplemente un fenómeno físico, la red caseínica se 

reacomoda para formar una estructura más compacta, considerándose (Walstra, 1993; 

Green y Grandison, 1993; Mietton et al., 1994) que la formación de la cuajada y la
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sinéresis son dos aspectos del mismo proceso básico de agregación de caseína, 

respondiendo en forma similar a las condiciones del medio.

En las cuajadas lácticas, el desuerado es rápido y muchas veces espontáneo, y la 

contracción propiamente dicha es limitada, la eliminación del suero es difícil y conduce a 

una cuajada muy húmeda y poco desuerada.

En las cuajadas enzimáticas o mixtas, la eliminación del suero, solo puede 

conseguirse mediante acciones mecánicas o térmicas. Habitualmente el proceso se inicia 

con el corte del coágulo en piezas, para acelerar la expulsión del suero por aumento de la 

superficie de exudación, acompañado generalmente de agitación suave para impedir la 

re-agregación. En la elaboración de algunas variedades de quesos (Cheddar, Gruyére, 

Gouda, pasta hilada) se realiza un escaldado de los granos inmersos en su propio suero, 

para favorecer la retracción del coágulo y exudación serosa o con la incorporación de 

agua para eliminar la lactosa y otras sustancias solubles y modificar el pH del medio.

1.7.5. Moldeo

A fin de obtener el formato y tamaño típicos de cada queso, los granos de cuajada 

se colocan en moldes perforados adecuados, donde las partículas de cuajada se 

transforman en una masa compacta sin cavidades. La forma y dimensión del queso tiene 

influencia marcada en el producto final, pues de estos parámetros depende la relación 

superficie-volumen, que condiciona la velocidad e intensidad de la salazón (cuando se 

realiza sobre producto terminado) y la pérdida de humedad por evaporación (Keating y 

Gaona Rodríguez, 1999). Esta operación se acompaña de presión, que evacúa el suero de 

los granos y sus condiciones (fuerza y duración) son diferentes para cada tipo de queso.

1.7.6. Salado

El salado completa la expulsión del suero al favorecer el escurrímiento por 

modificación en los niveles de hidratación de las proteínas, imparte cualidades de sabor, 

provee mayor conservación al producto, inhibiendo o retrasando el desarrollo de 

microorganismos indeseables, y selecciona la biota benéfica.

17



Capítulo 1
introducción

La concentración de sal en los quesos varía desde 0,8 -  2,0 % hasta 5,0-8,0 % en los 

quesos salados tipo criollos. Puede realizarse mediante la adición de NaCI a la masa antes 

del moldeo y prensado, o por salado en superficie del producto terminado, mediante 

frotación con sal seca (generalmente se aplica en fases sucesivas durante varios días) o 

inmersión en salmueras (solución al 10 %), permitiendo obtener una corteza fina y 

flexible.

La cantidad de sal que difunde al queso tratado con salmuera o por salado de su 

superficie en seco depende de la concentración de la misma, del contenido de humedad 

del queso, de la duración y temperatura del tratamiento y de la relación entre la 

superficie y el volumen del queso. A partir de la concentración inicial en la superficie, la 

sal difunde gradualmente a través de la masa y su distribución final es bastante uniforme. 

Cuando la sal se espolvorea en la cuajada y luego se mezclan, ésta difunde rápidamente 

por toda la masa del queso. La sal se disuelve en la fase acuosa formando una débil 

salmuera, cuya concentración ayuda a controlar la maduración y conservación del 

producto (Robinson, 1987).

Las bacterias lácticas mesófilas tienen una tolerancia a la sal variable. La mayoría de 

las cepas de L. lactis subsp. cremoris se inhiben en presencia de un 2 %  de sal, pero L  

lactis subsp. lactis tolera hasta un 4 %. El crecimiento de las bacterias no deseables se 

inhibe por la concentración de sal, aunque Escherichla coli tolera casi un 12 %  e incluso su 

crecimiento puede estimularse en presencia de concentraciones del 3 %. La acción 

inhibidora de la sal sobre bacterias proteolíticas y lipolíticas no deseables, como las 

bacterias acido-butírícas, es de especial importancia en ciertas variedades tales como los 

quesos Edam y Gouda, en los cuales se producen bajos niveles de ácido láctico durante la 

formación de la cuajada (Robinson, 1987).

1.7.7. Maduración

La maduración de quesos implica una serie de cambios químicos y biológicos, que 

producen el desarrollo progresivo del sabor y aroma al mismo tiempo que modifican su 

aspecto, textura y consistencia. La forma y grado en que ocurran estas variaciones serán 

responsables de las características físico-químicas y organolépticas del producto final.

18



Capítulo 1
Introducción

En la etapa final de la elaboración la cuajada fresca es firme y, en ocasiones, 

elástica; consistente en una matriz de paracaseinato de calcio con diferentes 

proporciones de lípidos y agua, dependiendo del tipo de queso, así como de pequeñas 

cantidades de sal, lactosa, ácido láctico, proteínas de suero y minerales. En la misma 

están, también presentes distintos microorganismos.

La cuajada es un producto bioquímicamente dinámico, durante su afinado se 

producen cambios significativos que originan compuestos característicos para cada 

variedad de queso. La duración de este proceso es muy variada, desde unos días hasta 

uno o más años, dependiendo del tipo de queso y del contenido de humedad.

En este período se desarrollan las características diferenciales y únicas de cada tipo 

de queso, por ello el propio proceso de maduración es característico de cada variedad 

casearia.

En la transformación de la cuajada en queso intervienen factores intrínsecos, 

(composición bioquímica y propiedades físico-químicas del coágulo, enzimas de la leche y 

suero-fermento, y microorganismos de la materia prima, cultivo iniciador o 

contaminantes y sus enzimas} y extrínsecos (condiciones ambientales de temperatura, 

humedad y aireación), que condicionan la actividad de los agentes de maduración para 

obtener las características deseables de cada queso (García Garibay et a!., 1993; Mietton 

e ta i, 1994; Hili, 1995).

El afinado es un proceso esencialmente enzimático, por lo tanto, los agentes de 

maduración son tas distintas enzimas que participan en la compleja secuencia de 

reacciones involucradas en dicho proceso. Las mismas tienen diferentes modos de acción 

y pueden provenir de diferentes orígenes:

• Enzimas presentes en las materias primas

-  Enzimas nativas de la leche: proteasas y lipasas

-  Enzimas del cuajo: renina o quimosina, pepsina o proteinasas

• Enzimas provenientes de los microorganismos

-  Enzimas de las bacterias lácticas

-  Enzimas de cultivos secundarios o adjuntos: bacterias propiónicas,

levaduras y mohos
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-  Enzimas de microorganismos contaminantes: bacterias lácticas que 

no provienen del fermento(NSLAB)

La maduración implica fundamentalmente el desarrollo deseable de los compuestos 

responsables del sabor y aroma característicos por la acción de estas enzimas que 

degradan las proteínas, grasas e hidratos de carbono y, en ciertos casos, metabolizan el 

ácido láctico y el citrato.

Los principales cambios bioquímicos que tienen lugar durante la maduración 

comprenden:

• El metabolismo de la lactosa por las bacterias lácticas del cultivo iniciador. El 

mismo se inicia durante la coagulación y desuerado y se prolonga en el queso duro (30 - 

40 %) hasta los primeros días posteriores a su elaboración, cuando la mayoría de ta 

lactosa desaparece; sin embargo este período puede ser mayor en el caso de quesos 

blandos, con mayor contenido en humedad (50 %). El principal producto obtenido es 

ácido láctico, produciéndose su acumulación en las etapas iniciales. Luego, su 

concentración disminuye como consecuencia de su metabolismo por distintas vías, 

dependiendo del tipo de queso, originando compuestos importantes en el ámbito 

sensorial. Además del ácido láctico, se pueden producir algunos ácidos volátiles, etanol y 

pequeñas cantidades de otros metabolitos.

La fermentación láctica juega un papel de importancia durante la maduración, dado 

que impide la proliferación de microorganismos putrefactivos y participa en el desarrollo 

del sabor.

• La proteólisis es el evento más complejo e importante para el desarrollo del sabor 

aroma que tiene lugar durante la maduración. Sin embargo, no solamente interviene en 

el desarrollo del sabor sino que también, contribuye a los cambios texturales en la matriz 

del queso (Hynes et al., 1999; Sousa et al., 2001). La mayor parte del material nitrogenado 

del queso fresco está en forma de proteínas insolubles en agua, pero al avanzar la 

maduración, parte o todas ellas se hidrolizan por la acción de las enzimas liberando 

compuestos solubles más simples.

Debido a la variedad de agentes proteolíticos y a la multiplicidad de vías 

metabólicas, se produce una gran diversidad de compuestos resultantes que se acumulan
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en la pasta durante la maduración {proteosas, péptidos, aminoácidos, aminas, amoníaco, 

sulfuro de hidrógeno, ácidos volátiles, aldehidos, cetonas) y que caracterizan 

organolépticamente a cada tipo de queso (Robinson, 1987).

Algunos quesos blandos, como el Camembert, Brie y Limburger, sufren una 

proteólisis intensa, y la formación de compuestos hidrosolubles, incluyendo péptidos, 

aminoácidos y amoníaco, junto con el alto contenido en humedad de estas variedades, 

son responsables del cuerpo biando «aterciopelado» y  de la textura del queso maduro. 

Los quesos duros, por el contrario (es el caso del Cheddar y Emmental), sufren una 

proteólisis mucho más débil y sólo el 25 -  35 %  de las proteínas se solubilizan; en un 

queso correctamente madurado una gran porción de los productos de degradación se 

encuentran en forma de péptidos y aminoácidos (Robinson, 1987).

La renina puede degradar la caseína a compuestos hidrosolubles (principalmente 

proteosas y peptonas), pero las enzimas microbianas ocasionan una transformación 

posterior, liberando aminoácidos e incluso amoníaco. En el queso duro, los 

microorganismos presentes son fundamentalmente cocos y bacilos formadores de ácido 

láctico dispersos en toda la masa, y producen sólo pequeñas cantidades de proteasas 

exocelulares. Sin embargo, cuando estas células mueren y se autolizan, se liberan enzimas 

endocelulares y la maduración progresa uniformemente en todo la masa casearia. En 

quesos blandos de maduración rápida, el proceso proteolítico se debe, en su mayoría, a 

proteasas exocelulares liberadas por diversos microorganismos que crecen sobre la 

superficie. Los mohos juegan un importante papel en la proteólisis de ciertos quesos, 

como es el caso de los quesos azules (Stilton) y los madurados por mohos en superficie, 

como Brie o Camembert (Robinson, 1987).

• La hidrólisis de la grasa en el queso no es Intensa, pero se produce en cierto grado 

durante la maduración, y los principales productos generados son ácidos grasos volátiles 

de cadena corta, incluyendo butírico, caproico, caprílico y cáprico. Los sistemas 

enzimáticos responsables de la misma, actúan siguiendo tres vías metabólicas principales. 

La lipólisis propiamente dicha que ocurre en grados variables, pero generalmente en 

forma limitada, responsable de sabores particulares en quesos Camembert, Blue, 

Emmental, Parmesano y Provolone (Veisseyre, 1988; Molimard y Spinnler, 1996), la
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degradación oxidativa de los ácidos grasos (produciendo metilcetonas, alcoholes, lactonas 

y ásteres característicos a partir de ácidos (3-cetónicos) y la re-esterificación de ácidos 

grasos libres (mediante esterasas sintetizadas por levaduras, micrococos y ciertas 

bacterias psicrófilas) o por lentas reacciones químicas que tienen lugar durante 

almacenamientos prolongados (Law, 1984).

Las enzimas lipolíticas presentes en el queso pueden proceder de la leche, de los 

microorganismos o de las preparaciones enzimáticas agregadas a la leche (por ejemplo, 

los coagulantes de origen bacteriano o fúngico). La lipasa de la leche sólo es activa en el 

queso elaborado con leche cruda. Ciertas cepas de lactobacilos y posiblemente de otros 

microorganismos liberan, por autólisis, lipasas intracelulares y se las considera 

responsables de gran parte de la actividad lipolítrca en el queso duro (Cheddar y 

Emmental). Los mohos que crecen en la superficie (Camembert) o en el interior de ciertos 

tipos de quesos (Stílton), constituyen otra fuente de enzimas lipolíticas (Robinson, 1987).

La lipólisis es indeseable en la mayoría de las variedades de quesos de sabor suave 

tales como Cheddar, Gouda o quesos suizos, en donde altas concentraciones de ácidos 

grasos libres podrían provocar rancidez. Pero en ios quesos madurados por mohos, los 

adicionados con lipasas, como ciertos quesos duros italianos y en quesos de cabra ocurre 

una lipólisis pronunciada, siendo esta reacción muy importante para el desarrollo de 

sabor-aroma sin ocasionar modificaciones notables en la textura. La lipólisis, a diferencia 

de la proteólisis, prosigue aún en los quesos fuertemente salados dado que la sal no 

inhibe a las lipasas (Fox et al., 1993; Menéndez et al., 1999; Me Sweeney y Sousa, 2000).

1.8. Fermento o cultivo iniciador

Los "starters", fermentos o cultivos iniciadores lácticos, son mezclas 

cuidadosamente seleccionadas de microorganismos, que se agregan durante diferentes 

procesos fermentativos para constituir la microbiota dominante y llevar a cabo las 

transformaciones deseadas, garantizando una estandarización rigurosa del producto.

En la manufactura de quesos, la función principal de los fermentos lácticos, es la 

formación de ácido láctico a partir de la lactosa. Este proceso origina cambios en las 

caseínas que en condiciones acídicas, coagulan. La disminución del pH contribuye a la
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preservación a! inhibir el desarrollo de microorganismos patógenos y responsables de la 

alteración. Otras características adicionales e importantes de las bacterias lácticas son su 

capacidad de sintetizar sustancias muy aromáticas en concentración de trazas, su 

actividad proteolítica y, en menor extensión, lipolítica, a través de las cuales participan en 

los fenómenos bioquímicos que acaecen durante la maduración del queso, determinando 

las características organolépticas y Teológicas del producto final.

Beresford et al. (2001), en un sentido estricto, definieron al fermento láctico 

como, los aislados microbianos que producen ácido láctico en cantidad suficiente para 

reducir el pH de la leche por debajo de 5,3 en 6 h a 30 -  37 °C. Sin embargo, sobre 4.379 

bacterias aisladas a partir de 35 productos lácteos artesanales europeos, Cogan et al. 

(1997) informaron que, sólo el 8 % de los lactococos mesófilos y el 2 % de los lactobacílos 

mesófilos cumplían con esta definición.

De acuerdo con su constitución, los cultivos iniciadores para tecnología quesera se 

clasifican (Kunz, 1986; Máyra-Mákinen y Bigret, 1998) en simples o individuales (rara vez 

utilizados, a fin de salvaguardar el fermento del ataque fágico o intolerancia a la sal), 

múltiples definidos (constituidos por diversas cepas conocidas de una misma especie), 

mezclas múltiples definidas (constituidos por diferentes cepas definidas de varias 

especies) y mezclas múltiples indefinidas (constituidos por diferentes cepas o especies 

total o parcialmente desconocidas, que generalmente derivan de una práctica artesanai).

Es esencia! disponer de un cultivo iniciador satisfactorio, capaz de producir la 

suficiente cantidad de ácido a la velocidad deseada en cada variedad de queso. De esta 

forma se evitan sabores y aromas no característicos, y la cuajada adquiere las 

características adecuadas para et desarrollo del sabor típico de cada variedad casearia 

(Robinson, 1987).

1.9. Efectos positivos y  negativos de levaduras en productos lácteos

Tradicionalmente, y también desde el punto de vista económico, las levaduras 

constituyen el grupo de microorganismos más importante utilizado por el hombre. El 

empleo de levaduras ha ido expandiéndose a través de la historia, desde su uso ancestral 

para la elaboración de productos alimenticios típicos como el pan, la cerveza, el vino y
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otras bebidas alcohólicas hasta la obtención en la actualidad de otros productos como 

etanol usado como combustible, extracto de levaduras, pigmentos, probióticos e incluso 

metabolitos para la industria farmacéutica.

Sin embargo, las levaduras pueden jugar un rol como microorganismos nocivos en 

alimentos y bebidas. Este aspecto negativo esta' relacionado con las características 

fisiológicas de levaduras, incluida su habilidad para multiplicarse a bajas temperaturas, su 

actividad metabólica y su resistencia al estrés físico-químico causado por ios 

procedimientos de preservación de alimentos (Jacobsen y Narvhus, 1996).

Este rol dual se aprecia claramente en los productos lácteos. El papel de las 

levaduras como microorganismos perjudiciales en estos productos está relacionado con 

sus requerimientos nutricionales, actividad de ciertas enzimas, su habilidad para crecer a 

bajas temperaturas, bajos valores de pH, baja actividad de agua (aw) y altas 

concentraciones de sal (Jacobsen y Narvhus, 1996). El daño en los productos lácteos, 

debido generalmente al crecimiento excesivo de levaduras, incluye sabores frutales, a 

"levadura" y otros sabores desagradables, gasificación, formación de limo, decoloración o 

generación de pigmentos índeseados y cambios de la textura (Viíjoen y Greyling, 1995; 

Jacobsen y Narvhus, 1996). El problema es mayor cuando los productos son 

suplementados con frutas, miel, azúcar o frutas secas, los cuales pueden ser fuente de 

contaminación además de proveer nutrientes no sólo para el crecimiento de levaduras 

sino también para propiciar la fermentación.

Una gran variedad de géneros y especies de levaduras han sido aislados de leche y 

productos lácteos como contaminantes.

Distintas especies de los géneros Cryptococcus, Candida y  Rhodotorula suelen ser 

aislamientos comunes a partir de leches crudas junto con otros representantes típicos 

como Debaryomyces hansenii, Trichosporon beigelii y  Yarrowia lipolytica (Viljoen y 

Greyling, 1995; Jacobsen y Narvhus, 1996). En un trabajo realizado (Corbo et al., 2001) en 

leche proveniente de distintos animales: vaca, oveja, cabra y búfala de la región de Apulia 

(Italia) se aislaron y caracterizaron cepas de levaduras correspondientes a 36 especies, las 

más frecuentes fueron Trichosporon cutaneum, Candida catenuíata, Yarrowia lipolytica, 

Candida sake y Candida zeylanoides. La leche con mayor contaminación fue la de oveja
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con predominio de las especies Y. Upolytica y T. cutaneum, mientras que en la de cabra 

predominaron C. catenulata y T. cutaneum.

Levaduras del género Rhodotorula se aíslan usualmente a partir de productos 

lácteos grasos, como manteca y crema de leche, pero también se las puede encontrar en 

leche cruda y quesos. Estas levaduras están asociadas frecuentemente al daño en 

productos lácteos dado que forman manchas rosa sobre la superficie de la crema, 

manteca y queso. Estas especies son típicas levaduras tolerantes al frío, capaces de crecer 

a temperaturas inferiores a 0 °C y a  valores de pH menores a 2,4. Además, se las 

describe normalmente como contaminantes aéreos, presentes en la superficie de equipos 

de plantas procesadoras (Viljoen y Greyling, 1995; Jacobsen y Narvhus, 1996).

En yogurt, se ha aislado como contaminantes frecuentes distintas especies 

pertenecientes al género Candida, Kluyveromyces marxlanus, Saccharomyces cerevlsiae y 

Debaryomyces hansenii (Jacobsen y Narvhus, 1996).

En crema y manteca, además de especies de Rhodotorula, también se encontraron 

cepas de levaduras pertenecientes a los géneros Cryptococcus y Candida junto con las 

especies Trichosporum beígeliiy Yarrowía Upolytica, esta última con reconocida actividad 

enzimática (Viljoen y Greyling, 1995; Guerzoni etal., 1998).

Las especies con alta tolerancia a la sal han sido aisladas de las salmueras para 

quesos (Seiler y Busse, 1990; van de Tempel y Jacobsen, 1998) con recuentos entre 104 - 

106 UFC.ml'1. Las especies halladas mayoritariamente en las salmueras para quesos 

Limburger, Romadour, Camembert, Tílsiter y Emmental del sur de Bavaria (Alemania), 

fueron Debaryomyces hansenii, seguido por Trichosporum beígelii, distintas especies de 

Candida spp., Issatchenkia oríentalis y Saccharomyces spp. (Seiler y Busse, 1990). En 

cambio, en salmueras para queso Danablu (van de Tempel y  Jacobsen, 1998), la 

composición de la flora levaduriforme fue diferente con predominio de la especie de 

Candida famata seguida de Candida Upolytica, Candida catenulata, Trichosporum 

cutaneum, Zygosaccharomyces spp. y Cryptococcus laurentii.

Por otro lado, la presencia de levaduras en productos lácteos, no son sólo causa de 

daño o deterioro en el producto, sino que también pueden ocasionar cambios 

bioquímicos deseables en los mismos.
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Interacciones microbianas que involucren a las levaduras han sido registradas 

muchas variedades de quesos (Jacobsen y Narvhus, 1996), como los azules: Danablu (van 

de Tempel y Jacobsen, 1998), Roquefort (Besanfon et al., 1992), quesos blandos 

madurados con mohos superficiales como Camembert, (Seiler y Busse, 1990; Robinson, 

1987), Brie (Viljoen et al., 2003), quesos madurados por bacterias superficiales (Valdés- 

Stauber et ai., 1997); como Límburger, Port Salut, Taleggio (Rossi et al., 1998) entre otros.

Sin embargo, entre los numerosos grupos microbianos que participan en la 

maduración de los diversos tipos de quesos, las levaduras son las menos estudiadas, ya 

que prácticamente toda la atención ha sido dirigida hacia las bacterias lácticas.

No obstante, se han realizado numerosas investigaciones conducentes a revertir 

esta situación, sobre todo en distintas variedades de quesos europeos. Las mismas se 

iniciaron en Francia e Italia, pero actualmente se cuenta con información procedente de 

los países de Sudáfrica, Australia, Dinamarca, Grecia, Polonia y Portugal. Los resultados de 

las mismas, permitieron establecer que las levaduras contribuyen al desarrollo de las 

características sápido-aromáticas y texturales durante la maduración.

1.10. Levaduras en quesos

Inicialmente, la contribución de las levaduras al sabor y aroma de los quesos se 

podría atribuir directamente a la capacidad de ciertas cepas para fermentar y asimilar 

lactosa con la consecuente producción de etanol, acetaldehído, etilacetato y etilbutirato. 

Sin embargo, el exceso de levaduras termentadoras de lactosa puede producir sabor 

frutado en quesos, causado por altos niveles de estos compuestos (Viljoen y Greyling, 

1995).

Las levaduras con actividad proteolrtica o lipolrtica podrían participar 

indirectamente en la formación de precursores del aroma, como aminoácidos, ácidos 

grasos y ásteres.

El efecto positivo de las levaduras en la formación dei aroma y la maduración de 

ciertas variedades de quesos, especialmente los semiblandos madurados por bacterias 

(ej. Limburger, Taleggio) o mohos superficiales (Camembert, Brie) fue sugerido en las 

primeras investigaciones acerca del papel de las levaduras en quesos (Anderson y Day,
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1966; Schmidt y Lenoir, 1978, 1980a, b; Schmidt et al., 1979; Schmidt y Daudin, 1983; 

Rousseau, 1984; Siewert, 1986; Baroitier y Schmidt, 1990; Gripon, 1993).

De acuerdo a Sauter (1986) el desarrollo de la flora superficial en los quesos de 

"manchas rojas" depende enteramente del metabolismo del ácido láctico por levaduras, 

debido a que la microflora bacteriana tolerante a la sal, principalmente Brevlbacterium 

spp., Micrococcus spp. y Arthobacter spp., no resiste bajos valores de pH. En el inicio de la 

maduración las levaduras metabolizan el ácido láctico producido por las bacterias lácticas, 

consecuentemente el pH de la superficie alcanza valores de 7 a 7,4. Además la producción 

de factores de crecimiento por parte de las levaduras aparentemente promueve el 

desarrollo de la flora bacteriana aerobia en la superficie (Valdés-Stauber etal., 1997). Por 

ello, el recuento de bacterias aerobias en la misma no supera af recuento de levaduras 

hasta el sexto o noveno día, cuando la acidez ha sido suficientemente reducida por la 

biota levaduriforme (Seilery Busse, 1990).

En particular en queso Camembert se encontró un número muy alto de levaduras 

constituyendo la flora superficial, mucho más importante que la biota del interior de los 

quesos (Jacobsen y Narvhus, 1996). Se estima que las levaduras, además de favorecer el 

crecimiento de las bacterias aerobias, son necesarias para ablandar inictalmente el queso 

y contribuir al sabor-aroma, dado que se ha comprobado que las esporas de Penlcillium 

camemberti no crecen bien al pH y concentración de sal existentes en la superficie del 

queso fresco (Robinson, 1987). Los cinco géneros y especies predominantes informados 

fueron: Kluyveromyces marxianus var. lactis, Kluyveromyces marxianus var. marxianus, 

Debaromyces hansenii, Saccharomyces cerevisiae y Zygocchacaromyces rouxíi (Jacobsen 

y Narvhus, 1996).

Estudios realizados en queso Taleggio (Rossi et al., 1998), elaborado en el valle 

Taleggio de Lombardía, hallaron también un substancial aumento en la población de 

levaduras en superficie a partir de los 21 días de maduración, con incrementos de 2 ciclos 

logarítmicos, alcanzando valores finales de 7,20 log UFC-g'1. Los géneros de levaduras más 

frecuentemente aislados fueron: Torulopsls, Saccharomyces, Debaryomyces y Hansenula. 

En estos quesos se encontró, que la degradación de proteínas en la cuajada no es
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significativa antes de los 21 a 35 días de maduración, se cree que esta circunstancia está 

relacionada al rol que jugaría la flora superficial del queso (incluidos mohos y levaduras) 

dado que su crecimiento coincide con el incremento de la actividad proteolítica. Además, 

a partir de ese momento se hace más evidente el incremento del pH en la superficie 

debido a la asimilación del ácido láctico por parte de las levaduras. El pH influenciaría la 

actividad de las enzimas proteolíticas, bajos valores de pH pueden ser responsables de su 

baja actividad y  desnaturalización de las mismas.

Un rol similar fue propuesto en quesos de vena azul, aunque la población de 

levaduras en el interior de algunas variedades de estos quesos fue más numerosa que la 

observada en los quesos madurados con mohos superficiales. Además, la composición de 

la flora de la superficie y el interior de los quesos azules presentaron algunas diferencias 

entre sí (Jacobsen y Narvhus, 1996).

Besangon et al. (1992) estudiaron la población superficial de levaduras en queso 

Roquefort en dos plantas elaboradoras, el número de levaduras varió entre 107 y 109 

UFC.g"1 de queso antes del salado y entre 104 y 106 UFC.g'1 después del mismo. La flora 

levaduriforme se incrementó durante la primera fase de maduración, llamada fase 

aerobia, pudiéndose registrar recuentos del orden de 109 UFC.g~\ Los principales géneros 

y especies aisladas fueron: Debaryomyces hansenii y su estado anamorfo Candida famata, 

Kluyveromyces lactis y su estado anamorfo Candida esphaerica y otra especies de 

Candida. Debaryomyces hansenii;  inoculada en la superficie del queso antes del salado en 

una de las plantas elaboradoras, fue la especie más abundante durante el período de 

maduración pero nunca superó el 50 % del total de los aislamientos. La flora de levaduras 

presentó una alta resistencia al NaCI y el 80 %  de los aislamientos de cada especie toleró 

concentraciones de sal de 15 %  (p/v). En adición, la mayor parte de las especies fueron 

capaces de asimilar lactosa y ácido láctico. Se aislaron muy pocas cepas con actividad 

proteofítíca, sólo 10 aislamientos de ios 401 estudiados hídrolízaron gefatína. Sin 

embargo, la mayoría de las especies identificadas incluyeron cepas con actividad lipolítica: 

entre 50 y 90 %  de los aislamientos de cada especie fueron capaces de hidrolizar 

tributirina. Los ácidos grasos liberados por acción de las lipasas de levaduras desempeñan
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un rol importante en el desarrollo del aroma y la formación de la "morgue" (blofílm 

superficial constituido por células microbianas que recubre al queso), contribuyendo a la 

maduración. Finalmente, muchos de los aislamientos fueron capaces de asimilar 

diferentes aminas biógenas: cadaverina, histamina, putrescina y tiramina, por lo cual la 

biota levaduriforme cumpliría otra función importante al eliminar las aminas 

biológicamente activas de estos quesos.

En otro queso azul, el Danablu (van deTempel y Jacobsen, 1998), elaborado a partir 

de leche de vaca tratada térmicamente, no se encontraron diferencias significativas entre 

los recuentos de levaduras en el interior y la superficie del queso. Después de 21 días de 

realizado el salado, la población de levaduras registró un máximo de 5.104 UFC.g"1 y 1.104 

UFC.g"1 sobre la superficie y en el interior, respectivamente. Las especies predominantes 

fueron Candida famata, Yarrowia lipolytica, Candida catenulata, Trichosporum cutaneum 

y Zygosaccharomyces spp. Todos los aislamientos seleccionados para evaluar la actividad 

hidrolítica sobre 0,1 % de tributirina fueron lipolíticos, Y. lipolytica fue la especie que 

presentó mayor actividad. Sobre las mismas cepas se evaluó la actividad proteolítica, 

pero ninguna evidenció actividad positiva sobre agar caseína. Además los aislamientos 

asimilaron los compuestos importantes para la elaboración casearia, como lactato, 

lactosa y citrato; y presentaron características tecnológicas que les permitirían crecer en 

las condiciones ambientales (pH, NaCI y aw) que prevalecen en el queso Danablu.

El queso Rokpol es también un típico queso de vena azul, producido 

mayoritariamente con leche de vaca. La calidad de este queso se ve influenciada, entre 

otros factores, por el desarrollo de la microflora no constituyente del cultivo iniciador, 

incluidas las levaduras. Trabajos publicados sobre este tipo de queso (Wojtatowicz et al., 

2001) elaborado en Polonia informaron recuentos poblacionales de levaduras entre 105 y 

109 UFC.g”1, mayores a 107 UFC.g'1 en la superficie y una o dos unidades logarítmica 

menores en el interior. Los géneros y especies más frecuentes fueron Candida famata y 

Candida esphaeríca, seguidas por Candida intermedia y Geotrichum spp. Cuando se 

evaluó la actividad hidrolítica de 39 cepas de C. famata, todas las cepas presentaron
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actividad lípolítica extra e intracelular sobre tributirina mientras que la actividad 

proteolítica fue muy baja (90% de las cepas).

Se han realizado también numerosos estudios en materias primas, quesos a 

distintos períodos de maduración y en el ambiente de las plantas elaboradoras de quesos 

Cheddar y Gouda en Cape Province, Sudáfrica. Inicialmente se investigaron las fuentes de 

contaminación de levaduras (Viljoen y Greyling, 1995), hallándose que la principal 

responsable era la salmuera empleada, con recuentos de 104 UFCml"1. Se aislaron 90 

especies diferentes pertenecientes a los géneros Candida, Yarrowia, Torulaspora, 

Rhodotorula, Cryptococcus, Trichosporum, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, 

Kluyveromyces, Issatchenkia y Debaryomyces. Siendo las especies más frecuentes: 

Debaryomyces hansenii, Cryptoccocus albidus y Trichosporum beigelii.

Luego se caracterizó la flora de levaduras y se determinaron las variaciones 

poblacionales durante la elaboración y la maduración de los quesos Gouda y Cheddar 

(Welthagen y Viljoen, 1998, 1999), encontrándose recuentos que alcanzaron en algunos 

casos valores superiores a 107 UFC.g1 con un crecimiento continuo de la población 

levaduriforme hasta los estadios finales de la maduración. Las especies predominantes en 

queso Cheddar fueron Debaryomyces hansenii, Cryptococcus albidus y Yarrowia lipolytica; 

también en queso Gouda se observó un predominio de Debaryomyces hansenii y además 

se aislaron otras especies: Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces 

marxianus, Torulaspora delbrueckii, Rhodotorula glutinis, Cryptococcus albidus y  Candida 

catenulata. Las características de las cepas de levaduras sugieren que la ocurrencia de las 

mismas en estos quesos es debida a su habilidad para crecer a bajas temperaturas, 

asimilar/fermentar lactosa, asimilar ácidos orgánicos: como succínico, láctico y cítrico, 

desarrollar sus actividades proteolítica y lipolítica, y resistir a altas concentraciones de sal 

(Jacobsen y Narvhus, 1996). Además las le va d u ra s  toleraron valores bajos de pH y aw 

(W ydery Puhan, 1999).

Posteriormente, se emplearon cepas de Debaryomyces hansenii y Yarrowia 

lipolytica, en forma conjuntas y aisladas, como adjuntos al cultivo iniciador en la 

elaboración de quesos Cheddar a escala de planta piloto (Ferreira y Viljoen, 2003). 

Cuando las especies fueron empleadas conjuntamente contribuyeron a acelerar el
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desarrollo de un intenso sabor-aroma. Los quesos después de 9 meses presentaron un 

gusto agradable, ligeramente dulce y mantuvieron la intensidad de las características 

sapido-aromáticas, mientras los quesos madurados sin levaduras desarrollaron un sabor 

ligeramente amargo.

Finalmente, se estudiaron los cambios químicos producidos durante la maduración 

y su posible contribución al sabor-aroma del queso cuando ambas especies de levaduras, 

Debaryomyces hansenii y Yarrowia lipolytica, eran adicionadas al queso Cheddar (Wrt et 

al., 2005) hallándose importantes diferencias en los metabolitos finales de lípólísis y 

proteólisis. Con una elevada cantidad de ácidos grasos libres, especialmente ácidos 

propiónico, n-butírico, mirístlco, palmítico, palmitoleico, esteárico y oleico. La proteólisis 

también generó diferentes péptidos y aminoácidos libres en gran cantidad, de los cuales 

glicina y tirosina podrían contribuir al sabor- aroma, mientras los restantes podrían 

clasificarse como sensorialmente neutros. Los investigadores concluyeron que las 

especies de levaduras Debaryomyces hansenli y Yarrowia lipolytica podrían ser usadas 

como adjuntos en el queso Cheddar para resaltar el sabor — aroma o para acelerar su 

maduración.

En quesos tradicionales de la región Mediterránea de Europa elaborados con leche 

cruda de oveja, cabra, vaca o búfala también se hallaron poblaciones significativas de 

levaduras (Lopez-Diaz et al., 1995; Rossi et al., 1998; Suzzi et al., 1998; Romano et al., 

2001) .

Particularmente, en quesos Mozzarella elaborados con leche de búfala de la región 

de Basilicata al sur de Italia, se registraron (Suzzi et al., 1998; Romano et al., 2001) 

recuentos entre 105 y 106 UFC.g'1. Muchos de los aislamientos correspondieron a especies 

de levaduras termentadoras de lactosa o galactosa: Saccharomyces cerevisiae, 

Kluyveromyces lactis y su estado anamorfo Candida esphaerica, Kluyveromyces marxianus 

y Candida kéfir. Las levaduras fueron capaces de producir metabofítos, como etanol, 

etllacetato, acetaldehído, que contribuyen al desarrollo de las características 

organolépticas del queso Mozzarella. Además la presencia de levaduras termentadoras de 

lactosa y galactosa es importante para la degradación de los azúcares residuales en la
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cuajada que el cultivo láctico no es capaz de asimilar. Esta característica se corresponde 

con un aspecto comercia! muy importante en este tipo de queso debido a que en la 

Mozzarelia, cocida a altas temperaturas durante la elaboración de pizza se genera 

pardeamiento por reacciones inducidas por calor entre los azúcares residuales y las 

proteínas del queso. Por lo tanto, las levaduras a través de la síntesis de compuestos del 

aroma y la fermentación de galactosa y lactosa pueden desempeñar un rol importante 

para el desarrollo de características funcionales y organolépticas deseables en el queso 

Mozzarelia.

También fueron realizados numerosos estudios sobre la ocurrencia de levaduras en 

queso Feta. Este constituye el queso tradicional más popular de Grecia, un queso blanco 

blando, elaborado generalmente con leche cruda de oveja en pequeña escala y leche 

pasteurizada cuando se manufactura en gran escala, aunque asimismo puede emplearse 

una mezcla de leche de oveja y cabra o también, de vaca. Los quesos luego de ser salados 

en seco hasta alcanzar una concentración de sal de 3 a 4 % v (p/v), son envasados en 

envases metálicos y cubiertos con salmuera al 6 — 8 NaC! %  (p/v), en estas condiciones los 

quesos son madurados durante 10 -  15 días a temperaturas de 14 -  16 °C (Fadda et al.,

2004). Durante este período se forma una fina cubierta superficial constituida por 

diferentes microorganismos, esenciales para la maduración del queso y el desarrollo de 

sus características organolépticas (Tzanetakis et al., 1998). Posteriormente, los quesos 

continúan su maduración a una temperatura de 4 °C durante al menos 2 meses. Las 

levaduras constituyen una fracción importante de la biota superficial de este queso, sobre 

todo durante los primeros 20 días de maduración (Tzanetakis etal., 1998).

En la superficie de quesos Feta elaborados con leche cruda de oveja se han hallado 

valores desde 6,7 hasta 8,5 log UFC.g'1 a los cuatro días de maduración (Tzanetakis et al., 

1998), que disminuyeron entre 1,2 y 1,5 a los veinte días, y se mantuvieron constantes 

hasta finalizar la maduración. Las especies dominantes encontradas fueron 

Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces hansenii y Pichia farinosa. La mayoría de los 

aislamientos desarrollaron a concentraciones de 7,5 y 10 %  (p/v) NaC!. La actividad 

proteolítica en agar leche sólo pudo ser detectada en una cepa de Pichia farinosa,
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mientras que a través del empleo del ensayo API-ZYM se encontraron cepas entre las 

especies predominantes con actividad peptidasa, esterasa y {¡pasa.

En el queso Feta Danish, elaborado con leche de vaca pasteurizada, se hallaron 

recuentos de levaduras desde 104 hasta 106 UFC.g'1 (Westall y Fítenborg, 1998). Las 

especies más frecuentes fueron Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii, Torulaspora 

delbrueckii, Geotríchum candidum, Kluyveromyces marxianus, Candida butyrí y Candida 

sake. Dado que esta variedad de quesos Feta es elaborada con leche pasteurizada, la 

presencia de levaduras en ellos debería originarse por re contaminación con las especies 

de levaduras presentes en alto número en las áreas de producción de la planta 

elaboradora. Recuentos elevados de especies termentadoras, como Torulaspora 

delbrueckii, fueron causa de hinchazón de los recipientes, mientras que elevados 

recuentos de Y. lipolytica produjeron una textura indeseada debido a una excesiva 

degradación de la materia grasa.

Estudios más recientes en queso Feta elaborados en la región de Cerdeña, Italia a 

partir de leche pasteurizada de oveja (Cosentino et al., 2001; Fadda et al., 2001) 

encontraron recuentos de levaduras que variaron entre 102 y 108 UFC.g'1. La especie 

presente en mayor número fue Debaryomyces hansenii, seguida por Dekkera anómala, 

Kluyveromyces lactis y Geotríchum candidum. La composición de la biota levaduriforme 

tanto en muestras de quesos Feta de buena calidad como en quesos defectuosos con la 

superficie cubierta de film, fueron muy similares, ninguno de los aislamientos pudo 

asociarse con la formación de films. Sin embargo, se pudo establecer una correlación 

entre altos recuentos de Dekkera anómala y la hinchazón de los recipientes. La mayoría 

de las especies asimilaron ácido láctico y toleraron bajas temperaturas, mientras que sólo 

algunas [D. anómala, K. lactis) presentaron actividad proteolítica y fueron capaces de 

crecer a concentraciones de NaCI del 10 % (p/v).

Asimismo, se ha evaluado el efecto de Debaryomyces hansenii y Yarrowia lipolytica, 

como adjuntos asociados a Lb. paracasei subsp. paracasei en quesos Feta elaborados a 

partir de leche de vaca, sobre el desarrollo de compuestos del aroma (Bintsis y Robinson, 

2004). Los autores informaron que la adición de cepas seleccionadas de lactobacilos y
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levaduras dio como resultado un modelo rico en compuestos volátiles, en particular 

alcoholes, aldehidos y esteres. Las más altas concentraciones de compuestos del aroma 

se detectaron en los quesos elaborados con Lb. subsp. paracasei y  D. hansenil como 

adjuntos. Por otro lado, el empleo de Y. lipolytica originó compuestos del aroma 

desagradables que no son parte del perfil de compuestos volátiles en quesos Feta de alta 

calidad.

También se ha estudiado la flora de levaduras durante la elaboración y maduración 

de otras variedades de quesos procedentes de la región de Cerdeña, Italia (Cosentino et 

al., 2001): queso Cacciota y queso Ricotta, ambos elaborados con leche pasteurízada.

En queso Cacciota de 20 días de maduración se hallaron recuentos entre 102 y 10s 

UFC.g'1 con predominio de las especies Debaryomyces hansenii, Pichia 

membranaefaciens, Yarrowia lipolytica y Dekkera anómala. Igualmente, en Riccota se 

obtuvieron recuentos entre 102 y 106 UFC.g'1 y también, la especie predominantemente 

detectada fue Debaryomyces hansenii, le siguieron, en orden decreciente de importancia, 

Kluyveromyces lactis y Pichia fermentaos; y otras especies como Candida catenulata, 

Geotrichum candidum, Pichia membranaefaciens y Rhodotorula rubra, Como ambos 

quesos fueron elaborados con leche pasteurízada, la fuente original de levaduras fue el 

ambiente del establecimiento elaborador (aire, equipos, operarios). La mayoría de las 

especies fermentaron glucosa, pero muy pocas fermentaron o asimilaron lactosa, sin 

embargo, la mayoría de ellas fue capaz de asimilar lactato. En general, muy pocas cepas 

presentaron actividad hidrolítica sobre caseína y gelatina, mientras que la mayor parte 

evidenció actividad lipolítica. Las especies C. catenulata, D. hansenii, G. candidum y Y. 

lipolytica fueron las más fuertemente [¡políticas. Sólo algunas cepas toleraron 

temperaturas inferiores a 6 °C, pero la mayoría creció a 10 °C. Muy pocas especies 

desarrollaron en presencia de concentraciones de 6 %  (p/v) NaCI, pero D. hansenii y K. 

lactis no fueron inhibidas por concentraciones de 10 %  (p/v) de sal.

El queso Peccorino Crotonese es un queso tradicional de la región de Calabria, al sur 

de Italia, elaborado con leche de oveja y madurado, al menos, durante dos meses. La 

microflora secundaria al cultivo láctico, principalmente constituida por enterococos,
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micrococos, NSLAB y levaduras, participa de la maduración. La población de levaduras 

(Gardini etal., 2006) durante la elaboración del queso, presentó recuentos bajos en leche 

(10 UFCm l'1) mientras que en la cuajada ese valor se incrementó a 103 UFC.g"1, debido, 

probablemente, a la contaminación ambiental, posteriormente, durante el salado, se 

observó un segundo incremento alcanzando valores de 105 UFC.g1 que se mantuvieron 

durante todo el período de maduración. Mientras la especies Kluyveromyces lactis y 

Saccharomyces cerevlslae fueron aisladas mayoritariamente durante los primeros 

estadios de la maduración, Yarrowia llpolytica y Debaryomyces hansenli prevalecieron en 

los estadios finales. Estas dos últimas especies presentaron buena tolerancia a elevadas 

concentraciones de cloruro de sodio, incluso D. hasenli conservó su habilidad para 

asimilar lactosa y galactosa aún frente a concentraciones de sal de 10 %  (p/v) y  Y. 

llpolytica para asimilar citrato y lactato a concentraciones de NaCI iguales a 7,5 %  (p/v). 

Los aislamientos de ésta última presentaron además intensa actividad proteolítiea y 

lipolítica. Cosentino et al. (2001) habían informado previamente, en queso Peccorino de 

la región de Cerdeña, recuentos entre lC ^y  106 UFC.g"1 con predominio también de las 

especie Debaryomyces hansenli, seguido por Kluyveromyces marxíanus y Geotrichum 

candidum, pero ningún representante de Yarrowia Hpolytica fue aislado por ellos.

En queso Fiore Sardo (Fadda et al., 2004), un queso artesanal de tipo duro, 

elaborado con leche de oveja y madurado durante un período entre 3 y  9 meses, se 

observaron recuentos iniciales de levaduras de 2,62 log UFC.mf1 en leche, los mismos se 

incrementaron alrededor de una unidad logarítmica durante las primeras 48 h para luego 

disminuir, paulatinamente, hasta alcanzar valores de 0,65 log UFC.g'1 hacia el final de la 

maduración. Las especies predominantes Debaryomyces hansenli, Kluyveromyces lactis, 

Geotrichum candidum, Candida zeylanoides y Candida lambica fueron seleccionadas para 

evaluar sus propiedades tecnológicas de interés para la elaboración casearia. Todas las 

cepas de D. hansenii fermentaron glucosa y asimilaron lactato, y solamente algunas 

presentaron actividad lipolítica y proteolítiea. Todos los aislamientos correspondientes a 

Kluyveromyces lactis, asimilaron y fermentaron lactosa, asimilaron lactato y degradaron 

caseína. Los representantes de G. candidum también metabolizaron lactato y algunos 

presentaron actividad proteolítiea y lipolítica. C. lambica fermentó glucosa y asimiló
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lactato; y C. zeylanoydes tuvo actividad lipolítica. Los resultados evidenciaron que las 

cepas de levaduras autóctonas podrían contribuir al desarrollo del sabor y el aroma típico 

de este queso.

El queso Manteca es un producto tradicional en algunas regiones del sur de Italia, es 

un queso de pasta hilada elaborado con leche de vaca y relleno con manteca amarilla y 

cremosa, de sabor suave y dulce. Adquiere sus particularidades organolépticas después 

de 6 a 8 meses de maduración. Las levaduras también se encuentran naturalmente (Suzzi 

et al., 2003) en él. Durante los primeros estadios de la maduración la población 

levaduríforme alcanza valores de 103 UFC.g'1, al mes logran un máximo igual a 105 UFC.g"1, 

luego este valor disminuye llegando a su mínimo a los 5 meses, con recuentos de 102 

UFC.g-1en la manteca y 105 UFC.g'1 en la pasta hilada. Las especies más frecuentes fueron 

Trichosporum asahii, Candida parapsilopsis, Rhodotorula mucllaginosa y Candida 

inconspicua. Algunas de estas especies presentaron actividad lipolítica y proteolítica, 

tolerancia a concentraciones de NaCi superiores a 10 %  (p/v) y a temperaturas mayores a 

45 “C.

Quesos artesanales semiduros elaborados en el sur de Portugal (Pereira-Dias et a i, 

2000), a partir de leche cruda de oveja sin la adición de cultivo iniciador, presentaron una 

flora levaduríforme significativa. Aunque la biota principal estuvo constituida por 

bacterias lácticas, la población de levaduras presentó recuentos de 2,7 a 6,4 log UFC.g'1 

alcanzando los valores máximos a los 30 días de maduración. Las especies de levaduras 

más frecuentes en estos quesos fueron Debaryomyces hansenii, Candida catenulata y 

Candida zeylanoides, su ocurrencia aumentó con et tiempo de maduración. Otros géneros 

y especies (Candida curvata y Rhodotorula spp.) fueron aislados sólo de la cuajada. La 

actividad esterasa fue común en casi todos los aislamientos (98 % ) mientras que muy 

pocas cepas presentaron actividad proteolítica (12 %). La proporción de cepas 

termentadoras de glucosa fue incrementando desde 21 % en la cuajada hasta 75 % hacía 

el final de la maduración del queso.

Los pocos estudios sistemáticos realizados en Argentina, corresponden a distintas 

especies de levaduras presentes en leche cruda y quesos provenientes de la cuenca
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lechera santafesina (Baraggio, 2000) y más recientemente se han comenzado a estudiar 

en leches y quesos artesanales de la Región Patagónica y Tandil, provincia de Buenos 

Aires (Baraggio et al., 2008; Carrasco et al., 2006). En Santa Fe, el 56 %  de las cepas de 

levaduras aisladas, mayoritariamente, pertenecieron al género Candida, de las cuales el 

58 %  correspondieron a C, famata y el resto a C. parapsilosis, C. bertae y C. blankii. 

Asimismo, en Trelew (región Patagónicaj el 57 %  de las cepas aisladas se incluyeron en el 

género Candida, siendo mayoritarias, las especies C. famata y  C. blankii (25 %). De la 

misma manera, el 31 % de los aislamientos de levaduras provenientes de leches y quesos 

artesanales de la zona de Tandil pertenecieron al género Candida, la mayoría de la 

especie C. blankii, y otro 31 % de las cepas aisladas se correspondieron con Myxozyma 

montícola.

1.10.1. Aportes de las levaduras al proceso de maduración de quesos

De lo anteriormente expuesto se puede concluir que, frecuentemente, se 

encuentran altas tasas de levaduras en distintas variedades de quesos y que las mismas 

realizan una contribución significativa al proceso de maduración.

La presencia de levaduras en quesos puede ser atribuida a diferentes características 

tecnológicas como, la habilidad para crecer a bajas temperaturas (Rossi et a i, 1998; van 

deTempel yJacobsen, 1998; Cosentino e ta i, 2001), la resistencia a altas concentraciones 

de sal (Besan?on et al., 1992; Tzanetakis et al., 1998; Welthagen y Víljoen, 1999; 

Cosentino et al., 2001; Suzzi et al., 2003; Fadda et aL, 2001, 2004), la 

asimilación/fermentación de lactosa (Besanfon et a i, 1992; Viljoen y Greyling, 1995; van 

de Tempel y Jacobsen, 1998; Welthagen y Viljoen, 1999; Cosentino et al., 2001; Corbo et 

ai, 2001; Fadda e ta i, 2001; Pereira- Dias e ta i,  2000; Romano et a i, 2001), la resistencia 

a agentes sanitizantes (Jacobsen y Narvhus, 1996; Ferreira y Viljoen, 2003) y la habilidad 

de tolerar bajos valores de aw y pH (Viljoen, 1998; Welthagen y Viljoen, 1999; Wyder y 

Puhan, 1999).

La principal contribución de las levaduras al proceso de maduración de quesos es la 

utilización de ácidos orgánicos, principalmente ácido láctico, pero también ácido cítrico, 

acético y succínico, productos del metabolismo del cultivo iniciador (Rossi et a i, 1998;
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van de Tempel y Jacobsen, 1998; Weltbagen y Víljoen, 1999; Cosentino et al., 2001; Corbo 

et al., 2001; Romano et al. 2001; Fadda et al., 2001, 2004) con el consecuente 

incremento de pH.

Mayores valores de pH favorecen el desarrollo bacteriano, este suceso ha sido bien 

estudiado en quesos madurados por mohos y bacterias superficiales (Valdés-Stauber et 

al., 1997) en los cuales la flora de bacterias o mohos no desarrolla hasta que la superficie 

de los quesos no ha alcanzado determinados valores de pH. El incremento de pH favorece 

el crecimiento de especies de bacterias poco tolerantes al ácido pero fuertemente 

proteolíticas, como son las bacterias corineiformes (Rossi et al., 1998). Pero, además 

influye en la actividad de las enzimas proteolíticas y lipolíticas de distintos orígenes, 

puesto que la actividad enzimática, en general, puede verse disminuida a valores bajos de 

pH, por la desnaturalización de las enzimas presentes (Rossi et al., 1998). De esta manera 

las levaduras colaborarían indirectamente en el desarrollo de ia textura y el sabor-aroma.

La actividad proteolítica y lipolítica de ciertas especies de levaduras juegan un rol 

importante en la formación de precursores del aroma, tales como aminoácidos, ácidos 

orgánicos y ásteres (Víljoen y Greyfíng , 1995; Rossi et al., 1998; Tzanetakís et al., 1998; 

Welthagen y Víljoen, 1999; Romano et al.;2001, Fadda et al., 2001, 2004); y contribuyen 

también a cambios en la textura (Welthhagen y Viljoen, 1999; Cosentino et al., 2001; 

Wojtatowicz et al., 2001).

La actividad lipolítica de la biota tevaduriforme implica una contribución directa a la 

maduración centrípeta de quesos madurados por flora superficial (Rossi et al., 1998). En 

ia maduración de quesos de vena azul (De Wit et al., 2005), como el Roquefort, libera 

ácidos grasos libres a la "morge" en la superficie, ayudando al desarrollo de sus 

propiedades particulares (Besangon etal., 1992).

Otra característica de las levaduras, a través de la cual participan en la maduración 

de los quesos, es la fermentación de azúcares (Welthagen y Viljoen, 1999) con 

producción de CO2. Esta particularidad, por ejemplo, ayuda a transformar la estructura de 

los quesos madurados con mohos internos, proveyendo los espacios necesarios para el 

desarrollo de estos microorganismos (van de Tempel y Jacobsen, 1998). La fermentación 

de lactosa y galactosa en Mozzarella (Romano et al., 2001) contribuye a la formación de
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C02 y al sabor-aroma, pero además, evita el pardeamíento del queso durante la cocción 

por eliminación de estos azúcares.

También es valorada la capacidad de las levaduras para catabolizar las aminas 

biógenas producidas por las BAL en quesos originadas por descarboxilación de 

aminoácidos (Besanpon et al., 1992; Baraggio, 2000; Gardini etal., 2006).

Finalmente, sea por propiedades metabólicas comprobadas (fermentación de 

lactosa, lipólisís y proteólisis) o por mecanismos no dilucidados completamente, es un 

hecho que las levaduras contribuyen al desarrollo de compuestos del sabor-aroma en 

quesos (Fleet y Mían, 1987; Suzzi et al., 1998; Welthhagen y Viljoen, 1998; Fadda et al., 

2004). Se ha logrado mayor riqueza y concentración de compuestos del aroma en quesos 

Feta elaborados con Debaryomyces como adjuntos, que en aquellos manufacturados sólo 

con BAL (Bintsis y Robinson, 2004). Asimismo, se ha logrado una calidad sensorial superior 

(De Wit et al, 2005), con sabores y aromas más intensos, en quesos madurados con D. 

hansenli y Y. Ilpolytlca.

1.10.2. Interacciones entre levaduras y bacterias lácticas en quesos

El conocimiento, con que actualmente se cuenta, en lo que respecta a las 

interacciones entre levaduras y bacterias lácticas en los procesos de caseificación, es aún 

más escaso (Ferreira y Viljoen, 2003). Las BAL y levaduras proliferan simultáneamente en 

forma natural (Deak y Beuchat, 1996) en muchos alimentos. Las levaduras, 

presumiblemente, emplean metabolitos bacterianos como fuente de energía mientras 

que las bacterias, requerirían de ciertos factores de crecimiento secretados por las 

levaduras (Riviere, 1969; Deak y Beuchat, 1996). Se cree (Viljoen y Greyling, 1995; Valdés- 

Stauber et al., 1997), que la biota levaduriforme puede estimular el crecimiento de otros 

microorganismos a través de la excreción de compuestos del complejo B: ácido 

pantoténico, biotina, niacina y rivoflavina. Además podrían desempeñar un rol sinérgico 

por metabolización del ácido láctico y otros ácidos orgánicos presentes en la cuajada 

provocando un incremento de pH en el medio, que favorecería el desarrollo bacteriano.

Las levaduras y otros microorganismos presentes en productos lácteos pueden 

interactuar de diferentes maneras. Las levaduras pueden inhibir el crecimiento de
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microorganismos innecesarios que provocan defectos o son potencialmente patógenos, 

por ejemplo, D, hansenii inhibe la germinación de C. butyricum y C. tyrobutyricum en 

salmueras de quesos (Fatichentl et al., 1983), posiblemente (Deiana, et al., 1984), por 

depleción de los ácidos lácticos y acético. El "factor killer" ha sido demostrado en 

levaduras aisladas a partir de salmueras utilizadas en la producción de quesos (Seiler y 

Busse, 1991), mostrando un amplio espectro antimicrobiano, que puede afectar tanto a 

mohos como a bacterias, incluyendo a las del cultivo iniciador.

Por otro lado, ellas pueden inhibir al cultivo iniciador o bien contribuir 

positivamente a la fermentación o maduración, ayudando a la función del cultivo starter

Las interacciones positivas entre levaduras y cultivos starter están bien 

documentadas para quesos madurados en superficie, algunos autores afirman que 

(Sauter, 1986) el desarrollo final de la flora superficial depende enteramente del 

catabolismo del ácido láctico por parte de las levaduras. Así, en los quesos semiblandos 

madurados por bacterias superficiales, como Limburger o Tilsit, en cuya corteza se 

produce una sucesión compleja de poblaciones microbianas, las levaduras, por 

metabolismo del ácido láctico, incrementan el pH y excretan compuestos que promueven 

el crecimiento de Brevibacterium linens, especie esencial para la maduración de estos 

quesos (Narvhus y Jacobsen, 1996). En adición, también se atribuye a la biota 

levaduriforme superficial, a través de su actividad lipolítica y proteolítica, la formación de 

otras sustancias que estimularían el crecimiento de bacterias lácticas y otra flora 

superficial (Seiler, 1990). En los quesos madurados con mohos internos se suma la 

producción de gas, por parte de las especies termentadoras, lo que contribuye a una 

cuajada de textura más abierta (van de Tempel y Jacobsen, 1998; Viljoen et a i,  2003) que 

provee mayor espacio para el desarrollo de Penicillium roqueforti.

Trabajos realizados sobre la diversidad de levaduras asociadas a quesos Cheddar y 

Gouda (Wheltagen y Viljoen, 1998, 1999; Laubscher y Viljoen, 1999) sugieren que la biota 

levaduriforme participa en la maduración los mismos, coadyuvando al desempeño del 

fermento láctico. La evolución poblacional de BAL en quesos de tipo Cheddar, elaborados 

con levaduras como adjuntos, no evidenció ninguna inhibición, y por el contrario, se 

observó un incremento en la viabilidad de BAL cuando se compararon con los quesos
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elaborados sin la adición de levaduras (Ferreira y Viljoen, 2003). Los autores atribuyeron 

este fenómeno también a la asimilación de ácido láctico por la flora levaduriforme (su 

concentración fue más baja en los quesos elaborados con levaduras) y a la liberación, por 

parte de la misma, de vitaminas y aminoácidos a través de autoiisis o excreción, que 

promovieron el crecimiento de la flora bacteriana.

Las propiedades tecnológicas de los cultivos iniciadores también podrían ser 

exaltadas por la acción de la biota levaduriforme.

En las leches naturalmente fermentadas, cuando las levaduras son co-cultivadas con 

cepas de bacterias lácticas, se incrementa la producción de diferentes compuestos, entre 

ellos, sustancias que contribuyen al sabor-aroma, además de afectar a las cinéticas de 

crecimiento, lo cual sugiere una interacción positiva entre levaduras y BAL (Gadaga et a!., 

2001; Neviani etal., 2001; Narvhus y Gadaga, 2003).

En quesos Cheddar, elaborados con la adición de levaduras, se ha observado una 

mayor depleción del contenido de lactosa comparado con los quesos tradicionales 

(Ferreira y Viljoen, 2003). Debido a que las cepas de levaduras empleadas como adjuntos 

no asimilaban lactosa, sólo puede atribuirse su asimilación a las BAL u otros 

microorganismos contaminantes. Los autores propusieron que la biota levaduriforme 

podría incrementar la utilización de este azúcar por parte de las bacterias lácticas debido 

a una estimulación en su crecimiento. Dado que los microorganismos contaminantes son 

capaces de desarrollarse sin necesidad de factores de crecimiento, mientras que las BAL 

necesitan de vitaminas y aminoácidos, éstos podrían ser proporcionados por las 

levaduras. Tal vez, por esta razón, el número de BAL se vería incrementado y, 

consecuentemente, el metabolismo de la lactosa (Ferreira y Viljoen, 2003),

También se han informado, tanto un efecto sinérgico entre Debaryomyces hansenii 

y bacterias lácticas que resultó en una proteólisis más intensa (Deiana etal., 1984), como 

el desarrollo de sabores más intensos y agradables en quesos elaborados con la adición 

de levaduras (Ferreira y Viljoen, 2003).

Asimismo, en un estudio comparativo de lipólisis y proteólisis en queso Cheddar 

tradicional y queso Cheddar elaborado con levaduras como adjuntos, se observaron 

cambios químicos que explican la superior calidad sensorial de los quesos preparados con
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la adición de levaduras. Estos resultados sugirieron que la velocidad hidrolítica de las 

enzimas de los cultivos starters puede ser incrementada por enzimas de las levaduras (De 

Wit etal., 2005).

1.11. Quesos Artesanales de Corrientes

La elaboración de quesos artesanales conocidos como "criollos", "caseros" o "de 

campo", constituye una antigua tradición en la Provincia de Corrientes realizada como 

actividad complementaria en la mayor parte de los establecimientos ganaderos.

En su elaboración se emplea leche cruda con escasa maduración proveniente de 

vacas criollas, alimentadas generalmente con pasturas naturales, y agente coagulante 

artesanal, obtenido a través de la inmersión de trozos de cuajo (cuarto estomago de 

terneros salado y secado) en leche durante 24 h.

La cuajada obtenida es cortada manualmente en granos pequeños y el salado, 

mínimo, se realiza en la masa antes del moldeo. Se emplean moldes de materiales 

diversos desde madera, hojas de palma hasta hojalata, acero inoxidable e incluso plástico. 

El prensado posterior también se realiza en forma manual.

La maduración es nula o escasa, 24 -  48 h. Se obtiene un queso fresco, blanco, de 

textura cerrada con una consistencia blanda a firme. Cada horma, de forma cilindrica 

aplanada, tiene un tamaño que oscila entre 1,5 y 2 kg aproximadamente.

La comercialización de este producto se realiza, en su mayor parte, de manera 

informal. En las zonas rurales se ofrecen a la vera de los caminos junto con otros 

productos de origen animal (miel, huevos caseros) y también frutihortícolas (maní, 

naranjas, plantas ornamentales). En la ciudad, se venden en los mercados de 

abastecimiento de carnes, frutas y verduras.

Los quesos no están sometidos a controles de calidad higiénlcos-sanitarios, ni a 

normas de elaboración que permitan obtener un producto tipificado, tampoco está 

incluido en el Código Alimentario Argentino.

Sin embargo, ios quesos artesanales tienen en Corrientes un volumen de 

producción apreciable y un requerimiento muy interesante por parte del mercado, el cual 

podría ser aún más promisorio en la medida en que se ofrezca al consumidor un producto
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seguro, y de calidad uniforme y constante, dado que muchos de ellos se abstienen de 

consumirlos ante la ausencia de estascaracterísticas.

Estudios anteriores realizaron un amplio relevamiento de quesos artesanales 

(Gauna et al., 1995) en toda la provincia de Corrientes que proporcionó un diagnóstico 

del estado higiénico-sanitario de los mismos como potenciales transmisores de 

enfermedades (Vasek, 2004a).

Por otra parte, se abordó el estudio en profundidad de la flora láctica presente en 

la materia prima y su evolución durante el proceso de elaboración y maduración, tanto 

desde el punto de vista de su composición (Vasek et al., 2000), como de sus propiedades 

funcionales (acidificación, proteólisis, producción de aromas).

Luego se alcanzó el objetivo de formular un fermento adecuado para estos quesos a 

partir de las bacterias lácticas autóctonas aisladas (Vasek, 2003). El mismo fue probado a 

escala piloto y actualmente se están realizando los trámites para la obtención de la 

patente correspondiente.

También se estudió en profundidad la composición microbiológica y físico-química 

de la leche destinada a quesería y sus variaciones estacionales. Se comenzó fa 

caracterización del cuajo artesanal desde el punto de vista funcional y como posible 

contaminante, habiendo evaluado hasta el momento: a) el tipo de tratamiento empleado 

para el salado -  secado, b) la cinética de secado y disminución de contaminantes en 

condiciones ambientales no estandarizadas, c) la variación en la fuerza del agente 

coagulante artesanal en el tiempo y su carga microbiana.

No obstante, para completar los objetivos generales planteados al proponer la 

elaboración de un queso que, sin perder las características que le son típicas, resulte 

seguro y pueda ser tipificado y comercializado, es necesario proseguir el estudio de la 

tecnología de la elaboración en varios aspectos.

En particular, durante el desarrollo del trabajo de tesis doctoral "Fermento 

autóctono para la elaboración de Queso Artesanal de Corrientes" (Vasek, 2003) se 

observó que durante la maduración de este queso la población levaduriforme era 

importante y se incrementaba con el tiempo, sin verse afectada por la adición del
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fermento constituido por bacterias lácticas ni por la prolongación del período de 

maduración.

En base a las consideraciones mencionadas, el estudio de la microbiota 

levaduriforme en los Quesos Artesanales de Corrientes, se presenta como un tema 

original y de gran interés.
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Objetivos

Objetivos generales

Evaluar la incidencia, la distribución taxonómica, las propiedades tecnológicas y la 

participación en los procesos de maduración de cepas de levaduras presentes en Quesos 

Artesanales de Corrientes. Estudiar además sus posibles interacciones con las bacterias 

lácticas del fermento.

Objetivos particulares

• Determinar ia incidencia y distribución taxonómica de levaduras en leche y 

quesos a distintos períodos de maduración en Queso Artesanal de 

Corrientes.

• Caracterizar las especies dominantes en cuanto a su capacidad de desarrollo 

en las distintas condiciones de elaboración casearia.

• Evaluar propiedades de interés tecnológico, que permítan determinar la 

participación de las cepas autóctonas en las transformaciones implicadas en 

el proceso de maduración de ios quesos.

• Estudiar las posibles interacciones entre las levaduras dominantes y las 

bacterias lácticas constituyentes del fermento iniciador.
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2.1. Elaboración del Queso Artesanal de Corrientes con el agregado del fermento 

"Gaucho".

El Queso Artesanal de Corrientes se elabora usando metodologías muy 

rudimentarias transmitidas de generación en generación, que dan lugar a productos de 

calidad variable desde el punto de vista higiénico-sanitario (Gauna et al„ 1995, Vasek et 

ai, 2004a), físico-químico y sensorial. De acuerdo con la legislación vigente (Reglamento 

Técnico General del Mercosur. GMC Res. N9 79/94), se lo puede clasificar como "queso 

graso de muy alta humedad".

A fin de obtener un producto con características uniformes Vasek desarrolló un 

fermento láctico a partir de cepas de bacterias lácticas autóctonas, aisladas de los mismos 

quesos artesanales. Este fermento recibió el nombre de "Gaucho" y se ensayó a escala de 

producción piloto en la elaboración de quesos artesanales en la Provincia de Corrientes 

(Vasek, 2003, 2005). Actualmente se encuentra en trámite de patentamiento a favor de la 

UNNE, ante el Instituto Nacional de la Propiedad Industrial (Vasek et al., 2004b). Su 

composición se detalla a continuación:

Tabla 2.1. Formulación del fermento láctico "Gaucho"

Clasificación taxonómica N£ Cepas Proporción (v/v)

Lactobaclllus plantarum 1 15 - 25 %

Lactococcus lactls 
subsp.diace tylactis

1 10 - 20 %

Leuconostoc mesenteroides 
subsp. dextranlcum

1 2 5 - 3 5 %

Lactococcus lactís 
subsp. lactís

5 30 -  40 %
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2.1.1. Reactivación de las cepas del fe rm e n to  em pleado

Las cepas de bacterias lácticas (BAL) constituyentes del fermento fueron 

identificadas como:

• Lactococcus lactis subsp. lactis: 35cVCOR, 138cVCOR, 140cVCOR, 199cVCOR, 

207cVCOR

• Lactococcus lactis subsp. diacetylactis: 166cVCOR

• Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum: 14cVCOR

• Lactobaciilus plantarum: 77bVCOR

Las ocho cepas constituyentes del fermento se descongelaron y posteriormente se 

activaron por tres pasajes sucesivos en leche descremada deshidratada reconstituida al 

10 %  (p/v) estéril (LDDe, ver Anexo I: medio N°l), incubando durante 14 h a 35 °C.

2.1.2. Purificación y  contro l de las cepas

Se realizaron pasajes sucesivos en medio LAPTglO (Raibaud et al., 1961) líquido y 

gelificado (ver Anexo I: medio N°2) incubando a 35 "C. Esta operación se realizó tres veces 

a fin de asegurar la pureza de cada cepa.

Las cepas de bacterias lácticas, previo a su utilización en los ensayos, fueron 

sometidas a pruebas morfológicas y fisiológicas para verificar la adecuada conservación 

de los cultivos disponibles.

Características micromorfológicas
Se realizó un examen microscópico de los cultivos para observar las características 

morfológicas con microscopio de contraste de fases.

También se observaron las características morfológicas utilizando coloración simple 

con cristal violeta y tinción diferencial de Gram.

Características fisiológicas

Se realizaron determinaciones de algunas características fisiológicas a fin de 

asegurar la adecuada conservación de los cultivos de las cepas de las BAL en estudio, tales 

como:
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• Test de catalasa: (Harrigan y McCance, 1976). En un portaobjetos se colocaron 30 jal de 

cultivo y se adicionaron 30 jil de H20 2 (10 volúmenes). El desprendimiento de burbujas 

de gas se consideró reacción positiva.

• Crecimiento en aerobiosis y anaerobíosis: se prepararon cultivos en estría y punción 

con medios adecuados para el crecimiento de las bacterias en estudio: Agar Elliker (ver 

Anexo I: medio N°3) para Lactococcus y Agar MRS (ver Anexo !: medio N°4) para 

LactobacHlus y Leuconostoc. Los cultivos en punción se sellaron con un tapón de agua 

agarizada [2 % (p/v)] de 2 cm de altura, a fin de asegurar las condiciones de 

anaerobíosis, y se incubaron a 35 °C durante 48 horas. Al cabo de este tiempo se 

observó el desarrollo de los microorganismos sembrados.

• Producción anaeróbica de C02 a partir de glucosa (Gibson y Abd-El-Malek, 1945). El 

medio semisólido (ver Anexo I: medio N°5) inoculado y sellado con VAS-PAR estéril 

(Vaselina-Parafina 1:1), se incubó durante 7 días. La ruptura del medio sólido indicó la 

capacidad del microorganismo para utilizar glucosa con formación de C02 en ausencia 

de oxígeno.

• Crecimiento a 10 y  45 °C. Los microorganismos se inocularon en caldo LAPTgio y se 

incubaron a las temperaturas correspondientes durante 7 días. Se observó crecimiento 

y se midió el pH final.

• Crecimiento en presencia de 4,0 y 6,5 %(p/v) de NaCi (Vasek, 2003). Los cultivos 

activos se inocularon en medio líquido y (ver Anexo I: medio N°6) y se incubaron 

durante 24 -  48 horas. El crecimiento se evidenció por el cambio en el color del 

indicador debido a la acidez desarrollada, registrando el pH luego de la incubación a la 

temperatura óptima. Ambas pruebas se realizaron sólo en las cinco cepas 

pertenecientes a la especie de Lactococcus lactis, ya que la primera concentración 

permite diferenciar las distintas subespecies y la segunda, separarlas de los 

enterococos debido a que los lactococos no desarrollan a esta concentración.

• Crecimiento a pH inicial 9,2 y 9,6 (Shattock y Hirsch, 1947). Los microorganismos se 

inocularon en medio líquido (ver Anexo I: medio N°7) y se incubaron a 35 °C durante 7 

días. Se observó el crecimiento y se midió el pH final. Ambas pruebas se realizaron sólo
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en las cinco cepas pertenecientes a la especie de Lactococcus lactis porque permiten 

diferenciar las distintas subespecies.

• Tolerancia a la bilis (Smibert y Krieg, 1981). Los cultivos se inocularon por estría en 

medio gelificado (ver Anexo I: medio N°8) y la tolerancia se evidenció por la capacidad 

del microorganismo para crecer en dicho medio respecto al resultado obtenido en 

ausencia de bilis (control). Esta determinación se realizó sólo en las cinco cepas de 

Lactococcus.

• Hidrólisis de la esculina (Raibaud et al., 1973). El microorganismo activo se inoculó en 

medio líquido (ver Anexo I: medio N°9) y se incubó durante 48 h. La hidrólisis de 

esculina a esculetina se evidenció por la formación de un complejo entre ésta y los 

iones Fe3+agregados [FeCI3/1,2 %  (p/v); HCI, 2 % (p/v)], de color verde oliváceo-negro. 

Esta prueba se realizó únicamente sobre la cepa de Lactobacillus piantarum 77VCOR.

• Producción de NH3 a partir de arginina. Se utilizó el medio (ver Anexo i: medio N°10) 

descrito por Raibaud et al. (1973). La producción de NH3 a partir de arginina se 

evidenció por la aparición de coloración rojo ladrillo luego de la adición del reactivo de 

Nessier (ver Anexo I: reactivo N°l).

• Utilización de citrato en agar leche semisólido de Crawford (Harrigan y McCance, 

1976). La utilización de citrato por los microorganismos inoculados, se evidenció por la 

formación de burbujas de gas acompañada a veces por ruptura del medio (ver Anexo I: 

medio N ° ll), resultante del crecimiento bacteriano. Se realizó también sobre las cinco 

cepas pertenecientes a la especie Lactococcus lactis puesto que permite identificar a la 

subespecie diacetylactis.

• Crecimiento en leche adicionada de azul de metileno al 0,1 y 0,3 % (p/v) (Larpent y 

Larpent-Gourgaud, 1975). El crecimiento de los microorganismos inoculados (ver 

Anexo I: medio N°12) se evidenció por la formación de ácido que favorece la 

coagulación de la leche, y la capacidad del microorganismo para reducir el azul de 

metileno como resultado de una modificación en el potencia! de óxido-reducción. 

Ambas pruebas se realizaron sólo en las cinco cepas pertenecientes a la especie de 

Lactococcus lactis porque permiten diferenciar las distintas subespecies.
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2.1.3. Conservación de las cepas del fe rm e n to

A fin de garantizar el mantenimiento eficaz de un stock de cultivos bacterianos sin 

riesgos de alteración en sus características bioquímicas y fisiológicas, se ensayaron 

métodos de conservación que, además de mantener viables y cultivables a los 

organismos, aseguran la ausencia de variaciones fisiológicas y genéticas.

Las cepas de bacterias lácticas fueron conservadas en medio LAPT (ver Anexo I: 

medio N°13). Esta técnica de conservación responde al criterio de reducción del 

metabolismo y consiste en el empleo de un medio sin fuente hidrocarbonada (Raibaud 

et al., 1961).

Se partió de cepas del fermento conservadas a -20 °C. Una vez reactivados los 

cultivos, las cepas activadas por repiques sucesivos y en fase exponencial (las cepas se 

dejaron desarrollar durante una noche en caldo LAPTgio), se centrifugaron durante 15 

minutos a 3500 g, descartando el sobrenadante, en condiciones de esterilidad. Luego, se 

adicionó al sedimento el mismo volumen de solución fisiológica (0,85 % (p/v) NaCI) 

estéril. Se repitieron nuevamente las dos operaciones mencionadas, y finalmente el 

centrifugado celular de cada cepa se inoculó por duplicado en caldo LAPT y se conservó 

bajo refrigeración: 6 -  8 °C sin crecimiento (conservación a corto plazo).

Además, cada cepa fue resuspendida en medio LELg (leche descremada con el 

agregado de extracto de levadura y glucosa, ver Anexo I: medio N°14) con el agregado de 

glicerol 10 %  (v/v) utilizado como agente crioprotector y congelada a -2 0  °C (conservación 

a largo plazo). De este modo se pudo disponer de estos cultivos conservados durante la 

totalidad del período de estudio (Vasek, 2003)

2.1.4. Pruebas de escalam iento y  estandarización del fe rm e n to  para la elaboración a 

escala de producción

Al inicio de cada estación anua! evaluada, las cepas de bacterias lácticas 

conservadas a —20 °C fueron descongeladas y activadas como se indicó en el ítem 2.1.1. El 

escalamiento se realizó en caldo LAPTg10 llevándose a un volumen final de 30 mi. El 

primer pasaje se realizó desde un volumen original de 5 mi a 15 mi con 2 %  (v/v) de
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inoculo e incubado a 35 °C durante 14 h; el segundo pasaje se efectuó a partir de 15 mi a 

30 mi con igual proporción de inoculo y en las mismas condiciones.

2.1.5. Preparación del fe rm e n to

Los microorganismos activos en LAPTg10 y escalados a un volumen final de 30 mi, 

fueron centrifugados (5000 g, 15 minutos), lavados con 0,85 %  (p/v) de NaCI y 

resuspendidos en LDDe a igual volumen (30 mi) para ser usados en la elaboración del 

fermento. Estas suspensiones celulares fueron mezcladas en proporciones adecuadas, de 

acuerdo con el detalle de la Tabla 2.1.

El cultivo iniciador se preparó previamente a la elaboración de los quesos.

2.1.6. Elaboración de quesos

Se elaboraron un total de ocho quesos artesanales producidos en un 

Establecimiento Rural perteneciente a la Provincia de Corrientes, durante el período de 

un año (marzo 2004 -  marzo 2005) y en las diferentes estaciones climáticas: otoño, 

invierno, primavera y verano. Las producciones se realizaron en el establecimiento de la 

familia Goiriz, ubicado en la localidad de Ramada Paso, provincia de Corrientes.

Los quesos fueron elaborados por el productor siguiendo la metodología tradicional 

con el agregado del fermento "Gaucho" en una concentración del 2 % (v/v).

A quince litros de leche recién ordeñada y calentada a 32 °C se le adicionaron 300ml 

del fermento [2 %  (v/v)]. Luego de una ligera maduración de la misma (30 minutos), se 

agregaron 180 mi del agente coagulante artesanal. El mismo, es el suero obtenido de 

leche cruda coagulada por acción de las enzimas del cuajo (cuarto estómago de ternero 

secado y salado en una proporción de sal 1:3).

La leche con adición de fermento y agente coagulante comenzó a coagular 

aproximadamente a los 55 minutos. Cuando la cuajada adquirió las características 

deseables, se procedió al corte, realizado en forma manual hasta lograr granos del 

tamaño de un maní. El suero exudado se eliminó manualmente. Se procedió al salado 

[1,85 %  (p/v)] de la cuajada semi-seca y luego se colocó en moldes plásticos perforados,
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realizando un ligero prensado en forma manual, permitiendo así, la eliminación del suero 

residual en un tiempo estimado de 4 - 6 horas.

Los quesos se maduraron en refrigerador doméstico (5 — 8 °C) en el lugar de origen, 

rotándolos diariamente, y durante un período de 30 días.

Cada queso tuvo un tamaño promedio de 1 kg.
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Figura 2.1. Flujograma de la elaboración del Queso Artesanal de Comentes
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2.2. Recuento y aislamiento de levaduras a partir de materia primai y producto final a 

distintos períodos de maduración

Las cepas de levaduras se aislaron de leche cruda, agente coagulante, cuajada y 

quesos producidos en distintos períodos de maduración (1, 6, 15 y 30 días) en las 

diferentes estaciones climáticas: otoño, invierno, primavera y verano.

2.2.1. M uestreo y  preparación de las m uestras

Las muestras de leche, agente coagulante y cuajada se recolectaron según 

International Standard FIL-IDF 50G1995. Las de queso se extrajeron usando un 

sacabocados, desde la superficie al centro del mismo, descartando la parte externa 

(aproximadamente 2 cm). Los orificios se sellaron con VAS-PAR estéril (Vaselina-Parafina 

1:1), a fin de evitar posibles cambios generados por las condiciones ambientales.

Se transportaron al laboratorio, mantenidas a temperatura de refrigeración {4-6°C), 

y se analizaron dentro de las 24 h de su extracción.

Las muestras se analizaron de acuerdo a lo descripto en International Standard FIL- 

IDF 122C:1996, para lo cual 10 mi de leche o agente coagulante se diluyeron con 90 mi de 

agua de peptona al 0,1 % (p/v). Para cuajada o quesos, se pesaron 10 g y se añadieron a 

90 mi de solución de citrato de sodio 2 %  (p/v), precalentando a 45 °C. Luego se 

prepararon diluciones decimales sucesivas en tubos con agua de peptona al 0,1 %  (p/v).

2.2.2. Recuento tota l de levaduras

Diluciones apropiadas de las muestras, se sembraron en profundidad y por 

duplicado en cajas de Petri utilizando el medio de cultivo YGCB (Blokar, ver Anexo I: 

medio N°15). Luego de incubar a 30 °C durante 4 días, se efectuó el recuento total de 

levaduras. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por 

mililitros o gramo de muestra (UFC mi'1 ó g"1). (Seilery Busse, 1990).

2.2.3. A islam iento  y  purificación de levaduras

Se seleccionaron al menos tres colonias de cada caja de Petri. Se sembraron 

alternativamente, por pasajes sucesivos y al menos tres veces, en medio YM (líquido y
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agarizado, ver Anexo I: medio N°16), con la adición de 10 %  (v/v) de una solución de 

cioranfenico! (Seiler y Busse, 1990; ver Anexo I; reactivo N°2). Las cepas se incubaron a 

30 °C durante 4 días como máximo, dependiendo de ia velocidad de crecimiento, 

verificando su pureza por microscopía directa.

2.2.4. Conservación

Cada cepa pura se activó por dos pasajes sucesivos en caldo YM a 30 “C durante 24 

h.

Luego se conservaron, a corto y largo plazo, por los procedimientos descriptos en el 

ítem 2.1.3 para bacterias empleando el medio YM.

A corto plazo, se sembraron estrías de Agar YM con cultivos puros activos. Se los 

incubó a 30 °C durante 48 -  72 h y luego se almacenaron bajo condiciones de refrigeración 

(4 -  5 °C). (Seiler y Busse, 1990)

De esta manera se pudo disponer de las cepas de levaduras conservadas durante la 

totalidad del período de estudio sin riesgos de alteración en sus características 

bioquímicas y fisiológicas.

2.3. Caracterización taxonómica de las cepas aisladas

Las levaduras aisladas se identificaron de acuerdo con la clasificación y técnicas 

propuestas por Kreger-van Rij (1984) y Barnett (2000). También se confirmaron mediante 

el uso de Sistemas APY (Bio-Merieux).

Las cepas conservadas [YM con glicerol al 15 % (p/v)], fueron sometidas a un 

descongelamiento rápido a 40 °C y activadas por dos siembras sucesivas en caldo YM, 

incubándose a 30 °C durante 24 h.

2.3.1. Características m orfológicas

Reproducción vegetativa

Para el examen microscópico se empleo caldo YM. Los cultivos fueron incubados 48 

h a 30 °C.
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Para el examen de las levaduras al microscopio se realizó un preparado entre porta 

y cubreobjeto. Se observaron, con objetivo de 40 X, los siguientes caracteres: forma, 

tamaño, formación de pseudohifas, tipo de reproducción agámíca y posición de los 

brotes.

Reproducción sexual

La formación de ascosporos es inducida por condiciones que restringen la 

reproducción vegetativa, el microorganismo se desarrolla en un medio pobre en 

nutrientes. El medio de esporulación empleado fue agar Gorodkowa modificado (Lodder 

and Kreger-van Rij, 1952; ver Anexo I: medio N°17). Se sembró por estría en superficie, 

incubando a 30 “C por tres días antes de ser examinados microscópicamente. En los casos 

negativos se continuó la incubación hasta cuatro semanas a temperatura ambiente.

Para la observación de los ascosporos se realizaron preparados o frotis, se tiñeron 

con una solución de verde de malaquita 5 % (p/v) durante 20 minutos, y finalmente 30 

segundos con safranina. Las observaciones se realizaron con objetivo de inmersión de 

100X.

El verde de malaquita tiñe los esporos que, como tienen pared gruesa e 

impermeable, requieren 20 minutos de contacto con el colorante. La safranina es un 

colorante de contraste, que tiñe la envoltura celular.

2.3.2. Características fisiológicas y  bioquím icas

Cada cultivo activo se centrifugó durante 15 minutos a 3000 g, se lavó con solución 

fisiológica [0,85 %  (p/v) NaCl] estéril y se centrifugó nuevamente en iguales condiciones. 

El pellet celular resultante se resuspendió en 3 mi de solución fisiológica estéril. Con fines 

de estandarización, se sembró un inoculo al 10 %  (300 p.1) de las cepas lavadas en cada 

una de las pruebas.

Asimilación de compuestos carbonados: azúcares, alcoholes y  ácidos orgánicos

Se empleo un medio líquido cuya composición se describe en el anexo I, medio 

N°18, (Barnett et al., 2000) distribuido en alícuotas de 5 mi. Las soluciones de los 

compuestos carbonados se le adicionaron al 20 % (v/v), junto con 150 pl de una solución
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stock de vitaminas (Barnett et al., 2000; ver el Anexo I: reactivo N°3) bajo condiciones 

asépticas.

Los compuestos ensayados en esta prueba fueron:

-Hexosas: glucosa, galactosa.

-Disacáridos: sacarosa, maltosa, lactosa, melibiosa.

-Trisacárido: rafinosa.

-Pentosas: arabinosa.

-Alcoholes: inositol, eritritiol, manitol, etanol, metanol, 2,3-butanodiol, galactitol.

-Ácidos orgánicos: ácido galacturónico, ácido cítrico, ácido glucurónico.

Se prepararon soluciones acuosas al 6 % (p/v) de los compuestos carbonados a 

estudiar, excepto para rafinosa que se preparó al 12 % (p/v), y se esterilizaron por vapor 

fluente durante 30 minutos.

Las cepas inoculadas para cada una de las pruebas mencionadas se incubaron 3 días 

a 30 °C. La presencia deturbidez fue interpretada como resultado positivo de la prueba.

Fermentación de carbohidratos

Para evidenciar la habilidad de fermentar un determinado carbohidrato se emplean 

pruebas que manifiestan la producción de dióxido de carbono bajo condiciones 

favorables para el metabolismo fermentativo de las diversas especies de levaduras 

estudiadas. Se empleo el medio basal para fermentación de carbohidratos descripto en el 

Anexo I (medio N°19), se distribuyó en alícuotas de 5 mi en tubos de ensayo con 

campanas de Durham.

Los carbohidratos ensayados fueron: glucosa, lactosa, galactosa, sacarosa, maltosa y 

rafinosa.

Las soluciones de los mismos se prepararon tai como se detalló para las pruebas de 

asimilación. A cada tubo de ensayo se adicionó 1 mi de las soluciones de los compuestos 

carbonados.

Las cepas se inocularon e incubaron a 30 °C, observándose la producción de gas en 

las campanas a los 3, 7 y 14 días.

58



Capítulo 2
Materiales y Métodos

Asimilación de compuestos nitrogenados

Las levaduras son capaces de utilizar una gran variedad de fuentes de nitrógeno, 

entre ellas: nitrato, cadaverina, glucosamina, Usina, etc. La habilidad de reducir los 

nitratos es un criterio diagnóstico de gran importancia para la clasificación taxonómica.

Para evaluar la capacidad de emplear una determinada fuente de nitrógeno, se 

prepara un medio base YNB (Barnett et al., 2000; ver Anexo i: medio N°20) al que se le 

adiciona el compuesto nitrogenado en solución, en cantidad tal que alcance una 

concentración final de 2 -  5 mM y tres gotas de la solución stock de vitaminas empleada 

en la asimilación de compuestos carbonados.

Los compuestos ensayados en esta prueba fueron: nitrato de potasio, glucosamina, 

triptofano y cadaverina.

Para el caso particular del nitrato de potasio, este compuesto se agrega en una 

cantidad de 7,8 g/litro al medio base antes de ser esterilizado por calor.

Las restantes fuentes nitrogenadas ensayadas se prepararon en soluciones acuosas 

y se esterilizaron por vapor fluente durante 30 minutos. Se adicionan al medio base antes 

de su uso.

Tras la inoculación se incubó a 30 °C durante 7 días. La presencia de turbidez fue 

tomada como resultado positivo, excepto para el caso de nitratos.

Si las cepas en estudio asimilan nitratos dan reacción positiva de nitrito. Se emplean 

dos reactivos para la reacción de color: el reactivo A (ácido sulfanílico en ácido acético, 

ver Anexo I, reactivo N°4) y el reactivo B (a-naftilamina en ácido acético, ver Anexo I, 

reactivo N°4).

Se colocan unas gotas de reactivo A y B en partes iguales en cultivos para 

asimilación de nitrato. Los tubos se agitan y se observa la aparición de color rojo o rosado 

al cabo de 10 minutos. El desarrollo de color indica la presencia de nitritos en el medio y 

por consiguiente la asimilación del nitrato por parte de la levadura.

En los casos de ausencia de color, se agregan unas granallas de Zn, para detectar si 

el nitrógeno permanece en forma de nitrato o se redujo a nitrógeno molecular y se 

desprendió en forma de gas. Si el Zn reduce el nitrato a nitrito se observa la aparición de
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un color rosado, comprobando de esta forma que el nitrato no fue asimilado por la 

levadura.

Crecimiento en medio libre de vitaminas

Se evalúa la capacidad de la levadura para sintetizar las vitaminas necesarias para su 

desarrollo y por lo tanto de crecer en ausencia de las mismas.

El medio de cultivo usado es el mismo que para el estudio de la asimilación de 

compuestos carbonados {Barnett et al., 2000) con el agregado de glucosa en una cantidad 

de 10 g.Iitro^ysin la adición de vitaminas.

Las células activas se inocularon e incubaron a 30 °C durante 7 días.

La presencia deturbidez se consideró como resultado positivo.

Crecimiento en cultivos con 5 % (p/v) de glucosa

Se preparó un caldo YM modificado: aumentándose la concentración de glucosa a 

5 % (p/v).

Se incubó a 30 °C durante 15 días y se observó la presencia de turbidez.

Hidrólisis de urea

Se empleó el Medio Base de Christensen (Britania) (Chistensen, 1946; ver 

composición en el Anexo I, medio 1^21). Se le adicionó una solución de urea al 40 %  (p/v) 

al medio basal estéril atemperado a 50 °C. (5 mi de solución de urea en 95 mi del medio 

base).

Se sembró por estría en superficie y se examinó el cambio de color en los tubos 

luego de 24 h de incubación a 37 °C.

Resistencia a cicloheximide 0,1 y  0,01 % (p/v)

Para la realización de este ensayo se utilizó el mismo medio basal con adición de 

vitaminas que para la utilización aeróbica de glucosa pero con el agregado de una 

solución estéril de cicloheximide (ver Anexo I: reactivo N°6) en proporción tal de alcanzar 

una concentración final de 0,1 ó 0,01 % (p/v) en el medio de cultivo.
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Se incubó 3 días a 30 °C, tras lo cual se observó la presencia de turbidez. 

Confirmación con Sistema API

Para confirmar los resultados obtenidos con las pruebas de identificación se utilizó 

el Sistema API 20 C AUX y API Candida (API 20C AUX®, BioMérieux, Marcy l'Etolie, France) 

siguiendo las especificaciones del fabricante.

Se dispuso la galería de acuerdo a las indicaciones consignadas por el kit comercial. 

El inoculo se preparó a partir de una suspensión de levaduras de turbidez igual a 2 

correspondiente a la escala Me Farland, 150 \i\ de esta suspensión se transfirieron a una 

ampolla de "C Médium", homogeneizando y evitando la formación de burbujas. Las 

cúpulas se llenaron con la suspensión obtenida y cuidando de crear un nivel horizontal o 

ligeramente convexo, pero jamás cóncavo.

Luego se cerró la cámara de incubación y se incubó a 30 °C durante 48 - 72 horas. 

Después de la incubación se observó el crecimiento de las levaduras en comparación con 

la cúpula 0, testigo negativo. Una cúpula más turbia que el testigo indica una reacción 

positiva.

En la hoja de resultados, los tests se separan en grupos de tres y se indica un valor 

de 1, 2 ó 4. Sumando al interior de cada grupo los números que corresponden a 

reacciones positivas, se obtienen 7 cifras que constituyen el perfil numérico. La presencia 

de pseudohifas constituyó el test n° 21, y se le asignó un valor 4 cuando resultó positivo.

La identificación se realizó mediante un programa de identificación, introduciendo 

el perfil numérico de 7 cifras obtenido.

2.4. Caracterización tecnológica de las cepas aisladas

Cada cultivo activo (5 mi en caldo YM) se centrifugó durante 15 minutos a 3000 g, 

se lavó con solución fisiológica [0,85 % (p/v) NaCI] estéril y se centrifugó nuevamente en 

iguales condiciones. Se descartó el sobrenadante y el sedimento resultante se suspendió 

en 3 mi de solución fisiológica estéril. Con fines de estandarización, se sembró un inoculo 

al 10 % (300 |il) en cada una de las pruebas que se realizaron por duplicado.
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2.4.1. Respuesta a distintos valores de p H  (Vivier et al., 1994)

A fin de evaluar la capacidad de las levaduras de desarrollar en determinados 

rangos de pH se preparó un medio líquido (descripto en el Anexo I, medio N°22) cuyo pH 

se ajustó con ácido clorhídrico y/o hidróxido de sodio. Luego de su esterilización por calor 

se le adicionó tres gotas de la solución stock de vitamina estéril empleada también en la 

asimilación de compuestos carbonados.

Los valores de pH estudiados fueron: 4,7; 5,15 y 5,5.

Cada tubo de prueba se inoculó con la cepa en estudio y se incubó durante tres 

semanas a 30 °C. El test fue juzgado positivo cuando se observó la presencia de turbidez.

Con estos valores se pretende observar el crecimiento de las levaduras aisladas 

dentro de la variación de pH ocurrida en la elaboración de distintos tipos de quesos, 

abarcando todas las etapas de dicho proceso hasta la obtención del producto terminado.

2.4.2. Respuesta a distintas tem peraturas  (Vivier e t al., 1994)

El medio de cultivo empleado fue el mismo medio que se empleó en el ítem 2.4.1, 

se lo distribuyó en alícuotas de 5 mi y luego de su esterilización por calor se le adicionó 

asépticamente tres gotas de una solución stock de vitaminas (ver composición en Anexo i, 

reactivo N°3).

Se inocularon cuatro tubos con la cepa en estudio y se incubaron en las diferentes 

temperaturas a ensayar, 5,18, 25 y 37 °C durante tres semanas.

Se observó la presencia de turbidez a los 7, 15 y 21 días de incubación a la 

temperatura estudiada.

Los valores se eligieron teniendo en cuenta las temperaturas durante la elaboración 

y la maduración de esta variedad casearia. La leche cruda empleada se almacena 

refrigerada aproximadamente durante 24 horas, sin embargo el agente coagulante y los 

quesos se preparan a temperatura ambiente y se maduran y conservan a 5 -  8 °C durante 

30 días (refrigerador doméstico).
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2.4.3. Respuesta a distintas concentraciones de ácido láctico (Besangon et al., 1992}

Al medio base líquido estéril (ver composición en el Anexo I, medio N°23) se le 

agregó en forma aséptica tres gotas de la solución stock de vitaminas (ver Anexo I: 

reactivo N°3) y ácido láctico en buffer tartrato 0,1 M -  pH 4 (ver Anexo I: reactivo N°7), en 

cantidad tal de alcanzar los porcentajes a evaluar: 1, 2 y 3 % (p / v ).

Se inoculó con la cepa en estudio y se incubó durante tres semanas a 30 °C. Se 

observó la presencia de turbidez a los 7,14 y 21 días de incubación.

Con estos valores se pretende cubrir, aún en casos extremos, la variación de ácido 

láctico ocurrida en las distintas etapas de elaboración de quesos, desde las iniciales hasta 

la obtención del producto terminado. Además, se trata de determinar el comportamiento 

de las cepas de levaduras en lo que se refiere a su capacidad de desarrollo, aún en 

condiciones de elevada acidez.

2.4.4. Respuesta a distintas concentraciones de lactosa (Besangon et al., 1992)

El medio base líquido (ver Anexo I: medio N°24) se distribuyó en alícuotas de 3 mi y 

luego de su esterilización se le adicionó asépticamente tres gotas de una solución stock 

de vitaminas (ver Anexo I: reactivo N°3) y lactosa en buffer fosfato 0,2 M -  pH 7 (ver 

Anexo I: reactivo N°8), en cantidad tal de alcanzar los porcentajes evaluados:

1, 2 y 3 % (p/v).

Se inoculó con la cepa en estudio y se incubó durante tres semanas a 30 °C. Se 

evaluó la presencia de turbidez a los 7,15 y 21 días de incubación.

Los valores de lactosa se eligieron a partir de la distinta velocidad de degradación 

que tiene este azúcar en el queso. En quesos tipo cremoso la concentración de lactosa es 

alta, mientras que en quesos duros, la lactosa desaparece a las 12 horas.

2.4.5. Respuesta a distintas concentraciones de cloruro de sodio (Besangon et al., 1992; 

Vívier et al., 1994}

Se empleó el medio líquido usado en el ítem 2.4.1, al cual se le agregó NaCl en los 

porcentajes a evaluar: 2,5; 5; 10; 15 y 20 % (p/v). Se distribuyó en alícuotas de 5 mi y
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luego de su esterilización por calor se le adicionó asépticamente tres gotas de la solución 

stock de vitaminas estéril empleada anteriormente.

Se inoculó con la cepa en estudio y se incubó durante tres semanas a 30 °C.

Se observó la presencia de turbidez a los 7,15 y 21 días de incubación.

Los valores de las distintas concentraciones fueron elegidos debido a que en la 

etapa de salado del queso la proporción varía de acuerdo al queso elaborado. Los valores 

bajos [2,5 y 5 % (p/v)] corresponden a quesos blandos, y especialmente a las zonas 

profundas de variados tipos de masas casearias. El Queso Artesanal de Corrientes alcanza 

porcentajes de sal que no superan el 8 % (p/p). Sin embargo, ei agente coagulante 

empleado en la elaboración de este queso es el suero obtenido de leche coagulada por 

acción del cuajo, el cual no es más que el cuarto estómago de ternero secado y salado en 

una proporción de sal-cuajo 1 :  3, por lo tanto estamos frente a concentraciones de sal 

elevadas.

2.5. Propiedades tecnológicas de las cepas aisladas 

2.5.1. Actividad proteolítlca (Marshall, 1992)

Se evaluó cualitativamente la actividad proteolítlca exocelular en placa de Petri, 

mediante dos métodos:

a. Agar leche (Harrigan, 1976): cada 9 mi de medio base agarizado (ver 

composición en el Anexo I, medio N°25) atemperado a 80 °C se le adicionó 1 mi de LDDe. 

El medio de cultivo se distribuyó en placa y se inoculó con la cepa a estudiar.

Se incubó durante tres semanas a 30 °C. A los 3, 7, 14 y 21 días, se observó el 

desarrollo de halo transparente alrededor de las colonias.

b. Cz-Broth caseína (Kronborg Hansen y Jakobsen, 1998): se distribuyó el medio 

agarizado (ver Anexo I: medio N°26) en placas y se inoculó la cepa a estudiar. Se incubó 

durante 7 días a 30 °C. Se observó la actividad proteolítica por el agregado de una 

solución reveladora de cloruro de mercurio (ver Anexo 1, reactivo N°9).
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2.5.2. A ctiv id a d  ¡¡política  (Vanderzant y Splittstoesser, 1992)

Se adicionó 1 g de tributirina por cada 100 m! de medio base (ver composición en 

Anexo I, medio N°27) atemperado a 80 °C. Se distribuyó en placas y se inoculó con la 

cepa a estudiar. Se incubó durante 3 semanas a 30 °C.

Se observó la formación de halo transparente alrededor de la colonia a los 7, 14 y 

21 días de incubación.

2.5.3. Degradación de am inoácidos a am oníaco  (Kreger-van Rij, 1984).

Los aminoácidos evaluados fueron lisina, ornitina, tirosina y fenilalanina. Se 

empleó un medio base (ver composición en el Anexo I, medio N°28) al que se íe adicionó 

el aminoácido a estudiar y-se ajustó el pH a 6,8.

Las cepas de levaduras se inocularon por estría en superficie y se incubaron a 30 °C.

Los cultivos se observaron diariamente hasta los 5 días. La reacción se consideró 

positiva cuando apareció un color rosado intenso, debido a la capacidad de hidroiizar 

altas concentraciones del aminoácido en estudio a amonio en un medio completo, 

conteniendo una fuente nitrogenada orgánica como peptona.

2.5.4. M etabolización de am inas biógenas  (Besangon et o/., 1992)

Cada cultivo activo de levadura (5 mi en caldo YM) se centrifugó durante 15 

minutos a 3000 g, se lavó con solución fisiológica [0,85 % (p/v) NaCI] estéril y se 

centrifugó nuevamente en ¡guales condiciones. Se descartó el sobrenadante y el 

sedimento resultante se suspendió en 3 mi de solución fisiológica estéril. Con fines de 

estandarización, se sembró un inoculo al 10 % (300 p.1).

Se empleó un medio líquido (ver anexo, medio N°29) al que se le adicionó las 

diferentes aminas evaluadas. Se distribuyó en alícuotas de 5 mi y esterilizó. Luego se le 

adicionó asépticamente tres gotas de una solución stock de vitaminas estéril (ver Anexo I: 

reactivo N° 3). Las aminas biógenas evaluadas fueron: histamina (Sigma), tiramina (Sigma) 

ytriptamina (Sigma).

Cada tubo se inoculó con la cepa en estudio y se incubó a 30 °C durante 7 días.

Se evaluó a la asimilación de la amina por el desarrollo de turbidez.
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2.6. Interacciones con las bacterias lácticas del fermento

2.6.1. Determ inación de la actividad antagónica

2.6.1. a M é to d o  de estrías cruzadas (Madigan e t al., 1998)

Se realizaron placas con medio de cultivo Elliker (Biokar) agarizado, para 

Lactococcus lactis subsp. lactls y Lactococcus lactis subsp. diacetylactls y MRS (Merck) 

agarizado, para Leuconostoc mesenteroldes subsp. dextranlcum y Lactobacillus 

plantarum. Las mismas se sembraron con cultivos activos de las respectivas especies 

bacterianas y se incubaron a 35 "C, 24 h. Luego se sembraron con estrías cruzadas las 

levaduras en estudio y se incubaron 48 horas a 30 °C. Se observó si hubo inhibición del 

crecimiento de las levaduras por efecto de las bacterias lácticas.

2.6.1. b M é to d o  de difusión en a g a r  (Benkerroum e t al., 1993; Tagg y Me Given, 1971)

Este método consiste en colocar 30 pl del sobrenadante libre de células a ensayar 

en cada uno de los orificios de 5 mm de diámetro practicados en la placa de YM Agar ya 

inoculada con la cepa de levadura cuya sensibilidad se pretende determinar. Las placas se 

incubaron durante 24 h a 30 °C, procediendo luego a medir el diámetro de los halos de 

inhibición.

• Obtención de los sobrenadantes libres de células (Carrasco e t al., 1997;

Simonetta et al., 1998)

Las cepas de Lactobacillus plantarum 77bVCOR, Leuconostoc mesenteroldes subsp. 

dextranicum 14cVCOR, pertenecientes ai fermento "Gaucho", se activaron por 3 

siembras sucesivas en Caldo MRS (Merck), incubándose a 35 °C durante 24 h. Los 

cultivos finales se obtuvieron sembrando 1,2 mi del último precultivo en 30 mi de 

caldo MRS (Merck), incubándose durante 16 - 20 h a 35 °C. Los sobrenadantes libres 

de células se obtuvieron centrifugando los cultivos finales a 3000 g durante 30 

minutos. El sobrenadante obtenido, identificado como 77bVCOR, se concentró diez 

veces por evaporación a 70 °C, en evaporador rotativo (Fbr), y se esterilizó 

posteriormente por filtración a través de membranas de 0,45 pm de diámetro de 

poro (Renner GMBH).
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La cepas de Lactococcus tactis subsp. lactis 35cVCOR, Lactococcus lactis subsp. 

díacetylactis 166cVCOR, también constituyentes del fermento "Gaucho" se 

reactivaron en 50 mi de Caldo Elliker (Biokar), a 35 °C durante 16 h antes de su uso 

para obtener sobrenadantes libres de células. El mismo se obtuvo mediante 

centrifugación de los cultivos a 3000 g, por 30 minutos. El sobrenadante libre de 

células se concentró por evaporación a 70 °C (Fbr) y se filtró a través de un filtro de 

0,45 nm de diámetro de poro (Renner GMBH).

2.6.2. Estim ulación o inhibición del crecim iento de levaduras p o r bacterias lácticas 

(Carrasco et al., 1997; Simonetta et al., 1998)

Los ensayos se efectuaron en cultivos proliferantes en leche, y se estudió el efecto 

de las bacterias lácticas del fermento "Gaucho" sobre el crecimiento de distintas cepas de 

levaduras.

Las cepas de levaduras utilizadas en el ensayo fueron:

• Candida blankii (2 cepas): 2L1P, 2Q1/10P

• Debaryomyces polymorphus: 50.1/260

• Debaryomyces vanríjiae: 6Q1/11P

Se utilizó una mezcla de cultivos activos de las ocho cepas de bacterias lácticas 

constituyentes del fermento "Gaucho", las proporciones relativas de cada cepa en la 

mezcla fueron iguales a las empleadas para formular el fermento (ver Tabla 2.1).

Se ensayando las siguientes combinaciones:

1. Cultivo de levaduras + mezcla de cultivos activos de bacterias lácticas del 

fermento: se agregaron 2 mi de cultivo activo de levadura y 2 mi de mezcla de 

bacterias lácticas del fermento a 100 mi de LDDe.

2. Cultivo puro de cada cepa de levadura: se adicionaron 2 mi de cultivos activos de 

cada cepa de levadura a estudiar a 100 mi de LDDe.

3. Mezcla de cultivos activos de bacterias lácticas del fermento: se agregaron 2 mi de 

esta mezcla de bacterias lácticas del fermento a 100 mi de LDDe.

Se incubaron a 35 °C y se determinó el número de células viables de levaduras y el 

número de células viables de bacterias lácticas en las distintas combinaciones, a
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intervalos apropiados (0 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas), utilizando el método de 

diluciones sucesivas. Para el recuento de bacterias lácticas se empleo Agar Elliker, 

incubando 48 h a 35 °C. Para el recuento de levaduras se empleo Agar YM, incubando a 

30 °C durante 48 h.

2.7. Estimulación de propiedades tecnológicas deseadas

2.7.1. Estim ulación de actividad proteolítica y  ¡¡política p o r m étodos cualitativos

Se estudió la estimulación de iipólisis y proteólisis en cultivos conjuntos de 

levaduras y una mezcla de bacterias lácticas constituyentes del fermento.

Se seleccionaron cuatro cepas de levaduras que presentaban propiedades 

tecnológicas interesantes para la elaboración de quesos.

Las cepas de levaduras estudiadas fueron las siguientes:

• dos cepas de Candida blankli (2L1P, 2Q.1/10P)

• una cepa de Debaryomyces vanrijiae (6Q1/11P)

• una cepa de Debaryomyces polymorphus (5Q1/260)

Los medios de cultivos y metodologías utilizados para estas pruebas son los 

descriptos en las secciones correspondientes a los ítems 2.5.1 y 2.5.2: actividad 

proteolítica y actividad (¡política.

Las pruebas fueron inoculadas con cultivos activos conjuntos de:

• cada cepa de levadura

y

• una mezcla (en las proporciones relativas indicadas en la Tabla 2.1) de las 

ocho cepas de bacterias lácticas del fermento.

En trabajos anteriores, Vasek (2003) evaluó la actividad proteolítica de las ocho 

cepas del fermento y encontró que sólo la cepa Lactobaclllus plantarum 77bVCOR 

presentaba actividad proteolítica. Por consiguiente, a fin de descartar que los posibles 

incrementos no se debieran sólo a la actividad propia de esta bacteria láctica, se evaluó 

simultáneamente y en iguales condiciones la actividad proteolítica de esta cepa pura.
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2.7.2. Estim ulación de actividad proteolítica p o r m étodos cuantitativos

Se evaluó la actividad proteolítica por un método cuantitativo de cultivos conjuntos 

de la única cepa proteolítica del fermento, Lactobacillus plantarum 77bVCOR (Vasek, 

2003) y las mismas cepas de levaduras usadas en el ítem anterior.

Test del aldehido ftálico (OPA) (Church et al., 1983): este método mide la 

absorbancia del producto formado entre los grupos a-amino (con excepción de cisteína 

que presenta reacción débil y prolína que no reacciona) liberados por hidrólisis 

enzimática, con el reactivo aldehido ftálico (OPA) y p-mercaptoetanol.

Se realizaron dos repiques sucesivos en LDDe al 2 %  (100 pl/5ml LDDe), de cada 

cepa de levaduras a estudiar y de la cepa Lactobacillus plantarum 77bVCOR, todas por 

separado. Los tiempos y temperaturas de incubación de cada repique fueron: 48 h a una 

temperatura de 30 °C para las cepas de levaduras y 24 h a 35 °C para el Lactobacillus 

plantarum 77bVCOR.

El tercer pasaje de cada cepa se realizó con dos concentraciones diferentes de 

inoculo: al 2 %  y al 4 % en LDDe, incubando a las temperaturas y los períodos 

anteriormente mencionados. De esta manera, luego del período de incubación 

respectivo, se contaba con dos cultivos en LDDe de cada cepa, a los que llamamos:

• cultivo simple concentración: correspondiente al inoculo del 2 %

• cultivo doble concentración: correspondiente al inoculo del 4 %

El cuarto pasaje a LDDe se realizó ensayando las siguientes combinaciones:

1. Cultivo de levaduras + cultivo de Lactobacillus plantarum 77bVCOR: se agregaron 

50 pl de cultivo doble concentración de levadura y 50 pl de cultivo doble 

concentración del Lactobacillus plantarum 77bVCOR a 5 mi de LDDe.

2. Cultivo puro de cada cepa de levadura: se adicionaron 100 pl de cultivo simple 

concentración de cada cepa de levadura a estudiar a 5 m! de LDDe.

3. Cultivo puro de Lactobacillus plantarum 77bVCOR: se agregaron 100 pl de cultivo 

simple concentración del Lactobacillus plantarum 77bVCOR a 5 mi de LDDe.

De esta manera se evitó la dilución del inoculo en los cultivos conjuntos, 

manteniendo en el cuarto pasaje la relación del 2 % entre el cultivo y el medio de cultivo: 

100 pl de cultivo en 5 mi de medio.
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El cuarto pasaje se incubó durante 16 h a una temperatura de 30 °C.

A una alícuota de 2,5 mi del cultivo se le agregaron 0,5 mi de agua destilada y se 

trató con 5 mi de solución de ácido tricloroacético (TCA) 0,75 N. Luego de 10 minutos se 

centrifugó (5000 g, 15 minutos), y una alícuota (50 pl) del sobrenadante, se agregó a 1 mi 

de reactivo OPA (ver Anexo I, reactivo N° 10). Luego de 15 minutos de reacción, se midió 

la absorbancia a 340 nm (A340 nm), empleando como blanco LDDe sin inocular. Los 

resultados se expresaron en valores de absorción.

2.8. Elaboración de quesos a escala de laboratorio usando el fermento "Gaucho" con la 

adición de levaduras como adjunto. Análisis sensorial

2.8.1. M icroorganism os y  condiciones de cultivo.

Bacterias lácticas

Las cepas L. lactis subsp. lactis (35cVCOR, 138cVCOR, 140cVCOR, 199cVCOR, 

207cVCOR), L. lactis subsp. diacetylactis (166cVCOR), L. mesenteroides subsp. 

dextranicum (14cVCOR) y L  plantarum (77bVCOR), fueron activadas en caldo LAPTg10 

durante 14 h a 35 °C.

Los cultivos fueron centrifugados (5000 g, 15 minutos), lavados tres veces con 

solución de NaCI 0,85 % (p/v) y resuspendidos en medio LDDe al volumen original. Estas 

suspensiones celulares fueron usadas para preparar el fermento en las proporciones 

indicadas en las Tabla 2.1.

Levaduras

Se seleccionaron 5 cepas de levaduras entre las especies más frecuentemente 

encontradas con características y propiedades tecnológicas interesantes.

Las cepas Debaryomyces vanrijiae (6Q1/11P), Candida blankii (2L1P, 2Q1/10P), 

Candida santjacobensís (40.1/250) y Debaryomyces polymorphus (5Q.1/260) fueron 

activadas en caldo YM durante 24 h a 30 °C.

Los cultivos fueron centrifugados (5000 g, 15 minutos), lavados con solución de 

NaCI 0,85 % (p/v) y en resuspendidos en medio LDDe al volumen original. Estas
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suspensiones celulares fueron usadas como adjunto ai fermento "Gaucho" en una 

proporción de 5 %  (v/v).

2.8.2. Elaboración de quesos

Cinco lotes de 5 litros de leche cruda termizada (20 minutos, 35 °C), fueron 

inoculados al 2 % (v/v) con el fermento "Gaucho" con levaduras como adjunto (5 mezclas) 

de modo que la concentración final del cultivo iniciador fuese de 109 UFC. mi”1 

aproximadamente. Luego de 30 minutos de maduración con agitación suave, se agregó 1 

mi de solución de agente coagulante estándar: 0,02 % (v/v) (NATÜREM, 1/150.000). Al 

cabo de 2 h, la cuajada se cortó en cubos de 1,5 cm y el suero se eliminó parcialmente. La 

cuajada se colocó sobre lienzo, se saló [NaCI 1,85 % (p/v)] y moldeó en recipientes 

circulares (alto: ll,5cm , 0  = 10,5 cm). Luego del desuerado a temperatura ambiente 

durante H  H, los quesos se desmoldaran y dejaran madurar bajo refrigeración durante is  

días, volteándolos diariamente. Quesos elaborados sólo con la adición del fermento 

"Gaucho" sin levaduras fueron usados como control.

2.8.3. Análisis sensorial de los quesos [Meilgaard et a i, 1991; Poste et a i, 1991; 

Stone y Sídei, 1985; Departamento de Evaluación Sensorial de Alimentos (DESA), Instituto 

Superior Experimental de Tecnología Alimentaria (ISETA), Curso-Taller, 2004; Curia et al.,

2005).

Se midió la Aceptabilidad Sensorial de cinco quesos artesanales de Corrientes 

elaborados con el agregado de diferentes cepas de levaduras (mencionadas en el ítem 

2.8.1) como adjunto y 1 queso sin la adición de levaduras, usado como control.

Se emplearon dos métodos:

• Ordenamiento de preferencias: se usa este método cuando el objetivo es comparar 

la preferencia de más de dos muestras

• Escala hedónica: usado cuando se quiere saber cuál es el grado de aceptabilidad del 

producto. Se usan escalas hedónlcas como la indicada en la Figura 2.2. La frase 

marcada por el consumidor se transforma en puntaje para el análisis de resultados. 

A partir de de los puntajes obtenidos por las distintas muestras, se puede inferir 

cual es la más preferida.
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Diseño de la prueba

Se empleo una población de 30 consumidores no entrenados (Sancho et al., 2002) 

compuesta por personas de edades entre 18 y 65 años de ambos sexos.

Las pruebas se realizaron en una habitación sin ruidos, con paredes pintadas de 

color claro y luz natural, a los 15 días de elaboración del producto.

Cada consumidor recibió una bandeja con 6 trozos triangulares de queso, 

seccionados a partir del corazón de la horma y codificados con 3 números elegidos y 

ubicados al azar. Como medio de neutralización entre muestras individuales, cada 

consumidor debió consumir una galletita de agua y un vaso pequeño de agua.

El análisis de aceptabilidad sensorial se realizó mediante dos pruebas, efectuadas en 

distintos momentos de un mismo día:

1. Ordenamiento de preferencia: se le solicito al consumidor que ordene las 

muestras de quesos según el orden de preferencia escribiendo el número de la muestra 

que más le gustaba a la izquierda siguiendo hacia la derecha con las que menos le gusten. 

Además se le requirió que en relación a la muestra que más le gustó indicara por qué.

2. Ensayo de aceptabilidad utilizando escala hedónica: los consumidores indicaron 

su grado de aceptabilidad de distintos atributos para cada queso utilizando la escala 

hedónica de la Figura 2.2. Se evaluaron los atributos textura, sabor-aroma y preferencia 

global.

Las Figs. 2.2 y 2.3 muestran las planillas empleadas en la prueba.
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Ensayo de aceptabilidad de Queso Artesanal de Corrientes
4

Nombre

Consumidor N° Fecha

Ud. recibirá seis muestras de quesos, ordenadas al azar, codificadas 
dígitos. Primero deberá evaluarlas en los atributos: preferencia global, 
Luego realice el ranking de preferencia según se indica en la hoja 3.

con números de tres 
sabor-aroma y textura.

Muestra N°

PREFERENCIA GLOBAL
Me disgusta mucho Me es indiferente Me gusta mucho

i

□ □ □
|

□ □ □ □ □ □
TEXTURA
Me disgusta mucho Me es indiferente Me gusta mucho

|

□ □ □
j

□ □ □ □
|

□ □
SABOR-AROMA 
Me disgusta mucho

i
Me es indiferente Me gusta mucho

□ □ □
]

□ □ □ □
j

□ □
Figura 2.2. Planilla utilizada para el ensayo de aceptabilidad empleando una escala 
hedónica.
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Prueba de ranking de preferencia
i
: Por favor ordene tas muestras de quesos según el orden de preferencia escribiendo el número de 
la muestra que más le gusta a la izquierda siguiendo hacia ta derecha con las que gustan menos.

TEXTURA

gusta más gusta menos

En relación a la que le gusta más diga por qué: __________________________________________

SABOR-AROMA

gusta más gusta menos

En relacfón'a'la qué le gusta más diga por qué: ___________________________________________

;___________________________________________________________________________________________________________ _________________________ ____

PREFERENCIA GLOBAL

gusta más gusta menos

Éñ relación a la que le gusta más diga por q u é :___________________________________________
I

Figura 2.3. PÍámtta utilizada para el ordenamiento de preferencia.

2.8.4. Análisis estadístico. Se realizó el análisis multivariado con un grado de 

confianza de 95 %  para el ensayo de aceptabilidad con una escala hedónica y el análisis 

de varianza no paramétrica empleando el test de Friedman con un grado de confianza de 

95 % para el ranking de preferencia. Para ambos análisis se empleo el Software Infostat 

(2002), v.1.1.
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3.1. Elaboración del Queso Artesanal de Corrientes con el agregado del fermento 

"Gaucho"

3.1.1. Control de cepas del fe rm e n to . Características fisiológicas y  m icro - 

m orfológicas de las cepas de bacterias lácticas

• Test de la catalasa: No se observó desprendimiento de oxígeno en ninguna de las 

cepas de bacterias lácticas (BAL) ensayadas. Al confirmar el carácter catalasa 

negativo en estos cultivos en estudio, se confirma inicialmente la ausencia de 

bacterias contaminantes catalasa positivas.

• Crecimiento en aerobiosis y  anaerobiosis: las cepas de BAL desarrollaron tanto en 

condiciones de aerobiosis como de anaerobiosis o mícro-aerofitíav

• Producción anaeróbica de CO2 a partir de glucosa: sólo la cepa Leuconostoc 

mesenteroides subsp. dextranicum 14cVCQR liberó C02en ausencia de oxígeno. No 

se observó desprendimiento de gas en ninguna de las otras cepas, como debería de 

esperarse, dado que todas éstas pertenecen a especies homofermentativas.

• Crecimiento a 10 y  45 °C: todas las cepas (35cVCOR, 138cVCOR, 140cVCOR, 

199cVCOR, 207cVCOR) pertenecientes a la especie Lactococcus lactis subsp. lactis y  

Lactobacillus plantarum 77bVCOR no crecieron a 10 °C, mientras que la cepa 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 14cVCOR fue la única capaz de 

crecer a esa temperatura. Sólo Lactobacillus plantarum 77bVCOR desarrolló a 45 °C, 

las demás cepas, como es característico de sus géneros, no crecieron a la 

temperatura mencionada.

• Crecimiento en presencia de 4,0 y  6,5 % (p/v) de NaCI: ninguna cepa de la especie 

Lactococcus lactis desarrolló a la más alta concentración de sal, confirmándose la 

ausencia de cocos contaminantes. Por otra parte, todas crecieron a la concentración 

de 4,0 %  (p/v) como es típico para la subespecíes lactis y diacetylactfs.

• Crecimiento a pH inicial 9,2 y  9,6: todas las cepas de Lactococcus crecieron en 

medios de cultivo a los pH ensayados; con estos resultados se ratificó la identidad 

de ambas subespecíes.

• Tolerancia a la bilis: todas las cepas de Lactococcus fueron capaces de crecer en el 

medio específico, como es característico de las subespecíes lactis y diacetylactis.
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• Hidrólisis de la esculina: Lactobaciflus plantarum 77bVCOR hidrolizó la esculina, lo 

que permitió confirmar, Junto con otras pruebas, su pureza.

• Producción de NH3 a partir de arginina; como es propio de Lactococcus lactis subsp.. 

lactis y L  laetis subsp. diacetylactis, las cepas 35cVCOR, 138cVCOR, 140cVCQR, 

199cVCOR, 207cVCOR y 166cVCOR, hidrolizaron arginina. Lactobacillus plantarum 

77bVCOR y Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 14cVC0R fueron 

negativas para esta prueba, como es propio de estas especies.

• Utilización de citrato en agar leche semisófído de Crawford: la cepa de Lactococcus 

lactis subsp. diacetylactis 166cVCOR, fue la única positiva. Se confirmó con. esta 

prueba la pureza de las demás cepas de Lactococcus y  la identidad de la cepa 

166cVCOR.

• Crecimiento en leche adicionada de azul de metileno al 0,1 y  0,3 %  (p/v): todas las 

cepas de Lactococcus redujeron el azul de metileno, con estos resultados se 

ratificaron ambas subespecies.

Las características generales observadas para las ocho cepas de bacterias lácticas 

constituyentes del fermento "Gaucho" luego de la realización de los ensayos anteriores, 

resultaron coincidentes con las que les son propias a cada una de estas especies 

autóctonas.

Estos resultados permitieron corroborar la preservación de tas propiedades 

bioquímicas y fisiológicas, originalmente evaluadas, en los cultivos bacterianos salvajes a 

utilizar y la ausencia de contaminantes.

3.2. Recuento y aislamiento de levaduras

Se evaluó la cinética de crecimiento en ía población de levaduras presentes en 

leche, agente coagulante y quesos a distintos períodos de maduración y en las distintas 

estaciones del año. Para ello se llevó a cabo ia producción de quesos artesanales de 

Corrientes (QAC) en un establecimiento rural situado en la localidad de Ramada Paso (50 

km de la capital de la provincia de Corrientes) con la adición del fermento "Gaucho". El 

producto se mantuvo en el lugar de origen, y las muestras (leche, agente coagulante,
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cuajada, y quesos de 1, 6,15 y SO días de maduración) conservadas a bajas temperaturas, 

fueron transportadas ai laboratorio y analizadas en et día. A to largo de un año se 

elaboraron un totai de ocho quesos, dos porcada estación climática.

De esta manera se obtuvieron (os perfiles de crecimiento de las levaduras durante 

la elaboración y maduración del QAC en las cuatro estaciones climáticas. Cada uno de 

ellos corresponde al vafor medio de dos elaboraciones realizadas en cada estación. La 

estadística descriptiva de los recuentos, expresados como log UFC mi"1 ó g"1, se presentan 

en tas Tablas 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4.

Tabla 3.1. Recuentos de levaduras durante la elaboración y maduración de Queso 
Artesanal de Corrientes en la estación otoño

Muestra Log UFC.ml 1 Log UFC.g 1 DE C V Min Max
leche 4,12 0,50 12,05 3,00 4,5
agente coagulante 3,74 0,23 6,25 3,47 4,08
cuajada 5,06 0,36 7,13 4,60 5,66
queso I a 4,53 0,70 15,33 3,80 5,34
queso 6a 4,77 0,41 8,63 4,23 5,43
queso 15a 5,38 0,16 2,99 5,22 5,65
queso 30a 5,81 0,75 12,86 5,09 6,67
a: días de maduración Min: mínimo
DE: desviación estándar Max: máximo
CV: coeficiente de variación

Tabla 3.2. Recuentos de levaduras durante la elaboración y maduración de Queso 
Artesanal de Corrientes en la estación invierno

Muestra Log UFC.ml 1 Log UFC.g1 DE C V Min Max

leche 2,99 0,69 23,00 2,00 3,90
agente coagulante 5,04 0>44 8,75 4,60 5,60
cuajada 5,00 0,39 7,71 4,60 5,38
queso I a 4,02 1,07 26,77 3,00 5,05
queso 6a 4,01 0,99 25,31 3,00 5,04
queso 15a 5,57 0,26 4,71 5,24 5,87
queso 30a 6,08 0,75 12,38 5,24 7,04
a: días de maduración Min: mínimo
DE: desviación estándar Max: máximo
CV: coeficiente de variación
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Tabla 3.3. Recuentos de levaduras durante ía elaboración y  maduración de Queso 
Artesanal de Corrientes en la estación primavera__________________________________

Muestra Log UFC.ml "1 Log UFC.g1 DE C V Min Max

leche 4,38 0,40 9,08 3,95 4,95
agente coagulante 5,75 0,91 15,82 4,78 6,65
cuajada 4,63 1,09 23,58 3,30 5,77
queso I a 4,89 1,51 30,89 3,00 6,46
queso 6a 5,28 1,46 27,66 3,65 6,70
queso 15a 6,38 0,44 6,93 5,86 6,95
queso 30a 6,82 0,94 13,76 6,00 8,70
a: días de maduración Mirr. mínimo
DE: desviación estándar Max: máximo
CV: coeficiente de variación

Tabla 3.4. Recuentos de levaduras durante la elaboración y maduración de Queso 
Artesanal de Corrientes en la estación verano
Muestra Log UFC.m l_1 Log UFC.g1 DE C V Min Max

leche 3,57 . 0,40 11,09 3,00 4,00
agente coagulante 3,70 0,88 23,90 2,60 4,85
cuajada 3,80 0,31 8,23 3,38 4,30
queso l 3 3,68 0,31 8,40 3,36 4,30
queso 6a 4,49 0,81 18,11 3,52 5,38
queso 15a 6,44 0,33 5,10 6,08 6,95
queso 30a 7,09 0,10 1,47 6,08 6,95
a: días de maduración Min: mínimo
DE: desviación estándar Max: máximo
CV: coeficiente de variación

Las diferentes muestras analizadas a lo largo de un año presentaron una población 

de levaduras en el orden de 103-1 0 7 UFC mi'1 ó g"1.

Los valores promedios de los recuentos de levaduras en leche cruda oscilaron entre 

2,99 log UFC. mi'1 y 4,38 UFC . mi'1. Éstos, resultaron ser similares (Vasek, 2003; Fadda et 

ai, 2004) a los informados para feche cruda empleada para la elaboración de quesos 

artesanal. Con excepción de la estación otoño, el agente coagulante aporta la mayor 

contaminación a la cuajada y consecuentemente a los quesos en todas las estaciones.

Estos resultados también son coincidentes con los informados por otros autores 

(Besancon et al., 1992; López-Díaz et a l, 1995; van de Tempe! y Jacobsen, 1998; Pereíra- 

Dias et al., 2000) en otras variedades de quesos.
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Los perfiles de crecimiento de cada estación se muestran en (as Figs. 3.1, 3.2, 3.3 y

3.4. La Fig. 3.5 permite comparar los perfiles correspondientes a cada estación.

L: leche
A: agente coagulante 
C: cuajada
a: días de maduración

Figura 3.1. Cinética de crecimiento de fevaduras durante fa efaboración y maduración 
de Queso Artesanal de Corrientes en la estación otoño

L: leche
A : agente coagulante 
C: cuajada
a: días de maduración

Figura 3.2. Cinética de crecimiento de fevaduras durante fa efaboración y maduración 
de Queso Artesanal de Corrientes en fa estación invierno
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L: leche
A: agente coagulante 
C: cuajada
a: días de maduración

Figura 3.3. Cinética de crecimiento de levaduras durante la elaboración y maduración 
de Queso Artesanal de Corrientes en la estación primavera

A : agente coagulante 
C: cuajada
a: días de maduración

Figura 3.4. Cinética de crecimiento de levaduras durante la elaboración y  maduración 
de Queso Artesanal de Corrientes en la estación verano

a i
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Figura 3.5 Cinética de crecimiento de levaduras durante la elaboración y maduración 
de Queso Artesanal de Corrientes

Cada perfil de evolución fue similar al comunicado por Vasek (2003), quién además 

detectó poblaciones superiores a ia halladas en las elaboraciones correspondientes a las 

épocas más frías pero similares a (as de las estaciones cálidas.

La microflora del queso constituye una comunidad compleja, característica 

acentuada cuando se trata de productos elaborados con leche cruda y agente coagulante 

artesanal, no comerciales. Las levaduras y mohos, usualmente empleados como 

indicadores higiénico-sanitarios, resultaron ser los grupos contaminantes mayoritarios 

encontrados en los estudios previos realizados por Vasek (2003) durante la elaboración 

de estos quesos. Las condiciones de anaerobfosis que se desarrollan en el interior del 

queso con el avance de ia maduración probablemente permitieron la proliferación 

continua de la biota levaduriforme, la misma no se vio inhibida por ios metabolftos 

producidos tanto por las bacterias lácticas propias de la leche cruda así como las del 

cultivo starter adicionado.

Al analizar los perfiles de crecimiento durante la maduración, se distinguen tres 

períodos en referencia a la velocidad de crecimiento:
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a- Primeros 6 días de maduración. Las estaciones otoño, invierno y primavera 

muestran perfiles sustancialmente planos sin diferencias significativas entre los recuentos 

en quesos sin maduración y en los de 6 días. En cambio, en el verano la diferencia entre 

ellos es casi de un ciclo logarítmico, lo que evidencia un aumento marcado desde el 

primer día.

Los recuentos hallados en las materias primas durante la estación verano son 

inferiores en uno y dos ciclos logarítmicos respecto a los de las demás estaciones, con 

excepción del recuento hallado en la feche correspondiente a la estación invierno.

-  Del 6° al 15° día de maduración. La velocidad correspondiente a las estaciones 

primavera, verano e invierno es francamente positiva con diferencias en ciclos 

logarítmicos que van desde 1 en primavera hasta 2 en verano, mientras que la de otoño 

es mucho menor.

c- Desde el 15° hasta el 30° día de maduración. Las curvas de las estaciones otoño e 

invierno se solapan al igual que las de primavera y verano. Ambas duplas, a su vez, 

presentan pendientes similares (Fig. 3.5).

La ocurrencia de levaduras en el transcurso de la elaboración y durante los primeros 

15 días de maduración fue significativamente diferente (P > 0,05) en las distintas 

estaciones (ver anexo III).

Las mayores diferencias se observaron en las materias primas (P > 0,05). La carga 

microbiana presente en leche y agente coagulante correspondiente a las estaciones 

cálidas fue superior (P > 0,05) a la de las temporadas más frías, siendo la población del 

agente coagulante la que mostró mayor gradiente estacional.

Al comparar los recuentos en cada estación (ver anexo III) durante la maduración, 

se observó que:

Los recuentos correspondientes a los días 1 y 6 son diferentes (P > 0,05) para las 

cuatro estaciones.

A partir del 15° día de maduración, no existen diferencias significativas (P < 0,05) 

entre otoño e invierno, al igual que entre primavera y verano. Los recuentos de las 

estaciones cálidas superan en 1 ciclo logarítmico a tos registrados en tas épocas de 

menores temperaturas.
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En la provincia de Corrientes no se diferencian marcadamente las cuatros 

estaciones climáticas, sino que podemos agrupar o diferenciar dos estaciones: una seca y 

fría, y otra húmeda de elevadas temperaturas. Esto explicaría la similitud de los perfiles 

en las dos estaciones frías y en las dos cálidas y húmedas, observada a partir de 15° día de 

maduración de los quesos.

Se aislaron 90 cepas de levaduras a partir de leche cruda, agente coagulante 

artesanal, cuajada y quesos de 1, 6, 15 y 30 días de maduración elaborados en las 

diferentes estaciones de otoño, invierno, primavera y verano.

De ellas, 9 provenían de muestras de leche y 28 de agente coagulante artesanal, 10 

de cuajada y 43 de quesos a distintos períodos de maduración.

Los aislamientos obtenidos a partir de las diferentes muestras fueron codificados de 

la siguiente forma:

• Leche

Candida bertae: 1L1I 

Candida blankii: 2L1P

Candida santjacobensis (2 cepas): 3L2P, 4L3P

Candida shehatae: 5L1V

Candida tenuis: 6L2V

Cryptococcus albidus: 7L2I

Pichia spp.: 8L4P

Rhodotorula acuta: 9L3I

• Agente coagulante 

Candida aaseri: 1A10

Candida blankii (5 cepas): 2A20, 3A30, 4A40, 5A50, 6A60

Candida silvicultrix o shehatae: 7A70

Candida shehatae (3 cepas): 8A80, 9A3V, 10A4V

Candida santjacobensis (6 cepas): 11A90,12A100,13A110,14A120,15A4P, 16A4Í 

Debaryomyces polymorphus (2 cepas): 17A130,18A6P 

Debaryomyces vanrijiae (2 cepas): 19A14Q, 20A150
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Myxozyma montícola (7 cepas): 21A160, 22A170, 23A180, 24A190, 25A200, 

26A210, 27A7P

Pichia spp. (2 cepas): 28A5V, 29A5I

• Cuajada

Candida blankii: 1C6!

Candida santjacobensis: 2C7I 

Cryptococcus albidus: 3C8P

Debaryomyces polymorphus (2 cepas): 4C210,5C6V 

Debaryomyces vanrijiae: 6C7V 

Myxozyma montícola: 7C8I 

Pichia spp. (2 cepas): 8C9P, 9C8V 

Stephanoascus ciferrii: 10C220

• Queso de un día de maduración

Candida blankii (3 cepas): 1Q1/240, 2Q1/10P, 3Q1/9V 

Candida santjacobensis: 4Q1/250 

Debaryomyces polymorphus: 5Q1/260

Debaryomyces vanrijiae (3 cepas): 6Q1/11P, 7Q1/10V, 8Q1/11V 

Myxozyma montícola (2 cepas): 9Q1/9I,10Q1/10I 

Stephanoascus smithíae: 11Q1/11I

• Queso de seis días de maduración 

Candida bertae: 1Q6/12P

Candida blankii (2 cepas): 2Q6/13P, 3Q6/12V 

Candida shehatae (2 cepas): 4Q6/13V, 5Q6/14V 

Cryptococcus albidus: 6Q6/12I

Debaryomyces polymorphus (2 cepas): 7Q6/270, 8Q6/15V 

Myxozyma montícola (3 cepas): 10Q6/280,11Q6/131,12Q6/14I 

Pichia farinosa: 13Q6/16V 

Stephanoascus smithíae: 14Q6/15P
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• Queso de quince días de maduración

Candida biankii (5 cepas): 1Q15/290,2Q15/15I,3Q15/20V, 4Q15/21V, 5Q15/22V

Candida shehatae (2 cepas): 6Q15/16P, 7Q.15/23V

Cryptococcus albidus: 8Q15/17P

Myxozyma montícola: 9Q15/16I

Pichiaspp.: 10Q15/171

• Queso de treinta días de maduración 

Candida biankii (2 cepas): 1Q30/18I, 2Q30/19P 

Candida santjacobensís (2 cepas): 3Q30/20P, 4Q30/24V 

Candida shehatae: 5Q30/25V

Debaryomyces poiymorphus: 6Q30/19!

Myxozyma montícola (2 cepas): 7Q30/20I, 8Q30/21P 

Pichia spp.: 9Q30/26V

3.3. Caracterización taxonómica de las cepas aisladas

3.3.1. Características m orfológicas

Los géneros hallados mostraron un alto índice de coincidencia con tas características 

morfológicas definitorias de su ubicación taxonómica {Kreger-van Rij, 1984; Barnett, 

2000) descriptas en el Anexo II.

3.3.2. Características fisiológicas

Las Tablas 3.5, 3.6 y 3.7 presentan los resultados obtenidos de diversas pruebas 

bioquímicas realizadas en cepas de levaduras aisladas durante la estación otoño.
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Tabla 3.5. Asimilación y fermentación de compuestos carbonados en levaduras 
de la estación otoño

Especie Cepa Glucosa Sacarosa Galactosa Lactosa Maltosa Rafinosa

A F A F A F A F A F A F

Candida aaserl 1A10 + + + - -f - + - + - + -

Candida blankfi 2A20 + + + - + - + - + - + ND

3A30 + + + - + - + - - + ND

4A40 + + + - + - + - + - + ND

5A50 + + + - + - + - + - + ND

6A60 + 4 4 - 4 - + - + - 4 ND

1Q1/240 + + + - + - + - + - + -

1Q15/290 4 + + - + - + - + - + -

Candida
santjacobensis

11A90 + - + - + - + - + - + ND

12A10O + - + - + - + - + - + ND

13A110 + - + - + - - + - + ND

14A120 4 - + - 4 - + - + - 4 ND

4Q1/2SO + + + - + - + - + - + -

Candida shehatae 8A80 + + + - + - + - + - 4 ND

Candida spp. 7A70 + 4- -i- - + - 4- - + - 4- ND

Debaryomyces
polymorphus

17A130 + + + - + + + - + - + ND

4C210 4 4 + + + NO + ND + ND 4 ND

5Q1/260 + - + - + - + - - - + -

7Q6/270 4 + + ND + + + + + - + ND

Debaryomyces
vanrijiae

19A140 + + + - + - + - 4 - + ND

20A150 4 + + - + + + - + - + ND

Myxozyma
montícola

21A160 + - 4- - + - + - + - - ND

22A170 + - + - - - + - - - 4 ND

23A180 4 - + - - - 4 - - - + ND

24A190 + - +  .. - - - + - - - - -

25A200 4 - + - - - + - - - - -

10Q.6/280 + - + - + - 4 - + - + ND

Stephanoascus
ciferríi 10C22O + - + - + - + - 4 - + -

A: asimilación 

F: fermentación 
ND: no determinado
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Tabla 3.6. Asimilación de compuestos carbonados en levaduras de la 
estación otoño

Especie Cepa M e lib lo s a A rabirrosa fnositof Eritrito t Á c id o

ga la c tu ró n fco

Candida aaseri 1A10 H* + +• +

Candida blankü 2A20 + + + + +

3A30 + + + + +

4A40 + 4 * •f + 4-

SA50 + + + + +

6A60 + + + + +

1Q1/240 + + + + 4 -

1Q15/290 + + + +

Candida
santjacobensis

11A90 + + + +

12A100 + + + + +

13A110 4- + + + +

14A120 + + + + +

4Q1/25Q + + + + +

Candida shehatae 8A80 - + + + +

Candida spp. 7A70 + 4 - + +•

Debaryomyces
polymorphus

17A130 + + + + +

4C210 + + + + +

5Q1/260 - - - - -

7Q.S/270 + + + + +

Debaryomyces
vanrijiae

19A140 4 * + + + +

20A15O + + + + +

Myxozyma
montícola

21A160 + + + + 4 *

22A170 + - + + 4 -

23A180 + - + 4 *

24A190 - - + + +

25A20O + - + + +

10Q6/280 + + + +■

Stephanoascus
ciferríi 10C220 + + - + +

88



Capítulo 3
Resudados y  Discusión

Tabla 3.7. Caracterización taxonómica en levaduras de la estación otoño
Especie Cepa Resistenda a 

cicioheximide 
0,1 %  (p/v)

Nitrato Hidrólisis 
de urea

Medio 
libre de 

vitaminas

Manitol Citrato

Candida aaserí 1A10 - - - + ND +

Candida blankíl 2A20 + - - + ND ND

3A30 + - - + ND ND

4A40 4 - - 4 ND ND

5A50 4 - - + ND ND

6 A 6O 4 - - + ND ND

10.1/240 4 - - 4 4- 4

1Q15/290 + - - f + +

Candida
santjacobensis

11A90 + - - 4 ND N D

12A10O + - - + ND ND

13A110 4 - - 4- N D ND

14A120 4 - - + ND ND

4Q I/25 0 - - - - - -

Candida shehatae 8A80 + - - + + -

Candida spp. 7A70 + - - + 4 ND

Debaryomyces
polymorphus

17A130 4 - - 4- + ND

4C210 4 - - + 4 -

5Q1/260 + - - 4 + -

70.6/270 + - - + 4 -

Debaryomyces
vanríjíae

19A140 4 - - 4* 4 ND

20A150 + - * + + ND

Myxozyma
montícola

21A160 - - - + ND -

22A170 - - - + ND -

23A1SO - - - 4- ND -

24A190 - - - 4 ND -

25A200 - - - + ND -

1006/280 + - - + ND -

Stephanoascus
ciferrli 10C22O - - - + + -

ND: no determinado
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Las diferentes cepas procedentes de (a estación otoño mostraron, en generaf, una 

buena coincidencia con las características fisiológicas definitorfas de su ubicación 

taxonómica. Sin embargo, se aprecia cierto grado de diversidad fenotfpica entre cepas de 

una misma especie aisladas tanto del agente coagulante, como de la cuajada y los quesos, 

lo que era esperable dado que se trata de cepas salvajes. Las variaciones observadas en 

fas características fisiológicas comprenden: asimilación y fermentación de compuestos 

carbonados en Candida santjacobensis, Myxozyma montícola, Debaryomyces 

polymorphus y Debaryomyces vanrijiae; resistencia a cicloheximide al 0,1 % (p/v) por 

cepas de los géneros Candida y Myxozyma (Tabla 3.7).

Las Tablas 3.8, 3.9 y 3.10 presentan los resultados de las pruebas correspondientes 

a las cepas de levaduras aisladas durante la estación invierno.

Tabla 3.8. Asimilación y  fermentación de compuestos carbonados en levaduras 
de ia estación invierno

Especie Cepa Glucosa Sacarosa Galactosa Lactosa Maltosa Rafinosa

A F A F A F A F A F A F

Candida bertae m i + - + - + - + - + - + -

Candida blankll 1C6I 4 + + + 4- - + - - - 4 ND

20.15/151 4 + + + - - 4* - 4- - 4 -

Candida
santjacobensis

16A4I 4 - 4 - + - + - + - + -

2C7I 4 - + - + - + - 4- - 4 ND

Candida shehatae 5Q30/18I + 4 - + - -t- - + - +■ -

Cryptococcus
albidus

7L2I + - + - + - 4- - + - 4 -

606/121 + - 4 - 4 - 4" - 4 - 4 -

Myxozyma
montícola

7C8I 4 - + - 4- - + - + - + -

901/91 4 - 4 - + - + - 4 - 4 -

1001/101 4 - + - + - + - 4 - 4 -

1106/131 4 - + - + - + - + - 4 N D

12Q6/14I + - + - + - + - + - 4 -

9015/161 4 - •f - 4 - + - + - 4 -

7Q30/19I + - + - + - + - + - + ND

8030/201 + - + - + - 4- - + - + -

Pichia spp. 28ASI 4 4 4* 4 4* - 4 ND 4 4 4 4

10Q15/17I 4 + + - + - + - 4 - + -

Rhodotorula acuta 9131 4 - +

Stephanoascus
smithiae 11Q1/111 +■ - + - + - 4- - 4 - + -

A: asimilación 

F: fermentación 
NO: no determinado
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Tabla 3.9. Asimilación de compuestos carbonados en levaduras de la 
estación invierno

Especie Cepa Meiibiosa Arabinosa Inosítol Eritritol Acida
galact tiránico

Candida bertae l l . l t + + + + +

Candida blankil 1C6I + 4 4 + 4

2Q15/15I 4- + + 4 4

Candida
santjacobensis

16A4Í + + + 4 +

2C7I - 4 4 + +

Candida shehatae 5Q30/18I + 4 4 4 -

Cryptococcus
albrdus

7L2i 4 4 4 4 4

6Q.6/12Í 4 + + + 4

M yxozyma
montícola

7C8I + + + + +

901/91 + + 4 4 4

10Q1/10! + + 4 + 4

1106/131 + + + + +

12Q6/14I + + 4* 4 4

9Q15/161 4- 4 4 4 4-

7 Q30/191 + + + 4 4-

8Q30/20! 4 4 4 4 4

Píchia spp. 28A5I + + 4* + 4

10Q15/17Í + 4 4 + 4

Rhodotonila acuta 9L3I + - - + -

Stephanoascus
smithiae 11Q1/11I + + 4 + 4
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Tabla 3.10. Caracterización taxonómica en levaduras de la estación invierno
Especie Cepa Resistencia a 

cíclohexímíde 
0,1 %  (p/v)

Nitrato Hidrólisis 
de urea

Medio 
líbre de 

vitaminas

Manitot Citrato

Candida bertae 1L1I + - 4- +- +

Candida blankif 1C6I + - - + ND -

2Q15/15Í. + - - + + -

Candida
santjacobensis

16A41 + - - + •f -

2C7I - - - + ND -

Candida shehatae 50,30/181 •*- - - + + -

Cryptococcus
albídus

7L2I - + - + + -
6Q.6/121 - + - + + -

M yxozym a
montícola

7C8I - + - + ND -

9Q1/9Í - + - + ND -

10Q1/10I - +■ - + ND -

11Q6/13I + + - + ND -

12Q6/141 - + - + ND -

9Q15/16I - + - + ND -

7Q30/19I - + - + ND -

8Q30/20I - + - +- ND -

Pichia spp. 28A5I + + - + + -
10Q15/17I + + - + -

Rhodotorula acuta 9L3I - - •f - + -
Stephanoascus
smithiae 11Q1/11I + + - + + -

ND: no determinado

Los aislamientos correspondientes a la estación invierno también evidenciaron un 

alto índice de coincidencia con las características fisiológicas definitorias de su ubicación 

taxonómica. Se apreciaron asimismo variaciones en algunas características fisiológicas en 

cepas aisladas de agente coagulante, cuajada y quesos: asimilación y fermentación de 

compuestos carbonados por cepas pertenecientes a los géneros Candida y Pichia; 

resistencia a cíclohexímíde a 0,1 %  (p/v) en cepas de Candida santjacobensis y Myxozyma 

montícola (Tabla 3.10).

Las Tablas 3.11, 3.12 y  3.13 presentan los resultados de las pruebas de 

identificación efectuadas en las cepas de levaduras aisladas durante la estación 

primavera.
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Tabla 3.11. Asimilación y fermentación de compuestos carbonados en levaduras 
de la estación primavera________________________________________________________

Especie Cepa Glucosa Sacarosa Galactosa Lactosa Maltosa Raflnosa

A F A F A F A F A F A F

Candida bertae 1Q6/12P 4 - 4 - + - + - + - + -

Candida biankii 2L1P + 4- + - 4- - + - + - + -

2Q1/10P + + 4* - + - 4 - + - + -

2Q6/13P + 4 4- 4- 4- 4 4 4 4 + - 4

1Q30/19P + + + + + + 4 4 4 4 4 4

Candida
santjacobensis

3L2P + - + - + - + - + - + -

4L3P + - 4- - + - + - 4 - 4 -

15A5P + - + - 4- - 4 - + - + -

3Q30/20P + - 4- - 4* - + - + - 4 -

Candida shehatae 6Q15/16P *4- 4- - 4 - +• - + - 4 -

Cryptococcus
albidus

3C8P + - + - + - + - + - + -

8Q15/17P 4 - + - + - + - + - 4 -

Debaryomyces
poiymarphus 18A6P + + + 4- 4- + + 4 + - + +

Debaryomyces
vanrijlae 6Q1/11P + + 4- - 4- - 4 - + 4 - -

Myxozyma
montícola

Z6A7P + - + - + - + - + - + -

Pichia spp. 8L4P 4 + + 4 + - + - + - + -

8C9P + + 4- + + - + - + - + -

9Q30/21P 4- 4* 4 - - + - + - 4 -

Stephanoascus
smíthiae 14Q6/15P + - + - + - + - + - 4 -

A: asimilación 

F: fermentación
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Tabla 3.12. Asimilación de compuestos carbonados en levaduras de la 
estación primavera_______________________________________________________

Especie Cepa Melibiosa Arabinosa Inosltoi Eritritoi Ácido
galarcturónico

Candida bertae 1Q6/12P 4 4 + + +

Candida blankii 2L1P *4 + 4 4 4

2Q1/10P 4 4 + + +

20.6/13 P - + + + -

1Q30/19P - + + 4 -

Candida
santjacobensis

3L2P - + + + +

4L3P + + + 4 +

15A5P + 4 + + -

3Q30/20P + 4 + 4 -

Candida shehatae 6Q15/16P - + - 4 4-

Cryptococcus
albídus

3C8P + + + + +

8Q1S/17P + + + 4 +

Debaryomyces
poíymorphus 18A6P + + + + -

Debaryomyces
vanríjlae 6 0 1 /H P + + + + -

M yxozyma
montícola

26A7P 4 + 4 + +

Pichia s p p . 8L4P + + + + +

8C9P + + 4 + +

9Q30/21P + + 4 •4

Stepbanoascus
smithiae 14Q6/15P 4 4 4 - +
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Tabla 3.13. Caracterización taxonómica en levaduras de la estación primavera
Especie Cepa Resistencia a 

cicloheximíde 
0,1 %  (p/v)

Nitrato Hidrólisis 
de urea

Medio 
libre de 

vitaminas

Manitol Citrato

Candida bertae 1Q6/12P + + - + + -

Candida blankii 2LXP + - + + -

2Q1/10P - - -

2Q6/13P + - - + + -

1Q30/19P + - - + + -

Candida
santjacobensís

3L2P + - - + + -

4L3P + - - + + -

15A5P + - - + + -

3Q30/20P + - - + + -

Candida shehatae 6Q15/16P + - - + - -

Cryptococcus
albidus

3C8P + + - + + -

8Q15/17P - + - + -

Debaryomyces
polymorphus 18A6P + - - -

Debaryomyces
vanrijiae 6Q1/11P + - - + + -

Myxozyma
montícola

26A7P - - - + + -

Píchía spp. 8L4P + + - + 4- -

8C9P + + - + + -

9Q30/21P + - - + + -

Stephanoascus
smithiae 14Q6/15P + + - 4r -

ND: no determinado

Las Tablas 3.14, 3.15 y  3.16 presentan los resultados de las pruebas de 

identificación en cepas de levaduras aisladas durante la estación verano.
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Tabla S.14. Asimilación y fermentación de compuestos carbonados en levaduras 
de la estación verano

E s p e c ie C e p a G lu c o s a S a c a ro s a G a la c to s a L a c to s a M a lt o s a R a fln o s a

A F A F A F A F A F A F

Candida blankii 3Q1/9V + + + + + + + - + - + -

3Q6/12V + + - + + + - + - + -

3Q15/20V + + + - + + + - + - + -

4Q15/21V + -F + + - + - + - + -

5Q15/22V + + + - + - 4* - + - + -

2Q30/24V + + + + + + + - + - + -

Candida
santjacobensis 4Q30/25V + - + - + - + - + - + -

Candida shehatae 5L1V 4- +■ 4- - 4~ - - + - 4- -

9A3V 4* + + - + - + - + - + -

10A4V + + + - + + + - + - + -

4Q6/13V + + + - + + - + - 4r -

5Q6/14V + + - 4* + + - + - + -

7 Q.15/2 3 V + - + - 4- - *F - + - + -

Candida tenuis 6L2V + - + - 4- - + - + - + -

Debatyomyces
polymorphus

5C6V + 4* + - + - - 4* - 4- -

8Q6/15V + + - + - + - + - + -

6Q30/26V + + + - + + + - + - + -

Debaryomyces
vanrijiae

6C7V + + + - + + + - + - 4- -

7Q1/10V +■ •i- + -t- - + - - +

8Q1/11V + - 4- - + - + - + - + -

Pichia farinosa 13Q6/16V 4̂ + - - - + - - -

Pichía spp. 27A5V + + + - + - •f - + - + -

9C8V + + + - + - + - 4- - + -

A: asimilación 
F: fermentación
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Tabla 3.15. Asimilación de compuestos carbonados en levaduras de la 
estación verano

Especie Cepa Metibiosa Arabinosa Inosito! Erítritoi Ácido
galacturónico

Candida blankii 3Q1/9V + + + + +

3Q6/12V + + +

3Q15/20V + + + + +

4Q15/21V - - + + +

5Q15/22V + + + + +

ZQ30/24V + + + + +

Candida
santjacobensis 4Q30/25V 4* + + 4*

Candida shehatae 5L1V -h 4* + -

9A3V -f + + + -

10A4V + 4* + + +

4Q6/13V -f + + + -

SQ6/14V + + - + -

7Q15/23V + + + + -

Candida tenuis 6L2V + + - - -

Debaryomyces
polymorphus

5C6V + + + + +

8Q6/15V + + + + -

6Q30/26V 4* + + + -

Debaryomyces
vanrijiae

6C7V + + + -

7Q1/10V -h + 4- +■

8Q1/11V + + + + 4-

Pichia farinosa 13Q6/16V - - + +

Pichia spp. 27A5V 4* -f + + -

9C8V + + + + +
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por cepas de Candida shehatae, Debaryomyces vanrijiae y Cryptococcus albidus (Tablas 

3.13 y 3.16).

Con excepción de dos cepas de Candida bertae (1L1I, 1Q.6/12P), todas las demás 

cepas pertenecientes al género Candida fueron nitrato negativas, estos resuftados son 

concordantes con las características bioquímicas definitorias de su especie y coinciden 

con los hallados por Pereíra-Dtas et al. (2000) en quesos tradicionales semiduros 

elaborados con leche cruda. Sin embargo, Besahfon et al. (1992) encontraron que la 

asimilación de nitrato era una característica preponderante en levadurastambién aisladas 

de quesos, pertenecientes en su mayoría al género Candida, aunque esta característica 

dificultara la definición de especie.

En las Fígs. 3.6, 3.7, 3.8 y 3.9 se observa Fa distribución porcentual de ios distintos 

géneros aislados a partir de teche, agente coagulante, cuajadas y quesos artesanales.

En las cepas aisladas de leche predominó el género Cándida (66,7 %). Se aislaron 

también levaduras pertenecientes a los géneros Pichía, Cryptococcus y Rhodotorula en 

menor proporción.
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En el agente coagulante el género Candida (57,20 %) también constituyó el grupo 

dominante. Se destaca en segundo orden el género Myxozyma (21,4 %} y también cepas 

de levaduras pertenecientes al género. Debaryomyces en proporciones significativas 

(14,3 %).

■ Candida

■ Cryptococcus 

• Debaryomyces

■ Myxozyma  

□ Pichia

¡ Stephanoascus

Figura 3.8. Géneros de levaduras aislados de cuajada

A diferencia de las materias primas, en la cuajada se observó una prevafencia del 

género Debaryomyces. En segundo lugar se ubicaron Candida y Pichia. Además, en estas 

muestras se aislaron cepas del género Stephanoascus, no hallado en fas materias primas,
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en igual proporción que otros dos géneros aislados en estas muestras, Cryptococcus y 

Myxozyma.

4,65%

■ Candida

■ Cryptococcus

■ Debaryomyces 

m Myxozyma 

S3 Pichia

Stephanoascus

4,65%

Figura 3.9. Géneros de levaduras aislados en queso

En los quesos a distintos períodos de maduración se ubicaron los mismos géneros 

hallados en leche, agente coagulante y cuajada, con excepción del género Rhodotorula 

que solo se encontró en muestras de leche. Se observa también un alto porcentaje del 

género Candida (48,8 %), seguido en orden de importancia por Myxozyma (18,6 %): y 

Debaryomyces (16,3 %), presentando el mismo orden decreciente de frecuencias que el 

agente coagulante con porcentajes muy similares.

En la Tabla 3.17 se observa la distribución de las diferentes especies de levaduras 

aisladas de las materias primas, cuajadas y quesos a distintos períodos de maduración.
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Tabla 3.17. Origen de las especies de levaduras aisladas durante ía elaboración y
maduración de QAC _________________________________________________________

Total
Especie identificada _______________________ Origen de lás especies [%)_______________________  (n=90)

leche
agente

coagulante
Cuajada quesol* queso6a quesol5a q.ueso30a

(n = 9> (n = 28) (n = 10) (n = l l ) (n=13) (n=10) (n=9)

Candida aaserl 0 3,6 0 0 0 0 0 14-

Candida bertae 11,1 0 0 0 7,7 0 0 2,2

Candida bíankii 11/1 17,9 10,0 27,3 15/4 50,0 22,2 21,1

Candida
santjacobensis

22,2 21,4 10,0 9,1 0 0 22,2 12,2

Candida shehatae 11,1 10,7 0 0 15,4 20,0 11,1 10,0

Candida tenuis 11,1 0 0 0 0 0 0 1,1

Candida spp. 0 3,6 0 0 0 0 0 1,1

Cryptococcus albidus 11,1 0 10,0 0 7,7 10,0 0 4,4

Debaryomyces
polymorphus 0 7 ,1 20,0 9,09 15,4 0 11,1 8,9

Debaryomyces
vanrijlae 0 7,1 10,0 27,3 0 0 0 6,7

Myxozyma montícola 0 21,4 10,0 18,2 23,1 10,0 22,2 17 ,8

Pichia farinosa 0 0 0 0 7,7 0 0 1,1

Pichia spp. 11,1 7,1 20,0 0 0 10,0 11,1 7 ,8

Stephanoascus clferrii 0 0 10,0 0 0 0 0 1,1

Stepbanoascus
smithiae 0 0 0 9,09 7,69 0 0 2,2

Rhodotorula acuta 11,1 0 0 0 0 0 0 1,1

Total 100 100 100 100 100 100 100 100
a dias de maduración
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Las especies más abundantes en tas muestras de materias primas y quesos a 

distintos períodos de maduración fueron: Candida blankii (21,1 %), Myxozyma montícola 

(17,8 %), Candida santjacobensis (12,2 %) y Candida shehatae (10,0 %). Otras cepas de 

levaduras menos frecuentemente encontradas pertenecen a Cryptococcus albidus y 

diferentes especies de los géneros Pichia y Debaryomyces (4, 4 — 8,9 %).

Sin embargo, la distribución de especies de levaduras a largo de la maduración de 

los quesos no fue constante. Candida blankii fue la única presente en ambas materias 

primas y en todas las muestras de quesos a distintos períodos de maduración, 

presentando un incremento en la frecuencia de aislamiento con el tiempo de 

maduración. La cual osciló entre 10, 0 % en cuajada y 50,0 % en muestras de quesos de 15 

días de maduración. Esta especie de levadura fue aislada por Welthagen y Viljoen (1999) 

en la superficie de equipos empleados para la manufactura de queso Cheddar elaborado 

en la región de Cape Province en Sudáfrica.

Candida santjacobensis tiene su origen en la leche y el agente coagulante, 

hallándose presente en la cuajada y en quesos de un día de maduración. En quesos de 6 

días ya no está presente, pero se logró aislarla a partir de quesos con 30 días de 

maduración, lo que implica que las condiciones presentes en el interior de los mismos 

propician su crecimiento. Candida shehatae también se aisló de leche y agente 

coagulante, a diferencia de la especie anterior no se encontró en cuajada ní en muestras 

de quesos de un día, sin embargo, también se detectó su presencia a partir de los seis 

días de estacionamiento de los quesos. Myxozyma montícola estuvo presente tanto en la 

cuajada como en las muestras de quesos a lo largo de toda la maduración, con 

frecuencias de aislamientos relativamente constantes, entre 10,0 y 23,1 %. Esta especie 

no se la aisló de leche pero fue una de las más frecuentes en el agente coagulante 

(21,4 %), por lo tanto sería éste el origen de la misma.

La especie Debaryomyces vanrijiae aislada durante la elaboración casearia, no fue 

hallada al avanzar el tiempo de maduración. En cambio, Debaryomyces polymorphus se 

mantuvo con frecuencias variables hasta el final de la misma. Asimismo, el aislamiento de 

escasos representantes de la especie Debaryomyces vanrijiae de la superficie del
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equipamiento empleado en la elaboración de quesos fueron también informados por 

otros autores (Vtljoen y Greyiing, 1995),

Cryptococcus albidus es una especie hallada, desde hace tiempo, en productos 

lácteos como cremas (Fleet et al., 1987; Garríson, 1959) y leches provenientes de vacas 

afectadas por mastitis (Machota et al., 1987). Más recientemente otros autores (Viljoen y 

Greyiing, 1995) la encontraron entre las especies más frecuentes en quesos Cheddar y 

Gouda. Sin embargo, en los GAC no evidenció porcentajes de aislamiento superiores al 

11,1 % con una permanencia discontinua hasta los 15 días de maduración.

De la misma manera, cepas de levaduras pertenecientes al género Plchia fueron 

aisladas del agente coagulante, la leche empleada en la elaboración, la cuajada y quesos 

en los diferentes períodos de maduración pero con frecuencias inferiores a los géneros 

antes mencionados. Entre las siete cepas halladas de levaduras, pertenecientes ai género 

Plchia, sólo fue posible clasificar una cepa a nivel de especie: Plchia farinosa, aislada de 

quesos de seis días de maduración.

Por otra parte, Candida tenuis y Rhodotorula acuta sólo se aislaron en leche, 

estando ausente en los quesos, igual comportamiento se detectó con ia especie Candida 

aaseri, sólo aislada del agente coagulante. En referencia a ios representantes del género 

Rhodotorula, normalmente son recuperados en bajos números (Lopéz-Díaz et al., 1995). 

Su origen está relacionado a la contaminación aérea (Tudor y Board, 1993) y su ausencia 

en los quesos madurados es probablemente debida a su baja resistencia a la disminución 

de la actividad de agua (aw) y a su metabolismo estrictamente aerobio. Pereira-Dias et al, 

(2000), en otro tipo de quesos hallaron resultados similares, aislando cepas de este 

género sólo de la cuajada.

Las especies Stephanoascus ciferrii y Stephanoascus smithlae, a pesar de no estar 

presentes en las materias primas, fueron aisladas a partir de fa cuajada y de muestras de 

quesos de uno y seis días de maduración, aunque con frecuencias inferiores (7,7 -1 0 ,0  %) 

a las demás especies halladas. El origen de estas especies podría ser la contaminación 

aérea del establecimiento elaborador dada su ausencia en la leche y el agente coagulante.

De lo expuesto se deducen los géneros y las especies presentes en las materias 

primas y a lo largo de la maduración del Queso Artesanal de Corrientes. Los predominios
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observados en los quesos coinciden con los hallados en las materias primas, siendo el 

género Candida el más frecuente, seguido en orden de importancia por Myxozyma y 

Debaryomyces. Otros géneros como Cryptococcus, Pichia y Stephanoascus resultaron 

poco significativos.

Se infiere que el origen de casi todos los géneros hallados serían las materias primas 

empleadas:

• la leche cruda de vaca recién ordeñada o almacenada bajo refrigeración 

durante un tiempo máximo de 24 h.

• el agente coagulante artesanal, suero obtenido de leche cruda coagulada por 

acción del cuajo: cuarto estómago de ternero salado, en una proporción de una 

parte de sal cada dos partes de tejido, y secado a temperatura ambiente.

La leche cruda y el agente coagulante difieren en su ecología, la flora de fevaduras 

típica de cada uno de ellos constituiría un rasgo característico de los mismos.

Podríamos afirmar que cada materia prima aporta a ios quesos una microbiota 

específica de levaduras adaptada al nicho ecológico de la región y a las condiciones del 

medio particular de cada una.

Al comparar los géneros y las especies halladas en el Queso Artesanal de Corrientes 

con los informados para leches y productos lácteos elaborados en otras regiones del país 

se aprecian ciertas similitudes, particularmente en lo que se refiere a la elevada 

incidencia de los géneros Debaryomyces y Candida y a sus especies dominantes. También 

se observan semejanzas en cuanto a la presencia, menos significativa, de otros dos 

géneros: Cryptococcus y  Pichia.

Las especies predominantes o únicas halladas en Corrientes resultaron similares a 

las encontradas en Tandil: Candida blankii y Myxozyma montícola. En cambio, en Trelew, 

la presencia de C. blankii coincide como una de las especies dominantes, pero 

acompañada en iguales proporciones por C. famata (Carrasco et al., 2006; Baraggio et al., 

2008).

Por otra parte, se observan diferencias notables, tales como la presencia destacada 

de representantes del género Brettanomyces en leche y productos lácteos elaborados en 

la cuenca lechera santafesina (Carrasco et al., 2006; Baraggio et al., 2008), mientras que
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no se halló ningún representante de este género durante la elaboración y maduración del 

Q AC

Al realizar igual comparación con los resultados publicados para distintas variedades 

de quesos elaborados en Europa, se aprecia también una coincidencia respecto de la 

presencia significativa de los géneros Candida y Debaryomyces junto con la menor 

frecuencia de los géneros Rhodotorula, Cryptococcus y Pichia (Besangon et ai., 1992; 

Pereira-Dias et al., 2000; Corbo et al., 2001). Sin embargo, la ausencia total de 

representantes de (os géneros Saccharomyces y Kluyveromyces, de alta prevalencia en los 

quesos europeos (Seiler y Busse, 1990; Valdés-Stauber et al., 1997; Romano et al., 2001), 

marca también notables diferencias con el QAC. La presencia de otros géneros, 

Sthephanoascus y Myxozyma no informados por estos autores (Seiler y Busse, 1990; 

Besangon et al., 1992; Valdés-Stauber et al., 1997; Pereira-Dias et al., 2000; Corbo et al., 

2001; Romano et al., 2001j acentúa las disimilitudes.

Este hecho sugiere que la composición de la flora de levaduras presente en quesos 

difiere de acuerdo con el país y la región de producción.

3.4. Caracterización tecnológica de las cepas aisladas

3.4.1. Respuesta a distintos valores de p H  y  tem peratura

En la Tabla 3.18 se presentan los resultados obtenidos expresados como porcentaje 

de los aislamientos que mostraron desarrollo positivo en cada uno de los géneros 

encontrados a distintos valores de pH y temperatura.
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Tabla 3.18. Respuesta a (os distintos valores de pH y 
Temperatura (expresado como porcentaje del total de los 
aislamientos en cada uno de los géneros)_______________________
Género pH Temperatura

4,7 5,2 5,5 5 °C 18 °C 37 °C

LECHE
Candida (6) 100 100 100 50 100 83
Cryptococcus (1) 100 100 100 ND ND 100
Pichia (1) 100 100 100 ND ND 100
fíhodato rula (1) 100 100 100 ND ND 100
AGENTE COAGULANTE
Candida (15) 100 100 100 93 93 93
Debaryomyces (4) 100 100 100 100 100 100
Myxozyma (7) 100 100 100 100 100 100
Pichia (2) 100 100 100 100 100 100
CUAJADA
Candida (2) 100 100 100 100 100 0
Cryptococcus (1) 100 100 100 100 100 100
Debaryomyces (3) 100 100 100 100 100 100
Myxozyma (1) 100 100 100 100 100 100
Pichia (2) 100 100 100 100 100 100
Stephanoascus (1) 100 100 100 100 100 100
QUESOS
Candida (21) 100 100 100 71 95 86
Cryptococcus (2) 100 109 100 50 100 0
Debaryomyces (7) 100 100 100 85 100 100
Myxozyma (8) 100 100 100 100 100 100
Pichia (3) 100 100 100 100 100 100
Stephanoascus (2) 100 100 100 100 100 100
(): número de cepas 
ND: no determinado

Todas las cepas de levaduras aisladas fueron capaces de desarrollar en el rango de 

pH (4,7 -  5,5) ensayado. Estos resultados coinciden con los informados por otros autores 

en quesos Danablu de origen europeo (van de Tempel y  Jacobsen, 1998) y  en distintas 

variedades de quesos de la provincia de Santa Fe (Baraggio, 2000).

Una de las propiedades que suelen presentar las levaduras aisladas de productos 

lácteos es su tolerancia a la acidez (Viljoen, 1998; Gardfni et ai., 2006) siendo ésta una de 

las características que permiten su crecimiento en las condiciones de elaboración casearia 

(R o s s ie t a l1998).
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Debido a que el clima de la provincia de Corrientes, en la época de mayor 

producción quesera, se caracteriza por ser cálido con temperaturas muy elevadas, al 

momento de elegir la temperatura de incubación tanto para el aislamiento como para las 

demás pruebas se seleccionó la de 30 °C y no una más baja, previendo que las cepas de 

levaduras autóctonas estarían más bien adaptadas a climas cálidos. Además se realizaron 

aislamientos en las diferentes estaciones climáticas a fin de estudiar las posibles 

variaciones estacionales.

La mayoría de las cepas de levaduras estudiadas fueron capaces de desarrollar a las 

diferentes temperaturas ensayadas. Todas las cepas crecieron a 18 °C, con excepción de 

dos cepas aisladas en la estación otoño, Candida santjacobensis (11A90) aislada de 

agente coagulante y Candida shehatae (5Q30/18I) aislada de queso con 30 días de 

maduración.

A la temperatura de 37 °C no crecieron 9 cepas pertenecientes a los géneros 

Candida y Cryptococcus: una cepa Candida tenuis (6L2V) aislada de leche; tres cepas 

(3A30, 1C6I, 4Q15/21V) de Candida blankii aisladas de agente coagulante, cuajada y 

quesos; una cepa (1C6I) de Candida santjacobensis aislada de cuajada; dos cepas de 

Candida shehatae (5Q30/18I, 6Q15/16P) y dos cepas de Cryptococcus albidus (8Q15/17P, 

6Q6/12I) aisladas de quesos. Los porcentajes encontrados fueron similares (Cosentino et 

al., 2001) e incluso superiores (Suzzi et al., 2003) a los informados por otros autores para 

levaduras aisladas de diferentes variedades de quesos europeos.

Se evaluó también, el crecimiento de levaduras a 5 °C. Se eligió este valor debido a 

que muchos quesos son madurados a bajas temperaturas, Incluido el QAC, y es conocido 

(Devoyod, 1990; Fleet, 1990; Fleet, 1992; Jacobsen y Narvhus, 1996, Welthagen y 

Viljoen, 1999; Rossi et al., 1998; Gardini et al., 2006) el hecho de que una de las 

propiedades que les permitiría a las levaduras desarrollar en quesos a lo largo de la 

maduración es su resistencia a bajas temperaturas.

Al ensayar esta temperatura se observó que sólo 12 cepas pertenecientes a los 

géneros Candida, Cryptococcus y Debaryomyces no fueron capaces de desarrollar a 5 °C: 

cuatro cepas de Candida blankii (2Q1/10P, 3Q1/9V, 5Q15/22V, 1Q30/19P) aisladas de 

quesos elaborados en estaciones cálidas; tres de Candida shehatae (5L1V, 5Q6/14V,
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6Q15/16P) , dos cepas (3L2P, 4L3P) de Candida santjacobensis y una de Cryptococcus 

albldus (8Q15/17P), aisladas de muestras de leches y quesos durante el período 

primavera-verano; una cepa de Debaryomyces polymorphus (5Q1/260) y una cepa 

(7A70) de Candida spp., ambas aisladas de queso y agente coagulante en el otoño.

Estos resultados evidenciaron que:

• de la tres temperaturas de crecimiento estudiadas, 5 °C fue la que presentó

el menor porcentaje de crecimiento comparado con los observados para 

las otras temperaturas, lo que era previsible dadas las características 

climáticas de la provincia de Corrientes. Sin embargo, estos porcentajes no 

resultaron ser bajos y muy por el contrario son comparables con los 

hallados por otros autores en levaduras aisladas de otras variedades de 

quesos del país y de Europa (van de Tempel y Jacobsen, 1998; Baraggio, 

2000; Cosentino et al., 2001; Corbo et al., 2001).

• de las 12 cepas de levaduras que no desarrollaron a 5 °C, 10 fueron aisladas

en las estaciones de primavera y verano, lo que confirmaría la presunción 

de que las características de las cepas estaría influenciada o determinada 

por el medio externo o por las condiciones ambientales donde ellas 

habitan. Además, al comparar los porcentajes entre los diferentes 

orígenes de las cepas, fueron los cultivos aislados de leche los que 

presentaron los porcentajes más bajos, lo que resulta lógico dado que 

muchas elaboraciones se realizan con leche recién ordeñada sin 

exponerse a temperaturas de refrigeración.

• las distintas respuestas a las variaciones de temperatura entre cepas de

una misma especie demuestran claramente que existen diferencias 

significativas a nivel de cepa. Resultados similares han sido informados por 

otros autores (van de Tempel y Jacobsen, 1998).

Los resultados expuestos en este punto, evidencian la capacidad de las cepas de 

levaduras estudiadas para crecer y desarrollarse en las condiciones de pH y temperatura 

reinantes durante la elaboración y maduración del Quesos Artesanal de Corrientes.
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Asimismo, demuestran el efecto de selección de las condiciones climáticas sobre las 

propiedades tecnológicas propias de las cepas.

3.4.2. Respuesta a distintos valores de concentración de ácido láctico y  lactosa

En las Tablas 3.19, 3.20, 3.21 y 3.22 se presentan los resultados de la capacidad de 

asimilación de diferentes concentraciones de ácido láctico y lactosa en cepas de levaduras 

aisladas de leche, cuajada, agente coagulante y quesos respectivamente.

Tabla 3.19. Asimilación de ácido láctico y  lactosa en cepas de 
levaduras aisladas de leche cruda empleada en la elaboración de 
Q A C ____________________________________________

G é n e ro  y  e spe cie C ep a A c id o  lá ctico Lactosa

1% 2 % 3 % 1 % 2 % 3 %

C andida bertae 1L1I + + + + + 4*

Candida blankii 2L1P + + + + + +

Candida santjacobensis 3L2P + 4 + + 4- +

4L3P 4- + + + + +

Candida shehatae 5L1V - - - + + +

Candida tenuis 6L2V + + + 4* + +

Cryptococcus albidus 7L2I - - - + + +

Pichia  spp. 8L4P + 4- + + + +

R hodotoru la  acuta 9L3I - - - ND N D ND
ND: no determinado

Tabla 3.20. Asimilación de ácido láctico y lactosa en cepas de 
levaduras aisladas de cuajada _______________________________

G é n e ro  y  e spe cie C epa Á c id o  láctico Lactosa

1 % 2% 3 % 1% 2 % 3 %

Candida blankü 1C6I 4- 4* + + + +

Candida santjacobensis 2C7! + + + 4- - -

Cryotococcus albidus 3C8P + 4* + 4* + +
D ebaryom yces
p olym orp hus

4C210 + + + + + +
5C6V + + + + + +

D ebaryom yces vanrijiae 6C7V + +• - + + +
M yx o zym a  m ontícola 7C8I + 4* + 4* + +
Pichia  spp. 8C9P + 4" + + + +

9C8V + - - + + +
Stephanoascus ciferri 10C22O + + + 4* + +
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Tabla 3.21. Asimilación de ácido láctico y lactosa en cepas de 
levaduras aisladas de agente coagulante ________________

G é n e ro  y  especie Cepa Ácido láctico Lactosa

1% 2% 3% 1 % 2 % 3%

Candida aaseri 1A10 + + + 4 - 4 - 4 -

Candida blankii 2A20 + + + 4 - 4 - 4 -

3A30 + + + 4 - 4 - 4 -

4A40 4 - 4 - + 4 - 4 - +

5A50 + + + 4 - 4 - +

6A60 + + + 4* 4 - 4-

Candida santjacobensis 11A90 + 4 - + 4 - 4 - 4 -

12A10O + 4 - + 4 - 4 * 4 -

13A110 + 4 - + 4 - 4 - 4*

14A120 4 * 4 - + 4 - 4 - 4 -

16A4I + + + 4 - 4 - 4 -

15A5P + 4 - + 4 - 4 - 4 -

Candida shehatae 9A3V + + + 4 - 4 - 4 *

10A4V + + - 4 - 4 - 4 *

8A80 + + 4 - 4 - 4 - 4 -

Candida spp. 7A70 + - - 4 - 4 - 4 -

Debaryomyces vanrijiae 19A140 4 - 4 - 4 - 4 * 4 - 4-

20A15O + + + 4 - 4 - 4 "

Debaryomyces
poiymorphus

17A130 + + + 4* + 4 -

18A6P + - - 4 - + 4-

Myxozyma moticola 21A160 + + + 4 - 4 - 4 -

22A170 4 - + 4 - 4 - 4 - 4 -

23A180 + + 4 - 4 - 4 - 4 -

24A190 + + 4 - 4 - + 4 -

25A20O + + 4 - 4 - + 4 -

26A7P + 4* 4 - 4 - + +
Plchia spp. 28A5I + + 4 - 4 - + +

27A5V + + 4- 4 - 4 - +
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Tabla 3.22. Asimilación de ácido láctico y lactosa en cepas de

G é n e ro  y  especie Cepa Á cid o  láctico Lactosa

1% 2 % 3 % 1% 2% 3 %

Candida bertae 1Q6/12P + + + + + +

Candida blankil 1Q1/240 + + + + + +

2Q1/10P + + + + + +

3Q.1/9V + + - + + +

2Q6/13P - - - + + +

3Q6/12V + + + + + +
1Q15/290 + + + + + +

2Q15/15I + + + + + +

3Q15/20V + + + + + +

4Q15/21V + + + + + +

5Q15/22V + + - + + +

1Q30/19P + + + + + +

2Q30/24V + + + + + +

Candida santjacobensis 4Q1/250 - - - + + +

3Q30/20P + + + + + +

4Q30/25V + + + + + +

Candida shehatae 4Q.6/13V + + + + + +
5Q6/14V + + + + + +
6Q15/16P + + + + + +
7Q15/23V + + + + + +
5Q30/18Í + + + + + +

Cryptococcus albidus 6Q6/12I + + + + + +
8Q15/17P + + + + + +

D ebaryom yces
p olym orp h us

SQ1/260 + + + + + +
7Q6/270 + + + + + +
8Q6/15V + + + + + +

6Q30/26V + + - + + +
D ebaryom yces vanrljiae 6Q1/11P + + + + + +

7Q1/10V + + + + + +
8Q1/11V + - - + + +

M yx o zy m a  m ontícola 9Q1/9I + + + + + +
10Q1/10I + + + + + +

10Q6/280 + + + + + +
1106/131 + + + + + +
12Q6/141 + + + + + +
9Q15/16I + + + + + +
7Q30/19I + + + + + +
8Q30/20I + + + + + +

Pichia farinosa 13Q6/16V + + + + + +
Pichia  spp. 10Q15/17I + + + + + +

9Q30/21P + + + + + +
Stephanoascus sm ithiae 11Q1/11I + + + + + +

14Q.6/15 P + + + + + +
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En lo que respecta a la capacidad de desarrollo en presencia de distintas 

concentraciones de ácido láctico, se aprecia una importante variabilidad entre los 

distintos géneros y especies, y aún entre cepas pertenecientes a una misma especie.

La mayoría de las cepas fueron capaces de desarrollar frente a concentraciones de 

ácido láctico del 1 %  (p/v). Sólo cinco cepas de levaduras no crecieron, tres de ellas 

correspondieron a levaduras aisladas de leche cruda: una cepa de Candida shehatae 

(7L2I), una cepa de Cryptococcus albidus (7L2I) y la única cepa de Rhodotorula acuta 

(9L3I). Las restantes pertenecen al género Candida: C. santjacobensis (4Q.1/250) y C. 

blankii (2Q.6/13P) aisladas de quesos de uno y seis días de maduración.

Frente a concentraciones de ácido láctico del 2 % (p/v) no desarrollaron otras 

cuatro cepas: dos aisladas del agente coagulante, una representante del género Candida 

(7A70) y la otra de la especie Debaryomyces polymorphus (18A6P); una cepa 

perteneciente al género Pichia (9C8V) aislada de cuajada y una cepa de Debaryomyces 

vanrijiae (8Q.1/11V) aislada de quesos también de un día de maduración.

Cuando la concentración de ácido láctico fue del 3 % (p/v) cinco cepas no 

presentaron desarrollo: una cepa de Debaryomyces vanrijiae (6C7V) aislada de cuajada, 

una cepa de Candida shehatae (10A4V) aislada de agente coagulante, dos cepas de 

Candida blankii (3Q.1/9V, 5Q.15/22V) y una de Debaryomyces polymorphus (6Q.30/26V) 

aisladas de quesos,

Estos resultados son coincidentes con los informados por otros autores en distintas 

variedades de quesos (Besanfon et a i, 1992; van de Tempel y Jacobsen, 1998; Pereira- 

Dias et a i, 2000; Corbo e ta i, 2001; Romano et al., 2001).

Entre los principales mecanismos mediante los cuales se cree (Welthagen y Viijoen, 

1999; Corbo et ai, 2001; Romano et a i, 2001; Fadda et al., 2001; Cosentino et al., 2001) 

que las levaduras participarían en la maduración de quesos se encuentra la asimilación de 

ácido láctico. El metabolismo de este ácido provocaría el aumento de pH hacia el final de 

la maduración (Besan^on et a i, 1992; Rossi e ta i,  1998; Pereira-Dias et a i, 2000; Fadda et 

a i, 2004). Estos aumentos favorecen el crecimiento de la microbiota bacteriana y son 

particularmente importantes para el desarrollo de la flora superficial en quesos 

madurados por bacterias o mohos superficiales (Robinson, 1987; Seiler y Busse, 1990;
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Valdés-Stauber et al., 1997; Rossi et al., 1998). Además, estos incrementos de pH 

estimularían la actividad proteolítica de bacterias aerobias superficiales (Valdés-Stauber 

et al., 1997; Rossi et al., 1998) y de bacterias lácticas (Pereira-Dias et al., 2000), dado que 

valores bajos de pH en la superficie y el interior de los quesos pueden provocar menor 

actividad de las enzimas proteolíticas debido a una desnaturalización de las mismas (Rossi 

et a i, 1998).

En los QAC se produce un incremento del pH (Vasek, 2003) a partir del 5° día de 

maduración, alcanzando los valores mayores a los 30 días (pH 5,80). Esta variación 

coincide con el aumento marcado y constante de la población de levaduras a partir de! 6o 

día durante la maduración de estos quesos.

El hecho de que la mayoría de las cepas de levaduras aisladas fueron capaces de 

asimilar ácido láctico explicaría el aumento de pH observado y reforzaría la presunción de 

que la biota levaduriforme juega un rol importante en la maduración de los QAC.

Al realizar la caracterización taxonómica de las cepas de levaduras (ítem 3.3.2), ya 

se evaluó la capacidad de asimilar y fermentar distintos azúcares, entre ellas lactosa 

(Tablas 3.5, 3.8, 3.11 y 3.14). La concentración de este azúcar en esas pruebas fue igual a 

1,2 %  (p/v). Casi todas las cepas de levaduras ensayadas fueron capaces de asimilar 

lactosa a esta concentración, sólo la cepa de Rhodotorula acuta 9L3I, aislada de leche en 

la estación invierno, resultó lactosa negativa (Tabla 3.8), por esta razón no se evaluó su 

capacidad de asimilar lactosa a mayores concentraciones cuando se realizó la 

caracterización tecnológica de las cepas (Tabla 3.19).

Todas las demás cepas ensayadas tuvieron respuesta positiva frente a las 

concentraciones de lactosa estudiadas [1 %, 2 % y 3 % (p/v)], con excepción de una cepa 

de Candida santjacobensis 2C7I que no toleró concentraciones del 2 y 3 %  (p/v) (Tabla 

3.20).

Son numerosos los trabajos que también informaron altos porcentajes de especies 

de levaduras aisladas de productos lácteos capaces de asimilar lactosa (Seiler y Busse, 

1990; Besan?on et al., 1992; Valdés-Stauber et al., 1997; Suzzi et al., 1998; van de Tempel 

y Jacobsen, 1998; Pereira-Dias et al., 2000; Cosentino et al., 2001; Romano et al., 2001; 

Fadda e ta i,  2004).
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La propiedad de las cepas de levaduras para metabolizar lactosa, el azúcar más 

abundante en los quesos y otros productos lácteos, es una de las características claves 

(Viljoen y  Greyling, 1995; Pereira- Dias et al., 2000; Cosentino et al., 2001; Fadda et ah, 

2001; Gardini etal., 2006) para su desarrollo en los mismos. De acuerdo con Besanfon et 

al. (1992), Suzzi et al. (1998), van de Tempel y Jacobsen (1998) Welthagen y Viljoen 

(1999), Romano et al. (2001) y Corbo et al. (2001) la biota levaduriforme participaría en 

la maduración de los quesos por asimilación de la lactosa remanente.

3.4.3. Respuesta a distintos valores de concentración de cloruro de sodio

En las Tablas 3.23, 3.24, 3.25 y 3.26 se presentan los resultados de la respuesta a 

diferentes concentraciones de cloruro de sodio en cepas de levaduras aisladas de leche, 

cuajada, agente coagulante y quesos, respectivamente.

Tabla 3.23. Respuesta a diferentes concentraciones 
de NaCl en cepas de levaduras aisladas de leche______

Género y especie Cepa NaCl
10% 15% 20%

Candida bertae l i l i + - -

Candida blankii 2L1P + + +
Candida santjacobensis 3L2P + - -

4L3P + - -

Candida shehatae 5L1V + + +
Candida tenuis 6L2V + + +
Cryptococcus albidus 7L2I + + +
Pichia spp. 8L4P + + +
Rhodotorula acuta 9L3I - - -

Tabla 3.24. Respuesta a diferentes concentraciones 
de NaCl en cepas de levaduras aisladas de cuajada

Género y especie Cepa NaCl
10% 15% 20%

Candida blankii 1C6I + -t- +
Candida santjacobensis 2C7I + - -

Cryptococcus albidus 3C8P + - -

Debaryomyces
polymorphus

4C21G + - -

5C6V + - -

Debaryomyces vanrijiae 6C7V + + +
Myxozyma montícola 7C8I + + +
Pichia spp. 8C9P + + +

9C8V + + -

Stephanoascus ciferri 10C22O + - -
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Tabla 3.25. Respuesta a diferentes concentraciones 
de NaCl en cepas de levaduras aisladas de agente 
coagulante_________ _____________ ___________ ___

G é n e ro  y  especie Cepa NaCl

10% 1 5 % 2 0 %

Candida aaseri 1A10 + - -

Candida blankii 4A40 + + +

5A50 + - -

6A 6 O + - -

2A20 + - -

3A30 + - -

Candido santjacobensis 11A90 + - -

12A10O + + +

13A110 + + +

14A120 + - -

16A4I + - -

15A5P + - -
Candida shehatae 9A3V + + ~

10A4V + + -

8A80 + - -

Candida spp. 7A70 + + -

Debaryomyces polymorphus 17A130 + + +

18A6P + + +
Debaryomyces vanrijiae 19A140 + - -

20A15O + + +
Myxozyma montícola 21A160 + - -

22A170 + - -

23A180 + - -

24A190 + - -

25A20O + - -

26A7P + + +
Plchia spp. 28A5I + + +

27A5V + + +
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Tabla 3.26. Respuesta a diferentes concentraciones 
de NaCI en cepas de levaduras aisladas de quesos

G é n e ro  y  especie Cepa NaCI

1 0 % 1 5 % 2 0 %

Candida bertae 1Q6/12P + - -

Candida blankii 1Q1/240 + + -

2Q1/10P +■ + -

3Q.1/9V + + +

206/13P + + -

3Q6/12V + + -

1Q15/290 + + +

2Q.15/151 + - -

3Q15/20V + + +

4Q15/21V + + -

5Q15/22V + + +

1O30/19P + - -

2Q30/24V + + -

Candida santjacobensis 4Q1/250 + + +

3Q30/20P + + -

4Q30/25V + + +

Candida shehatae 4Q6/13V + + -

5Q6/14V + + +

6Q15/16P + + +

7Q15/23V + + +

5Q30/18I + + +

Cryptococcus albidus 606/121 + + +

8Q15/17P + + -

Debaryomyces polymorphus 5Q1/260 + - -

706/270 + - -

8Q6/15V + + -

6Q30/26V + + +
Debaryomyces vanrijiae 6Q1/11P + - -

701/10V + + +

8Q1/11V + + -
Myxozyma montícola 901/91 + + +

1001/101 + - -

10Q6/28O + - -

1106/131 + - -

12Q6/14I + - -

9Q15/16I + - -

7030/191 + - -

8Q30/20I + + +
Pichia farinosa 13Q6/16V + + -
Pichia spp. 10Q15/17I + + -

9Q30/21P + - -

Stephanoascus smithiae 1101/111 + - -

14Q6/15P + - -
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Del análisis de las Tablas anteriores se deduce que, prácticamente, todos los 

aislamientos efectuados presentaron capacidad de desarrollo en presencia de NaCI en 

concentraciones del 10 % (p/v). Por el contrario, se ha podido determinar una menor 

tolerancia de crecimiento en concentraciones del 15 % y 20 %  (p/v) NaCI.

En general, las levaduras pertenecientes al género Rhodotorula presentan una 

menor resistencia a baja actividad de agua (Pereira-Dias et al., 2001), esta característica 

explicaría el hecho de que la única cepa de levadura que no toleró concentraciones de 

10 % (p/v) de NaCI fue una cepa (9L3I) de Rhodotorula acuta aislada de leche. Todas las 

demás, fueron capaces de crecer frente a esta concentración salina. Autores de nuestro 

país (Baraggio, 2000) como de Europa (Besangon et al., 1992) hallaron resultados 

similares en cepas de levaduras aisladas de quesos, pertenecientes a los géneros Candida 

y Debaryomyces. Por el contrario, otros autores informaron menor tolerancia a esta 

concentración de sal en aislamientos correspondientes al género Candida (Cosentino et 

al., 2001; Suzzi etal., 2003) aislados de diferentes quesos europeos.

En la Tabla 3.27 se presentan los porcentajes de cepas de cada género de levaduras 

capaces de crecer frente a distintas concentraciones de NaCI.

Tabla 3.27. Respuesta a las distintas concentraciones de NaCI
(expresado como porcentaje del total de los aislamientos para 
cada uno de los géneros)________________________________________

Género NaCI
10% 15 % 2 0 %

Candida (44) 100 62 38
Cryptococcus (4) 100 75 50
Debaryomyces (14) 100 57 43
Myxozyma (16) 100 27 27
Pichia (8) 100 88 50
Stephanoascus (3) 100 0 0

Se observaron altos porcentajes de resistencia (Tabla 3.27) frente a concentraciones 

de 15 % (p/v) de NaCI entre los géneros más frecuentemente aislados. El 62 % de las 

cepas pertenecientes al género Candida crecieron a esta concentración, siendo Candida 

blankii y Candida shehatae las especies que presentaron la mayor resistencia. Los 

aislamientos incluidos en los géneros Debaryomyces, Cryptococcus y Pichia crecieron con 

porcentajes de 57, 75 y 88 %, respectivamente. Por el contrario, las cepas de Myxozyma
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montícola presentaron baja tolerancia (27 %), Estos resultados son coincidentes con los 

hallados por Besanqon et a i (1992) en quesos azules, sin embargo, los porcentajes de 

cepas resistentes hallados en este trabajo, son mayores a los publicados por otros autores 

en quesos de otras regiones de Europa (Suzzi et al., 2003) y también en quesos 

elaborados en nuestro país (Baraggio, 2000).

Los porcentajes de cepas resistentes a concentraciones del 20 %  (p/v) de sal 

oscilaron entre 27 y 50 %. Entre los géneros más frecuentemente aislados [Candida, 

Debaryomyces y Myxozyma), Debaryomyces fue el que mostró la mayor frecuencia. Hasta 

un 50 % de las cepas de otros géneros aislados en menor número (Cryptococcus y Pichia) 

toleraron concentraciones del 20 %  (p/v). Son escasas las publicaciones que presentan 

porcentajes tan elevados de resistencia a esta concentración salina (Besanqon et al., 

1992), generalmente se corresponden con aislamientos a partir de quesos duros o 

salmueras utilizadas en el salado de quesos (Seiler y Busse, 1990). La mayoría de los 

autores, tanto europeos como de nuestro país observaron porcentajes inferiores 

(Baraggio, 2000) o nulos (Suzzi e ta i, 2003).

En general, la mayoría de las levaduras son menos sensibles a bajas aw que las 

bacterias y pueden crecer en rangos de aw desde 0,95 hasta 0,90 (Viljoen, 1998; 

Welthagen y Viljoen, 1999; Wyder y Puhan, 1999; Gardini et al., 2006). Un grupo 

particular de levaduras son capaces de crecer a valores muchos más bajos de aw (0,65- 

0,80) en presencia de elevadas concentraciones de azúcar o sal. Son las llamadas 

levaduras osmófilas. Las mismas suelen estar asociadas a ciertos alimentos, entre ellos los 

productos lácteos, con concentraciones de azúcar cercanas al 65 % (Jay, 1992), como 

leche condensada (54 - 65 %), o de sal entre 15 y 25 %  [la concentración de NaCI en las 

salmueras queseras varía entre 18 y 27 %, y en los distintos tipos de quesos (Scott, 1981) 

entre 0,6 y 8,3 %]. Entre los diferentes géneros y especies de levaduras que poseen esta 

característica de encuentran: Cryptococcus albidus y distintas especies de los género 

Candida y Debaryomyces (Tílbury, 1980; Tokouka, 1993; van Eck et al., 1993). Éstas, 

fueron halladas, frecuentemente, en diferentes quesos o salmueras de salado (Viljoen y 

Greyling, 1995). Los mismos también fueron aislados durante la elaboración y maduración
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de los Quesos Artesanales de Corrientes y evidenciaron elevada resistencia a las distintas 

concentraciones de sal.

Estos resultados demuestran que, la mayoría de las cepas de levaduras aisladas 

durante la elaboración y maduración del QAC evidencian una excelente aptitud para 

desarrollar frente a concentraciones de sal elevadas, explican su importancia en los 

quesos y sugieren que las mismas participarían en su maduración.

La tolerancia a la sal es una característica de importancia destacada para la 

selección de cultivos iniciadores en la elaboración de quesos (Besanpon e ta i, 1992). Por 

lo tanto, las levaduras salvajes presentes en los QAC podrían ser empleadas como 

adjuntos a los fermentos de bacterias lácticas usados en la elaboración casearia.

3.5. Propiedades tecnológicas de las cepas de levaduras

3.5.1. A ctiv id a d  proteo!(tica

La Fig. 3.10 indica el porcentaje de cepas de levaduras aisladas durante la 

elaboración y maduración del QAC que presentaron actividad proteoiítica.

Figura 3.10. Actividad proteoiítica de cepas de levaduras aisladas 
durante la elaboración y maduración del Queso Artesanal de 
Corrientes
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Sólo dos de las 90 cepas de levaduras estudiadas presentaron actividad proteolítíca: 

una cepa de Candida santjacobensis (4Q1/250) y una cepa de Debaryomyces 

polymorphus (5Q1/260), ambas aisladas de quesos de un día de maduración.

Estos resultados coinciden con los hallados por otros autores (Besanpon etal., 1992; 

van de Tempel y Jacobsen, 1998; Pereira-Dias et al., 2000; Corbo et al., 2001; Cosentino et 

al., 2001; Fadda et al., 2004) al estudiar la actividad proteolítíca de la biota levaduriforme 

presente en distintas variedades de quesos. Sin embargo, se contraponen a los publicados 

por autores nacionales, quienes informaron altos porcentajes de actividad proteolítíca en 

cepas aisladas de quesos provenientes de la cuenca lechera santafesina (Baraggio, 2000).

La proteólisis es importante en quesos porque contribuye al desarrollo del sabor y 

aroma durante la maduración. Este proceso es conducido, básicamente, por enzimas 

provenientes de la leche, del cuajo, y de las bacterias lácticas del fermento. Las levaduras 

podrían jugar un papel importante en la proteólisis, sin embargo los resultados hallados 

hasta el momento, a través de los métodos indicados, sugieren que las levaduras aisladas 

del QAC carecen de actividad proteolítíca significativa por sí mismas.

Tzanetakis et al. (1998), también detectaron sólo una cepa de Pichia farinosa, 

aislada de queso Feta, con actividad proteolítíca en agar leche, mientras que a través del 

empleo del test API-ZYM pudieron hallar más cepas, entre las especies predominantes, 

con actividad peptidasa. van de Tempel y Jacobsen (1998) no encontraron cepas de 

levaduras, aisladas de queso Danablu, con actividad proteolítíca en agar caseína. Estos 

autores sugirieron que la degradación de caseína, y por extensión de proteínas, debería 

ser evaluada por otros métodos más sensibles como electroforesis capilar (Hansen y 

Jacobsen, 1998). Por lo tanto, sería necesario continuar la evaluación de la actividad 

proteolítíca en las cepas de levaduras autóctonas del QAC empleando otros métodos más 

sensibles y específicos como podrían ser los test comerciales API-ZYM.

3.5.2. A ctivid a d  lipolítica

En las Figs. 3.11, 3.12, 3.13 y 3.14 se presentan los resultados de actividad lipolítica 

en las cepas de levaduras aisladas de leche, agente coagulante, cuajadas y quesos, 

respectivamente.
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Candida

Cryptococcus

!>2cm 

■ <2 cm

100

Figura 3.11. Porcentajes de cepas de levaduras aisladas de leche cruda 
con actividad lipolítica

Figura 3.12. Porcentajes de cepas de levaduras aisladas de agente 
coagulante con actividad lipolítica

122



Capítulo 3
Resultados y Discusión

Figura 3.13. Porcentajes de cepas de levaduras aisladas de cuajada con 
actividad lípolítica

Figura 3.14. Porcentajes de cepas de levaduras aisladas de quesos con 
actividad lípolítica

En primer Jugarse observa que la habilidad para hidroiizar grasas es una propiedad 

que está ligada a cada cepa en particular y no a la especie, como ya indicaron otros 

autores (Besangon e ta i, 1992).

La mayoría de los géneros estudiados incluyeron aislamientos capaces de 

hidroiizar tributirina. Entre el 60 y 100 % de las cepas pertenecientes al género Candida
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estudiadas fueron lipolíticas. Entre estos aislamientos, sólo una cepa (4Q1/250) de 

Candida santjacobensis evidenció acentuada actividad hidrolítica (halo >2 cm).

También los géneros Myxozyma y Debaryomyces presentaron porcentajes altos de 

cepas con capacidad lipolítica, entre 80 y 100 % de las diferentes muestras. Una cepa 

(5Q1/260) de Debaryomyces polymorphus y una de Mxozyma montícola (11Q6/13I) 

fueron además fuertemente lipolíticas. Asimismo, la cepa de levadura Pichia spp. 8C9P 

fue otra que evidenció una marcada actividad.

Entre las cuatro cepas que presentaron mayor actividad lipolítica se encuentran las 

dos cepas que también presentaron actividad proteolítíca en agar leche.

Si bien no es significativa la presencia de la especie Cryptoccoccus aibidus durante la 

elaboración y maduración del QAC es notorio el hecho de que todas sus cepas fueron 

capaces de hidrolizar tributirina.

Estos resultados son similares a los informados en otros trabajos (Besanpon et al., 

1992; Pereira-Dias et al., 2000; Corbo et al., 2001; Cosentino et al, 2001; van de Tempel y 

Jacobsen, 1998; Wojtatowicz et al., 2001; Fadda et al., 2004) realizados con cepas de 

levaduras pertenecientes a los géneros Candida y Debaryomyces.

La actividad lipolítica de levaduras podría influenciar positivamente en el proceso de 

maduración, contribuyendo al desarrollo de la textura y a las características 

organolépticas de los quesos (Pereira-Dias et al., 2001; Ferreira y Viljoen, 2003; De Wit et 

al., 2005). La lipólisis libera ácidos grasos libres, los cuales son componentes de las 

características organolépticas y pueden ser precursores de otros compuestos del sabor- 

aroma, tales como metilcetonas, alcoholes, lactonas y ásteres. Sin embargo, cuando la 

actividad es excesiva, podrían generar también compuestos volátiles y no volátiles 

indeseables que afectarían a la textura de la pasta (ablandamiento) y desarrollarían 

sabores amargos (Corbo etal., 2001; W ydery Puhan, 1999; Ferreira y Viljoen, 2003).

Asimismo, otros autores han realizado distintos estudios consistentes en la adición 

de levaduras con fuerte actividad lipolítica durante la elaboración casearia a fin de 

acelerar la maduración de distintas variedades de quesos (Wyder y Puhan, 1999; De Wit 

et al., 2005).

124



Capítulo 3
Resultados y  Discusión

Por consiguiente, tas levaduras dei QAC participarían activamente durante la 

maduración a través de su actividad üpolítica, siendo un importante grupo microbiano 

con influencia marcada en las características texturales y del sabor-aroma de esta 

variedad de quesos.

3.5.3. Degradación de am inoácidos a am oníaco

Se evaluó la capacidad para degradar los aminoácidos ornitina, Usina, fenilalanina y 

tirosina en 62 cepas de levaduras aisladas de materias primas, cuajada y quesos de 

diferentes días de maduración.

La Fig. 3.15 muestra los porcentajes de aislamientos que degradaron los 

aminoácidos estudiados, discriminados por muestras.

* ornitina 

■ Usina 

B fenilalanina 

r  tirosina

Figura 3.15. Degradación de aminoácidos por las cepas de levaduras 
aisladas durante la elaboración y maduración del QAC

En general, la mayoría de las cepas aisladas, a partir de las diferentes muestras, no 

fueron capaces de utilizar los aminoácidos ensayados. Sólo catorce cepas (Tabla 3.28) 

catabolizaron al menos un aminoácido, siendo ornitina el más degradado (Fig. 3.15).
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Tabla 3.28. Cepas de levaduras que degradaron aminoácidos
G é n e ro  y  especie Cepa ornitina lisína fenilalanina tirosina

Candida blankii 3Q.1/9V + + - -
10.15/290 + - + -

3O15/20V + - - -
2030/24V + - - -

Candida shehatae 5L1V + + - -
Candida spp. 7A70 + - - -
Debaryomcyces
polymorphus

501/260 + + + +
806/15V + - - -

Debaryomcyces vanrijiae 6C7V + - - -
7Q1/10V + - + -

Myxozyma montícola 12Q6/14I + - - -
Pichia farinosa 1306/16V - - - +
Pichiaspp. 28A5I + - - -

9C8V + - - -

La Fig. 3.16 muestra las especies que presentaron la mayor capacidad de degradar 

ornitina,, indicando sus respectivos porcentajes.

80,0

60,0

ite
EL
vu
s?

20,0 

0,0

Candida Debaryomces Debaryomces M yxozym a Pichiaspp.
blankii polymorphus vanrijiae montícola  (n=3)

_____________________ (n=15) y(n=4] (n=4) (n=6) V '___________

Figura 3.16. Degradación del aminoácido ornitina por las especies de levaduras
que presentaron mayor actividad degradativa
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Las -especies Debaryomyces uanrijiae, Debaryomyces potymo'rphus y  el género 

Pichia fueron los que evidenciaron mayor actividad (entre 50,0 y 66,7 %). sobre este 

compuesto. Sin embargo estas especies no se encuentran en número significativo en los 

diferentes aislados obtenidos durante la elaboración y maduración del QAC.

Con respecto a ios demás aminoácidos (Tabla 3.28) sólo dos cepas, una Candida 

shehatae (5L1V) y una Candida blankii (3Q1/9V), presentaron actividad sobre Usina 

además de omitiría. Otras dos cepas fueron capaces de utilizar feniialanina junto con 

ornitina: Debaryomyces vanrijiae (7Q1/10V) y Candida blankii (1015/290). Una sota cepa 

de Pichia farinosa (13Q6/16V) catabolizó sólo tirosina. La cepa Debaryomyces 

poíymorphus 501/260 fue capaz de hidrolizar tos cuatro aminoácidos ensayados. Esta es 

úna de las dos cepas que presentó actividad proteolítica.

Estos resultados se contraponen a los obtenidos por Seiler y Busse (1990) y 

Baraggio (2000) en lo que respecta a la capacidad para metabolizar aminoácidos por 

representantes de Candida, Debaryomyces, Pichia y Cryptococcus. Sin embargo coincide 

con los hallados por Gardini et ai. (2006) quienes estudiaron la descarboxilación de estos 

cuatro aminoácidos, además de histidina, a fin de evaluar la probable producción de 

aminas biógenas por parte de levaduras.

La propiedad de utilizar aminoácidos en altas concentraciones como fuente 

nitrogenada, aún en presencia de otra fuente orgánica de nitrógeno debe ser considerada 

bajo tres puntos de vista diferentes.

• Por un lado, la formación de amoníaco que, en concentraciones adecuadas, 

contribuirá al logro de características sensoriales propias de ciertos tipos de 

quesos y al incremento del pH.

• Por otra parte, la disminución en la concentración de aminoácidos de la 

cuajada podría afectar negativamente al desarrollo de bacterias lácticas 

debido a que muchas veces deben satisfacer sus necesidades metabólicas a 

partir de aminoácidos libres para multiplicarse adecuadamente dada su 

escasa actividad proteolítica.

• Además, una elevada descarboxilación de ciertos aminoácidos puede 

implicar la formación de aminas biógenas por parte de las levaduras.

Capítulo 3
Resultados y  Discusión
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Esto pone en evidencia la importancia de la evaluación de esta propiedad como 

paso previo a la selección de cepas de levaduras para integrar starters, teniendo en 

cuenta los aspectos positivos y negativos que implica.

3.5.4. Capacidad pa ra  de gra d a r am inas biógenas

Se evaluó la capacidad para degradar las aminas biógenas: histamina, triptamina y 

tiramina en 90 cepas de levaduras aisladas durante la elaboración y maduración del QAC.

Todas las cepas estudiadas fueron capaces de metabolizar las tres aminas biógenas 

ensayadas (resultados no mostrados).

Estos resultados coinciden con los informados para cepas de levaduras aisladas 

durante la elaboración de distintos quesos santafesinos (Baraggio, 2000) y queso 

Roquefort de origen francés (Besangon et al., 1992).

Las aminas biógenas pueden estar presentes naturalmente en muchos alimentos 

como frutas y verduras, carnes, pescados, chocolate y leche. Pero estos compuestos 

también pueden ser hallados en mayor medida en alimentos fermentados como vinos, 

carnes fermentadas, quesos y vegetales fermentados debido a la actividad 

aminodescarboxílasa de los microorganismos presentes (Silla Santos, 1996; Shalab, 1996). 

Altas cantidades de aminas biógenas pueden encontrarse en los alimentos fermentados 

elaborados a partir de materias primas crudas ricas en proteínas como salames (Suzzi y 

Gardini, 2003) y queso elaborados con leche cruda.

El consumo excesivo de estas aminas tiene relevancia sanitaria, debido a que 

pueden producir un desequilibrio en el organismo por su acción sobre la presión arterial y 

los sistemas nervioso, gástrico e intestinal (Suzzi y Gardini, 2003), sobre todo en personas 

sometidas a tratamientos con ciertos medicamentos inhibidores de la monoammoxidasa 

hepática, enzima encargada de la degradación de esas aminas en el organismo humano 

(Baraggio, 2000).

En consecuencia, la aptitud para degradar aminas biógenas es considerada una 

propiedad muy importante en la selección de cultivos iniciadores destinados a la 

elaboración de alimentos fermentados (Suzzi y Gardini, 2003). Por lo tanto, las levaduras 

salvajes del QAC jugarían un papel significativo en la eliminación de las posibles aminas
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provenientes de la descarboxilación de aminoácidos, común en muchas bacterias lácticas 

de los Géneros Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus y 

Leuconostoc.

Si bien, las cepas de bacterias lácticas constituyentes del fermento "Gaucho" 

empleado en la elaboración del QAC no producen estas aminas (Vasek, 2003), hay que 

tener en cuenta que este queso se elabora con leche cruda y por lo tanto en su 

elaboración y maduración participan bacterias lácticas no-starters (NSLAB) junto a otros 

microorganismos que podrían formar estos compuestos.

3.6. Interacciones con bacterias lácticas constituyentes del fermento "Gaucho"

3.6.1. Determ inación de la actividad antagónica

3.6.1. a M é to d o  de estrías cruzadas

Se enfrentaron cada una de las ocho cepas de bacterias lácticas constituyentes del 

fermento "Gaucho" a cuatro cepas de levaduras salvajes, seleccionadas por presentar 

características y propiedades tecnológicas interesantes para ser empleadas como 

adjuntos en la elaboración de quesos.

Las cepas de levaduras empleadas fueron:

• dos cepas de Candida blankii (2L1P, 2Q1/10P)

• una cepa de Debaryomyces vanrijiae (6Q1/11P)

• una cepa de Debaryomycespolymorphus (5Q1/260)

Las Figs. 3.17, 3.18 y 3.19 muestran algunas fotos ilustrativas utilizando el método 

de estrías cruzadas con cepas de Debaryomyces y Candida frente a algunas cepas de BAL 

del fermento.
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Figura 3.17. Estrías cruzadas de cepas de D ebaryóm yces  (5Q1/260 y 
6Q1/11P) y Lactococcus lactis subsp. lactis 35cVCOR en Agar Eüiker

Figura 3.18. Estrías cruzadas de cepas de D ebaryóm yces  (5Q1/260 y 
6Q.1/11P) y Lactobacillus p la n ta ru m  77bVCOR en Agar MRS
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Figura 3.19 "Estrías cruzadas de cepas de Candida blankii (2Q1/10P, 2L1P) 
y Leuconostoc m esenteroides subsp. dextranicum  14eVCOR en AgarMRS

Se comprobó que ninguna de las cepas de bacterias lácticas constituyentes del 

fermento inhibió el crecimiento de las levaduras ensayadas.

3.6.1. b  M é to d o  de difusión en a ga r

Se determinó la sensibilidad de las cuatro cepas de levaduras usadas en el ítem 

anterior frente a los sobrenadantes libres de células (concentrados diez veces), 

provenientes del crecimiento de cuatro cepas de bacterias lácticas constituyentes del 

fermento "Gaucho", indicadas a continuación:

• Lactobacillus plantarum 77bVCOR

• Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum 14cVCOR

• Lactococcus lactis subsp. lactis 35cVCOR

• Lactococcus lactis subsp. áiacetylactis 166cVCOR

En las Figs. 3.20 y 3.21 se muestran algunas fotos ilustrativas, de los pequeños halos 

de inhibición observados al enfrentar cepas de levaduras a los sobrenadantes libres de 

células de algunas de las BAL integrantes del fermento Gaucho.
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Figura 3.20. Efecto antagónico de los sobrenadantes de Lactobaciííus  
plantarum  77bVCOR (77) y Leuconostoc m esenteroides subsp. dextranicum  
14cVC0R (14) sobre la cepa de D ebaryom yces polym orphus  5Q1/260

Figura 3.21. Efecto antagónico de los sobrenadantes de Lactobaciííus 
plan ta ru m  77bVCOR (77) y Leuconostoc m esenteroides subsp. dextranicum  
14cVCOR (14) sobre la cepa de D ebaryom yces vanrijiae  6Q1/11P
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Cuando se aplicó el método de difusión en agar, se observaron respuestas disímiles 

por parte de las levaduras ensayadas.

• El sobrenadante de Lactobacillus plantarum 77bVCOR inhibió el desarrollo de tres 

de las cuatro cepas estudiadas, resultando diferente la intensidad de dicho efecto 

inhibitorio sobre la cepa Debaryomyces polymorphus (5Q1/260) con un halo de 

9,50 mm (Fig. 3.20). Durante las primeras horas de incubación el efecto inhibitorio 

fue intenso, luego el halo fue invadido por Debaryomyces polymorphus, lo que 

indicaría, en principio, una acción bacteriostática del sobrenadante. Con respecto 

a las cepas de Debaryomyces vanrijiae (6Q1/11P) y Candida blankii (2Q1/1QP) los 

-halos fueron de 8,50 mm y 7,00 mm, respectivamente. Candida blankii 2L1P no 

evidenció efecto antagónico.

• El sobrenadante proveniente del crecimiento de Leuconostoc mesenteroides 

subsp. dextranlcum 14cVCOR mostró una débil actividad antagónica. Frente a las 

cepas 2Q.1/10P y 6Q.1/11P, los halos de inhibición fueron de 7,00 mm y 6,50 mm 

respectivamente. El crecimiento de la cepa 2L1P de Candida blankii, no fue 

inhibida por este sobrenadante. En cambio, su efecto inhibitorio sobre 

Debaryomyces polymorphus (5Q1/260) fue un halo de inhibición (Fig. 3.20) igual 

8,00 mm.

• Los sobrenadantes provenientes del crecimiento de Lactococcus lactis subsp. lactis 

35cVCOR y Lactococcus lactis subsp. diacetylactis 166cVCOR prácticamente no 

mostraron actividad antagónica. El primero sólo inhibió una cepa, la misma que 

mostró mayor sensibilidad a los sobrenadantes anteriores: Debaryomyces 

polymorphus 5Q1/260, pero con un efecto mucho menor [halo de inhibición igual 

a 7,00 mm de diámetro].

El mayor efecto inhibitorio, sobre las distintas cepas de levaduras, aunque con 

pequeño grado de inhibición, lo provocó el sobrenadante de Lactobacillus plantarum 

77bVCOR. Sin embargo, éste tampoco fue capaz de inhibir el crecimiento de la cepa de 

levadura resistente a todos los sobrenadantes empleados: Candida blankii 2L1P aislada de 

leche.
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Cepas de una misma especie, Candida blankii, mostraron diferentes sensibilidades a 

los sobrenadantes de las bacterias lácticas estudiadas, esto implica que la acción 

antagónica es una propiedad dependiente de cada cepa en particular.

El efecto inhibitorio observado no puede ser atribuido a elevadas concentraciones 

de ácido láctico, dado que los sobrenadantes libres de células fueron obtenidos en 

medios tamponados donde la concentración de ácido láctico libre es baja y los 

aislamientos ensayados fueron elegidos, entre otras propiedades, por evidenciar 

resistencia a concentraciones del 3 % de este ácido (ver Tablas 3.19 y 3.22). Tampoco 

puede atribuirse a la concentración de iones hidrógeno libres, ya que en los 

sobrenadantes, el pH varió entre 5,2 y 6,0, y todas las cepas fueron capaces de desarrollar 

a valores de hasta 4,7.

Por lo tanto, la pequeña capacidad antagónica de las bacterias lácticas del fermento 

"Gaucho" comprobada para ias cepas de levaduras 5Q1/260, 6Q1/11P y 2Q1/10P podría 

ser atribuida a metabolitos producidos por las cepas de bacterias lácticas, pudiendo 

tratarse de bacteriocinas o sustancias tipo bacteriocinas que son también las 

responsables de su acción antibacteriana.

Los resultados obtenidos utilizando el método de difusión en agar, no deben 

necesariamente coincidir con los hallados mediante el método de estrías cruzadas, dado 

que en este último, sólo se observa el efecto de bacterias lácticas que desarrollan en la 

superficie de medios sólidos, mientras que en el primero se emplean sobrenadantes 

libres de células que han sido obtenidos de cultivos sumergidos en caldos definidos y 

concentrados diez veces. En consecuencia, los productos inhibitorios pueden ser 

diferentes debido a que las condiciones de desarrollo no son las mismas en las dos 

metodologías y además, los metabolitos actuantes se encuentran, en un caso, diez veces 

concentrados.

El método de estrías cruzadas se aconseja como técnica de selección o "screening" 

preliminar (Baraggio, 2000) para determinar la compatibilidad entre cepas de levaduras y 

bacterias lácticas que deben desarrollar en forma conjunta y simultánea en un mismo 

sustrato, como es el caso de los quesos madurados con la adición de levaduras como
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adjunto. Por ello, esta técnica de interacciones antagónicas fue la primera en realizarse 

cuando se emprendieron los estudios de inhibición.

Por otro lado, el método de difusión en agar (Baraggio, 2000) es más adecuado para 

proceder a una selección final o definitiva de cepas compatibles. Sin embargo, las 

condiciones de ensayo no son las mismas a las que se imponen en un producto lácteo o 

en el queso durante su maduración, donde las interacciones poblacionales son más 

complejas.

Debido a esto y para realizar una selección final de las cepas compatibles en 

condiciones más cercanas a las que prevalecen en el cuerpo del queso se realizó el 

crecimiento asociativo en leche {cultivos conjuntos), de algunas cepas de levaduras y de 

bacterias del fermento utilizado en la elaboración del QAC.

3.6.2. Estim ulación o inhibición del crecim iento de levaduras p o r bacterias lácticas

Las Figs. 3.22 y 3.23 muestran el crecimiento de las cepas de levaduras 

Debaryomyces vanrijiae (6Q1/11P), Debaryomyces polymorphus (5Q1/260) y Candida 

blankii (2L1P, 2Q1/10P) en cultivos puros y en crecimiento asociativo en leche con las 

bacterias lácticas constituyentes del fermento "Gaucho".

Debaryomyces

■D. vanrijiae 
6Q1/11P

■D. vanrijiae 
GQ1/11P +BAL

— D. polymorphus 
5Q1/260

—  D. polymorphus 
5Q1/260 + BAL

Figura 3.22. Cinéticas de crecimiento de Debaryom yces  en cultivos puros y mixtos con 
bacterias lácticas (BAL) del fermento Gaucho
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El crecimiento de Debaryomyces vanrijiae 6Q1/11P fue estimulado por la presencia 

de bacterias lácticas del fermento durante todo el período de incubación/ observándose 

un efecto más marcado durante las primeras 12 h. Los recuentos poblacionales de los 

cultivos conjuntos superaron, entre 0,96 y 2,44 unidades logarítmicas, a los 

correspondientes recuentos de los cultivos puros.

Debaryomyces polymorphus 5Q1/260 mostró una intensificación en el crecimiento, 

que resultó muy marcada durante las primeras 6 h, la misma se revierte a partir de ese 

momento evidenciando velocidades de crecimiento prácticamente nulas. Los recuentos 

correspondientes a la etapa final del período de incubación del cultivo asociativo y el 

cultivo puro no presentaron diferencias significativas, dado que la cepa pura tuvo una 

elevada velocidad a partir de las 6 h de cultivo.

Candida blankii

•cepa 2L/1P pura 

•cepa 2L/1P + BAL 

•cepa 2Ql/10Ppura 

’Cepa 2Q1/10P +BAL

Figura 3.23. Cinéticas de crecimiento de Candida blankii en cultivos puros y mixtos con 
bacterias lácticas (BAL) del fermento Gaucho

Para la cepa Candida blankii 2L1P se comprobó una acentuada estimulación del 

crecimiento entre las 0 y 12 h de cultivo, con diferencias en los recuentos cercanos a 

cuatro (3,70) unidades logarítmicas respecto a los cultivos puros. A partir de las 12 h, la 

levadura ingresa a la fase estacionaria con disminución de la velocidad de crecimiento. La 

población de levaduras en cultivos asociativos correspondiente a la etapa final de la 

incubación superó a la generada en los cultivos puros en 2 unidades logarítmicas. Estos
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resultados coinciden completamente con los registrados mediante el método de difusión 

en agar, dado que esta cepa fue la única que no presentó ningún tipo de inhibición frente 

a los distintos sobrenadante ensayados.

También, se observó una estimulación desde el inicio del cultivo asociativo por 

parte de las bacterias lácticas frente a Candida blankii 2Q1/10P, acción que se mantuvo 

hasta el fin de la incubación.

Estos resultados son discordantes con los obtenidos mediante los ensayos de 

difusión en agar realizados previamente. Particularmente, el sobrenadante libre de 

células (concentrado diez veces) de Lactobacillus plantarum 77bVCOR, integrante del 

fermento "Gaucho", mostró un efecto bacteriostático frente a Debaryomyces 

polymorphus. En los cultivos asociativos en leche, este efecto se anula, ya que se empleó 

el fermento (integrado por ocho cepas) y no la cepa de L  plantarum pura.

Estos resultados son discrepantes a los informados por otros autores (Baraggío, 

2000; Gadaga et al., 2001), quienes indicaron inhibiciones de bacterias lácticas sobre 

levaduras, llevadas a cabo en cultivos conjuntos en leche.

A fin de evaluar el efecto de las cepas de levaduras seleccionadas sobre las 

bacterias lácticas constituyentes del fermento, también se determinó el perfil de 

crecimiento de éstas en estado puro y en cultivos conjuntos.

La Fig. 3.24 muestra las cinéticas de crecimiento de la mezcla de las ocho cepas 

incluidas en el fermento en cultivos asociativos con las diferentes cepas de levaduras y sin 

ellas.
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-BAL

-  BAL + D. vanrijiae 
6Q1/11P

*BAL + D. polymorphus 
SQ1/260

B A L* C.blankii 
2L/1P

BAL * C. blankii 
2Q1/10P

Figura 3.24. Cinéticas de crecimiento de bacterias lácticas (BAL) del fermento en cultivos 
puros y en conjunto con diferentes cepas de levaduras

No se observaron diferencias significativas (p < 0,01) entre la mayoría de los puntos 

constituyentes de las curvas de los perfiles de crecimiento de bacterias lácticas en cultivos 

conjuntos con levaduras y cultivos puros. Lo cuai demuestra que las cepas de levaduras 

no estimulan pero tampoco inhiben el crecimiento de las bacterias lácticas del fermento.

Estos resultados coinciden con los datos presentados por otros autores para 

cultivos conjuntos en leche de Lactococcus lactis y Candida kéfir {Gadaga et al., 2001). 

Neviani et al. (2001) tampoco informaron inhibiciones en el crecimiento de BAL, 

efectuados en cultivo conjunto en leche, por parte de cepas de Saccharomyces cerevisiae, 

incluso hallaron una disminución en el tiempo de la fase lag junto con un incremento en 

la velocidad máxima de crecimiento de las BAL en co-cultivos.

Esta condición es indispensable para que las cepas de levaduras puedan ser 

utilizadas como adjunto al cultivo iniciador en elaboración del QAC, dado que no podrían 

ser empleadas si se evidenciaran un efecto inhibitorio sobre las cepas del fermento.
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3.7. Estimulación de propiedades tecnológicas deseadas

3.7.1. M é tod o s cualitativos

En las Tablas 3.29 y 3.30 se aprecia el efecto producido por el desarrollo conjunto 

de las ocho cepas de bacterias lácticas del fermento (en las proporciones indicadas en la 

Tabla 2.1) sobre la capacidad de cada una de las cepas de levaduras para degradar lípidos 

y proteínas.

Tabla 3.29. Actividad lipoiítica de cepas de levaduras en cultivos puros 
y en cultivos mixtos con las bacterias lácticas del fermento Gaucho

Actividad lipoiítica (diámetro 
de lipólisis)

Cepa levadura levadura + 
bacterias lácticas 

del fermento

Candida blankii 2Q1/10P 1,0 cm 1,0 cm

Candida blankii 2L1P 0,9 cm 0,9 cm

Debaryomyces vanríjiae 6Q1/11P 1,2 cm 1,2 cm

Debaryomyces polymorphus 5Q.1/260 4,9 cm 4,9 cm

No se observaron incrementos en la actividad lipoiítica de ninguna de las cuatro 

cepas de levaduras estudiadas cuando fueron co-cultivadas con la mezcla de las ocho 

cepas de bacterias lácticas del fermento.

Los resultados obtenidos en los ensayos de lipólisis se contraponen a los informados 

por autores nacionales (Baraggio, 2000) quienes hallaron aumentos en el metabolismo 

ILpolítico en cepas de levaduras que presentaban baja actividad.
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Tabla 3.30. Actividad proteolítica de cepas de levaduras en cultivos 
puros y  en cultivos mixtos con las bacterias lácticas del fermento 
Gaucho

Actividad proteolítica 
(diámetro de proteólisis)

Cepa levadura levadura + 
bacterias lácticas 

del fermento

Candida blankil 2Q1/10P 0, 0 cm 0,0 cm

Candida blankii 2L1P 0, 0 cm 0,0 cm

Debaryomyces vanrijiae 6Q1/11P 0, 0 cm 1,1 cm

Debaryomyces polymorphus 5Q.1/260 1,2 cm 2,0 cm

Las cepas de levaduras pertenecientes al género Debaryomyces mostraron un 

incremento en la actividad proteolítica en los cultivos conjuntos con las cepas de 

bacterias lácticas del fermento.

Dado que una de las cepas del fermento, Lactobacillus plantarum 77bVCOR es 

capaz de degradar proteínas (Vasek, 2003) se evaluó simultáneamente y en iguales 

condiciones la actividad proteolítica de esta cepa pura. Los halos formados por los 

cultivos conjuntos en leche de las bacterias lácticas y las cepas Debaryomyces vanrijiae 

6Q1/11P y Debaryomyces polymorphus 5Q1/260 fueron más ciaros y presentaron mayor 

diámetro que los observados en el ensayo con Lactobacillus plantarum 77bVCOR puro 

(datos no mostrados). Por lo tanto, se podría decir que se produjo una estimulación en la 

actividad proteolítica de la levadura por parte de las bacterias lácticas o viceversa, una 

estimulación de la actividad proteolítica del lactobacilo (única integrante del fermento 

con actividad proteolítica) por las cepas de levaduras; o incluso ambas situaciones 

simultáneamente.

Con respecto a la intensificación en la actividad proteolítica, los resultados 

coinciden con los informados por otros autores (Baraggio, 2000).
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3.7.2. M é tod o s cuantitativos

La estimulación de la actividad proteolítica en cultivos conjuntos se evaluó 

cuantitativamente aplicando el ensayo espectrofotométrico con aldehido ftálico (OPA), 

sobre cultivos de los microorganismos en leche.

Los resultados corresponden a lecturas de DO realizadas a 340 nm contra blanco de 

reactivo (leche estéril).

Para el cálculo de los resultados se utilizaron las siguientes fórmulas (Church et al., 

1983).

D —  A A  340nm /  S . IV I .F

Donde:

n’: número de enlaces peptídicos hídrolizados en el tiempo de reacción.

AA: variación de la absorbancia observada experimentalmente a 340nm. 

e: absortividad molar de grupos a y e amino medidos a 340 nm ( M"1 cm'1).

M :  concentración molar de proteínas (mol/ litro).

F: factor de dilución.

Los cálculos se realizaron de acuerdo con un valor promedio del peso molecular 

(PM) de las caseínas (asi:23.000 g/mol; |3: 25.000 g/mol; k: 19.000 g/mol). En función de 

estos valores, el PM promedio de las caseínas es de 22.000 g/mol.

Según datos del proveedor, la leche descremada en polvo tiene una concentración 

de 35 gramos de proteína cada 100 gramos de leche deshidratada, y teniendo en cuenta 

que para el ensayo ésta ha sido reconstituida al 10 %  (p/v), resulta que:

M= 0,0015¡9 mol /litro.

F= 0,005.

Además, según Church et al. (1983) el valor de s es: 

e= 6000 M '1 cm"1.

V

%  H = n\ 100 / n
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Donde:
% H: porcentaje de hidrólisis.

n': número de uniones peptídicas hidrolizadas en el tiempo de reacción.

n: número inicial de uniones peptídicas (para las caseínas se considera un valor igual 

a 200).

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, y los resultados se expresaron 

como promedios de los valores individuales obtenidos en cada determinación. Los 

mismos se detallan en las Tablas 3.31 y 3.32.

Tabla 3.31. Actividad proteolítica, expresada como porcentaje de 
hidrólisis (% H ), número de enlaces peptídicos hidrolizados (n ') y 
valores experimentales de absorbancia para las cepas de levaduras y 
Lactobacillus p la n ta ru m  77bVCOR en cultivos puros____________________

Cepa Abs. n' % H

Candida blankii 2Q1/10P 0,031 0,650 0,3

Candida blankii 2L1P 0,000 - 0,0

Debaryomyces vanríjiae 6Q1/11P 0,000 - 0,0

Debaryomyces polymorphus 
5Q1/260

0,104 2,18 1,1

Lactobacillus plantarum 
77bVCOR

0,054 1,13 0,6
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Tabla 3.32. Actividad proteolítica, expresada como porcentaje de 
hidrólisis [%  H), número de enlaces peptídicos hidrolizados (n') y 
valores experimentales de absorbancia para las cepas de levaduras en 
cultivos conjuntos con Lactobacillus p la n ta ru m  77bVCOR______________

Cepa
levaduras + Lactobacillus plantarum 

77bVCOR

Abs. n' % H

Candida blankii 2Q1/10P 0,092 1,93 1,0

Candida blankii 2L1P 0,044 0,92 0,5

Debaryomyces vanrijiaé 6Q1/11P 0,011 0,23 0,1

Debaryomyces polymorphus 
5Q1/260

0,191 4,00 2,0

Al evaluar la actividad proteolítica de estas cuatro cepas de levaduras puras a través 

del método Opa test se encontró que Debaryomyces polymorphus 5Q1/260, presentaba 

una considerable actividad proteolítica por sí misma. Asimismo, la cepa de Candida 

blankii 2Q1/10P mostró una baja absorbancia que podría implicar cierto grado de 

actividad proteolítica no detectada por el método cualitativo.

En el cultivo asociativo de Debaryomyces polymorphus 50.1/260 con Lactobacillus 

plantarum 77bVCOR, se registraron valores de absorbancia superiores a la suma de las 

observadas en cada cultivo puro por separado, por lo tanto la actividad proteolítica fue 

estimulada en el cultivo asociativo.

En cultivos conjuntos de Candida blankii 2Q1/10P y el lactobacilo, la actividad 

proteolítica se vio incrementada levemente en relación a la que poseían los cultivos 

individuales.

Estos resultados sólo coinciden con los hallados en el caso en particular de la cepa 

Debaryomyces polymorphus 5Q1/260 cuando se empleó el método cualitativo mediante 

el cual también evidenció estimulación en su actividad hidrolítica sobre la caseína.
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3.8. Elaboración de quesos a escala de laboratorio usando el fermento "Gaucho" con la 

adición de levaduras como adjunto. Análisis sensorial.

Se midió la Aceptabilidad Sensorial de seis quesos artesanales de Corrientes 

elaborados con el agregado del fermento "Gaucho": a cinco de ellos se le adicionaron 

cinco cepas diferentes de levaduras como adjunto en forma individual. El sexto queso, sin 

la adición de levaduras, fue usado como control.

3.8.1. M icroorganism os

Las cepas de levaduras empleadas fueron:

• Debaryomyces vanrijiae (6Q.1/11P)

• Debaryomyces polymorphus (50.1/260)

• Candida blankii (2L1P, 2O1/10P)

• Candida santjacobensis (4Q1/250)

Las cepas de bacterias lácticas constituyentes del fermento y los controles 

realizados sobre las mismas fueron descriptos en el ítem 3.1.1.

3.8.2. Quesos Artesanales de Corrientes a escala de laboratorio

Se obtuvieron seis quesos de un tamaño promedio de 500 g con 15 días de 

maduración (Figura 3.25, 3.26, 3.27, 3.28 y 3.29).

Cada queso elaborado con la adición de levaduras como adjunto recibió la 

denominación indicada en la Tabla 3.33.

Tabla 3.33. Denominación asignada a cada QAC elaborado con la 
adición de levaduras

Denominación del 
queso

Cepa de levadura adicionada como adjunto

queso 1 Debaryomyces vanrijiae 6Q1/11P

queso 2 Candida blankii 2L1P

queso 3 Candida blankii 2Q1/10P

queso 4 Debaryomyces polymorphus 5Q1/260

queso 5 Candida santjacobensis 4Q1/250

El queso elaborado sin la adición de levaduras se llamó queso control.
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Figura 3.26. Quesos Artesanales de Corrientes elaborados a escala de laboratorio
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Figura 3.27. Quesos artesanales de Corrientes: queso 5 (izq.) y queso 4 (der.)

Figura 3.28. Quesos artesanales de Corrientes: queso control (izq.) y queso 2 (der.)
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Figura 3.29. Quesos artesanales de Corrientes: queso 3 (izq .)y  queso 1 (der.)

3.8.3. A nálisis sensorial

Se estudió la aceptabilidad sensorial empleando dos métodos:

• Ordenamiento de preferencia

• Escala hedónica

3.8.3. a O rdenam iento  de preferencia

Se solicitó a los consumidores que ordenaran las muestras de quesossegún el orden 

de preferencia, indicando el número de la muestra que más les gustara a la izquierda 

siguiendo, hacia la derecha, con las que les gustaran menos. Se evaluó la aceptabilidad 

global, la textura y el sabor -  aroma.

A la muestra a ía cual se asignara el primer lugar se le fijó un valor igual a seis, a la 

siguiente un valor de cinco y así sucesivamente.

A fin de de determinar la existencia de diferencias significativas entre los distintos 

quesos se realizó el análisis estadístico de los resultados a través del test de Friedman 

(Newell y MacFarlane, 1987) con un grado de confianza del 95 % empleando el sotware
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Infostat (2002). V I .1. Este test determina si las sumas de los ordenamientos totales para 

cada muestra difieren significativamente.

Las Tablas 3.34, 3.35 y 3.36 presentan los resultados hallados.

Tabla 3.34. Test de Fríedman de los puntajes del ranking de 
preferencia global obtenidos por los diferentes quesos 
evaluados (Mínima diferencia significativa entre suma de 
rangos: 29,094)______________________________________________

Resultados y  Discusión

Queso Suma Media n

1 104 3,47 30 A

2 103 3,43 30 A

3 102 3,40 30 A

4 108 3,60 30 A

5 104 3,47 30 A

control 109 3,63 30 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

Tabla 3.35. Test de Friedman de los puntajes del ranking de 
preferencia del atributo textura obtenidos por los 
diferentes quesos evaluados (Mínima diferencia significativa 
entre suma de rangos: 28,894)

Queso Suma Media n

1 110 3,67 30 A

2 101 3,37 30 A

3 94 3,13 30 A

4 114 3,80 30 A

5 103 3,43 30 A

control 108 3,60 30 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p £0,05)
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Tabla 3.36. Test de Friedman de los puntajes del ranking de 
preferencia del atributo sabor aroma obtenidos por los 
diferentes quesos evaluados. (Mínima diferencia 
significativa entre suma de rangos: 28, 923)_________________

Queso Suma Media n

1 109 3,63 30 A

2 104 3,47 30 A

3 104 3,47 30 A

4 98 3,27 30 A

5 99 3,30 30 A

control 116 3,87 30 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

Tanto para ia aceptabilidad global, la textura y el sabor aroma no se hallaron 

diferencias significativas (p < 0,05) en la prueba de ranking de preferencia entre los seis 

quesos estudiados.

En relación a las razones por las que los consumidores preferían un determinado 

queso, en primer lugar, se generó mayor coincidencia en las características de textura: en 

general les gustaba la textura cremosa, firme y suave. En cuanto al sabor-aroma, hubo 

quienes optaron por los quesos de sabor suave y "no picante", otros escogieron los 

quesos de sabor ácido, mientras que otros consumidores tuvieron predilección por los 

quesos de sabor fuerte, picante y salado. Esta gran variedad de preferencias indica que, si 

bien ningún queso fue rechazado, es necesario continuar con estudios sensoriales 

utilizando jueces entrenados capaces de identificar las características típicas del QAC.

3.8.3. b Ensayo de aceptabilidad utilizando escala hedónica

Las Figs. 3.30, 3.31 y 3.32 muestran la distribución de frecuencias de las 

preferencias de los atributos: preferencia global, textura y sabor-aroma respectivamente.
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25 ->

1 - 4  5 6 - 9

Rango de preferencia

■ queso  1  a  queso  2  « q u e s o  3 « q u e ;o 4  « q u e s o  5 co n tro l

Figura 3.30. Distribución de frecuencias de la preferencia global

25

1 -4  S 6 -9

Rango de preferencia

■ queso 1  □  queso  2  « q u e s o  3  « q u e s o  4 ■ queso  5 co n tro l

Figura 3.31. Distribución de frecuencias de la preferencias del atributo textura
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25 -i

1 - 4  5 6 - 9

Rango de preferencia

■ q ueso  1  d  queso  2  « q u e s o  3 « q u e s o  4 « q u e s o s  co n tro l

Figura 3.32. Distribución de frecuencias de la preferencias del atributo sabor 
aroma.

Se puede apreciar que todos presentan mayores frecuencias en el rango de 

preferencia 6 -9. Este rango en la escala hedónica implica aceptación sensorial, mientras 

que el valor igual a 5 significa indiferencia y debajo de 5, disgusto. En consecuencia, todos 

los quesos evidenciaron una aceptación por parte de los consumidores.

Se realizó el análisis estadístico mediante MANOVA, con un grado de confianza del 

95 % empleando el software Infostat (2002). V I .1.

Los resultados se pueden apreciar en la Tabla 3.37.

Tabla 3.37. Análisis multivariado de los puntajes relativos obtenidos 
por los diferentes quesos evaluados. Test de comparación de 
Hotelling (a  5 0,05)__________________________________________________

Queso
aceptabilidad

global
sabor
aroma

textura n

1 6,67 6,33 6,23 30 A

2 6,43 6,20 6,13 30 A

3 6,30 6,47 5,87 30 A

4 6,53 6,60 6,33 30 A

5 6,67 6,17 5,87 30 A

control 6,57 6,70 6,00 30 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p á 0,05)
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Estos resultados también demuestran que todos los quesos presentaron un buen 

grado de aceptabilidad entre los consumidores con valores promedios de satisfacción 

entre 6,67 y 6,30 en una escala de 1 a 9. Esto indica que las levaduras adicionadas no 

producen defectos en los quesos que alteren las características sápido-aromáticas ni la 

textura. Estos efectos deberían producir rechazo del producto por parte de los 

evaluadores.

Los quesos 2 y 4 superaron al control en el atributo textura, el 5 lo hizo en la 

aceptabilidad global y el 1 en ambas características. Sin embargo, el análisis estadístico 

(Tabla 3.37) reveló que no existen diferencias significativas (p < 0,05) en las características 

organolépticas entre los diferentes quesos elaborados, incluido el queso control.

De acuerdo a los resultados obtenidos, tanto en la prueba de ranking de preferencia 

como en el ensayo de aceptabilidad empleando una escala hedónica, podemos afirmar 

que todos los quesos fueron equivalentes en preferencia dentro de la población ensayada 

sin evidenciar rechazo por parte de los consumidores, con lo cual no se descarta ninguno 

de ellos para futuros ensayos sensoriales descriptivos con jueces entrenados.

Estos resultados son muy auspiciosos dado que manifiestan que ninguna de las 

levaduras genera alteraciones en el sabor-aroma ni en la textura del producto y por lo 

tanto no influyen negativamente en la maduración de estos quesos.

Es necesario profundizar el análisis sensorial a través de ensayos descriptivos con 

jueces entrenados además del estudio cuati y cuantitativo de los compuestos que influyen 

sobre el desarrollo de las características organolépticas de los quesos elaborados con 

levaduras como adjuntos al cultivo iniciador.
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Conclusiones

En función de los resultados obtenidos a través del desarrollo del trabajo 

experimental, se pueden formular las siguientes conclusiones:

• La metodología empleada para la conservación, activación, purificación y control de 

las cepas de bacterias lácticas ensayadas ha resultado adecuada, dado que no se 

observaron contaminantes ni alteraciones detectables durante el período de trabajo. 

Del mismo modo, la metodología usada para la conservación, activación, purificación 

y control de las cepas de levaduras estudiadas también resultó adecuada, ya que no 

se detectaron contaminantes.

• La biota levaduriforme siempre estuvo presente durante la elaboración de los Quesos 

Artesanales de Corrientes con valores entre 103-1 0 7 UFC mi'1 ó g"1.

• Las especies de levaduras predominantes en leche cruda empleada en la elaboración 

del Queso Artesanal de Corrientes corresponden al género Candida, especialmente 

Candida santjacobensis.

En agente coagulante se observó un notable predominio del género Candida, 

principalmente Candida santjacobensis, y en una proporción mucho menor se 

encuentra el género Myxozyma.

En cuajada, el género mayorítario fue Debaryomyces, siendo D. polymorphus la 

especie más abundante.

En quesos, se encontraron representantes de los mismos géneros detectados en las 

materias primas. Además, se aislaron cepas del género Sthephanoascus. Es de 

destacar que Candida también fue en este caso el género mayoritario.

Estos resultados proveen una indicación, al menos preliminar, acerca del origen o 

procedencia de los géneros y especies de levaduras presentes en la elaboración y 

maduración de los Quesos Artesanales de Corrientes.

• En lo que respecta a la caracterización tecnológica de las cepas aisladas, todas o la 

gran mayoría de ellas han resultado capaces de desarrollar bajo diversas condiciones: 

temperaturas entre 5 y 37 °C, pH entre 4,7 y 5,5, concentraciones de lactosa del 1, 2 y 

3 %(p/v), concentraciones de ácido láctico de 1, 2 y 3 %(p/v). Todas las cepas 

estudiadas, excepto las pertenecientes al género Rhodotoruia, fueron capaces de
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crecer en concentraciones de cloruro de sodio del 10 % (p/v). Un gran número de las 

mismas, también han resultado capaces de multiplicarse en concentraciones de 

cloruro de sodio de 15 y 20 % (p/v).

Esto demuestra que la mayoría de los aislamientos pueden crecer y ejercer su 

actividad metabólica en las condiciones micro-ambientales existentes en la 

elaboración y maduración del Queso Artesanal de Corrientes.

• En lo que se refiere a las propiedades de interés tecnológico estudiadas, se ha 

comprobado cierta diversidad entre especies y aún entre cepas para algunas de ellas, 

tales como actividad proteolítica y degradación de aminoácidos. Para otras, tales 

como la asimilación de lactosa y aminas biógenas, se constató prácticamente una 

total coincidencia de todos los aislamientos, que resultaron igualmente capaces de 

metabolizar estos compuestos.

La mayoría de los géneros estudiados incluyeron aislamientos capaces de hidrolizar la 

tributirina, con actividad lipolítica media a intensa. Esta característica es muy 

importante debido a que las cepas de bacterias lácticas del cultivo iniciador no son 

lipolíticas; y, por lo tanto las levaduras podrían complementar la actividad 

metabólicas de las mismas.

Por lo tanto, el estudio en particular de estas propiedades tecnológicas, es de 

fundamental importancia como paso previo a la selección de cepas que podrían ser 

empleadas como adjunto al fermento "Gaucho".

• En los ensayos efectuados para detectar probables interacciones entre levaduras y 

bacterias lácticas, se han obtenido resultados disímiles. Cuando se aplicaron técnicas 

de screening preliminar de estrías cruzadas no se observó efecto inhibitorio en 

ninguna de las cepas de levaduras estudiadas. En cambio, al emplear el método de 

difusión en agar se apreciaron pequeños halos de inhibición cuando los 

sobrenadantes de las cepas de Lactobacillus plantarum 77bVCOR y Leuconostoc 

mesenteroides subsp. dextranicum 14cVCOR, ambos integrantes del fermento 

"Gaucho", fueron ensayados frente a las cepas de levaduras: Debaryomyces vanríjiae 

6Q1/11P, Debaryomyces polymorphus 5Q1/260 y Candida blankii 2Q1/10P y Candida 

blankii 2L1P. Cuando se estudió el crecimiento asociativo en leche, todas las cepas de
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levaduras ensayadas experimentaron una estimulación del crecimiento por las 

bacterias lácticas constituyentes del fermento en una determinada etapa del cultivo. 

Ninguna de las bacterias lácticas del fermento fueron inhibidas por la presencia de 

levaduras en cultivos conjuntos en leche.

Al estudiar la probable estimulación de las actividades (¡política y proteolítica en 

cultivos asociativos en leche, se observó un incremento de la actividad proteolítica, 

cuando en el cultivo conjunto participó la cepa Debaryomyces polymorphus 5Q1/260, 

esta propiedad había resultado mínima para el cultivo puro de levadura. La 

estimulación de la actividad enzimática fue ratificada por el método cuantitativo.

La evaluación de las diferentes interacciones es primordial para determinar la 

compatibilidad entre cepas de levaduras y bacterias lácticas, como paso preliminar a 

su integración a un cultivo iniciador.

• El Análisis Sensorial de los quesos elaborados con la adición de levaduras como 

adjunto mostraron una buena aceptación sensorial de todos los productos en los 

atributos de preferencia global, textura y sabor-aroma por parte de la población 

ensayada, sin evidenciar diferencias significativas con el queso control (sin adición de 

levaduras). Esto indica, que las levaduras no producen alteraciones sobre las 

características sápido-aromáticas y texturales de los Quesos Artesanales de 

Corrientes.

Relacionando las conclusiones establecidas con los objetivos propuestos se puede 

concluir que las cepas autóctonas de levaduras presentes en el Queso Artesanal de 

Corrientes poseen características que le permiten crecer y permanecer en las condiciones 

de elaboración casearia. Las mismas participarían activamente durante la maduración a 

través de la asimilación del ácido láctico y lactosa, su actividad lipolítica, la metabolización 

de aminas biógenas y la estimulación de la actividad metabólicas de las BAL, siendo un 

importante grupo microbiano contribuyente al desarrollo de las características texturales 

y de! sabor-aroma de esta variedad de queso. Por lo tanto, cepas autóctonas de levaduras 

podían ser empleadas como adjunto al fermento de bacterias lácticas formulado para la 

elaboración del Queso Artesanal de Corrientes, dado que carecen de efecto inhibitorio 

sobre las cepas constituyentes del mismo ni son inhibidas por la biota de bacterias
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lácticas teniendo, además, en consideración que los productos elaborados con la adición 

de levaduras tuvieron una muy buena aceptación sensorial.

Los resultados logrados son por sí mismos una herramienta tecnológica útil para 

tomar decisiones acerca de la conveniencia de la participación de cepas de levaduras en 

la elaboración del Queso Artesanal de Corrientes, como así también para proceder a una 

correcta y adecuada selección de las mismas.
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ANEXO I

Medios de cultivo

Medio N° 1: LDDe (Vasek, 2003)

Leche descremada deshidratada, 10,0 g; agua, 100 mi; esterilizado a 115 °C, 20 minutos. 

Medio N° 2: LAPTg10(Raibaud e ta l., 1961)

Peptona, 15,0 g; triptona, 10,0 g; extracto de levadura, 10,0 g; glucosa, 10,0 g, Tween 80,

1,0 g; agar-agar, 15,0 g; agua, 1 litro; pH 6,5-6,6; esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 3: Agar Elliker (Elliker e t al., 1956)

Triptona, 20,0 g; extracto de levadura, 5,0 g; gelatina, 2,5 g; glucosa, 5,0 g, lactosa, 5,0 g; 

sacarosa, 5,0 g; acetato de sodio, 1,5 g; cloruro de sodio, 4,0 g; ácido ascórbico, 0,5 g; 

agar, 15,0 g; agua, 1 litro; pH 6,8-6,7; esterilizado a 121 6C, 15 minutos.

Medio N° 4: Agar MRS (De Man e ta l., 1960)

Peptona, 10,0 g; extracto de carne, 10,0 g; extracto de levadura, 5,0 g; glucosa, 20,0 g; 

Tween 80, 1,0 g; fosfatoácido de potasio, 2,0 g; acetato de sodio, 5,0 g; citrato 

triamónico, 2,0 g; sulfato de magnesio, 0,2 g; sulfato manganoso, 50,0 mg; agar-agar, 15,0 

g; agua, 1 litro; pH 6,0-6,5; esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 5: Medio semisólido para producción anaeróbica de C02 a partir de glucosa 

(Gibson y Abd-EI-Malek, 1945).

Extracto de levadura, 2,5 g; glucosa, 50,0 g; sulfato manganoso [0,4 %  (p/v)], 10 mi; leche 

descremada reconstituida al 10 %  (p/v), 800 mi; agar nutritivo, 200 mi; pH 6,5; 

esterilizado por vapor fluente 30 minutos, durante tres días sucesivos.

Medio N° 6: Caldo para crecimiento en presencia de 6,5 %(p/v) de cloruro de sodio.

Caldo infusión cerebro corazón, 25,0 g; cloruro de sodio, 59,94 g; glucosa 1,0 g; púrpura 

de bromocresol [1,6 % (p/v)], 1 mi; agua, 1 litro; pH 7,0 -7,2; esterilizado a 121 °C, 15 

minutos.
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Medio N° 7: Caldo para crecimiento de bacterias lácticas a diferentes pH iniciales 

(Shattock y Hirsch, 1947).

Se mezclaron 900 mi de caldo glucosa (glucosa, 10,0 g; extracto de carne, 10,0 g; 

peptona, 10,0 g; cloruro de sodio, 5,0 g; agua, 1 litro) con 100 mi de solución buffer 

(glicina, 7,5 g; cloruro de sodio, 5,85 g; agua, 1 litro), esterilizados (121 °C, 15 minutos) en 

forma separada; se ajustó el pH a ensayar, se dejó precipitar una noche en frío y se 

esterilizó por filtración.

Medio N° 8: Agar para Tolerancia a la bilis (Smibert y Krieg, 1981)

Extracto de carne, 10,0 g; peptona, 10,0 g; cloruro de sodio, 5,0 g; bilis deshidratada, 40,0 

g; agar-agar, 15,0 g; agua, 1 litro, pH 7,2-7,4, esterilizado a 121 °C, 20 minutos.

Medio N° 9: Caldo para Hidrólisis de la esculina (Raibaud éter/., 1973).

Peptona, 6,0 g; extracto de levadura, 4,0 g; triptona, 4,0 g; glucosa, 1,0 g; esculina, 1,0 g; 

Tween 80,1,0 g; agua, 1 litro; pH 6,5; esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 10: Producción de NH3 a partir de arginina (Raibaud et al., 1973)

Peptona, 6,0 g; extracto de levadura, 4,0 g; triptona, 4,0 g; glucosa, 1,0 g; 

monoclorhidrato de L-argínina, 3,0 g; Tween 80, 1,0 g; agua, 1 litro; pH 6,5-7,0; 

esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 11: Agar leche semisólido de Crawford (Harrigan y McCance, 1976)

Leche descremada reconstituida al 10 % (p/v) esterilizada a 115 9C, 10 minutos, 10,5 mi; 

citrato de sodio di hidratado [10 %(p/v)j, 0,5 mi, esterilizado a 121 9C, 20 minutos; agar- 

agar [2 %(p/v)], 4 mi; esterilizado a 121 °C, 20 minutos.
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Medio N° 12: Crecimiento en leche adicionada de azul de metileno al 0,1 y 0,3 %  

(Larpent y Larpent-Gourgaud, 1975)

Leche descremada, 100 g; agua, 1 litro pH 6,6; esterilizada 115 °C, 20 minutos; azul de 

metileno [5 % (p/v)] esterilizado por filtración en c.s.p. concentración final de 0,1 y 0,3 % 

(p/v).

Medio N° 13: LAPT (Raibaud e ta l., 1961)

Peptona, 15,0 g; triptona, 10,0 g; extracto de levadura, 10,0 g, Tween 80,1,0 g; agar-agar,

15,0 g; agua, 1 litro; pH 6,5 - 6,6; esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 14: LELg (Vasek, 2003)

Leche descremada deshidratada, 10,0 g; extracto de levadura 0,5 g; glucosa 1,0 g; agua, 

100 mi; esterilizado a 115 °C, 20 minutos.

Medio N° 15: YGCB (Biokar)

Extracto de levadura, 5,0 g; glucosa, 20,0 g; cloranfenicol, 0,lg; agar, 15,0 g; azul de 

bromofenol, 0,01g; agua, 1 litro; pH 6 ,4 -6 ,8 ; esterilizado a 121°C, 15 minutos.

Medio N° 16: YM (Wickerman, 1951)

Extracto de levadura, 3,0 g; extracto de malta, 3,0 g; peptona, 5,0 g; glucosa, 10,0 g; 

agua, 1 litro; pH 6,0; esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 17: Agar Gorodkowa modificado (Lodder and Kreger-van Rij, 1952)

Glucosa,0,1 g; peptona,1,0 g; cloruro de sodio, 0,5 g; agar-agar, 1,2 g; agua, 100 mi; 

esterilizado a 121 °C, 15 minutos. El medio de cultivo fue distribuido en picos de flauta.

Medio N° 18: Medio basal para la asimilación de compuestos carbonados (Barnett e ta l.,  

2000)

Sulfato de sodio, 5,0 g; fosfato monobásico de potasio, 0,85 g; fosfato dibásico de potasio, 

0,15 g; sulfato de magnesio, 0,5 g; cloruro de sodio, 0,1 g; cloruro de calcio, 0,1 g; agua, 1

161



Anexo I
Medios de Cultivo y Reactivos

litro; pH 5,2 -  5,6. El medio fue distribuido en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 121 °C, 15 

minutos.

Medio N° 19: Medio basal para la fermentación de compuestos carbonados (Kreger-van 

Rij, 1984)

Peptona, 7,5 g; extracto de levadura, 4,5 g; agua, 1 litro. Distribuido en alícuotas de 4 mi 

en tubos de ensayo con tubos Durham y esterilizado a 121 °C, 15 minutos

Medio N° 20: Medio basal para la asimilación de compuestos nitrogenados, YNB 

(Barnett e t al., 2000)

Glucosa, 10,0 g; fosfato monobásico de potasio, 0,85 g; fosfato dibásico de potasio, 0,15 

g; sulfato de magnesio, 0,5 g; cloruro de sodio, 0,1 g; cloruro de calcio, 0,1 g; agua, 1 litro. 

Distribuido en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 21: Medio Base de Christensen (Christensen, 1946)

Glucosa, 1,0 g; tripteína, 1,0 g; fosfato dibásico de potasio, 2,0 g; cloruro de sodio, 5,0 g; 

rojo de fenol, 0,012 g; agar-agar, 15,0 g; agua, 1 litro.; pH 6,8. Distribuido en alícuotas de 

5 mi y esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 22: Caldo para crecimiento de levaduras a diferentes pH iniciales (Vivier e ta l.,  

1994)

Glucosa, 5,0 g; sulfato de amonio, 5,0 g; fosfato dibásico de potasio, 0,85 g; fosfato 

monobásico de potasio, 0,15 g; sulfato de magnesio, 0,5 g; cloruro de calcio, 0,1 g; cloruro 

de sodio, 0,1 g; agua, 1 litro. El pH a estudiar, se ajustó con ácido clorhídrico y/o hidróxido 

de sodio. Distribuido en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 121 °C, 15 minutos.
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Medio N° 23: Caldo para crecimiento de levaduras a diferentes concentraciones de 

ácido láctico (Besan?on e t a i ,  1992)

Sulfato de amonio, 5,0 g; fosfato dibásico de potasio, 0,85 g; fosfato monobásico de 

potasio, 0,15 g; sulfato de magnesio, 0,5 g; cloruro de calcio, 0,1 g; cloruro de sodio, 0,1 g; 

agua, 1 litro. Distribuido en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 24: Caldo para crecimiento de levaduras a distintas concentraciones de 

lactosa (Besan^on e t al., 1992)

Sulfato de amonio, 3,5 g; asparagina, 1,5 g; fosfato dibásico de potasio, 0,85 g; fosfato 

monobásico de potasio, 0,15 g; sulfato de magnesio, 0,5 g; cloruro de calcio, 0,1 g; 

cloruro de sodio, 0,1 g; agua, 1 litro. Distribuido en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 

121 °C, 15 minutos.

Medio N° 25: Agar leche (Marshall, 1992)

Peptona de carne, 5,0 g; extracto de levadura, 3,0 g; agar- agar, 12,0 g; agua, 1 litro; pH

7,2. Esterilizado a 121 °C durante 15 minutos. La leche se adicionó posteriormente al 

medio fundido y atemperado a 80 °C en una proporción de 1 mi de LDDe cada 9 mi d§ 

medio base.

Medio N° 26: Cz-Broth caseína (Kronborg Hansen y Jakobsen, 1998)

Nitrato de sodio, 2,0 g; cloruro de potasio, 0,5 g; glicerofosfato de magnesio, 0,5; sulfato 

ferroso, 0,01 g; sulfato de potasio, 0,35 g; sacarosa, 30,0 g; caseína,10,0 g; agar-agar, 12 

g; buffer fosfato 0,1 M, 1 litro; pH 5,5. Por cada litro de solución se agregó 1 mi de 

solución de sulfato de cinc y sulfato de cobre (1 g de sulfato de cinc, 0,5 g de sulfato de 

cobre en 100 mi de agua destilada). Esterilizado a 121 °C, 15 minutos.

Medio N° 27: Medio basal para evaluar la actividad lipolítica (Vanderzant, y 

Splittstoesser, 1992)

Peptona 5,0 g; extracto de levadura, 3,0 g; agar-agar, 12,0 g; agua, 1 litro; pH 7,5. 

Esterilizado a 121 °C, 15 minutos.
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Medio N° 28: Medio para la asimilación de aminoácidos (Kreger-van Rij, 1984)

Peptona, 1,0 g; glucosa, 1,0 g; cloruro de sodio, 5,0 g; fosfato diácido de potasio, 2,0 g; 

rojo fenol, 0,012 g; agua, 1 litro; pH 6,8. Se agregaron 3,0 g del aminoácido a estudiar y

20,0 g de agar-agar. Se ajusta el pH a un valor de 6,8.

Se distribuye en alícuotas de 5 mi y se esteriliza a 0,5 atmósferas de sobrepresión, 30 

minutos.

Medio N° 29: Medio para la metabolización de aminas biogénicas (Besangon e t al., 

1992)

Glucosa, 10,0 g; amina a estudiar, 0,8 g; fosfato monobásico de potasio, 0,5 g; sulfato de 

magnesio, 0,5 g; cloruro de sodio, 0,1 g; cloruro de calcio, 0,1 g; agua, 1 litro. Distribuido 

en alícuotas de 5 mi y esterilizado a 0,5 atmósferas de sobrepresión, 30 minutos.

Soluciones y Reactivos 

Reactivo N° 1: reactivo de Nessler

Yoduro de potasio, 7 g; yoduro mercurioso, 10 g; hidróxido de potasio, 10 g; agua, 100 mi.

Reactivo N° 2: solución de cloranfenicol

Cloranfenicol, 500 mg; alcohol etílico 96°, 100 mi.

Reactivo N° 3: solución stock de vitaminas

Biotina, 0,2 mg; pantotenato de sodio, 40 mg; ácido fótico, 0,2 mg; rivoflavina, 20 mg; 

tiamina, 100 mg; agua, 1 litro. Esterilizada por filtración.

R e a c t iv o  N° 4 :  r e a c t iv o s  p a r a  la r e a c c ió n  d e  c o lo r  e n  la  p r u e b a  d e  a s im i la c ió n  d e  n i t r a t o s

Reactivo A: ácido suifanílico, 1 g; ácido acético glacial 5N,125 mi.

Reactivo B: a - naftilamina, 0,5 g; ácido acético 5N, 100 mi.
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Reactivo N° 5: solución de urea

Urea, 40 g; agua, 100 mi. Esterilizada por filtración.

Reactivo N° 6: solución de cicloheximide

Cicloheximide, 1 g; agua, 100 mi. Esterilizada por filtración.

Reactivo N° 7: solución de ácido láctico

Ácido láctico, 10 g; buffer tartrato 0,1 M -  pH 7,0, 100 mi. Esterilizada por vapor 

fluente, 30 minutos.

Reactivo N° 8: solución de lactosa

Lactosa, 10 g; buffer fosfato 0,2 M -  pH 7,0, 100 mi. Esterilizada por vapor fluente, 30 

minutos.

Reactivo N° 9: solución reveladora de actividad proteolítica

Cloruro de mercúrico, 15 g; solución de ácido clorhídrico 1 % (p/v), 20 mi; agua, 100 mi. 

Reactivo w° io¿ reactivo OPA

Solución de tetraborato de sodio lOOmM, 25 mi; solución SOS 20 % {p/v) (dodecil sulfato 

de sodio), 2,5 mi; p~ mercaptoetanol, 100 pl; reactivo OPA (o-ftaldehído), 40 mg en 1 mi 

de metanol, agua, 26,4 mi.

Fig. i.l. Fórmula del aldehido ftálico
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Anexo II

CARACTERÍSTICAS DE LOS GÉNEROS HALLADOS

(Barnett, J.A., Payne, R.W. and Yarrow, D.Y. 2000. Yeasts: Characteristics and 

Identification. Cambridge University Press, Cambridge).

Candida Berkhout (151 especies)

Células vegetativas: células brotadas, a veces presentan pseudohifas o hifas septadas. 

Reproducción sexual: ausente

Fisiología: fermentación (+/-); nitrato (+/-); hidrólisis de urea (-); DBB {-).

Nota: este género, si bien no posee reproducción sexual, presenta algunas características 

comunes con ascomicetes, tales como doble pared celular, DBB (-) e hidrólisis de urea (-). 

Referencias: Berkhout, 1923; Kreger-van Rij, 1984 p.585; Weijman etal., 1988.

Figura 111. Células de Candida Figura 112. Pseudohifas de Candida

Cryptococcus (35 especies)

Células vegetativas: células brotadas, usualmente presentan cápsulas de polisacáridos, a 

veces se observan pseudohifas o hifas septadas.

Reproducción sexual: ausente

Fisiología: fermentación (-); myo-inositol (+) (usualmente); nitrato (-/+); hidrólisis de urea 

(+) (usualmente); DBB (+). La xilosa es un componente de la pared celular.
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Notas y Referencias: Phaff y Spencer, 1969; Golubev, 1980; Kreger-van Rij, 1984 p. 845; 

Weijman et al., 1988. Cryptococcus neoformans, la forma anamorfa de fílobasidlella 

neoformans, pertenece a esta especie (Greuter et a i, 1994)

Figura 113. Células de Cryptococcus Figura 114. Células con cápsula de Cryptococcus

Debaryomyces todder y Kreger-van Rij (15 especies)

Células vegetativas: células brotadas, a veces presentan pseudohifas.

Reproducción sexual: ascos conteniendo de 1 a 4 ascosporos redondos, ovales, 

frecuentemente rugosos; usualmente se produce la conjugación entre células y brotes. 

Fisiología: fermentación {-/+); nitrato (-); hidrólisis de urea (-); DBS {-).

Referencias: Lodder y Kreger-van Rij, 1978; Kreger-van Rij, 1984 p.130
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F ig u ra  115. Células de Debaryomyces F ig u ra  116. Células de Debaryomyces

Myxozyma  van der Walt et al. (9 especies)

Células vegetativas: células brotadas con cápsula de pollsacárldos.

Reproducción sexual: ausente

Fisiología: fermentación (-); hidrólisis de urea (-); DBS (-); imidazol (+);

D-galacturón¡co (+).

Nota: Myxozyma nipponensls (Spaaij et al., 1993) y Myxozyma sirexii (Spaaij et al., 1992) 

descriptas anteriormente, no han podido ser verificadas por Barnett (2000).

Referencias: van der Walt et al., 1981.

F ig u ra  117. Células de Myxozyma F ig u ra  118. Células de Myxozyma
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Pichia  Hansen (89 especies)

Células vegetativas:- células brotadas, usualmente presentan pseudohifas y 

ocasionalmente hifas septadas

Reproducción sexual: asco conteniendo de 1 a 4 ascosporos (ocasionalmente hasta 8) 

lisos, redondos, con forma de sombrero o forma de Saturno.

Fisiología: fermentación (-); nitrato (-/+); hidrólisis de urea (-); DBB {+).

Referencias: Hansen 1904; Kurtzman 1984; Kurtzman y Fell, 1998 p.273

F ig u ra  119. Células de Pichia  F igu ra  H 10. Células de Pichia

R hodotoru la  Harrison (39 especies)

Células vegetativas: células brotadas 

Reproducción sexual: ausente

Fisiología: pigmentadas; fermentación (-); myo-inositol

(-/+); nitrato (-/+); hidrólisis de urea (+); DBB(+); producción de almidón (-/+); la xilosa no 

es un componente de los polisacáridos celulares.

Referencias: Harrison, 1927; Yamazaki y Komagata, 1981; Weíjman et al., 1988.
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Figura 1112. Células de RhodotorulaFigura li l i .  Células de Rhodotorula

Stephanoascus Smith et al. (2 especies)

Células vegetativas: células brotadas con presencia de pseudohifas e hifas septadas con 

blastoconidios

Reproducción sexual: asco formado luego de la conjugación entre células de 2 hlfas, cada 

uno contiene de 1 a 4 ascosporos, usualmente con forma de sombrero; heterotálica. 

Fisiología: fermentación (-); nitrato (-); hidrólisis de urea (-); DBB (-).

Referencias: Smith et al. 1976; Giménez-Jurado etal., 1994.
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Anexo ilt 

Estadísticas

1. Análisis de varianza de log UFC. m i1 de levaduras durante la elaboración y 
maduración de Queso Artesanal de Corrientes

1.1. Análisis de la varianza dé log UFC en las cuatro estaciones empleando Test de 
Duncan

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
AC loq UFC 32 0.65 0.62 14.95
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC ql CM F Valor p
Modelo 24.45 3 8.15 17.57 <0.0001
ESTACIÓN 24.45 3 8.15 17.57 <0.0001
Error 12.99 28 0.46
Total 37.44 31
T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.4 639 gl: 28
ESTACIÓN Medias-'.- ■
VERANO 3.70 8 A
OTOÑO 3.74 8 A
INVIERNO 5.04 8 B
PRIMAVERA 5.75 8 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0.05)

MUESTRA■ Variable N R2 R2Aj CV
Cuajada loq UFC 32 0.42 0.36 13.54

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC ql CM F Valor p
Modelo 8.02 3 2.67 6.83 0.0013
ESTACIÓN 8.02 3 2.67 6.83 0.0013
Error 10.96 28 0.39
Total 18.97 31
T e s t :  D u n c a n  A l f a :

Error: 0.3913 gl: 
ESTACIÓN Medias

0 . 0 5

28
n

VERANO 3.80 8 A
PRIMAVERA 4.63 8 B
INVIERNO 5.00 8 B
OTOÑO 5.06 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (pc^O.05)

173



Anexo III
Estadísticas

MUESTRA Variable N R2 RzAi CV
Leche log UFC ... 32 0.560.5113.50

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a  ( S C  T i p o  X I I )

F. V. SC gi ■ CM F Valor p
Modelo 9.18 3 3.06 11.85 <0.0001
ESTACIÓN 9.18 3 3.06 11.85 <0.0001
Error- 7.23 28 0.26
Total 16.42 31

T e s t :  D m c a n  A l f a : o o U
l

Error: 0.2584 gl: 28
ESTACIÓN Medias n

INVIERNO 2.99 8 A
VERANO 3.57 8 B
OTOÑO 4.12 8 C
PRIMAVERA 4.38 8 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
Quesol loq UFC 32 0.20 0.12 23.38
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gi . CM F Valor p
Modelo 7.07 3 2.36 2.34 0.0945
ESTACIÓN 7.07 3 2.36 2.34 0.0945
Error 28.17 28 1.01 ■ ■

Total. ,.. .35.. 25: •• .-.31. ••---•-.V '•' "

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 1. 0062 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
VERANO 3.68 8 A
INVIERNO 4.02 8 A B
OTOÑO 4.58 8 A B
PRIMAVERA 4.8 9 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<“0.05)

MUESTRA .Variable N R2 R2Ai CV
Quesol5 loq UFC 32 0.72 0.69 5.31
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 7.07 3 2.36 23.71 <0.0001
ESTACIÓN 7.07 3 2.36 23.71 <0.0001
Error 2.78 28 0.10
Total 9.85 31
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T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5

Error:- 0.0994 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
OTOÑO 5.38 8 A
'INVIERNO 5.57 8 A
PRIMAVERA 6.38 8 B
VERANO 6.4 4 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<*=0.05)

MUESTRA Variable . N R2 R2Ai CV
Queso30 loq UFC 32 0.38 0.32 11.01

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I ]

F. V. SC gl CM F Valor p
Modelo 8.77 3 2.92 5.80 0.0033
ESTACIÓN 8.77 3 2.92 5.80 0.0033
Error 14.12 28 0.50
Total 22.89 31

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.5043 gl: 28
ESTACIÓN Medias-.-.. v n > ■ • ■'
OTOÑO 5.81 8 A
INVIERNO 6.08 8 A
PRIMAVERA 6.82 8 B
VERANO 7.09 8 B
L e t r a s  distintas indican diferencias significativas (p<~0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Queso6 loq UFC 32 0.22 0.13 21.53

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a (sc T i p o  i :

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 7.59 3 2.53 2.56 0.0747
ESTACIÓN 7.59 3 2.53 2.56 0.0747
Error 27.64 28 0.99
Total 35.23 •31---"
T e s t :  D u n c a n  A l f a :

Error-: 0.9871 gl: 
ESTACIÓN Medias

0 . 0 5
28
n

INVIERNO 3.93 8 A
VERANO 4.49 8 A B
OTOÑO 4.77 8 A B
PRIMAVERA 5.28 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<**0.05)
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Í.2 . Análisis de la varianza de log ÜFC en las estaciones otoño e invierno empleando el 
Test dé Duncan

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

MUESTRA Variable N R2 " R2Aj CV
AC loq UFC 16 0 . 8 0  0 . 7 8 8 . 0 4

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I X X )

F.V. s e  gl CM F Valor p
Modelo 6 . 80  1 6 . 80 5 4 . 6 0 < 0 . 0 0 0 1
ESTACIÓN 6 . 80  1 6 . 80 54. 60 <0. 0001
Error 1 . 7 4  14 0 . 1 2
Total 8 . 5 4  15

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.1245 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
OTOÑO 3 . 74 8 A
INVIERNO 5 . 04 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
Cuaj ada loq UFC 16 0.01 0.00 7.42

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 0.01 1 0.01 0.09 0.7625
ESTACIÓN 0.01 1 0.01 0.09 0.7625
Error 1.95 14 0.14
■Total 1.96 15
T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.1392 gl: 14
ESTACIÓN Medias, ... n
INVIERNO 5.00 8 A
OTOÑO 5.06 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2 Ai CV
Leche log UFC 16 0.51 0.47 16.86
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a  ( S C T i p o  I I I )

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 5.19 i 5.19 14.44 0.0020
ESTACIÓN 5.19 i 5.19 14.44 0.0020
Error 5.03 14 0.36 . . .  •••

Total 10.22. - '-‘15
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T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5

Error: 0.3593 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 2.99 8 A
OTOÑO 4.12 8 B
Letras distintas Indican diferencias significativas fp<“0. OS)

MUESTRA Variable N R2 R2AÍ CV
Quesol loq UFC 16 0.10 0.03 21.13

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o

F.V, SC gi CM F Valor p
Modelo 1.27 i 1.27 1.54 0.2356
ESTACIÓN i.27 i 1.27 1.54 0.2356
Error 11.54 14 0.82
Total 12.80 15

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.8241 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 4.02 8 A
OTOÑO 4.58 8 A •

Letras distintas indican diferencias significativas <p<=0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Quesol5 loq UFC 16 0.17 0.11 3.97

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o

F.V. SC ql CM F Valor p
Modelo 0.14 1 0.14 2.85 0.1134
ESTACIÓN 0.14 1 0.14 2.85 0.1134
Error 0.66 14 0.05
Total 0.80 15
T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.0474 gl: 14
.ESTACIÓN... .Medias-' ■'■'* n. --

OTOÑO 5.38 8 A
INVIERNO 5.57 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas fp < = 0 . 05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ái CV
Queso30 loq UFC 16 0.04 0.00 12.62
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C u a d r o  d e  A n á l i s i s  d e  l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )

-F.V. SC -ql.:CM F ' - Valor p
Modelo 0.30 1 0.30 0.53 0.4795
ESTACIÓN 0.30 1 0.30 0.53 0.4795
Error 7.88 14 0.56
Total_____8.18 15______________________
T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5  

Error-: .0.5628 gl: 14
ESTACIÓN Medias n____
OTOÑO 5.81 8 A
''INVIERNO 6.08 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<-=0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
Queso6 loq UFC • 16 0.26 0.20 17:50
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  13

F.V. SC gi CM F Valor p
Modelo 2.80 i 2.80 4.83 0.0453
ESTACIÓN 2.80 i 2.80 4.83 0.0453
Error 8.10 14 0.58
Total 10.90 15

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.5789 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 3.93 8 A
OTOÑO 4.77 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<<=0.05)

1.3. Análisis de la varianza de log UFC en las estaciones primavera y verano empleando 
Test de Duncan

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

Muestra Variable N R2 R2Aj CV

I I I )

Valor p

AC loq ufe 16 0.60 0.57 18.98

C u a d r o  d e
F.V.

A n á l i s i s
SC

d e  l a

gi
V a r i a n z a

CM
( S C  T i p o

F
Modelo 16.77 i 16.77 20.87 0.0004
Estación 16.77 i 16.77 20.87 0.0004
Error 11.25 14 0.80
Total 28.02 15
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T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5

Error: 0. 8034 gl : 14
Estación Medias n
VERANO 3.70 8 A
PRIMAVERA 5.75 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<-=0.05)

Muestra Variable N R2 R2Aj CV
Cuajada .. log- uf d '• 16.. ....0..-23- 0.18 19.04

C u a d r o  d e A n á l i s i s  d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )
-,...F,V,_ .. . . SC. •••' gl. >GM- F Valor p
Modelo 2.71 1 2.71 4.21 0.0595
Estación 2.71 1 2.71 4.21 0.0595
Error 9.01 14 0.64
Total 11.71 15

T e s t :  D i m e a n  A l f a :  0 . 0 5

Error: 0.6435 gl: 14
Estación Medias n
VERANO 3.80 8 A
PRIMAVERA 4 . 6 3  ,,,~8 A
Letras 'distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Muestra Variable N. • R2 R2Ai CV
Leche iog Uf'C 16 0.54 0.51 9,98

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gi CM F Valor p
Modelo 2.58 1 2.58 16.41 0.0012
Estación 2.58 1 2.58 16.41 0-.0012
Error 2.20 14 0.16
Total 4.79 15

T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5

Error: 0.1575 gl: 14 
.Estación Medias n _ .. 1."
VERANO
PRIMAVERA

3.57 8 
4.38 8

A
B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<f=0.05)

Muestra Variable N R2 R2A1 CV
Quesol log ufe 16 0.26 0.21 25.43
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C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r l a n z a ( S C  T i p o I I I )
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 5.81 l 5.81 4.89 0.0442
Estación 5.81 i 5.81 4.89 0.0442
Error 16.64 14 1.19
Total 22.45 15

T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 1. 1884 gl: 14
Estación .Medias n
VERANO 3.68 8 A
PRIMAVERA 4.89 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0.05)

Muestra Variable N R2 R2 Ai cv
Quesoló log ufe 16 0.01 0.00 6.07
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o I I I )

F-V/ SC gl CM F Valor p
Modelo 0.02 1 0.02 0.10 0.75-75
Estación 0'. 02 1 0.02 0.10 0.7575
Error 2.12 14 0.15
Total 2.13 15
T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0.1514 gl: 14
Estación Medias n
PRIMAVERA 6.38 8 A
VERANO 6.44 8 A
Letras distintas indican diferencias s i g n i f i c a t i v a s (p<"0. OS)

Muestra Variable N R2 R2Aj CV
Qpeso30 log ufe 16 0.04 0.00 9.60
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o I I I )

F .• V .! p' ■ SC gl CM F Valor p
Modelo 0.29 1 0.29 0.65 0.4322
Estación 0.29 1 0.29 0.65 0.4322
Error 6.24 14 0.45
Total 6.53 15
T e s t :  D u n c a n  A l f a : 0 . 0 5

Error: 0. 4458 gl: 14
Estación Medias n
PRIMAVERA 6.82 8 A
VERANO 7.09 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p^O.OS)
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Muestra Variable N R2 R2Aj CV
Queso6 log ufe 16 0.11 0.05 24.20
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  X X X )

F. V. SC gl CM F 'rVall nr. n
Modelo 2.50 1 2.50 1.79 0.2017
Estación 2.50 1 2.50 1.79 0.2017
Error 19.53 14 1.40
Total 22.04 15
T e s t :  D u n c a n  A l f a :  0 . 0 5

Error: 1.3953 gl: 14
Estación Medias____n____
VERANO 4.49 8 A
PRIMAVERA 5.28_____8___A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=’0.05)

1.4. Análisis de la varianza de log UFC en las cuatro estaciones empleando el Test de 
LSD Fisher

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
AC log UFC 32 0.65 0.62 14.95

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 24.45 3 8.15 17.57 <0.0001
ESTACIÓN 24.45 3 8.15 17.57 <0.0001
Error 12.99 28 0.46
Total 37.44 31
T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S  : 0 . 6 9 7 6 2

Error: 0.4639 gl: 28
E S T A C IÓ N Medias n
VERANO 3.70 8 A
OTOÑO 3.74 8 A
INVIERNO 5.04 8 B
PRIMAVERA 5.75 8 C
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Cuaiada log UFC 32 0.42 0.36 13.54
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C u a d r o  d e A n á l i s i s  d e l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 8.02 3 2.67 6.83 0.0013
ESTACIÓN 8.02 3 2.67 6.83 0.0013
Error 10.96 28 0.39
Total 18.97 31

T e s t :  L S D F i s h e r A l f a : 0 . 0 5  D M S  : 0 . 6 4 0 7 2

Error: 0.3913 gl : 28
ESTACIÓN Medias n
VERANO 3.80 8 A
PRIMAVERA 4.63 8 B
INVIERNO 5.00 8 B
OTOÑO 5.06 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<“0.05}

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Leche i H 0 UFC 32 0.56 0.51 13.50

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC g i CM F Valor p
Modelo 9.18 3 3.06 11.85 <0.0001
ESTACIÓN 9.18 3 3.06 11.85 <0.0001
Error 7.23 28 0.26
Total 16.42 31

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S : 0 . 5 2 0 6 2

Error: 0..2584 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 2,99 8 A
VERANO 3.57 8 B
OTOÑO 4.12 8 C
PRIMAVERA 4.38 8 c
Letras distintas indican diferencias significativas fp < ~ 0 . 05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Quesol loq UFC 32 0.20 0.12 23.38

C u a d r o  d e
F.V.

A n á l i s i s
SC

d e

gi'
l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )
' -w ‘CM-.';;r=jíh -Valor ~ P — __

Modelo 7.07 3 2.36 2.34 0.0945
ESTACIÓN 7.07 3 2.36 2.34 0.0945
Error 28.17 28 1.01
Total 35.25 31
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T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S : 1 . 0 2 7 3 8

Error: 1. 0062 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
VERANO 3.68 8 A
INVIERNO 4.02 8 A B
OTOÑO 4.58 8 A B
PRIMAVERA 4.89 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0. 05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai cv
Quesol5 loq UFC 32 0.72 0.69 5.31

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a  V a r i a n z a ( S C  T i p o

F.V. s e  f i f i CM F Valor p
Modelo 7.07 3 2. 36 23.71 <0.0001
ESTACIÓN 7.07 3 2..36 23.71 <0.0001
Error 2.78 28 0.10
Total 9.85 31

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S :  0 . 3 2 2 8 9

Error: 0. 0994 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
OTOÑO 5.38 8 A
INVIERNO 5.57 8 A
PRIMAVERA 6.38 8 B
VERANO 6.44 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Queso30 loq UFC 32 0.38 0.32 11.01

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a  V a r i a n z a ( S C  T i p o
F.V. SC gi CM F Valor p

Modelo 8.77 3 2.92 5.80 0.0033
ESTACIÓN 8.77 3 2.92 5.80 0.0033
Error 14.12 28 0.50
Total 22.89 31
T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S  : 0 . 7 2 7 3 4
Error: 0..5043 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
OTOÑO 5.81 8 A
INVIERNO 6.08 8 A
PRIMAVERA 6.82 8 B
VERANO 7.09 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
Queso6 lo.g UFC 32 0.22 0.13 21.53

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  13

F.V. se gl CM F Valor p
Modelo 7.59 3 2.53 2.56 0.0747
ESTACIÓN 7.59 3 2.53 2.56 0.0747
Error 27.64 28 0.99
Total 35.23 31

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 1 . 0 1 7 5 7

Error: 0.9871 gl: 28
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 3.93 8 A
VERANO 4.49 8 A B
OTOÑO 4.77 8 A B
PRIMAVERA • -5.28 • , '8 B w
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05)

1.5. Análisis de la varianza de log UFC en las estaciones otoño e invierno empleando el 
Test de LSD Fisher

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

MUESTRA Variable ' N R2 R2Ai CV
AC loq UFC 16 0.80 0.78 8.04

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o

F.V. SC ql CM F Valor p
Modelo 6.80 1 6.80 54.60 <0.0001
ESTACIÓN 6.80 1 6.80 54.60 <0.0001
Error 1.74 14 0.12
Total. 8.54 15 ■ V.

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S: 0 . 3 7 8 4 1

Error: 0.1245 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
OTOÑO 3.74 8 A
INVIERNO 5.04 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~o. os;

MUESTRA Variable N R2 R2Aj CV
Cuajada log UFC 16 0.01 0.00 7.42
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C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )

F. V. SC ql -. - GM- F Valor p
Modelo 0.01 1 0.01 0.09 0.7625
ESTACIÓN 0.01 1 0.01 0.09 0.7625
Error 1.95 14 0.14
Total., 1.96 15

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S  : 0 . 4 0 0 1 3

Error: 0. 1392 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 5.00 8 A .
OTOÑO. • 5, 06 8. h ■
Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0.05)

MUESTRA' Variable N R2 R2 Aj CV
L loq UFC 16 0.51 0.47 16.86
C u a d r o  d e

F.V.
A n á l i s i s

SC
d e  l a

gi
V a r i a n z a

CM F
( S C  T i p o  I I I )

Valor p
Modelo 5.19 i 5.19 14.44 0.0020
ESTACIÓN 5.19 i 5.19 14.44 0.0020
Error 5.03 14 0.36
Total 10.22 15

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 6 4 2 8 2

Error: 0. 
ESTACIÓN

3593 gl: 14 
Medias n

'INVIERNO
OTOÑO

2.99 8 
4.12 8

A
B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0.05)

MUESTRA Variable--,.N R2 R2 Ai CV
Quesol loq UFC 16 0.10 0.03 21.13
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC. gl CM F Valor p
Modelo 1.27 1 1.27 1.54 0.2356
ESTACIÓN 1.27 1 1.27 1.54 0.2356
Eirror 11.54 14 0.82
Total 12.80 15
T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 9 7 3 5 1
Error: 0.8241 gl: 14
ESTACIÓN Medias n
INVIERNO 4.02 8 A
OTOÑO 4.58 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.03)
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MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Quesol5 log UFC 16 0.17 0.11 3.97
C u a d r o  d e

F.V.
A n á l i s i s

SC gl
d e  l a  V a r l a n z a  ( S C  T i p o

CM F Valor p
Modelo
ESTACIÓN
Error
Total

0.14 1 
0.14 1 
0.66 14 
0.80 15

0.14 2.85 0.1134 
0.14 2.85 0.1134 
0.05

T e s t :  L S D

Error: 0. 
ESTACIÓN

F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 2 3 3 4 0

0474 gl: 14 
Medias n

OTOÑO
INVIERNO

5.38
5.57

8 A 
8 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0.05)

MUESTRA Variable N Rz RzAi CV
Queso30 log UFC 16 0.04 0.00 12.62

C u a d r o  d e

F.V.
A n á l i s i s

SC gl
d e  l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o

CM F Valor p
Modelo
ESTACIÓN
Error
Total

0.30 1 
0.30 1 
7.88 14 
8.18 15

0.30 0.53 0.4795 
0.30 0.53 0.4795 
0.56

T e s t :  X iSD

Error: 0. 
ESTACIÓN

F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S :  0 . 8 0 4 5 2

5628 gl: 14 
Medias n

OTOÑO
INVIERNO

5.81
6.08

8 A 
8 A

letras distintas indican diferencias significativas (p<**0.05)

MUESTRA Variable N R2 R2Ai CV
Quéso'6 log UFC 16 0.26 0.20 17.50

C u a d r o  d e
F.V.

A n á l i s i s
SC

d e  l a  V a r i a n z a  ( S C  T i p o

gl CM F Valor p
Modelo
ESTACIÓN
Error
total

2.80
2.80
8.10

10.90

1 2.80 4.83 0.0453 
1 2.80 4.83 0.0453
14 0.58
15
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T e s t :  L S D  F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 8 1 5 9 3

E r r o r :  0 .5 7 8 9  g l :  14
ESTACIÓN Medias n_________
INVIERNO 3.93 8 A
OTOÑO______ 4.77_____8________ B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<**0.05)

1.6. Análisis de la varianza de log UFC en las estaciones primavera y verano empleando 
el Test de LSD Fisher

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

Muestra Variable N R2 R2Ai CV
AC log ufe 1 6 0 . 6 0  0 . 5 7 1 8 . 9 8

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a V a r i a n z a ( S C  T i p o X I I )

F.V. SC gi CM F Valor p
Modelo 1 6 . 7 7 i 1 6 . 7 7 2 0 . 8 7 0 . 0 0 0 4
Estación 1 6 . 7 7 i 1 6 . 7 7 2 0 . 8 7 0 . 0 0 0 4

Error 1 1 . 2 5 1 4 0 . 8 0

Total 2 8 . 0 2 1 5

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S : 0 . 9 6 1 2 0

Error: 0.8034 gl: 14
Estación Medias n
VERANO 3 . 7 0 8 A
PRIMAVERA 5 . 7 5 8 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<-0.05)

Muestra Variable N R2 R2Aj CV
Cuajada log ufe 1 6 0 . 2 3  0 . 1 8 1 9 . 0 4

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  I I I )

F.V. SC gi CM F Valor p
Modelo 2 . 7 1 i 2 . 7 1  4 . 2 1 0 , 0 5 9 5
Estación 2 . 7 1 i 2 . 7 1  4 . 2 1 0 . 0 5 9 5

Error 9 . 0 1 1 4 0 . 6 4

Total 1 1 . 7 1 1 5

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 8 6 0 2 4
E r r o r :  0 . 6 4 3 5  g l :  14
Estación Medias n
VERANO 3.80 8 A
PRIMAVERA 4.63 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0.05)
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Muestra Variable N R2 R2Ai CV
Leche log ufe 16 0.54 0.51 9.98

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o  i :

F.V. SC CM F Valor p
Modelo 2.58 1 2.58 16.41 0.0012
Estación 2,58 1 2.58 16.41 0.0012
Error 2.20 14 0.16
Total 4.79 15
T e s t :  L S D  F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S :  0 . 4 2 5 5 3

Error: 0.1575 gl: 14'
Estación Medias____n________
VERANO 3.57 8 A
PRIMAVERA 4.38_____8________ B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)

Muestra Variable N R2 R2Ai CV
Quesol log ufe 16 0.26 0.21 25.43
C u a d r o  d e A n á l i s i s d e  l a V a r i a n z a ( S C  T i p o

F.V. SC gl CM F Valor p
Modelo 5.81 i 5.81 4.89 0.0442
Estación 5.81 i 5.81 4.89 0.0442
Error 16.64 14 1.19
Total 22.45 15
T e s t :  L S D  F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S :  1 . 1 6 9 0 4

Error: 1.1884 gl: 14
Estación Medias____n________
VERANO 3.68 8 A
PRIMAVERA 4.8 9_____8________ B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<*--0.05)

Muestra Variable N R2 R2Ai CV
Quesol5 log ufe 16 0.01 0.00 6.07
C u a d r o  d e

F.V.
A n á l i s i s

SC gl
d e  l a

CM
V a r i a n z a  ( S C  T i p o  I I I )

F Valor p
Modelo
Estación
Error
Total

0.02 1 
0.02 1
2.12 14
2.13 15

0.02
0.02
0.15

0.10 0.7575 
0.10 0.7575
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T e s t :  L S D  F i s h e r  A l f a :

E r r o r :  0 .1 5 1 4  g l :  14
0 . 0 5  D M S :  0 . 4 1 7 2 9

E s t a c i ó n M e d i a s n

P R I M A V E R A 6 . 3 8 8 A

V E R A N O 6 . 4 4 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<**0.05)

M u e s t r a V a r i a b l e N R 2 R 2 A i  C V

Q u e s o 3 0 l o g  u f e 1 6 0 . 0 4  0 . 0 0  9 . 6 0

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a V a r i a n z a  ( S C  T i p o

F .  V . S C  g l C M F  V a l o r  p

M o d e l o 0 . 2 9  1 0 . 2 9 0 . 6 5  0 . 4 3 2 2

E s t a c i ó n 0 . 2 9  1 0 . 2 9 0 . 6 5  0 . 4 3 2 2

E r r o r 6 . 2 4  1 4 0 . 4 5

T o t a l 6 . 5 3  1 5

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S :  0 . 7 1 6 0 2

E r r o r :  0 . 4 4 5 8  g l : 14
E s t a c i ó n M e d i a s n
P R I M A V E R A 6 . 8 2 8 A
VERANO 7 , 0 9 8 Ab§£*és aisHr¡ta§ índiQan dlferendas eígniiícatív&B (p<-0.05)

M u e s t r a V a r i a b l e N R 2 R 2A i  C V
Q u e s o 6 l o g  u f e 1 6 0 . 1 1  0 . 0 5  2 4 . 2 0

C u a d r o  d e A n á l i s i s d e l a V a r i a n z a  ( S C  T i p o
F . V . S C C M  F  V a l o r  p

M o d e l o 2 . 5 0 1 2 . 5 0  1 . 7 9  0 . 2 0 1 7
E s t a c i ó n 2 . 5 0 1 2 . 5 0  1 . 7 9  0 . 2 0 1 7
E r r o r 1 9 . 5 3 1 4 1 . 4 0
T o t a l 2 2 . 0 4 1 5

T e s t :  L S D F i s h e r  A l f a : 0 . 0 5  D M S :  1 . 2 6 6 7 3
E r r o r :  1 . .3 9 5 3  g l : 14
E s t a c i ó n M e d i a s n
V E R A N O 4 . 4 9 8 A
P R I M A V E R A 5 . 2 8 8 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05)
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1.7. Log UFC promedio de cada estación

E s t a d í s t i c a  d e s c r i p t i v a

ESTACIÓN Variable n. Media D.E. Var(n-1) CV Min. Máx
INVIERNO log UFC 56 4.66 1.21 1.46 25.89 2.00 7.04
OTOÑO log UFC 56 4.78 0.81 0.66 16.98 3.00 6.67
PRIMAVERA log UFC 56 5.44 1.30 1.70 23.97 3.00 8.70
VERANO log UFC 56 4.6'8 1.46 2.12 31.09 2.60 7.26

1.8. Análisis de la varianza de log UFC promedio en las cuatro estaciones empleando el 
Test de LSD Fisher

A n á l i s i s  d e  l a  v a r i a n z a

Variable N R2 R2Ai CV

( S C  T i p o

Valor p

log UFC 224 0.07 0.05 24.91
C u a d r o  d e

F. V.
A n á l i s i s

SC
d e  l a

gl
V a r i a n z a

CM F
Modelo 23.29 3 7.76 5.23 0.0017
ESTACIÓN 23.29 3 7.76 5.23 0.0017
Error 326.50 220 1.48
Total 349.79 223
T e s t :  L S D  F i s h e r  A l f a :  0 . 0 5  D M S : 0 . 4 5 3 7 3

Error: 1.4841 gl: 220 
ESTACIÓN Medias n
IN V IER N O 4 . 6 6 5 6 A
VERANO 4 . 6 8 5 6 A
OTOÑO 4 . 7 8 5 6 A
PRIMAVERA 5 . 4 4 5 6 B
Letra a distintas indican diferencias significativas

2. Análisis de varianza de Log UFC. mi"1 de BAL en cultivos conjuntos con cepas de 
levaduras y cultivos puros

2.1. Análisis de varianza con Candida blankii 2L1P

Análisis de la varianza

Variable N_____ Ra R2Aj CV
Log UFC 0 h 8 0,88 0,86 1,60
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Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo III)
F. V. SC ql CM F Valor p

Modelo 0,54 1 0,54 43,80 0,0006
Cultivo 0, 54 1 0,54 43,80 0,0006
Error 0,07 6 0,01
Total 0, 61 7
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,28973
Error: 0,0122 gl-. 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 2L1P 6,64 4 A
BAL 7,16 4 B
l e t r a s  distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2 Ai CV

(SC Tipo III)
Valor p

Log UFC 6 h 8 0,52 0,44 3,36
Cuadro de
F.V.

Análisis de
SC ql

la Varianza
CM F

Modelo 0, 58 1 0,58 6, 61 0,0423
Cultivo 0,58 1 0,58 6, 61 0,0423
Error 0,53 6 0,09
Total 1,11 7

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,77850
Error: 0,0883 gl.: 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 2L1P 8,57 4 A
BAL 9,11 4 A
Letras distintas i n d i c a n  diferencias significativas (pc^O, 01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Ai CV

Log UFC 12 h 8 0, 00 0, 00 6,39

Cuadro de
F.V.

Análisis de
SC gl

la Varianza
CM F

(SC Tipo III)
Valor p

Modelo 0,01 1 0,01 0,01 0,9082
Cultivo 0,01 1 0,01 0,01 0,9082
Error 2,51 6 0,42
Total 2,51 7

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 1,69402
Error: 0,4181 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL 10,10 4 A
BAL con cepa 211P 10,15 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<-0,01)
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Análisis de la varianza
Variable N R2 R2 A'i CV

Log tJFC 24 h 8 CNJ
O 0,11 1, 03

Cuadro de Análisis de
F.V. SC cfl

la Varianza
CM F

(SC Tipo XIX)
Valor p

Modelo 0,02 1 0,02 1, 90 0,2178
Cultivo 0,02 1 0,02 1,90 0,2178
Error 0,05 6 0,01
Total 0, 06 7

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,23550
Error: 0,0081 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL cOh cepa 2L1P 8,72 4 A
BAL «HCO00 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0,01)

2.2. Análisis de varianza con D ébáryom yces polym orphus  5Q.1/260

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Ai CV

(SC Tipo III)
Valor p

Log UFC 0 h 8 0, 52 0, 44 5,54

Cuadro de
F.V.

Análisis de
SC gl

la Varianza
CM F

Modelo 0,96 1 0,96 6,57 0,0427
Cultivo 0,96 1 0,96 6,57 0,0427
Error 0,88 6 0,15
Total 1,83 7

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 1,00074
Error: 0,1459 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 5Q1/260 6,54 4 A
BAL 7,24 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (pr^O, 01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2A1 CV

Log UFC 6 h. 8 0,88 0,86 0,46

Cuadro de
F.V.

Análisis de
SC g'l

la Varianza (SC Tipo III)
CM F Valor p

Modelo 0,07 1 0,07 43,56 0,0006
Cultivo 0,07 1 0,07 43,56 0,0006
Error 0,01 6 0,00
Total 0,08 7
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Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,10245
Error: 0,0015 gl: 6
________Cultivo________ Medias_____ n__________
BAL con cepa 5Q1/260 8,47 4 A
BAL_______________________8,65_______4__________ B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<**0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R 2AÍ CV

Log UFC 12 h. 8 0,01 0,00 3,43

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo XII)
F.V. SC al CM F Valor p

Modelo 0, 00 1 0,00 0,04 0,8475
Cultivo 0,00 1 0,00 0,04 0,8475
Error 0,60 6 0,10
Total 0, 61 7
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,83041
Error: 0,1005 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL 9,21 4 A
BAL con cepa 5Q1/260 9,26 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<**0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Ai CV

Log UFC 24 h 8 0,67 0,62 1, 98

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo XIX)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0,37 i 0,37 12,26 0,0128
Cultivo 0,37 i 0,37 12,26 0,0128
Error 0,18 6 0,03
Total 0,56 7
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,45766
Error: 0,0305 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 5Q1/260 8,63 4 A
BAL 9,06 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

2.3. Análisis de varianza con D ebaryom yces vanrijiae  6Q1/11P

Análisis de la varianza
Variable__N______ R2 R2Aj CV
Log UFC Oh 4 0,56 0,34 3,98
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Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo XII)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0,23 i 0,23 2,56 0,2507
Cultivo 0,23 i 0,23 2,56 0,2507
Error 0,18 2 0,09
Total 0,41 3
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 2,96985
Error: 0,0900 gl: 2

Cultivo Medias n
BAL 7,30 2 A
BAL con cepa 6Q1/11P "',78 2 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Aj CV

(SC Tipo III)
Valor p

Loq UFC 6b 4 0,51 0,26 3,35

Cuadro de Análisis de la Varianza
F.V. SC ql CM F

Modelo 0,18 1 0,18 2,04 0,2891
Cultivo 0,18 1 0,18 2,04 0,2891
Error 0,18 2 0,09
Total 0,37 3
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 2,97809
Error: 0,0905 gl: 2

Cultivo Medias n
BAL 8,76 2 A
BAL con cepa 6Q1/11P 9,19 2 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0, 01)

Análisis de la varianza
Variable N____ R2 R2 Aj CV
Iiog UFC 12h 4 0,13 0,00 3,84

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V.________ SC crl CM F Valor p

Modelo 0,04 1 0,04 0,31 0,6349
Cultivo 0,04 1 0,04 0,31 0,6349
Error 0,26 2 0,13
Total 0,30 3

Test : Tukey Alfa: 0,01 DMS: 3,56931
Error: 0,1300 gl: 2
___ Cultivo________ Medias_____n____
BAL 9, 30 2 A
BAL con cepa 6QX/IIP 9,50_____ 2___ A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<*=0,01)
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Análisis de la varianza

Variable_______ N______R2 R2Aj CV
Log UFC 24 h 4 1,00 5—

1
s O O O 08

Cuadro i 
F.V.

de Análisis de
SC gl

la Varianza (SC
CM F

Tipo III)
Valor p

•Modelo 0,49 1 0,49 9800,00 0,0001
Cultivo 0, 49 1 0,49 9800,00 0,0001
Error 0, 00 2 0,00
Total 0,49 3
Test: Tukey Alfa: 0,
Error: 0,0000 gl: 2

01 DMS: 0,07000

Cultivo Medias n
BAL con cepa 6Q1/11P 9, 00 2 A
BAL 9,70 2 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

2.4. Análisis de varianza con Candida blankii 2Q1/10P

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Aj CV

(SC Tipo III)
Valor p

Log UFC 0 h. 8 0,56 0,49 2,10

Cuadro de
F.V.

Análisis de
SC__ oí _

la Varianza
•CM F

Modelo 0,16 1 0,16 7, 66 0,0325
Cultivo 0,16 1 0,16 7,66 0,0325
Error 0,12 6 0,02
Total 0,28 7
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,37475
Error: 0,0205 gl: 6

Cultivo Medias n
RAL con cepa 2Q1/10P 6, 66 4 A
BAL 6, 94 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<^0,0l)

Análisis de la varianza

Variable N R2 R2Aj CV

(SC Tipo III)
Valor p

Log UFC 6 h. 8 0,10 0,00 1,75

Cuadro de
F:V.

Análisis de
SC gl

la Varianza
CM F

Modelo 0, 01 1 0, 01 0,66 0, 4489
Cultivo 0,01 1 0,01 0, 66 0,4489
Error 0, 13 6 0,02
Total 0, 15 7

195



Anexo III
Estadísticas

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,38883
Error: 0,0220 gl: 6
____Cultivo________ Medias____ _n____
BAL 8,42 4 A
BAL con cepa 2Q1/10P 8,50_____ 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<~0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2 Ai CV

Log UFC 12 h 8 0,88 0,87 0,76
Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo III)
F.V. SC gi CM F Valor p

Modelo 0,20 1 0,20 45,94 0,0005
Cultivo 0,20 1 0,20 45,94 0,0005
Error 0,03 6 0,00
Total 0,23 7

Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,17357
Error: 0,0044 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 2Q1/10P 8,60 4 A
BAL 8,92 4 B
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

Análisis de la varianza
Variable N R2 R2Aj CV

Log UFC 24 h 8 0,36 0,25 1,88

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC Tipo XXI)
F.V. SC gl CM F Valor p

Modelo 0,10 1 0,10 3,39 0,1152
Cultivo 0,10 1 0,10 3, 39 0,1152
Error 0,17 6 0,03
Total 0,27 7
Test: Tukey Alfa: 0,01 DMS: 0,44276
■Error: 0,0286 gl: 6

Cultivo Medias n
BAL con cepa 2Q1/10P 8,89 4 A
BAL 9,11 4 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

3. Análisis Sensorial de Quesos

3.1. Aceptabilidad Sensorial empleando escala hédónica

Análisis de la varianza muitivariado
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Cuadro de Análisis de la Varianza (Wilks)
F. V. Estadístico F ql (núm...) ql (den) P
Queso O o 15 475 0,7480

Cuadro de Análisis de
F.V. Estadístico F

la Varianza (Pillai)
ql (núm. ..) ql (den) P

Queso 0,06 0,74 15 522 0,7461

Cuadro de Análisis de
F.V- Estadístico F

la Varianza (Lawley-Hotelling)
ql (núm. . .) ql (den) p

Queso 0,06 0,73 15 512 0,7500

Cuadro de Análisis de
F.V. Estadístico F

la Varianza (Roy)
ql (núm. ..) ql (den) P

Queso 0,04 1,56 5 174 0,1732
Test: Hotelling Alfa: 0,05
Error: Matriz de covaríanzas común gl: 174 
Queso_______global______textura_____sabor aroma n
Queso 1 6, 67 6,23 6,33 30 A
Queso 2 6, 43 6,13 6,20 30 A
Queso 3 6,30 5,87 6,47 30 A
Queso 4 6,53 6,33 6,60 30 A
Queso 5 6, 67 5,87 6,17 30 A
control 6,57 6,00 6,70 30 A
Letras distintas indican diferencias significativas (P<‘

3.2. Prueba de ranking de preferencia

a) Ranking de preferencia global

Prueba de Friedman
queso 1 queso 2 queso 3 queso 4 quesos 5____control______T2_____g

3,47 3,43 3,40 3,60 3,47__________ 3, 63 0, 07 0, 9961

Mínima diferencia 
Tratamientos

significativa entre suma 
Suma(Ranks) Media(Ranks)

de rangos 
n

:29,094

queso 3 102,00 3, 40 30 A
queso 2 103,00 3,43 30 A
quesos 5 104,00 3, 47 30 A
queso 1 104,00 3,47 30 A
queso 4 108,00 3, 60 30 A
control 109,00 3, 63 30 A
Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0,05)
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b )  R a n k in g  d e  p re fe re n c ia  d e l a t r ib u t o  te x tu r a

Prueba de Friednan
queso 3 queso 4 queso 5 queso 1 queso 2 control T2 P
3,13 3,80 3,43 3,67 3,37 3, 60 0,48 0,7914

Mínima diferencia 
Tratamientos

significativa entre suma 
Suma(Ranks) Media(Ranks)

de rangos 
ñ

:28,894

queso 3 94,00 3,13 30 A
queso 2 101,00 3,37 30 A
queso 5 103,00 3,43 30 A
control 108,00 3,60 30 A
queso 1 110,00 3, 67 30 A
queso 4 114,00 3,80 30 A
Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0,05)

c ) R a n k in g  d e  p re fe re n c ia  d e l a t r ib u t o  s a b o r -a r o m a

Prueba de Friedman
queso 3 queso 4 queso 5 queso 1 queso 2 control T2_____£
___3,47 3,27______ 3,30 3,62 3,48 3,87 0,41 0,8411

Mínima diferencia significativa entre suma de rangos:28,914 
Tratamientos______Suma (Ranks) Media (Ranks)______n_____
queso 4 98,00 3,27 30 A
queso 5 99, 00 3, 30 30 A
queso 3 104,00 3,47 30 A
queso 2 104, 3,47 30 A
queso 1 109,00 3, 63 30 A
control 116,00 3,87 30 A
Letras distintas indican diferencias significativas(p<=0,05)
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