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RESUMEN

En este trabajo, se estudiaron muestras de queso Tybo (Ricolact SRL, San Martin de
las Escobas, Santa Fe) con diferentes concentraciones de NaCl (0.46 + 0.05, 0.91 *
0.03, 1.28 = 0.08 % p/p) a distintos tiempos de maduracion (1, 14, 26 y 40 dias) para
evaluar el efecto de la reduccion de sal sobre pardmetros fisicoquimicos (contenido de
humedad, pH e indice de maduracion), reolégicos (basados en mediciones de
compresion uniaxial) y microestructurales (basados en observaciones por microscopia
electronica de barrido, SEM). Los ensayos de compresion uniaxial se realizaron usando
cubos de 15 mm de lado que se comprimieron hasta el 70% de su altura original, a una
velocidad de 1 mm/s y con una celda de carga de 1000 N. Se determinaron los valores
de energia requerida para comprimir la muestra 70% (W), de tensién maxima al 70% de
compresion (omax) Y de médulo de deformabilidad (E). Las muestras para SEM se
trataron con glutaraldehido 2.8%, soluciones acuosas de etanol, cloroformo y alcohol
absoluto. Las observaciones se realizaron a 20 kV, previa criofractura en aire liquido y
recubrimiento con oro. Todos los parametros redlogicos fueron afectados
significativamente por el tiempo de maduracién y la reduccion del contenido de NaCl.
Los valores de omax Se pueden relacionar con la caracteristica textural de firmeza
mientras que los valores de E se pueden relacionar con la rigidez del material frente a la
carga aplicada. En general, se observé una disminucion de estos parametros con el
aumento del tiempo de maduracion (que puede relacionarse con la hidrdlisis de las
caseinas y el debilitamiento de la red de para-caseina) y con la disminucién del
contenido de sal (que puede relacionarse con el aumento del contenido de humedad a
medida que el nivel de sal es reducido y con el efecto de la sal sobre la hidratacion de la
para-caseina). Mediante un analisis cualitativo de las imagenes, se observo que la
microestructura del queso Tybo no fue marcadamente afectada por la reduccién de sal.
A los 40 dias de maduracion, se observaron espacios (originalmente ocupados por la
grasa y el suero) mas abiertos en las muestras con menor contenido de sal. Los
resultados obtenidos son muy prometedores y se espera complementar los mismos con
otras areas para determinar la reduccién de sal que no afecte las principales
caracteristicas del queso Tybo.

Palabras clave: queso Tybo, reduccion de sal, reologia, microscopia.


mailto:zorrilla@intec.unl.edu.ar

1. Introduccion

El elevado consumo de sal (NaCl) contribuye a la hipertension arterial y aumenta el
riesgo de aparicion de cardiopatias y accidentes cerebrovasculares. La ingesta diaria de
sodio recomendada para un adulto es de 2.4 g (aproximadamente 6 g de NaCl); se
estima que dicha ingesta en los paises industrializados es de 2 a 3 veces superior a la
recomendada (Guinee, 2004). En Argentina, el consumo diario de sal es de
aproximadamente 12 g, de los cuales un 65-70% proviene de los alimentos procesados
(Ferrante y col., 2011). Dado que la reduccion de la ingesta de sal es considerada como
una de las medidas mas eficientes para mejorar la salud de la poblacion, desde el afio
2010 se lleva adelante el programa gubernamental “Menos Sal, Méas Vida”. Mediante
esta estrategia, se busca reducir el contenido de sodio en grupos de alimentos
procesados prioritarios tales como chacinados cocidos y secos, farinaceos (galletitas,
panificados y snacks), lacteos (incluyendo las variedades de quesos Cremoso,
Cuartirolo, Por Salut, Danbo, Tybo y Mozzarella), sopas, aderezos y conservas
(Ministerio de Salud de la Nacién, 2011).

La sal es usada en los alimentos no sélo porque participa como modificador del
flavor, confiriendo el caracteristico gusto salado, sino porque actia como conservante o
porque cumple mdaltiples funciones relacionadas con cada tipo de producto (Hutton,
2002). En el caso de los quesos, la sal actia como preservante, contribuye directamente
al flavor, afecta la actividad del agua (ejerciendo control sobre el crecimiento
microbiano, la actividad enzimatica y los cambios bioquimicos que ocurren durante la
maduracion) e influye sobre la hidratacion de la para-caseina (afectando las
caracteristicas reologicas y texturales) (Guinee, 2004).

Una de las formas mas efectivas para reducir el contenido de sal en quesos es
alcanzar un contenido final de NaCl mas bajo que el tradicional pero que permita
obtener una calidad final adecuada (Guinee y O’Kennedy, 2007; Cruz y col., 2011).
Entre los estudios en quesos argentinos, Arboatti y col. (2014) estudiaron el efecto de la
reduccion de sal en dos niveles (35 y 60%) sobre las principales caracteristicas del
queso Mozzarella. En este estudio, no se observaron cambios o se observaron pequefias
diferencias en los parametros fisicoquimicos, bioguimicos, reoldgicos y sensoriales
estudiados cuando se compararon los quesos experimentales con el control. El queso
Tybo es otra variedad de queso argentino en la que la reduccion de sal es de interés, ya

que pertenece al grupo de quesos semiduros de mayor consumo.



El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la reduccién de sal sobre las

caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y microestructurales de queso Tybo.

2. Materiales y métodos

2.1. Muestras y tratamientos

Barras de queso Tybo (Ricolact SRL, San Martin de las Escobas, Argentina)
retiradas de la linea de elaboracion en una etapa previa al salado, se envasaron al vacio
y se mantuvieron con refrigeracion hasta el momento de la preparacion de las muestras
para la etapa de salado. Los quesos tuvieron una composicion inicial de 44.82 + 2.62 %
p/p humedad, 28.95 + 0.18 % p/p grasa, 23.88 + 0.16 % p/p proteina, 2.80 + 0.01 % p/p
cenizay 0.11 + 0.01 % p/p NacCl. Para la etapa de salado, se cortaron placas de 2 cm de
espesor en forma perpendicular al eje mayor de la barra de queso, descartandose las
placas de los extremos.

El salado de las muestras se realizé a 6 °C en soluciones de NaCl 21.3 % p/p, 0.65 %
p/p Ca®" y pH 5.2. Para obtener diferentes concentraciones finales de sal en las muestras
de queso, la etapa de salado se llevd a cabo a diferentes tiempos de inmersion: 5 min
(quesos C1), 30 min (quesos C2) y 80 min (quesos C3). Las muestras retiradas de la
etapa de salado fueron enjuagadas, secadas con papel, envasadas al vacio y almacenadas
a 10 °C durante 6 semanas. Las muestras se estudiaron a diferentes tiempos de
almacenamiento: 1, 14, 26 y 40 dias. Para cada condicion de salado y tiempo de
almacenamiento se usaron 2 muestras para analizar los parametros fisicoquimicos,

reol6gicos y microestructurales.

2.2. Andlisis fisicoquimico

El contenido de cloruro se determind0 mediante un metodo de titulacion
potenciométrico (AOAC, 1990). EIl contenido de humedad se determiné en un horno
microondas CEM AVC 80 (CEM, Matthews, NC, Estados Unidos). Para la
determinacion de pH se usé un electrodo para semisolidos HANNA FC200B (HANNA
instruments, Limena, Italia). El indice de maduracion (IM) se calculé como la relacion
porcentual entre los contenidos de nitrdgeno total y nitrégeno soluble en agua a pH 4.6
segun las normas ISO 27871IIDF 224 (2011) e ISO 8968-1/11DF 20-1 (2014).



2.3. Andlisis reoldgico

Para los ensayos reoldgicos se obtuvieron cubos de queso de 15 mm de lado
inmediatamente antes de realizar el ensayo de compresion uniaxial. Usando un sistema
universal de ensayo Instron 3344 (Instron, Norwood, MA, Estados Unidos), se
comprimid la muestra a temperatura ambiente hasta el 70% de su altura original a una
velocidad de 1 mm/s con un plato de 30 mm de diametro y una celda de carga de 1000
N (McCarthy y col., 2016). Los ensayos se realizaron al menos en cuadruplicado.

Las medidas de fuerza (F) y de altura de la muestra (h) se transformaron en valores
de desplazamiento (Ah), tension (o) y deformacién (¢) mediante (Gunasekaran y Ak,
2003):

Ah=h,—h 1)
F h
= AT, @

e=In (hﬂ 3)

donde hg es la altura inicial del cubo de queso y Ag es el area transversal inicial.

A partir de la curva de fuerza-desplazamiento, se puede calcular el area bajo la curva,
la cual representa la energia requerida para comprimir la muestra al 70% (W). A partir
de la curva de tensidén-deformacion, se puede calcular la tension maxima al 70% de
compresion (omax) Y €l modulo de deformabilidad (E) como:

E-Z% (4)
€

Debido a pequefias imperfecciones en la superficie de las muestras de queso, la
estimacion del modulo de deformabilidad se realiza con los valores comprendidos en el

rango de deformacién de 0.05 a 0.10 (Vandenberghe y col., 2014).

2.4. Analisis de la microestructura

El analisis de la microestructura del queso se realizd por microscopia electronica por
barrido (SEM) usando bastones 20x2x2 mm® obtenidos de la zona central de la placa.
Las muestras se prepararon de acuerdo a Ribero y col. (2009). Brevemente, cada baston
se sumergio en una solucion de glutaraldehido 2.8% en buffer fosfato 0.05 M (pH 6) por
48 h a 4°C, se deshidrato en soluciones acuosas de etanol de 25, 50, 70, 80, 95, 100, 100
y 100% v/v, permaneciendo 30 min en cada solucion, se desgrasd en cloroformo
durante 30 min (3 veces) y se lavo con alcohol absoluto durante 30 min (3 veces).



Luego, se realiz6 la criofractura de los bastones con aire liquido. Los especimenes
resultantes se adhirieron con pintura de plata sobre portamuestras metalicos y se
recubrieron con oro depositado por sputtering empleando un evaporador de laboratorio
Veeco VE-300 (Veeco Instruments Inc., Long Island, NY, Estados Unidos), operado en
atmasfera de argon. Los especimenes fueron adheridos sobre los portamuestras para que
la observacion sea realizada sobre la superficie resultante de la criofractura. Cabe
mencionar que la metodologia usada para la obtencion de los especimenes permite que
la observacion por microscopia sea realizada aproximadamente en el centro geométrico
de las placas. Los especimenes se examinaron con un microscopio electronico de
barrido JEOL JSM-35C (JEOL Ltd., Tokio, Japdn). La observacion se realizo bajo el
modo de imégenes de electrones secundarios utilizando una tension de aceleracion de
20 kV, a distintas magnificaciones (X): 120, 400 y 1200.

2.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se us6 ANOVA, considerando como factores el contenido
de NacCl, el tiempo de maduracion y la interaccion. Cuando el efecto de los factores fue
significativo (P<0.05), se realiz6 una comparacion de medias por el método LSD. El
analisis estadistico se realizé utilizando el software Statgraphics (Statgraphics Inc.,
Rockville, MD, Estados Unidos).

3. Resultados y discusion

3.1. Analisis fisicoquimico

En la Tabla 1, se muestran los valores promedios y los resultados de ANOVA de los
parametros fisicoquimicos analizados en las muestras de queso Tybo estudiadas. Se
obtuvieron contenidos de NaCl promedios de 0.46 + 0.05, 0.91 + 0.03, 1.28 + 0.08 %
p/p para las condiciones de salado C1, C2 y C3, respectivamente. Para la condicién C3,
se obtuvo un contenido de NaCl en el orden de los valores esperados para un queso
Tybo tradicional e informado en la bibliografia (Bertola y col., 1992). Las condiciones
C1 y C2 representan una reduccién del contenido de sal respecto de los quesos C3 de
aproximadamente 65% y 30%, respectivamente.

Los contenidos de humedad promedios fueron de 42.40 + 0.52, 42.72 + 0.76, 41.74
0.86 % p/p para las condiciones de salado C1, C2 y C3, respectivamente. Estos valores

se encuentran en el orden de magnitud de los valores recomendados en el Protocolo de



Calidad para quesos Tybo y Holanda (MAGyP, 2009). En los quesos salados por
inmersion en salmuera, el ingreso de NaCl es acompafiado de su correspondiente
pérdida de humedad (Guinee y Fox, 2004). Mediante ANOVA, se determiné que el
contenido de humedad de la condicion C3 fue significativamente menor que los
correspondientes a las condiciones C1 y C2, en total correspondencia con el mayor
ingreso de NaCl.

El control de los valores de pH en el queso es importante para descartar la
contaminacion por crecimiento de hongos en la superficie, ya que estos poseen enzimas
proteoliticas cuya accion deriva en un marcado aumento de pH en el medio. En este
estudio, no se observaron diferencias significativas debido al contenido de NaCl. Por
otro lado, si bien se observo una leve tendencia a aumentar durante la maduracion, los
valores determinados estuvieron en un rango comprendido entre 5.40 - 5.64, el cual es

esperable para este tipo de queso (Bertola y col., 1992; MAGyP, 2009).

Tabla 1. Valores promedios y desviaciones estandares de los pardmetros fisicoquimicos analizados en las

muestras de queso Tybo estudiadas (n = 2).

Tiempo Humedad
Queso P NaCl (% p/p) pH IM (%)
(dias) (% p/p)
C1 1 0.428+0.033% 42.62+0.22° 5.40+0.03% 6.98+0.01°
14 0.503+0.016% 42.84+0.23" 5.54+0.16™ 7.44+0.03°
26 0.489+0.041° 41.90+0.52% 5.53+0.07%% 11.20+0.08'
40 0.437+0.059% 42.24+0.70° 5.64+0.01° 13.43+0.24'
(o7 1 0.918+0.012° 41.87+0.41% 5.43+0.01% 7.40+0.18°
14 0.893+0.031° 42.84+0.13" 5.59+0.08° 9.85+0.02°
26 0.914+0.054° 42.46+0.55° 5.55+0.08" 11.62+0.09°
40 0.919+0.058"° 43.71+0.22° 5.60+0.00° 13.65+0.03'
C3 1 1.182+0.005° 41.97+0.27%® 5.40+0.01° 7.630.17°
14 1.339+0.034° 41.13+1.11° 5.53+0.00%" 9.32+0.14°
26 1.245+0.014° 41.12+0.07° 5.50+0.00% 10.48+0.04°
40 1.352+0.046"° 42.74+0.50™ 5.56+0.00" 12.89+0.02"
Contenido de NaCl * * NS *
T. de maduracion * * * *
Interaccién * * NS *

' Letras diferentes dentro de una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
Las Ultimas filas muestran los resultados de ANOVA.
*: efecto significativo (P<0.05).

NS: efecto no significativo (P>0.05).



Finalmente, tanto el tiempo de maduracion como la concentracién de NaCl afectaron
significativamente los valores de IM, pardmetro habitualmente utilizado para el
seguimiento de la proteo6lisis primaria que ocurre durante la maduracion de quesos.
Como era esperable, los valores del IM aumentaron con el tiempo de maduracion, desde
valores cercanos a 7% para 1 dia hasta aproximadamente 13% al final del periodo
estudiado (40 dias). Con respecto a la condicion de salado, se pudo observar que al final
del periodo estudiado, el IM de los quesos C3 fue menor que el IM de los quesos C1 y
C2. Sin embargo, teniendo en cuenta que la disminucion del contenido de sal puede
afectar la actividad de las enzimas presentes en el queso (acelerando la protedlisis), en
los quesos experimentales (C1 y C2) no se han observado valores de IM que sean
notablemente mayores a los correspondientes a los quesos control (C3). Este
comportamiento indica una baja influencia de la reduccién del contenido de sal sobre la
proteolisis, uno de los eventos mas importantes que ocurre durante la maduracion de

quesos semiduros.

3.2. Comportamiento reolégico

Las propiedades reoldgicas de los quesos son atributos de calidad importantes tanto
durante la elaboracion o la comercializacién, como para el consumidor. Estas
propiedades se determinan como respuesta del material a una tensién o deformacién
aplicada. En la préctica, tales tensiones o deformaciones se pueden asociar a etapas de
procesamiento o consumo (por ejemplo, operaciones de reduccion de tamafio a nivel
comercial, feteado o rallado para consumo). El ensayo de compresion uniaxial es un test
fundamental muy popular porque es facil de ejecutar y permite obtener informacion de
algunas propiedades funcionales del queso (Gunasekaran y Ak, 2003; Ribero, 2008;
O’Callaghan y Guinee, 2011).

Los valores de los parametros reologicos determinados se muestran en la Tabla 2. De
acuerdo a O"Callaghan y Guinee (2011), el pardmetro omax Se puede relacionar con la
caracteristica textural de firmeza, mientras que el modulo de deformabilidad E se puede
relacionar con la rigidez del material frente a la carga aplicada. A mayor rigidez, mayor
es la tension necesaria para causar una dada deformacion (Gunasekaran y Ak, 2003). En
la bibliografia, se encuentran con mayor frecuencia valores del moédulo de
deformabilidad E o médulo de Young. Los valores de E obtenidos en el presente trabajo

estan en el orden de magnitud de los determinados para queso Tybo (Bertola y col.,



1992), queso Gouda (Vandenberghe y col.,, 2014) y otros quesos semiduros
(Gunasekaran y Ak, 2003).

Todos los parametros estudiados fueron afectados significativamente por el
contenido de NacCl, el tiempo de maduracion y la interaccion de ambos factores (Tabla
2). En general, los parametros estudiados disminuyeron con el aumento del tiempo de
maduracion y con la disminucion del contenido de sal.

La disminucion de los pardmetros con el aumento del tiempo de maduracion esta
relacionada con la hidrolisis de las caseinas y el debilitamiento de la red de para-caseina
(McCarthy et al., 2016). Una medida indirecta del aumento de la protedlisis primaria
con el tiempo de maduracion es el aumento del contenido de nitrégeno soluble a pH 4.6
o de la relacion IM, comportamiento observado para este tipo de queso y descripto

anteriormente (Tabla 1).

Tabla 2. Valores promedios y desviaciones estandares de los parametros reoldgicos obtenidos mediante

ensayos de compresion uniaxial en las muestras de queso Tybo estudiadas (n = 2).

Tiempo
Queso a '[; W (J) Grmax (KP2) E (kPa)
1as
C1 1 0.040+0.006" 61+9f 247+48°
14 0.035+0.013% 41+14%¢ 165+59“
26 0.021+0.005° 30+7% 122+33%®
40 0.020+0.004% 25+5° 100+25°
(o7 1 0.059+0.010° 81+8Y 34077
14 0.038+0.006" 47+5° 193+16¢
26 0.029+0.004 39+6™ 167+20%
40 0.021+0.003% 25+3° 97+16°
C3 1 0.066+0.004" 91+4" 403+31°
14 0.056+0.009° 68+12" 283+54°
26 0.024+0.003% 3345 143429
40 0.037+0.003° 43+3% 170+5%
Contenido de NaCl * * *
Tiempo de maduracién * * *
Interaccién * * *

*M | etras diferentes dentro de una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
Las Ultimas filas muestran los resultados de ANOVA.

*: efecto significativo (P<0.05).

NS: efecto no significativo (P>0.05).



La disminucion de los parametros con la disminucién del contenido de sal puede ser
parcialmente relacionada con el aumento del contenido de humedad. En los quesos
salados por inmersién, un menor ingreso de sal es acompafiado de una menor salida de
agua (Guinee y Fox, 2004). El agua actia como plastificante en la matriz de proteina, y
por lo tanto, a mayor contenido de humedad, se reduce E y la firmeza del queso (Fox y
col., 2017). El contenido de sal per se también ejerce un efecto sobre la hidratacion de
la para-caseina y la fraccion volumétrica de la red proteica, dado que la disminucién del
contenido de sal disminuye el grado de hinchamiento de la matriz de proteinas
(McCarthy et al., 2016).

3.3. Andlisis de la microestructura

Se realiz6 un analisis cualitativo de las micrografias SEM. Los especimenes a una
magnificacion de 120X se usaron para determinar si la criofractura se realizd
adecuadamente, determinandose la homogeneidad estructural de los mismos. Las
magnificaciones 400X y 1200X permitieron observar la microestructura del queso con
mejor resolucion. Es importante destacar que en la bibliografia, no se dispone de
informacion de micrografias en queso Tybo que permitan observar su microestructura.
Algunas micrografias caracteristicas de queso Tybo obtenidas por SEM se muestran en
la Figura 1. Las muestras presentan una matriz proteica continua (red de para-caseina)
con huecos de bordes lisos, los cuales contenian al suero y a los glébulos de grasa (con
diferente grado de coalescencia) que son eliminados durante la preparacion de la
muestra (Ribero y col., 2009; Fox y col., 2017). A los 40 dias de maduracion las
depresiones son méas redondeadas dado que se produce una migracion del agua que
contienen los canales hacia la matriz de proteina, provocando que la misma aumente de
tamafo y disminuya su porosidad (Ribero y col., 2009). Se pueden observar algunas
diferencias entre las micrografias para las condiciones C1 y C2 en comparacion con la
condicién C3. En el Gltimo caso, se puede observar que el tamafio de las depresiones es
maés pequefio, indicando que ha ocurrido una mayor migracion de agua hacia la matriz

de proteina.



Figura 1. Micrografias SEM a 1200X de las muestras a 1 y 40 dias de maduracion para

las condiciones C1, C2 y C3. La barra blanca representa una escala de 10 um.

4. Conclusiones

Los resultados del contenido de humedad promedio, del indice de maduracion, de los
parametros reoldgicos y de la observacién por microscopia SEM, muestran
complementariamente (directa o indirectamente) el efecto de la reduccién del contenido
de sal sobre el contenido de humedad promedio al finalizar la etapa de salado y sobre la
proteolisis, el debilitamiento de la matriz proteica y la distribucion del agua entre los

canales de suero y la matriz proteica, durante la etapa de maduracién.



Se puede concluir que las reducciones de sal estudiadas en queso Tybo provocaron
los cambios esperados, los que pudieron ser detectados por las técnicas usadas. Cabe
destacar que los valores de los parametros que pudieron ser cuantificados se encuentran
en los 6rdenes de magnitud esperados para quesos semiduros. Los resultados obtenidos
son muy prometedores y se espera complementar los mismos con otras areas para
determinar la reduccién de sal que no afecte las principales caracteristicas de queso
Tybo.
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