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ABSTRACT

Lactobacillus helveticus CNRZ 32: Attenuation
and enzymatic properties for use as a
secondary culture to produce cheese.
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The viability and enzymatic behaviour

(proteolytic, lipolytic and glycolytic) of
Lactobacillus helveticus CNRZ 32 treated
at high and low temperatures were studied.
The treatments were carried out with the
aim of reducing its glycolytic capacity while
maintaining its proteolytic and lipolytic enzyme
characteristics. These characteristics are
necessary for it to be potentially used as a
secondary culture to accelerate cheese ripening.
The culture was attenuated at 68°C for 18 s (A) or
at-18°C x 24 h (B), and the culture viability and
remaining enzymatic capacity for proteolysis,
lipolysis and glycolysis in milk were compared
with those of the untreated culture.
The high heat treatment of the culture achieved
the best relationship between reducing the
strain glycolytic capacity while maintaining the
proteolytic and glycolytic capacities. The culture
L. helveticus CNRZ 32 following treatment
appears to be a good potential secondary culture
to accelerate the cheese ripening process.

RESUMEN

Palabras claves: Lactobacillus helveticus
CNRZ 32, atenuacidén, propiedades
enzimaticas.

Se estudio el comportamiento en viabilidad y
capacidades enzimaticas (proteoliticas, lipoliticas
y glicoliticas) de Lactobacillus helveticus CNRZ
32, sometido a tratamientos de alta y baja
temperatura. Ambos tratamientos se realizaron
para reducir su capacidad glicolitica con el fin de
conocer su potencial uso, como cultivo adjunto,
que agregue complejos enzimaticos requeridos
para acelerar la maduracion de quesos. El cultivo
fue atenuado a 68°C x 18 s (A) y a -18°C x 24
h (B), luego de lo cual se midio: viabilidad del
cultivo y actividad enziméticas remanentes a)
proteasica, b) lipasica y c) glicolitica en leche,
lo que se compard con la cepa sin atenuar (SA).
El tratamiento térmico alto de atenuacidon logré
el mejor balance entre disminuir la capacidad
glicolitica de la cepa y mantener las capacidades
enzimaticas proteoliticas y lipoliticas, teniendo
como resultado un interesante potencial de uso
del L. helveticus CNRZ 32, atenuado (como
cultivo adjunto) en aceleracion de maduracion
de quesos.

Recepcion de originales: 7 de julio 2008.
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INTRODUCCION

Debido a la importancia econémica de
la maduracion del queso, actualmente se esta
intensificando la bisqueda de implementacion
de metodologias destinadas a la aceleracion de
dicho proceso.

El empleo de microorganismos adicionales
para acelerar la maduracién, permite afadir
al queso un sistema enzimatico completo y
equilibrado, que por encontrarse en el interior
de las células quedara retenido en la matriz
del producto, tras la lisis celular. Sin embargo,
la adicion de cultivos adjuntos especificos, que
aumentan las concentraciones de células viables
a niveles superiores a las normales, puede
conducir a una fermentacion anormalmente
rapida durante el proceso. Consecuentemente
es necesario lograr que las células afiadidas en
forma adicional al cultivo tradicional (estarter),
no presenten alta actividad glicolitica hasta
que la lactosa haya sido consumida en forma
regular por el cultivo estarter de la variedad
(McSweeney, 2004; McSweeney & Fox; 2004,
Upadhyay, et al., 2004).

Diversos autores, han experimentado
agregando cepas de cultivos atenuados
especificos (adjuntos), en diferentes variedades
de quesos, particularmente en la elaboracion de
tipos de reducida grasa y los elaborados a partir
de leche ultrafiltrada, con el objetivo de realzar
el sabor o para reducir el amargor que suele
presentarse en éstos (Johnson, 2003, Collins,
et al., 2004; Castafieda, et al, 1990; Callagan &
Roos, 2004).

La literatura sefiala que los cultivos lacticos y
su balance de enzimas pueden ser modificados
mediante tratamientos de atenuacion, producto de
lo cual las propiedades de degradacidn proteolitica
requeridas para acelerar la maduracion, no se ven
afectadas en forma importante, disminuyendo
en cambio su capacidad de formar 4cido, lo que
permite evitar interferencias en el proceso normal
de produccion de quesos. Entre las metodologias
de atenuacién que se han intentado para la
modificacion de la actividad bioquimica de los
cultivos lacticos, se encuentran: tratamiento
térmico alto, tratamiento térmico bajo, uso de
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solventes organicos, entre otros (Cogan, 2003; El
Soda, 2003, Fox, 2003, Rattray, 2003; Chamba,
2004, Parente & Cogan, 2004).

El objetivo general de este estudio fue conocer
el comportamiento de la cepa Lactobacillus
helveticus CNRZ 32, en cuanto a su viabilidad
y capacidad enzimatica en leche, posterior a
ser sometida a procesos de atenuacién alto y
bajo, con el fin de visualizar su potencial uso en
aceleracion de maduracion de quesos chilenos.

MATERIAL Y METODO

Cepa y métodos de atenuacion.

La cepa lactica termofila L. helveticus CNRZ
32, procedente del Centre Nationale de Recherche
Zootecnique, (Jouy - en - Josas, Francia),
fue activada desde su estado liofilizado, en
tubos con 5 mL de leche en polvo descremada
(reconstituida al 10% de s6lidos totales) y
esterilizada por tindalizacion en frascos estériles,
a 85°C por 30 min y mantenido a 37°C x 24 h
en estufa de incubacién termorregulada. Luego
se propagd dos veces al 2% en 10 mL de LPD,
y se incub6 a 37°C x 12 h, posteriormente
se procedi6 a refrigerarla por un maximo de
dos semanas, para finalmente someterla a los
tratamientos de atenuacion alto y bajo, como
medio de incubacion se utilizé leche en polvo
descremada.

Tratamiento térmico Alto (A): El tubo con
10 mL de LPD conteniendo la cepa se sometid
a temperaturas de 68°C x 18 s, elevando
rapidamente la temperatura (1,2 a 1,8 min) por
inmersién del tubo en agua hirviendo. Al alcanzar
68°C, se transfirieron a un bafio regulado a 68°C
y se mantuvieron por 18 s, luego el tubo se
sumergio6 en un bafio de agua con hielo bajando
rapidamente la temperatura (30 a 36 s), (Frey et
al., 1986).

Tratamiento térmico bajo (B): El tubo con 10
mL de LPD conteniendo la cepa, se depositd en la
camara congeladora de un refrigerador (-18°C),
se mantuvo a -18°C por 24 h y se descongeld
sumergiéndolo en un bafio termorregulado a
40°C (Aly, 1990).

El estudio de atenuacién de la cepa de L.
helveticus CNRZ 32 se realiz6 en dos etapas.
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Primera etapa del estudio: su objetivo fue
controlar los efectos de la atenuacion sobre la
viabilidad de la cepay las actividades enzimaticas
glicolitica, lipolitica y proteésica, en leche.

Los parametros de control de la cepa recién
atenuada y las metodologias aplicadas en esta
etapa del estudio, fueron las siguientes:

* Actividad proteasica: Método de LINDEN et
al., modificado por Romero y Olano, 1993.

* Actividad lipasica: Metodologia de Sigma
lipase subtrate.

* Porcentaje de atenuacion: Recuento de L.
helveticus. FIL-IDF 149: 1991.

* Actividad de enzimas glicoliticas: Método
de El Abboudi et al., (1991), determinacion de
pH al cabo de 8 h de incubacion a 37°C a partir
de leche a pH 6,4.

* Determinacion de pH segiin NCh 1671. Of
79. (Chile, 1979).

Segunda etapa: su finalidad fue comparar
las caracteristicas de funcionalidad enzimatica
durante un periodo de tiempo en diferentes
condiciones de manejo (pH y temperatura) de la
cepa previamente atenuada por los tratamientos
térmicos alto y bajo, frente a un control sin
atenuar. Para ello la cepa atenuada fue inoculada
en leche en polvo entera e incubada bajo
diferentes condiciones de temperatura y pH. Se
realizaron determinaciones enzimaticas a las
8 h de incubacién que permitieron conocer su
capacidad proteolitica, lipolitica y glicolitica
en leche, tanto en las condiciones Optimas
de accion del microorganismo como en otras
mas drasticas, semejantes a las condiciones
de maduracion de quesos, donde se pretende
aplicarlos posteriormente.

Para el estudio de atenuacion el cultivo se
incubé por 14,5 h a 37°C, donde alcanzé un
crecimiento entre 8 x 10% y 1 x 10° UFC/mL,
luego de lo cual se agreg6 a tres tubos de 10mL
cada uno, para someterlos a los tratamientos
alto, bajo y un testigo de la cepa sin atenuar
denominadas A, B y SA respectivamente.

Laevolucion de las propiedades enzimaticas se
estudio al cumplirse 8 h bajo diferentes condiciones
constantes de incubacidn: temperaturas de 35y 25
°CypHde5,2;54y6,4.

Condiciones de evaluacion del
comportamiento de los cultivos atenuados en
la segunda etapa.

Temperatura: T, fue cercana a la optima de
desarrollo de L. helveticus, que corresponde
a 35°C y a las condiciones del procesamiento
del queso y, T,, fue de 25°C, que, aunque no
siendo Optima en relacion a la temperatura de
desarrollo de la bacteria, permite estudiar su
comportamiento a condiciones un poco mas
cercana a etapas posteriores a la elaboracién de
quesos: postprensado, enfriamiento y maduracién
(Oliviera & Brito, 2006).

pH: Se usd, pH,: 5.2, similar al pH normal
del queso a su entrada a maduracion; pH,:
5,4; correspondiente al pH normal al término
de maduracién de quesos semiduros como el
Chanco (NCh 2090 Of1999) y pH.: 6,4; pH
normal de la leche, a modo de tratamiento testigo.
Dichos valores se encuentran en rangos de pH
cercanos al desarrollo de esta cepa aunque su
Optimo es de pH 5,85 (Castafieda et al., 1990).

Metodologia aplicada en la segunda etapa:

* Proteolisis: Método TNBS, método de
Fields, modificado por Spadaro, descrito por
McKellar (1981).

* Lip6lisis: Método de Frankel y Tarassuk
modificado en el procedimiento de extraccion
por Pillay et al. (1980).

* pH: Método potenciométrico NCh 1671. Of
1979. (Chile, 1999)

En ambas etapas, se hicieron tres repeticiones
de cada tratamiento y las muestras fueron
analizadas en duplicado.

Analisis estadistico.

Primera etapa: se realizdé un analisis de
varianza simple. En el caso de existir diferencias
significativas (P <0,05) se procedio a aplicar el
Test de Rango multiple de Tukey HSD al 95%
de confianza para observar diferencias entre
tratamientos.

El disefio experimental de la primera etapa
corresponde a un disefio en bloques de una
variable estudiada en tres niveles.

Segunda etapa, el disefio experimental
corresponde a un disefio en bloques de tres
variables estudiadas, que corresponden a:
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tratamiento alto, tratamiento bajo de atenuacién
y testigo (cepa sin atenuar).

Los resultados fueron analizados mediante un
Analisis de Varianza Multifactorial de tres viasy
Andlisis de Regresion Lineal sobre cada una de
las respuestas estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Primera Etapa del estudio: Viabilidad y
actividad enzimatica relativa del L. helveticus
CNRZ32 atenuado por tratamientos alto y
bajo, respecto al cultivo sin atenuar.

En Figura 1, se observa que la viabilidad
bacteriana en los tratamientos Alto (A) y Bajo
(B) es menor al control sin atenuar (SA),
cuyo analisis de varianza presenta diferencias
significativas (p=0,0004).

De acuerdo al Test de Tukey, los tratamientos
con atenuacion obtuvieron un 73,4% de
mortalidad para el tratamiento Ay un 82,5%
para el tratamiento B, siendo estadisticamente
similares entre ellos. Frey et al., (1986),
obtuvieron resultados semejantes con respecto al
tratamiento alto de atenuacién (69°C/15 s), con
una reduccion de viabilidad del 65%, ademas,
fue similar a lo obtenido por Johnson, et al.,
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(1995), quienes reportaron una reduccion de
un 85% en la viabilidad de células tratadas por
secado spray a 80°C.

A pesar que no se presentaron diferencias
significativas respecto a la viabilidad entre
los tratamientos Alto y Bajo, en la actividad
proteasica se observd una reduccion de sélo un
27.2% en el tratamiento Alto frente al testigo
(SA), la que resulta significativamente menor
al tratamiento de atenuacion bajo, que alcanzé
pérdidas en su actividad proteasica de un 55.1%.
Las diferencias entre tratamientos concuerdan
también con los resultados obtenidos por Frey et
al., (1986), respecto a la actividad dipeptidasica
de L. helveticus sometido a un tratamiento
de 69°C/15 s, y a congelacién a -20°C por
una semana, cuyos resultados en actividad
dipeptidasica fue significativamente menor en
este ultimo respecto a la obtenida por la cepa
atenuada a altas temperaturas, la que resultd
similar al control.

Con respecto a la actividad lipasica de los
cultivos, se observa que existen diferencias entre
tratamientos (p=0,0002). Asi, el cultivo sometido
a-18°C/24 h presenta una reduccion menor en la
actividad lipasica, correspondiente a un 39.8%,
mientras que el tratamiento térmico alto la redujo
en un 75,6%.
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Figura 1. Viabilidad, actividad proteasica, lipasica y glicolitica en leche, del L. helvéticus CNRZ 32 atenuado

por tratamiento térmico Alto, Bajo y sin atenuar.

Figure 1. Viability, proteolytic, lipolytic and glycolytic activity in milk of L. helveticus CNRZ 32 under
high and low attenuated heat treatment and untreated culture.
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En la actividad glicolitica de la cepa, se
observan diferencias significativas entre los
tres tratamientos, con un valor p=0,0000. De
acuerdo a los resultados del Test de Tukey,
los tratamientos produjeron una disminucién
significativa de la actividad glicolitica frente
al control, con una reduccion de un 57% para
la cepa sometida a tratamiento Alto, frente al
tratamiento térmico Bajo que sdlo tuvo un 40,9%
de reduccion.

Los resultados obtenidos concuerdan con
lo estudiado por Frey et al., (1986), sobre la
actividad <-galactosidasica de L. helveticus
CNRZ 32, quienes sefialan que el calentamiento
redujo considerablemente la actividad, mientras
que el enfriamiento a -20°C no causo pérdidas
importantes de ésta.

Segunda Etapa del Estudio: Capacidad
proteolitica, lipolitica y glicolitica del Lb.
helveticus CNZR32 atenuado y sin atenuar,
incubados bajo diferentes condiciones de pH
y temperatura, cercanas a las condiciones
normales de procesamiento de quesos.
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Evolucioén de la protedlisis. En la Figura
2, se observa el grado de protedlisis de los
tres tratamientos (8 h de incubacion), donde
existen diferencias significativas con un valor
de p=0,0160 en la interaccion ABC, siendo
significativo el efecto combinado de pH inicial,
temperatura de incubacion y tratamiento de
atenuacion sobre la protedlisis desarrollada.

Los resultados obtenidos en esta etapa
coinciden con los de la etapa I, en que el mayor
grado de protedlisis es desarrollado por el
tratamiento control seguido del tratamiento A
(Alto) y por tltimo el tratamiento B (Bajo), todos
significativamente diferentes entre si, como se
dio en el grafico de interaccion.

De acuerdo al Analisis de Regresion Miltiple,
existe un efecto significativo del P.D. inicial
sobre el grado de protedlisis desarrollado después
de laincubacioén, siendo este mayor a medida que
el pH de ajuste del medio de incubacion se acerca
al valor neutro. Sin embargo es muy significativo
el efecto de la temperatura de incubacién siendo
notablemente mayor el grado de proteélisis
cuando se incuba a 35°C que a 25°C, (Fig. 3) esto
se debe a que esta temperatura es mas cercana

0.7 pH 52
0.6 N
0.5 —~TA
TB
0.4
03
0,29
~ 0,7 ;
§ | pH 5,4
8 0.6 —TC
> “*TA
5 W 8B
2 04
o o
5 0.3
g 02]
a |
0.7
0.6
0.5
04"
03"
0,2
4 8
Tiempo de incubacién (horas)

Figura 2. Actividad glicolitica, lipolitica y
proteolitica de L. helveticus CNRZ 32 atenuado y
sin atenuar, en leche a 25 y 35°C.

Figure 2. Proteolytic, lipolytic and glycolytic
activity of attenuated L. helveticus CNRZ 32 and
untreated culture in milk at 25 and 35°C
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Figura 3. Protedlisis producida por L. helveticus
CNRZ 32 atenuado por tratamiento térmico alto y
bajo y cepa sin atenuar, en leche apH de 5.2, 5.4y
6.4 en un periodo de 8 hrs.

Figure 3. Proteolysis produced by L. helveticus
CNRZ 32 attenuated with high and low heat
treatment and the culture without treatment in milk
at pH 5.2, 5.4 and 6.4 during 8 hrs.
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a la dptima de crecimiento de L. helveticus y
de la produccion de enzimas proteoliticas por
la propia cepa. Lo anterior concuerda con los
resultados obtenidos por Ezzat et al., (1982),
quienes determinaron que el maximo de actividad
enzimatica fue desarrollado a un pH 6.0 de
incubacion. En general, estudios realizados
con enzimas proteoliticas de L. helveticus han
determinado que presentan su maxima accion en
valores de pH cercanos al neutro y a temperaturas
elevadas, las que se aproximan a las 6ptimas de
su desarrollo.

Se observa que existe una tendencia al
incremento de la protedlisis a lo largo de la
incubacion, que es progresiva en el tiempo para
los tres niveles de atenuacion. De acuerdo al
Andlisis de Regresion, la accion conjunta de los
factores tiempo - temperatura de incubacién,
explican el desarrollo de la protedlisis en un
61,7% para el tratamiento control, en 61,8% para
el tratamiento A'y en 58,1% para B (r>= 0,617,
0,618 y 0,581, respectivamente) los restantes
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Figura 4. Lipolisis producida por L. helvéticus
CNRZ 32 atenuado por tratamiento térmico alto
y bajoy cepasin atenuar, en leche a pH de 5.2, 5.4
y 6.4 en un periodo de 8 hrs.

Figure 4. Lipolysis produced by L. helvéticus CNRZ
32 attenuated with high and low heat treatment
and the culture without treatment in milk at pH
5.2, 5.4 and 6.4 during 8 hrs.
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porcentajes se deberian a otros factores, como
por ejemplo nivel de organismos viables.

Si bien la protedlisis desarrollada a 35°C
es considerablemente mayor, esta también
evoluciona bien a la temperatura menor estudiada
(25°C), en consecuencia se visualizan buenas
perspectivas de obtener los efectos buscados en
la maduracion de quesos al aplicar estas cepas en
su produccion. Ademas, durante la elaboracion se
alcanzaron temperaturas cercanas a la éptima
de desarrollo de esta cepa desde la etapa de
premaduracion de leche y durante todo el
tratamiento en tina en el procesamiento de quesos
duros y semiduros tales como los quesos chilenos
Chanco y Gauda (Oliveira & Brito, 2006).

La intensificacion y profundizacion de los
cambios bioquimicos degradativos, como la
proteolisis, obtenidos al adicionar cultivos
atenuados, permite lograr una maduracion mas
rapida y realzar propiedades organolépticas
en quesos, tales como sabores, textura, etc.
En consecuencia algunos autores han probado
distintas cepas, previamente atenuadas por
congelacion, en el procesamiento de diversas
variedades de quesos (Spangler et al., 1989; KIM
et al., 1994), también se han estudiado cepas
atenuadas por calor, (Castafieda, et al., 1990;
Skeie et al., 1995; Drake et al., 1996; 1997;
Fox, 2003; Callagan & Roos, 2004 ) reportando
generalmente resultados promisorios por ambos
tratamientos.

En este estudio, realizado en leche, se obtuvo un
elevado contenido de nitrégeno aminoacidico al
agregar la cepa de L. helveticus CNRZ32 junto al
cultivo iniciador, similar situacion fue reportada por
Drake et al. (1996), asi mismo, se observo, tanto
en éste como en otros estudios, que hay problemas
derivados de la alta actividad glicolitica al agregarlo
sin atenuar (Callagan & Roos, 2004).

Evolucién de la lipolisis. De acuerdo al
analisis de varianza multifactorial, dentro del
tiempo de incubacion (8 h) de L. helveticus
CNRZ 32 bajo diferentes condiciones de
temperatura, pH y atenuado por dos métodos
distintos, se obtuvieron diferencias significativas
en el grado de lip6lisis debido a la interaccion de
los tres efectos (p=0,0000).

La Figura 4 muestra la evolucion del grado
de lipdlisis a los diferentes tiempos de incubacion



Carmen Brito C. et al., Lactobacillus helveticus CNRZ 32: Atenuacion y propiedades... 143

estudiados, segtin los tratamientos de atenuacion
y los diferentes valores de pH a los que fueron
ajustados y mantenidos los medios.

De acuerdo al grafico de Interacciones e
Intervalos Tukey, se observé que, luego de las
8 h de incubacion, el mayor grado de lipdlisis
lo alcanzé el cultivo control a los tres niveles de
pH. El analisis de regresion lineal sefiala que el
pH inicial no tuvo efectos significativos sobre la
lipolisis en el periodo de incubacidn estudiado.
Ademas, a las 8 h de incubacion a 35°C, el
nivel de lip6lisis desarrollado por el control
es notablemente superior, luego bastante mas
bajo se encuentra el tratamiento alto, también
ligeramente superior al tratamiento bajo.

El Analisis de Regresion para el tiempo de
incubacién (8 h) muestra que el efecto de la
temperatura es altamente significativo para
el control (p=0,0000 y R2= 93,4%), siendo
la lipolisis desarrollada a 35°C notablemente
superior a la desarrollada a temperaturas mas
bajas. Semejante comportamiento obtuvo El
Soda, (2003), quien indica que la produccién
de estearasas intracelulares por L. helveticus no
sometido a tratamiento de atenuacion, presenta
un dptimo de temperatura de 40 a 45°C, la cual se
reduce a solo una pequefa actividad estereolitica
al incubarlo entre 30 y 35°C.

En el presente estudio, en los tratamientos
de atenuacion, el grado de lipdlisis presenta
diferencias significativas en la interaccion entre
los tiempos de incubacién, temperatura y pH
inicial, con un valor p =0,0053 para el control y p
=0,0043 para el tratamiento bajo. El tratamiento
alto presenta diferencias significativas en la
interaccion tiempo - temperatura y en el efecto
principal “pH”. Ademas el analisis de Regresion
Multiple muestra que para el tratamiento
control son significativos los efectos tiempo y
temperatura, los que combinados explican en un
69,8% el desarrollo de la lipolisis.

La evolucion de la lipdlisis en el tratamiento
alto, resulta altamente significativo al 99%
(p=0,0000), y es explicado por la combinacion
de las tres variables en un 72,8% (R*=0,728),
por lo tanto, a medida que alguna de las tres
variables presenta un aumento, se incrementa
también el grado de lipdlisis. En cambio, en
el caso del tratamiento bajo la evolucion de
la lipdlisis es explicada sélo en un 26% por un

aumento del pH y de tiempo de incubacion vy,
al disminuir la temperatura, el 74% restante del
modelo puede deberse a factores no considerados
en este estudio, consecuentemente resulta dificil
predecir la evolucion de la lipolisis para este tipo
de atenuacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el
estudio con leche, al agregar L. helveticus CRNZ
32, atenuado por tratamiento térmico alto en
quesos semiduros chilenos, como Chanco 6 Gauda
(3 - 4 semanas de maduracion), cabria esperar
un aumento en el grado de lipolisis, pero no se
podria asegurar que se produzca en niveles tales
que puedan ser detectables en analisis especificos
0 bien en niveles que pudieran producir efectos
sensoriales beneficiosos en Chanco y Gauda,
particularmente por la corta maduracién normal
que presentan estos quesos.

Evolucién de laglicolisis (pH). El descenso del
pH, fue progresivo en la medida del avance del
tiempo de incubacidn para los tres tratamientos y
en todos los niveles de pH al que fueron ajustados
los medios (Fig. 5)

Glicolisis (pH)

4
Tiempo de incubacién (horas)

Figura 5. Glicdlisis producida por L. helveticus
CNRZ 32 atenuado por tratamiento térmico alto y
bajo y cepa sin atenuar, en leche apH de 5.2, 5.4y
6.4 en un periodo de 8 hrs.

Figure 5. Glicolysis produced by L. helveticus
CNRZ 32 attenuated with high and low heat
treatment and the culture without treatment in
milk at pH 5.2, 5.4 and 6.4 during 8 hrs.
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Dentro del tiempo de incubacion estudiado (8
h) en L. helveticus, se observa segtin el analisis de
Varianza Multifactorial, que existen diferencias
significativas debido a la interaccion de los
tres efectos (p=0,0000). Dentro de este tiempo
los valores mas altos de pH corresponden al
tratamiento alto, seguido del tratamiento bajo y
por ultimo el control, todos diferentes entre si
segun intervalos Tukey al 95%.

En la Figura 3 se observa que se presentan
efectos similares bajo las dos temperaturas de
incubacion, siendo estadisticamente diferentes
entre si en los dos niveles estudiados, donde
se obtienen valores de pH significativamente
inferiores al incubar a 35°C.

Por otra parte hubo interaccion significativa
(p=0,0000) entre el tiempo, temperatura de
incubacion y el pH inicial del sustrato, por lo
tanto los tres factores fueron dependientes en
sus efectos sobre la diferencia de pH, lo que se
evidencio en una Regresion Multifactorial muy
significativa dentro de cada nivel de atenuacion
rz: 82,921; 92,346 y 89,771, para el tratamiento
control, alto y bajo, respectivamente.

Dado que la actividad proteolitica en los quesos
estda influenciada en gran medida por su pH,
elevados valores de éste aumentan la actividad de
los microorganismos, asi como la producciony el
accionar de sus enzimas acelerando los procesos
de degradacién, en cambio a pH inferiores a
5,0 se reduce notablemente la velocidad de
degradacién de los componentes (Brito et al.,
2000). Por ello es que una glicolisis intensa,
ocurrida durante el proceso por causa del cultivo
adjunto, incidiria muy negativamente sobre la
actividad proteolitica en la maduracion del queso,
retardando las degradaciones normales y por
ende, el desarrollo del sabor y textura tipicos,
por ello es necesario que estas cepas presenten
una baja actividad <-galactosidasica. En esta
investigacion, y de acuerdo a lo determinado en la
primera etapa del presente estudio, el tratamiento
alto de atenuacion presenta la menor actividad
glicolitica y consecuentemente, el menor
descenso de pH en el tiempo en comparacion al
control y al tratamiento bajo de atenuacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion,
con relacion a la evolucion del pH en el tiempo,
concuerdan con lo obtenido por Johnson et al.
(1995) quienes al elaborar queso Cheddar de bajo
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tenor graso adicionado de L. helveticus tratado a
67°C/10 s, no obtuvieron efectos significativos
en el desarrollo de la fermentacion, frente a un
control sin adicion.

Los resultados del estudio de la glicolisis a
través de la evolucion de la acidez, manifestaron
un comportamiento absolutamente coherente con
el pH. Ademas, el pH inicial y la temperatura de
incubacidn estuvieron altamente relacionados
con el tiempo en cuanto a la responsabilidad en
el aumento de acidez por la adicién del cultivo
en estudio.

Por todo lo anterior se esperaria que L.
helveticus CNRZ 32, tratado por atenuacion
alta, al ser adicionado en el proceso de quesos
semiduros, produzca un minimo descenso del
pH, inferior que al adicionar esta cepa sin atenuar
0 atenuada por tratamiento bajo, aunque esta
ultima también deberia acidificar menos que
el testigo. Lo anterior se debe particularmente
a que las cepas que fueron atenuadas por el
tratamiento alto presentan la menor actividad
<-galactosidasica, reflejada en el nivel de
acidifica cién, significativamente inferior a
los demés tratamientos correspondientes a
igual temperatura (35°C). Mds atin, a 25°C la
glicolisis se observa totalmente ausente, debido
a la combinacion del tratamiento de atenuacion
con la temperatura de incubacién, en que L.
helveticus no encuentra sus condiciones 6ptimas
de desarrollo.

CONCLUSIONES

El tratamiento térmico a 68°C/18 s aplicado
sobre la cepa de Lactobacillus helveticus CNRZ
32 para realizar su atenuacion, permite obtener
en leche fluida, el mejor balance entre disminuir
la capacidad enzimaética glicolitica y mantener
las propiedades enzimaticas proteoliticas y
lipoliticas propias de la cepa, consecuentemente
se propone esta metodologia de atenuacion al
aplicar dicha cepa en producciones que requieren
acelerar 6 intensificar los procesos degradativos
de maduraciéon como es el caso de los quesos
de larga maduracién, los reducidos en grasa,
aquellos elaborados con leche concentrada y
otros.
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El tratamiento de congelacién (-18°C
durante 24 h), surge también como alternativa de
atenuacion de la cepa L. helveticus CNRZ 32, al
presentar menor capacidad de acidificacion que
el control (sin atenuar), aunque es evidente que
presenta menor eficiencia que la misma cepa
tratada por tratamiento térmico alto en relacion
a la retencién de su capacidad degradativa
frente ala reduccidn de su capacidad glicolitica
desarrollada en leche.
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